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RESUMO

A Cistite hemorragica € o principal efeito adverso dose-limitante do uso clinico das
oxazafosforinas, incluindo a Ifosfamida. Tal evento ocorre através da formacéo da
acroleina, metabolito responsavel pela urotoxicidade desses farmacos, resultando em
aumento do estresse oxidativo e producdo de citocinas pro-inflamatorias, que
culminam na degradacéao do tecido vesical. Diante desta realidade, identifica-se uma
necessidade que abre margem para o desenvolvimento de um citoprotetor eficaz que
possa vir a ser utilizado como adjuvante na terapia oncoldgica com oxazafosforinas.
Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi analisar o efeito protetor do a-felandreno
frente a cistite hemorragica induzida por ifosfamida. Esta pesquisa partiu das
observacdes que o a-felandreno possui efeito antiedematogénico e anti-inflamatorio,
0 que pressupde que este monoterpeno € potencialmente Gtil na pesquisa de novos
prototipos que possam combater reacdes inflamatorias agudas. O modelo de cistite
hemorragica foi induzido por dose Unica do antineoplasico ifosfamida, precedido de
pré-tratamento com salina e a-felandreno (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg/kg, i.p.) em
Mus musculus (CEUA 279/2016). Para analisar a reducéo do dano foi avaliado o peso
umido vesical (PUV), teor de hemoglobina e o extravasamento do corante azul de
evans na matriz vesical. Para caracterizar o envolvimento da migracdo neutrofilica,
peroxidacao lipidica e dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos endégenos
foram avaliados os marcadores teciduais Mieloperoxidase (MPO), Malondialdeido
(MDA), Nitrito/Nitrato (NOx), Superéxido dismutase (SOD) e Glutationa Reduzida
(GSH), respectivamente. As citocinas inflamatérias (TNF- a e IL-1B) foram dosadas
por técnica de imunoensaio ELISA. Os dados de inibicdo foram calculados por
normalizagcdo em relacdo ao controle negativo (CN) e significancias calculadas
considerando p<0,05. Os resultados mostram que o pré-tratamento com o a-
felandreno (12,5 e 25 mg/kg) restringiu significativamente em 31,59 + 0,8 e 29,90 £
0,3 %, respectivamente, o PUV em comparacdo ao CN. As andlises
espectrofotométricas mostraram que o pré-tratamento atenuou de forma significativa
em 65,7 + 4 % a hemorragia e em 39,3 + 8 % 0 extravasamento vascular de proteinas
na melhor dose testada (25 mg/kg). As avaliacdes dos marcadores teciduais de
inflamacé&o/estresse oxidativo mostraram que na melhor dose testada (25 mg/kg) o a-
felandreno reduziu MPO (62,13 £ 1 %), MDA (25,9 £ 2 %) e NOx (15,89 + 0,1 %),
significativamente em relacdo ao CN (p<0,05). A prevencdo da deplecdo dos
antioxidantes endogenos pelo a-felandreno foi significante e teve percentual de 88,2
+ 18% e 108,1 £ 10 % nos niveis de SOD e GSH respectivamente. Na avaliacdo de
citocinas, o a-felandreno foi capaz de reduzir significativamente os niveis TNF-a
(28,45 + 11 %), mas nao alterou de forma significativa os niveis de IL-13 (22,7 = 4 %).
Assim pode-se concluir que o monoterpeno a-felandreno foi capaz de atenuar a cistite
hemorragica induzida por ifosfamida e apresentou potencial inibicdo de parametros
do estresse oxidativo e reducao nos niveis de TNF-a.

Palavras-Chave: Cistite Hemorragica; a-felandreno; Quimioterapia antineoplasica;
Monoterpeno.
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ABSTRACT

Hemorrhagic cystitis is the main dose-limiting adverse effect of the clinical use of
oxazaphosphorins, including ifosfamide (IFOS). This event occurs through the
formation of acrolein, a metabolite responsible for the urotoxicity of these drugs,
resulting in increased oxidative stress and production of proinflammatory cytokines,
culminating in tissue degradation of the bladder tissue. Given this reality, it identifies a
need that makes room for the development of an effective cytoprotective that may be
used as an adjuvant in cancer therapy oxazaphosphorines. In this context, it is known
that a-felandrenus has an anti-inflammatory effect, which indicates that this
monoterpene is potentially useful in the investigation of new prototypes that can
combat acute inflammatory reactions. In this context, the uroprotective effect of
monoterpene a-phellandrene was evaluated against the hemorrhagic cystitis model
induced by ifosfamide. The hemorrhagic cystitis model was induced by single dose
antineoplastic ifosfamide (400 mg / kg ip) preceded by pretreatment with saline and a-
phellandrene (6.25, 12.5, 25, 50 and 100 mg / kg ip) in Mus musculus (CEUA
279/2016). In order to analyze the reduction of the damage, the bladder wet weight ,
hemoglobin content and the evans blue dye extravasation from the bladder matrix were
evaluated (PUV),. In order to characterize the involvement of neutrophil migration, lipid
peroxidation and involment of enzymatic and endogenous non-enzymatic antioxidants,
the tissue markers Mieloperoxidase (MPO), Malondialdehyde, Nitrite / Nitrate (NOXx),
Superoxide dismutase (SOD) and Reduced Glutathione (GSH) were evaluated
respectively. Inflammatory cytokines (TNF-a and IL-1B) were measured by ELISA
immunoassay technique. Inhibition data were calculated by normalization in relation to
the negative control (CN) and significance calculated considering p <0.05. The results
show that pre-treatment with a-phellandrene (12.5 and 25 mg / kg) significantly
reduced by 31.59 + 0.8 and 29.90 + 0.3%, respectively, PUV in comparison to CN.
The spectrophotometric analysis showed that pretreatment significantly reduced
bleeding by 65.7 + 4% and vascular extravasation of proteins at the best dose tested
(25 mg / kg) by 39.3 = 8%. The evaluation of the tissue markers of inflammation /
oxidative stress showed that in the best dose tested (25 mg / kg) a-phellandrene
reduced MPO (62.13 = 1%), MDA (25.9 + 2%) NOx (15, 89 + 0.1%), significantly
in relation to CN (p <0.05). The prevention of the depletion of endogenous antioxidants
by a-phellandrene was significant and showed a percentage of 73.0 + 18% and 86.6
+ 10% in the levels of SOD and GSH respectively. In the assessment of cytokines, a-
phellandrene was able to significantly reduce TNF-a levels (28.45 = 11%), but did not
significantly alter IL-1B levels (22.7 + 4%), The monoterpene a-phellandrene was able
to attenuate hemorrhagic cystitis induced by ifosfamide, it showed potential inhibition
of oxidative stress parameters and reduction in levels of TNF-a.

Key-Words: Cystitis; Hemorrhagic Disorders; a-Phelandrene; Antineoplastic
chemotherapy; Monoterpene.
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1 INTRODUCAO
1.1 Céncer

Céancer (do grego karkinos) é o nome dado a um conjunto de mais de 100
doencas, que ttm em comum o crescimento anormal de células, que tendem a invadir
tecidos e o6rgaos vizinhos (INCA, 2017). Ha diversos fatores de risco classificados
como modificaveis (uso de tabaco e alcool, habitos alimentares inadequados,
inatividade fisica, agentes infecciosos, radiacdo ultravioleta, poluicdo ambiental,
radiagdo ionizante, alimentos contaminados, obesidade) e os ndo modificaveis,
relacionados aos fatores de risco que ndo dependem do comportamento (idade,
género, etnia/raca e heranca genética) (ANAND et al., 2008; INCA, 2017). Vale
salientar que mais de dois tercos dos canceres humanos poderiam ser prevenidos
através de mudanca adequada do estilo de vida (SURH, 2003).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2014), o numero anual de
casos novos de cancer no mundo passou de 10 milhdes em 2000 e, em 2020,
ultrapassara 15 milhdes, sendo que a maior parte (60%) acontecerd em regides
menos desenvolvidas (MEACHAM, MORRISON, 2013; INCA, 2017).

Nos homens, os tipos de cancer com maior incidéncia ocorrem na proéstata,
pulmdes, brénquios, coldn, reto e bexiga urinaria. Nas mulheres a prevaléncia € alta
nas mamas, nos pulmdes, nos brénquios, colén e reto, Utero e tireoide. Nas criancas
o0 tipo mais comum de cancer compreende a leucemia, cancer no cérebro e nos
linfonodos (YOO, SHIN, 2003). Por sua diversidade, o cancer possui apresentacoes
patolégicas com diversas distin¢cdes, portanto, 0s avangos no seu tratamento ocorrem
por investigacdo continua, avaliacdo dos resultados dos tratamentos e incorporacao
na pratica médica (MILLER et al., 1981; CICOGNA; NASCIMENTO; LIMA, 2010).

Dentre as principais formas de tratamento do céancer encontram-se a
guimioterapia e a radioterapia. De forma irrefutavel essas abordagens contribuiram
para o aumento da sobrevida de pacientes com cancer, entretanto, ainda produzem
varios efeitos colaterais/adversos, tais como nauseas, vomitos, infec¢cdes, mucosite,
neuropatia e cistite hemorragica, os quais afetam negativamente a qualidade de vida

dos pacientes, representando prejuizo a eficacia terapéutica (MOURAO, 2012).
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1.2 Terapiaoncologica

A combinacédo de varios farmacos com diferentes mecanismos de acdo é uma
estratégia efetiva no tratamento do cancer e oferece varios beneficios. Em primeiro
lugar, a associacdo de dois ou mais farmacos com diferentes mecanismos de acéo
pode retardar as mutacdes celulares, bem como o processo de adaptacao ao cancer.
Em segundo lugar, ha o efeito sinérgico dos farmacos, ou seja, acdo combinada dos
medicamentos, que produzem um efeito biolégico potencializado (SILVA,;
CARLOTTO; ROTTA, 2018).

Nessa perspectiva, os farmacos usados em terapia oncolégica sao divididos de
acordo com seus mecanismos de acdo, ou seja, em varias classes de agentes
farmacoldgicos, tais como: agentes alquilantes, antimetabdlitos, antineoplasicos
naturais, antibioticos citotdxicos, hormdnios, anti-horménios, entre outros, onde a
maioria desses farmacos, em geral, interagem majoritariamente com o DNA ou seus
precursores, inibindo a sintese do novo material genético e causando danos
irreparaveis ao metabolismo celular (MILAN et al., 2018).

Dentre as classes dos antineoplasicos, os agentes alquilantes, em especial a
classe das oxazafosforinas, tem destaque por sua acao citotoxica promissora sobre
uma grande variedade de doencas neoplasicas, o que faz desta classe um arsenal
terapéutico muito importante para a terapia do cancer (CHABNER, 2006; MATZ;
HSIEH, 2017).

1.3 Oxazafosforinas: Mecanismo de acao e efeitos adversos

As oxazafosforinas sdo agentes quimioterdpicos, alquilantes de DNA do tipo
mostarda nitrogenada que tém acdo citotoxica e antiproliferativa. A ciclofosfamida
(CFA) e aifosfamida (IFO) (Figura 1A e 1B) (oxazafosforinas) estdo entre os farmacos
citotoxicos mais utilizados em todo o mundo, sendo ativos contra muitos tipos de
doencas neoplasicas benignas e malignas. Os canceres tratados por estes farmacos
incluem aqueles que acometem criancas e adultos (MATZ; HSIEH, 2017). Um dos
farmacos mais importantes e amplamente utilizado no passado e até o momento € a
CFA (JURADO et al.,, 2008), caracterizado por ser um agente guimioterapico
alquilante que atua no ciclo celular de forma néo especifica, promovendo ruptura do
DNA e consequentemente, morte celular. A CFA é utilizada em varios tratamentos de

tumores e em algumas doencas nao neoplasicas, como purpura trombocitopénica,
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lUpus, artrite reumatoide, sindrome nefritica e granulomatose de Wegener e na
prevencao da rejeicao de transplante de medula 6ssea (ABRAHAM et al., 2009).

Em adicional, a IFO é utilizada no tratamento de tumores solidos, incluindo
cancer testicular, rabdomiossarcoma, tumor de Wilms, sarcoma de Ewing, sarcomas
0sseos, osteossarcoma e neuroblastoma, bem como algumas formas de linfomas
(PERAZELLA, 2012). Estes farmacos produzem resposta clinica em tumores de
mama, ovario, linfomas, sendo também frequentemente utilizados em regimes de

condicionamento para transplantes de medula éssea (SILVA JUNIOR et al., 2013).

Figura 1. Estruturas quimicas da Ciclofosfamida (A) e Ifosfamida (B)
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Fonte: (MATZ; HSIEH, 2017).

A IFO compartilha com a CFA um perfil toxico caracterizado por urotoxicidade
que é decorrente do seu metabolismo envolver a liberacdo de seu metabdlito toxico
(acroleina), que por sua vez possui alto potencial de agressividade tecidual, e ao se
acumular na bexiga induz a formacdo da cistite hemorragica (DECKER; KARAM;
WILCOX, 2009). Além disso, a IFO é considerada como sendo ainda mais nefrotoxica
em comparacao com a CFA (SKINNER, 2011).

1.4 Cistite hemorragica: fator limitante do uso das Oxazafosforinas

A Cistite hemorragica (CH) é o principal efeito adverso dose-limitante das
oxazafosforinas (SILVA JUNIOR et al., 2013). Vale salientar que a CH ocorre em até
70% dos pacientes expostos a altas dose de quimioterapia com CFA ou IFO
(CANNON et al., 1991). A CH pode ocasionar constricdo ou perfuracdo da bexiga,
anemia, infec¢des recorrentes do trato urinario, hidronefrose e insuficiéncia renal,
podendo levar a morte (SENCER et al.,, 1993) (Figura 2). Desse modo, a CH

representa um grave problema de saude e, apesar dos tratamentos disponiveis, ha
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uma prevaléncia desta patologia em até 40% dos pacientes tratados com
oxazafosforinas (SILVA JUNIOR et al., 2013).

Figura 2. Metabolismo da Ifosfamida e efeitos adversos.

Ifosfamida

Metabolismo
Hepatico via CYPs

Aldofosfamida

Via ndo enzimética

Metabdlitos ativos

Mostarda isofosforamida Acroleina
Citotoxicidade Urotoxicidade
Sintomas:
v . \
2 ‘_/ Hemattria
. Disuria

v
v
v" Dorao urinar
v

Anemia Insuficiéncia Cistite hemorragica
renal

Dor supraptibica

Legenda: CYP’s — Complexo da Oxidase Mista do Citocromo P-450 Fonte: baseado em Batista, (2002).

A oxazafosforina Ifosfamida € metabolizada pelas enzimas da oxidase mista do
Citocromo P-450 a Aldofosfamida (metabdlito ativo) que por sua vez € metabolizado
em mostarda Isofosforamida e Acroleina que sdo metabdlitos toxicos. Em especial a
acroleina é excretada pelos rins e se acumula na bexiga provocando destruicdo do
tecido vesical (BATISTA, 2002).

A inflamacéo vesical induzida pelas oxazafosforinas é mediada por diversos
fatores soluveis, incluindo citocinas (IL-1p e TNF-a) que tém ampla associacdo ao
dano epitelial no tecido vesical. A producédo desses fatores é associada principalmente
a acao deletéria de metabolitos como a acroleina, um subproduto da degradacao das
oxazafosforinas (SILVA et al., 2015), a qual é filtrada pelos rins e concentrada na
bexiga. Este metabolito ativo provoca intensa apoptose/necrose no urotélio da bexiga

que, por sua vez, leva a ulceracado (MATZ; HSIEH, 2017).
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A acroleina € um metabdlito das oxazafosforinas altamente reativo que, em
contato com as células deprime os niveis de glutationa reduzida e quando este
protetor tem suas concentracdes teciduais diminuidas, o potencial agressor da
molécula de acroleina provoca rea¢fes que resultam em aumento de espécies
reativas de oxigénio e transcricdes nucleares de citocinas pro-inflamatérias que, por
sua vez, iniciam a cascata inflamatéria que faz um reforco positivo na degradacéo
tecidual (SILVA et al., 2015; MATZ; HSIEH, 2017) (Figura 3).

Figura 3. Mecanismo farmacologico da acroleina no aumento da producdo de

mediadores inflamatorios.
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Legenda: GSH ( Glutationa Reduzida); iNOS (Oxido Nitrico Sintase Induzivel); Oz (Anion superdxido);
NOO- (Oxido Nitrico); EROs (Espécies Reativas de Oxigénio); NFkB (Fator de Transcricdo Nuclear
Kappa B); TNF- a ( Fator de Necrose Tumoral alfa) e IL-18 ( Interleucina 1 beta). Fonte: Baseado em
Keles et al., 2014.

Como é possivel observar na Figura 3, tanto as Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO’s) quanto as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN’s) tém potencial para a
formacao de peroxinitrito, que ataca lipidios e proteinas. A produgdo de EROs/ERN’s
induz ainda, fatores de transcri¢ao, incluindo NF-kB e ativa a proteina 1 (AP-1), a qual
estimula a producéo de citocinas pré-inflamatérias (como o TNF-a e IL-1B) (KELES et
al., 2014), e estes mediadores envolvidos nos eventos inflamatdrios se correlacionam

positivamente com 0s eventos de les&o tecidual, marcados com intensa infiltracdo de
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neutrofilos e destruicdo celular presentes na cistite hemorragica induzida por
ifosfamida (RIBEIRO et al., 2002).

A acroleina induz a morte celular através do aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs), além de ativar a 6xido nitrico sintase induzivel, levando a producéo
de oOxido nitrico (KORKMAZ et al., 2003). Varios estudos mostraram que um aumento
nas EROs leva a edema da bexiga, inflamacédo e extravasamento, indicando que as
EROs podem desempenhar um papel critico em um modelo experimental de cistite
induzida por CFA em roedores (Al-MALKI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016).

15 Arsenal terapéutico disponivel para o tratamento da cistite hemorragica

Ha trés agentes aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) na terapia
farmacoldgica da cistite hemorragica: MESNA, dexrazoxan e amifostina. O estudo da
eficacia do dexrazoxane e amifostina ainda € complexo, pois sua agao é sistémica e
inespecifica, neste sentido a principal conduta terapéutica que apresenta eficacia
significativa para a cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas € o MESNA
(ROSA, 2004). O MESNA (2-mercaptoetano-sulfonato de sodio) € um farmaco
adjuvante, utilizado para reduzir o risco de cistite hemorragica em pacientes tratados
com quimioterapicos (ifosfamida ou ciclofosfamida) (ANDRIOLE et a., 1997).

O MESNA (Figura 4) é um agente citoprotetor, tendo uso restritamente
profilatico (FREEDMAN; EHERLICH; LIJUNG, 1984), que age por inibir os produtos
toxicos da ifosfamida e ciclofosfamida produzindo substancias menos nocivas e
reduzindo os riscos de hemorragia (SAKURAI et al., 1986). Outrossim, o MESNA
também tem a capacidade de inibir a formacdo de EROs devido a presenca de um
grupo sulfidrilico em sua estrutura (GRESSIER et al, 1994).
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Figura 4 — Interferéncia do MESNA no metabdlito urotoxico das oxazafosforinas

(acroleina).
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Legenda: O grupo sulfidrila reage com a instauragdo da molécula de acroleina, formando um composto
inerte que se precipita na urina e nao é absorvido, portanto ndo tendo efeito lesivo ao tecido vesical.
Fonte: baseado em Mouréo (2012).

O MESNA exerce seu efeito protetor através de um antagonismo quimico da
acroleina (MOURAO, 2012). Apés a administracdo, o MESNA ¢é rapidamente oxidado
a DIMESNA que, por possuir alta hidrofilicidade, é rapidamente eliminado pelos rins.
Dentro da urina, no compartimento vesical, a ligacdo dissulfeto entre as duas
moléculas que compdem o DIMESNA é hidrolisada e os grupamentos tiois das duas
moléculas de MESNA livres reagem com a dupla ligacdo da molécula de acroleina
formando um composto inativo que por sua vez é excretado na urina (DECHANT, et
al., 1991; TAKAMOTO; SAKURA; NAMERE, 2004; MOURAO,ZOlZ).

Entretanto, a alta solubilidade do MESNA facilita o seu rapido clearance renal.
Dessa forma, sua meia-vida plasmatica é curta (aproximadamente 1,5 horas) quando
comparada a meia-vida da ifosfamida (entre 6-7 horas) (SHAW; GRAHAM, 1987), o

que torna necessario a administracdo através de infusdo continua deste farmaco
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visando proporcionar protecao profilatica adequada e continua a bexiga (KATZ et al.,
1995). Segundo Rosa (2004), o MESNA possui um custo muito elevado. Salienta-se
ainda que este agente citoprotetor ndo seja efetivo quando a cistite hemorragica ja
esta estabelecida (FREEDMAN; EHERLICH; LJUNG, 1984). Além disso, verifica-se
a presenca da CH em 10-40% dos pacientes tratados com esse farmaco (KANAT et
al., 2006). Portanto, ha caréncia de novos agentes efetivos para a prevencao da cistite
hemorragica causada por ifosfamida ou ciclofosfamida.

Diante desta realidade, identifica-se a necessidade do desenvolvimento de um
citoprotetor eficaz que possa vir a ser utilizado como adjuvante na terapia oncologica

com oxazafosforinas com a finalidade de diminuir os danos causados ao paciente.

1.6 Produtos naturais

Indubitavelmente, a natureza é fonte de inidmeros farmacos com imenso
potencial contra varias doencas humanas, incluindo o cancer (KOEHN; CARTER,
2005). De fato, cerca de 50% dos produtos farmacéuticos sdo derivados de fontes
vegetais e esta vasta reserva, ainda pouco explorada, pode ser utilizada para a
obtencdo de novos agentes quimioterpicos para tratamento de variadas
enfermidades (MELNICK, 2006).

Muitos agentes citoprotetores tém sido extraidos da natureza, visto que nela é
possivel encontrar uma grande quantidade de compostos organicos com potencial
farmacoldgico, sendo o reino vegetal majoritario no fornecimento desta diversidade
quimica, através dos metabdlitos secundarios (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

Desde a antiguidade, os produtos naturais, principalmente os derivados de
plantas, tém constituido importante fonte para a obtencdo de agentes terapéuticos.
Diante disso, 0 uso clinico dos produtos naturais (e seus derivados) representa uma
importante ferramenta para a descoberta de novos alvos terapéuticos como:
receptores, enzimas, transportadores ou canais ibnicos envolvidos em processos
fisiologicos e patolégicos (CALIXTO et al., 2017).

Os Oleos essenciais (OE) sdo derivados do metabolismo secundéario das
plantas, constituindo-se de misturas complexas e sdo compostos por cerca de 20-60
componentes em diferentes concentracbes, contudo apenas dois ou trés

componentes principais se apresentam em concentracdes elevadas (20-70%) e os
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outros em concentracdes vestigiais. Geralmente 0s componentes majoritarios
determinam as propriedades biolégicas dos OE (ANDRE et al., 2018). Dentre as
classes de metabdlitos secundarios destacam-se 0s terpenos, que representam uma
das maiores classes de metabdlitos secundarios fornecidos pela natureza (SOMANI
et al., 2015). Os terpenos sdo os constituintes de Oleos essenciais presentes em
espécies de plantas aromaticas, 0os quais possuem uma grande diversidade de sub-
classes com distintas estruturas quimicas formadas por unidades de isoprenos (que
possui esqueleto com 05 atomos de carbono, entre os quais estdo os Monoterpenos
(C10), Sesquiterpenos (C15), Diterpenos (C20 — C40) (SOUZA et al., 2014; SOMANI
et al., 2015).

1.7 a-felandreno como prot6tipo citoprotetor

Os monoterpenos se destacam por possuirem muitas atividades bioldgicas e
baixa toxicidade relativa (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010). Na industria farmacéutica,
além de sua aplicacdo como excipiente/adjuvante para melhorar a penetragcéo na pele,
eles também sdo apontados com potencial terapéutico para tratar diversas doencas
(GUIMARAES, 2014).

O crescente interesse na possivel aplicacdo desses compostos na terapéutica
€ atribuido as suas diversas atividades biolégicas, e neste contexto, evidenciamos a
promissora investigacéo do potencial farmacol6gico de um monoterpeno em especial
(a-felandreno) visto que o mesmo possui baixa toxicidade sistémica (cerca de 5,7 g/kg
em ratos) (OPDYKE, 1978) e propriedades farmacoldgicas promissoras como
atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva (PADUCH et al., 2007; LIMA, 2011;
SANTOS, 2015). Além disso existem estudos que destacam a sua presen¢a como
composto representativo na atividade biolégica de 6leos essenciais de espécies como
Schinus polygamus (Cav.) Cabr. (ERAZO et al., 2006) e Zingiber officinale Ros.
(VENDRUSCOLO et al., 2006).

O a-felandreno (2-metil-5-propano-2-ciclohexano-1,3-dieno), com massa molar
136,23 g/mol (MERCK, 1976), € um monoterpeno ciclico (Figura 5) encontrado nos
Oleos essenciais de varias espécies vegetais dentre as quais se destacam: Schinus
terebinthifolius Raddi (15.7%) (NASCIMENTO et al.,, 2012); Cupressus atlantica
Gaussen (5,5%) (ARJOUNI et al., 2011); Solanum erianthum D. Don (17,5%) (ESSIEN
et al., 2012); Thymus kotschyanus Boiss. & Hohen. (10.8%) (ASBAGHIAN et al.,
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2011); Myrica gale L. (8,0%) (POPOVICI et al., 2008) e Anethum graveolens L. (32%)
(HAJHASHEMI; ABBASI; 2008). Em algumas plantas, os teores de a-felandreno
encontram-se acima dos 25%, o0 que representa um bom parametro de rendimento
para um o6leo essencial (MAHBOUBI; MAHDIZADEH; TABAR, 2016; SIQUEIRA et al.,
2016a).

Figura 5. Representagdo molecular do monoterpeno a-felandreno (2-metil-5-propan-

2-ciclohexa-1,3-dieno).
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Fonte: Pubchem

Para este monoterpeno, a literatura relata achados farmacolégicos
importantes, como efeito antinociceptivo (LIMA et al., 2011) e atividade
antiedematogénica ao inibir edemas de pata e orelha induzidos por diversos agentes
pré-inflamatérios, incluindo carragenina, histamina, prostaglandina e substancia P,
Oleo de créton, TPA e acido araquidénico (SIQUEIRA et al., 2016b). O efeito anti-
inflamatorio exercido por este monoterpeno provavelmente envolve ainda diminuicéo
da migracdo neutrofilica e a estabilizacdo da degranulacdo mastocitaria (SIQUEIRA
et al., 2016a), o que indica que o a-felandreno € potencialmente Util na pesquisa de
novos agentes com potencial anti-inflamatério, o que abre margem para sua aplicacao
no estudo da atenuacao do dano inflamatorio vesical causado pela quimioterapia com
oxazafosforinas em avaliacdo aguda. Diante disso, o presente estudo teve por objetivo
a avaliacdo da modulacao do dano tecidual pelo a-felandreno frente a um modelo de

cistite hemorragica induzida por ifosfamida em camundongos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito uroprotetor do a-felandreno na cistite hemorragica induzida

por ifosfamida em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

v

Avaliar o potencial protetor do a-felandreno na prevencédo do dano tecidual
causado pela quimioterapia com ifosfamida através de observacdes
macroscopicas e histopatoldgicas;

Quantificar os niveis de hemorragia vesical através da quantificacdo de
hemoglobina tecidual por ensaio espectrofotométrico;

Investigar o efeito modulador do a-felandreno sobre o extravasamento vascular
de proteinas com a técnica do Azul de Evans;

Quantificar os niveis de mieloperoxidase para avaliar o envolvimento dos
leucécitos polimorfonucleares na inflamacgéo da cistite hemorragica induzida
por quimioterapico;

Averiguar o efeito do a-felandreno sobre os parametros do estresse oxidativoe
da peroxidacao lipidica tecidual através do marcador Malondialdeido (MDA) e
dosagem de Nitrito (NO2")/Nitrato (NO3z"),

Avaliar a atividade do a-felandreno sobre antioxidantes endégenos (Superdxido
Dismutase —SOD e Glutationa Reduzida — GSH);

Dosar os niveis de Interleucina 1- beta (IL-18) e Fator de Necrose Tumoral

(TNF-a) nos animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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3- MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencéao do a-felandreno

O a-felandreno (obtido por via sintética) foi fornecido pelo Prof. Dr. Damido
Pergentino de Sousa, membro do Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba.

3.2 Animais experimentais e eutanasia

Foram utilizados camundongos Mus musculus de linhagem albina (Swiss),
machos, com peso variando entre 25 a 30g, randomicamente distribuidos em grupos
de 5 (cinco) animais, a fim de permitir a analise estatistica dos resultados.

Os animais foram obtidos do Biotério Setorial do Nucleo de Pesquisa em
Plantas Medicinais (NPPM) da Universidade Federal do Piaui. Os animais foram
mantidos a temperatura de 24 + 1 °C e ciclo claro/escuro de 12 h com agua e racao
ad libitum, sendo eles colocados em jejum de 6h antes da realizacdo dos
experimentos.

Os procedimentos referentes a eutanasia foram realizados por sobredose de
anestésico (tiopental sédico, 150 mg/kg e lidocaina 10 mg/kg, por via intraperitoneal),
sob supervisdo da médica veterinaria Adeline de Andrade Carvalho (CRMV-PI 866-
VP) em conformidade com as diretrizes do CONCEA e com o paragrafo 1°. do Art. 14
da Resolugéo N° 1000, de 11 de maio de 2012 do CFMV. Este trabalho foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo com animais — CEUA/UFPI sob
0 protocolo N° 279/16.

3.3 Modelo experimental de inducdo de cistite hemorragica com ifosfamida

Os camundongos foram distribuidos em 8 (oito) grupos de 5 (cinco) animais,
onde a inducdo da cistite hemorragica foi feita com uma Unica dose de Ifosfamida
(400mg/kg) i.p. Os animais foram pré tratados com a-felandreno que foi preparado em
Tween salina (Polissorbato 80 0,05% + NaCl 0,9%) para ser administrado por via i.p.
nas respectivas doses 6,25; 12,5 ; 25; 50 e 100 mg/kg. O controle Negativo (CN)
consistiu no pré tratamento com veiculo (Tween salina) e o controle positivo (CP)
consistiu em pré e pos tratamento (80 mg/kg ) com 2-mercaptoetano-sulfonato de
soédio (MESNA) i.p. Ap6s 12 horas os animais foram eutanasiados por sobredose de

anestésico conforme anteriormente determinado. O delineamento das atividades



38

farmacoldgicas foi realizado através de inducdes de cistite hemorragica precedidas de
pré-tratamento com o a-felandreno (SILVA-JUNOR, 2013).



Figura 6— Esquema de inducéo da cistite hemorragica em camundongos

a0 e
(via i.p) ) (via i.p)
| 6h 12 h |
| |
Jejum de 6h Eutanasia
= 2
Tween/salina Ifosfamida 400mg/Kg -
Mesna 80mg/Kg Ifosfamida 400mg/Kg Mesna 80mg/Kg Amostras,
a-felandreno 6,25mg/Kg Ifosfamida 400mg/Kg = Q
a-felandreno 12,5mg/Kg Ifosfamida 400mg/Kg
a-felandreno 25 mg/Kg Ifosfamida 400mg/Kg
a-felandreno 50mg/Kg Ifosfamida 400mg/Kg
a-felandreno 100mg/Kg Ifosfamida 400mg/Kg

Legenda: O tratamento com MESNA se deu em duas etapas, pré tratamento como descrito na tabela e pds tratamento seis horas apés a inducao.
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3.4 Avaliacdo do peso umido do tecido vesical

Apoés a eutanasia dos animais, conforme protocolo descrito anteriormente, a
bexiga foi removida, esvaziada e pesada em balanca analitica, o edema vesical foi
reportado como aumento do peso Umido vesical, que por sua vez foi expresso como

peso da bexiga/20 g do peso do animal apds tratamento.

3.5. Analise Histopatoldgica

3.5.1 Avaliacado dos parametros macroscopicos
Esta avaliacao foi realizada seguindo as premissas estabelecidas por Gray et
al., (1986), onde sao definidos parametros de observacdo semi-quantitativos
baseados em observacgfes de estados morfologicos.
Edema:
Severo (+3): edema interno e externo;
Moderado (+2): edema interno (mucosa);
Leve (+1): Edema intermediario;

Normal (0): Nenhuma alteracdo reportavel,

Hemorragia

Severo (+3): coagulo intravesical;

Moderado (+2): hematomas na mucosa;

Leve (+1): telangiectasia ou dilatacdo dos vasos vesicais;

Normal (0): Nenhuma alteracdo reportavel

3.5.2 Preparacéao e coloracdo das amostras de tecido

ApoOs a eutanasia dos animais, conforme protocolo descrito anteriormente, a
bexiga foi removida, esvaziada e fixada em Formalina Tamponada 10% (pH ~7,2).
ApoOs 48 horas de fixacdo, as amostras foram processadas através da desidratacéo
em gradientes crescentes de alcool e xilol seguido de inclusdo em parafina liquida,
emblocamento e microtomia em cortes de 4um que foram re-hidratados e corados

com Hematoxilina e Eosina (H&E).
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3.5.3 Avaliacado dos parametros microscopicos (Histopatoldgicos)

O tecido vesical das bexigas obtido dos animais foi fixado em formalina
tamponada e preparado com técnicas padrdo de confeccdo de laminas histolédgicas,
seguindo os parametros definidos por Gray et al (1986), sendo utilizado uma escala

semi-quantitativa para o tratamento dos dados abaixo apresentados.

(0)- Histologia Normal: Caracterizada por epitélio normal, auséncia de infiltrado
inflamatdrio e auséncia de Ulceras.

(+1)- AlteracBes Discretas: Caracterizadas por reducdo no numero de células
epiteliais uroteliais em decorréncia de descamacdo, apagamento das dobras de
mucosa habituais em virtude do edema submucoso, hemorragia discreta e poucas
Ulceras.

(+2)- Alteracdes Intensas: Caracterizada por exulceracdo da mucosa, multiplas

Ulceras, edema acentuado, infiltrado inflamatorio, depdsito de fibrina e hemorragia.

3.6 Quantificacdo da hemoglobina vesical pelo método  da
cianometahemoglobina

Para quantificar a hemorragia no tecido vesical, foi usado um teste
colorimétrico. O método se baseia na oxidacdo do ferro (Fe?*) da molécula de
hemoglobina pelo ferricianeto de potassio em pH fracamente alcalino, formando a
metahemoglobina, que é convertida em cianometahemoglobina apds a reagdo com o
cianeto de potassio, exibindo coloracdo avermelhada proporcional a concentracéo de
hemoglobina na amostra. Neste ensaio foi utilizada uma adaptacdo do kit (Labtest,
Minas Gerais -Br) que consiste em uma formulacdo do reagente criado por Harold &
Drabkin (1935). As bexigas foram incubadas nesse reagente (100 mg de tecido vesical
por mL de reagente,) e apos 1 hora de incubagéo foram centrifugadas com aceleragéo
de 10.000 (g) por 10 minutos. Os sobrenadantes foram extraidos e centrifugados
novamente em 10.000 (g) por mais 10 minutos. A absorbéancia do sobrenadante foi
quantificada por leitor de microplacas em comprimento de onda de 450 nm e a
concentracdo de hemoglobina foi calculada através da curva analitica (Figura 7),
validada com padrdao de hemoglobina (LABTEST / CLSI) e os resultados foram

expressos em g de hemoglobina/mg de tecido.
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Figura 7. Curva de calibracdo para doseamento de hemoglobina por

espectrofotometria em 450 nm.
1.0

0.84
0.6+

0.4+

Absorbancia

R2? = 0.9970
0.24

0.0

0 500 1000
png/mL

Legenda: Os dados de linearidade foram calculados a partir de diluicdo de um padréo de hemoglobina
com os padrdes de pureza exigidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ao intervalo
de concentracado entre 1 a 1000pg/mL (1, 5, 50, 100,500, e 1000 pg/mL).

A curva de calibragdo da técnica mostra um coeficiente de correlagédo (R?)
superior a 0,99, portanto € considerada linear para estabelecer uma relacdo entre
concentracdo do analito na amostra e a absorbancia avaliada, o que permite o

doseamento exato da hemoglobina nas amostras.

3.7 Avaliacdo do extravasamento vascular de proteinas pela técnica do corante
Azul de Evans.

A permeabilidade vascular vesical foi avaliada pela técnica do extravasamento
do corante Azul de Evans que consiste em uma substancia que se liga a albumina
plasmética. Ocorrendo o0 extravasamento de albumina para o intersticio e
consequentemente a formagdo de edema, o corante estara presente. Neste caso
foram utilizados grupos de 5 animais. Administrou-se 25mg/kg de Azul de Evans por
via intravenosa no plexo caudal meia hora antes da eutanasia dos animais.
Posteriormente, os animais foram eutanasiados e as bexigas retiradas, dissecadas e
incubadas em tubos de ensaio contento solugéo de formamida (1 mL/bexiga) a 56°C
durante seis horas (overnight) para extracdo do corante. O corante total extraido foi
determinado por sua vez pela medida na mudanca da absorbancia a 550 nm em
espectrofotometro de microplacas. Ao mesmo tempo, a curva absorbancia-
concentracéo foi determinada. O peso umido vesical foi medido como parametro e

expresso em ng de azul de Evans/mg de tecido (média + EPM) (MACEDO et al.,
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2011). Para a quantificacdo do Azul de Evans, fez-se necessario o delineamento de

uma curva de calibracdo que esta expresso na Figura 8.

Figura 8. Curva de calibracdo para doseamento do Azul de Evans por

espectrofotometria em 550 nm.
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Legenda: Os dados de linearidade foram calculados a partir de diluicdo de um padréo de Azul de Evans

ao intervalo de concentracdo entre 1 a 50pg/mL (1; 2,5; 5; 10; 25 e 50 pg/mL).

Os resultados encontrados mostram um coeficiente de correlacdo (R?) superior
a 0,99, portanto €& considerado linear para estabelecer uma relacdo entre
concentracdo do analito na amostra e a absorbancia avaliada, o que permite a

quantificacdo exata do Azul de Evans nas amostras.

3.8 Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) no tecido vesical
Para dosagem da concentrac&o de mieloperoxidase, as bexigas foram pesadas
e colocadas em um tampao de fosfato de potassio com 0,5% de brometo de
hexadecitrimetilaménio (HTAB, pH 6,0) para preparar um homogenato a 10%. A
seguir, o homogenato foi centrifugado a 4500 rpm por 20 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi utilizado para a analise. A atividade da MPO por mg de tecido foi
aferida através da técnica descrita por Bradley; Chistensen; Rothestein, (1982),
utilizando 0,0005% de peroxido de hidrogénio como substrato para a MPO. A unidade
da atividade de MPO foi definida como aquela capaz de converter 1 umol de peréxido
de hidrogénio em agua em 1 minuto. Durante o ensaio, a medida que o peroxido de
hidrogénio € degradado, ocorre a producdo do anion superoxido, responsavel pela

conversdo de o-dionisidina em um composto de cor marrom que é doseavel
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espectofotometricamente a 550 nm. Os resultados foram expressos como unidade (U)
de MPO/mg de tecido.

3.9 Determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) no tecido vesical

Os niveis de MDA no tecido vesical foram determinados pelo método de
Mihara; Uchiyama, (1978). As amostras foram homogeneizadas em KCI gelado 1,15%
para preparar um homogenato a 10%. Em seguida, aliquotas de 250 pL do
homogenato foram adicionadas a tubos contendo 1,5 mL de H3POa4 a 1% e 500 pl de
uma solucéo de acido tiobarbitirico aquoso (0,6%). Posteriormente, os tubos foram
aguecidos, por um periodo de 45 minutos, em um banho de agua a 100°C e a mistura
reacional foi, entdo, resfriada em um banho de &gua gelada, seguida da adicédo de 2
mL de n-butanol. Apds a adi¢cdo de n-butanol, as amostras foram agitadas em um
misturador “vortex” por um minuto, e posteriormente centrifugadas a 1500 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi mensurado a uma absorbancia de 520 e 535 nm, sendo
o resultado obtido pela diferenca da absorbancia nas duas leituras. Os resultados

foram expressos em nmol/g de tecido vesical.

3.10 Mensuracéao dos niveis teciduais de nitrito e nitrato (NOx)

Para mensuracéo de NOx, faz-se sua medida de forma indireta, através de seus
metabdlitos, nitrito e nitrato, utilizando o reagente de Griess, de acordo com 0 método
descrito por Green e colaboradores (1982). As amostras de tecido foram
homogeneizadas em Kcl 0,15 M (1 mL/100 mg de tecido), e o homogenato foi
centrifugado sob refrigeracdo. Depois, 100 pL do sobrenadante foram misturados com
100 uL de reagente de Griess. A absorbancia a 540 nm foi medida apés 10 minutos
de incubacéo. Os niveis de nitrato / nitrito foram expressos como UM de nitrito e nitrato
(NOX).

3.11 Determinacao dos niveis de superéxido dismutase (SOD) no tecido vesical

A concentracao da superoxido dismutase foi mensurada utilizando um ensaio
espectrofotométrico modificado (Das et al.,, 2000). Neste método, a atividade
enzimatica é calculada pela quantidade de SOD capaz de inibir a formagéo de nitrito
em 50%. Para isso, o tecido vesical foi homogeneizado em 1 mL / 100 mg de tampé&o
de fosfato de potassio (50 nM, pH 7,4). Cem microlitros do homogenato foram
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adicionados a 1110 yL de tampéao de fosfato, 75 uL de L-metionina (20 mM), 40 uL de
Triton X-100 (1% v / v), 75 uL de cloreto de hidroxilamina (10 mM) e 100 uL de EDTA
(50 uM). Esta solucéo foi incubada num banho maria a 37°C durante 5 minutos, depois
foram adicionados 80 uL de solucao de riboflavina (50 uM) e expostos a luz durante
10 minutos. A partir desta solucéo, foram retirados 100 uL da amostra e outros 100 pL
de reagente de Griess foram adicionados em pocos, e apds 10 minutos, a absorbancia
foi lida a 550 nm por espectrofotometria em um leitor de ELISA. Além disso, a
quantidade de proteinas totais foi determinada com um kit comercial da Labtest. Os

resultados foram expressos como unidades de SOD/ug de proteina (uUSOD/uQ).

3.12 Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) no tecido vesical

A concentracdo GSH foi determinada de acordo com o método proposto por
Sedlak & Lindsay (1968). A determinacéo da glutationa reduzida baseia-se na reacéo
do DTNB [5,5 ditidio-bis-(acido-2-nitrobenzdico)], com o tiol livre originando um
dissulfeto misto mais &cido, o acido 2-nitro-5-benzoéico. Amostras do tecido vesical
foram homegeneizadas em EDTA 0,02 M para consequente preparacdo de um
homogenato a 10%. A seguir, aliquotas de 400 puL do homogenato foram adicionadas
a 320 L de agua destilada e a 80 pl de acido tricloroacético (TCA) a 50%. Em seguida,
o material foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apés a centrifugacao,
400 pL do sobrenadante foi retirado e misturado a 800pL de tampé&o TRIS 0,4 M (pH
8,9) e 20 pL de DTNB (reagente de Ellman) 0,01 M. A mistura foi por fim agitada por
3 minutos e a absorbancia foi mensurada a 412 nm em espectrofotbmetro. Os

resultados foram expressos em ug de GSH/g de tecido.

3.13 Dosagem dos niveis teciduais de IL-1B e TNFa por ELISA

O ensaio imunoenziméatico foi realizado a temperatura ambiente 25 + 5 °C
usando 100 pL de cada componente da reacdo. O TNFa e a IL-1p3 foi avaliada por
meio de kite padréo (R&D Systems, Inc) conforme diretrizes do produto. Os anticorpos
e demais substratos foram diluidos em BSA (Albumina Sérica Bovina Isolada 1 % em
PBS pH 7,4), e o tecido vesical foi homogenizado a 10 % em BSA 0,5% em PBS (pH
7,4).
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As placas foram lavadas trés vezes com solucédo de lavagem PBS pH 7,4 +

0,05 % de Tween 20) entre as etapas.

Para realizacdo do ELISA, revestiu-se cada poco da placa com a concentracao
Otima do anticorpo de captura pela incubacdo em overnigh (temperatura ambiente 25
1+ 5°C). ApGs bloqueio com BSA por 1 h, seguido de lavagem, as amostras e padrdes
foram distribuidos (padrdes em duplicata) e incubados por 2 h. Apds lavagem,
adicionou-se o anticorpo biotinilado de deteccéo e incubou-se por 2 h. Decorrido o
tempo de incubagédo e sucedido de lavagem, a estreptoavidina foi incubada durante
20 minutos (sucedido de lavagem) e entdo a reacéo foi revelada pela incubacao por
20 min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz de substrato cromogénico TMB
(tetrametilbenzidina + perdxido de hidrogénio), seguida de adicdo de inibidor da
reacao (H2SO4 1M 100pL). A leitura foi realizada no comprimento de onda de 450 nm
em espectrofotdmetro de microplacas e os dados foram calculados a partir da curva
dos padrdes em concentracdo seriada, onde os resultados foram expressos em

pg/mL.

3.14 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + EPM (variaveis com distribuicao
normal). O teste de andlise de variancia (ANOVA) seguido de post test de
comparacdes multiplas de Newman-Keuls, Bonferroni's ou teste t de Student para
comparar os grupos. O teste de Kruskal-Wallis seguido por teste de comparacéo
multipla de Dunn’s foi utilizado para comparar as médias quando as medi¢cdes nao
paramétricas foram necessarias. Foi utilizado o programa Graphpad Prism 6.0
(Intuitive Software for Science, San Diego, CA) onde o valor de p <0,05 foi usado para

indicar diferengas estatisticamente significativas.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 O a-felandreno diminui o peso umido das bexigas de camundongos com
cistite hemorragica induzida por ifosfamida

A figura 9 demonstra que a administracdo de a-felandreno diminuiu
significativamente (31,59 + 0,8 e 29,90 + 0,3%) o0 peso Umido vesical quando
comparado com o controle negativo para as doses de 25 e 50 mg/kg, respectivamente.
Além disso, os dados demonstram perda da atividade com o aumento da dose, onde
a doses menores e a maior (6,25; 12,5 e 100 mg/kg) ndo demonstraram atividade

significativa nesta avaliacéo.

Figura 9: Efeito do a-felandreno sobre o peso Umido vesical na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida.
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o
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N
o
1
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N
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N
o
1

o

SHAM CN MESNA 6,25 12,5 25 50 100
o Felandreno (mg/kg)

Ifosfamida 400mg/kg

Legenda: Os dados estdo expressos como média = E.P.M, (n=5) da relacdo do peso Umido das
bexigas em relagao ao peso do animal ap6s o protocolo experimental (mg/20g de animal). Os valores
foram comparados com o Controle Negativo (CN) (Tween/Salina), por Andlise de variancia (ANOVA),
“one way” seguido do Teste de Bonferroni para um p<0,05.
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4.2 Efeito do a-felandreno sobre os parametros macroscopicos de

camundongos com cistite hemorragica induzida por ifosfamida

A figura 10 demonstra imagens macroscoépicas das bexigas de camundongos
com cistite hemorragica induzida por ifosfamida. Observa-se que as bexigas em
condicdes fisiologicas (secdo A) possuem pouca vascularizacao, além de aspecto liso
e cor caracteristica. Entretanto, no tecido vesical com cistite hemorragica as
alteracdes macroscopicas sao bastante severas (se¢do B) e a bexiga se apresenta
com edemas visiveis e multiplos pontos de hemorragia. A utilizacdo do MESNA foi
capaz de reduzir acentuadamente a lesdo (secdo C). De modo semelhante, o pré-
tratamento com o a-felandreno foi capaz de atenuar as lesdes, especialmente nas

doses de 25 e 50 mg/kg (se¢bes D a H).
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Figura 10: Efeitos do a-felandreno nos parametros macroscopicos da cistite hemorragica induzida por ifosfamida.

SHAM Controle Negativo Controle Positivo a-Fel 6,25 mg/Kg

a-Fel 12,5mg/Kg a-Fel 25 mg/Kg a-Fel 50 mg/Kg a-Fel 100 mg/Kg

Legenda: A — Grupo “Sham”, recebeu apenas salina como placebo, sem indugao de cistite hemorragica; B — Grupo Controle Negativo, recebeu inducéo de
cistite hemorragica e foi tratado com o veiculo de diluicdo do farmaco testado (Tween/Salina); C — Grupo Controle Positivo, recebeu MESNA (2-
mercaptotoetano-sulfonato de sédio) como padréo de pré e pés-tratamento; D, E, F, G e H — Grupos Teste, receberam pré-tratamento com o monoterpeno a-
felandreno (a-Fel)(6,25;12,5; 25; 50; 100 mg/kg). Todos os tratamentos foram por via intraperitoneal (ip), a escolha da imagem se deu por meio da selecao de
uma bexiga considerada mediana entre seu grupo. O grupo SHAM consistiu apenas na administracdo de veiculo aos animais nao tratados.
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4.3 Efeito do a-felandreno sobre os parametros histopatolégicos de

camundongos com cistite hemorragica induzida por ifosfamida

A Tabela 1 demonstra os parametros histopatolégicos (edema e hemorragia)
de tecido vesical dos animais. O a-felandreno, nas doses de 25 e 50 mg/kg, foi capaz
de reduzir significativamente o edema quando comparado com 0 grupo controle
negativo. Entretanto, quando observado o parametro hemorragia, apenas a dose de

25 mg/kg foi capaz de reduzir significativamente o dano hemorragico (Figura 10).

Tabela 1: Avaliacdo histopatologica das bexigas de camundongos com cistite

hemorragica induzida por ifosfamida e tratadas com a-felandreno

Grupos Edema Hemorragia
Veiculo (SHAM) 0 (0-0) 0 (0-0)
Veiculo +IFO (CN) 3,0 (3-3) 3,0 (3-3)
MESNA + IFO 0,6 (0-1)* 0,4 (0-1)*
aFel 6,25 + IFO 1,8 (1-3) 1,4 (1-2)
aFel 12,5 +IFO 1,2 (0-2) 1,4 (1-2)
aFel 25 + IFO 1 (0-2)* 0,8 (0-2)*
aFel 50+ IFO 1 (0-2)* 1,8 (1-3)
aFel 100+ IFO 1,4 (1-2) 2,4 (2-3)

Legenda: Os dados (n=5) foram expressos no formato de média + limite e foram comparados com o
controle negativo* (que recebeu apenas a indugdo com Ifosfamida e veiculo) através do teste estatistico
de Kruskal Wallis seguido de post teste de Dunn’s para comparacdo entre grupos, considerando
p<0,05. (aFel=a-felandreno).

A Figura 11 demonstra o efeito do a-felandreno sobre os parametros
histopatolégicos das bexigas de animais com cistite hemorragica induzida por
ifosfamida. O grupo Sham (painel A) apresenta pouca vasculariza¢do, possui aspecto
liso e cor caracteristica, auséncia de ulceracdes e edema (escore 0). O grupo Controle
Negativo (painel B) demonstra alteracbes microscopicas severas e a bexiga se
apresenta com edemas pronunciados e multiplos pontos de hemorragia, perda celular,
infiltrado de polimorfonucleados e ulceragao acentuada (escore +3). O grupo MESNA

(painel C) demonstra uma reducédo pronunciada das perdas celulares, hemorragia e
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edema em relacdo ao grupo do controle negativo (escore +1). O grupo a-felandreno
(a-Fel) 6,25 mg/kg (painel D) apresenta discreta diferenca em relacdo ao grupo do
controle negativo (escore +2). O grupo a-felandreno (a-Fel) 12,5 mg/kg (painel E)
apresenta uma reducao discreta das perdas celulares, hemorragia e edema, em
relacdo ao grupo do controle negativo (escore +2). O grupo a-Fel 25 mg/kg (painel F)
apresenta uma reducado pronunciada das perdas celulares, hemorragia e edema,
mostrando uma protecao aparente maior que o grupo 12,5 mg/kg (escore +1). O grupo
a-Fel 50 mg/kg (painel G) demonstra uma redugéo aparente da hemorragia e edema
em relacdo ao grupo do controle negativo, porém as perdas celulares se intensificaram
(escore +2). O grupo a-Fel 100 mg/kg (painel H) apresenta uma reducédo aparente da
hemorragia e edema em relacdo ao grupo do controle negativo, porém as perdas
celulares estdo acentuadas (escore +2).



53

Figura 11: Andlises histopatoldgicas dos grupos experimentais.
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Legenda: Secédo A: Grupo Sham, os animais foram tratados apenas com veiculo; Se¢do B: Grupo
Controle Negativo: os animais receberam pré tratamento com o veiculo e receberam indugéo da cistite;
Secédo C: Grupo MESNA: os animai receberam pré e pés tratamento com MESNA e receberam indugéo
da cistite; Secado D,E,F e G: Grupos teste que receberam as respectivas doses de 6,25; 12,5; 25; 50 e
100 mg/kg como pré tratamento e receberam indugdo da cistite com dose Unica da Ifosfamida 400
mg/kg. Os tecidos foram corados com Hematoxilina e Eosina (H&E). (.) Hemorragia; ( .) Polimorfos
nucleados.
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4.4 O a-felandreno reduz os niveis de hemoglobina vesical dos animais com

cistite hemorragica induzida por ifosfamida

A Figura 12 apresenta os resultados da avaliacdo da hemoglobina tecidual
pela técnica da cianometahemoglobina. Os dados demonstram uma reducéo de 40,7
+6,3;60,4%7,2;65,65+3,5e 39,1+ 21 % para as respectivas doses de 6,25; 12,5;
25 e 50 mg/kg quando comparado com CN, porém apenas as doses de 12,5 e 25
mg/kg do a-felandreno e o grupo MESNA tiveram uma reducdo da hemoglobina

vesical em niveis significativos, considerando p<0,05.

Figura 12: Efeito do a-felandreno nos niveis de hemoglobina vesical dos animais com

cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Legenda: Os dados estao expressos em g de hemoglobina por 100 mg de tecido no formato de Média
+ E.P.M, (n=5). Os dados foram comparados com o controle negativo (Tween/Salina)* por Analise de
variancia (ANOVA), oneway seguido do Teste de Bonferroni para um p<0,05.
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45 O a-felandreno reduz o extravasamento vascular em animais com cistite

hemorragica induzida por ifosfamida

A Figura 13 demonstra que o a-felandreno, nas doses de 12,5; 25 e 50 mg/kg,
foi capaz de reduzir o extravasamento vesical do azul de Evans em 34,7 £ 11; 39,3 £

8 e 33,1 + 10 %, respectivamente, considerando p<0,05.

Figura 13: Efeito do a-felandreno no extravasamento vascular do Azul de Evans (AE)

em bexigas com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Legenda: Os dados estdo expressos em ng de AE por mg de bexiga no formato de Média + E.P.M,
(n=5). Os dados foram comparados com o controle negativo (Tween/Salina)* por Analise de variancia
(ANOVA), oneway seguido do Teste de Bonferroni para um p<0,05.
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4.6 O a-felandreno reduz os niveis de mieloperoxidase (MPO) em animais com

cistite hemorragica induzida por ifosfamida

A Figura 14 demonstra que o a-felandreno, na melhor dose (25 mg/kg)
reduziu significativamente os niveis de MPO (62,13 + 1 %) nas lesdes vesicais
induzidas por ifosfamida (P<0.05) quando comparado com 0O grupo negativo.
Entretanto, o tratamento com MESNA ndo apresentou diferenca estatistica quanto a

esse parametro.

Figura 14: Efeito do a-felandreno sobre os niveis de MPO no tecido vesical de animais

com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Legenda: Os dados estdo expressos em Unidade de mieloperoxidase (U) por mg de tecido vesical no
formato de Média + E.P.M, (n=5). Os dados foram comparados com o controle negativo
(Tween/Salina)* por Andlise de variancia (ANOVA), oneway seguido do Student-Newman-Keuls para
um p<0,05.
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4.7 O a-felandreno reduz os niveis de malondialdeido (MDA) no tecido vesical
de camundongos com cistite hemorrégica induzida por ifosfamida

Na Figura 15 observa-se que o a-felandreno na dose de 25 mg/kg reduziu
significativamente os niveis de MDA (25,9 £ 2 %) quando comparado com 0 grupo
lesivo ifosfamida (P<0.05). Entretanto, o tratamento com MESNA n&ao apresentou

diferenca estatistica quanto a esse parametro.

Figura 15: Efeito do a-felandreno sobre os niveis de MDA no tecido vesical de animais

com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Legenda: Os dados foram comparados com o controle negativo (Tween/Salina)* por Analise de
variancia (ANOVA), oneway seguido do Student-Newman-Keuls para um p<0,05.
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4.8 O a-felandreno reduz os niveis de nitrato/nitrito (NOx) no tecido vesical de

camundongos com cistite hemorragica induzida por ifosfamida

A Figura 16 demonstra que a administracdo de ifosfamida elevou os niveis
vesicais de nitrato/nitrito (NOX) quando comparados ao Sham. Por outro lado, o pré-
tratamento com a-felandreno na dose de 25 mg/kg reduziu significativamente o NOx
(15,89 + 0,1 %) quando comparado com o controle negativo (P<0.05). Entretanto, o
tratamento com MESNA ndo apresentou diferenca estatistica quanto a esse

parametro.

Figura 16: Efeito do a-felandreno sobre os niveis de nitrato/nitrito (NOX) no tecido

vesical de animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Legenda: Os dados estao expressos em UM de nitrito/nitrato, no formato de Média + E.P.M, (n=5). Os
dados foram comparados com o Sham” e controle negativo (Tween/Salina)* por Andlise de variancia
(ANOVA), oneway seguido do Student-Newman-Keuls para um p<0,05.
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4.9 O a-felandreno mantém os niveis homeostaticos da superéxido dismutase
(SOD) no tecido vesical de camundongos com cistite hemorragica induzida por

ifosfamida

A Figura 17 demonstra que o tratamento com ifosfamida reduziu os niveis
vesicais de SOD a (59,2 + 11 %) quando comparados ao Sham (normalizado como
100%). Entretanto, o pré-tratamento com a-felandreno na dose de 25 mg/kg foi capaz
de manter os niveis de SOD a 88,17 + 18%. A andlise estatistica mostra ainda que o
pré-tratamento oferece uma resposta de protecéo de 49 + 18 % a deplecéo dos niveis
de GSH quando comparado com o grupo CN (p<0.05). De modo semelhante, o
tratamento com MESNA também foi capaz de manter os niveis enzimaticos de SOD
(99,87 + 16 %) e quando comparado com o controle negativo o MESNA preveniu a
perda de 68,79 * 16 % dos niveis de GSH.

Figura 17: Efeito do a-felandreno sobre os niveis de superoxido dismutase (SOD) no

tecido vesical de animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Legenda: Os dados estdo expressos em Unidade de SOD/ug de proteina, no formato de Média +
E.P.M, (n=5). Os dados foram comparados com o controle negativo (Tween/Salina)* por Andlise de
variancia (ANOVA), oneway seguido do Student-Newman-Keuls para um p<0,05.
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4.10 O a-felandreno mantém os niveis homeostaticos da glutationa reduzida
(GSH) no tecido vesical de camundongos com cistite hemorragica induzida por

ifosfamida

A Figura 18 demonstra que o tratamento com ifosfamida reduziu os niveis
vesicais de GSH a (41,82 + 8 %) quando comparados ao Sham (normalizado como
100%). Entretanto, o pré-tratamento com a-felandreno na dose de 25 mg/kg foi capaz
de manter os niveis de GSH similares ao do grupo Sham. A analise estatistica mostra
ainda que o pré-tratamento oferece uma resposta significativa na protecao a deplecéo
dos niveis de GSH quando comparado com o grupo do controle negativo. O MESNA

nao apresentou efeito significantivo neste grupo.

Figura 18: Efeito do a-felandreno sobre os niveis de glutationa reduzida (GSH) no

tecido vesical de animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Legenda: Os dados estdo expressos em g de GSH por g de tecido, no formato de Média + E.P.M,
(n=5). Os dados foram comparados com o controle negativo (Tween/Salina)* por Andlise de variancia
(ANOVA), oneway seguido do Student-Newman-Keuls para um p<0,05.
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4.11 O a-felandreno é capaz de modular os niveis teciduais de citocinas
inflamatorias

A Figura 19 demonstra que o tratamento com ifosfamida aumentou os niveis
vesicais de IL-13 (283,32 £ 21 %) quando comparados ao Sham (normalizado em
100%). Entretanto, o pré-tratamento com a-felandreno na dose de 25 mg/kg inibiu
(22,7 £ 4 % em relacdo ao CN) o aumento dos niveis de IL-1B a 219,6 + 4 %, e este
achado nao foi estatisticamente significativo quando em comparagcdo com o CN
(p<0,05). A andlise estatistica mostra ainda que o MESNA ndo apresentou efeito

significante na reducéo da expressao desta citocina.

Figura 19: Efeito do a-felandreno sobre os niveis da interleucina IL-13 no tecido

vesical de animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Legenda: Os dados estdo expressos em pg de IL-1B por mL do homogenato do tecido vesical no
formato de Média + E.P.M, (n=5). Os dados foram comparados com o controle negativo
(Tween/Salina)* por Andlise de variancia (ANOVA), oneway seguido do Student-Newman-Keuls para
um p<0,05.
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A Figura 20 demonstra que o tratamento com ifosfamida aumentou os niveis
vesicais de TNF-a (119,46 + 9%) quando comparados ao Sham (normalizado em
100%). Entretanto, o pré-tratamento com a-felandreno na dose de 25 mg/kg inibiu
(28,45 + 11,5 % em relacdo ao CN) o aumento dos niveis de TNF-a a 85,47 + 11%,
sendo uma reducdo significativa quando em comparacdo com o CN (p<0,05). A
analise estatistica mostra ainda que o MESNA apresentou efeito significantivo na

reducdo da expressao desta citocina.

Figura 20: Efeito do a-felandreno sobre os niveis da interleucina TNF-a no tecido

vesical de animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Legenda: Os dados estdo expressos em pg de TNF-a por mL do homogenato do tecido vesical no
formato de Média + E.P.M, (n=5). Os dados foram comparados com o controle negativo
(Tween/Salina)* por Andlise de variancia (ANOVA), oneway seguido do Student-Newman-Keuls para
um p<0,05.
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DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

A cistite hemorragica é o principal adverso ocasionado pelos quimioterapicos
da classe das oxazafosforinas, e este quadro patoldgico se da através da toxicidade
do metabdlito acroleina, onde este efeito adverso é considerado um fator limitante da
terapéutica do cancer com esta modalidade de quimioterapia (SOUZA, et al., 2000;
DECKER; KARAM; WILCOX, 2009). O metabdlito acroleina pode se acumular na
bexiga e, consequentemente, causar inflamagéo aguda e cistite hemorragica, que por
sua vez, promove uma ruptura da membrana intraluminal, viabilizando o seu contato
com as camadas mais profundas do epitélio, o que induz deslocamento das células
uroteliais a desenvolverem um tipico processo inflamatério robusto, resultando
histologicamente em edema subepitelial, infiltracdo de neutrofilos, hemorragia e
destruicdo de tecido endotelial (THEMAN et al., 1987; GONZALEZ et al., 2005;
MACEDO, 2010).

Para decidir a via de administragdo do farmaco, a via oral e intraperitoneal
foram utilizadas em delineamentos de screening, porém foi obtida muita variabilidade
de resposta nas andlises das administracdes pela via oral (dados ndo mostrados),
tomando esta variacdo como um ponto negativo e ainda levando em consideracao
gue as terapias paliativas para o manejo deste efeito adverso na clinica utilizam a via
parenteral. Assim, o delineamento farmacoldgico foi realizado utilizando a via
intraperitoneal).

A formacdo do edema caracteristico, pode ser observada no nosso estudo,
onde a analise indireta do peso Umido vesical médio do grupo controle negativo
apresenta uma elevacao consideravel em relacdo ao grupo placebo (sham) e neste
modelo o MESNA e o a-felandreno mostraram ser capazes de prevenir 0 surgimento
do edema. Ainda neste contexto da inducdo inflamatéria, em contraste com o0s
resultados observados com os parametros macroscoépicos, obteve-se uma resposta
de reducdo do edema para as doses de 25 e 50 mg/kg, porém a atividade do a-
felandreno sobre a hemorragia s6 se pronunciou de forma significativa na dose de 25
mg/kg. Estes mesmos resultados podem ser observados visualmente através das
macroscopias que representam a mediana do seu grupo.

Esses dados ainda corroboram com os achados histologicos que demonstram

que administracdo de ifosfamida provoca uma cistite hemorragica com intensa
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destruicdo celular e, neste contexto, é possivel observar também que tanto o MESNA
guanto o a-felandreno sao capazes de atenuar a progressao da lesédo, especialmente
para as doses de 25 e 50 mg/kg , onde é possivel ver uma diminui¢do da destruicdo
celular, hemorragia e migragdo leucocitaria. Assim a atividade citoprotetora do a-
felandreno se evidencia nas avaliagcdes de parametros observacionais, portanto, para
delinear melhor esta avaliacdo, parametros quantitativos foram avaliados com base
em premissas logicas, para estabelecer dados mais sélidos de marcadores de dano
tecidual que quantifiquem a lesdo vesical em abordagem espectrofotométrica.

Dessa maneira, um dos achados classicos da cistite hemorragica induzida por
oxazafosforinas é a presenca marcante de um extravasamento maci¢co de hemacias
maduras e reticulécitos, caracterizado pela presenca de macro e micro hematiria
(CAMPOBASSO; BERRINO, 1972; FREITAS et al., 2017). Este parametro de
hemorragia foi abordado de forma quantitativa através do doseamento da
hemoglobina tecidual, que por sua vez € diretamente proporcional aos rompimentos
vasculares ocorridos na bexiga. Assim, a quantidade e tamanho desses depdésitos de
hemoglobina na matriz extracelular do tecido vesical € proporcional a extensdo do
dano vesical ocasionado pelo metabdlito do antineoplasico ifosfamida.

Os dados da avaliacéo revelaram uma atividade protetora do a-felandreno na
hemorragia vesical, especificamente para as doses de 12,5 e 25 mg/kg, sendo
observado uma reverséo do efeito protetor deste monoterpeno em doses superiores
a 50 mg/kg, o que contribui portanto, para estabelecer uma margem terapéutica para
sua utilizacdo. Este efeito ainda pode ser acompanhado de alteracfes histolégicas
importantes, como diminuicdo da densidade epitelial, da densidade muscular e
aumento aparente de grandes vasos no tecido vesical, determinando que as doses
muito altas de a-felandreno podem ter seu efeito benéfico revertido por uma possivel
toxicidade intrinseca do préprio terpeno em doses elevadas. Este efeito se comporta
como o descrito fendbmeno de Hormese, que é muito observado quando se trabalha
com derivados naturais (COOK; CALABRESE, 2007).

A parede dos vasos (endotélio) representa uma forma de interface protetora
gue separa o0 sangue dos tecidos, onde esta barreira € permedvel a agua, eletrolitos
e pequenas moléculas, sendo que o calor, traumas ou o0s préprios mediadores da
inflamag&o podem alterar a integridade e funcionalidade desta barreira, aumentando
a permeabilidade aos elementos intravasculares (proteinas) (MESQUITA, 2008;
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FRANCISCHETTI, 2010). A cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas ja foi
bem caracterizada e em modelo animal foi demonstrado que dentre seus metabdlitos,
a acroleina destaca-se como o agente irritativo do epitélio urotelial e que sua
deposigcéo pode causar um processo caracterizado por edema, ulceracdo, hemorragia
e necrose no uroepitélio (BROCK, 1979; SILVA-JUNIOR, 2013).

Para quantificar de forma mais precisa a extensao do edema do tecido vesical,
foi utilizado o corante azul de Evans, pelo fato de que este substrato cromogénico
liga-se com alta afinidade a albumina sérica e este complexo tem sido frequentemente
utilizado para avaliar de forma quantitativa a extensao do extravasamento vascular
gue acompanha a inflamacao tecidual, consistindo em um método barato, preciso e
eficiente, e que pode ser adaptado para avaliar o extravasamento em uma variedade
de condi¢cdes patologicas experimentais, em especial condi¢cdes inflamatdrias
(KRZYZANOWSKA, 2010; RAMESH; MAHALASKSHMI; SALAWADI, 2014).

Assim os resultados da avaliacdo da extensédo da cistite hemorragica com o
azul de Evans demonstram que o a-felandreno nas doses de 12,5, 25 e 50 mg / kg é
capaz de diminuir o extravasamento vascular de proteinas, assim consolidamos que
o monoterpeno a-felandreno possui potencial protetor da progressdo da cistite
hemorragica induzida pelo antineoplasico ifosfamida. Este achado € compativel com
o padrdo de atividades anti-inflamatdrias expressadas por monoterpenos com
estrutura quimica relacionada ao a-felandreno (ROMERO; ROMERO, 2014) como o
Timol (RIELLA et al., 2012), Carvacrol (SILVA et al., 2012; LIMA et al., 2013) e Linalol
(PEANA, et al., 2002).

Na cascata inflamatdria, o neutrofilo é o primeiro tipo de leucdcitos a entrar na
leséo, estimulado por citocinas pré inflamatérias como as interleucinas 1, 2, 6, 7 e
TNFa (Fator de Necrose Tumoral) (OLIVEIRA, et al., 2011), e podem constituir até
50% de todas as células presentes na lesdo (FRANCISCHETTI, 2010; MEDEIROS;
DANTAS FILHO, 2016). Assim, para melhor caracterizar o efeito citoprotetor do a-
felandreno, recorreu-se a avaliagdo da mieloperoxidase para estabelecer o efeito
protetor do monoterpeno a-felandreno na inibigdo da formacéo da cistite hemorragica.

A mieloperoxidase (MPO) é uma heme proteina produzida por neutréfilos e
mondcitos, que por sua vez € liberada pela ativacdo e pela degranulagdo dos
leucdcitos polimorfonucleares, sendo um marcador de estresse oxidativo endotelial

onde h& o envolvimento de neutrofilos (VELOSSA et al,. 2013). A MPO por sua vez,
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tem envolvimento em uma série de doencas degenerativas e varios autores discutem
o envolvimento desse marcador em reacdes inflamatdrias, e que esta enzima seja um
alvo em potencial para doencas inflamatérias com degeneracéao celular (LEFKOWITZ;
LEFKOWITZ, 2008).

Para esta avaliacdo foi utilizada a dose que melhor obteve resultados na
avaliacao funcional (25 mg/kg) e os dados mostram que o pré-tratamento com a-
felandreno foi capaz de reduzir os niveis teciduais de mieloperoxidase de forma
significativa no tecido vesical, mostrando que este terpeno € capaz de atenuar a
migracado neutrofilica para o tecido vesical durante uma inflamacao induzida pelos
metabdlitos da ifosfamida. Esses achados sugerem que o a-felandreno é capaz de
diminuir o processo de inflamacao vesical induzido pela acroleina, dados esses que
corroboram com as propriedades anti-inflamatérias delineadas por avaliacdes
anteriores de nossa equipe, que apontou este monoterpeno como detentor de
atividade anti-inflamatoria (SIQUEIRA et al,. 2016b).

Ainda no contexto da caracterizag¢ao da atividade citoprotetora do a-felandreno,
a investigacdo do efeito deste monoterpeno sobre a presenca de marcadores de
degeneracéao tecidual na progressao da cistite hemorragica, foi avaliada através do
doseamento dos niveis teciduais de malondialdeido. Os radicais livres tém a
capacidade de modificar as reacdes que ocorrem nas células e causar deterioracao
de lipidios, proteinas e nucleotideos presentes nas células do tecido
(SUBRAMANYAM et al,. 2018). O teste mais amplamente utilizado para a avaliacdo
da peroxidacao lipidica € o doseamento da concentracdo de MDA tecidual, pois 0
mesmo € um dos principais produtos finais da peroxidacao lipidica, que € usado como
um biomarcador da lesdo da membrana celular causada principalmente pelo ataque
de radicais livres de hidroxila OH® (GODINHO et al., 2018; SUBRAMANYAM et al.,
2018).

Para investigar o papel do dano tecidual decorrente do processo inflamatério
pela lesédo induzida por antineoplasico, a avaliagdo dos niveis de MDA foi realizada
para quantificar indiretamente a peroxidacéo lipidica no tecido vesical e o efeito do a-
felandreno na atenuacdo do estresse oxidativo celular, mostrando que o pré
tratamento com este monoterpeno foi capaz de reduzir significativamente os niveis
teciduais de MDA no tecido vesical, frente ao modelo experimental de cistite
hemorragica. Estes dados corroboram com achados na literatura, pois Cabral et al.,



69

(2015) demonstraram que o a-felandreno possui elevada atividade antioxidante,
avaliada através da presenca de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

Assim, os resultados mostram que o a-felandreno possui atividade moduladora
da agressédo celular decorrente da peroxidacdo lipidica, e que esta atividade lhe
confere propriedades bastante promissoras em relacdo ao MESNA, pois este apenas
se ativa em ambiente acido (na urina) por meio de hidrélise e age como um quelante
quimico da acroleina, formando um produto estavel e ndo toxico, que por sua vez é
eliminado pela urina, ndo causando danos ao tecido vesical (TAKAMOTO; SAKURA,;
NAMERE, 2004; CHABNER; LONGO, 2015; TELES et al., 2017).

O MESNA também é utilizado na clinica para o tratamento da cistite
hemorragica induzida por oxazafosforinas (SOUZA et al., 2000). Possui atividade
antioxidante que € atrelada ao seu grupo tiol, tendo acéo de protecéo a agressividade
guimica de compostos carbonilantes, sendo comparada a N-acetil-cisteina e cisteina
em modelo de carbonilacdo de proteinas do soro (MACALLISTER et al., 2013), e
possui relatos de diminuicdo dos niveis de MPO e reducdo de EROS em doses de
300 a 400 mg/kg (MILLER; MURLEY; GRDINA 2014; TRIANTAFYLLIDIS et al., 2016).
Por outro lado, sua atividade em prevenir a cistite hemorragica induzida por
ifosfamida, segundo Rosa (2004), ndo é tao eficaz por conta de sua meia vida baixa
(>0,5 horas), além de ter um custo muito alto.

Os achados na literatura tornam mais consistentes o potencial citoprotetor do
a-felandreno, pois em delineamentos anteriores foi demonstrado que este
monoterpeno possui potencialidade de reduzir os niveis de mieloperoxidase e
citocinas pré inflamatorias (IL-18 € TNFa) no modelo de inflamacéao por edema de pata
(SANTOS, 2015), o que fornece subsidios para teorizar que a reducdo da cistite
hemorragica pelo a-felandreno tem relagdo positiva com a modulacdo de sistemas
endogenos de regulacdo inflamatéria e protecdo antioxidante. Neste contexto, a
pesquisa de um farmaco que traga atividades citoprotetoras dependentes de
modulacdes das defesas antioxidantes enddgenas € uma proposta com boas
premissas (SOUSA et al., 2000).

Assim, para avaliar a interagdo do a-felandreno com mecanismos celulares
envolvidos na extensdo da inflamacédo, avaliamos o efeito deste monoterpeno na
modulacdo dos niveis de espécies reativas de nitrogénio (equilibrio nitrosativo),

através dos metabdlitos nitrito/nitrato (NOx), ja que a mensuracdo do radical NO’
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torna-se dificil pelo fato deste radical possuir uma meia-vida curta, sendo a
mensuracao de seus metabdlitos nitrito/nitrato (NOx) mais adequada para avaliar a
producéo de NO' (ALMEIDA, 2014).

O estresse nitrosativo € um processo que ocorre em paralelo com o estresse
oxidativo, e acontece quando ha um desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de nitrogénio (ERNs) e o consumo dessas espécies, podendo causar danos
nas membranas celulares como peroxidacéo lipidica, mudancas na estrutura e fungéo
de proteinas decorrentes da sua oxidacdo ou ainda danos a estrutura do DNA
(KURUTAS, 2015; KIM et al., 2015; GOMES, 2017). As ERNs merecem atencao
especial como agentes oxidantes enddgenos, sendo a principal delas o 6xido nitrico
(NO"), um radical livre abundante no organismo que atua como importante molécula
de sinalizacdo em varios processos biolégicos, entretanto o excesso de producéo de
NO- pode se tornar prejudicial, ja que a reagdo do NO* com o O%" forma o peroxinitrito
(ONO?"), uma molécula altamente reativa, que pode reagir com grupamentos de
proteinas, lipidios ou DNA e ocasionar graves danos as células.

Neste contexto, o a-felandreno mostrou-se capaz de reduzir os niveis de
moléculas reativas derivadas do 6xido nitrico (NOx) no tecido vesical, caracteristica
esta que nao foi compartilhada pelo farmaco padrdo em utilizacdo no mercado
(MESNA), e este potencial protetor da formacdo de espécies quimicas danosas no
meio tecidual é visto como sendo uma caracteristica promissora para um citoprotetor,
(SOUSA et al., 2000).

A relacdo entre o estresse oxidativo e nitrosativo € ténue, pois 0s elementos
podem se combinar para formar compostos altamente reativos e em alta velocidade,
como pode ser observado na formacgdo de peroxinitrito (ONO?* por reacdo de O %~
com NO°) (VASCONCELOS et al., 2011). Por outro lado, tem-se um complexo sistema
de defesa enddgeno para proteger os tecidos da lesao celular induzida por EROs e
ERN'’s. Esse sistema antioxidante pode ser dividido em enzimético, onde se destacam
enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase e a
tiorredoxina; ndo enzimatico hidrofilico, composto por proteinas, acido urico, acido
ascorbico, selénio e zinco; e ndo enzimatico lipofilico, em que se destaca o a-tocoferol
(KURUTAS, 2016; COSTA, 2016). A SOD é a enzima antioxidante que mais merece
destaque visto que sua funcdo enzimatica final resulta tanto na diminuicédo de ERO’s

quanto de ERN’s. Sua acdo de dismutacdo do anion superéxido (O%*) é capaz de
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diminuir o substrato para a formacéo de peroxinitrito (ONO?~), porém, a atividade da
SOD é reduzida quando ha elevadas concentracdes de espécies reativas de oxigénio,
especialmente (O%") (VASCONCELOS et al., 2011).

Com base nestas observacoes, que qualificam a atividade da SOD como um
bom marcador de estresse oxidativo, este estudo delineou sua atividade, onde o
monoterpeno a-felandreno foi capaz de manter os niveis da SOD em comparac¢ao com
o controle negativo, mostrando que este monoterpeno é capaz de prevenir 0 consumo
da atividade da enzima SOD pela formacgéo de espécies reativas de oxigénio. Estes
dados confirmam os de Santos (2015) que mostrou que o a-felandreno diminuiu o
desgaste da atividade da SOD em um modelo de inflamacéo classica (edema de pata
em camundongo).

As defesas antioxidantes também possuem mecanismos ndo enzimaticos,
dessa forma, a glutationa (GSH), um tripeptideo encontrado intracelularmente em
altas concentracdes, € um agente de grande importancia na biotransformacéo e
eliminacgédo de radicais livres. Muitas das reagdes da GSH envolvem o grupo sulfidrila
(SH), que por sua vez é altamente polarizavel, sendo um bom nucledfilo para reacées
com compostos quimicos eletrofilicos de alta reatividade, tornando a GSH um bom
redutor (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008). A combinacéo de suas particularidades
(ubiguidade e abundancia nas células) e das propriedades quimicas do grupo sulfidrila
suporta a proposta de que a GSH surgiu na evolucao biogquimica como uma protecéo
contra espécies reativas de oxigénio e compostos eletrofilicos gerados por processos
oxidativos, tanto no organismo quanto no ambiente em que este vive, sendo, portanto,
uma molécula citoprotetora (SANTOS, 2016).

Sabe-se que os niveis intracelulares de GSH dependem do balanco entre o seu
consumo (oxidacao) e de sua sintese e neste contexto € sabido que o metabdlito das
oxazafosforinas (acroleina) reage rapidamente com compostos intracelulares,
particularmente com a GSH (KEHRER; BISWAL, 2000). Em adicional se reconhece
que a acroleina livre induz geracdo de radicais livres de oxigénio, como anion
superoxido e radical hidroxil, bem como pode iniciar a peroxidacao lipidica (BATISTA,
2002). Dessa forma este trabalho doseou os niveis teciduais de GSH e os achados
apontaram que tanto o MESNA quanto o monoterpeno a-felandreno foram capazes
de manter os niveis teciduais de GSH, visto que o tratamento com 0 monoterpeno

preveniu a perda de GSH em condi¢des de inducao da cistite, 0 que demonstra que
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tanto o MESNA quanto o a-felandreno interferem na progressdo da formacdo de
compostos oxidantes induzidos pela acroleina no tecido vesical, onde o MESNA atua
por meio de reacgdes envolvendo seu grupo sulfidrila (CHABNER; LONGO, 2015;
TELES et al., 2017) e o a-felandreno pelo seu potencial antioxidante j& previamente
determinado (CABRAL, 2015). O MESNA, apesar de sua atividade antioxidante
gracas a seu grupo sulfidrilico, ndo apresentou atividade nesta avaliacdo ( CHABNER;
LONGO, 2015; TELES et al., 2017).

No processo de progressdo do dano urotelial induzido pela agéo toxica da
acroleina, tem-se uma sinalizacédo inflamatéria das células epiteliais e do tecido
conjuntivo com os macrofagos teciduais, promovendo um aumento local de citocinas
pro-inflamatorias, principalmente do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da
interleucina 18 (IL-18) (RIBEIRO et al,. 2012). O Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-
a) € uma citocina inflamatéria que é produzida em resposta a infecgcdes/agressoes
teciduais, sendo considerado o mediador primario da inflamacao (ULLOA; TRACEY,
2005). O excesso de TNF-a torna-se deletério, induzindo a ativacdo de outras
citocinas, bem como do sistema oxidativo celular, os quais promovem inflamacéao,
ativacdo dos neutrdéfilos, aumentando sua habilidade em destruir microrganismos,
ativa mastocitos, amplifica e prolonga a inflamacéo, além de estimular a fagocitose e
a producéao de oxidantes culminando em destruicdo tecidual (VARELLA; FORTE 2018;
LIU et al,. 2018). A IL-1 possui fungdo similar & do TNF-a e induz a resposta
inflamatoria sistémica em resposta a um agravo inicial (STUMPF, 2014).

Na conjuntura da importancia destas citocinas na progressao do dano tecidual,
este trabalho analisou os niveis teciduais de TNF-a e IL-13 através da técnica do
ELISA sanduiche, mostrando que o monoterpeno a-felandreno é capaz de diminuir de
forma significativa o aumento das concentragdes teciduais do (TNF-a).
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Figura 21. Resumo das atividades do a-felandreno na prevencdo da cistite

hemorragica induzida por ifosfamida.
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Legenda: IL-1B ( Interleucina 1 beta); TNF-a ( Fator de Necrose Tumoral alfa); SOD ( Superdxido
Dismutase); GSH ( Glutationa reduzida); Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN’s); Espécies Reativas
de Oxigénio (ERO’s); Mieloperoxidase (MPO); Malondialdeido (MDA); (-) diminui; (+) aumenta; (ns)

resposta ndo significativa.
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CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

v' Evidenciou-se o potencial protetor do a-felandreno na prevencdo do dano
tecidual causado pelo quimioterapico ifosfamida.

v Foi possivel observar o efeito deste monoterpeno na atenuacgéo da hemorragia,
edema e migracao neutrofilica no processo inflamatério da cistite hemorragica
induzida por ifosfamida;

v" Demonstrou-se o efeito redutor do a-felandreno sobre os parametros do
estresse oxidativo peroxidacdo lipidica tecidual através do marcador
Malondialdeido (MDA) e dosagem de Nitrito (NO2’)/Nitrato (NO3),

v' Esclareceu-se a atividade redutora do a-felandreno sobre antioxidantes
endogenos (Superoxido Dismutase —SOD e Glutationa Reduzida — GSH);

v O o-felandreno mostrou potencial efeito inibidor da elevacdo dos niveis
teciduais de Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) na inflamacéo tecidual causado

pela quimioterapia com ifosfamida.
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