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RESUMO

Introdução: A ifosfamida (IFO) é um agente citotóxico alquilante utilizado

no tratamento de câncer ginecológico e de mama, por exemplo. Dentre os efeitos

adversos da IFO, destaca-se a cistite hemorrágica (CH) afetando de 6-50% dos

pacientes.  Estudos do nosso laboratório evidenciaram a participação de diversos

mediadores inflamatórios na patogênese da CH, como o TNF-α, o IL-1β e o óxido

nítrico,  cuja  modulação  farmacológica  previne  diversos  fenômenos  inflamatórios,

incluindo a migração de neutrófilos. Entretanto, ainda se desconhece a contribuição

dos neutrófilos no desenvolvimento da CH. Portanto, objetivou-se estudar o papel

dos neutrófilos na patogênese da CH.  Métodos: camundongos Swiss fêmeas (25-

30g) foram tratados com salina (5 ml/kg, i.p), FUCOIDINA (um inibidor do rolamento

de  neutrófilos,  100  mg/kg,  e.v),  IFO  (400  mg/kg,  i.p)  ou  IFO+FUCOIDINA

(10mg/Kg;30mg/Kg  e  100mg/KG)  seguido de  jejum  hídrico.  Adicionalmente,  os

animais foram pré-tratados com doses crescentes de G-CSF (um estimulador de

colônia de neutrófilos) por 5 dias (100µg/Kg, 200µg/Kg, 400µg/Kg) e acrescentado

IFO  (200mg/Kg,  i.p.)  ou  foram  tratados  com  apenas  IFO  200mg/Kg  ou  G-CSF

400µg/Kg seguido de jejum hídrico. Após 12h, os animais foram sacrificados por

deslocamento cervical  e amostras de bexigas foram coletadas para avaliação do

peso úmido vesical (PUV, mg/20g de animal), análise dos critérios macroscópicos de

lesão  (edema  e  hemorragia),  atividade  de  mieloperoxidase  (MPO, neutrófilo/mg

proteína)  e  permeabilidade  vesical  (PV,  pg  de  azul  de  evans/mg  de  bexiga).

Resultados:  a  IFO induziu  um aumento  significativo  (p<0,05)  do  PUV (52±9,5),

edema (3[3-3]), hemorragia (2[2-3]), MPO (1268±706,2) e PV (111±46) vs o grupo

salina (PUV: 19,17±3,67; edema: 0[0-0]; hemorragia: 0[0-0]; MPO: 167,68±59,84 e

PV:  17,36±2,99).  Entretanto,  tais  parâmetros  foram  significativamente (p<0,05)

reduzidos pela fucoidina 100mg/Kg (PUV: 35,8±9; edema: 1[1-2]; MPO: 552,7±203,6

e PV: 38,8±14,6) vs o grupo IFO. Os grupos pré-tratados com G-CSF (100µg/Kg,

200µg/Kg,  400µg/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  (200µg/Kg,  400µg/Kg)  +IFO  aumentou  o  número  de

neutrófilos (1579±314;  1951±257,8)  encontrados na bexiga vs grupo tratado com

IFO(200mg/Kg)(961,5±88,5)(P<0,05).  Já  ao  avaliar  os  critérios  microscópicos  de



lesão  observou-se  que  os  animais  pré-tratados  com  400µg/Kg  de  G-CSF+IFO

200mg/Kg  induziu  um  aumento  significativo(p<0,05)  de  escores  de  infiltrado

leucocitário  [3(1-3)]  e  depósito  de  fibrina  [1(0-2)]  vs  o  grupo  que  recebeu  IFO

(200mg/Kg) com escore de infiltrado leucocitário [0,5(0-1)] e fibrina [0(0-1)].

 Conclusão:  a  inibição  da  migração  de  neutrófilos  preveniu  o

desenvolvimento  da cistite  hemorrágica,  sugerindo  o  papel  dos  neutrófilos  na

patogênese dessa doença.

Palavras-chave: ifosfamida; cistite hemorrágica; neutrófilos, 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-α,  IL-1β,  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

(100µg/kg, 200µg/kg, 400µg/kg) and IFO (200mg/kg, i.p.) was added, or they were

treated with only IFO 200mg/kg or G-CSF 400µg/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

(52±9.5), 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: 35.8±9; 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 (100µg/kg, 200µg/kg, 400µg/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 (200µg/kg, 400µg/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 400µg/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 INTRODUÇÃO

1.1 Câncer

O câncer representa um problema de saúde pública mundial. De acordo

com estimativas do projeto da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer

(IARC, do inglês International Agency for Research on Cancer) e da Organização

Mundial da Saúde (OMS), houve 14,1 milhões de casos novos de câncer e um total

de 8,2 milhões de mortes por câncer, em todo o mundo, em 2012 (FERLAY, et al,

2012).

A incidência de casos de câncer no Brasil  cresce  em  um ritmo que

acompanha o cenário mundial. Isso se deve, principalmente, pela mudança de

hábitos da população, como o consumo de alimentos industrializados, fumo,

alcoolismo, exposição a agentes cancerígenos. As estimativas para o ano de 2014,

que  também  são  válidas  para  o  ano  de  2015,  indicam  a  ocorrência de

aproximadamente 576 mil casos novos de câncer, sendo os cânceres de próstata

(69 mil), mama feminina (57 mil), cólon e reto (33 mil), pulmão (27 mil), estômago

(20 mil) e colo do útero (15 mil) os mais incidentes na população brasileira (INCA,

2014; FERLAY, et al, 2012).

A Organização Mundial da Saúde (OMS) sugere que no ano de 2030,

haverá uma incidência de 27 milhões de casos de câncer e 75 milhões de pessoas

serão portadoras dessa patologia (BRASIL, 2011),  muitas das quais sofrendo os

efeitos  da  toxicidade  do  tratamento  oncológico (BRASIL, 2011; GUERRA et  al.,

2005; JEMAL et  al., 2011),  com  mucosite  intestinal  induzida  por  irinotecano,

neurotoxicidade  induzida  por  agentes  platínicos  e  alcaloides  vegetais  e  cistite

hemorrágica induzida por ciclofosfamida e ifosfamida.

1.2 Ifosfamida

A ifosfamida  (IFO) é um fármaco antineoplásico muito utilizado no

tratamento de tumores de células germinativas testiculares, tratamento dos

sarcomas de tecidos moles, o sarcoma de Ewing e linfomas não-Hodgkin e
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tratamento do carcinoma de pulmão e pancreático (BROCK et al., 1988; BRADE et

al., 1985; ZALUPSKI; BAKER, 1988; LOEHRER et al., 1990).

É um agente citostático do grupo da oxazafosforinas. Quimicamente está

relacionada com a mostarda nitrogenada e é um análogo sintético da ciclofosfamida.

Estes agentes são pró-drogas que após metabolização hepática produzem

substâncias eletrolíticas capazes de se ligar aos grupamentos nitrogenados dos

ácidos desoxirrobonucleico (DNA) e ribonucleico (RNA), bem como a alguns

elementos proteicos, corrompendo sua estrutura. Dessa forma, estas drogas

produzem ligações covalentes com moléculas e estruturas fundamentais para o

metabolismo e a sobrevivência da célula, exercendo assim, seus efeitos citotóxicos

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 metabólitos como a mostarda

de fosforamida, agente alquilante citotóxico e a acroleína, subproduto tóxico, o maior

responsável pelo dano urotelial (HILL et al., 1973).

A IFO é inativa in vitro e preferencialmente ativada in vivo no fígado pelas

enzimas microssomais, via Citocromo P450 hepático  (Figura  1), que leva a

produção de metabólitos ativos em 4-hidroxi-IFO, que está em equilíbrio com

aldofosfamida, seu tautômero. A aldofosfamida se desintegra espontaneamente em

acroleína e no metabólito alquilante mostarda de isofosfamida. A acroleína é a

responsável pelo efeito urotóxico da IFO. Então, quanto maior a dose ingerida do

fármaco, maiores quantidades do metabólito tóxico serão produzidos e mais severas

serão os danos ao tecido da bexiga. Os principais efeitos tóxicos dose-dependentes

da IFO são: a aplasia medular, a esterilidade, o linfoma e a leucemia, podendo afetar

até 5% dos pacientes, a neoplasia de bexiga, a ulceração da mucosa oral e a

desnudação intestinal, a alopecia acentuada, há casos de doença venoclusiva do

fígado, a toxicidade no Sistema Nervoso Central (SNC), representada por náuseas e

vômitos e, finalmente, mas não menos importante, a cistite hemorrágica (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 citotóxico se deve à interação entre os metabólitos alquilantes e o

DNA. O ponto de ataque preferido são as pontes de fosfodiéster do DNA. A

alquilação resulta em fraturas na fita e ligações cruzadas com o DNA. Durante o

ciclo celular, a passagem pela fase G2 é atrasada. Os efeitos citotóxicos não são

específicos para a fase do ciclo celular; porém ele é específico para o ciclo celular

(COLVIN et al., 1976; GAMCSIK et al., 1993). 

A acroleína já está presente na urina após 30 minutos da administração

de IFO. Este metabólito se acumula na bexiga urinária, gerando a expressão de

mediadores inflamatórios tais como fator de necrose tumoral-alfa (TNFα),

interleucina 6 (IL-6) e ciclo-oxigenase tipo 2 (COX-2), e causa danos (edema,

dilatação vascular e incremento da fragilidade capilar na mucosa da bexiga, levando

à hemorragia). O quadro hemorrágico ocorre normalmente nas primeiras 48 horas,

caracterizando a cistite hemorrágica. A cronicidade do quadro inflamatório leva a

uma a fibrose progressiva de parede vesical, a uma diminuição da capacidade de

armazenamento da bexiga, que se torna pequena, fibrótica e não continente

(KIMURA et al., 1998; RIBEIRO et al., 2002; MANIKANDAN et al., 2010).

Figura 1 – Metabolismo da Ifosfamida (Mostarda de Isofosforamida: responsável

pelo efeito citotóxico; Acroleína: responsável pelo efeito urotóxico).
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1.3 Cistite hemorrágica

A cistite hemorrágica  (CH) está entre os efeitos mais comuns em

pacientes submetidos ao tratamento quimioterápico, sendo um fator limitante do

tratamento dos tumores malignos. Há relato de que IFO produz cistite hemorrágica

mais frequentemente do que ciclofosfamida (PYERITZ et al., 1978). Na ausência de

adequada uroproteção, a CH se torna dose limitante, com uma incidência média que

varia de 18 a 40% (HENSLEY et al., 1999). Ela pode ser dividida em três grandes

categorias: 1)  consequente ao  câncer  de bexiga ou cânceres adjacentes que

avançam sobre a bexiga a partir da próstata, útero, cérvix, ou do reto;  2) cistite

infecciosa que ocorre em pacientes  imunodeprimidos com câncer; 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: disúria, polaciúria, urgência miccional, nictúria, dor supra-

púbica e hematúria microscópica ou macroscópica (MOY et  al, 2012).

Diferentemente dos outros efeitos adversos provenientes do uso de IFO, a CH não

provém diretamente do uso do agente antineoplásico, sendo a acroleína como o

principal responsável pelo dano urotelial (PHILLIPS et al., 1961; FORNI et al., 1964).

Durante muito tempo, os mecanismos envolvidos na patogênese da CH

foram  em grande parte desconhecidos e constituíram um assunto de grande

interesse para pesquisadores. Durante as duas últimas décadas, vários estudos

tentaram elucidar as vias de desenvolvimento da patogênese da CH, mas a maioria

dos artigos publicados se concentrou na lesão induzida por ciclofosfamida. Apenas

alguns estudos estão relacionados com a IFO, no entanto, os mecanismos

subjacentes parecem ser equivalentes. A primeira descrição de dano sintomático na

bexiga, hematúria macro e microscópica após a administração de ciclofosfamida, foi

descrito logo depois da sua introdução como um agente antineoplásico 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

responsáveis diretos pela CH. Todavia, estudos posteriores demonstraram que a

ciclofosfamida induzia danos na bexiga de ratos e cães e que esses efeitos eram

causados por produtos metabólicos excretados na urina, além de descobrirem que a

urina dos cães tratados com ciclofosfamida poderia reproduzir cistite quando

transferidas aos cães de controle (PHILIPS et  al., 1961). A acroleína foi

caracterizada como um metabólito da ciclofosfamida presente na urina responsável

pelo desenvolvimento CH (COX et al., 1979; MACEDO et al., 2008). Apesar deste

conhecimento, a primeira demonstração do envolvimento de mediadores pró-

inflamatórios, tais como citocinas e o óxido nítrico (NO), na patogênese da CH

induzida por oxazafosforinas ocorreu mais de quinze anos mais tarde (GOMES et

al., 1995; SOUZA-FIHO et al., 1997; LIMA-JÚNIOR et al., 2007).

Estudos recentes mostram mecanismos importantes envolvidos na

patogênese da CH induzida por IFO. Destaca-se nesse sentido, o envolvimento de

citocinas, como TNF-α e interleucina-1 (IL-1), como mediadores inflamatórios

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 síntese de óxido nítrico (NO), reduzindo edema,

hemorragia e a infiltração de neutrófilos, pode-se confirmar o seu papel de mediador

crucial para ocorrência do dano urotelial e hemorrágico da cistite (SOUZA-FILHO,

1997). A administração de soro anti-TNF-α ou anti-IL-1 diminuíram

significativamente os eventos inflamatórios induzidos por IFO (RIBEIRO el al., 2002).

Verificou-se também um aumento da atividade da enzima óxido nítrico sintase

induzida (iNOS) (SOUZA-FILHO, 1997). Ademais, a indução da iNOS na bexiga

inflamada parece exigir a ação 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 inflamatório da CH induzida por IFO. Foi

observado que eles não só reduzem a atividade da COX-2, como também diminuem

a sua expressão por imunohistoquímica 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 lesão urotelial induzida por

IFO parece depender de uma cascata de mediadores inflamatórios que envolvem

citocinas (TNF-α e IL-1), prostaglandinas produzidas via ativação da COX-2 e óxido

nítrico, produzido através do aumento da expressão e ativação de iNOS tanto por

citocinas como por PAF (MACEDO et al., 2008; RIBEIRO el al., 2002).

Neste cenário, com base na revisão realizada pelo grupo de pesquisa do

LAFICA  (Ribeiro  et  al.,  2012),  foram  identificadas  várias  etapas  interligadas  no

processo da cistite hemorrágica (CH). Essas etapas foram divididas em quatro fases

principais:

a) A primeira fase, conhecida como fase de iniciação, ocorre quando há

acúmulo de acroleína na bexiga, resultando em danos ao urotélio.

b)  A  fase  seguinte,  denominada  fase  inflamatória,  caracteriza-se  pela

regulação  positiva  de  fatores  de  transcrição,  como  o  fator  nuclear  kappa-B

(NFkappaB)  (KIUCHI  et  al.,  2009;  KORKMAZ et  al.,  2007),  e  pela  liberação  de

citocinas  inflamatórias  pelas  células  epiteliais  e  conjuntivas  residentes,  como os

macrófagos (GOMES et al., 1995; RIBEIRO et al., 2002). Nessa fase, ocorre uma

resposta  inflamatória  intensificada,  com  produção  de  citocinas  em  grande

quantidade, além da geração de espécies reativas de oxigênio (KORKMAZ et al.,

2007) e nitrogênio (KORKMAZ et al., 2005), e expressão de enzimas inflamatórias,

como a óxido nítrico 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  sintomática,  está  relacionada  à

exposição do urotélio e à formação de úlceras, causando dor (MARTINS et al., 2012)

e disfunção vesical (MACEDO et al., 2011).

d) A quarta fase, chamada de fase de cicatrização, envolve a reparação

dos tecidos, podendo ocorrer sinalizações por fibroblastos e liberação de fatores de

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

As toxicidades do tratamento oncológico podem afetar a qualidade de

vida do paciente, limitando muitas vezes a dose e aumentando a duração do

tratamento, o que é muito comum na terapia com IFO. No intuito de minimizar tais
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consequências, foram desenvolvidos agentes com o objetivo de aliviar ou eliminar

esses efeitos tóxicos (J CLIN ONCOL, 1999; SEBER et. Al, 1999).

Um bom agente protetor deve prevenir as toxicidades, sem afetar a

eficácia antitumoral do tratamento oncológico. Vários agentes foram testados, no

intuito de prevenir os pacientes da cistite hemorrágica induzida por IFO (BROCK et

al., 1981). O mais eficaz foi o 2-mercaptoetano-sulfonato de sódio (MESNA) sendo,

atualmente o agente terapêutico mais utilizado com essa indicação (LIMA et al.,

2007).

O MESNA (2-mercaptoetano-sulfonato de sódio) é um tiol,  que ao

alcançar a circulação sanguínea, sofre uma rápida oxidação e assume sua forma

dimérica ditiodietanosulfonato de sódio (DiMESNA), sendo esse metabólito menos

ativo que o MESNA. O que é muito bom, uma vez que o efeito protetor em nível

plasmático do MESNA produziria um antagonismo aos efeitos farmacológicos da

IFO (SHAW et al., 1987).

DiMESNA e MESNA são bastante hidrofílicos, sendo rapidamente

depurados pelo rim. Por conta dessa rápida depuração renal e por sua meia-vida

plasmática ser de apenas cerca de 90 minutos, dextoxificação ocorre principalmente

no sistema urinário. Os grupos sulfidril (tiol) livres do MESNA combinam-se com a

acroleína, formando um tioéter não tóxico (LIMA et al., 2007).

Estudos mostram que o protocolo padrão de tratamento profilático com

MESNA provoca alterações citoscópicas em 66,7% dos pacientes e alterações

microscópicas como edema e ulceração em 100% (LIMA et al., 2007). Tais fatos,

provavelmente se sustentem pelo fato de MESNA não se tratar de um anti-

inflamatório e nem apresente propriedades antioxidantes, portanto acaba não

atuando na modulação de vias inflamatórias envolvidas na cistite hemorrágica

(SHAW et  al., 1987; VIEIRA et  al., 2003; LIMA et  al., 2007). Por essas razões,

substâncias de com propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias podem

representar uma alternativa em potencial para o tratamento da cistite hemorrágica.

Muitos  estudos  que  avaliaram  a  CH  e  o  papel  de  mediadores

inflamatórios mediante modulação farmacológica foram feitos por parâmetros que

incluíam:  peso  úmido  vesical,  permeabilidade  vascular,  escores  macro  e

microscópicos  e  atividade  de  mieloperoxidase,  um  marcador  da  migração  de
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neutrófilos  para  o  tecido  inflamado.  Considerando  que  a  atividade  protetora  de

moduladores  farmacológicos  de  mediadores  pró-inflamatórios  envolvia,  dentre

outros efeitos, a redução do acúmulo de neutrófilos teciduais e a melhora da CH,

especulou-se se os neutrófilos teriam um papel na gênese dessa lesão. 

1.4 Migração e atividade de neutrófilos no processo inflamatório agudo

Neutrófilos são células fagocíticas de vida curta (12-24 horas) do sistema

imune.  Na ausência de um estímulo inflamatório, estão ausentes  nos tecidos,  e

ficam circulando na parte central dos vasos sanguíneos. São as primeiras células a

serem recrutadas ao processo inflamatório, caracterizando um processo inflamatório

agudo. Com o estímulo inflamatório, há um aumento do calibre vascular, causando

um aumento do fluxo sanguíneo para o local onde o dano se encontra e, depois

disso, as células de defesa começam a diminuir a velocidade, a lateralizar e a parar.

Isto possibilita a chegada rápida de anticorpos e leucócitos ao foco da lesão

(WAGNER; ROTH, 2000).

Substâncias químicas como histamina, bradicinina, metabólitos do ácido

araquidônico, fator de ativação plaquetária (PAF), NO, neuropeptídeos e citocinas

são responsáveis por estimular a contra proteção do organismo ao dano, causando

um aumento  da permeabilidade vascular,  uma vasodilatação,  uma contratura  da

musculatura  lisa  e  hipersecreção  de  fluidos  para  o  foco  da  lesão (ABBAS;

LICHTMAN, 2003; SEELY et al., 2003; ROIT; DELVES, 2004). 

O influxo dos neutrófilos para o sítio inflamatório se dá por estimulação de

quimiocinas, tais como: CXCL-8/ IL-8, TNF, C3a, C5a e LTB4 que são responsáveis

por fazer com que os neutrófilos diminuam sua velocidade dentro do vaso e iniciem

a marginação e posteriormente a migração (KOBAYASHI et al., 2009). As selectinas

participam  de  todo  esse  processo  onde  a  L-selectina  e  P-selectina,  expressas

respectivamente no leucócito e no endotélio vão ser responsáveis pela interação

inicial entre essas células, participando do processo conhecido por rolamento.

A exteriorização da P-selectina armazenada nos corpos de Weibel-Palade

presente em células endoteliais em repouso e o aumento da expressão de fator

ativador  de  plaquetas  (PAF)  nas  células  que  revestem  as  vênulas  ocorrem
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principalmente  devido à  ação de histamina e  trombina provenientes  do estímulo

inflamatório (PHILLIPSON; KUBES,2011).

A ocupação posterior da P-selectina pelo ligante glicoproteico-1(PSGL-1)

promove uma desaceleração dos  neutrófilos  e  facilita  a  ligação do  PAF ao seu

receptor presente nos neutrófilos (PAF-R) ativando estas células e resultando no

aumento da expressão de integrinas como o antígeno funcional leucocitário-1(LFA-

1) (PHILLIPSON; KUBES,2011).

 O endotélio ativado por TNF-a, IL-1β e LPS, expressa posteriormente a

E-selectina, passando a produzir CXCL-8, cuja ação é se ligar ao seu receptor na

célula inflamatória e induzir um sinal que provocará uma alteração conformacional

na molécula de integrina presente no neutrófilo (CD11/CD18), que acaba permitindo

uma maior adesão desta célula com o endotélio, facilitando o processo de migração

(HAYASHI et al., 2003;  ABBAS; LICHTMAN, 2003).  Dessa forma, observa-se que

as integrinas são responsáveis pela aderência firme (CHOI  et al., 2010; LANGER;

CHAVAKIS, 2009).

As  ligações  mediadas  por  selectinas  são  pouco  estáveis,  podendo se

desfazer  facilmente.  Para  que  ocorra  a adesão dos neutrófilos ao endotélio  é

necessário que haja a participação das β2 integrinas,  que são conhecidas como

moléculas de adesão (CAMs):  intercelular cell  adhesion molecule  (ICAM-1 ou 2),

vascular  cell  adhesion  molecule  (VCAM-1), platelet-endothelial  cell  adhesion

molecule  (PECAM-1) (GONZÁLEZ-AMARO;  SÁNCHEZ-MADRID, 1999). A  forte

adesão entre endotélio e leucócitos se dá pela indução de ICAM-1 e VCAM-1 no

endotélio. Iniciado esse processo, dá-se a expressão de PECAM-1 nas bordas da

célula endotelial, que é essencial para a transmigração de leucócitos para focos de

inflamação (SCHENKEL et al., 2006). Esse processo está resumido na figura 2.
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Figura  02  – Processo  de  interação  leucócito-endotélio.  (Fonte:  BELINATI  et  al.,

2010).

Os neutrófilos  são células  multilobuladas produzidas na médula  óssea

(MO) a partir de um precursor CFU-GM que após contato com estimuldadores de

colônia (IL-3, G-CSF e GM-CSF) no microambiente da MO sofre uma diferenciação

em CFU-G e sobre ação principalmente de G-CSF irá se proliferar e diferenciar em

precursores das  células mieloides da linhagem neutrofílica. A produção de G-CSF é

induzida pela ação da IL-17A sintetizadas pelas células T e esta por  sua vez é

liberada pela ação da IL-23 produzida por macrófagos e células dentriticas presentes

no tecido. A maturação dos neutrófilos depende de fatores de transcrição tais como

PU.1 e  CCAAT / proteína de ligação e intensificação (C / EBP)  α-ζ.  Além disso, a

produção de G-CSF dentro do tecido inflamado inibe a apoptose dos neutrófilos e

aumenta resposta dos neutrófilos ao fMLP (formil Met-Leu-Phe), sugerindo aumento

da  fagocitose  e  da  produção  de  espécies  reativas  de  oxigênio  (BENDALL;

BRADSTOCK,2014; KOLOCZKOWSKA; KUBES,2013).

Os neutrófilos não se dividem, têm vida curta e é o principal leucócito

presente  na  corrente  sanguínea  possuindo  dois  tipos  de  grânulos:  grânulos

azurófilos que se formam precocemente têm lisossomos, mieloperoxidase e muitos

efetores  antimicrobianos  não-oxidativos,  incluindo  defensinas,  catepsina  G  e
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proteínas  de  aumento  de  permeabilidade  bactericida  (BPI)  e  os  grânulos

secundários  que  contêm  lactoferrina,  fosfatase  alcalina  e  lisozima

(KOLOCZKOWSKA; KUBES,2013).

Os neutrófilos ao contrário de sua descrição tradicional de célula efetora

terminal  desprovida  de  atividade  de  transcrição,  que  só  libera  mediadores  pré-

formados  para  matar  patógenos,  são  na  verdade,  segundo  observações  atuais,

células com  grande capacidade de responder a diferentes citocinas e quimiocinas,

alterando seu fenótipo em circunstâncias específicas para participar da inflamação,

regulação da angiogênese tumoral e reparação tecidual. As recentes descobertas

comprovam que os neutrófilos liberam várias citocinas, conforme ilustrado na figura

03. Notavelmente, a produção de citocinas pelos neutrófilos pode ser controlada por

mecanismos  de  regulação  sofisticados  (SCAPANI, et  al.,  2007; MONTAVINI  et

al.,2011).  A  produção  de  citocinas  por  neutrófilos  é  controlada  por  mecanismos

reguladores que atuam em diferentes níveis, incluindo transcrição, estabilização e

tradução do RNA, assim como sobre a secreção de citocinas.

Em  relação  à  secreção  de  citocinas  e  quimiocinas,  tais  como  IL-1β,

antagonista  do  receptor  (IL-1RA),  proteínas  com  BAFF/BlyS  um  membro  da

superfamília  TNF expressa  principalmente  por  células  mieloides  (BAFF;  também

conhecido  como  BlyS),  TRAIL,  CXCL8,  CCL20  não  são  diretamente  liberadas

após  síntese,  contudo  são  armazenadas  em  organelas  intracelulares.  Estas

citocinas e quimiocinas são rapidamente liberadas pela ação de secretagogos que

atuam sobre neutrófilos (MONTAVINI et al., 2011).
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Figura 03 –Citocinas e quimiocinas produzidas por neutrófilos(Fonte: MONTAVINI et

al.,2011).

Há muito tempo se sabe que fMLP é capaz de induzir  quimiotaxia de

neutrófilos através da ativação do receptor FPR1. Portanto, a produção de proteínas

formiladas por bactérias, ou oriundas de mitocôndrias, ativa FPR1 preenchendo os

critérios de receptor de reconhecimento padrão (PRR) identificando  microrganismos

e danos teciduais. Além disso, os neutrófilos expressam vasto repertório de PRRs

(além do FPR1), incluindo todos os membros do receptor toll-like da família (TLR),

com exceção 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 ácido ribonucleico RIG-1 e MDA5. Os neutrófilos interagem com inflamassomos
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expressando  o  receptor  NOD1,  porém  sua  função  não  foi  totalmente  elucidada

(MONTAVINI et al.,2011).

Os neutrófilos detectam patógenos e danos teciduais através dos PRRs e

sobre  ação  de  sinais  provenientes  principalmente  de  outras  células  do  sistema

imune, irão sofrer ativação para produzir diversos efetores. Estes incluem radicais

livres de oxigênio, enzimas líticas, peptídios antimicrobianos bem como as citocinas

e quimiocinas mais recentemente descritas (MONTOVANI et al.,2011).

Considerando-se a cascata de mediadores envolvidos na patogênese da

cistite hemorrágica, é lícito pensar na participação dos neutrófilos, como célula

inflamatória  também  nessa  patologia. Dessa forma, o esclarecimento dos

mecanismos de ação de novas moléculas que atuem especificamente em cada

etapa do processo poderá trazer benefícios para terapia farmacológica do processo

inflamatório.

1.5 Fucoidina

A fucoidina é um polímero rico em fucose e grupos sulfatados extraídos

de algas macroscópicas encontrado em várias espécies como  Fucus vesiculosis,

Cladosiphono  kamuranus,  Laminaria  japonica e  Undaria  pinnatifida  que  possui

diversos  efeitos  farmacológicos  tais  como  antioxidante,  anti-inflamatório,

anticoagulante e antitumoral. Pode possuir variações na sua composição química,

dependendo da espécie  de alga que foi  extraída e do processo de extração da

fucoidina.  A fucoidina é  constituída basicamente  de polissacarídeo polisulfatados

associados ou não com galactose, xilose, manose ou ácido glicurônico. Dependendo

de  sua  complexa  estrutura  química,  via  de  administração  (oral,  intravenosa  e

intraperitoneal) e dose poderá haver variações em seus efeitos farmacológicos. A

fucoidina  inibe  tanto  a  P-selectina  como  L-selectina  sendo  essa  ação  sobre  as

selectinas  a  principal  atividade  anti-inflamatória  o  que  faz  da  fucoidina  uma

importante ferramenta farmacológica e um potencial fármaco que atua no processo

inflamatório (LI  et al.,2008; FITTON, 2011). O mecanismo de ação desta inibição

consiste num bloqueio competitivo e específico pelo sítio de ligação do receptor de
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P- e L-selectina impedindo, por exemplo, a ligação da P-selectina do endotélio com

a PSLG-1 ligante glicoproteico-1, expressa nos leucócitos (POMIN,2012).

Para que os leucócitos  migrem dos vasos sanguíneos para o sítio  da

lesão, utiliza-se as selectinas, que são polissacarídeos que auxiliam no processo de

fixação dos leucócitos nas células endoteliais e iniciem o processo de rolagem, que

culmina com a saída para o tecido. As diferentes fontes de fucoidina possuem um

efeito inibitório sobre a migração de leucócitos, em especial de neutrófilos e reduz

em média cerca de 80% o processo de migração de neutrófilos principalmente pela

sua ação sobre as selectinas. Tal avaliação, foi feita num modelo de peritonite aguda

induzida  em  ratos  Wistar  e  observado  o  extravasamento  de  neutrófilos  para

cavidade peritoneal (FITTON, 2011; POMIN,2012).

Diante do papel de inibição da migração de neutrófilos através da inibição

da P e L selectinas causada pela fucoidina, visamos elucidar o efeito da inibição da

migração de neutrófilos na cistite hemorrágica induzida por ifosfamida.
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2 JUSTIFICATIVA

Cistite hemorrágica induzida por quimioterapia permanece uma

complicação clínica comum e potencialmente fatal. Atualmente, MESNA e hiper-

hidratação são as duas medidas mais empregadas na prevenção. No entanto, estas

abordagens profiláticas têm provado não ser completamente eficazes, uma vez que

os danos histopatológicos e cistoscópicos na bexiga são evidenciados. Diante da

relevância clínica da CH após o uso de IFO, faz-se necessário investigar o

mecanismo de lesão da bexiga pelo uso desse fármaco. Desta forma, o presente

estudo prima por investigar papel do neutrófilo no desenvolvimento da CH, abrindo

perspectivas  para melhorar a qualidade de vida dos pacientes com cânceres

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

 Investigar o papel dos neutrófilos na patogênese da cistite hemorrágica
induzida por Ifosfamida.

3.1 Objetivos Específicos:

 Investigar o efeito de diferentes doses de Fucoidina sobre os 
parâmetros macroscópicos e microscópicos de lesão e sobre a 
migração de neutrófilos na cistite hemorrágica induzida por Ifosfamida.

 Estudar o efeito da fucoidina sobre a expressão de marcadores 
inflamatórios, como a expressão de ciclooxigenase-2 e a dosagem de 
citocinas IL-1ß e IL-6.

 Avaliar se a inibição da migração de neutrófilos interfere sobre 
parâmetros noceptivos na cistite hemorrágica induzida por Ifosfamida.

 Avaliar o efeito do tratamento com fucoidina sobre parâmetros 
bioquímicos de lesão renal e hepática.

 Investigar  o  efeito  de  diferentes  doses  de  G-CSF  em  relação  a
parâmetros  inflamatórios,  como  edema,  hemorragia,  infiltrado
neutrofílico, na cistite hemorrágica induzida por ifosfamida. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Animais

Foram  utilizados  camundongos  Swiss,  fêmeas 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 Ceará.  Os animais receberam água e ração comercial  balanceada à

vontade e foram mantidos em gaiolas com temperatura (22oC ±1), umidade (65-70%)

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

Os modelos experimentais utilizados neste trabalho forma submetidos à

apreciação  do  Comitê  de  Ética  e  Pesquisa  Animal(CEPA)  do  Departamento  de

Fisiologia  e  Farmacologia  da  Universidade  Federal  do  Ceará  tendo  protocolo

84/2014.

 Durante a indução de Cistite Hemorrágica, os animais foram submetidos

a uma injeção intraperitoneal (i.p.) de ifosfamida (IFO) (400 mg/kg). Após 12 horas,

foram sacrificados com dose elevada de anestésico. Em seguida, foi realizada uma

incisão abdominal baixa, excisão da bexiga, com retirada da urina remanescente. As

bexigas  foram,  então,  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  primário  anti-COX2  produzido  em  coelhos  (Santa  Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA)

 Anticorpo primário anti-IL-1ß produzido em coelhos (R&D Systems)

 Anticorpo primário 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

 Algodão Hidrófilo

 Agitador tipo Vortex

 Autoclave

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

 Aparelho Polytron

 Capela de Fluxo Laminar

 Placa de 96 poços descartável

 Bécker 50ml e 250ml

 Balança Analítica

 Balança para Animais

 Estufa

 Funil

 Lâminas para microscopia

 Lâminas para imunohistoquímica

 Leitor de placas de ELISA

 Espectrofotômetro

 Micro-ondas
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 Micropipetas automáticas

 Material Cirúrgico (pinças, tesouras, lâminas de bisturi) 

 Papel de Filtro

 Papel para pesagem (Papel Manteiga)

 Ponteiras para micropipetas

 Proveta graduada

 Aparelho Von Frey eletrônico

 Aparelho  automatizado  contagem  de  células  hematológicas  por

impedância 

 Tubo com EDTA 500µl de Hemograma

 Tubo c/ anticoagulante 500 µl para Bioquímica 

 Aparelho  Rota Rod

 Centrífuga Refrigerada para eppendorf

 Microscópio óptico(Nikon)

 Aparelho Medidor de pH

 Tubos Falcon 20ml

 Eppendorf 2ml

 Gaze 7,5X7,5

 Máquina fotográfica Nikon

 Microscópio Óptico binocular acoplado à câmera fotográfica Olympus

 Máscara PFF2 tipo N95

 Máscara descartável

 Avental impermeável para manipulação de quimioterápicos

 Luvas descartáveis sem pó

 Gorro descartável

 Papel grau cirúrgico 

 Papel Alumínio

4.5 Soluções:
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 Ifosfamida 500mg (Haloxane/Baxter)- Diluído em soro fisiológico 0,9%

(Isofarma)

 Mesna 400mg (Genérico/Eurofarma)- Diluído em soro fisiológico 0,9%

(Isofarma)

 Fucoidina  (Sigma  Chemical  Co.)-  Diluído  em  soro  fisiológico  0,9%

(Isofarma)

 Filgastrim 300ug/ml (Genérico/Biosintética)-Diluído em soro glicosado

5%(Isofarma)

 Paraformaldeído 4%(PFA)

 Álcool 70%

 Formol Tamponado 10%

 Água Destilada

 Solução de NaCl 0,2%

 Solução de Sacarose 60%

 Solução de Ácido Sulfúrico concentrado 

 Peróxido de Hidrogênio 30%

 Salina Tamponada com Fosfato(PBS)

 Brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB)

 Tampão Citrato de Sódio

 Tampão Fosfato de Potássio

 Tampão Fosfato de Sódio

 Solução de  3, 3’, 3, 3-tetramethylbenzidine(TMB)

 Solução de Soro Fetal Bovino 5%

4.6 Corantes:

 Hematoxilina(Merck)

 Eosina(Merck)

 Hematoxilina de Mayer(Merck)
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4.7 Indução de Cistite Hemorrágica: 

Durante a  indução de Cistite  Hemorrágica, os animais  foram submetidos a uma

injeção intraperitoneal (i.p.) de ifosfamida (IFO) (400 mg/kg). Após 12 horas, foram

sacrificados com dose elevada de anestésico. Em seguida, foi realizada uma incisão

abdominal  baixa,  excisão  da  bexiga,  com  retirada  da  urina  remanescente.  As

bexigas  foram,  então,  analisadas  macroscopicamente,  pesadas  e  submetidas  a

algum dos métodos descritos, a seguir:

4.8 Protocolos experimentais

4.8.1 Protocolo :

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  então os  animais  permaneceram com

restrição de água. Para a realização 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) diluída em soro fisiológico 0,9%

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

após administração 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 indução da CH e sua modulação farmacológica com

fucoidina

4.8.2 Protocolo 

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 última dose foram injetadas

salina ou ifosfamida 200 mg/Kg (i.p.).   A partir de então os animais permaneceram

com  restrição  de  água.  Para  a  realização  dos  experimentos,  os  animais  foram

divididos nos seguintes grupos experimentais (n=8):

Eutanásia

Dosagem de MPO

PCR p/ COX-2

Análise Microscópica

Análise Macroscópica

Fucoidina

IFO

Salina

a
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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 indução da CH e sua modulação com G-CSF

4.9 Avaliação dos Parâmetros Gerais de Indução da CH por Ifosfamida.

Número de Neutrófilos

Análise Microscópica
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4.9.1 Avaliação do Peso Úmido Vesical

Depois de dissecadas e retirado o conteúdo urinário com auxílio de papel

absorvente  (hidrofílico),  as  bexigas  foram pesadas,  sendo o  peso úmido vesical

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

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

animal.

b) Análise Macroscópica

As bexigas foram examinadas macroscopicamente quanto ao edema e

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

Edema: 

 Severo (3+): edema interno e externo;

 Moderado (2+): edema interno (mucosa);

 Leve (1+): intermediário;

 Normal (0): nenhum.

Hemorragia:

 (3+): coágulo intravesical;

 (2+): hematomas na mucosa;

 (1+): telangiectasia ou dilatação dos vasos da bexiga;

 (0): Normal.

c) Análise Microscópica 

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

álcool 70%, imersas em xilol e incluídas em parafina. Os blocos foram cortados (5
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µm), com auxílio do micrótomo, corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e

analisado por microscopia óptica. As alterações microscópicas foram determinadas

pelos critérios de Gray Modificado (MARTINS et al,2012), que se seguem:

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

ausência de úlcera e infiltrado inflamatório.

(1+) - Alterações Discretas: caracterizada por número de células epiteliais

diminuídas pela descamação, “apagamento” das dobras habituais da mucosa em

decorrência do edema submucoso, hemorragia discreta e poucas úlceras.

(2+) - Alterações Moderadas: caracterizada por múltiplas ulcerações da

mucosa,  edema  moderado,  infiltrado  inflamatório,  depósito  de  fibrina  e  focos

hemorrágicos.

(3+)  -  Alterações  Intensas:  caracterizada  por  múltiplas  ulcerações  da

mucosa, erosão na mucosa, edema intenso, infiltrado inflamatório intenso, depósito

de  fibrina  intenso  e  diversos  focos  hemorrágicos  com  possível  transmural

hemorragia.

(d)-  Análise  microscópica  de  grupos  que  foram  tratados  com  subdose  de

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

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

álcool 70%, imersas em xilol e incluídas em parafina. Os blocos foram cortados (5

µm), com auxílio do micrótomo, corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e

analisado por microscopia óptica. As alterações microscópicas foram determinadas

pela  adaptação  dos  critérios  criados  por  Gray  e  colaboradores  com objetivo  de

ampliar a precisão de análise dos diferentes tipos de lesão presentes no tratamento

com ifosfamida na dose de 200mg/Kg, i.p., conforme detalhes a seguir (adaptado de

GIFONI, 2008):

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

 Infiltrado Leucocitário: 0 ausente; 1 leve; 2 moderado e 3 intenso

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

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

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

A  permeabilidade  vascular  vesical  foi  avaliada  pela  técnica  de

extravasamento com solução de Azul de Evans. O Azul de Evans é um corante que

se liga à albumina plasmática. Caso haja extravasamento de albumina para o tecido

inflamado, devido aumento da permeabilidade e consequente edema encontraremos

o corante no interstício.  Seguindo a mesma divisão previamente apresentada no

protocolo (n = 8), foram injetados, por via endovenosa, via plexo reto-orbital, 2.5% de

solução de azul de Evans (25 mg/kg) 30 minutos antes do sacrifício dos animais. As

bexigas  foram retiradas,  dissecadas  e  incubadas  em tubos  de  ensaio  contendo

solução de formamida (1 mL/bexiga) à 56oC por 12 horas para extração do corante

presente no tecido. Posteriormente, o corante presente nos tubos de ensaio foram

mensurados  pela  absorbância  em  630  nm  (ELISA).  Ao  mesmo  tempo,  foi

determinada  uma  curva  de  absorbância.  Os  resultados  foram  expressos  em

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

4.10-Avaliação de Parâmetros Inflamatórios

 (a)- Determinação da infiltração de neutrófilo através da atividade da Enzima

Mieloperoxidase (MPO)

A quantificação do acúmulo de neutrófilos na bexiga de animais após a

indução da cistite por IFO foi determinada pelo ensaio da atividade de MPO, uma

enzima encontrada nos grânulos azurófilos de neutrófilos, utilizada como marcador

da  presença  de  neutrófilos  no  tecido  inflamado.  Os  tecidos  foram  coletados,

conforme protocolo, e incubadas em 200μL de tampão gelado (NaCl 0,1 M, NaPO4

0,02  M,  NaEDTA  0,012  M;  pH  4,7),  posteriormente,  os  tecidos  foram

homogeneizados  com  o  auxílio  de  um  triturador  (Pollytron).  O  material
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homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4ºC. Realizou-se, um

choque hipotônico no sedimento celular (pellet) com 1000 μl de NaCl 0,2%.  Após

nova centrifugação a 3000 rpm por 15 minutos a 4ºC, o “pellet” foi ressuspenso em

tampão  NaPO4 0,05M  (pH  5,4)  contendo  0,5%  de  brometo  de

hexadeciltrimetilamonio  (HTAB)  e  novamente  homogeneizado.  A  seguir,  o

homogeneizado  foi  centrifugado  a  10.000  rpm  por  15  minutos  a  4ºC.  Após

centrifugação, 50 μL do sobrenadante das bexigas foram colocados em placa de 96

poços para o ensaio. Em cada poço, adicionaram-se 25  μL de TMB (3, 3’,  3, 3-

tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 μL de H2O2 (0,5 mM) e posteriormente a placa

foi  incubada por  5  min  a  37  ºC.  A  seguir,  a  reação foi  interrompida  com ácido

sulfúrico 4  M.  Realizou-se a quantificação dos neutrófilos  a  partir  de uma curva

padrão de neutrófilos (1 x 105 neutrófilos/ poço/ 50 μL). Determinou-se a absorbância

em leitor  de  ELISA  no  comprimento  de  onda  de  450  nm.  Os  resultados  foram

expressos como número de neutrófilos/mg de tecido (MORENO et al, 2006).

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

camundongos

Os tecidos fixados em parafina foram cortados em 5µm de espessura,

com auxílio de um micrótomo, montados em lâminas para microscópio revestidas de

poli-L-Lisina  e  foram  aquecidas  durante  3  horas  à  60°C.Logo  após,  foram

processados em banhos sucessivos em xilol, álcool 100%, álcool 70% e em água

destilada.  As  lâminas  foram aquecidas  em tampão  citrato,  para  recuperação  de

antígenos, e tratados com peróxido de hidrogênio à 3%, para bloqueio da peroxidase

endógena(15min).  Para  bloquear  o  efeito  da  biotina  endógena  foram incubados

durante 1 hora em solução de BSA 5% para posteriormente acrescentar o anticorpo

primário anti-COX2 1:200(Santa Cruz) que ficou por 12horas a 4°C.

No dia seguinte, foi lavado com PBS e adicionado o anticorpo secundário

(SC-2018 Kit,  Santa Cruz,  Biotechnology)  diluído 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 lâminas
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foram  contracoradas  com  Hematoxilina  de  Mayer  e  passaram  por  banhos

sucessivos  com  álcool  70%,álcool  100%  e  xilol. Finalmente,  foi  realizada  a

desidratação  e  montagem  das  lâminas.  As  amostras  foram  avaliadas  por  um

patologista e classificas em escores de 0 a 3 de acordo com sua imunomarcação de

expressão de COX-2. (RIBEIRO et al, 2002)

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

Os níveis de IL-1 e IL-6 foram mensurados através da determinação do

conteúdo dessas citocinas no sobrenadante dos tecidos. Os tecidos foram coletados

e  estocados  a  –80oC  para  posterior  dosagem  IL-1β  e  IL-6  por  ensaio

inmunoenzimático  ao  qual  obedecerá  o  protocolo  de  ELISA  descrito  a  seguir:

(1)Incubação com 2  g/ml de anticorpo anti IL-1, anti-IL-6 (anticorpo de captura)

diluído em tampão de bicarbonato (pH 8.2) – 100 l/poço (placa de 96 poços) 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% diluída em tampão de lavagem, 100 l/poço por 2 horas à

temperatura ambiente; (4) lavagem da placa (3x); (5) incubação com a curva padrão

de IL-1 e IL-6 diluídas em tampão de lavagem e das amostras a serem dosadas (100

l/poço por 16-24h à 4° C); (6) lavagem da placa (3x) (7) incubação com anticorpo

biotinilado (anticorpo de detecção) diluído 1:1000 em tampão de lavagem contendo

1% de soro normal de carneiro por 1 hora à temperatura ambiente; (8) lavagem da

placa (3x); (9) incubação com avidina-peroxidase (DAKO) diluída 1:5000 em tampão

de lavagem, 100 l/poço por 15 minutos à temperatura ambiente; (10) lavagem da

placa (3x);  (11) incubação com o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampão

substrato, 100 l/poço, cobrir a placa e deixar no escuro por 5-20 min à temperatura

ambiente; (12) a reação é parada com 150  l/poço de H2SO4 1M; (13) leitura em

espectrofotômetro a 490 nm. Os resultados são expressos em g/ml como a curva

padrão.

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

camundongos
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Extração do RNA Total:

As amostras foram congeladas à -800C até o momento da extração. Foi

feito um homogenato com trizol e, em seguida, a extração de RNA foi realizada com

o  KIT  Rneasy  Liquid  Tissue  Mini(Qiagen,  Hilden,  Germany)  de  acordo  com  o

protocolo do fabricante. Após a finalização do processo de extração, 1µl 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  concentrações  para  fornecer  RNA  para  transcrição  em  DNA

complementar(cDNA).

Sintese de cDNA:

A sintese de  cDNA foi realizado com o iScript™ cDNA Synthesis Kit(Bio-

Rad Laboratories,USA) confrome as instruções do fabricante. O protocolo da reação

contém 1µl  da  enzima  transcriptase  reversa,  4µl  do  tampão  SX  iSript  Reaction

MIX( solução constituída de oligonucleotídeos e iniciadores aleatórios), um volume

da amostra de RNA uniformizado para 200ng/µl e completado a reação com água

livre de nuclease em volume suficiente para completar 20µl. O protocolo padrão do

termociclador iCycler(Bio- Rad Laboratories, USA) foi por 250C durante 5 minutos,

420C por 30 minutos e 850C por 5 minutos. O cDNA foi armazenado em freezer a -

200C até sua posterior utilização no PCR quantitativo em tempo real(qPCR).  

4.11 Avaliação da nocicepção após indução de Cistite Hemorrágica (CH)

a) Teste de nocicepção 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  nocicepção visceral  pós-injeção de ifosfamida.  O aparelho consiste  em

caixas  de  acrílico  de  dimensões  12x20x17  cm com o  piso  em grade,  o  qual  é

visualizado através de um espelho posicionado abaixo do mesmo para permitir a
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observação dos animais. Um analgesímetro digital conectado a um transdutor de

força, cuja ponta em polipropileno possui 0,7 mm2 (Von Frey eletrônico) detecta as

intensidades de estimulação (gramas) aplicadas ao animal.  O comportamento de

nocicepção  visceral  é  interpretado  pela  retração  acentuada  do  abdome;  ato  de

lamber ou coçar imediatamente o local  de aplicação da pressão; ou tremor com

esquiva abrupta (LAIRD et al., 2001).  Houve o cuidado para não estimular o mesmo

ponto  duas  vezes  em  sucessão,  para  evitar  efeitos  de  sensibilização  ou

dessensibilização. Foi evitado também a estimulação da área da genitália externa,

concentrando-se  na  parte  inferior  do  abdome  médio  (LAIRD  et  al.,  2001).

Inicialmente, os animais foram submetidos a um período de adaptação ao aparato

do teste no dia anterior ao experimento. Foram obtidas as leituras das respostas

nociceptivas  dos  animais  antes  (baseline  ou  T0)  e  após  12  horas  (T1)  da

administração intraperitoneal de fucoidina, IFO e salina. Os resultados serão obtidos

em gramas (g) pela diferença entre as forças aplicadas (F=T1 - T0). 

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 diâmetro 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 à coordenação motora, na qual foi registrado o número de

quedas. O tempo máximo permitido foi 120 seg. (DUNHAM; MIYA, 1957)

4.12-Avaliação de Parâmetros Hematológico e Bioquímicos

a) Contagem de neutrófilos totais utilizando contador automatizado
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Os animais foram anestesiados e coletados cerca  250µl  de sangue via

plexo retro-orbital e acondiconados em tubos padronizados (BD Vacutainer EDTAK2

500µl).  Posteriomente,  o  material  foi  homogeinizado  e  levado  até  o  contador

automatizado de células hematologicas que opera por princípio de contagem por

impedância elétrica.

Os  resultados  foram  expressos  em  número  de  neutrófilos  por  µl  de

sangue.

b) Analise de parâmetros Bioquímicos (ALT,AST,Cr e Ur)

Os  animais  foram  anestesiados  e  tiveram  seu  sangue  coletado  com

auxílio de capilares heparinizados e acondicionados em tubos padronizados para

coleta de material para análise bioquímica(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. ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os resultados  foram expressos  como média  ±  E.P.M (erro  padrão  da

média) para as variáveis com distribuição normal ou pela mediana (mínimo-máximo)

para as variáveis sem distribuição normal.

A análise estatística entre os grupos realizou-se empregando o teste de

análise  de  variância  (ANOVA),  seguido  pelo  teste  de  comparação  múltiplo  de

Bonferroni ou Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn, conforme propriedades

respectivamente  para  dados  paramétricos  e  não  paramétricos,  baseando-se  na

continuidade  das  variáveis  em  análise,  sendo  as  diferenças  consideras

estatisticamente significativas quando p<0,05.

Para a realização dos testes estatísticos utilizou-se o software Graph Pad

Prism®, versão 6.0.
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6-RESULTADOS:

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

hemorrágica 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%

(52±9,5)  quando  comparado  com  o  grupo  salina  (19,6±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  variação de

peso úmido vesical (33,5±12,7; 35,8±9,0, respectivamente). Já o pré-tratamento com

fucoidina(10mg/Kg) não foi capaz de reduzir o peso úmido vesical (39±5,6) quando

comprado com o grupo tratado com IFO. O grupo injetado apenas com fucoidina

100mg/Kg  não  apresentou  variação  nesse  parâmetro  (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
úmido vesical, durante a cistite hemorrágica induzida por ifosfamida.

Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.), fucoidina(10, 30 ou 100mg/Kg,i.v.) 30minutos
antes da administração de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.) ou mesna (80mg/Kg i.p.,uma dose 30min antes
e  4  e  8h  após  administração  de  ifosfamida)  ou  fucoidina  somente  (100mg/Kg).  Após  12  h  da
administração  de  ifosfamida,  os  animais  foram  sacrificados  para  a  coleta  da  bexiga  visando  a
mensuração do peso úmido 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 estatístico ANOVA e
pós-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 hemorrágica
induzida por Ifosfamida.

A injeção  de  ifosfamida  aumentou  significativamente  a  permeabilidade

vesical  (111±46)  quando  comparado  com  o  grupo  salina  (0±0,  p<0,05),  como

apresentado na  figura 05.  Em adição, 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  (16,8±28)  a

permeabilidade  vesical  induzida  pela  ifosfamida  em  comparação  ao  grupo

ifosfamida(p<0,0001).

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

vesical induzida pela ifosfamida.

Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.), fucoidina(10, 30 ou 100mg/Kg,i.v.) 30minutos
antes da administração de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.)  ou mesna (80mg/Kg i.p.),  uma dose 30min
antes e 4 e 8h após administração de ifosfamida) ou fucoidina somente (100mg/Kg).). Após 11 h da
administração de ifosfamida, os animais receberam uma injeção intravenosa de Azul de Evans para
posterior coleta da bexiga visando a mensuração da permeabilidade vascular. Os resultados foram
expressos em médias ± E.P.M de pg de Azul de Evans por mg de bexiga. Para análise estatística,
utilizou-se o teste ANOVA e pós-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  macroscópicos  e

microscópicos de lesão vesical. 

A administração de ifosfamida promoveu danos teciduais macroscópicos,

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 não  foi

observado proteção significativa nos escores de hemorragia 1[0-2]. Entretanto, não se

observou proteção nas menores doses (10mg/Kg e 30mg/Kg) em comparação 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

injeção isolada de fucoidina (100 mg/kg) não promoveu dano vesical versus o grupo

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

Tabela 01— Efeito do pré-tratamento com fucoidina sobre a lesão macroscópica na
cistite hemorrágica induzida por ifosfamida.

Grupos
Escores Macroscópicos

de Edema
Escores Macroscópicos de

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 análise microscópica do dano,

na qual se verificou que a ifosfamida induziu lesão histopatológica (3[3-3]), figura 06

em comparação 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 lesão (1[1-2]), figura 06

versus o grupo ifosfamida.

Figura 06 –  Efeito  do pré-tratamento  com fucoidina sobre  a  lesão microscópica
durante a cistite hemorrágica induzida por Ifosfamida.

Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.), fucoidina(10, 30 ou 100mg/Kg,i.v.) 30minutos
antes da administração de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.) ou fucoidina somente (100mg/Kg). ). Após 12 h
da administração de ifosfamida, os animais foram sacrificados para a coleta da bexiga, as quais foram
processadas para análise histopatológica. O resultado foi expresso em termos de mediana (mín-máx).
Utilizou-se teste estatístico Kruskal Wallis/Dunn para comparação entre os grupos #p<0,05 vs salina;
*p<0,05 vs ifosfamida.

Salina
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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,  HE,  40X  (A)Bexiga  de  camundongo  administrado  solução  salina
(5ml/Kg,i.p.).  (B) Bexiga de camundongo tratado com IFO (400mg/Kg, i.p.)  apresentando extensa
área de edema (seta) e perda de urotélio(ponta da seta)(C) Bexiga de camundongo pré-tratado com
fucoidina 100mg/Kg,i.v.  e depois IFO (400mg/Kg,i.p.),  onde visualiza-se uma redução da área de
edema(seta) e maior preservação urotelial(ponta da seta). 

6.1.4-Efeito da administração prévia de fucoidina sobre o acúmulo vesical de

neutrófilos

A injeção de ifosfamida aumentou significativamente (P<0,01) o número

de neutrófilos infiltrantes na bexiga durante a cistite hemorrágica (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  o  grupo

ifosfamida (p<0,05). Todavia, a fucoidina em doses menores (10 ou 30 mg/kg) não

reduziu esse parâmetro se comparado ao grupo ifosfamida (P>0,05).  O controle-

positivo adotado nesse estudo, o mesna, preveniu de forma significativa o aumento

de neutrófilos na bexiga (141±23) versus o grupo ifosfamida. 

A B

C
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Os resultados estão apresentados na figura 8.

Figura  8  –  Efeito  do  pré-tratamento  de  fucoidina  sobre  o  acúmulo  vesical  de
neutrófilos durante a cistite hemorrágica induzida por Ifosfamida.

Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.), fucoidina(10, 30 ou 100mg/Kg,i.v.) 30minutos
antes da administração de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.) ou mesna (80mg/Kg i.p., uma dose 30min antes
e 4 e 8h após administração de ifosfamida)  ou fucoidina somente (100mg/Kg).  ).  Após 12 h da
administração  de  ifosfamida,  os  animais  foram  sacrificados  para  a  coleta  da  bexiga  visando  a
mensuração do acúmulo de neutrófilos. As barras representam as médias ± E.P.M do n° neutrófilos
infiltrantes/mg de tecido. Utilizou-se teste estatístico ANOVA e pós-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 pró-inflamatórias IL-1ß e

IL-6 na cistite hemorrágica induzida por Ifosfamida

Como  apresentado  na  figura 9,  o  tratamento  dos  animais  com

ifosfamida(400mg/Kg,i.p) aumentou significativamente (p<0,05) os níveis vesicais de

IL-1ß  e  IL-6(11,42±6,16;220±123,  respectivamente)   se  comparados  com  níveis

encontrados nas bexigas de animais que receberam salina(IL-1ß: 1,72±3,2; IL-6 :

0,73±1).  Contudo,  os  animais  que  receberam  pré-tratamento  com

fucoidina(100mg/Kg) apresentaram níveis reduzidos de citocinas IL-1ß (3,59±2,6) e

***
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IL-6 (86±76,5)  versus o grupo Ifosfamida (p<0,05).  A administração de fucoidina

isoladamente  não  alterou  os  níveis  basais  de  citocinas  se  comparado  ao  grupo

salina (p>0,05).

Figura  9 –  O pré-tratamento  com fucoidina  sobre a  produção  de  citocinas  pró-
inflamatórias. 

Os animais foram pré-tratados com salina (5ml/Kg,i.p.), fucoidina(100mg/Kg,i.v.) 30minutos antes da
administração  de  ifosfamida  (400mg/Kg,i.p.)  ou  fucoidina  somente  (100mg/Kg).  Após  12  h  da
administração  de  ifosfamida,  os  animais  foram  sacrificados  para  a  coleta  da  bexiga  visando  a
mensuração da concentração de citocinas pró-inflamatorias.  As barras representam as médias ±

A

B

β
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E.P.M concentração de citocinas (IL-1β e IL-6) por mg de tecido. Utilizou-se teste estatístico ANOVA
e pós-teste Newmans-Keuls. #p<0,05 vs salina; *p<0,05; ***p<0,001 vs ifosfamida.

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

durante a cistite hemorrágica.

Conforme observado na  figura 10,  os animais tratados com ifosfamida

(400mg/Kg,  i.p.)  apresentaram  um  aumento  significativo  (p<0,05)  da  expressão

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  os  escores

histopatológicos  de  imunomarcação  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 atenuação da  expressão 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

imunoexpressão de COX-2 estão reduzidos no grupo pré-tratado com fucoidina(0[0-

1])  versus o grupo ifosfamida. 

Figura 10 - Efeito do pré-tratamento com fucoidina sobre a expressão do RNA-m da
ciclooxigenase-2(COX-2).

Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.) ou fucoidina(100mg/Kg,i.v.) 30minutos antes
da  administração  de  ifosfamida  (400mg/Kg,i.p.).  Após  12  h  da  administração  de  ifosfamida,  os

*

#
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animais foram sacrificados para a coleta da bexiga para a quantificação da expressão de COX-2. As
barras representam as médias ± E.P.M da expressão relativa de mRNA para COX-2. Utilizou-se teste
estatístico ANOVA e pós-teste Newmans-Keuls.

Figura 11 –  O pré-tratamento com fucoidina reduz a imunoexpressão de COX-2
durante a cistite hemorrágica. 

Fotomicrografias  de  Bexigas,  imunohistoquímica,  aumento  40X  (A)Bexiga  de  camundongo
administrado solução salina (5ml/Kg,i.p.). (B)Bexiga de camundongo tratado com IFO (400mg/Kg, i.p.)
apresentando  extensa  imunomarcação  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 redução da imunomarcação para COX-2 no urotélio e no tecido conjuntivo. 

BA

C
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Figura  12  -  Efeito  do  pré-tratamento  com  fucoidina  sobre  a  análise  da
imunohistoquímica para COX-2.

Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.) ou fucoidina(100mg/Kg,i.v.) 30minutos antes
da  administração  de  ifosfamida  (400mg/Kg,i.p.).  Após  12  h  da  administração  de  ifosfamida,  os
animais foram sacrificados para a coleta da bexiga para a realização do ensaio de imunohistoquímica
para COX-2. Os dados são expressos como mediana (mín-máx). Utilizou-se teste estatístico Kruskal
Wallis e Teste de Dunn. #p<0,05 vs salina; **p<0,01; vs ifosfamida.

6.1.7-Efeito da fucoidina sobre a nocicepção 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  adição,  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 deambulação

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.

Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.) oufu coidina(100mg/Kg,i.v.) 30minutos antes
da administração de ifosfamida (400mg/Kg,i.p.). Uma hora antes e doze horas após a administração
de ifosfamida, a intensidade de hiperalgesia foi analisada. Os dados são expressos como médias ±
E.P.M. Utilizou-se teste estatístico ANOVA e pós-teste Newman-Keuls. #p<0,05 vs salina; *p<0,05; vs
ifosfamida.

6.1.8-Efeito da administração 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.)  não alterou o tempo de

permanência dos animais na barra quando avaliados por 120minutos. Ademais, o

tratamento com ifosfamida(400mg/Kg,i.p.)  não alterou a coordenação 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 coordenação motora dos
animais.

Os animais foram pré-tratados com salina(5ml/Kg,i.p.) ou fucoidina(100mg/Kg,i.v.) 30minutos antes
da  administração  de  ifosfamida  (400mg/Kg,i.p.).  Após  12  h  da  administração  de  ifosfamida,  os
animais foram submetidos ao teste do rota-rod. Os dados são expressos como médias ± E.P.M.
Utilizou-se teste estatístico ANOVA e pós-teste Newman-Keuls.

6.1.9-Efeito do tratamento prévia com fucoidina sobre parâmetros bioquímicos 

Os  animais  foram  tratados  com  5ml/kg  de  salina  ou  fucoidina

(100mg/kg,i.v.) e retirado sangue para analise bioquímica. Conforme observado na

figura 15 os animais tratados com salina obtiveram os seguintes resultados quando

avaliadas  as  enzimas  hepáticas  (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[52,8±6,4])

(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 parâmetros bioquímicos de
avaliação hepática e renal

Os  animais  foram  tratados  com  salina(5ml/Kg,i.p.)  ou  fucoidina(100mg/Kg,i.v.).  Após  12  h  da
administração, foram coletados sangue e analisado os parâmetros AST,ALT, Cr e Ur. Os dados são
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 número total de 
neutrófilos 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

neutrófilos  (541%,  402%,  1150%,  respectivamente)  quando  comparados  com os

grupos não-tratados com o filgastrim [salina (0,34X103/µl) e pré-IFO (0,32X103/µl)],

p<0,05. Entretanto, após 12 horas da injeção de IFO houve uma normalização da

quantidade  de  neutrófilos  circulantes  figura  16B.  Adicionalmente,  observa-se  na

figura 16C uma variação  percentual  negativa  ([mensuração  no  tempo 12  horas

menos o valor obtido no tempo 0 h] x 100) nos grupos previamente injetados com

filgastrim + IFO (100µg [-50%]; 200 µg [-45%]; 400 µg [-74%]) ou somente filgastrim

(-65%) se comparados aos grupos que não receberam este fármaco (salina [76%] e

IFO (121%), P<0,05).  

Figura 16 -  Diferença entre o número total de neutrófilos antes do tratamento com
ifosfamida 200mg/kg e antes da eutanásia.
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Os animais  foram pré-tratados com G-CSF nas doses (100ug,  200ug,  400ug/Kg),  logo após,  foi

administrado ifosfamida (200mg/Kg i.p) ou apenas salina(5ml/Kg), ifosfamida(200mg/Kg) e G-CSF na

dose 400µg/Kg e 1hora depois coletado sangue pelo plexo retro-orbital, nos tempos 0 e 12 h para

contagem do número total de neutrófilos circulantes (Painel A e B, respectivamente). Posteriormente,

foi avaliada variação percentual do número de neutrófilos entre estes tempos (Painel C). Utilizou-se

teste estatístico ANOVA e pós-teste de Bonferroni.

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

A injeção de Ifosfamida (200mg/Kg,i.p.) aumentou o peso úmido 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, não alterou o peso úmido

vesical (19,0 ± 0,6) se comparado ao grupo controle que recebeu salina (p>0,05). Os

resultados estão expressos na figura 17.

C
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Figura 17 - Efeito do pré-tratamento com filgastrim sobre o peso úmido vesical na 

cistite hemorrágica induzida por ifosfamida.

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 pós-teste

de  Bonferroni  para  análise  estatística.  #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 macroscópicos de edema e hemorragia. 

A injeção de IFO (200 mg/kg, i.p.) aumentou significativamente os escores

vesicais  macroscópicos  para  edema e  hemorragia  quando  comparado  ao  grupo

salina (p<0,05). A tabela 2 demostra que o grupo IFO(200mg/Kg, i.p) não alterou de

forma significativa(p>0,05) os escores de hemorragia e edema quando comparado

com  grupo  pré-tratado  com  G-CSF(100;200;400µg/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 injeção de IFO aumentou a gravidade

dos  escores  macroscópicos  para  ambos  os  parâmetros  versus  o  grupo  salina

(Tabela 2). 

Tabela 03 -  Efeito  do pré-tratamento com filgastrim sobre a lesão macroscópica
induzida por ifosfamida. 

Grupos
Escores Macroscópicos

de Edema
Escores Macroscópicos de

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 não paramétrico KrusKal-Wallis e pós-teste de Dunn.
**p<0,05 versus o grupo salina.

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

de lesão microscópica 

Segundo a  tabela 3 de análise microscópica,  a  IFO (200 mg/Kg;  i.p.)

induziu lesão histopatológica com aumento significativo dos escores de edema [2(1-

3)]  quando  comparado  ao  grupo  salina  (P<0,05).  Adicionalmente,  a  injeção  de

filgastrim  (400µg/Kg;  s.c)  e  IFO(200  µg/Kg;  i.p)  aumentou  de  forma  significativa

(p<0,05)  o infiltrado leucocitário  [0,5 (0-1)]  e  a deposição de fibrina [0 (0-1)]  em

comparação  com  o  grupo  IFO  (200mg/Kg  i.p.).  Ao  se  comparar  os  grupos  G-

CSF(100 µg/Kg; 200 µg/Kg; 400 µg/Kg s.c) + IFO como  grupo salina encontraram-

se  diferenças  significativas  (p<0,05)  em todos  os  parâmetros  avaliados  (edema,
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infiltrado leucocitário, hemorragia, depósito de fibrina) com única exceção do critério

de ulceração.

   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 µg/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 lesão microscópica

durante a cistite hemorrágica induzida por Ifosfamida.

Grupo Edema
Infiltrado

Leucocitário
Hemorragia Fibrina Ulceração Total

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

IFO 200
mg/Kg

2 (1-3)# 0,5(0-1) 1(0-2) 0(0-1) 0(0-1) 3,5(1-5)

G-CSF
(200µg/Kg)

+
IFO

(200mg/Kg)

3(2-3)*,# 1,5(1-2)*,# 1(1-2)*,# 1(0-3)*,# 0,5(0-2) 7(6-10)

G-CSF
(400µg/Kg) +

IFO
(200mg/Kg)

3(2-3)*,# 3(1-3)*,# 2(1-3)*,# 1(0-2)*,# 1(0-3) 10(7-11)

G-CSF
(400µg/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  400µg/Kg)  antes  da
administração de ifosfamida (200mg/Kg,i.p.), com  salina(5ml/Kg,i.p.) ou G-CSF(400µg/Kg). Após 12
h da administração de ifosfamida, os animais foram sacrificados para a coleta da bexiga, as quais
foram processadas para análise histopatológica. O resultado foi  expresso em termos de mediana
(mín-máx).  Utilizou-se  teste  estatístico  Kruskal  Wallis/Dunn  para  comparação  entre  os  grupos.
#p<0,05 vs salina; *p<0,05 vs grupo IFO; 
Figura 18 –  Fotomicrografias de bexigas de camundongos. 
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Fotomicrografias  de  bexigas,  HE  (A)  Bexiga  de  camundongo  administrado  com  solução  salina
(5ml/Kg,i.p.) (B) Bexiga de camundongo tratado com IFO (200mg/Kg, i.p.) apresentando edema e
redução das camadas do urotélio(ponta da seta). (C) Bexiga de camundongo pré-tratado com G-CSF
400µg/Kg e depois IFO (200mg/Kg,i.p.), onde visualiza-se uma aumento do edema e principalmente
um grande infiltrado  leucocitário(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 acúmulo vesical de
neutrófilos

A

B

C
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          A injeção de IFO (200 mg/kg, i.p.) induziu um marcante acúmulo vesical de

neutrófilos (961,5 ± 88,5) em comparação 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 potencialização do acúmulo neutrofílico (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.) não se mostrou capaz de alterar

os  níveis  de neutrófilos  no tecido (304 ±  65)  em comparação com grupo salina

(p>0,05, Figura 19).

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

neutrófilos durante a cistite hemorrágica induzida por Ifosfamida.

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 número de neutrófilos/mg de tecido. Foi
utilizado teste estatístico ANOVA e pós-teste Newmans-Keuls. Sendo #p<0,05 vs salina e *p<0,05,
**p<0,001 vs grupo ifosfamida (IFO).

7- DISCUSSÃO
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A  quimioterapia  tem  sido  usada  como  principal  terapia  coadjuvante  em

vários  tipos  de  câncer.  Diversas  drogas  têm  sido  utilizadas,  entretanto,

acompanhado do tratamento quimioterápico podem ocorrer vários efeitos colaterais,

como a cistite hemorrágica (CH). A acroleína é o metabólito responsável por essa

urotoxicidade,  que acaba dificultando o tratamento.  Estudos já  mostraram que o

acúmulo desse metabólito na bexiga acaba levando a um quadro inflamatório agudo,

que se dá inicialmente por dano no urotélio, seguido por uma sinalização, através de

citocinas,  recrutando  células  de  defesa  para  o  foco  da  lesão,  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 quimioterápico. A medida atual para se

realizar a uroproteção da bexiga segue o protocolo de uso de MESNA, com uma alta

ingestão de líquidos, diuréticos, diurese forçada e alcalinização da urina, mas que

atuam de uma forma não completamente efetiva. Diante disso, faz-se necessário

buscar novas alternativas de tratamento que não tragam danos permanentes aos

pacientes (RATLIFF et al., 1998; RIBEIRO et al., 2002; ZAKI et al., 2003). 

O  presente  estudo  buscou  esclarecer  a  participação  do  neutrófilo  nesse

quadro inflamatório. Utilizou-se a dose de IFO 400 mg/kg via intraperitoneal, a qual

foi possível reproduzir o dano causado pelo metabólito do quimioterápico sobre a

bexiga de camundongos. Evidenciou-se um aumento do peso da bexiga dos animais

tratados  com  esse  fármaco  e  um  grande  influxo  leucocitário,  principalmente

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

Demonstrou-se previamente que células epiteliais e do tecido conjuntivo são

responsáveis por sinalizar a migração de células inflamatórias para a lesão, sendo

comprovada a participação, principalmente de fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e

da interleucina-1β, pela via do fator de transcrição nuclear kappa B (NFκB), sendo

esse fator responsável por regular a expressão de iNOS, COX-2 e TNF-α, que estão

diretamente  ligados  a  inflamação (RIBEIRO et  al.,  2012;  MACEDO et  al.,  2012;

LEITE et al., 2015; VYKHOVANETS et al., 2012).

Os neutrófilos derivam da linhagem granulocítica e são as células do sistema

imune que apresentam a maior concentração de grânulos azurófilos citoplasmáticos
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que contém a MPO celular. Chega a representar 5% do peso seco dessas células.

Dessa forma pode ser utilizado como parâmetro para medir a concentração dessas

células no tecido lesionado (DEWALD et al., 1986; KLEBANOFF et al., 2005).

Fucoidina é um polissacarídeo sulfatado obtido através de algas. Estudos

mostram que ela age como inibidor da migração de neutrófilos através da inibição

das moléculas de adesão P e L-selectina (SKINNER et al., 1991, VARKI, 1994). Foi

mostrado que pré-tratamento  com fucoidina mostra  uma redução significativa  na

migração de neutrófilos para focos inflamatórios (ROCHON et al., 1993; MEBIUS &

WATSON,  1993; VARKI et al.,  1994). Provavelmente, a capacidade de inibição de

migração se dê pela presença dos sítios 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  inibição  na  migração  de

polimorfonucleares,  a  fuicoidina  também  se  apresenta  como  uma  fármaco

anticancerígeno,  através  da  inibição de  crescimento de células  de carcinoma

hepatocelular Huh7 e células HepG2, da indução de apoptose e autofagia de células

CF-7 do câncer de mama humano, do carcinoma de pulmão de Lewis, do melanoma

B16, e AGS de adenocarcinoma gástrico (HU et al., 2010; YAMASAKI et al., 2012) .

O efeito protetor da fucoidina pode ser explicado pela análise de MPO, em

que os grupos que receberam um tratamento com o fármaco na dose de 100 mg/kg,

antes da indução da CH por IFO 400 mg/kg apresentaram uma redução na migração

de neutrófilos para o tecido da bexiga. Isto também pode ser evidenciado por meio

da análise histológica. Estes dados estão 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 inibição da migração neutrofílica deste fármaco também foi

evidenciado em estudos que buscaram analisar o papel dessas células em diversas

patologias,  como  na  asma,  aterosclerose,  pancreatite  aguda,  doença

cerebrovascular, metástase e complicações vasculares na obesidade (WANG et al.,

2012; HARTMAN et al., 2012; TAHA et al., 2012; CARVALHO et al, 2014;WANG et

al., 2017).

A redução do acúmulo de neutrófilos no tecido inflamado da bexiga durante

o tratamento com fucoidina, detectada pela redução da MPO tecidual, contribui para

uma redução da produção local de mediadores inflamatórios (IL-1β, IL-6 e COX-2),
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por conseguinte, para a menor extensão do dano histopatológico verificado neste

estudo. 

Vários  estudos  analisam  o  papel  do  neutrófilo  através  da  inibição  das

selectinas. Ao se estudar a colite experimental, observou-se que a fucoidina causou

uma  significativa  inibição  da  MPO  na  mucosa  colônica  de  animais,  com  uma

redução  do  rolamento  e  do  acúmulo  de  polimorfonucleares  no  tecido  lesado

(ZHANG e cols et al., 2001). Um estudo recente utilizando anticorpo anti-P-selectina

mostrou uma redução na necrose e na hemorragia de células acinares. Diante desse

fato,  pode-se  observar  a  relação  direta  entre  fucoidina  e  selectinas,  que  acaba

resultando  na  inibição  do  rolamento  e  por  consequência  o  extravasamento  dos

neutrófilos para o foco inflamatório (HARTMAN e cols et al., 2012).

Na presente investigação, foi mostrado o papel relevante da P-selectina no

processo de migração de neutrófilos na CH induzida por ifosfamida sendo observado

importante  atenuação  do  processo  inflamatório  pelo  bloqueio  competitivo  deste

receptor tornando-se um possível alvo terapêutico. 

Liou e colaboradores (2013) estudaram o efeito da ausência de P-selectina

em animais nocaute (selectina-P-/-)  utilizando modelo de lesão em nervo ciático,

induzida cirurgicamente pela compressão com fio de sutura. Posteriormente, coletou

tecido no tempo 0,  1,  3,  7 e 14 dias após desafio e avaliou dosagem de MPO,

citocinas e contagem de células por citometria de fluxo, encontrando uma redução

significativa na concentração de MPO, número de neutrófilos, dosagem de IL-6 e

TNF-α  e  observou  também  um  aumento  na  concentração  de  citocinas  anti-

inflamatórias tais como IL-10,  IL-4,  IL-13 e IL-1Ra e um efeito antinoceptivo nos

animais  que não possuíam o receptor  para P-selectina,  corroboram com nossos

achados sobre o efeito anti-inflamatório da inibição  especifica da P-selectina através

da administração de fucoidina. Já Cunha e colaboradores (2008), propuseram que

os  neutrófilos  possuem uma participação  crucial  nos  mecanismos  inflamatório  e

hipernociceptivo e utilizaram o fármaco fucoidina mostrando que o tratamento com

doses  crescentes,  reduz  o  efeito  hipernoceptivo    e  a  concentração  de  MPO

encontrado na pata de ratos tratados com carragenina. Além disso, observou que a

inibição da migração de neutrófilos pela ação da fucoidina reduziu a produção de

PGE2 nos ratos tratados, com interleucina-1β administrado na pata.
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No  presente  estudo,  observou-se  que  o  pré-tratamento  com  fucoidina

promoveu uma redução na concentração de citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-6.

Sendo estes  mediadores intensamente  estudos em diversos trabalhos sobre  CH

mostrando sua participação relevante na formação 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,  após  o  tratamento  com acroleína  administrada

intravesical, modelo de CH. Adicionalmente, ao administrar anticorpo anti-IL-6 houve

uma redução do peso vesical da bexiga e nos parâmetros microscópicos de lesão.

Já  Girard  e  colaboradores  (2011)  avaliaram a  expressão  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

expressão RNAm de IL-6 no detrusor de animais tratados versus sua expressão no

urotélio.  Posteriormente,  foi  quantificado  por  técnica  de  Western  blotting  a

concentração de IL-6 no tecido, confirmando altas concentrações de IL-6 no período

de 4 e 48 horas pós-tratamento com oxazofosforinas.  Nishii e colaboradores (2006)

também  encontraram  um  aumento  na  expresssão  de  RNAm  de  IL-6  em

camundongos tratados com ciclofosfamida sendo significativo a partir de 1 hora até

12  horas  pós-indução  e  este  resultado  foi  confirmado  por  técnica  de

imunohistoquímica.

Ribeiro  e  colaboradores  (2002)  administraram  anti-soro  contra  IL-1β  em

camundongos tratados com IFO 400mg/Kg, i.p. e analisaram com 6 horas e com 12

horas após indução de cistite o peso úmido vesical das bexigas, encontrando uma

redução  significativa  versus  os  animais  que  receberam  apenas  IFO.  Outrossim,

avaliaram expressão de INOs após tratamento com soro e observaram uma redução

na expressão de INOs no grupo tratado com anti-IL-1β. Macedo e colaboradores

(2008)  modularam a cistite  hemorrágica  em ratos  com pentoxifilina  fármaco que

possui atividade inibitória sobre as citocinas IL-1β, TNF-α e IL-6, obtendo redução

das lesões macroscópica e microscópica.  Além de reduzir  o  peso úmido vesical

corroborando com achados encontrados com a inibição da migração de neutrófilos

pela fucoidina que promoveu uma redução de IL-1β e IL-6. 
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Em recente trabalho de Leite e colaboradores (2014) utilizando o fármaco

anankira, é uma forma recombinante do IL-1RA endógeno, que difere da forma nati-

va na medida em que não é glicosilado e tem uma metionina N-terminal adicional.

Anakinra está aprovado para o tratamento de artrite reumatoide que possui ação

competitiva sobre o receptor de IL-1, no modelo de cistite hemorrágica induzida por

ifosfamida, comprovou-se que a IL- 1 é fundamental para patogênese desta reação

adversa e promoveu uma redução em diferentes parâmetros MPO, escores macros-

cópico, escores microscópico, permeabilidade vesical e peso úmido vesical.  Adicio-

nalmente, avaliou-se o efeito noceptivo na cistite hemorrágica, encontrando uma re-

dução significativa no grupo pré-tratado com anankira versus o grupo tratado apenas

com IFOS 400mg/kg, semelhante aos resultados obtidos com a inibição da migração

de neutrófilos pela fucoidina no modelo de cistite induzida por IFOS. 

O peso úmido vesical (PUV) mede o peso da bexiga em relação a 20g do

peso do camundongo. Quanto maior o PUV, maior o edema produzido. O tratamento

com IFO mostrou  um aumento  significativo  em relação 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 redução na permeabilidade vascular com o

pré-tratamento,  nas  três  doses  analisadas.  Isso  pode  ser  evidenciado  mais

especificamente  na  dose  de  100  mg/kg  através  da  análise  macroscópica  e

histopatológica da bexiga, obtendo-se uma menor extensão do infiltrado celular na

parede  vesical,  os  escores  microscópicos  analisados  segundo  Gray  e  pode-se

observar que o grupo FUCO apresentou escores semelhantes ao grupo que recebeu

tratamento  padrão  com  MESNA  (FLOWER  et  al.,  2005).  A  partir  da  análise

histológica,  também  se  observou  a  ausência  de  tecido  de  reparação  tecidual,

quando há proliferação de fibroblastos e deposição de colágeno, provavelmente isso

se deu pelo fato desse processo começar em média após 48 horas do início do

processo inflamatório (PHILIPS et al., 2003).

No presente estudo, observamos um aumento na expressão de RNAm de

COX-2  nos  animais  tratados  com  IFO  e  uma  redução  nos  pré-tratados  com

fucoidina.  Adicionalmente,  ao  analisar  imunomarcação  para  COX-2  por  imuno-

histoquímica  encontramos  também  uma  redução  da  expressão  da  COX-2  nos

animais pré-tratados com 100mg/Kg de fucoidina o que sugere uma menor produção
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de prostanoides - em especial de PGE2-, tendo assim, um efeito antiedematoso e

anti-nociceptivo. Ficando visível, o papel dos neutrófilos sobre a concentração de

citocinas pró-inflamatórias e sua posterior ação 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 fármaco SB225002, observou-se uma redução significativa na

migração de neutrófilos e por consequência deste bloqueio uma redução no peso

úmido vesical,  escores  microscópicos  de  lesão e  uma redução concomitante  na

dosagem  de  IL-1β  e  TNF-α,  com  uma  melhoria  funcional  na  avaliação  de

urodinâmica e um efeito na redução da nocicepção visceral.

A  COX-2  é  uma  isoenzima  comprovadamente  participante  de  processos

inflamatórios  e  indução  da  dor.  Citocinas  como  IL-1  e  TNF-α  são  mediadores

cruciais para sua expressão. Foi demonstrado que essa isoenzima está ligada ao

processo patológico da CH e que tratamento com inibidores acabam reduzindo sua

expressão e consequentemente a inflamação (KUMMER et al., 2002; MACEDO et

al., 2008; MACEDO et al., 2012). 

Macedo e colaboradores (2007) observaram o aumento da expressão de

COX-2 nos animais com cistite hemorrágica e que o tratamento com inibidor não

seletivo indometacina ou com inibidor seletivo de COX-2 etoricoxib, são capazes de

reduzir  os  escores  macroscópico  e  microscópico  de  lesão,  além  de  diminuir

significativamente o peso úmido vesical das bexigas de animais tratados com anti-

inflamatórios não esteroidais. 

Diversos  trabalhos  demonstram  que  a  CH  experimental  induzida  por

oxazafosforinas está acompanhada de hipernocicepção visceral  (Dornelles,  2014;

Lima-Junior, 2007). 

No presente estudo, observou-se que os neutrófilos são células do sistema

imunológico imprescindível para gênese da dor no modelo de cistite hemorrágica em

camundongos e  que quando administramos fucoidina  na  dose de  100mg/Kg via

endovenosa  encontramos  uma  redução  na  hipernocepção  muito  semelhante  ao

grupo tratado com salina 5ml/Kg. Portanto, comprovamos que o bloqueio competitivo

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

colaboradores (2008), ao administrar o fármaco DF2162 cuja ação é inibição não
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competitiva  alostérica  dos receptores  de quimiocinas CXCR2 e CXCR1 que são

fundamentais  para  quimiotaxia  e  adesão  de  neutrófilos.  Constatou-se  que  os

neutrófilos são células essenciais para processo inflamatório 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 fármaco 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 migração de neutrófilos

pela inibição competitiva dos receptores de P e L- selectinas pelo fármaco fucoidina

na cistite hemorrágica induzida por ifosfamida, o resultado nos encorajou a avaliar o

efeito  do  fármaco  filgastrim  (G-CSF),  um  importante  estimulador  de  colônia  de

células granulocíticas da linhagem neutrofílica, utilizado largamente na clínica para o

tratamento  de  netropenia  febril  pós-quimioterapia.  O  G-CSF  foi  encontrado

aumentado no líquido sinovial e no soro de pacientes com artrite reumatoide e o

tratamento  prévio  com  G-CSF  exacerba  o  processo  inflamatório  nos  diferentes

modelos de artrite reumatoide em ratos e camundongos. Portanto, animais nocaute

para  G-CSF(G-CSF-/-)  estão  protegidos  de  muitos  efeitos  lesivos  do  modelo  de

artrite reumatoide provocado por colágeno.  Além disso,  os animais tratados com

anticorpos  anti-G-CSF  cursam  com  uma  neutropenia  e  são  mais  resistentes  à

indução 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  neutrófilos  na  bexiga  de

camundongos com cistite induzida por 200mg/Kg de IFOS e o peso úmido vesical.

Já os escores de infiltrado leucocitário e deposito de fibrina estão 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 expressão de moléculas

ligante ao receptor de E-selectina (MPO-EL) em células mieloides humanas. In vitro,

o G-CSF aumenta a expressão de CD11d em neutrófilos humanos e em trabalho de

Eyles e colaboradores (2008), observou-se que administração sistêmica ou local de

G-CSF aumentam a migração de leucócitos na articulação de animais com atrite

induzida por colágeno e que está migração é depende de MAC-1. Adicionalmente,
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que os neutrófilos de camundongos tratados com G-CSF possuem um aumento da

expressão de CD11b. Neste contexo, nossos resultados mostram um maior infiltrado

de leucócitos na bexiga de animais pré-tratados com G-CSF, porém, novos estudos

são  necessários  para  ampliar  o  conhecimento  das  possíveis  causas  deste

agravamento  da  lesão.  Adicionalmente,  observar  se  na  prática  clínica  o  pré-

tratamento  com estimuladores  de  colônia  (G-CSF,  GM-CSF)  podem aumentar  a

propensão  ao  desenvolvimento  de  reações  adversas  aos  quimioterápicos,  tendo

vista, a grande utilização destes fármacos na recuperação dos efeitos mielotóxicos

do tratamento de diferentes tipos de cânceres. 

Dessa forma,  acreditamos que a  migração de neutrófilos  seja  um passo

essencial para a gênese da cistite hemorrágica induzida por ifosfamida.

8- CONCLUSÃO

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 inflamatório (edema, aumento da 

permeabilidade vascular, infiltração neutrofílica e hipernocicepção) da cistite 

hemorrágica induzida por ifosfamida.

b) O papel primordial dos neutrófilos na liberação de mediadores inflamatórios 

como IL-1β, IL-6 e sobre a expressão de COX-2.

c) Sugere-se que o aumento do número de neutrófilos circulantes pela ação do 

G-CSF potencializa os efeitos inflamatórios (edema e infiltração neutrofílica) 

da cistite hemorrágica induzida por ifosfamida.
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APÊNDICE A – Artigo intitulado neutrophils contribute to the pathogenesis of
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