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RESUMO

Introdugao: A ifosfamida (IFO) é um agente citotdxico alquilante utilizado
no tratamento de céncer ginecoldgico e de mama, por exemplo. Dentre os efeitos
adversos da IFO, destaca-se a cistite hemorragica (CH) afetando de 6-50% dos
pacientes. Estudos do nosso laboratorio evidenciaram a participagdo de diversos
mediadores inflamatérios na patogénese da CH, como o TNF-a, o IL-1B e o 6xido
nitrico, cuja modulagdo farmacoldgica previne diversos fendmenos inflamatorios,
incluindo a migrac&o de neutrdfilos. Entretanto, ainda se desconhece a contribuicao
dos neutrdéfilos no desenvolvimento da CH. Portanto, objetivou-se estudar o papel
dos neutrdfilos na patogénese da CH. Métodos: camundongos Swiss fémeas (25-
30g) foram tratados com salina (5 ml/kg, i.p), FUCOIDINA (um inibidor do rolamento
de neutrofilos, 100 mg/kg, e.v), IFO (400 mg/kg, i.p) ou IFO+FUCOIDINA
(10mg/Kg;30mg/Kg e 100mg/KG) seguido de jejum hidrico. Adicionalmente, os
animais foram pré-tratados com doses crescentes de G-CSF (um estimulador de
colonia de neutrdfilos) por 5 dias (100ug/Kg, 200ug/Kg, 400ug/Kg) e acrescentado
IFO (200mg/Kg, i.p.) ou foram tratados com apenas IFO 200mg/Kg ou G-CSF
400ug/Kg seguido de jejum hidrico. Apés 12h, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e amostras de bexigas foram coletadas para avaliagdo do
peso umido vesical (PUV, mg/20g de animal), analise dos critérios macroscopicos de
lesdo (edema e hemorragia), atividade de mieloperoxidase (MPO, neutréfilo/mg
proteina) e permeabilidade vesical (PV, pg de azul de evans/mg de bexiga).
Resultados: a IFO induziu um aumento significativo (p<0,05) do PUV (5219,5),
edema (3[3-3]), hemorragia (2[2-3]), MPO (1268+706,2) e PV (1111£46) vs 0 grupo
salina (PUV: 19,17+3,67; edema: 0[0-0]; hemorragia: 0[0-0]; MPO: 167,68159,84 e
PV: 17,36+£2,99). Entretanto, tais parametros foram significativamente (p<0,05)
reduzidos pela fucoidina 100mg/Kg (PUV: 35,819; edema: 1[1-2]; MPO: 552,7+203,6
e PV: 38,81£14,6) vs o grupo IFO. Os grupos pré-tratados com G-CSF (100ug/Kg,
200ug/Kg, 400pg/Kg) obtiveram um aumento  significativo do PUV
(58,8+6,13;60+3,6;58+5,34) vs PUV do grupo IFO 200mg/Kg(31,32+4,6). O pré-
tratamento com G-CSF (200ug/Kg, 400ug/Kg) +IFO aumentou o numero de
neutréfilos (1579+314; 1951+£257,8) encontrados na bexiga vs grupo tratado com
IFO(200mg/Kg)(961,5+88,5)(P<0,05). J&4 ao avaliar os critérios microscopicos de



lesdo observou-se que os animais pré-tratados com 400ug/Kg de G-CSF+IFO
200mg/Kg induziu um aumento significativo(p<0,05) de escores de infiltrado
leucocitario [3(1-3)] e depdsito de fibrina [1(0-2)] vs o grupo que recebeu IFO
(200mg/Kg) com escore de infiltrado leucocitario [0,5(0-1)] e fibrina [0(0-1)].
Conclusao: a inibicdo da migracdo de neutréfilos preveniu o
desenvolvimento da cistite hemorragica, sugerindo o papel dos neutréfilos na

patogénese dessa doenca.

Palavras-chave: ifosfamida; cistite hemorragica; neutrdfilos, fucoidina



ABSTRACT

ROLE OF NEUTROPHILS IN THE PATHOGENESIS OF IFOSFAMIDE-INDUCED
HEMORRHAGIC CYSTITIS

Introduction: Ifosfamide (IFO) is an alkylating cytotoxic agent used in the treatment of
gynecological and breast cancer, among others. Among the adverse effects of IFO,
hemorrhagic cystitis (HC) stands out, affecting 6-50% of patients. Studies conducted
in our laboratory have shown the involvement of various inflammatory mediators in
the pathogenesis of HC, such as TNF-a, IL-1B, and nitric oxide, whose
pharmacological modulation prevents various inflammatory phenomena, including
neutrophil migration. However, the contribution of neutrophils to the development of
HC is still unknown. Therefore, the aim of this study was to investigate the role of
neutrophils in the pathogenesis of HC. Methods: Female Swiss mice (25-30g) were
treated with saline (5 ml/kg, i.p.), FUCOIDAN (a neutrophil rolling inhibitor, 100
mg/kg, i.v.), IFO (400 mg/kg, i.p.), or IFO+FUCOIDAN (10mg/kg; 30mg/kg; and
100mg/kg) followed by water fasting. Additionally, the animals were pre-treated with
increasing doses of G-CSF (a neutrophil colony-stimulating factor) for 5 days
(100ug/kg, 200ug/kg, 400ug/kg) and IFO (200mg/kg, i.p.) was added, or they were
treated with only IFO 200mg/kg or G-CSF 400ug/kg followed by water fasting. After
12 hours, the animals were euthanized by cervical dislocation, and bladder samples
were collected for evaluation of bladder wet weight (BWW, mg/20g of animal),
analysis of macroscopic lesion criteria (edema and hemorrhage), myeloperoxidase
activity (MPO, neutrophils/mg protein), and bladder permeability (BP, pg Evans
blue/mg bladder). Results: IFO induced a significant increase (p<0.05) in BWW
(5219.5), edema (3[3-3]), hemorrhage (2[2-3]), MPO (1268+706.2), and BP (111+46)
compared to the saline group (BWW: 19.17+3.67; edema: 0[0-0]; hemorrhage: 0[0-0];
MPO: 167.68+59.84; BP: 17.36+2.99). However, these parameters were significantly
(p<0.05) reduced by 100mg/kg of FUCOIDIN (BWW: 35.819; edema: 1[1-2]; MPO:
552.7+203.6; BP: 38.8+14.6) compared to the IFO group. The groups pre-treated
with G-CSF (100ug/kg, 200ug/kg, 400ug/kg) showed a significant increase in BWW



(58.8+6.13; 60+3.6; 58+5.34) compared to the BWW of the IFO 200mg/kg group
(31.32+4.6). Pre-treatment with G-CSF (200ug/kg, 400ug/kg) + IFO increased the
number of neutrophils (1579+314; 1951+257.8) found in the bladder compared to the
group treated with IFO (200mg/kg) (961.5£88.5) (p<0.05). When evaluating the
microscopic lesion criteria, it was observed that animals pre-treated with 400ug/kg of
G-CSF+IFO 200mg/kg induced a significant increase (p<0.05) in leukocyte infiltration
scores [3(1-3)] and fibrin deposition [1(0-2)] compared to the group that received IFO
(200mg/kg) with leukocyte infiltration score [0.5(0-1)] and fibrin [0(0-1)].Conclusion:
Inhibition of neutrophil migration prevented the development of hemorrhagic cystitis,

suggesting the role of neutrophils in the pathogenesis of this disease.

Keywords: ifosfamide; hemorrhagic cystitis; neutrophils; fucoidan.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cancer

O cancer representa um problema de saude publica mundial. De acordo
com estimativas do projeto da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer
(IARC, do inglés International Agency for Research on Cancer) e da Organizagao
Mundial da Saude (OMS), houve 14,1 milhées de casos novos de cancer e um total
de 8,2 milhdes de mortes por cancer, em todo o mundo, em 2012 (FERLAY, et al,
2012).

A incidéncia de casos de cancer no Brasil cresce em um ritmo que
acompanha o cenario mundial. Isso se deve, principalmente, pela mudanca de
habitos da populagdo, como o consumo de alimentos industrializados, fumo,
alcoolismo, exposi¢cao a agentes cancerigenos. As estimativas para o ano de 2014,
que também sao validas para o ano de 2015, indicam a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, sendo os canceres de prostata
(69 mil), mama feminina (57 mil), célon e reto (33 mil), pulmao (27 mil), estémago
(20 mil) e colo do utero (15 mil) os mais incidentes na populagao brasileira (INCA,
2014; FERLAY, et al, 2012).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) sugere que no ano de 2030,
havera uma incidéncia de 27 milhdes de casos de cancer e 75 milhdes de pessoas
serao portadoras dessa patologia (BRASIL, 2011), muitas das quais sofrendo os
efeitos da toxicidade do tratamento oncologico (BRASIL, 2011; GUERRA et al.,
2005; JEMAL et al.,, 2011), com mucosite intestinal induzida por irinotecano,
neurotoxicidade induzida por agentes platinicos e alcaloides vegetais e cistite

hemorragica induzida por ciclofosfamida e ifosfamida.
1.2 Ifosfamida
A ifosfamida (IFO) é um farmaco antineoplasico muito utilizado no

tratamento de tumores de células germinativas testiculares, tratamento dos

sarcomas de tecidos moles, o sarcoma de Ewing e linfomas ndo-Hodgkin e
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tratamento do carcinoma de pulméo e pancreatico (BROCK et al., 1988; BRADE et
al., 1985; ZALUPSKI; BAKER, 1988; LOEHRER et al., 1990).

E um agente citostatico do grupo da oxazafosforinas. Quimicamente esta
relacionada com a mostarda nitrogenada e € um analogo sintético da ciclofosfamida.
Estes agentes sdo pro-drogas que apds metabolizagdo hepatica produzem
substancias eletroliticas capazes de se ligar aos grupamentos nitrogenados dos
acidos desoxirrobonucleico (DNA) e ribonucleico (RNA), bem como a alguns
elementos proteicos, corrompendo sua estrutura. Dessa forma, estas drogas
produzem ligagdes covalentes com moléculas e estruturas fundamentais para o
metabolismo e a sobrevivéncia da célula, exercendo assim, seus efeitos citotdxicos
de forma independente ao ciclo celular (CHABNER et al., 2005).

As etapas do metabolismo da IFO e da ciclofosfamida apresentam
analogias nas vias de processamento, apresentando metabdlitos como a mostarda
de fosforamida, agente alquilante citotoxico e a acroleina, subproduto téxico, o maior
responsavel pelo dano urotelial (HILL et al., 1973).

A IFO é inativa in vitro e preferencialmente ativada in vivo no figado pelas
enzimas microssomais, via Citocromo P450 hepatico (Figura 1), que leva a
producdo de metabdlitos ativos em 4-hidroxi-IFO, que estd em equilibrio com
aldofosfamida, seu tautémero. A aldofosfamida se desintegra espontaneamente em
acroleina e no metabdlito alquilante mostarda de isofosfamida. A acroleina é a
responsavel pelo efeito urotdéxico da IFO. Entdo, quanto maior a dose ingerida do
farmaco, maiores quantidades do metabdlito toxico serao produzidos e mais severas
serao os danos ao tecido da bexiga. Os principais efeitos toxicos dose-dependentes
da IFO sao: a aplasia medular, a esterilidade, o linfoma e a leucemia, podendo afetar
até 5% dos pacientes, a neoplasia de bexiga, a ulceragdo da mucosa oral e a
desnudacéo intestinal, a alopecia acentuada, ha casos de doencga venoclusiva do
figado, a toxicidade no Sistema Nervoso Central (SNC), representada por nauseas e
vémitos e, finalmente, mas ndo menos importante, a cistite hemorragica (CH), que
ocorre em aproximadamente 4% dos casos tratados por via intravenosa (IARC et al.,
1981; IARC et al., 1987; KLIPPEL et al., 1995; BRUNTON et al., 1996; BRESSA et
al., 2010).
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O efeito citotdxico se deve a interagado entre os metabdlitos alquilantes e o
DNA. O ponto de ataque preferido sdo as pontes de fosfodiéster do DNA. A
alquilacao resulta em fraturas na fita e ligagbes cruzadas com o DNA. Durante o
ciclo celular, a passagem pela fase G2 é atrasada. Os efeitos citotdéxicos ndo sao
especificos para a fase do ciclo celular; porém ele é especifico para o ciclo celular
(COLVIN et al., 1976; GAMCSIK et al., 1993).

A acroleina ja esta presente na urina apdés 30 minutos da administragcéo
de IFO. Este metabdlito se acumula na bexiga urinaria, gerando a expressao de
mediadores inflamatérios tais como fator de necrose tumoral-alfa (TNFa),
interleucina 6 (IL-6) e ciclo-oxigenase tipo 2 (COX-2), e causa danos (edema,
dilatagdo vascular e incremento da fragilidade capilar na mucosa da bexiga, levando
a hemorragia). O quadro hemorragico ocorre normalmente nas primeiras 48 horas,
caracterizando a cistite hemorragica. A cronicidade do quadro inflamatério leva a
uma a fibrose progressiva de parede vesical, a uma diminuicdo da capacidade de
armazenamento da bexiga, que se torna pequena, fibrotica e ndo continente
(KIMURA et al., 1998; RIBEIRO et al., 2002; MANIKANDAN et al., 2010).

Figura 1 — Metabolismo da Ifosfamida (Mostarda de Isofosforamida: responsavel

pelo efeito citotoxico; Acroleina: responsavel pelo efeito urotoxico).
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1.3 Cistite hemorragica

A cistite hemorragica (CH) esta entre os efeitos mais comuns em
pacientes submetidos ao tratamento quimioterapico, sendo um fator limitante do
tratamento dos tumores malignos. Ha relato de que IFO produz cistite hemorragica
mais frequentemente do que ciclofosfamida (PYERITZ et al., 1978). Na auséncia de
adequada uroprotecao, a CH se torna dose limitante, com uma incidéncia média que
varia de 18 a 40% (HENSLEY et al., 1999). Ela pode ser dividida em trés grandes
categorias: 1) consequente ao cancer de bexiga ou canceres adjacentes que
avangcam sobre a bexiga a partir da préstata, utero, cérvix, ou do reto; 2) cistite
infecciosa que ocorre em pacientes imunodeprimidos com cancer; 3) cistite por
quimioterapia ou induzida por radioterapia (MOY et al., 2012).

O conjunto de sintomas da CH é chamado de “LUTS” (lower urinary tract
symptoms) que inclui: disuria, polaciuria, urgéncia miccional, nicturia, dor supra-
pubica e hematuria microscépica ou macroscopica (MOY et al, 2012).
Diferentemente dos outros efeitos adversos provenientes do uso de IFO, a CH nao
provém diretamente do uso do agente antineoplasico, sendo a acroleina como o
principal responsavel pelo dano urotelial (PHILLIPS et al., 1961; FORNI et al., 1964).

Durante muito tempo, os mecanismos envolvidos na patogénese da CH
foram em grande parte desconhecidos e constituiram um assunto de grande
interesse para pesquisadores. Durante as duas ultimas décadas, varios estudos
tentaram elucidar as vias de desenvolvimento da patogénese da CH, mas a maioria
dos artigos publicados se concentrou na lesado induzida por ciclofosfamida. Apenas
alguns estudos estdo relacionados com a IFO, no entanto, os mecanismos
subjacentes parecem ser equivalentes. A primeira descricdo de dano sintomatico na
bexiga, hematuria macro e microscépica apos a administragdo de ciclofosfamida, foi
descrito logo depois da sua introdugdo como um agente antineoplasico em 1958
(ARNOLD, et al., 1958; DEVRIES et al., 1990; OTER, et al., 2004; MACEDO et al.,
2008).
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Os primeiros estudos sugeriram que os agentes alquilantes eram
responsaveis diretos pela CH. Todavia, estudos posteriores demonstraram que a
ciclofosfamida induzia danos na bexiga de ratos e caes e que esses efeitos eram
causados por produtos metabdlicos excretados na urina, além de descobrirem que a
urina dos caes tratados com ciclofosfamida poderia reproduzir cistite quando
transferidas aos caes de controle (PHILIPS et al., 1961). A acroleina foi
caracterizada como um metabdlito da ciclofosfamida presente na urina responsavel
pelo desenvolvimento CH (COX et al., 1979; MACEDO et al., 2008). Apesar deste
conhecimento, a primeira demonstracdo do envolvimento de mediadores pro-
inflamatorios, tais como citocinas e o oxido nitrico (NO), na patogénese da CH
induzida por oxazafosforinas ocorreu mais de quinze anos mais tarde (GOMES et
al., 1995; SOUZA-FIHO et al., 1997; LIMA-JUNIOR et al., 2007).

Estudos recentes mostram mecanismos importantes envolvidos na
patogénese da CH induzida por IFO. Destaca-se nesse sentido, o envolvimento de
citocinas, como TNF-a e interleucina-1 (IL-1), como mediadores inflamatérios
envolvidos no dano urotelial e na hemorragia (GOMES et al., 1995; RIBEIRO et al.,
2002). A partir de estudos nos quais se utilizavam drogas que reduziam de forma
significativa e dose dependente a sintese de 6xido nitrico (NO), reduzindo edema,
hemorragia e a infiltragdo de neutrdfilos, pode-se confirmar o seu papel de mediador
crucial para ocorréncia do dano urotelial e hemorragico da cistite (SOUZA-FILHO,
1997). A administracdo de soro anti-TNF-a ou anti-IL-1B  diminuiram
significativamente os eventos inflamatérios induzidos por IFO (RIBEIRO el al., 2002).
Verificou-se também um aumento da atividade da enzima 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS) (SOUZA-FILHO, 1997). Ademais, a inducdo da iNOS na bexiga
inflamada parece exigir a agao do fator ativador de plaquetas (PAF) (SOUZA-FILHO,
1997).

Estudo com inibidores da via da ciclooxigenase-2 (COX-2) demonstraram
que esta via também participa do processo inflamatério da CH induzida por IFO. Foi
observado que eles ndo sé reduzem a atividade da COX-2, como também diminuem
a sua expressao por imunohistoquimica em bexigas de ratos pré-tratados com
etoricoxibe ou indometacina (MACEDO et al., 2008).
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A partir desses estudos, pode-se afirmar que a lesao urotelial induzida por
IFO parece depender de uma cascata de mediadores inflamatérios que envolvem
citocinas (TNF-a e IL-1), prostaglandinas produzidas via ativagdo da COX-2 e 6xido
nitrico, produzido através do aumento da expressio e ativacdo de iNOS tanto por
citocinas como por PAF (MACEDO et al., 2008; RIBEIRO el al., 2002).

Neste cenario, com base na revisao realizada pelo grupo de pesquisa do
LAFICA (Ribeiro et al., 2012), foram identificadas varias etapas interligadas no
processo da cistite hemorragica (CH). Essas etapas foram divididas em quatro fases
principais:

a) A primeira fase, conhecida como fase de iniciagdo, ocorre quando ha
acumulo de acroleina na bexiga, resultando em danos ao urotélio.

b) A fase seguinte, denominada fase inflamatoria, caracteriza-se pela
regulacdo positiva de fatores de transcricdo, como o fator nuclear kappa-B
(NFkappaB) (KIUCHI et al., 2009; KORKMAZ et al., 2007), e pela liberacao de
citocinas inflamatérias pelas células epiteliais e conjuntivas residentes, como os
macréfagos (GOMES et al., 1995; RIBEIRO et al., 2002). Nessa fase, ocorre uma
resposta inflamatdria intensificada, com produgcdo de citocinas em grande
quantidade, além da geragao de espécies reativas de oxigénio (KORKMAZ et al.,
2007) e nitrogénio (KORKMAZ et al., 2005), e expressédo de enzimas inflamatorias,
como a oxido nitrico sintase induzida (OTER et al., 2004; SOUZA-FILHO et al.,
1997) e a ciclooxigenase-2 (MACEDO et al., 2008a; MACEDO et al., 2008b).

c) A terceira fase, denominada fase sintomatica, esta relacionada a
exposicao do urotélio e a formagao de ulceras, causando dor (MARTINS et al., 2012)
e disfungao vesical (MACEDO et al., 2011).

d) A quarta fase, chamada de fase de cicatrizagao, envolve a reparagao
dos tecidos, podendo ocorrer sinalizagdes por fibroblastos e liberagcao de fatores de

crescimento, como o fator de crescimento de queratindcitos (ULICH et al., 1997).

As toxicidades do tratamento oncolégico podem afetar a qualidade de
vida do paciente, limitando muitas vezes a dose e aumentando a duragdo do

tratamento, o que é muito comum na terapia com IFO. No intuito de minimizar tais
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consequéncias, foram desenvolvidos agentes com o objetivo de aliviar ou eliminar
esses efeitos toxicos (J CLIN ONCOL, 1999; SEBER et. Al, 1999).

Um bom agente protetor deve prevenir as toxicidades, sem afetar a
eficacia antitumoral do tratamento oncolégico. Varios agentes foram testados, no
intuito de prevenir os pacientes da cistite hemorragica induzida por IFO (BROCK et
al., 1981). O mais eficaz foi o 2-mercaptoetano-sulfonato de sédio (MESNA) sendo,
atualmente o agente terapéutico mais utilizado com essa indicagcado (LIMA et al.,
2007).

O MESNA (2-mercaptoetano-sulfonato de sédio) € um tiol, que ao
alcancar a circulagdo sanguinea, sofre uma rapida oxidacdo e assume sua forma
dimérica ditiodietanosulfonato de sodio (DIMESNA), sendo esse metabdlito menos
ativo que o MESNA. O que é muito bom, uma vez que o efeito protetor em nivel
plasmatico do MESNA produziria um antagonismo aos efeitos farmacoldgicos da
IFO (SHAW et al., 1987).

DIMESNA e MESNA sao bastante hidrofilicos, sendo rapidamente
depurados pelo rim. Por conta dessa rapida depuragao renal e por sua meia-vida
plasmatica ser de apenas cerca de 90 minutos, dextoxificagdo ocorre principalmente
no sistema urinario. Os grupos sulfidril (tiol) livres do MESNA combinam-se com a
acroleina, formando um tioéter ndo toxico (LIMA et al., 2007).

Estudos mostram que o protocolo padrdo de tratamento profilatico com
MESNA provoca alteragdes citoscopicas em 66,7% dos pacientes e alteragbes
microscopicas como edema e ulceragdo em 100% (LIMA et al., 2007). Tais fatos,
provavelmente se sustentem pelo fato de MESNA nao se tratar de um anti-
inflamatério e nem apresente propriedades antioxidantes, portanto acaba néo
atuando na modulacdo de vias inflamatdrias envolvidas na cistite hemorragica
(SHAW et al.,, 1987; VIEIRA et al.,, 2003; LIMA et al.,, 2007). Por essas razdes,
substancias de com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias podem
representar uma alternativa em potencial para o tratamento da cistite hemorragica.

Muitos estudos que avaliaram a CH e o papel de mediadores
inflamatoérios mediante modulagao farmacoldgica foram feitos por parametros que
incluiam: peso umido vesical, permeabilidade vascular, escores macro e

microscopicos e atividade de mieloperoxidase, um marcador da migragdo de
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neutréfilos para o tecido inflamado. Considerando que a atividade protetora de
moduladores farmacolégicos de mediadores proé-inflamatorios envolvia, dentre
outros efeitos, a redugdo do acumulo de neutrdfilos teciduais e a melhora da CH,

especulou-se se os neutrofilos teriam um papel na génese dessa lesao.

1.4 Migracao e atividade de neutréfilos no processo inflamatério agudo

Neutrdéfilos sdo células fagociticas de vida curta (12-24 horas) do sistema
imune. Na auséncia de um estimulo inflamatério, estdo ausentes nos tecidos, e
ficam circulando na parte central dos vasos sanguineos. Sao as primeiras células a
serem recrutadas ao processo inflamatério, caracterizando um processo inflamatorio
agudo. Com o estimulo inflamatdrio, ha um aumento do calibre vascular, causando
um aumento do fluxo sanguineo para o local onde o dano se encontra e, depois
disso, as células de defesa comegam a diminuir a velocidade, a lateralizar e a parar.
Isto possibilita a chegada rapida de anticorpos e leucécitos ao foco da leséo
(WAGNER; ROTH, 2000).

Substancias quimicas como histamina, bradicinina, metabdlitos do acido
araquidénico, fator de ativagao plaquetaria (PAF), NO, neuropeptideos e citocinas
séo responsaveis por estimular a contra prote¢do do organismo ao dano, causando
um aumento da permeabilidade vascular, uma vasodilatacdo, uma contratura da
musculatura lisa e hipersecrecdo de fluidos para o foco da lesdo (ABBAS;
LICHTMAN, 2003; SEELY et al., 2003; ROIT; DELVES, 2004).

O influxo dos neutréfilos para o sitio inflamatério se da por estimulagao de
quimiocinas, tais como: CXCL-8/ IL-8, TNF, C3a, C5a e LTB4 que sao responsaveis
por fazer com que os neutréfilos diminuam sua velocidade dentro do vaso e iniciem
a marginagao e posteriormente a migragdo (KOBAYASHI et al., 2009). As selectinas
participam de todo esse processo onde a L-selectina e P-selectina, expressas
respectivamente no leucécito e no endotélio vao ser responsaveis pela interacao
inicial entre essas células, participando do processo conhecido por rolamento.

A exteriorizagdo da P-selectina armazenada nos corpos de Weibel-Palade
presente em células endoteliais em repouso e o aumento da expressido de fator

ativador de plaquetas (PAF) nas células que revestem as vénulas ocorrem
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principalmente devido a agado de histamina e trombina provenientes do estimulo
inflamatério (PHILLIPSON; KUBES,2011).

A ocupacgao posterior da P-selectina pelo ligante glicoproteico-1(PSGL-1)
promove uma desaceleragdo dos neutréfilos e facilita a ligacdo do PAF ao seu
receptor presente nos neutrofilos (PAF-R) ativando estas células e resultando no
aumento da expressao de integrinas como o antigeno funcional leucocitario-1(LFA-
1) (PHILLIPSON; KUBES,2011).

O endotélio ativado por TNF-a, IL-1B e LPS, expressa posteriormente a
E-selectina, passando a produzir CXCL-8, cuja agao é se ligar ao seu receptor na
célula inflamatéria e induzir um sinal que provocara uma alteragao conformacional
na molécula de integrina presente no neutréfilo (CD11/CD18), que acaba permitindo
uma maior adesao desta célula com o endotélio, facilitando o processo de migragao
(HAYASHI et al., 2003; ABBAS; LICHTMAN, 2003). Dessa forma, observa-se que
as integrinas sao responsaveis pela aderéncia firme (CHOI et al., 2010; LANGER,;
CHAVAKIS, 2009).

As ligacbes mediadas por selectinas sdo pouco estaveis, podendo se
desfazer facilmente. Para que ocorra a adesdo dos neutréfilos ao endotélio é
necessario que haja a participagdo das (B2 integrinas, que sdo conhecidas como
moléculas de ades&o (CAMSs): intercelular cell adhesion molecule (ICAM-1 ou 2),
vascular cell adhesion molecule (VCAM-1), platelet-endothelial cell adhesion
molecule (PECAM-1) (GONZALEZ-AMARO; SANCHEZ-MADRID, 1999). A forte
adesdo entre endotélio e leucdcitos se da pela inducédo de ICAM-1 e VCAM-1 no
endotélio. Iniciado esse processo, da-se a expressdo de PECAM-1 nas bordas da
célula endotelial, que é essencial para a transmigracao de leucdcitos para focos de

inflamagéao (SCHENKEL et al., 2006). Esse processo esta resumido na figura 2.
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Figura 02 — Processo de interacdo leucdcito-endotélio. (Fonte: BELINATI et al.,
2010).
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Os neutrdfilos sdo células multilobuladas produzidas na médula dssea
(MO) a partir de um precursor CFU-GM que apods contato com estimuldadores de
colénia (IL-3, G-CSF e GM-CSF) no microambiente da MO sofre uma diferenciagao
em CFU-G e sobre acgao principalmente de G-CSF ira se proliferar e diferenciar em
precursores das células mieloides da linhagem neutrofilica. A producédo de G-CSF &
induzida pela acédo da IL-17A sintetizadas pelas células T e esta por sua vez é
liberada pela agao da IL-23 produzida por macréfagos e células dentriticas presentes
no tecido. A maturacao dos neutréfilos depende de fatores de transcricao tais como
PU.1 e CCAAT / proteina de ligagéo e intensificagdo (C / EBP) a-{. Além disso, a
producao de G-CSF dentro do tecido inflamado inibe a apoptose dos neutrdfilos e
aumenta resposta dos neutrdéfilos ao fMLP (formil Met-Leu-Phe), sugerindo aumento
da fagocitose e da producdo de espécies reativas de oxigénio (BENDALL,;
BRADSTOCK,2014; KOLOCZKOWSKA; KUBES,2013).

Os neutrdfilos nao se dividem, tém vida curta e € o principal leucécito
presente na corrente sanguinea possuindo dois tipos de granulos: granulos
azurofilos que se formam precocemente tém lisossomos, mieloperoxidase e muitos

efetores antimicrobianos n&o-oxidativos, incluindo defensinas, catepsina G e
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proteinas de aumento de permeabilidade bactericida (BPl) e os granulos
secundarios que contém lactoferrina, fosfatase alcalina e lisozima
(KOLOCZKOWSKA; KUBES,2013).

Os neutrdfilos ao contrario de sua descricdo tradicional de célula efetora
terminal desprovida de atividade de transcricdo, que soO libera mediadores pré-
formados para matar patégenos, sdo na verdade, segundo observacbes atuais,
células com grande capacidade de responder a diferentes citocinas e quimiocinas,
alterando seu fendtipo em circunstancias especificas para participar da inflamacgao,
regulacédo da angiogénese tumoral e reparagao tecidual. As recentes descobertas
comprovam que os neutrdfilos liberam varias citocinas, conforme ilustrado na figura
03. Notavelmente, a producao de citocinas pelos neutréfilos pode ser controlada por
mecanismos de regulacdo sofisticados (SCAPANI, et al., 2007; MONTAVINI et
al.,2011). A produgcao de citocinas por neutrofilos € controlada por mecanismos
reguladores que atuam em diferentes niveis, incluindo transcri¢cdo, estabilizacdo e
traducao do RNA, assim como sobre a secregao de citocinas.

Em relacdo a secreg¢do de citocinas e quimiocinas, tais como IL-1p,
antagonista do receptor (IL-1RA), proteinas com BAFF/BlyS um membro da
superfamilia TNF expressa principalmente por células mieloides (BAFF; também
conhecido como BlyS), TRAIL, CXCL8, CCL20 ndo sao diretamente liberadas
apos sintese, contudo sdo armazenadas em organelas intracelulares. Estas
citocinas e quimiocinas s&o rapidamente liberadas pela agdo de secretagogos que
atuam sobre neutrofilos (MONTAVINI et al., 2011).
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Figura 03 —Citocinas e quimiocinas produzidas por neutrofilos(Fonte: MONTAVINI et
al.,2011).

Citocinas derivas de neutrdfilos

PAMP  |— CXC-quimiocin I
I_ ; . —= (CXCL1, CKCLZ C]'-'ﬂ_ﬁ CHCL4, CHCLS, CRCLE,
[G-CSF & GM-CSF - - g el ), CXCLE, CXCLY, CXCL10, CXCL11 |
e A -quimiocing
TNE — . : o : b e CCI.E CCL3, ECL# CCL17, CCL18, CCL19, CCLA0, C{.‘-CLIE
[EREAREE ..\\“"“ﬁf"i / Citocinas pro-inflamatérias
: Neutrofilos s [L-1A, IL-1B, IL-B", 07, IL-9°, IL-16", IL-17A",
IFH tips 1T IL-17F+, IL-18, MIF

|Clluui||as anti-inflamatarias
IL-1RA, IL-4*, IL-10, TGFB1, TGFB2

Citocinas |n1|.|n|:|rregl.|lad-::'as
* IFMNo®, IFMyt, IL-12, IC-23

Fadores estimulanies de colonias
—* G-CSF, M-CSF+, GM-CSF+, IL-3+, SCF*

[Factores anglogénicos e fibrogénicos
HB-EGF, HGF, FGF2, TGFa, VEGF, pracineicing 2

_.“i‘fﬁhﬁ'i“saiﬁ”ﬁ?ﬂ"]{anmf

RAMEL, THF, TRAIL

Outras citocinas
— |Anfiraguling, BONF*, midkine, NGF*, NT4",
oncostating M, PBEF _

Ha muito tempo se sabe que fMLP é capaz de induzir quimiotaxia de
neutroéfilos através da ativacao do receptor FPR1. Portanto, a producao de proteinas
formiladas por bactérias, ou oriundas de mitocdndrias, ativa FPR1 preenchendo os
critérios de receptor de reconhecimento padrao (PRR) identificando microrganismos
e danos teciduais. Além disso, os neutrofilos expressam vasto repertério de PRRs
(além do FPR1), incluindo todos os membros do receptor toll-like da familia (TLR),
com excegao do TLR3 e expressa também o receptor de lectina tipo C (CLEC7A), o
receptor CLEC2 (também chamado de CLEC1B) e no citoplasma alguns receptores

de acido ribonucleico RIG-1 e MDAS5. Os neutréfilos interagem com inflamassomos
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expressando o receptor NOD1, porém sua funcdo ndo foi totalmente elucidada
(MONTAVINI et al.,2011).

Os neutrdfilos detectam patdégenos e danos teciduais através dos PRRs e
sobre acao de sinais provenientes principalmente de outras células do sistema
imune, irdo sofrer ativagao para produzir diversos efetores. Estes incluem radicais
livres de oxigénio, enzimas liticas, peptidios antimicrobianos bem como as citocinas
e quimiocinas mais recentemente descritas (MONTOVANI et al.,2011).

Considerando-se a cascata de mediadores envolvidos na patogénese da
cistite hemorragica, é licito pensar na participacdo dos neutrofilos, como célula
inflamatéria também nessa patologia. Dessa forma, o esclarecimento dos
mecanismos de acdo de novas moléculas que atuem especificamente em cada
etapa do processo podera trazer beneficios para terapia farmacolégica do processo

inflamatoério.

1.5 Fucoidina

A fucoidina € um polimero rico em fucose e grupos sulfatados extraidos
de algas macroscépicas encontrado em varias espécies como Fucus vesiculosis,
Cladosiphono kamuranus, Laminaria japonica e Undaria pinnatifida que possui
diversos efeitos farmacolégicos tais como antioxidante, anti-inflamatdrio,
anticoagulante e antitumoral. Pode possuir variagbes na sua composi¢ao quimica,
dependendo da espécie de alga que foi extraida e do processo de extragcdo da
fucoidina. A fucoidina € constituida basicamente de polissacarideo polisulfatados
associados ou ndo com galactose, xilose, manose ou acido glicurénico. Dependendo
de sua complexa estrutura quimica, via de administragdo (oral, intravenosa e
intraperitoneal) e dose podera haver variagbes em seus efeitos farmacoldgicos. A
fucoidina inibe tanto a P-selectina como L-selectina sendo essa acdo sobre as
selectinas a principal atividade anti-inflamatéria o que faz da fucoidina uma
importante ferramenta farmacoldgica e um potencial farmaco que atua no processo
inflamatorio (LI et al.,2008; FITTON, 2011). O mecanismo de acgao desta inibigao

consiste num bloqueio competitivo e especifico pelo sitio de ligagdo do receptor de
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P- e L-selectina impedindo, por exemplo, a ligagdo da P-selectina do endotélio com
a PSLG-1 ligante glicoproteico-1, expressa nos leucécitos (POMIN,2012).

Para que os leucdcitos migrem dos vasos sanguineos para o sitio da
lesao, utiliza-se as selectinas, que sao polissacarideos que auxiliam no processo de
fixagcdo dos leucdcitos nas células endoteliais e iniciem o processo de rolagem, que
culmina com a saida para o tecido. As diferentes fontes de fucoidina possuem um
efeito inibitério sobre a migragédo de leucdcitos, em especial de neutrofilos e reduz
em média cerca de 80% o processo de migragao de neutrofilos principalmente pela
sua acao sobre as selectinas. Tal avaliagao, foi feita num modelo de peritonite aguda
induzida em ratos Wistar e observado o extravasamento de neutréfilos para
cavidade peritoneal (FITTON, 2011; POMIN,2012).

Diante do papel de inibicdo da migracao de neutréfilos através da inibicao
da P e L selectinas causada pela fucoidina, visamos elucidar o efeito da inibicao da

migracao de neutrofilos na cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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2 JUSTIFICATIVA

Cistite hemorragica induzida por quimioterapia permanece uma
complicagédo clinica comum e potencialmente fatal. Atualmente, MESNA e hiper-
hidratacdo sao as duas medidas mais empregadas na prevengao. No entanto, estas
abordagens profilaticas tém provado nao ser completamente eficazes, uma vez que
os danos histopatologicos e cistoscopicos na bexiga sdo evidenciados. Diante da
relevancia clinica da CH apdés o uso de IFO, faz-se necessario investigar o
mecanismo de lesdo da bexiga pelo uso desse farmaco. Desta forma, o presente
estudo prima por investigar papel do neutréfilo no desenvolvimento da CH, abrindo
perspectivas para melhorar a qualidade de vida dos pacientes com canceres

tratados com quimioterapia a base de ifosfamida.
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3 OBJETIVO GERAL:

Investigar o papel dos neutrdéfilos na patogénese da cistite hemorragica
induzida por Ifosfamida.

3.1 Objetivos Especificos:

Investigar o efeito de diferentes doses de Fucoidina sobre os
parametros macroscopicos € microscopicos de lesédo e sobre a
migracao de neutroéfilos na cistite hemorragica induzida por Ifosfamida.
Estudar o efeito da fucoidina sobre a expressdo de marcadores
inflamatdrios, como a expressao de ciclooxigenase-2 e a dosagem de
citocinas IL-113 e IL-6.

Avaliar se a inibicdo da migracao de neutrdfilos interfere sobre
parametros noceptivos na cistite hemorragica induzida por Ifosfamida.
Avaliar o efeito do tratamento com fucoidina sobre parametros
bioquimicos de lesdo renal e hepatica.

Investigar o efeito de diferentes doses de G-CSF em relagdo a
parametros inflamatérios, como edema, hemorragia, infiltrado
neutrofilico, na cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas ou machos, com peso
entre 20-25g provenientes do Biotério Central do Campus do Pici — UFC e do
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceara. Os animais receberam agua e ragdo comercial balanceada a
vontade e foram mantidos em gaiolas com temperatura (22°C +1), umidade (65-70%)

e ciclo de luz (12h claro/ 12h escuro).

Os modelos experimentais utilizados neste trabalho forma submetidos a
apreciacdo do Comité de Etica e Pesquisa Animal(CEPA) do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara tendo protocolo
84/2014.

Durante a indugao de Cistite Hemorragica, os animais foram submetidos
a uma injecao intraperitoneal (i.p.) de ifosfamida (IFO) (400 mg/kg). Apds 12 horas,
foram sacrificados com dose elevada de anestésico. Em seguida, foi realizada uma
incisdo abdominal baixa, excisdo da bexiga, com retirada da urina remanescente. As
bexigas foram, entdo, analisadas macroscopicamente, pesadas e submetidas a

algum dos métodos descritos, a seguir.

4.2 Drogas, Reagentes

Ifosfamida (Haloxone); Mesna (Genérico Eurofarma); Fucoidina (Sigma
Chemical); Filgastrim (Genérico Biosintética); Azul de Evans (Sigma Chemical Co.);
Tribromo (Sigma Chemical Co.) ;Carbacol(Sigma Chemical Co.);Formamida(Sigma
Chemical Co.);Heparina 5.000ui/ml(Cristalia).

4.3 Anticorpos
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Anticorpo primario anti-COX2 produzido em coelhos (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA)
Anticorpo primario anti-IL-13 produzido em coelhos (R&D Systems)

Anticorpo primario anti-IL-6 produzido em coelhos (R&D Systems)

4.4 Aparelhos, Materiais e Instrumentos Laboratoriais

Durante o decorrer dos experimentos foram utilizados os seguintes

aparelhos e instrumentos, listados a seguir:

Seringas de 1,3,5 e 20ml BD
Algodao Hidrdfilo

Agitador tipo Vortex

Autoclave

Agulhas 13X4,5mm ,25X0,7mm e 40X1,2mm
Aparelho Polytron

Capela de Fluxo Laminar

Placa de 96 pocos descartavel
Bécker 50ml e 250ml

Balanca Analitica

Balanga para Animais

Estufa

Funil

Laminas para microscopia
Laminas para imunohistoquimica
Leitor de placas de ELISA
Espectrofotdmetro

Micro-ondas
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e Micropipetas automaticas

e Material Cirurgico (pingas, tesouras, laminas de bisturi)

e Papel de Filtro

e Papel para pesagem (Papel Manteiga)

e Ponteiras para micropipetas

e Proveta graduada

e Aparelho Von Frey eletronico

e Aparelho automatizado contagem de células hematolégicas por
impedancia

e Tubo com EDTA 500ul de Hemograma

e Tubo c/ anticoagulante 500 ul para Bioquimica

e Aparelho Rota Rod

e Centrifuga Refrigerada para eppendorf

e Microscépio 6ptico(Nikon)

e Aparelho Medidor de pH

e Tubos Falcon 20ml

e Eppendorf 2ml

e Gaze 7,5X7,5

e Maquina fotografica Nikon

e Microscopio Optico binocular acoplado a camera fotografica Olympus

e Mascara PFF2 tipo N95

e Mascara descartavel

¢ Avental impermeavel para manipulagao de quimioterapicos

e Luvas descartaveis sem po

e Gorro descartavel

e Papel grau cirurgico

e Papel Aluminio

4.5 Solugoes:
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¢ [fosfamida 500mg (Haloxane/Baxter)- Diluido em soro fisiolégico 0,9%
(Isofarma)

e Mesna 400mg (Genérico/Eurofarma)- Diluido em soro fisiolégico 0,9%
(Isofarma)

e Fucoidina (Sigma Chemical Co.)- Diluido em soro fisioldgico 0,9%
(Isofarma)

e Filgastrim 300ug/ml (Genérico/Biosintética)-Diluido em soro glicosado
5%(Isofarma)

e Paraformaldeido 4%(PFA)

e Alcool 70%

e Formol Tamponado 10%

e Agua Destilada

e Solugcao de NaCl 0,2%

e Solugao de Sacarose 60%

e Solugdo de Acido Sulftrico concentrado

e Perdxido de Hidrogénio 30%

e Salina Tamponada com Fosfato(PBS)

e Brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB)

e Tampao Citrato de Sédio

e Tampao Fosfato de Potassio

e Tampao Fosfato de Sédio

e Solucdo de 3, 3, 3, 3-tetramethylbenzidine(TMB)

e Solugao de Soro Fetal Bovino 5%

4.6 Corantes:

e Hematoxilina(Merck)
e Eosina(Merck)

e Hematoxilina de Mayer(Merck)
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4.7 Indugao de Cistite Hemorragica:

Durante a indugdo de Cistite Hemorragica, os animais foram submetidos a uma
injecao intraperitoneal (i.p.) de ifosfamida (IFO) (400 mg/kg). Ap6s 12 horas, foram
sacrificados com dose elevada de anestésico. Em seguida, foi realizada uma incisao
abdominal baixa, excisdo da bexiga, com retirada da urina remanescente. As
bexigas foram, entdo, analisadas macroscopicamente, pesadas e submetidas a

algum dos métodos descritos, a seguir:

4.8 Protocolos experimentais

4.8.1 Protocolo I:

Os camundongos foram tratados previamente com fucoidina
10mg/kg,30mg/Kg, 100mg/kg e 30minutos depois foram injetadas salina ou
ifosfamida 400 mg/Kg (i.p.). A partir de entdo os animais permaneceram com
restricido de agua. Para a realizacdo dos experimentos, os animais foram divididos

nos seguintes grupos experimentais (n=8):
Grupo 1: Salina (5 mL/Kg. i.p.)
Grupo 2: Ifosfamida (IFO 400mg/Kg. i.p.)

Grupo 3: Fucoidina (10mg/Kg,30mg/Kg,100mg/Kg i.v) + IFO400mg/Kg i.p
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Grupo 4: Fucoidina (100mg/Kg i.v) diluida em soro fisiolégico 0,9%

Grupo 5: Mesna (80mg/Kg i.p., uma dose 30minutos antes e 4h e 8h

apos administragéo de ifosfamida)

Em seguida, os animais foram submetidos aos protocolos dos itens 4.8,
4.9,4,10,4.11,4.12.

Figura 4 - Esquema de indugdo da CH e sua modulagao farmacoldgica com

fucoidina

Modelo Experimental
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4.8.2 Protocolo II

Os camundongos foram tratados previamente com filgastrim (G-CSF)
durante cinco dias consecutivos sendo administradas as doses de
100ug/Kg;200ug/kg e 400ug/Kg e 1 hora depois da ultima dose foram injetadas
salina ou ifosfamida 200 mg/Kg (i.p.). A partir de entdo os animais permaneceram
com restricdo de agua. Para a realizagdo dos experimentos, os animais foram

divididos nos seguintes grupos experimentais (n=8):
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Grupo 1: Salina (5 mL/Kg. i.p.)

Grupo 2: Ifosfamida (IFO 200mg/Kg. i.p.)

Grupo 3: G-CSF (100ug/Kg;200ug/kg e 400ug/Kg s.c)+IFO 200mg/Kg i.p.
Grupo 4: G-CSF (400ug/Kg s.c)

Em seguida, os animais foram submetidos aos protocolos 4.8, 4.9, 4.10.

Figura 5 - Esquema de indugédo da CH e sua modulagédo com G-CSF

Modelo Experimental

Analise Microscoépica

—— MPO
Numero de Neutréfilos i A Pazo Vasical

4.9 Avaliagao dos Parametros Gerais de Indugao da CH por Ifosfamida.
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4.9.1 Avaliacdo do Peso Umido Vesical

Depois de dissecadas e retirado o conteudo urinario com auxilio de papel
absorvente (hidrofilico), as bexigas foram pesadas, sendo o peso umido vesical

expresso em mg/20 gramas de peso do animal. O edema vesical foi quantificado por

aumento do peso umido vesical, reportado como média + EPM/20 g de peso do

animal.

b) Analise Macroscépica

As bexigas foram examinadas macroscopicamente quanto ao edema e

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

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

e Normal (0): nenhum.

Hemorragia:
e (3+): coagulo intravesical;
e (2+): hematomas na mucosa;
e (1+): telangiectasia ou dilatagao dos vasos da bexiga;
e (0): Normal.

c) Analise Microscopica

As bexigas foram fixadas em formol 10%, em seguida desidratadas em

alcool 70%, imersas em xilol e incluidas em parafina. Os blocos foram cortados (5
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Mm), com auxilio do micrétomo, corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e
analisado por microscopia Optica. As alteragdes microscopicas foram determinadas
pelos critérios de Gray Modificado (MARTINS et al,2012), que se seguem:

(0) - Histologia Normal: caracterizada pelo urotélio normal, bem como
auséncia de ulcera e infiltrado inflamatario.

(1+) - Alteragdes Discretas: caracterizada por numero de células epiteliais
diminuidas pela descamacéao, “apagamento” das dobras habituais da mucosa em
decorréncia do edema submucoso, hemorragia discreta e poucas ulceras.

(2+) - Alteragdes Moderadas: caracterizada por multiplas ulceragbes da
mucosa, edema moderado, infilirado inflamatério, depdsito de fibrina e focos
hemorragicos.

(3+) - Alteragdes Intensas: caracterizada por multiplas ulceragdes da
mucosa, erosao na mucosa, edema intenso, infiltrado inflamatdrio intenso, depdsito
de fibrina intenso e diversos focos hemorragicos com possivel transmural

hemorragia.

(d)- Andlise microscopica de grupos que foram tratados com subdose de

ifosfamida (200mg/Kg, i.p).

As bexigas foram fixadas em formol 10%, em seguida desidratadas em

alcool 70%, imersas em xilol e incluidas em parafina. Os blocos foram cortados (5
pum), com auxilio do micrétomo, corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e
analisado por microscopia 6ptica. As alteragdes microscoépicas foram determinadas
pela adaptagcado dos critérios criados por Gray e colaboradores com objetivo de
ampliar a precisao de analise dos diferentes tipos de lesdo presentes no tratamento
com ifosfamida na dose de 200mg/Kg, i.p., conforme detalhes a seguir (adaptado de
GIFONI, 2008):

e Edema: 0 ausente; 1 leve; 2 moderado e 3 intenso

¢ |[nfiltrado Leucocitario: 0 ausente; 1 leve; 2 moderado e 3 intenso

e Hemorragia: 0 ausente; 1 leve; 2 moderado e 3 intensa

e Fibrina: 0 ausente; 1 leve; 2 moderado e 3 intenso deposito

e Ulceragédo: 0 ausente; 01 leve; 2 moderado e 3 intensa
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(e)- Avaliagao da permeabilidade vesical

A permeabilidade vascular vesical foi avaliada pela técnica de
extravasamento com solugdo de Azul de Evans. O Azul de Evans é um corante que
se liga a albumina plasmatica. Caso haja extravasamento de albumina para o tecido
inflamado, devido aumento da permeabilidade e consequente edema encontraremos
o corante no intersticio. Seguindo a mesma divisdo previamente apresentada no
protocolo (n = 8), foram injetados, por via endovenosa, via plexo reto-orbital, 2.5% de
solugéo de azul de Evans (25 mg/kg) 30 minutos antes do sacrificio dos animais. As
bexigas foram retiradas, dissecadas e incubadas em tubos de ensaio contendo
solugao de formamida (1 mL/bexiga) a 56°C por 12 horas para extragdo do corante
presente no tecido. Posteriormente, o corante presente nos tubos de ensaio foram
mensurados pela absorbancia em 630 nm (ELISA). Ao mesmo tempo, foi
determinada uma curva de absorbancia. Os resultados foram expressos em

microgramas de azul de Evans por mg bexiga (média + SEM) (MACEDO et al,2011).

4.10-Avaliagcao de Parametros Inflamatoérios

(a)- Determinacgao da infiltragao de neutréfilo através da atividade da Enzima

Mieloperoxidase (MPO)

A quantificacdo do acumulo de neutrdéfilos na bexiga de animais apds a
inducdo da cistite por IFO foi determinada pelo ensaio da atividade de MPO, uma
enzima encontrada nos granulos azurdéfilos de neutrdfilos, utilizada como marcador
da presenca de neutréfilos no tecido inflamado. Os tecidos foram coletados,
conforme protocolo, e incubadas em 200uL de tampéao gelado (NaCl 0,1 M, NaPO,
0,02 M, NaEDTA 0,012 M; pH 4,)7), posteriormente, os tecidos foram

homogeneizados com o auxilio de um triturador (Pollytron). O material
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homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Realizou-se, um
choque hipoténico no sedimento celular (pellet) com 1000 pl de NaCl 0,2%. Apés
nova centrifugagéo a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C, o “pellet’ foi ressuspenso em
tampdo NaPO, 0,05M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e novamente homogeneizado. A seguir, 0
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apods
centrifugacéo, 50 pL do sobrenadante das bexigas foram colocados em placa de 96
pogos para o ensaio. Em cada pogo, adicionaram-se 25 uL de TMB (3, 3, 3, 3-
tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 uL de H.O, (0,5 mM) e posteriormente a placa
foi incubada por 5 min a 37 °C. A seguir, a reagao foi interrompida com acido
sulfurico 4 M. Realizou-se a quantificagdo dos neutréfilos a partir de uma curva
padrao de neutrdfilos (1 x 10° neutrdfilos/ pogo/ 50 yL). Determinou-se a absorbancia
em leitor de ELISA no comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram

expressos como numero de neutréfilos/mg de tecido (MORENO et al, 2006).

(b)-Imunohistoquimica para enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) na bexiga de

camundongos

Os tecidos fixados em parafina foram cortados em 5um de espessura,
com auxilio de um micrétomo, montados em laminas para microscopio revestidas de
poli-L-Lisina e foram aquecidas durante 3 horas a 60°C.Logo apds, foram
processados em banhos sucessivos em xilol, alcool 100%, alcool 70% e em agua
destilada. As laminas foram aquecidas em tampao citrato, para recuperagao de
antigenos, e tratados com perdxido de hidrogénio a 3%, para bloqueio da peroxidase
endoégena(15min). Para bloquear o efeito da biotina endégena foram incubados
durante 1 hora em solugao de BSA 5% para posteriormente acrescentar o anticorpo
primario anti-COX2 1:200(Santa Cruz) que ficou por 12horas a 4°C.

No dia seguinte, foi lavado com PBS e adicionado o anticorpo secundario
(SC-2018 Kit, Santa Cruz, Biotechnology) diluido 1:400 em BSA 5%(30min). Em
seguida, foram lavados com PBS e incubado com complexo ABC estreptavidina-
biotina-peroxidase (SC-2017 ABC Santa Cruz) (30min). Posteriormente, foram

lavados com PBS e adicionado 3,3’-diaminobenzidina(K-3468 Dako) e as laminas
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foram contracoradas com Hematoxilina de Mayer e passaram por banhos
sucessivos com alcool 70%,alcool 100% e xilol. Finalmente, foi realizada a
desidratagcdo e montagem das laminas. As amostras foram avaliadas por um
patologista e classificas em escores de 0 a 3 de acordo com sua imunomarcagao de
expressao de COX-2. (RIBEIRO et al, 2002)

(c)-Dosagem dos niveis de IL-1B e IL-6 na bexiga de camundongos por ELISA

Os niveis de IL-1 e IL-6 foram mensurados através da determinagao do
conteudo dessas citocinas no sobrenadante dos tecidos. Os tecidos foram coletados
e estocados a -80°C para posterior dosagem IL-1B e IL-6 por ensaio
inmunoenzimatico ao qual obedecera o protocolo de ELISA descrito a seguir:
(1)Incubagédo com 2 ug/ml de anticorpo anti IL-1B, anti-IL-6 (anticorpo de captura)
diluido em tampéao de bicarbonato (pH 8.2) — 100 nl/pogo (placa de 96 pogos) por
16-24h a 4° C; (2) lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% v/v; (3) bloqueio
com albumina bovina 1% diluida em tampao de lavagem, 100 pl/pogo por 2 horas a
temperatura ambiente; (4) lavagem da placa (3x); (5) incubagado com a curva padrao
de IL-1 e IL-6 diluidas em tampao de lavagem e das amostras a serem dosadas (100
ul/pogo por 16-24h a 4° C); (6) lavagem da placa (3x) (7) incubagdo com anticorpo
biotinilado (anticorpo de detecgao) diluido 1:1000 em tampao de lavagem contendo
1% de soro normal de carneiro por 1 hora a temperatura ambiente; (8) lavagem da
placa (3x); (9) incubagédo com avidina-peroxidase (DAKO) diluida 1:5000 em tampao
de lavagem, 100 pl/pogo por 15 minutos a temperatura ambiente; (10) lavagem da
placa (3x); (11) incubagdo com o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampéo
substrato, 100 pl/pogo, cobrir a placa e deixar no escuro por 5-20 min a temperatura
ambiente; (12) a reagdo € parada com 150 ul/pogo de H.SO. 1M; (13) leitura em
espectrofotdbmetro a 490 nm. Os resultados sao expressos em ug/ml como a curva

padrao.

(d)-Expressao de RNA-m da ciclooxigenase-2(COX-2) na bexiga de

camundongos
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Extragcao do RNA Total:

As amostras foram congeladas a -80°C até o momento da extragdo. Foi
feito um homogenato com trizol e, em seguida, a extragdo 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 concentragcbes para fornecer RNA para transcricdo em DNA

complementar(:.DNA).

Sintese de :DNA:

A sintese de ;DNA foi realizado com o iScript™ .DNA Synthesis Kit(Bio-
Rad Laboratories,USA) confrome as instru¢des do fabricante. O protocolo da reagao
contém 1pl da enzima transcriptase reversa, 4ul do tampao SX iSript Reaction
MIX( solugédo constituida de oligonucleotideos e iniciadores aleatérios), um volume
da amostra de RNA uniformizado para 200ng/ul e completado a reacdo com agua
livre de nuclease em volume suficiente para completar 20ul. O protocolo padréo do
termociclador iCycler(Bio- Rad Laboratories, USA) foi por 25°C durante 5 minutos,
42°C por 30 minutos e 85°C por 5 minutos. O .DNA foi armazenado em freezer a -

20°C até sua posterior utilizagdo no PCR quantitativo em tempo real(qPCR).

4.11 Avaliacao da nocicepgao apos inducao de Cistite Hemorragica (CH)

a) Teste de nocicepgao visceral (Von Frey)

Camundongos Swiss, machos, com peso 20-25g, foram divididos em
grupos(n=8), e tratados com salina (5ml/Kg, i.p.), IFO(400mg/Kg, i.p.) ou fucoidina
(100mg/Kg, i.v.) mais IFO(400mg/Kg, i.p.). Foi realizado o teste de Von Frey para
avaliar a nocicepgao visceral pos-injecao de ifosfamida. O aparelho consiste em
caixas de acrilico de dimensdes 12x20x17 cm com o piso em grade, o qual &

visualizado através de um espelho posicionado abaixo do mesmo para permitir a
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observacado dos animais. Um analgesimetro digital conectado a um transdutor de
forga, cuja ponta em polipropileno possui 0,7 mm? (Von Frey eletronico) detecta as
intensidades de estimulagdo (gramas) aplicadas ao animal. O comportamento de
nocicepcao visceral € interpretado pela retracdo acentuada do abdome; ato de
lamber ou cogar imediatamente o local de aplicagcdo da pressao; ou tremor com
esquiva abrupta (LAIRD et al., 2001). Houve o cuidado para n&o estimular o mesmo
ponto duas vezes em sucessdo, para evitar efeitos de sensibilizacdo ou
dessensibilizagdo. Foi evitado também a estimulagéo da area da genitalia externa,
concentrando-se na parte inferior do abdome médio (LAIRD et al., 2001).
Inicialmente, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo ao aparato
do teste no dia anterior ao experimento. Foram obtidas as leituras das respostas
nociceptivas dos animais antes (baseline ou T0) e apdés 12 horas (T1) da
administragao intraperitoneal de fucoidina, IFO e salina. Os resultados serao obtidos

em gramas (g) pela diferenca entre as for¢as aplicadas (AF=T1 - TO).

b) Teste do Rota-Rod

Camundongos Swiss, machos, com peso 20-25g, foram divididos em
grupos(n=8), e tratados com salina (5ml/Kg, i.p.), IFO(400mg/Kg, i.p.) ou fucoidina
(100mg/Kg, i.v.) mais IFO(400mg/Kg, i.p.). O aparelho corresponde a uma barra
horizontal com um diametro de 5 cm subdivididos em cinco compartimentos que
giram a velocidade constante. Os animais foram postos sobre a barra girando a uma
velocidade de 4rpm e aqueles que conseguiram permanecer por um tempo maior
que 120 segundos. foram selecionados 24 horas antes do teste. Os camundongos
foram observados quanto a coordenacao motora, na qual foi registrado o niumero de
quedas. O tempo maximo permitido foi 120 seg. (DUNHAM; MIYA, 1957)

4.12-Avaliagao de Parametros Hematolégico e Bioquimicos

a) Contagem de neutréfilos totais utilizando contador automatizado
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Os animais foram anestesiados e coletados cerca 250ul de sangue via
plexo retro-orbital e acondiconados em tubos padronizados (BD Vacutainer EDTAK2
500ul). Posteriomente, o material foi homogeinizado e levado até o contador
automatizado de células hematologicas que opera por principio de contagem por
impedancia elétrica.

Os resultados foram expressos em numero de neutrdfilos por ul de

sangue.

b) Analise de parametros Bioquimicos (ALT,AST,Cr e Ur)

Os animais foram anestesiados e tiveram seu sangue coletado com
auxilio de capilares heparinizados e acondicionados em tubos padronizados para
coleta de material para analise bioquimica(BD Vacutainer com gel separador). Logo
em seguida, os tubos foram centrifugados a 4.500 rpm durante 15 minutos(20°C) e

analisados em aparelho automatizado modelo COBAS 6.000(Roche).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como meédia + E.P.M (erro padréo da
média) para as variaveis com distribuicdo normal ou pela mediana (minimo-maximo)
para as variaveis sem distribuigdo normal.

A analise estatistica entre os grupos realizou-se empregando o teste de
analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparagédo multiplo de
Bonferroni ou Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn, conforme propriedades
respectivamente para dados paramétricos e nao paramétricos, baseando-se na
continuidade das variaveis em analise, sendo as diferengcas consideras
estatisticamente significativas quando p<0,05.

Para a realizacido dos testes estatisticos utilizou-se o software Graph Pad

Prism®, versao 6.0.
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6-RESULTADOS:

6.1.1 Efeito da fucoidina sobre o peso umido vesical (PUV) na cistite

hemorragica induzida por ifosfamida.

Conforme observado na figura 04, o tratamento com ifosfamida
(400mg/Kg, i.p) aumentou significativamente o peso vesical da bexiga em 166%
(5249,5) quando comparado com o grupo salina (19,61+0,8) (p< 0,0001), como
previamente descrito por Ribeiro et al. (2002). Entretanto, o pré-tratamento com
doses de fucoidina (30mg/Kg e 100mg/Kg) preveniu parcialmente a variagdo de
peso umido vesical (33,5+12,7; 35,819,0, respectivamente). Ja o pré-tratamento com
fucoidina(10mg/Kg) nao foi capaz de reduzir o peso umido vesical (39+5,6) quando
comprado com o grupo tratado com IFO. O grupo injetado apenas com fucoidina
100mg/Kg nao apresentou variagdo nesse parametro (19,7+3,0) versus o grupo
salina(p>0,05). O tratamento com mesna foi capaz de prevenir significativamente o

aumento do PUV (23+13) quando comparado com o grupo Ifosfamida(p< 0,0001).

Figura 04 — Efeito do pré-tratamento com fucoidina preveniu o aumento no peso
umido vesical, durante a cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.), fucoidina(10, 30 ou 100mg/Kg,i.v.) 30minutos
antes da administragao de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.) ou mesna (80mg/Kg i.p.,uma dose 30min antes
e 4 e 8h apds administracao de ifosfamida) ou fucoidina somente (100mg/Kg). Apdés 12 h da
administragdo de ifosfamida, os animais foram sacrificados para a coleta da bexiga visando a
mensuragao do peso umido vesical. As barras representam as médias +E.P.M dos pesos das bexigas
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dos camundongos expressos em (mg/20g de animal) (N=8). Utilizou-se teste estatistico ANOVA e
pés-teste de Bonferroni.#p<0,05 vs salina; * p<0,05 ;**p<0,01:****p<0,0001 vs ifosfamida.

6.1.2-Efeito da fucoidina sobre a permeabilidade vesical na cistite hemorragica
induzida por Ifosfamida.

A injecdo de ifosfamida aumentou significativamente a permeabilidade
vesical (111+46) quando comparado com o grupo salina (0x0, p<0,05), como
apresentado na figura 05. Em adic&o, o pré-tratamento com fucoidina (10mg/Kg,
30mg/Kg ou 100mg/Kg) atenuou (46+26; 41+16; 38,8+14,6, respectivamente) de
forma significativa o aumento da permeabilidade vesical versus o grupo IFO
(p>0,01). De forma relevante, o controle positivo, mesna, reduziu (16,81t28) a
permeabilidade vesical induzida pela ifosfamida em comparacdo ao grupo
ifosfamida(p<0,0001).

Figura 05— Efeito do pré-tratamento com fucoidina sobre a permeabilidade

vesical induzida pela ifosfamida.
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Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.), fucoidina(10, 30 ou 100mg/Kg,i.v.) 30minutos
antes da administracdo de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.) ou mesna (80mg/Kg i.p.), uma dose 30min
antes e 4 e 8h apds administracao de ifosfamida) ou fucoidina somente (100mg/Kg).). Apds 11 h da
administragédo de ifosfamida, os animais receberam uma injeg¢éo intravenosa de Azul de Evans para
posterior coleta da bexiga visando a mensuragdo da permeabilidade vascular. Os resultados foram
expressos em médias £ E.P.M de pg de Azul de Evans por mg de bexiga. Para andlise estatistica,
utilizou-se o teste ANOVA e pos-teste de Bonferroni.#p<0,05 vs salina; ***p<0,01;****p<0,0001 vs
ifosfamida.
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6.1.3-Efeito da fucoidina sobre os escores macroscopicos e

microscopicos de lesao vesical.

A administracdo de ifosfamida promoveu danos teciduais macroscopicos,
conforme critérios de Gray, com aumento significativo (p<0,0001) dos escores de
edema 3(3-3) e hemorragia 2(2-3) quando comparado com grupo que recebeu salina
(edema: 0[0-0]; hemorragia: 0[0-0]). Tal dano foi prevenido (p<0,05) pelo pré-tratamento
com fucoidina na maior dose sobre os escores de edema 1[1-2]), porém n&o foi
observado protegdo significativa nos escores de hemorragia 1[0-2]. Entretanto, ndo se
observou prote¢gao nas menores doses (10mg/Kg e 30mg/Kg) em comparagao com o
grupo ifosfamida. Adicionalmente, o mesna reduziu significativamente (p<0,05) a
gravidade do dano (edema: 1[0-3] e hemorragia: 0[0-2]) versus o grupo ifosfamida. A
injecao isolada de fucoidina (100 mg/kg) ndo promoveu dano vesical versus 0 grupo

salina (p>0,05). Os dados estao sumarizados na tabela 01.

Tabela 01— Efeito do pré-tratamento com fucoidina sobre a lesdo macroscopica na
cistite hemorragica induzida por ifosfamida.

G Escores Macroscoépicos | Escores Macroscépicos de
rupos -
de Edema Hemorragia
Salina 0(0-0) 0(0-0)
IFO 3(3-3)* 2(2-3)*
F10+ IFO 2,5(1-3) 2(0-3)
F30+ IFO 1,5(0-3) 1,5(1-3)
F100+IFO 1(1-2)# 1(0-2)
MM 0,5(0-3) # 0(0-2) #
F100 0(0-0) 0(0-0)
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*p<0,05 quando comparado ao grupo salina e # p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com
ifosfamida por Kruskal-Wallis teste de Dunn

Esses achados foram corroborados pela analise microscopica do dano,
na qual se verificou que a ifosfamida induziu lesao histopatoldgica (3[3-3]), figura 06
em comparagao com o grupo salina (0[0-0], p<0,05), sendo a fucoidina na maior
dose (100 mg/kg) eficaz (p<0,05) em reduzir os escores de lesdo (1[1-2]), figura 06

versus o grupo ifosfamida.

Figura 06 — Efeito do pré-tratamento com fucoidina sobre a lesdo microscopica
durante a cistite hemorragica induzida por Ifosfamida.
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Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.), fucoidina(10, 30 ou 100mg/Kg,i.v.) 30minutos
antes da administracao de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.) ou fucoidina somente (100mg/Kg). ). Apds 12 h
da administragao de ifosfamida, os animais foram sacrificados para a coleta da bexiga, as quais foram
processadas para analise histopatologica. O resultado foi expresso em termos de mediana (min-max).
Utilizou-se teste estatistico Kruskal Wallis/Dunn para comparacao entre os grupos #p<0,05 vs salina;
*p<0,05 vs ifosfamida.
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A figura 07 ilustra fotomicrografias representativas de bexigas de animais
injetados com salina (Figura 7A), ifosfamida (Figura 7B) ou fucoidina + ifosfamida
(Figura 7C).

Figura 09 — Fotomicrografias de bexigas de camundongos.

Fotomicrografias de bexigas, 40X (A)Bexiga de camundongo administrado solugdo salina
(5ml/Kg,i.p.). (B) Bexiga de c C dongo tratado com IFO (400mg/Kg, i.p.) apresentando extensa
area de edema (seta) e perdale——Jotélio(ponta da seta)(C) Bexiga de camundongo pré-tratado com
fucoidina 100mg/Kg.,i.v. e depois IFO (400mg/Ki,i/.§2, onde visualiza-se uma reducao da area de

edema(seta) e maior preservagao urotelial(ponta da séta).

—>
6.1.4-Efeito da administragao prévia de fucoidina sobre o acumulo vesical de

neutrofilos

A injecao de ifosfamida aumentou significativamente (P<0,01) o numero
de neutrdfilos infiltrantes na bexiga durante a cistite hemorragica (1269+706) quando
comparado ao grupo salina (167+59). Adicionalmente, o pré-tratamento dos animais
com fucoidina (100 mg/kg) atenuou esse aumento (552+203) versus o0 grupo
ifosfamida (p<0,05). Todavia, a fucoidina em doses menores (10 ou 30 mg/kg) nao
reduziu esse parametro se comparado ao grupo ifosfamida (P>0,05). O controle-
positivo adotado nesse estudo, o0 mesna, preveniu de forma significativa o aumento

de neutrofilos na bexiga (141+23) versus o grupo ifosfamida.
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Os resultados estao apresentados na figura 8.

Figura 8 — Efeito do pré-tratamento de fucoidina sobre o acumulo vesical de
neutréfilos durante a cistite hemorragica induzida por Ifosfamida.
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Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg.i.p.), fucoidina(10, 30 ou 100mg/Kg,i.v.) 30minutos
antes da administragéo de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.) ou mesna (80mg/Kg i.p., uma dose 30min antes
e 4 e 8h apos administracdo de ifosfamida) ou fucoidina somente (100mg/Kg). ). Apdés 12 h da
administragdo de ifosfamida, os animais foram sacrificados para a coleta da bexiga visando a
mensuragado do acumulo de neutréfilos. As barras representam as médias + E.P.M do n° neutréfilos
infiltrantes/mg de tecido. Utilizou-se teste estatistico ANOVA e pés-teste Newmans-Keuls. #p<0,05 vs
salina; **p<0,01; ***p<0,001 vs ifosfamida.

6.1.5-Efeito da fucoidina sobre dosagem de citocinas pré-inflamatérias IL-1R e

IL-6 na cistite hemorragica induzida por Ifosfamida

Como apresentado na figura 9, o tratamento dos animais com
ifosfamida(400mg/Kg,i.p) aumentou significativamente (p<0,05) os niveis vesicais de
IL-13 e IL-6(11,42+6,16;220+123, respectivamente) se comparados com niveis
encontrados nas bexigas de animais que receberam salina(IL-13: 1,72+3,2; IL-6 :
0,73%1). Contudo, o0s animais que receberam pré-tratamento com

fucoidina(100mg/Kg) apresentaram niveis reduzidos de citocinas IL-13 (3,59+2,6) e



52

IL-6 (86+76,5) versus o grupo Ifosfamida (p<0,05). A administracdo de fucoidina
isoladamente nao alterou os niveis basais de citocinas se comparado ao grupo

salina (p>0,05).

Figura 9 — O pré-tratamento com fucoidina sobre a produgédo de citocinas pro-
inflamatorias.
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Os animais foram pré-tratados com salina (5ml/Kg,i.p.), fucoidina(100mg/Kg,i.v.) 30minutos antes da
administragdo de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.) ou fucoidina somente (100mg/Kg). Apdés 12 h da
administracdo de ifosfamida, os animais foram sacrificados para a coleta da bexiga visando a

mensuragdo da concentracdo de citocinas proé-inflamatorias. As barras representam as médias +
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E.P.M concentragéo de citocinas (IL-1B e IL-6) por mg de tecido. Utilizou-se teste estatistico ANOVA
e pos-teste Newmans-Keuls. #p<0,05 vs salina; *p<0,05; ***p<0,001 vs ifosfamida.

.6.1.6-Efeito da fucoidina sobre a expressdao de ciclooxigenase-2 (COX-2)

durante a cistite hemorragica.

Conforme observado na figura 10, os animais tratados com ifosfamida
(400mg/Kg, i.p.) apresentaram um aumento significativo (p<0,05) da expressao
relativa de RNA-m de COX-2 (16,56+1,9) quando comparados com O grupo que
recebeu salina (1+0,4). Além disso, na figura 11 observa-se que o0s escores
histopatolégicos de imunomarcagdo no grupo tratado com ifosfamida (2[1-3]) e
superior de forma significativa(p<0,05) ao grupo injetado com salina (0[0-0]),
respectivamente. A figura 10 ilustra também que na bexiga dos animais que
receberam pré-tratamento com fucoidina(100mg/Kg,i.v.) seguido de ifosfamida
observou-se uma atenuacgédo da expressdo da COX-2 (RNA-m COX-2: 10,5 4,5)
versus o grupo ifosfamida. A figura 10 e figura 12 demostram que os escores de
imunoexpressao de COX-2 estdo reduzidos no grupo pré-tratado com fucoidina(0[0-

1]) versus o grupo ifosfamida.

Figura 10 - Efeito do pré-tratamento com fucoidina sobre a expressdo do RNA-m da
ciclooxigenase-2(COX-2).
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Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.) ou fucoidina(100mg/Kg,i.v.) 30minutos antes
da administragdo de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.). Apds 12 h da administragdo de ifosfamida, os
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animais foram sacrificados para a coleta da bexiga para a quantificagdo da expressdo de COX-2. As
barras representam as médias + E.P.M da expressao relativa de mRNA para COX-2. Utilizou-se teste
estatistico ANOVA e pos-teste Newmans-Keuls.

Figura 11 — O pré-tratamento com fucoidina reduz a imunoexpressao de COX-2
durante a cistite hemorragica.

Fotomicrografias de Bexigas, imunohistoquimica, aumento 40X (A)Bexiga de camundongo
administrado solugao salina (5ml/Kg,i.p.). (B)Bexiga de camundongo tratado com IFO (400mg/Kg, i.p.)
apresentando extensa imunomarcagao urotelial e em células no tecido conjuntivo (C)Bexiga de
camundongo pré-tratado com fucoidina(100mg/Kg,i.v.) seguido de IFO (400mg/Kg,i.p.), onde
visualiza-se uma redugéo da imunomarcagéo para COX-2 no urotélio e no tecido conjuntivo.
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Figura 12 - Efeito do pré-tratamento com fucoidina sobre a analise da
imunohistoquimica para COX-2.
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Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.) ou fucoidina(100mg/Kg,i.v.) 30minutos antes
da administragao de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.). Apés 12 h da administragdo de ifosfamida, os
animais foram sacrificados para a coleta da bexiga para a realizagdo do ensaio de imunohistoquimica
para COX-2. Os dados sdo expressos como mediana (min-max). Utilizou-se teste estatistico Kruskal
Wallis e Teste de Dunn. #p<0,05 vs salina; **p<0,01; vs ifosfamida.

6.1.7-Efeito da fucoidina sobre a nocicepgao visceral induzida por ifosfamida.

Na figura 13 observa-se que a ifosfamida induziu um significativo
(p<0,05) aumento da intensidade de hiperalgesia (4,8+1,5) quando comparado ao
grupo salina (1,4+2). Em adicdo, o pré-tratamento com fucoidina(100mg/Kg)
preveniu (1,8+1,2) essa resposta nociceptiva versus o grupo ifosfamida (p<0,05). Ao
se verificar a capacidade motora do animal, verificou-se que nenhum dos
tratamentos empregados, salina, ifosfamida ou fucoidina, interferiu na deambulagao

normal dos animais (p>0,05 entre os grupos, Figura 13).
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Figura 13 - Efeito do pré-tratamento com fucoidina sobre a hiperalgesia visceral
induzida por ifosfamida.
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Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.) oufu coidina(100mg/Kg,i.v.) 30minutos antes
da administracao de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.). Uma hora antes e doze horas apés a administragcao
de ifosfamida, a intensidade de hiperalgesia foi analisada. Os dados sdo expressos como médias +
E.P.M. Utilizou-se teste estatistico ANOVA e pos-teste Newman-Keuls. #p<0,05 vs salina; *p<0,05; vs
ifosfamida.

6.1.8-Efeito da administragao prévia com fucoidina sobre o teste do rota-rod

Na figura 14 observa-se que o tratamento prévio com fucoidina
(100mg/Kg,i.v.) associado com ifosfamida (400mg/Kg,i.p.) nao alterou o tempo de
permanéncia dos animais na barra quando avaliados por 120minutos. Ademais, o
tratamento com ifosfamida(400mg/Kg.,i.p.) ndo alterou a coordenacdo motora dos

animais quando comparado ao tratamento com salina (5ml/kg,i.p).
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Figura 14 - Efeito do pré-tratamento com fucoidina sobre a coordenagdo motora dos
animais.
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Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.) ou fucoidina(100mg/Kg,i.v.) 30minutos antes
da administragdo de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.). Apds 12 h da administragdo de ifosfamida, os
animais foram submetidos ao teste do rota-rod. Os dados sdo expressos como médias = E.P.M.
Utilizou-se teste estatistico ANOVA e pds-teste Newman-Keuls.

6.1.9-Efeito do tratamento prévia com fucoidina sobre parametros bioquimicos

Os animais foram tratados com 5ml/kg de salina ou fucoidina
(100mg/kg,i.v.) e retirado sangue para analise bioquimica. Conforme observado na
figura 15 os animais tratados com salina obtiveram os seguintes resultados quando
avaliadas as enzimas hepaticas (AST [103,8+9,5] e ALT[47,6%1,2]) versus o
encontrado no grupo tratado com fucoidina (AST[130,4+20,8] e ALT[52,816,4])
(p>0,05). Adicionalmente foram analisadas ureia e creatinina sérica do grupo tratado
com salina(Ur[36,6+1,09] e Cr[0,2+0,006] versus fucoidina (Ur[33,6£1,2] e
Cr[0,19+0,001](p>0,05).
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Figura 15 - Efeito do pré-tratamento com fucoidina sobre parametros bioquimicos de
avaliacao hepatica e renal
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Os animais foram tratados com salina(5ml/Kg,i.p.) ou fucoidina(100mg/Kg,i.v.). Apés 12 h da
administragéo, foram coletados sangue e analisado os parametros AST,ALT, Cr e Ur. Os dados sao
expressos como médias + E.P.M e avaliados utilizando o t-teste.
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6.2.1-Efeito do tratamento prévio com filgastrim sobre o numero total de
neutréfilos circulantes

Conforme observado na figura 16A, os grupos pré-tratados com filgastrim
(G-CSF, 100, 200, 400 ug/Kg, s.c.) apresentaram um aumento na contagem total de
neutrofilos (541%, 402%, 1150%, respectivamente) quando comparados com os
grupos nao-tratados com o filgastrim [salina (0,34X10%ul) e pré-IFO (0,32X10%ul)],
p<0,05. Entretanto, apds 12 horas da injecédo de IFO houve uma normalizagdo da
quantidade de neutrdéfilos circulantes figura 16B. Adicionalmente, observa-se na
figura 16C uma variagdo percentual negativa ([mensuragdo no tempo 12 horas
menos o valor obtido no tempo 0 h] x 100) nos grupos previamente injetados com
filgastrim + IFO (100ug [-50%]; 200 pg [-45%]; 400 ug [-74%]) ou somente filgastrim
(-65%) se comparados aos grupos que nao receberam este farmaco (salina [76%] e
IFO (121%), P<0,05).

Figura 16 - Diferenca entre o numero total de neutréfilos antes do tratamento com
ifosfamida 200mg/kg e antes da eutanasia.
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Os animais foram pré-tratados com G-CSF nas doses (100ug, 200ug, 400ug/Kg), logo apds, foi
administrado ifosfamida (200mg/Kg i.p) ou apenas salina(5ml/Kg), ifosfamida(200mg/Kg) e G-CSF na
dose 400ug/Kg e 1hora depois coletado sangue pelo plexo retro-orbital, nos tempos 0 e 12 h para
contagem do numero total de neutréfilos circulantes (Painel A e B, respectivamente). Posteriormente,
foi avaliada variagdo percentual do numero de neutréfilos entre estes tempos (Painel C). Utilizou-se

teste estatistico ANOVA e pds-teste de Bonferroni.

6.2.2-Efeito do tratamento prévio com filgastrim (G-CSF) sobre o peso umido
vesical (PUV) durante a cistite hemorragica

A injecao de Ifosfamida (200mg/Kg,i.p.) aumentou o peso umido vesical
(31,3 = 4,6) de forma significativa (p<0,01) quando comparado ao grupo salina (19,2
+ 0,9). Além disso, o pré-tratamento com filgastrim (100 ug/Kg; 200 ug/Kg ou 400
ug/kg, s.c.) seguido de Ifosfamida (200 mg/Kg, i.p.) promoveu um significativo
aumento do peso vesical (58,8 + 6,1; 60,0 £ 3,6; 58 * 5,3, respectivamente). O
tratamento com filgastrim (400ug/Kg, s.c.), isoladamente, ndo alterou o peso umido
vesical (19,0 + 0,6) se comparado ao grupo controle que recebeu salina (p>0,05). Os

resultados estdo expressos na figura 17.
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Figura 17 - Efeito do pré-tratamento com filgastrim sobre o peso umido vesical na

cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os animais foram pré-tratados por 5 dias com filgastrim e administrados ifosfamida (200mg/Kg,i.p.) ou
receberam apenas ifosfamida (200mg/kg,i.p.), salina(5ml/Kg,i.p.) ou filgastrim ( 400ug/Kg). As barras
representam as médias + E.P.M dos pesos das bexigas, sendo utilizado o teste ANOVA e pds-teste
de Bonferroni para analise estatistica. #p<0,05 vs grupo salina; *p<0,05, ***p<0,001 vs grupo
ifosfamida.

6.2.3-Efeito do tratamento prévio com diferentes doses de filgastrim sobre
escores qualitativos macroscoépicos de edema e hemorragia.

A injecéo de IFO (200 mg/kg, i.p.) aumentou significativamente os escores
vesicais macroscopicos para edema e hemorragia quando comparado ao grupo
salina (p<0,05). A tabela 2 demostra que o grupo IFO(200mg/Kg, i.p) ndo alterou de
forma significativa(p>0,05) os escores de hemorragia e edema quando comparado
com grupo pre-tratado com G-CSF(100;200;400ug/Kg, s.c) e posteriormente

IFO(200mg/kg, i.p). Adicionalmente, o tratamento de animais com filgastrim (100
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ug/Kg, 200 ug/Kg, 400 ug/Kg, s.c.) antes da injecdo de IFO aumentou a gravidade
dos escores macroscopicos para ambos os parametros versus o grupo salina
(Tabela 2).

Tabela 03 - Efeito do pré-tratamento com filgastrim sobre a lesdo macroscopica
induzida por ifosfamida.

G Escores Macroscoépicos | Escores Macroscopicos de
rupos -
de Edema Hemorragia

Salina 0(0-0) 0(0-0)

IFO 200 1,5(1-3)** 1(1-2)**
G-CSF 100+IFO 2(1-3)* 2(1-3)*
G-CSF 200+IFO 2(2-3)* 2(1-3)*
G-CSF 400+IFO 3(2-3)* 2(1-3)*

G-CSF 400 0(0-0) 0(0-0)

Os grupos foram analisados utilizando teste ndo paramétrico KrusKal-Wallis e pés-teste de Dunn.
**p<0,05 versus o grupo salina.

6.2.4-Efeito do tratamento prévio com filgastrim sobre os critérios qualitativos

de lesao microscopica

Segundo a tabela 3 de analise microscopica, a IFO (200 mg/Kg; i.p.)
induziu lesdo histopatolégica com aumento significativo dos escores de edema [2(1-
3)] quando comparado ao grupo salina (P<0,05). Adicionalmente, a injecédo de
filgastrim (400ug/Kg; s.c) e IFO(200 upg/Kg; i.p) aumentou de forma significativa
(p<0,05) o infiltrado leucocitario [0,5 (0-1)] e a deposi¢cdo de fibrina [0 (0-1)] em
comparagao com o grupo IFO (200mg/Kg i.p.). Ao se comparar os grupos G-
CSF(100 ug/Kg; 200 pg/Kg; 400 ug/Kg s.c) + IFO como grupo salina encontraram-

se diferencas significativas (p<0,05) em todos os parametros avaliados (edema,
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infiltrado leucocitario, hemorragia, depdsito de fibrina) com Unica exceg¢ao do critério
de ulceracao.

Na Figura 20 visualizam-se fotomicrografias representativas de bexigas
de animais injetados com salina (Figura 20A), ifosfamida (200mg/Kg), (Figura 20B)
ou G-CSF (400 ug/Kg) + ifosfamida (Figura 20C) em menor (coluna esquerda, 40x)

e maior aumento (coluna direita, 100x).

Tabela 03 - Efeito do tratamento prévio com filgastrim sobre a lesdo microscopica
durante a cistite hemorragica induzida por Ifosfamida.

Infiltrado

... .| Hemorragia | Fibrina | Ulceragao | Total
Leucocitario

Grupo Edema

Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

IFO200 5 13  05(0-1) 10-2)  0(0-1)  0(0-1)  3,5(1-5)
mg/Kg

G-CSF
(200ug/Kg)

R 32-3)*  15(1-2*  1(1-2*  1(0-3)** 0,5(0-2)  7(6-10)
IFO
(200mg/Kg)

G-CSF
(400‘:3/ng) + 3(2_3)*,# 3(1 _3)*,# 2(1 _3)*1# 1 (0-2)*’# 1(0-3) 10(7-11)
(200mg/Kg)

G-CSF

(400pg/Kg) 0(0-0)  0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)

Os animais foram pré-tratados durante 5 dias com filgastrim (200 ou 400ug/Kg) antes da
administragédo de ifosfamida (200mg/Kg,i.p.), com salina(5ml/Kg,i.p.) ou G-CSF(400ug/Kg). Apés 12
h da administragdo de ifosfamida, os animais foram sacrificados para a coleta da bexiga, as quais
foram processadas para analise histopatolégica. O resultado foi expresso em termos de mediana
(min-max). Utilizou-se teste estatistico Kruskal Wallis/Dunn para comparagdo entre os grupos.
#p<0,05 vs salina; *p<0,05 vs grupo IFO;

Figura 18 — Fotomicrografias de bexigas de camundongos.



65

Fotomicrografias de bexigas, HE (A) Bexiga de camundongo administrado com solugdo salina
(5ml/Kg,i.p.) (B) Bexiga de camundongo tratado com IFO (200mg/Kg, i.p.) apresentando edema e
redugdo das camadas do urotélio(ponta da seta). (C) Bexiga de camundongo pré-tratado com G-CSF
400ug/Kg e depois IFO (200mg/Kg,i.p.), onde visualiza-se uma aumento do edema e principalmente
um grande infiltrado leucocitario(ponta da seta). Coluna da esquerda representa um aumento de 40x
e a da direita um aumento de 100x.

6.2.5-Efeito do tratamento prévio com filgastrim sobre o acumulo vesical de
neutréfilos
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A injecao de IFO (200 mg/kg, i.p.) induziu um marcante acumulo vesical de
neutrofilos (961,5 £ 88,5) em comparagao com o grupo salina (p<0,05). Ademais, o
pré-tratamento com filgastrim (G-CSF, 200 ug/Kg ou 400 ug/kg) seguido de IFO
promoveu uma potencializagdo do acumulo neutrofilico (1579 + 314, p<0,05; 1951 +
257, p<0,001, respectivamente) quando comparado ao grupo IFO (Figura 19). O
tratamento com apenas filgastrim (400 ug/Kg,s.c.) ndo se mostrou capaz de alterar
os niveis de neutrofilos no tecido (304 + 65) em comparagdo com grupo salina
(p>0,05, Figura 19).

Figura 19- Efeito do pré-tratamento com filgastrim sobre o acumulo vesical de

neutréfilos durante a cistite hemorragica induzida por Ifosfamida.
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Os animais foram tratados com filgastrim (100 ug/Kg, 200 ug/Kg, 400 ug/kg, s.c.) + Ifosfamida
(200mg/kg, i.p) ou receberam apenas ifosfamida (200 mg/kg, i.p), salina (5 ml/Kg) ou filgastrim (400
ug/Kg,s.c.). As barras representam as médias + E.P.M do numero de neutréfilos/mg de tecido. Foi
utilizado teste estatistico ANOVA e pds-teste Newmans-Keuls. Sendo #p<0,05 vs salina e *p<0,05,
**p<0,001 vs grupo ifosfamida (IFO).

7- DISCUSSAO
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A quimioterapia tem sido usada como principal terapia coadjuvante em
varios tipos de céancer. Diversas drogas tém sido utilizadas, entretanto,
acompanhado do tratamento quimioterapico podem ocorrer varios efeitos colaterais,
como a cistite hemorragica (CH). A acroleina € o metabdlito responsavel por essa
urotoxicidade, que acaba dificultando o tratamento. Estudos ja mostraram que o
acumulo desse metabdlito na bexiga acaba levando a um quadro inflamatério agudo,
que se da inicialmente por dano no urotélio, seguido por uma sinalizagéo, através de
citocinas, recrutando células de defesa para o foco da lesdo, culminado numa
sintomatologia caracterizada por uma hipertermia local, edema e dor (ASSREUY et
al., 1999; KORKMAZ et al., 2007; RIBEIRO et al., 2002).

A CH torna limitante o tratamento quimioterapico. A medida atual para se
realizar a uroprotecao da bexiga segue o protocolo de uso de MESNA, com uma alta
ingestao de liquidos, diuréticos, diurese forgcada e alcalinizagdo da urina, mas que
atuam de uma forma nao completamente efetiva. Diante disso, faz-se necessario
buscar novas alternativas de tratamento que ndo tragam danos permanentes aos
pacientes (RATLIFF et al., 1998; RIBEIRO et al., 2002; ZAKI et al., 2003).

O presente estudo buscou esclarecer a participagdo do neutréfilo nesse
quadro inflamatdrio. Utilizou-se a dose de IFO 400 mg/kg via intraperitoneal, a qual
foi possivel reproduzir o dano causado pelo metabdlito do quimioterapico sobre a
bexiga de camundongos. Evidenciou-se um aumento do peso da bexiga dos animais
tratados com esse farmaco e um grande influxo leucocitario, principalmente
polimorfonucleares (RIBEIRO et al., 2012; LEITE et al., 2015).

Demonstrou-se previamente que células epiteliais e do tecido conjuntivo sdo
responsaveis por sinalizar a migracao de células inflamatérias para a lesédo, sendo
comprovada a participagao, principalmente de fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e
da interleucina-18, pela via do fator de transcricdo nuclear kappa B (NFkB), sendo
esse fator responsavel por regular a expressao de iINOS, COX-2 e TNF-q, que estéo
diretamente ligados a inflamagao (RIBEIRO et al., 2012; MACEDO et al., 2012;
LEITE et al., 2015; VYKHOVANETS et al., 2012).

Os neutrofilos derivam da linhagem granulocitica e sdo as células do sistema

imune que apresentam a maior concentragao de granulos azurdfilos citoplasmaticos
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que contém a MPO celular. Chega a representar 5% do peso seco dessas células.
Dessa forma pode ser utilizado como paradmetro para medir a concentragao dessas
células no tecido lesionado (DEWALD et al., 1986; KLEBANOFF et al., 2005).

Fucoidina € um polissacarideo sulfatado obtido através de algas. Estudos
mostram que ela age como inibidor da migragcao de neutréfilos através da inibicao
das moléculas de adeséo P e L-selectina (SKINNER et al., 1991, VARKI, 1994). Foi
mostrado que pré-tratamento com fucoidina mostra uma reducgao significativa na
migragédo de neutrdéfilos para focos inflamatérios (ROCHON et al., 1993; MEBIUS &
WATSON, 1993; VARKI et al., 1994). Provavelmente, a capacidade de inibigcdo de
migracdo se dé pela presencga dos sitios fucosilados presentes na molécula que
mimetiza os ligandos de selectinas (PATANKAR et al, 1993; VARKI, 1994; ZHANG e
cols et al.,, 2001). Além do seu papel fundamental de inibicdo na migragdo de
polimorfonucleares, a fuicoidina também se apresenta como uma farmaco
anticancerigeno, através da inibigdo de crescimento de células de carcinoma
hepatocelular Huh7 e células HepG2, da indugéo de apoptose e autofagia de células
CF-7 do cancer de mama humano, do carcinoma de pulm&o de Lewis, do melanoma
B16, e AGS de adenocarcinoma gastrico (HU et al., 2010; YAMASAKI et al., 2012) .

O efeito protetor da fucoidina pode ser explicado pela analise de MPO, em
que os grupos que receberam um tratamento com o farmaco na dose de 100 mg/kg,
antes da indug¢ao da CH por IFO 400 mg/kg apresentaram uma redugao na migragao
de neutrdfilos para o tecido da bexiga. Isto também pode ser evidenciado por meio
da analise histolégica. Estes dados estdo de acordo com o que foi encontrado na
literatura (SHIMAOKA et al., 1996; SOUZA et al., 2003; PINTO et al., 2010). Esse
papel fundamental de inibicdo da migragao neutrofilica deste farmaco também foi
evidenciado em estudos que buscaram analisar o papel dessas células em diversas
patologias, como na asma, aterosclerose, pancreatite aguda, doenca
cerebrovascular, metastase e complicagbes vasculares na obesidade (WANG et al.,
2012; HARTMAN et al., 2012; TAHA et al., 2012; CARVALHO et al, 2014;WANG et
al., 2017).

A redugao do acumulo de neutrdfilos no tecido inflamado da bexiga durante
o tratamento com fucoidina, detectada pela reducdo da MPO tecidual, contribui para

uma reducdo da produgao local de mediadores inflamatérios (IL-1B, IL-6 e COX-2),
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por conseguinte, para a menor extensdao do dano histopatolégico verificado neste
estudo.

Varios estudos analisam o papel do neutrdfilo através da inibicdo das
selectinas. Ao se estudar a colite experimental, observou-se que a fucoidina causou
uma significativa inibicdo da MPO na mucosa colbnica de animais, com uma
reducao do rolamento e do acumulo de polimorfonucleares no tecido lesado
(ZHANG e cols et al., 2001). Um estudo recente utilizando anticorpo anti-P-selectina
mostrou uma redugao na necrose e na hemorragia de células acinares. Diante desse
fato, pode-se observar a relagao direta entre fucoidina e selectinas, que acaba
resultando na inibicdo do rolamento e por consequéncia o extravasamento dos
neutrofilos para o foco inflamatorio (HARTMAN e cols et al., 2012).

Na presente investigacao, foi mostrado o papel relevante da P-selectina no
processo de migragao de neutréfilos na CH induzida por ifosfamida sendo observado
importante atenuagdo do processo inflamatério pelo bloqueio competitivo deste
receptor tornando-se um possivel alvo terapéutico.

Liou e colaboradores (2013) estudaram o efeito da auséncia de P-selectina
em animais nocaute (selectina-P-/-) utilizando modelo de lesdo em nervo ciatico,
induzida cirurgicamente pela compressao com fio de sutura. Posteriormente, coletou
tecido no tempo 0, 1, 3, 7 e 14 dias apds desafio e avaliou dosagem de MPO,
citocinas e contagem de células por citometria de fluxo, encontrando uma redugéo
significativa na concentragdo de MPO, numero de neutrdfilos, dosagem de IL-6 e
TNF-a e observou também um aumento na concentragcdo de citocinas anti-
inflamatdrias tais como IL-10, IL-4, IL-13 e IL-1Ra e um efeito antinoceptivo nos
animais que nao possuiam o receptor para P-selectina, corroboram com nossos
achados sobre o efeito anti-inflamatorio da inibicao especifica da P-selectina através
da administragao de fucoidina. Ja Cunha e colaboradores (2008), propuseram que
os neutréfilos possuem uma participacdo crucial nos mecanismos inflamatério e
hipernociceptivo e utilizaram o farmaco fucoidina mostrando que o tratamento com
doses crescentes, reduz o efeito hipernoceptivo e a concentragdo de MPO
encontrado na pata de ratos tratados com carragenina. Além disso, observou que a
inibicdo da migracao de neutrdfilos pela agdo da fucoidina reduziu a produgéo de

PGE2 nos ratos tratados, com interleucina-13 administrado na pata.
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No presente estudo, observou-se que o pré-tratamento com fucoidina
promoveu uma reducao na concentragao de citocinas proé-inflamatorias IL-13 e IL-6.
Sendo estes mediadores intensamente estudos em diversos trabalhos sobre CH
mostrando sua participagao relevante na formacao do edema vesical e de outros
mediadores como COX-2 e INOS.

No trabalho de Wang e colaboradores (2013), observou-se o aumento de IL-
6 na urina a partir de 12 horas, apdés o tratamento com acroleina administrada
intravesical, modelo de CH. Adicionalmente, ao administrar anticorpo anti-IL-6 houve
uma reducado do peso vesical da bexiga e nos parametros microscopicos de lesao.
Ja Girard e colaboradores (2011) avaliaram a expressdo do RNAm de IL-6 no
urotélio e detrusor da bexiga de ratos tratados com ciclofosfamida e sacrificados em
diferentes tempos (4 horas, 48 horas, 3 dias e 10 dias) sendo encontrada maior
expressdao RNAm de IL-6 no detrusor de animais tratados versus sua expressao no
urotélio. Posteriormente, foi quantificado por técnica de Western blotting a
concentracao de IL-6 no tecido, confirmando altas concentragcdes de IL-6 no periodo
de 4 e 48 horas pos-tratamento com oxazofosforinas. Nishii e colaboradores (2006)
também encontraram um aumento na expresssdo de RNAm de IL-6 em
camundongos tratados com ciclofosfamida sendo significativo a partir de 1 hora até
12 horas péds-indugdo e este resultado foi confirmado por técnica de
imunohistoquimica.

Ribeiro e colaboradores (2002) administraram anti-soro contra IL-18 em
camundongos tratados com IFO 400mg/Kg, i.p. € analisaram com 6 horas e com 12
horas apds inducdo de cistite 0 peso umido vesical das bexigas, encontrando uma
reducao significativa versus os animais que receberam apenas IFO. Outrossim,
avaliaram expressao de INOs apés tratamento com soro e observaram uma redugéao
na expressao de INOs no grupo tratado com anti-IL-1B. Macedo e colaboradores
(2008) modularam a cistite hemorragica em ratos com pentoxifilina farmaco que
possui atividade inibitéria sobre as citocinas IL-13, TNF-a e IL-6, obtendo reducéo
das lesdes macroscopica e microscopica. Além de reduzir o peso umido vesical
corroborando com achados encontrados com a inibigdo da migracao de neutréfilos

pela fucoidina que promoveu uma reducao de IL-183 e IL-6.



71

Em recente trabalho de Leite e colaboradores (2014) utilizando o farmaco
anankira, € uma forma recombinante do IL-1RA enddgeno, que difere da forma nati-
va na medida em que nao € glicosilado e tem uma metionina N-terminal adicional.
Anakinra esta aprovado para o tratamento de artrite reumatoide que possui acao
competitiva sobre o receptor de IL-1, no modelo de cistite hemorragica induzida por
ifosfamida, comprovou-se que a IL- 1 é fundamental para patogénese desta reagao
adversa e promoveu uma reducdo em diferentes parametros MPO, escores macros-
copico, escores microscopico, permeabilidade vesical e peso umido vesical. Adicio-
nalmente, avaliou-se o efeito noceptivo na cistite hemorragica, encontrando uma re-
dugao significativa no grupo pré-tratado com anankira versus o grupo tratado apenas
com IFOS 400mg/kg, semelhante aos resultados obtidos com a inibicdo da migragéo
de neutrdfilos pela fucoidina no modelo de cistite induzida por IFOS.

O peso umido vesical (PUV) mede o peso da bexiga em relagdo a 20g do
peso do camundongo. Quanto maior o PUV, maior o edema produzido. O tratamento
com |IFO mostrou um aumento significativo em relagdo ao grupo controle. Além
disso, a fucoidina nas doses 30 mg e 100 mg /kg foi capaz de reduzir o edema
causado por IFO. Também houve uma redugado na permeabilidade vascular com o
pré-tratamento, nas trés doses analisadas. Isso pode ser evidenciado mais
especificamente na dose de 100 mg/kg através da analise macroscépica e
histopatolégica da bexiga, obtendo-se uma menor extensido do infiltrado celular na
parede vesical, os escores microscopicos analisados segundo Gray e pode-se
observar que o grupo FUCO apresentou escores semelhantes ao grupo que recebeu
tratamento padrdo com MESNA (FLOWER et al., 2005). A partir da analise
histolégica, também se observou a auséncia de tecido de reparagao tecidual,
quando ha proliferagao de fibroblastos e deposicéo de colageno, provavelmente isso
se deu pelo fato desse processo comecar em média apds 48 horas do inicio do
processo inflamatério (PHILIPS et al., 2003).

No presente estudo, observamos um aumento na expressao de RNAm de
COX-2 nos animais tratados com IFO e uma redugdo nos pré-tratados com
fucoidina. Adicionalmente, ao analisar imunomarcagédo para COX-2 por imuno-
histoquimica encontramos também uma redugdo da expressdo da COX-2 nos

animais pré-tratados com 100mg/Kg de fucoidina o que sugere uma menor produgao
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de prostanoides - em especial de PGE2-, tendo assim, um efeito antiedematoso e
anti-nociceptivo. Ficando visivel, o papel dos neutréfilos sobre a concentracdo de
citocinas pro-inflamatorias e sua posterior acéo sobre a ciclooxigenase-2.

Em trabalho utilizando modelo de cistite em ratos, induzida por
ciclofosfamida de Dornelles e colaboradores (2014) utilizando um antagonista
seletivo de CXCR2 o farmaco SB225002, observou-se uma reducgao significativa na
migragdo de neutrofilos e por consequéncia deste bloqueio uma redugédo no peso
umido vesical, escores microscépicos de lesdao e uma redugdao concomitante na
dosagem de IL-1B e TNF-a, com uma melhoria funcional na avaliacdo de
urodinamica e um efeito na redugao da nocicepgao visceral.

A COX-2 é uma isoenzima comprovadamente participante de processos
inflamatorios e indugdo da dor. Citocinas como IL-1 e TNF-a sdo mediadores
cruciais para sua expressao. Foi demonstrado que essa isoenzima esta ligada ao
processo patolégico da CH e que tratamento com inibidores acabam reduzindo sua
expressao e consequentemente a inflamacéo (KUMMER et al., 2002; MACEDO et
al., 2008; MACEDO et al., 2012).

Macedo e colaboradores (2007) observaram o aumento da expressado de
COX-2 nos animais com cistite hemorragica e que o tratamento com inibidor nao
seletivo indometacina ou com inibidor seletivo de COX-2 etoricoxib, sdo capazes de
reduzir os escores macroscopico e microscopico de lesdao, além de diminuir
significativamente o peso umido vesical das bexigas de animais tratados com anti-
inflamatérios ndo esteroidais.

Diversos trabalhos demonstram que a CH experimental induzida por
oxazafosforinas estd acompanhada de hipernocicepg¢ao visceral (Dornelles, 2014;
Lima-Junior, 2007).

No presente estudo, observou-se que os neutrofilos sdo células do sistema
imunoldgico imprescindivel para génese da dor no modelo de cistite hemorragica em
camundongos e que quando administramos fucoidina na dose de 100mg/Kg via
endovenosa encontramos uma redugao na hipernocepgao muito semelhante ao
grupo tratado com salina 5ml/Kg. Portanto, comprovamos que o bloqueio competitivo

das selectinas promovem um efeito anti-noceptivo neste modelo. Ja Cunha e

s wp e
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competitiva alostérica dos receptores de quimiocinas CXCR2 e CXCR1 que sao
fundamentais para quimiotaxia e adesao de neutrofilos. Constatou-se que os
neutrofilos sao células essenciais para processo inflamatério e hipernoceptivo no
modelo de edema de pata induzida por carragenina e por CXCL1/KC. Entretanto, no
modelo de edema de pata induzida por CXCL1/KC o farmaco DF2162 bloqueia de
forma significativa o efeito hipernoceptivo semelhante aos valores basais
encontrados nos animais tratados com salina.

Em virtude do que se evidenciou com bloqueio da migragcdo de neutrofilos
pela inibigdo competitiva dos receptores de P e L- selectinas pelo farmaco fucoidina
na cistite hemorragica induzida por ifosfamida, o resultado nos encorajou a avaliar o
efeito do farmaco filgastrim (G-CSF), um importante estimulador de colénia de
células granulociticas da linhagem neutrofilica, utilizado largamente na clinica para o
tratamento de netropenia febril pds-quimioterapia. O G-CSF foi encontrado
aumentado no liquido sinovial e no soro de pacientes com artrite reumatoide e o
tratamento prévio com G-CSF exacerba o processo inflamatério nos diferentes
modelos de artrite reumatoide em ratos e camundongos. Portanto, animais nocaute
para G-CSF(G-CSF-/-) estao protegidos de muitos efeitos lesivos do modelo de
artrite reumatoide provocado por colageno. Além disso, os animais tratados com
anticorpos anti-G-CSF cursam com uma neutropenia e sdo mais resistentes a
indugao de artrite reumatoide (LAWLOR et. al. 2004; EYLES et al.2008)

No presente estudo, observou-se que o pré-tratamento com G-CSF
(200mg/Kg e 400mg/Kg) aumenta a quantidade de neutrofilos na bexiga de
camundongos com cistite induzida por 200mg/Kg de IFOS e o peso umido vesical.
Ja os escores de infiltrado leucocitario e deposito de fibrina estdo aumentados nos
animais que receberam tratamento com 400mg/kg de G-CSF versus o grupo que
recebeu apenas IFOS 200mg/Kg. Estes resultados corroboram com trabalho
Silvescu e Sacktein(2014) que encontraram um aumento da expressé&o de moléculas
ligante ao receptor de E-selectina (MPO-EL) em células mieloides humanas. /n vitro,
0 G-CSF aumenta a expressédo de CD11d em neutrofilos humanos e em trabalho de
Eyles e colaboradores (2008), observou-se que administragao sistémica ou local de
G-CSF aumentam a migracédo de leucécitos na articulagdo de animais com atrite

induzida por colageno e que esta migracao é depende de MAC-1. Adicionalmente,
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que os neutréfilos de camundongos tratados com G-CSF possuem um aumento da
expressao de CD11b. Neste contexo, nossos resultados mostram um maior infiltrado
de leucdcitos na bexiga de animais pré-tratados com G-CSF, porém, novos estudos
sdo necessarios para ampliar o conhecimento das possiveis causas deste
agravamento da lesdo. Adicionalmente, observar se na pratica clinica o pré-
tratamento com estimuladores de colénia (G-CSF, GM-CSF) podem aumentar a
propensao ao desenvolvimento de reagdes adversas aos quimioterapicos, tendo
vista, a grande utilizagdo destes farmacos na recuperagao dos efeitos mielotoxicos
do tratamento de diferentes tipos de canceres.

Dessa forma, acreditamos que a migracdo de neutrdfilos seja um passo

essencial para a génese da cistite hemorragica induzida por ifosfamida.

8- CONCLUSAO

Os dados apresentados nos permitem concluir que:

a) O bloqueio de P-selectina e L-selectina com fucoidina atenuam todos os
eventos associados ao processo inflamatério (edema, aumento da
permeabilidade vascular, infiltragdo neutrofilica e hipernocicepg¢ao) da cistite
hemorragica induzida por ifosfamida.

b) O papel primordial dos neutréfilos na liberagdo de mediadores inflamatorios
como IL-1[3, IL-6 e sobre a expressédo de COX-2.

c) Sugere-se que o aumento do numero de neutrdéfilos circulantes pela acéo do
G-CSF potencializa os efeitos inflamatérios (edema e infiltragdo neutrofilica)

da cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Fepwords IfmEmide (IPO) & an antineoplastic drug that is commonly used to treast pmecological and bresst cancems.
Torlanbde Hemorrhagic cystits (HC) & a mmmaon side ffea asociated with [FD injection, which mumes with neutrophil
Hemorrhage cysmb acumulation and affects 6-5(% of patients depending on dose intensity. Here, we investigated the rale of
Newwophils neutrophik in this inflammatny proess. Female Swiss mice (n = 8/group) wers injecded with saline, TFO
""fﬂ“:ﬂ“; {#00mg/kg, ipl, fucoidan {a P- and Lesclectins inhibitor, 100mg/kg, iv.) ar IR0 + fucaidan {1-100 mg/kg)

alme or combined with mesna (80 mg/kg ip.L. Another group of mice received anti-Ly&G antibody (5040 pg/
mouse, e daily for 2days) for neutrophil depletion befare TPD injection. In another experimental s=tting.
animak received grambocyte colony-stimulsting &dor (GOSF, 400 pgekgl, FO (200mgkgl, G-CSF
{2S=400pg/kg, for Sdays) + PO (200 mg/kg, ip.) or fucoidan + GCSF + FO. Bladder injury was evahiated
12h after PO mjsction. TPD 400 mg/kg significantly increassd visceral hyperalgesia, blsdder sdema, hemor-
rhage, vasanlsr permeshility, MPO, L1 and [L6 tisue levek, and CON2 immunostaining and sxpression
versus the saline group (F < (0.05). Conversely, fucoidan (100 mg/kg) significanty attenuaied these parameters
compared to IPOyvnjecesd mice (P < (005 Additionally, fumidan potentisted mema protedive effect when
compared with F0 + mema group (P < L0651 Acondingly, neuwtrophil depletion with anti-Ly &G reduesd in-
flammatary parameters and bladder injury compared @ PO (P = 0.05) In contrast, G-0SF ephanced IFO
{200 mg/kglinduced HC, which was signifi cantly attemuated by trestment with fucoidan (F < 0.05]). Thensfare,
neutraphils @niribute to the pathogenesis of HC.

G nbscyte andoary-stinml aig faser

1. Introduct on cyclophosphamide. Liver metabollbm of these agents prodsces acroleln,
which lacks anticancer activity and accumulates in the bladder, leading

Chemaotherapy-induced hemorrhagle cystids (HC) [1] s a common 1o HE development [2]. Patlents with HC generally experience complex
and lmiting side effect in patents undergoing chemotherapy with al- sympioms known & “LUTS" (lower urinary tract symptoms), which is
kylating agents, swch as the oxazaphosphorines ifodfamide (IFO) and charactertzed by dysuris, urnary urgency, noctura, suprapuble pain
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and micracople or macrosoople hemateria [1].

The avermge Incldence of HC ranges from 158% to 4% in the ab-
sence of adequate uropmitection [3]. Prophylactic measwres, including
mesna, bladder lrigation and hyperhydration, ame not totally capable of
blicking inflammatory events & observed in clindeal trlak and in ex-
perimental conditions [4]. Accondingly, patients treated with standand
clinical protocel of mema show bladder mucosa microscople alters
tong, such as edema, exocytods, and hemorrhage in 100% of cases.
Cystosoopic alterations are also detected in &6 7% of patents [5]. Pa-
tent reciplents of preconditiondng high-dose chemothempy during
bone marrow ransplantaton contimee to exhibit sevem and life-
threatening HC, despite the prophylacte use of mesna [6]. Therefone,
the elucidation of HC pathogenesis opens novel pespectives for more
effective preventive thempeutlc stategles

A number of studies report the involvement of inflammatory med-
tators in the pathogenssis of HE such as tumor necmsls factor-a (TNE
a), interdenkin-10 (IL-1 B, intedeukin-g (IL-&), cyclooxygenase-2 (COX-
Z), ndirde oodde (NO) and platelet activating factor (PAF), which cause
edema and hemorrhage [6-14]. Thete mediatos partially contrbute to
bladder injury via the recrrtment of neutrophils, since newtmlization
of these inflammatory markers reduces neutrophi] accumulation in the
bladder and the severity of HC [14]. Notably, the we of the chemokine
receptor 2 (CNORZ) antagomndst SBZ25002 prevents painful belaviors,
bladder inflammation and voiding dysdfunclon durng cyclopho-
sphamide-induced cystits in mia Conversely, IL-8, which activates
(NCRE, i an important med tator that is necessary for normal wrothelial
cell organization. Therefore, CNCR2 modulation may negatively impact
wrihelial survival [15]. Several redundant and versatile mechansms
other than L& contribute to newtrophll migration to stes of in
Mammation [16], and P- and L-selecting may be atract ive targeis.

Fucoldan & a highly sulfated polysccharide contalning L-fucose
gmups [17]. Fecoldan las been proved to inhibit inflammation, cos
gulation, thmombosk, anglogensiis, cancer, oxldativestress, nocioep
ton, and vrs infectons [15]. The pharmacologieal underlying me
chanlam has been explored. The antooagulant and antltheombotie
activitles B msoclated to the direct insctivation of thrombin in the
presence of heparin cofactor 1 [19]. Additiomally, fucoldan is deseribed
to inhibit P- and Leselectn with a high afinity by preventing selectin o
bind Slaly] Lewis X with a 50% inhibltory concentmtion (1G] of 20 nM
[20].

Up-regulation of selecting on endothelium & a creclal step to initdate
neutmph i recrdiment. Leelectin is constitutively expresed on ¢irce-
lating leukocytes, while P- and E-selectin are rapldly expressed on the
apical endothelial cell membrane after stimulation, where they bind to
ligamnds on newtrophils [21, 22]. Tamsitory interaction between se
lecting and their lgands on polymorphomsclear cells leads to newtrophd]
tethering and rolling, the initdal steps of the leukocyte recrultment to
the nflammatory site [23]. Consequently, in the presence of fucoidan,
baoth P- and Lselecting are blocked, cawsing a reduction on leukocyte
migraton, which asbrogates the inflammatory process [24, 25].

Therefore, the mle of newtrophils in the pathogenesis of osfamide
indeced hemordeagic cytts was investigated by P- and L-selecting
blockade with fecoddan or newtrophd] depletion with ant FLy6G momo-
clomal antibody.

2 Materials and methods
21. Andmalk

Female Swizs mice welghing 20-25 ¢ (n = 8/group) were howed in
the andmal facility of the Department of Physology and Pharmac ology,/
Federal Univemsity of Ceard and the School of Medicine of Ribeirao
Pretoy Undversity of S0 Paulo, which provided animak with appro-
priate sanitary conditons. The animals were hosed in contmlled en-
vironmental conditlons (24 + 1°C), under a 12/12h light/dark cycle
with food and water avallable ad lbium Al procedures were
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Fig. 1. Pucoidan prevents bladder edema and newtmophil infiltate during
ifosfamidednduced hemomhagic oystitis. The mice were treaesd with saline
{5ml/kg ipl, TPO (400 mg kg, ipl fucoklan (100mgkg, iv.) aone ar fu-
coidan (1,3, 14, 30 or 100 mg/kg, iv.) Hmin before FO. Then, bladders wet
weight was measured and the myslopenmidase adivity determined. PO sig-
nificantly increased bladder wet weight (A) and neutrophil acocumulation (B)
comparsd i the saline group. Fucoidan significantly stenuated these pars-
meters (Fanels A and B) compared to the [FO group. The results ane reparied 2
means = SEM (n = 8/groupl *p = (L05 vs. saline group (negative controll;
*P < 005 vs. [FD group.

performed in accordance with the NIH guldalines for care and use of
laboratory animals. The local Ethics Committes for Andmal Expertments
approved all proced wres | probocol member 53/2014).

2.2 Drugs

Mosfamide (IF0, Holoxane®, Baxter, Halle/Westfalen, Germany),
Mesna (Mitexan®, Ewrofarma, 530 Paulo, SP, Brazil), Fucoldan®
(Fucoldan from Fuews vesieuloaes, Sigma-Aldrich, $40 Paulo, 5P, Brazil),
gramlocyte colony stimulating factor (G-(5F, Flgrastim, Genérico
Blosintética, 540 Paulo, 5P, Brazil) and anti-Ly&G monoclonal antibody
(clone 1AR, catalog BEOOTS-1, Bio X cell, New Hampshire, USA) wene
purchased from commenial soumes. Al drugs were diluted in 0.9%
saline
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Table 1
Fucaidan improves macmscopic and micoscopic injury during ifsfamide-in-
duced hemarthagic cystitis.
Groups Macxecoopl e scome M rosenqile
e I

Fdema Hemarrhage

Saline oo} o o0} a{o-ay
TR0 (4 00mgkg) IFIHF 2EHE  3EIH*
TR0 + Facokdan (1 mg i) 2{0-3) 103 2{0-Z)H*™
R0 + Racobdan (3 mgig) 1{0-3} 2 @3} 11-z
PO + Rocokdan (10 g kg 2(1-3) 203} 25 03"
TR0 + Facnddan (30 mg,kg) 15003 15 (13} 25 0-3*
PO + Facoddan (100mg Kz} 10-7)" 1@ 1(1-2*
Mema + O H00mg g QS(0-3}* 0@ ajo-agy*
Fuenidan + Mesna + IFO ooy 0|y ooy
{400 mg. g
Fuenidan 100m gy (0ot 0@t ooy

The results are reported 2 medians (minimum-maximam]) {n = 8 per group)
and amalyzed using Kruskal-‘Wallis and Dumn's test. *F = 0.05 vs saline
*P < 005w TPO.

23 Nosfordde-indiced hemorrhagie cyatinls model and andmal rermen

The animak were randomly allecated into the following experi-
mental groups, each group in sepamte cages (n = Bfgroup) saline
(5 mL/&g Lp), edfamide (IF0, 400 mg/kg, Lp.), fecoldan {100 mgke,
Lw.) alove or fucoidan (1, 3, 10, 30 or 100 mg/ke, Lv.) 30 min before
IFO injecton. Mesna (B0 mg/kg, Lp, 30min before and 4h and Eh
after IFD administration) was wed a3 a positive contml. The po-
tent tton pmoteeel inchded the combimation of fecoldan {100 mghke,
Lv., 1 h before IFO injection) and mesna (80 mg/ke, Lp., 30 min. before
and 4h and &h after IFO adminisration ). For the newtrophd] depletion
protocol [26], antl-Ly6G mAb was used (500 pg/mowse, once dally for
2 days). Then, IFO (400 mg/kg) was injected 36 h after the lasi dose of
antkLys: mAb. Eficlency of blood newtrophil depletion was asessed
by Fleorescence Activated Cell Sorting (FACS) and chamcterized by
posdtivity of (D11b and LysG markers. In a second experimental set-
g, animals were pretreated with G-C5F (25, 50, 100, 200 or 400 g/
kg, s.c, once daily for 5 days) and recelved saline (5 mL/kg, Lp.) or IFO
(200 mg/kg, Lp.) 1 halter the last dose of G-CSF. The experiments were
Independently repeated three times to test the accumcy of the mesulis.
Treatments were performed either by intravenos or intraperitoneal
mutes, a3 detalled above, and were well tolerated by the animal. All
grups wene deprived of acces to water immediately after IFD injection
1o ensure HC inductlon. The mice from all experimental groups were
killed 12h after 1FD injection and the bladders were harvested for
Turther analyses, as described below.

24 Hladder wet welght evabeatdon

Bladders were disected, and the remaining wrinary content was
mremoved. Bladder wet welght (BWW) was obtained, and the resulis are
expressed in miligrams per 20g of body weight [mean + standarnd
ermor of mean (SEM]].

25 Hadder permeabiliny evabasion

Bladder vascular permeability was asesed wdng Evand blie dye ex-
tavasation, as previously described [49). Brefly, animaks mecelved an i
trwenows injection of 2.3% Evans' blue dye solutdon {25 mg/kg) in the
retr-orhital plesas 30min belre being killed. Bladders were removed,
dissected, and incubated in formamide sdwtion {1 ml/bladder) at 56 °C for
121 to exctract the dye that extravasated to the bladder interstithem. The dye
oosceniration was measured wdng a spectmphoimeter ab &30 mmy, and the
ressults wene ploted on & stamdand curve. The mesulis are expresed inomi-
crograms of Evand blue per mg Hadder (mean + SEM)
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26 Maro ad microscople evaluaion

Bladders were carefully examined for macroscople edema and he-
marrhage as follows normal (03 mild (1 +), between mormal and

(coption on nedt page)
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Fig. 2. Fucoidan improves micesmpic njury dwring ifsBmidedinduced he-
marrhagic cystitis. The animals received sline (Sml &g ip.), IR0 { 400mgkg,
i) or fucoidan (1040, mg/kg. iv.) 30min before IFO injection for asesmment of
histopathalogical injury. Representative photomicrogmphs of bladders from
saline group (panel Aj, [FOvinjeckesd mice (Fanel B) and fucoidan-treated group
{Panel C) are presented. The bladders of IFOsinjecksd mice displayed extensive
ares of sdema (armow) and loss of urothelivm (armowhesds) (Pansl B Fucoidan
prevenisd the damage, with attemuated sdema (amow) and umthelial pre-
servation (amowhead ). HEE staining, Magniiaton 40 =.

mid erate; moderate (24, Modd confined to the internal mucoss; and
severe edema (3+), Muld seen externally and internally in the bladder
walls. Hemorrhage was scored a8 follows: normal (0], absence of he
morrhage and vessel dilbdon; mild {1+, telanglectasia or dilatdon of
bladder vessels moderate (24), mucoal hemorrhage; severe (34,
intravesical clots [27].

For microscople analyds, bladders were fxed in 10% formalin,
embedded in parafin, and processed for hematoxylin and eosn
Aaindng. Two pathologsts (APNNA and PRCA) who were unawane of
the treatments analyzed micmscople changes wming modifled Gray's
eriteria [2E]: Score 0, normal epithellum, no inflammatory cell in-
flirate or uleers; Score 14+, mild loss of epithelial cells, submuscosal
edema, mild hemordiage and a few ulcerative sites; Score 24+, mod-
erate mucosal emsion, inflammatory cell infiltrate, Abrin deposition,
hemorduage and multiple ulcerations and Score 3+, severe muoosal
ergaon, inflammatory cell infilirate, fibrn depositon, multiple wk
ceratims and transmural hemordage with severe edema.

27 Myebpaoddme (MPO) assay

MPD activity was measurad a3 a neutrophill marker in inflamed
Hamwes [20]. Briefly, bladders were harvested, homogenteed in 002 M
NaPOy buffer (pH 4.7) contalning 0.1 M Nal and 0,015 M Naz EDTA,
and centrifieged at B0 = g for 15 min at 4 °C. The pellat was subjected
to hypotonde lysis (0.2% MaCl solution) followed by a further cen-
i fugation step, The pellet was resuspendad in 300pLl of 0L05 M NaPO,
buffer, pH5.4, containing 0.5% hexadecylirimeathyl-ammondum bro-
mide (HTAB, Sigma). MPO activity was developed uang the color re-
agent tetramethybenzidine (1.6 mM) and HeO (005 mM). The reaction
was stopped with a 2N HEO, solution, and the absorbance at 450 mm
was determined using a spectrophotometer. Absorbance readings were
plotted ina standand curve of neutrophils obitained by the carmgesnan-
induced pertonits method, & descrdbed below. The lslated new-
trophils were processed in the same manner & bladder tssnes, and the
obitained data areexpresed as MPO activity (neutmophil/mg of thswe).

Carragesman-induced perdtonitls asay was wed for lsoladon of
newtmph s and construction of a standand curve. Animals were injected
with 1 mL of camageenan (1 mg/mL, Lp.) diluted in stedle saline, and
4 later the mice were euthanized. The peritoneal cavity was washed
with 1.0mL of sterile phosphate buffered saline (PBS, pH 76, compo-
dtlon mmaol MaCl 137, KC1 2.7 and phosphate buffer salis) containing
heparin {20 IU/mL). Afver 30 5 of gentle abdominal massage, peritoneal
fuid was collected for the quantification of the diferental cell cownt
and total mumber of cells recovered from the lavage Exwdates (50 pl of
each sample) were centrifuged at 250 =g for 10min in a cytospin
centrifige and stained by the May-Grilnwald-Glemsa method for the
differential cell eount. The total cell counts were performed with a
Meubaver chamber by light microscopy, after diluting 20pl of the
peritoneal fludd in 180pL of Twk's solution [30]. Alquots of
1 % 107 peutrophilsymL of PBS were stored at —70°C to be wed as
sandard curve in the MPO assay.

28 L-18 and IL-6 enzymelinked oo orbent assay (ELISA)

Bladder samples were removed from Swiz mice 12 h after PO in-
jection and procesmed to determine interleukin-1p (IL-1f) and
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imterleukin-g (IL-6) wsing an enzymelinked Immunosorbent assay
{ELISA), as previously described [31]. Briefly, micmtter plates were
coated overnight at 4 °C with an antibody against mouse IL-1 and IL&
(4pg/ml, DueoSet ELISA Development Kit, RED Systems). After
blocking the plates, samples were added in duplicate and the sandand
curve, consdsting of pudfied IL-1 or IL-6, was built in serdal dilotions.
The plates were incubated at 4 °C for 2h and washed three times with
buffer, and a blotinylated goat ant-mouse antibody (diluted 1:1000
with assay buffer 1% BEA, RED System, USA) was added to the welk.
Plates were incubated at mom temperature for 2h and washed with
buffer. Streptavidin-horseradish perosidase (Streptavidin-HRP) diluted
1:23000{ 100 pL) was added to each well. A substrate solution (100 pL of a
1:1 mixture of HoOu and tet ramethylbenzidine RED System, USA) was
added, and plates were incubated in the dark at room temperatere for
2 min. The enzyme reaction was stopped with 2N H50,, and absor-
bamee was messured at 450 mm. The resulis are expressed as ppig of
Hamwe and reported as means + SEM.

20 COX-2 iremeolstochenmd sy

COX-2 expresslon was assesed wming immunohistechemistry [9).
Bladder crmsssections (5 um) were deparaffinized and rehydrated in
xylene and graded aleohok. Antigen retdeval was performed, and en-
dogenomus pemxldate was blocked (15 min) vang 3% (v/v) hydmogen
pemxide. Sections were washed in phosphate bufferad saline (PBS) and
incubated ovemight {4°C) with a pimary rabbit ant-mouse COX-2
antibedy (Santa Crz Blotechnology, Santa Cruz, CA) diluted 1:200 in
PBS plus bovine senm albumin (PES-BSA). The dides weme incubated
with a biotnylated antirabbit antibody (Santa Cruz Blotechnology,
Santa Cruz, CA) diluted 1:400 in PBS-BSA. The slides were washed and
incubated with an avdin-blotin-homseradish pemxidaze conjugate
(Vectastaln ABC kit, Vector Laboratores, CA, USA) for 30 min, ac-
cording to the manufacturers protocol O0X-2 was visualized wsing the
chromogen 3,3 -diaminobenzidine (DAB). Slides were counterstained
with Harrl's hematoxylin, dehydrated in a graded aleohol serles, cleared
in xylene and coverslipped. A pathologkt (PRCA) blindly scored the
stalndng as follows: 0 = no staining, 1 = weak saining, 2 = modemte
stalndng, 3 = modemie-intenge staining and 4 = intense staining

210, Queantitaive Real-Time Polymerase Choin Reaction (gRT-PIR)

Bladder samples were removed to determine the expresion of cy-
clooxygenase 2 (Cox-2) asdescribe previowsly [32]. Total RNA lsolation
was performed wing the Auwum™ Total RNA Fatty and Fibrows Tisue
Kit {Blo-Rad, CA, USA). The yield and quality of total RNA were de-
termined spectrophotometrically at 260 nm and the 260,280 mm ratio,
respert vely. One microgram of total FNA from the intestinal samples in
a flmal volume of 20 pL was reverse-transoribed into cDNA in the C1000
Touch™ Thermal Cycler system wsing the Beript™cDNA synthesis kit
from Bio-Rad. Real-time quantitative PCR analyss of the mRNA was
performed in an CFX9 Touwch™ real-time PCR detectlon system in-
strument from Blo-Rad wsing the WJTM SYBR® Green Supermix (Blo-
Rad, CA, USA) as indicated by the manwfacturer. All samples were mm
in duplicate, and the relative mRMA expresdon level was determined
after normalizing all values to fractin All samples were evaluated for
the disspclaton characteristics of the double-stranded DNA diring
heating {meltng curve analysi). The relative gene expression was de-
temmnined wing the 272 method (LIVAK and SCHMITTGEN, 2001)
with f-actin a5 the housekeeping gene. The following primer pais for
moige f-acfn and Cox-2 were wed: fl-actin (Forwand - 5-CATGGAGA
AGATCTGGREA-3, Reverse - SWGETCTITACGGATGETCAACG ) and
Cax-2 (Forward - 5-GTEGAAAAACCTOGTOCAGA-3; Reverse - 5YGCT
CEECTTOCAGTAFFG A7)
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Fig. 3. Fucoidan attenuaes inflammation and hyperalgesia and potentiztes mema wopmtection. The mice wene treated with saline (5 ml/&g Lp L, TPO (400mg.dg,
ipd ar fucoddan (100 mg/kg, iv.) 3 min before TR0, Memna (80 mg'kg, ip.) wes ussd a5 a pasitive control and administensd 30min before and 4 and 8h after IFO
injection. The animalks were euthanized 12 h after FO and the bladders wene colleated and processed for permeahbility assay (A) or dessction of [L-1 and IL-6 {B and
CL. Intensity of hyperalgesia was examined 1 h before and 12h afier IFO administation (XL Alematvely, animak wens subjecesd to ro@rod st 12h afier IFO
administation {panel EL PO increased vesoular permesbdlity (Al [L-18 and [L-6 tisue kevels (B and C, respectively] companed to the saline group. Fucoddan
100 mg, kg significantly reduced vascular permeshility (A) and L-1B and IL-6 levels (B and C, r=spectively) compared o the FO group. PO also incressed the
mociceptive respanse versus the saline group, which was prevented by fucoidsn {100 mg/kg) (D)L Saline, 0 or fumidan injection did not interdsne with the nommal
maotar coordination {EL. The cmmbination of memna and fucoidan 100 mg/dkg showed a more pronowunced reduction in bladder wet weight (F) and #sue acumulstion
af newtraphik (G) comparesd with the standard protoco] bassd on mema. The rsults are repartsd = means + SPM (n = 8 per growp). *P < Q05 vs. sline group

*P < 005 va. TFD growp; 5P < 0U05 ve. mesna.

211. Evabraton of sensivhdty to mechandeal stmadation of the ahdomen

Electronie von Frey testing (force tramsd voer with a 0.7 mm® poly-
propylene tp) was perlormed o smsess Wsceral nocloeption after an
injection of osfamide as previously described [33] and later adapted
[34]. The appearance of any of the following behavios on applicaton

of the tpwas congidered a withdrawal response: (a) sharp retmetion of
the abdomen; (b) immediate leking or seratehing of site of application
af the tp () jumping; or (d) Ainching of the hind paw. Came was taken
mit o simulate the same polnt in seocesson o avold desensidzation.
Stimulation in the area of the external genitalia and the lower abdomen
was avolded. Noclceptive responses were obtained before animal
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Fig. 4. Q0X-2 expression i reduced by fucoidan. Animals (n = 7/group) were pretreated with saline (Sml/kg ip.), TR0 (400 mg kg, ip.) or fucoidan {100mg kg,
i) 30 min hefore FO. The mice wene euthanized 12h after TP injection, and bhdd:nwmhmﬁhd for COX-2 immunohistochemistry and cquantitative real time

mezsurement of O0X-2mENA expresion. Repressnt tive 00X-2 n inbladder of animalk injected with saline (A} Bladder of an animal injected with
FO, showing extemsive immins@ining of wothelum and @mnnective uml.c {El E]Id.d:r of an animal pretreated with fucoidan showing a significant redudtion in
wrathelial and ] COX-2 1 iming (L S emi-qp itative @ ining quantifiaton of CON-2 (1) and quantitative mENA sxpresion of the emyme
{E} revealed inoesmed OOX-2 in FOvinjecked animals, which wasp 1 by fumidan ([ and E). Semi-quantitative data are expreseed a5 medians (min-max ) and

amalyzed using the Kriskal Wallis test and Dunn's test. Parametric data are expressed 25 means = S5EM and analyzed using ANOYA and Newman-Heuls past hoctest
*P = 06 v saline; *P = 0.1 v TFO.

treatment (baseline or TO) and 12 h (T1) after the L p. ad mindstration of permanency during a 2-min period 12 h after IFO Injection.
sline or ifpsfamide The resulis are expresed in grams for the differ-
ence (TO-T1) between the applied forces (mean + SEM) 215 Swtisteal anaysis

212, Rota-nod pest Data were analyzed wsing Graph Pad PRISM™ software, version 6.0,
The results are expressed as means + SEM (standard emor of the
The motor cogndination test was performed aconding o a previowsly mean) for parametric data o medians {mindmum-maxdmum) for non-
deseribed method [35]. The appamaies consisted of a lorteontal bar with a pammetric data Statlstical analyses between groups were performed
diameter of 5em, subdivided ini fowr companments (Insight, RT-2002, wilng the Sudent's -test (low cytometry data), analysk of vadance
Brazll). The mice were placed on the bar miating at a speed of 4rpm. {ANOVA) followed by Bonferronds test (pammetric data) or Kruskal
Andmals that wene able to remaln on the md longer than 120 5 were selected ‘Wallls test followed by Dunn's test {scomes of damage) & appropriate. A
24h before the test. Each animal was ested on the mitsmd for jis Pvalue = 005 was consldered sgnificant.

m
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Fig. & Anti-Ly6G monocknal antibody prevents ifos B midedinducsd inflammation and tisue damage. Mice wens treated with anti-LyGG (500 pg/mous=) once daily
for 2days and ifesfamide (TRO, 400 mg, kg ) was administersd 36h after the last injection of anti-Ly6G for induction of hemomhagic cystitis. Anti-Ly6G reduced the
fFrequency of neurophils in peripheral blood (Panels A and Bl Newmophil depletion significandly decressed 1146 level (G, neutrophil infi bration (D) and bladder wet
weight (E) compared with [FOvinjecesd group. Paneks F=l depict representative photomicrographs of saline (F), PO {G), ant-Ly6G + TR0 (H) and anti LG (T
Amrowheads indicate ulcers and mucosal denudation, amows represent the exension of mucosal edema and dashed line circle denote aress of hemarrhage and
inflammation in bladders from [FO-trested animals (Fanel G, which are attemuated by anti-Ly6iG (Pane]l H)L. Data are expresed a5 means = SEM and analyzed with
ANOVA and Newman-Keuks post hoc test. Data fom B was analyzed using the Studenfs stest. PP = (.06 va saline; *P = 001 vs FO.

3 Resulis 166% (52 + 9.5 mg/20 g body welght, Fig. 1A) and newtmophi] accu-
mulation (1269 + 2883 newrophik/mg of tsmuee, Fig. 1B) compared
31 Effect of different doses of fucoldan by Nadier wet welght and vaieal to the saline group (bladder wet welght: 196 + (E; pewtrophil in-

mewgraphd] infilration on o fomide-inducad hemorrhagie cydds fiktmton: 167 + 17.1, P = 0.05). In additon, fecoidan (3, 30 and
100 mgkg) slgnificantly attemeated IFO-induced bladder edema by

RO {400 mg ke, Lp.) significantly increased bladder wet welght by 20, 32% and 274, mespectively (382 + 1.9; 335 + 48

o2
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Table 2
Anti-Ly6G mAb attenuaes macroscopic and miomscopic injury during ifosfa-
mide-induced hemorthagic cystiti.

Groups Macrodonpie SCom Wi e opie Soone
Edema Him oarhage:

Saline 0 {00y 0 {00y ao-0p

RO 400 g g 3za3* 3 {1-3* ETER-

PO + And-1psG 1(-zF 1.5({1-3) 29z-2rF

And-Lya G LR L] 0 {00y o ook

The results are reported 2= medians (minimum-maximam) (n = 8 per group)
and amalyzed using Kruskal-Wallis and Dum's test. *P < 005 v=. saline;
*P < 0.05 v IPO.

5.8 + 3.7 mg 20 g body welght, respectively, Flg. 1A) and prevented
mewtmphil accumulaton at the dose 100mg kg (552.7 + 719 new
trophills/mg of tasee, Fig 1B) compared to the IFO group (P = 0.05).

32 Rueoldan improved macrascople and micraoople bladder nfury

IFO (400 mg ke, Lp.) induced significant (P = (L05) macmscopic
(edema: 3[3-3] and hemorthage: 2[2-3]) and histopatholegical injury
(3[3-3]) compared to the saline group (edema: 0[0-0]; hemomhage:
0[0-0): and hstopatholegy: 0[0-01) (Table 1). Such damage was pre-
vented in animalk treated with fecodan (100 mg/kg) (edema: 1[1-2];
hemorthage 1[0-2]; and histophatology: 1[1-2]) compared to [FD
(P = 005, Table 1) Addidonally, microscopie damage was decreated
by fuecoldan 1mg/dkg (2(0-3]) and 3 mg/kg (1[1-2]) compared to [FO
(P = 005 All of these parameters were alo attenuated by mesna,
which was used a5 a positive contral. Similar results were observed in
the group treated with the combination of fucoldan (100 mg/kg) and
mesna (Table 1) The injection of IFO induced a pronounced edoma,
loss of eplthelial cell lndng, hemorrhage and inflammatory infilirate
(Flg. ZB) in contrast to normal saline controls (Fig. 24). The preventive
effect of fucoldan s ala depicted in Fig. 2C which shows mild edema,
a preserved epithelia]l surface and reduced inflammatory infilration.

3.3 Fucoddon atemunted inflommatory parameters and viscenal
hyperalgeda

As shown In Fg. 34, TR0 (400 meske, Lp.) significantly increased
vascular permeability (111 + 164 pg/mg of tisse) companed to the
@line group (0.0 = 00, P = 0.05) and fucoddan signdfcanty
(P = (u05) reduced this pammeter compared to the IFO group. IL-18
and IL-6 taee level: were abo dgnificantly increased in the IFD group
{11.4 + 1.7 and 220 + 553 pg/mg, respectively) compared to saline
Injected animals (IL-18: 1.7 £+ 1.1 pg/mg and IL-6: 0.7 + 0.4 pg/mg,
Fig. 3B and C, respectively). In additon, fucoldan reduced IL-18 and IL-
6levek (3.6 £ (.7 and 86 + 31.3 po/mg, respectively) versus the IFO
group (P = 0.05).

Nuocloeptive responses were ako abrogated in fucoldan reated an-
imale IR indwced a pronowsced increase in hyperalgesia intensity
(4.8 = 0.7 g) compared to the saline group (14 + (0LEg), and fu-
coldan prevented (1.8 + 0.5 g) the nocleeptive response compared to
the TFD group (P < 0.05) (Fig. 300 The injection of either saline, IFO
or fueoldan did not interfere with nomal motor coordination
(P = 005, Fig. 3EL

Interestingly, as shown respectively in Fig. 3F and G, mesna pre-
vented the incresase in bladder wet welght and tissue accumulation of
mewtmphils (Flg. 3F and G). Such protective effect was potentiated by
the asmociation with fucoldan (P = 005 vs mesna + IFO, Fig. 5F and
Gl

PO significantly increased COX-2 immunostaindng (2[1-3], Fig 4B
and D) and the relatve expresdon of COX-2 mRNA (1655 £ 1.9,
Fig. 4E) eompared to the saline growp (ODX-2 immunsostaining: O[0-0],

Inrrmadons mmunopharmocolegy 62 (2018 96-108

Flg 4A and Dy and COX-2 mAMNA expression: 1.06 + 046, Fig. 4E
P o= 005). Conslatently, with s ant-inflammatory effect, Fucoidan
reduced 00X-2 immunostalning (0[0-1], Fg. 4C and 1) and expression
(1084 + 4.5 Flg. 4E) vesus IFO-njected mice.
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Fig. 6. G-CSF induces nentrophilia and enhaness the TFO-inducsd inflammainny
respamnze in the bladder. The animal wers treatesd with saline {5 mL/%g), TR
(2 mg kg ip) or prerested with G-C5F (25, 50, 104, 200 ar 40pgksg, s.c.,
ance daily for § days). Animalks recsived saline or ifsfmide (IFO, 20mgkg,
ip) 1h olowing the bt dose of G-CSF. Blood samples were collected from the
retroearhital plexis, and the tot] number of ciculating newmophik was
quantified, indimting a marksd newtrophilia ©llowing G-CSF injection (AL
Bladder wet weight (B) and the mumber of infiltrating neugophils ino the
bladder {C) were abo determinad. [FOD injection. induced a pronounced sdema
{B} and neurophil scommulation () in the bladder comparsd to the saline
group. G-CSF pretrestment (100, 200 and 400 pg/kg) senhanced these pars.
meters compared to the FO goup (B and CL. Dol are epresed =
means * SEM and analymsd with ANOVA and Newman-Keuk post hoc test.
P = 006 va. saline; *P < 000 v IFO.

Table 3
G-C5F enhances macroscopic and micrsmpic injury during ifosfamideinduced
hemomhagic oystitis.

Groups Macrosenpl e seone M ereenqile
—_—— e
Fdemna Hexnors age
Saline o{o-0) 000 0 @)
PO 200 mgg 15013 10-2F 1013
PO + GAEF 25pgdg) 05(0-1)  1(8-1) 103
0 + GOSF (S0pa gl 1{0-2} 1(0-3} 10-2
O + GOSF (1 00pgigh 20-3* 203 20-2
PO + GASF (200pg) 223" 203" 150
PO + GASF [£00pgg) I 203 20,50
Fueoddan (100 mgdgd + PO + G- 1(0-2** osqo3r® osear*
CSF (400 pgreg)
GO (4005 kg afo-o} a0 o @a)

[mt are reparied a5 medians (minimem-madmum) (n =8 per group) and
analyzed using Knskal- Wallis and Dunn's test. *P = (005 s saline; *F = 005
ve, TFO; P < 0U05 vs. TRO + GOSF 400 pgkg.

34 Newrophl depletion preverted fosfamdde-indiwced hemorrhagle oyt

Bleod samples from mice treated with antbLysG antibody showed
reduced neutrophil cell frequency (99% of reduection) vesus non-de
pleted mice (Fig. 54 and B), which contributed to decrease 16 levels
(1564 + 237 pg/ml, Fig. SC), meutrophil il tration
(3688 = 467 6 neutrophik/mg of tssee, Fig. 5D) and bladder wet
welght (335 = L4mg/20g of body welght, Fig. 5E) In comparison
with IFCHinjected animals (Fig. 50 4685 + 72pg/ml; Flg. 5Dk
TEIT + 6226 neutrophik/mg of tssue; and Fig SE: 425 + 14mgs
20g of body welght, respectively). Macmscople and microscople
parameters of bladder injury were also significantly atenuated in
neutrophil-depleted mice (Table 21 Antl-LysG alone showed dmilar
basal pammeters of saline growp (P = (L05, Fig. 5C-E and Table 2).
Representative photomicrographs of bladders harvested from animals
treated withsaline (Fig. 5F), IFD (Fig. 5G), ant-Ly&G phs 1RO (Fig. 5H)
or anti-Ly&G alone (Fig. S0 confirmed the reduced tssue Injury, edema,
hemorrhage and mueosal uleeration in mewtroph -depleted andmal.

35 G-OSF ineremed e total momher of clradating rewtrophils and
enhameed [FO-Indued blodder wet welght and neuraphell infileraton

T increase the member of circulating newtrophil, G-CSF was in-
Jected in different doses. As observed in Fg. 6A, GACOSF (100, 200 and
400 pgke, se.) increased the total neu trophi] count in the bloodstream
(360%, 248% and §94%, P = (05, respectively) compared to the
mline group (Fig. 6A)L To better investgate whether the increased
mumber of circulating neutrophils would be assoclated with a worsen
bladder injury, the dose of IFD was reduced to prodsce 2 mild disease.
Interestingly, a bow dose of IFO (200mg kg, Lp.) increased bladder wet
welght (313 + 4.6mg/20g of boady welght, Fg. 6B), neutrophil

gl
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infiliratdon (961.5 + BRS, Fig. 6C), macmscople and microscople da-
mage { Table 3) compared to the sline group (P = 001, Fig. 68 and
and Table 3] Conversely, treatment with G-(5F in dodes > S0mg'kg
enhanced bladder wet welght, tmuee accumulation of neutrophik,
macmscople and micmseople damage compared to IFO (P = 005,
Fig 6B and C and Table ¥). Representatve photomicrographs of en-
hanced thsue damage asociated with G-CSF Injection during hemor-
rhagle eystitls are shown in Fig. 7. Normal bladder, IRD-asmociated le-
shon and G-U5F potentiated injury are mapectively depleted in Fig 7A,
B and C

36 Fucoldan pratected from (FOSF phes (fosfamide-assockned bladder
darmugpe

G-I5F (400 pgke 5o associated with IFO (200 mg/dke, Lp) en-
hanced newtrophl migraton (1570 + 224 4 pewtoph il mg of tasee),
blad der wet weight (4.3 + 4.5), microscople injury and macroscop e
soores of edema and hemorthage (Table 3) compared to [FD (Fig BA
and B and Table 3, P = 0.05), which was attenuated by Fecoldan
(neutrophdl infiltmtdon: 6541 + 1347 neutmophils/mg of tssue
blad der wet welght: 31.0 £ 2.4, Fig. 8A and B and Table 3).

Desplte the increased number of neutrophik in the bloodstream
after G-USF injecton, there was no infllradon of newtmophils in the
small intestine, lver, kidney and bladder in non-deleterows conditons
when compared to saline group (Fig. 9A-DL

A, Discussion

Thiz swdy demonstrated a deleterious role of neutrophils o the
pathogenests of hemortdagic cyatitls indwced by ifosfamide. Previows
studies indicated that bladder injury in hemorrhagic cystids is char-
acterlzed by Increased bladder wet welght, vascular permeability,
macmacople and microscople damage, inflammatory cell infiltation,
muscle hypo-contmctlity, and cystometrography alterations [7, 9, 14,
36]. Theme s also evidence of a mle for inflammatory markess, such as
TNF-alpha, IL-1beta, nitric oxide and several other mediators, in the
pathogenests of hemorthagic cystts [6, 14]. Conversely, the function
of neutrophils in the pathogeness of hemordwagic cystits induced by
Ioafamide 15 not completely undemtond despite the well-described in-
fAlmtlon of these inflammatory cells during that disease. Themfome, we
examined whether the modulation of P- and L-selecting wsing fucoddan
or newtmphi depletion with antl-Lye G antibody would prevent tasue
damage We verfled that fucodan at 100 mg kg was the only dose
capable of reducing macm and micmscople damage, bladder wet
welght and MPO activity. Then, this dose was uwed for subsequent anti-
inflammatory and antinocloeptive =t udies.

The capacity of fucoldan to modulate newtrophil migration was
amessed wming the MPO asay. Interestingly, pharmacological antag-
onlam of P- and Leelecting prevented newtrophi] accumulation in the
bladder. These results are consitent with experimental models of
asthma, anhritls, acute pancreatitls, and behemic diseases in which
similar approachss were wed [24, 37, 38]. Neutrophis contribute to
local inflammatory responses via the production of reactive oxygen
species (ROS), phagoeytoss, extrision of neutrophil extracellular tmaps
(NET#) [39], and the release of several cytokines, such as TNF-alpha, IL-
1, IL-6, I-12, interferon gamma, and macrophage Inflammatory pro-
teln [40, 41]. Bleckade of CXCR2 receptors, which contribute to neu-
trophil recruitment, prevents neutrophl] sccumulation and THNE-alpha
and L6 production. Themefore, the decrease in neutrophi]l accumula-
ton in the bladder likely contributed to the lower production of in-
fammatory markers, ssch as IL-1f, IL-6 and COX-2, which reduced
bladder damage. These fAndings were conskiently confirmed by the
depleton of newtrophils with antbLy6G monoclaal antbody, which
indicates that targeting newtrophils to prevent hemomhagie cystitls is a
potentlal therapeutic strategy. Although mesna is the standard pro-
phylactc measure for hemorthagie eystits, mucosal uleeratons remain
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Fig. 7.G-C5F enhances microscopic  injury
during ifos mideinduced hemorthagic cystitis.
Representative photomicrographs of bladders
harvested from saline {5 ml/kg, ip., Panel A
asfamide (TP, 200 mg/kg, ip., Panel B) ar G-
CSF {400pgg) + PO (200 mgks, ip., Panc
€l Armowhesd indicates urothelial layer, and
arows point out leukocyte infilration. TFO
{200 mg/kg) cwsd a mild to moderaie histo-
pathological injury of the bladder compared to
saline, while blsdders of mice that ressived G-
C5F pretestment displayed an enhanced da-
mage and newmophil acumulstion compansd to
the [P0 groag. HEE staining. Magnification 40 %
{l=ft column) and 100 = (right column].

Fig. 8. Pucoidan prevents GUSFenhancesd
bladder inflammation. The animals were trested
with ifofamide (200mgkg ipl, G-C5F
{400pgkg, s.c., once daily for Sdays)+ ifbs-
famide or fucoidan (100mghkg iv)+ G-
CSF + TR, G-CSF enhanceed with [PO-amo-
ciated newrophil migration (A) and bladder wet
weight (B) compared to [FO injection alone. In
addition, fucoidan prevented the increase in
both paameters (A and Bl Dats are sxpresssd
ax mesns * SEM and amalyred with ANOWVA
amd Newman-K=uls past hoc test. *P < 005 v
ifosBmide; *P < (.01 vs. GLSF + FO.
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Fig. 9 (-C5F per s= doss not cause neutrophil infilimtion in @rge=t organs. The mice received saline (5 ml kg ) or G-C5F (400pgkg, s.c, once daily for 5 days). On
day 5, the animak were suthanized to investigate newtrophil infiltration in target argans. G-CSFtreated mice showed besal acoumulation of newtrophils in the small
intestine (AL liver (B), kidney {C) or bladder (D) similardy to that of the saline group (P = 0.05). Data are expresed s means = SEM and anal yzed with Student's &

et

obsemved by cystometrography [5]. Motably, the combination of mesna
and fucoidan improved the protection described for each dmg, sug
gesting different complemen tary protective mechankma Themefone, the
combination of drugs that target diferent mechanizms of damage could
be a better strategy to prevent the establishment of disease

The role of IL-1 and IL-6 in hemordhagic cystits was reported pre
viously [9, 13, 14]. Increase of IL-6 levelk was demonstrated following
intravesical acrolein instillation [13]. The same studies also demon-
arated that an IL-6-newtral i ing serem atemeated several parameters of
damwe damage, including bladder wet weight and histopatholegical
imjury, reversed detrusor muscle hypocontractlity and redwced INOS
proteln expression [9, 13]. A dgnificant decrease in bladder wet welght
of animals treated with an ant-1L-1 serum and reduced INDS expression
was also reported [9]. More recently, targeted inhdbition of IL-1 re-
cepiors was demonstrated o attemeate hemorhage, edema, newtrophil
inflltration, viceral hyperalgesia and bladder dysfunction in fosfa-
mide-induced hemordagic eystitls which confirmed the deleterious
mle of IL-1 [14]. Taken together, these resulis reinforee owr Andings of
the contribution of newtroph s in orchestrating tsse injury.

Nuoteworthy, fecoidan also abrogated hypemlgesda. Neutrophils are
manciated with hyperalgeda in a carageenan-induced paw edema
animal model, and fecoldan injection prevents noclceptive mesponses
[4Z]. Furthermore, fucoldan was demonstmated to reduce the produc-
o of hyperalgesic prostaglanding, which suggests that neutrophils are
an important source of these Upld mediators [42]. Several sdies de-
monsrated that visceral hyperalgeda accompanies the experimental
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hemorrhagic cystits induced by cyclophosphamide or (fosfamide [34,
41, 43, 44], and COX-Z Is significantly overexpresed during bladder
injury [45, 46]. Themfore, we propose that the modulaton of new-
trophi]l migmtion contributes to the control of hyperalgesia during he-
marrhagie cystitls, Ukely via the reduction of DX-Z-derived pros-
taglandin production. We abo demonstmted that the antihyperalgesic
effect of fucoldan was not a fale-podtive response, since animal motor
coordination remained unaltered. The rota-rod test confirms that the
animald capacity of responding to noclceptive stimull in the von Frey
test & not affected by the treatment recelved, which could case animal
sedation or impaiment of neumasal transmission.

Consldering that the modulation of newtmphi migration prevented
the establishment of hemordwgic cystits, we examined whether the
increaze in newtrophd] accumulatdon would potentiate bladder damage
Animals were injected with G-C5F, which i clinically wed in oncology
1o recover the bone mamow capacity to produce gramulocytes and re-
lease them into the bloodstream dudng chemotherapy-induced neuw-
tropenda. Considering that IFO at the dose of 400 mg/kg induces a se-
vere form of hemorrhagie cystitl, the domse was strategieally reduced to
200 medkg o cawe a mild to moderate disease and to better char-
acterize whether increased number of circulating neutrophil would
contribute to enhance tismue Injury. Treatment with G-5F led o a
pronounced rise in blood newtmophils and the accumulation of these
cells in the bladder, which potentiated edema formation during he-
marrhagic cystitls. Accondingly, the pro-inflammatory role of G-CSF in
the pathogenesis of inflammatory anthrts was previously described,
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Ance GCSF promotes neutmphl]l raficking into inflamed jolnts [47,
4H]. Motably, G-CSF knockowt andmals or G-CSF-newtralizing antibod y
treated wild-type mice are prtected from damage [47, 48],

The first steps of newtrophi] mlling are mediated by the interaction
between P-selectin on endothelial cells and Sialyl-Lewis X (5Le) gly
coproteins on neutrophdls, followed by binding of neutrophil L-selectin
o his respective endothellal lgands, PNAd and MASCAM-1 [449, 50]. G-
5F administration in healthy volunteers is found to increase the ex
presson of 5la™ on neutrophdls, which remains up-regulated after the
end of G-C5F treaiment, contributing to enhance newtrophil mlling
[50]. Accordingly, the deletedous effect of G-CSF admindstmtion on
lsfamide-indeced HC was attenuated by fucoldan treatment, which
meinforces the fucoldan capacity to prevent selectin binding to SLe".
Remarkably, GCSF injection camsed no accumulation of newtrophis in
targel organs, inchading bladder, kidney, intestine and liver. It indlcates
that in the absence of a deleteriows stimulus sech a5 Hosfamide that
damages the bladder, G-5(F s not able to indwce neutrophil migration
and tismuve injury by lisell It is reasonable to infer that acrolein, an
umtoxde metabolite of ifosfamide, breaks the eplthelial cell linimg, ex-
podng the conmective tasuve to urine and bacteria, which triggers the
local melease of inflammatory mediatos and leukocyte recnitment.
Eveniually, these cells contribute to bladder injury and hemorrhagc
cystitls [6]. In our opindon, the positive feedback inflammatory loops
make neutrophils as a eritical active player in the establilhment of the
disease

5. Oonclusions

Therefore, these resulis suggest that neutmophils contribute to the
pathogeneds of hemordhagic cystts induced by Fosfamide. In addi
ton, P- and Leelecting are promising targets to prevent the daleterious
effect of newtrophil in chemotherapy-induced hemorthagie cystta
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	APÊNDICE A – Artigo intitulado neutrophils contribute to the pathogenesis of hemorrhagic cystitis induced by ifosfamide.

