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RESUMO

GONCALVES FILHO, Antonio. Efeitos do extrato de Chenopodium ambrosioides L.
na cistite induzida pela ciclofosfamida. 2013. 47 f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) - Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro; Universidade Federal do
Maranh&o, Séo Luis, 2013.

A cistite hemorragica (CH) consiste em um processo inflamatério difuso de
origem infecciosa ou ndo que resulta em um sangramento da mucosa vesical. As CH
cronicas recorrentes induzidas pela ciclofosfamida (CYP) sdo um desafio na pratica
clinica pela alta morbidade e por vezes mortalidade dos pacientes. O tratamento da
CH induzida pela ciclofosfamida consiste no uso de MESNA, disulfiram, N-acetil-
cisteina, anti-inflamatorio, oxigénio hiperbarico, hiper-hidratacéo e irrigagao vesical,
mas novas terapias tém sido investigadas, inclusive usando produtos naturais. A
espécie vegetal Chenopodium ambrosioides L., conhecida popularmente como
mastruz, mastruco e erva-de-Santa-Maria, tem sido relatada pela populacdo como
anti-inflamatoério e analgésico. O presente estudo investigou os efeitos do extrato
bruto hidroalcodlico de folhas de Chenopodium ambrosioides na CH induzida pela
ciclofosfamida em ratos. Vinte e nove ratos receberam 150 mg/kg de CYP por via
intraperitoneal (i.p.) para inducdo de CH e em seguida foram divididos em trés
grupos: controle negativo (CN), tratados com soro fisiolégico a 0,9%; extrato bruto
hidroalcodlico de Chenopodium ambrosioides (EBHCa), tratado com dose Unica de
50 mg/kg de extrato bruto hidroalcodlico de Chenopodium ambrosioides (EBH) e
controle positivo (CP), tratados com dose Unica de 15 mg/kg de diclofenaco de
potassio, todos por gavagem. ApGs 48 horas da inducdo da CH os animais foram
sacrificados para retirada da bexiga, que foi preparada para analise histopatologica e
imuno-histoquimica. O EBH foi capaz de diminuir o peso da bexiga e
histologicamente a inflamacdo aguda e cronica da bexiga, a extensdo do infiltrado
inflamatério na parede vesical e a neoformacédo capilar do mesmo modo que o
diclofenaco de potéssio, quando comparados ao grupo CN. Observou-se ainda uma
reducdo da expressdo imuno-histoquimica de cicloxigenase-2 (COX-2) e do fator
nuclear kappa B (NFkB) na bexiga. No presente estudo o EBH das folhas de
Chenopodium ambrosioides apresentou atividade anti-inflamatoria, semelhante ao
diclofenaco de potassio, no tratamento da CH induzida pela CYP.

Palavras-chave: Chenopodium ambrosioides. Cistite. Ciclofosfamida. Anti-
inflamatorio.



ABSTRACT

Hemorrhagic cystitis (HC) consists of a diffuse inflammatory process that
results on the bleeding of the bladder mucosa due to infectious or noninfectious
etiology. Chronically recurrent CYP induced HC remains a challenge to clinical
practice given its high morbidity and sometimes mortality of patients. Treatment
consists of administering MESNA, disulfiram, N-acetylcysteine, anti-inflammatory,
hyperbaric oxygen, hyperhydration and bladder irrigation, though new therapies have
been investigated, such as the use of natural products. Popularly known as mastruz,
mastruco and erva-de-Santa-Maria, Chenopodium ambrosioides L. has been
generally reported by people as having anti-inflammatory and analgesic effects. The
following study investigated the effects of a hydroalcoholic crude extract (EBH) of
Chenopodium ambrosioides leaves on cyclophosphamide (CYP) induced HC in rats.
In order to induce HC, twenty nine rats were intraperitoneally (i.p.) administered
150mg/kg of CYP and then divided into three groups: negative control (NC) were
treated with 0,9% saline solution; hydroalcoholic crude extract of Chenopodium
ambrosioides (EBHCa) were treated with a single dose of 50 mg/kg of EBH
administered and positive control (PC) were treated with a single dose of 15 mg/kg of
diclofenac potassium, all of them by gavage. After 48 hours of HC induction, all rats
were sacrificed, their bladders removed and prepared for histopathological and
immunohistochemical analysis. EBH was able to decrease bladder weight and
histologically decrease acute and chronic bladder inflammation, decrease on the
infiltrated inflammatory extension of the bladder wall and capillary neoformation in the
same way of those from group CN. There was also a reduction in the
immunohistochemical expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and nuclear factor
kappa B (NFkB) in the bladder. In this study, Chenopodium ambrosioides leaves
EBH showed anti-inflammatory activity which was similar to results from diclofenac
potassium used on treatment of CYP induced HC.

Keywords: Chenopodium ambrosioides. Cystitis. Cyclophosphamide.  Anti-
inflammatory.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

LISTA DE FIGURAS

Chenopodium ambrosioides...........cccooviiiiiiiiiiiii e

Efeito do extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Chenopodium
ambrosioides (EBHCa) sobre os pesos das bexigas dos ratos com
cistite hemorragica induzida pela ciclofosfamida

Efeito do extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Chenopodium
ambrosioides (EBHCa) sobre a celularidade da urina dos ratos
com cistite hemorragica induzida pela ciclofosfamida

Efeito do extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Chenopodium
ambrosioides (EBHCa) sobre a andlise histoldégica das bexigas
dos ratos com cistite hemorragica induzida pela ciclofosfamida
(CYP), segundo os critérios de Ramzi (1999), modificado................

Fotomicrografias da histologia monstrando inflamac&o aguda nas
bexigas de ratos com cistite hemorrdgica induzida pela
CICIOfOSTAMIAL. ... .eviiiiiiieiiiiiic e

Efeito do extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Chenopodium
ambrosioides (EBHCa) sobre a expressdo imuno-histoquimica de
COX-2, NFkB e INOS nas bexigas dos ratos com cistite
hemorragica induzida pela ciclofosfamida (CYP), segundo os
escores de intensidade e distribuiG8o.............ooeevviiiiiiiiiiiiii

Fotomicrografias da imuno-histoquimica nas bexigas de ratos com
cistite hemorragica induzida pela ciclofosfamida..............................

Efeito do extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Chenopodium
ambrosioides (EBHCa) sobre a producdo do fator de necrose
tumoral alfa (TNF- a ) no sobrenadante da cultura de células dos
linfonodos drenantes da bexiga dos animais com cistite
hemorragica induzida pela ciclofosfamida (CYP)...........cccoeevviiennnne.

25

26

27

28

29

30



CBA
CH

CN
COX-2
CP
CYP
DAB
DNA
EBH
EBHCa

eNOS

HE

IFO

INOS
I.p.
LUTS
MESNA
NaNO;
NFxB
nNOS

NO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ensaio citométrico de esferas ordenadas
Cistite hemorragica

Controle negativo

Ciclooxigenase dois

Controle positivo

Ciclofosfamida

3, 3'-diaminobenzidina

Acido desoxirribonucleico

Extrato bruto hidroalcodlico

Extrato bruto hidroalcodlico de Chenopodium ambrosioides
Oxido nitrico sintetase endotelial

Gauge

Hemotoxilina-eosina

Ifosfamida

Interleucina

Oxido nitrico sintetase induzivel
Intraperitoneal

Lower urinary tract symptoms (sintomas do trato urinario inferior)
Sadio-2-mercapto-etanosulfonato
Nitrito de sédio

Fator de transcricdo nuclear kappa B
Oxido nitrico sintetase neuronal

Oxido nitrico



NO, Nitrito

NOS Oxido nitrico sintetase

ONOO Peroxinitrito

p Nivel de significancia

PBS Solucgao salina tamponada com fosfato

pH Potencial hidrogenidnico

ROS Espécies reativas de oxigénio

rpm Rotacdes por minuto

RPMI Meio de solugéo produzido no Instituto Memorial Park Roswell
S.E.M. Desvio padrdo da média

SuUs Sistema Unico de Saude

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa



11
1.2

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

SUMARIO

INTRODUGAO. ... .ottt
OBIETIVOS . ..o et e e e e e e aaans
(O] oYL= LAY 0 o 1= - | S
ODbjetiVOS ESPECITICOS . ..uuuiiiiiiiiiie e e
METODO.....cuiiuiieteietet ettt ettt ettt s sttt ese s se s ene e
Material VEgEtal........cc.uuiiiiiiiiieiiie e
Preparacédo do extrato hidroalcodlico de Chenopodium ambrosioides
ANTMAIS ettt e e e e e e e e e e e e e e et e e e e aaaaaaaaaans
Inducé&o de cistite e tratamento doS aniMaiS...........ueeeeiiiiiereeeeeeiiereeeiiiiiens
Morte dos animais e coletas realizadas...........cccvuvvevveiiiiiiiine e
Analise histoldgica dabeXiga.......ccoeeeeiiiiiiiciiiieeee e
Analise imuno-histoquimica da bexiga........ccccceeevieiiiiei,
Determinacao da producdo de 0Xido NitriCO.......ceveeeeeeeeeeeeeeiiiiicce e
Dosagem de TNF-a na urina, no soro e nos linfonodos (sobrenadante)
ANALISE ESTALISTICA.....ci i i
RESULTADOS. ...ttt ettt e e e et e e e e e s st e e e e s annnneaeaeas
Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides sobre o
peso da bexiga e o infiltrado inflamatério na urina dos animais com
(oS3 P
Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides sobre a
resposta inflamatoria aguda e crénica, a proliferacdo fibroblastica, a
colagenizacdo, a extensdo do infiltrado inflamat6rio e a neoformacéo
(o8- o 11 K= | (ST PPPPPPPPP
Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides na
expressdo da COX-2, NFkB e iNOS na bexiga dos animais com cistite...
Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides na
concentracdo de TNF-a na urina, no soro e no sobrenadante da
cultura de células dos linfonodos drenantes da bexiga dos ratos com
(od S (=TSP P PP P
Investigar a producdo de Oxido nitrico pelas células dos linfonodos

drenantes da bexiga de animais com CiStite........ccccvvvviiiiiiiiieieieeieeeieeians

13
18
18
18
19
19
20
20
20
21
22
22
23

24

25

25

26

28

31

31



3.6

3.7

Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides na
celularidade dos 6rgéaos linféides dos animais com cistite..................... 32

Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides no

peso médio do bacgo, do figado, dos linfonodos e dos rins...........cc.uue..... 32
DISCUSSAO. ....oiiiiiiiieieieie ettt 34
CONGCLUSOES ..ottt ne s 38
REFERENCIAS . .....oiiiiieieitieie ettt ettt b s s 39
APENDICE A — Protocolo de anélise histoldgiCa.............cc.cveveeeveeeveeeennnnen. 45

APENDICE B — Protocolo de analise imuno-histoquimica.................cccoc...... 47



13

INTRODUCAO

A cistite hemorragica (CH) consiste em um processo inflamatorio difuso de
origem infecciosa ou ndo, que resulta em sangramento da mucosa vesical. As
causas infecciosas sdo as mais frequentes e respondem de modo satisfatorio ao
tratamento. Porém, as CH crénicas recorrentes sdo um desafio na prética clinica,
pela alta morbidade e por vezes mortalidade dos pacientes (Hadjibabaie et al., 2008;
El-zimaity et al., 2000).

Dentre as causas mais frequentes de CH cronicas recorrentes estdo a
quimioterapia com as oxazafosforinas, como a ciclofosfamida (CYP) e seu analogo
sintético, a ifosfamida (IFO), e as radioterapias pélvicas (Moy, 2012; Seber et al.,
1999). A CYP é um agente alquilante citotoxico utilizado na quimioterapia para
tratamento de doencas linfoproliferativas, alguns tumores solidos e em doengas nao
neoplasicas, como sindrome nefrotica, ldpus eritematoso sistémico e artrite
reumatoide (Korkmaz et al., 2012).

A CH ocorre em 10% a 40% dos pacientes submetidos a altas doses de
ciclofosfamida para tratamento de tumores sélidos e em mais de 70% daqueles
tratados apds transplante de medula éssea (Shepherd, 1991). Clinicamente,
manifesta-se com sintomas do trato urinério inferior agrupados sob a sigla LUTS
(lower urinary tract symptoms): disuria, polacidria, urgéncia miccional, nicturia, dor
supra-pubica e hematdria microscopica ou macroscopica (Moy, 2012). Os pacientes
com pequena hematliria podem apresentar anemia ferropriva, mas em casos
severos pode ocorre choque hipovolémico. Esses sinais e sintomas podem persistir
por semanas até anos, mesmo apds a suspensdao do uso da droga (Stillwell;
Benson, 1988).

A urotoxicidade da CYP esta associada a excrecao renal de seus metabdlitos
4-hidroxi, especialmente a acroleina, formada a partir da hidroxilagcdo enzimatica
microssomal hepatica da droga (Cox, 1979; Korkmaz et al., 2005; Chow et al., 2006).

Ribeiro et al. (2012) propuseram um modelo de quatro fases para explicar a
cistite hemorragica induzida pela ciclofosfamida: fase inicial, fase de sinalizacao,
fase ulcerativa e a fase de resolucéo. A fase inicial & caracterizada pelo acimulo da
acroleina na bexiga causando dano ao urotélio. Na fase de sinalizagédo
(inflamatédria), as células epiteliais e do tecido conjuntivo, como os macrofagos,

promovem um aumento local de citocinas inflamatérias, principalmente do fator de
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necrose tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina-1B, pela via do fator de transcricao
nuclear kappa B (NFxB). Ocorrem também aumentos de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e da expressédo de enzimas inflamatdrias, como a o6xido nitrico
sintetase induzivel (INOS) e a cicloxigenase-2 (COX-2). A combinag¢do de 6xido
nitrico (NO) e radicais superoxidos pode levar a producdo do radical livre
peroxinitrito (ONOQO’). Na fase ulcerativa (sintomatica) ha o desnudamento do
epitélio e o aparecimento de Ulceras que causam LUTS e disfuncdo vesical. Na
quarta e Ultima etapa, comeca a ocorrer a reparagao tecidual, possivelmente a partir
da sinalizacao dos fibroblastos e aumento local de fatores de crescimento, como o
fator de crescimento de queratindcitos.

Dentre as alteracdes histolégicas observadas na CH por CYP, podem ser
destacadas: edema, hemorragia, com ou sem formacdo de coagulos vesicais,
erosdo e ulceracdo da mucosa, infiltracdo leucocitaria e depésito de fibrina (Morais
et al., 2009).

A incidéncia de complicagbes com o uso da CYP tem diminuido apés o
emprego de medidas profilaticas, como o uso de MESNA (sédio-2-mercapto-
etanosulfonato) (Shepherd, 1991; Meisenberg, 1994) que se liga a acroleina,
inativando-a. Lima et al. (2007), entretanto, detectaram que mesmo com 0 emprego
da profilaxia classica com trés doses de MESNA, 66,7% dos paciente apresentavam
lesbes graves de bexiga a cistoscopia e 100% deles possuiam dano ao epitélio
vesical. Ha relato ainda de dermatose grave com o uso de MESNA (Lin; Keefe,
2011).

Devido a efetividade parcial com o uso de MESNA, outros métodos tém sido
empregados para tratar ou prevenir a CH induzida pelo uso da CYP, incluindo o uso
oral de disulfiram, N-acetil-cisteina e anti-inflamatérios, oxigénio hiperbarico, hiper-
hidratacdo e a irrigacdo vesical com uma destas substancias: solucdo salina,
formalina, fenol, nitrato de prata e prostaglandina. Procedimentos mais agressivos,
como embolizacdo da artéria hipogastrica, cistectomia com derivacdo urinaria e
ampliacdo vesical sdo reservados para as hemorragias refratarias aos outros
tratamentos (Chow et al. 2006).

Pesquisas cientificas tém testado os efeitos de diversas substancias na
prevencado e/ou tratamento da CH induzida pela CYP (Ribeiro et al.,, 2012), sem
ainda obterem resultados que modifiguem a evolugdo clinica dessa grave

complicagéo.
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No Brasil, diversas plantas séo utilizadas na medicina popular e, por isso, 0
governo federal criou o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterpicos,
que tem estimulado pesquisas cientificas para a validacdo de propriedades
farmacoldgicas de 71 plantas de interesse para o SUS (Sistema Unico de Saude),
dentre elas, Chenopodium ambrosioides L. (Brasil, 2008).

Chenopodium ambrosioides tem sua origem nas Américas Central e do Sul e
atualmente € uma espécie cosmopolita, silvestre ou cultivada; pode crescer até um
metro de altura, possui forte odor aromatico e é conhecida popularmente como
mastruz, mastru¢co e erva-de-Santa-Maria (Lorenzi; Matos, 2002). O nome é
originario do grego chen (ganso) e podus (p€) e se deve ao fato das folhas de
algumas espécies se assemelharem a pés de ganso. O nome especifico,
ambrosioides, refere-se a semelhanca de suas inflorescéncias as de Ambrosia sp.
(Kismann, 1991). A familia Chenopodiaceae engloba aproximadamente 120
géneros, sendo gque existem cerca de 250 espécies no género Chenopodium (Dinan
et al., 1998; Jouad et al., 2001).

As folhas, as raizes e as inflorescéncias da planta, na forma de cha, infusao
ou cataplasma, sdo utilizadas como anti-inflamatério, analgésico, cicatrizante,
antitumoral e mais comumente como anti-helmintico (Klicks, 1985; Kokanova-
Nedialkova et al., 2009). No Brasil, Chenopodium ambrosioides é também utilizado
como inseticida e repelente (Pio Correa, 1984; Vieira, 1992), antifungico (Vieira,
1992), para tratar Ulceras leishmanioticas (Franca et al., 1996; Moreira et al., 2002),
inflamacdes (Moraes, 1996), contusdes e equimoses (Lorenzi; Matos, 2002) e ainda
como tonico (Mendes; Carlini, 2007).

O dleo essencial da planta exibiu potente atividade fungicida in vitro, inibiu a
producdo da principal micotoxina produzida por Aspergillus flavus (aflatoxina) e
também impediu o crescimento de fungos em alimentos estocados (Kumar et al.,
2007). O dleo essencial também apresentou excelente atividade contra Trichomonas
vaginalis in vitro, com valor de concentracdo inibitéria minima semelhante ao
metronidazol (Monzote et al., 2004).

A atividade antiprotozoario de Chenopodium ambrosioides ja foi comprovada
também contra as formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. O efeito anti-
Leishmania ja foi observado tanto para o 6leo essencial como para o0 extrato
hidroalcoolico em modelos in vitro e in vivo (Bezerra et al., 2006; Monzote et al.,
2006; 2007a; 2007b; Patricio et al., 2008; Monzote et al., 2009).
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O extrato bruto hidroalcodlico (EBH) das folhas de Chenopodium
ambrosioides foi capaz de inibir o crescimento do tumor de Ehrlich, tanto solido
guanto ascitico, em camundongos, aumentando a sobrevida desses animais,
gquando comparados aos controles (Nascimento et al., 2006). Tal efeito
imunoestimulante pode ser decorrente da ativacdo dos macrofagos e do
recrutamento de células pelos 6rgaos linféides secundéarios, como o baco e os
linfonodos (Cruz et al., 2007). Do mesmo modo, o uso intralesional deste extrato foi
capaz de controlar a disseminacao da infeccdo cutanea causada pela Leishmania
amazonensis (Patricio et al., 2008).

Chenopodium ambrosioides apresentou potencial imunoestimulante também
através do aumento da proliferacdo de linfocitos murinos (Rossi-Bergmann et al.,
1997) e do recrutamento e ativacdo de macrofagos in vivo e in vitro (Cruz et al.,
2007).

Ibironke e Ajiboye (2007) observaram que o extrato metandlico das folhas de
Chenopodium ambrosioides, em doses orais que variaram de 300 a 700 mg/kg de
peso do animal, possuia efeito anti-inflamatorio, reduzindo o edema de pata induzido
por carragenina e a formacgédo de granuloma por implante de bola de algoddo em
ratos. Do mesmo modo, detectaram também efeito analgésico, pelo aumento do
periodo de laténcia no teste da estimulacdo térmica em placa quente e reducao do
namero de contor¢des induzidas por acido acético. Da mesma forma, Sousa (2012)
demonstrou efeito analgésico do extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides em
modelo de &cido acético em camundongos. Trivellato Grassi et al. (2012)
encontraram efeitos analgésico, anti-inflamatério e cicatrizante do extrato etandlico
obtido das folhas e do caule de Chenopodium ambrosioides por meio da inibicdo da
atividade de mediadores quimicos, como bradicinina, 6xido nitrico, substancia P,
prostaglandina E, e TNF-a, além da inibicdo das enzimas mieloperoxidase e
adenosina-deaminase.

Estudos da composicdo quimica tém demonstrado que Chenopodium
ambrosioides é rico em flavonoides, terpenoides, esterois e fenois, produtos que tém
propriedades anti-oxidantes e anticancerigenas (Di Carlo et al., 1999; Kiuch et al.,
2002; Liu, 2004). Entre os terpenos ha predominancia dos monoterpenos que sao
encontrados no 6leo essencial. Na maioria dos relatos, o ascaridol, um peroxido
monoterpeno, é citado como o composto mais abundante, embora a literatura

demonstre enorme variacdo percentual (0,7% — 86%) (Lawrence, 1999; Dembitsky
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et al., 2008). Ao ascaridol tém sido atribuidas atividades antiplasmaodio (Pollack et al
1990), analgésica e sedativa (Okuyama et al., 1993), antitumoral (Efferth et al.,
2002) e antifungica (Jardim et al., 2008). Outros trabalhos apontam que o ascaridol
também pode estar relacionado com os efeitos toxicos do Oleo essencial
(Simpfendorfer, 1944; Okuyama et al., 1993; Monzote et al., 2009).

Observa-se que os efeitos do extrato bruto de Chenopodium ambrosioides
podem ser mediados por mecanismos diferentes dependendo do modelo
experimental empregado, das partes da planta utilizadas e do método de obtencéo
do extrato, sendo necessarios, portanto, novos estudos sobre a atividade biolégica
desta espécie.

Considerando a necessidade de se descobrir novas alternativas terapéuticas
a partir das plantas de interesse para o SUS, esta pesquisa se propfe a investigar
se 0 EBH das folhas de Chenopodium ambrosioides apresenta atividade anti-

inflamatéria na CH induzida pela CYP em ratos.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento oral com o EBH das folhas de Chenopodium

ambrosioides na cistite induzida pela CYP em ratos.

1.2 Objetivos Especificos

o Verificar o efeito do EBH no peso da bexiga e quantificar o infiltrado celular na
urina dos animais com cistite;

e Avaliar a resposta inflamatéria aguda e crénica, a proliferacao fibroblastica, a
colagenizacdo, a extensdo do infiltrado inflamatério e a neoformacéao
capilar, por meio de andlise histopatolégica da bexiga dos animais com
cistite;

e Determinar o efeito do EBH na imuno-histoquimica da bexiga dos animais
com cistite para a expressao da COX-2, NF«xB e iNOS;

e Quantificar a citocina TNF-a na urina, no soro e no sobrenadante da cultura
de células dos linfonodos drenantes da bexiga dos ratos com cistite;

e Investigar a producdo de NO pelas células do sobrenadante da cultura de
linfonodos drenantes da bexiga de animais com cistite;

e Realizar a contagem de células de 6rgaos linféides dos animais com cistite:
baco, linfonodos drenantes da bexiga e medula 0ssea;

e Verificar o peso do figado, do baco, dos linfonodos drenantes da bexiga e dos

rins nos animais com cistite.
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2 METODO

2.1 Material vegetal

A espécie vegetal apresenta a seguinte taxonomia (Plants Database, 2013):
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivisdo: Spermatophyta
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Carvophyllidae
Ordem: Carvophyllalles
Familia: Chenopodiaceae
Género: Chenopodium L.
Espécie: Chenopodium ambrosioides L.
As folhas de Chenopodium ambrosioides foram coletadas no Herbéario Paz e
Harmonia, no municipio de Sdo José de Ribamar, MA, Brasil e identificadas no
Herbario Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhdo, S&o Luis, MA, Brasil

com exsicata de n° 0998.

Figura 1 — Chenopodium ambrosioides.

Legenda: Aspecto geral (A) e detalhe das partes aéreas da planta (B).
Fonte: Fotografias cedidas por Fernando José Brito Patricio
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2.2 Preparacdo do extrato hidroalcoolico de Chenopodium ambrosioides

As folhas foram secas a uma temperatura 30° C e em seguida o material seco
(200 g) foi macerado a cada oito horas durante 24 horas com alcool etilico a 70%.
Apés 24 horas, o macerado foi filtrado e novamente foi acrescido ao residuo 01 (um)
L de etanol a 70%. O mesmo procedimento foi repetido mais quatro vezes para que,
finalmente, o extrato fosse concentrado com o auxilio de evaporador rotativo sob
pressdo reduzida. O extrato seco concentrado foi diluido em agua apirogénica para

uso na concentragéo de 50 mg/ml.

2.3 Animais

Foram utilizados 30 ratos (Rattus novergicus albinus, Rodentia mammalia), da
linhagem Wistar, sendo 15 machos, pesando entre 340 e 470 g, e 15 fémeas,
pesando entre 210 e 280 g, adquiridos no Biotério Central da UFMA e transferidos
para o Biotério do Laboratorio de Imunofisiologia do Centro de Ciéncias Biologicas e
da Saude desta Universidade.

Os ratos foram alojados em gaiolas de 0,15 m?, cinco animais em cada gaiola,
em ciclos dia e noite de 12 horas, em condicdes de temperatura e umidade
ambientais, recebendo racdo padrdo para ratos (Purina Labina®, S&o Paulo, Sdo
Paulo, Brasil) e agua ad libitum durante sete dias para adaptacéo.

Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados pelo Comité de Etica
da Universidade Federal do Maranh&o (Protocolo: 012975/2008-43).

2.4 Inducéo de cistite e tratamento dos animais

Os animais pesados em balanca eletrénica (MARTE®, A500, Sdo Paulo, Sdo
Paulo, Brasil), em seguida foi feita a inducdo da cistite em todos eles através da
injecdo intraperitoneal de ciclofosfamida (Sigma®) na dose de 150 mg/kg de peso do
animal. Trinta minutos apods a indugao os animais foram distribuidos aleatoriamente
e tratados com dose Unica, conforme o grupo a que pertenciam:

e Grupo Controle Negativo (CN) composto por 10 animais, sendo cinco

machos e cindo fémeas: administrado soro fisiologico a 0,9%, 1 mL/kg, por

gavagem;
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e Grupo Extrato Bruto Hidroalcodlico de Chenopodium ambrosioides
(EBHCa) composto por 10 animais, sendo cinco machos e cinco fémeas:
tratados com 50 mg/kg do EBH, por gavagem (Pereira at al., 2010);

e Grupo Controle Positivo (CP) composto por 10 animais, sendo cinco
machos e cinco fémeas: tratados com 15 mg/kg de diclofenaco de potassio

(Medley®) também por gavagem.

2.5 Morte dos animais e coletas realizadas

Ap6s 48 horas do tratamento, os animais foram anestesiados, com a
utilizacdo da associacado do cloridrato de xilasina 10 mg/kg de peso do animal e
cloridrato de quetamina 25 mg/kg de peso do animal por via intramuscular. Os ratos
foram considerados anestesiados quando se apresentavam imdéveis e com perda do
reflexo corneano. Foram entdo fixados na mesa cirdrgica, tiveram a sua cavidade
abdominal aberta, promovendo-se o inventario da cavidade a procura de aderéncias
e infec¢cdes. Em seguida foi realizada a puncédo da bexiga urinaria com seringa de 3
mL e agulha 13 x 4,5 mm para coleta da urina e puncédo da artéria aorta abdominal
com scalp 27G em seringa de 3 mL para coleta de sangue. Antes do procedimento,
porém, houve perda de um animal macho, pertencente ao CP.

A urina coletada foi submetida a contagem de células e em seguida
congelada a -20°C para posterior dosagem de TNF-a, assim como o soro.

A bexiga urinaria foi retirada através da seccdo do colo vesical, pesada em
balanca eletronica e fixada em formol tamponado a 10% para posterior analise
histoldgica e imuno-histoquimica.

Linfonodos retroperitoneais drenantes da bexiga foram retirados em numero
de 05 (cinco), pesados, triturados em 1 (um) mL de meio RPMI 1640 (Gibco,
RockvilleMD®) para contagem de células em camara de Neubauer e colocados em
meio de cultura por 48 horas para avaliagao da producéo de 6xido nitrico e de TNF-a
no sobrenadante.

O baco foi retirado, pesado e depois triturado em 05 (cinco) mL de PBS para
contagem de células. A medula 6ssea do fémur esquerdo foi retirada por lavagem do
canal medular com 01 (um) mL de PBS para contagem de células em camara de

Neubauer. Foram ainda retirados e pesados o figado e os rins dos animais.
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2.6 Andlise histolégica da bexiga

As bexigas dos animais foram fixadas em formol a 10% por 48 horas, quando
entdo foram colocadas em capsulas para a histotécnica e lavadas em agua corrente
por 15 minutos para retirada do excesso de formol do tecido. Depois, no autotécnico,
sofreram desidratacdo em alcool etilico a 70%, 80% e 90% e posteriormente
diafanizacdo em xilol, impregnacao por parafina a 58°C com formacéao de blocos.

Para cada bloco de parafina foram preparadas trés laminas com trés cortes
histologicos em cada uma delas. Os cortes foram realizados por micrétomo
SPENCER® 820, regulado para 5 pM, conforme técnica descrita por Bancroft e
Stevens (2012). A primeira lamina foi corada pela técnica de hematoxilina-eosina
(HE), para verificacdo do processo inflamatorio conforme critérios estabelecidos por
Ramzi, modificado (Gongalves Filho et al.,, 2006) (Apéndice A), a segunda pela
técnica do tricromio de Masson para avaliacdo da proliferacdo fibroblastica e a
terceira para analise imunohistoquimica.

Foi realizado estudo microscopico do tecido vesical dos animais em
microscopio 6ptico tetra-ocular (OLYMPUS® CH-30). O avaliador desconhecia o
grupo do animal correspondente a lamina estudada. Foram estudados todos os

campos da lamina com objetivas de 4 x, 10 x e 40 x e ocular de 10 x.

2.7 Andlise imuno-histoquimica da bexiga

Foram utilizados os anticorpos para a COX-2, o NFkB e a INOS da marca
Spring®. Os clones utilizados foram SP21, policlonal e SP26 na titulacdo de 1:100. A
recuperacdo antigénica deu-se em camara a vapor na temperatura de 95°C por 45
minutos. Os anticorpos foram incubados em camara escura por 30 minutos com
seus respectivos polimeros. Foi utilizada solugdo de recuperacdo com pH 9.0 e
tratada com perdéxido de hidrogénio. Para a revelacdo foi utlizado 3, 3'-
diaminobenzidina (DAB). As laminas foram montadas com Balsamos do Canada e
analisadas no microscépio Nikon E200°.

Para a leitura das laminas, elaborou-se um protocolo de analise imuno-

histoquimica (Apéndice B), considerando-se a distribuicdo e a intensidade da
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expressdo em todos os campos. O avaliador desconhecia o grupo do animal
correspondente a lamina estudada.

2.8 Determinacéao da producao de 6xido nitrico

A producao de NO foi determinada pela concentracéo de nitritos presente no
sobrenadante da cultura de células linfonodais, conforme protocolo proposto por
Ding et al. (1988). Para isso, 50 uL do sobrenadante da cultura de células foram
incubados com mesmo volume do reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0,1%
naftilenodiamina dihidroclorido e 2,5% &cido ortofosférico), por 10 minutos, a
temperatura ambiente. A absorvancia das amostras em 540 nm foi determinada em
espectrofotdmetro (MR 5000°, Dynatech Laboratories Inc., Gainesville, VA, USA).
Os resultados foram expressos como uyM de NO,, fundamentado em uma curva
padrao obtida a partir de concentragcbes conhecidas (5 - 60 pM) de nitrito de sédio
(NaNO) diluido em meio RPMI.

2.9 Dosagem de TNF-a na urina, no soro e nos linfonodos (sobrenadante)

Para a quantificacdo da citocina TNF-a foi utilizada a técnica de CBA (ensaio
citométrico de esferas ordenadas). Todos o0s reagentes utilizados foram
provenientes do Rat CBA Flex Set®, obtido da Becton Dickinson Biosciences (San
Jose, CA, EUA), segundo as orientacdes do fabricante.

As amostras de urina, do soro e do sobrenadante de cultura de células
obtidas dos linfonodos foram centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em placa de 96 pocos fundo em U foram entdo adicionados
25 puL do mix de beads (esferas recobertas com anticorpos especificos contra a
citocina a ser dosada) distinguiveis pela intensidade de fluorescéncia, 25 pL da
curva de citocina padrao fornecida pelo fabricante e da amostra a ser testada, e
incubadas por uma hora em temperatura ambiente e protegida da luz. Em seguida,
cada poco recebeu 25 pL de anticorpo conjugado a ficoeritrina. A placa foi incubada
a temperatura ambiente por duas horas protegida da luz. ApGs o periodo de
incubacédo, as amostras foram ressupensas com 100 pL do tampao de lavagem e a

placa foi centrifugada a 200 vezes g por cinco minutos. O sobrenadante foi entéo
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descartado e as amostras foram ressuspensas em 100 pL de solucdo tampé&o para
leitura no citémetro de fluxo FACScalibur® (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).
A calibragdo do citometro foi realizada utilizando beads de calibracao
fornecidas pelo fabricante, incubadas previamente com FITC (Isotilcianato de
Fluoresceina), ou PE, conforme as recomendacfes do kit. Apds a leitura dos
padrées e das amostras, os dados foram analisados no software FCAP Array
Software® (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), onde os valores foram expressos

em pg/mL.

2.10 Anédlise estatistica

Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (S.E.M.). A
andlise estatistica foi feita por Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de
comparacao multipla de Tukey’s ou teste t de Student, sendo que o nivel de

significancia (p) utilizado para se rejeitar a hipétese da nulidade foi de 5% (p < 0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides sobre o

peso da bexiga e o infiltrado inflamatorio na urina dos animais com cistite

Os animais do grupo EBHCa (17,27 mg) e do grupo CP (17,24 mg) tiveram 0sS

pesos das bexigas menores quando comparados com o grupo CN (22,23 mg)

(Figura 2).
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Figura 2 - Efeito do extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Chenopodium
ambrosioides (EBHCa) sobre os pesos das bexigas dos ratos com cistite
hemorragica induzida pela ciclofosfamida (CYP). Os animais foram tratados com
dose Unica por via intraperitoneal: Controle — (negativo) (1 mL/kg de soro fisiol6gico
a 0,9%), EBHCa (50mg/kg do EBHCa) e Controle + (positivo) (15 mg/kg de
diclofenaco de potassio). Apos 48 horas os animais foram mortos e a bexiga
retirada e pesada. Os dados representam médias + S.E.M. * p<0,05 em relacéo ao
Controle Negativo (ANOVA).

N&o houve diferenca estatistica entre 0os grupos em relagdo a contagem de

células (Figura 3).
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Figura 3 - Efeito do extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Chenopodium
ambrosioides (EBHCa) sobre a celularidade da urina dos ratos com cistite
hemorragica induzida pela ciclofosfamida (CYP). Os animais foram tratados com
dose Unica por via intraperitoneal: Controle — (negativo) (1 mL/kg de soro fisiolégico
a 0,9%), EBHCa (50mg/kg do EBHCa) e Controle + (positivo) (15 mg/kg de
diclofenaco de potéassio). Apos 48 horas os animais foram mortos e a urina foi
coletada e realizada a contagem de células. Os dados representam médias +
S.E.M. * p<0,05 em relacédo ao Controle Negativo (ANOVA).

3.2 Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides sobre a
resposta inflamatéria aguda e crbnica, a proliferacdo fibroblastica, a

colagenizacdo, a extensdo do infiltrado inflamatoério e a neoformacéo capilar

A analise histoldégica demonstrou que todos 0s animais apresentaram cistite
aguda hemorragica. Quando comparados ao grupo CN, os animais do grupo EBHCa
e CP apresentaram diminuicdo dos seguintes parametros: inflamagéo aguda,
inflamacé@o crénica, extensdo do infiltrado inflamatério e neoformacgéo capilar.
Quando analisadas a proliferacdo fibroblastica e a colagenizacdo, ndo houve

diferenca estatistica entre os grupos (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 - Efeito do extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Chenopodium
ambrosioides (EBHCa) sobre a analise histoldgica das bexigas dos ratos com
cistite hemorragica induzida pela ciclofosfamida (CYP), segundo os critérios de
Ramzi (1999), modificado. Os animais foram tratados com dose Unica por via
intraperitoneal: Controle — (negativo) (1 mL/kg de soro fisioldgico a 0,9%), EBHCa
(50mg/kg do EBHCa) e Controle + (positivo) (15 mg/kg de diclofenaco de
potassio). Apds 48 horas os animais foram mortos, a bexiga retirada, processada e
as laminas coradas com hematoxilina-eosina e tricromio de Masson. Os dados
representam meédias + S.E.M. * p<0,05 em relacdo ao Controle Negativo (ANOVA).
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Figura 5 — Fotomicrografias da histologia mostrando inflamacg&o aguda nas bexigas
de ratos com cistite hemorragica induzida pela ciclofosfamida.

Legenda: A — Rato do grupo Controle Negativo, lamina corada pela técnica
hemotoxilina-eosina, aumento de 100x; B — Rato do grupo Extrato Bruto de
Chenopodium ambrosioides, lamina corada pela técnica hemotoxilina-eosina,
aumento de 100x.

Nota: A —Observa-se reacao inflamatoria aguda acentuada, com numerosos
neutrofilos (N) e heméacias (H), edema (E) e eroséo do epitélio (Er); B — Observa-se
reacao inflamatéria aguda moderada, com presenca de neutréfilos (N) e edema (E)
em mais de 50% do campo, epitélio integro (Ep).

3.3 Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides na

expresséo da COX-2, NFkB e iNOS na bexiga dos animais com cistite

A andlise imuno-histoquimica das bexigas dos animais por meio de escore de
distribuicdo e intensidade demonstrou menor expressao, em média, da COX-2 e do
NF«B nos grupos EBHCa e CP quando comparados ao grupo CN. Em relagcédo a
expressao do INOS, apesar da média do escore numericamente menor Nos grupos
EBHCa e CP em comparacao com o grupo CN, ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 - Efeito do extrato bruto hidroalcoodlico das folhas de Chenopodium
ambrosioides (EBHCa) sobre a expressao imuno-histoquimica de COX-2, NFxB e
INOS nas bexigas dos ratos com cistite hemorragica induzida pela ciclofosfamida

(CYP), segundo os escores de intensidade e distribuicdo. Os animais foram
tratados com dose Unica por via intraperitoneal: Controle — (negativo) (1 mL/kg de
soro fisioldgico a 0,9%), EBHCa (50mg/kg do EBHCa) e Controle + (positivo) (15

mg/kg de diclofenaco de potéssio). Apds 48 horas os animais foram mortos, a
bexiga retirada, processada e as laminas preparadas para leitura. Os dados
representam médias + S.E.M. * p<0,05 em relacdo ao Controle Negativo (ANOVA).
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Figura 7 - Fotomicrografias da imuno-histoquimica nas bexigas de ratos com
cistite hemorragica induzida pela ciclofosfamida.
Legenda: A e C — Ratos do grupo Controle Negativo, aumento de 400x; B e D —

Ratos do grupo Extrato Bruto de Chenopodium ambrosioides, aumento de 400x.

Nota: A e B — Observa-se expressao positiva para COX-2 na coloracdo marrom
com menor intensidade no grupo Extrato Bruto de Chenopodium ambrosioides
(B), quando comparado com o grupo Controle Negativo (A). C e D — expresséao
positiva para NFkB na coloragdo marrom com menor intensidade no grupo
Extrato Bruto de Chenopodium ambrosioides (D), quando comparado com o
grupo Controle Negativo (C).
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3.4 Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides na
concentracdo de TNF-a na urina, no soro e no sobrenadante da cultura de

células dos linfonodos drenantes da bexiga dos ratos com cistite

A dosagem da citocina foi menor na urina e no sobrenadante da cultura de
células dos linfonodos do grupo EBHCa quando comparado ao grupo CN, porém
este resultado ndo foi estatisticamente significante, demonstrando apenas uma
tendéncia. Nao houve producédo de TNF-a no soro dos animais com cistite (Grafico
8).
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Figura 8 - Efeito do extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Chenopodium
ambrosioides (EBHCa) sobre a producéo do fator de necrose tumoral alfa (TNF- a )
na urina e no sobrenadante da cultura de células dos linfonodos drenantes da
bexiga dos animais com cistite hemorragica induzida pela ciclofosfamida (CYP). Os
animais foram tratados com dose Unica por via intraperitoneal: Controle — (negativo)
(2 mL/kg de soro fisiolégico 0,9%) e EBHCa (50mg/kg do EBHCa). Apés 48 horas,
foram mortos e cinco linfonodos retroperitoneais drenantes da bexiga foram
retirados, pesados, triturados em 1 mL de meio RPMI e colocados em meio de
cultura por 48 horas. Os dados representam médias + S.E.M.

3.5 Producdo de o6xido nitrico pelas células dos linfonodos drenantes da

bexiga de animais com cistite
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A producdo de Oxido nitrico foi negativa em todas as amostras de
sobrenadante da cultura de células dos linfonodos drenantes da bexiga dos animais

com cistite.

3.6 Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides na
celularidade dos 6rgéaos linféides dos animais com cistite

Compararam-se as médias do numero de células no baco, nos linfonodos
drenantes e na medula 6ssea dos animais e ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos (Tabela 1).

Tabela 1 — Médias (+ S.E.M.) dos numeros de células no baco, nos linfonodos

drenantes e na medula 6ssea.

GRUPOS N° Células no Baco N° Células nos N° Células na

(x 10%/mL) Linfonodos Medula Ossea
(x 10%/mL) (x 10%/mL)
Controle Negativo 486 (+ 164,4) 252 (+ 160,5) 63 (+ 35,6)
EBHCa 478 (+ 127,6) 157 (+ 143,8) 69 (+ 24,5)
Controle Positivo 538 (+ 101,2) 238 (+ 145,1) 47 (+ 24.5)

3.7 Efeito do tratamento com EBH de Chenopodium ambrosioides no peso

meédio do baco, do figado, dos linfonodos e dos rins

Quando realizada a comparagéo entre o peso medio dos 6rgaos semelhantes
entre si: baco, figado, linfonodos drenantes e rins, ndo houve diferenca significante

entre os grupos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Médias (+ S.E.M.) dos pesos (mg) do Baco, do Figado, dos Linfonodos e

dos Rins.
GRUPOS Baco Figado Linfonodos Rim Direito Rim
Esquerdo
Controle 3,97 102,83 0,17 10,98 10,68
Negativo (+04) (+ 22,5) (+ 0,07) (*2,7) (+2,8)
EBHCa 4,01 97,66 0,14 12,40 12,39
(+0,6) (+24,7) (+0,07) (+4,5) (+4.5)
Controle 3,85 98,03 0,16 11,46 11,10

Positivo (+0,4) (+27,2) (+ 0,06) (+4,3) (+3,9)
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4 DISCUSSAO

A cistite hemorragica € um efeito colateral bem conhecido nos pacientes em
tratamento com a CYP, um agente alquilante do grupo das oxazafosforinas, fato que
limita o uso clinico dessa droga. A acroleina, um metabdlito resultante da
hidroxilagdo hepatica da CYP é o agente responsavel pela sua urotoxicidade, por
meio da ativacao intracelular da producao de ROS e do NO que, por sua vez, ativam
a via do NFkB que leva a producdo de citocinas, como o TNF-a e IL-1B3, e a
expressao de iNOS, com consequente aumento de ROS e NO (Korkmaz et al.,
2007; Ribeiro et al., 2012). O desfecho final dessa cascata de eventos é a cistite
hemorragica, decorrente do dano ao DNA da célula e da necrose celular, que se
caracteriza por lesdo do urotélio, dor, edema, necrose, ulceracdo, hemorragia,
neovascularizacédo e infiltracdo leucocitaria (Assreuy et al., 1999; Korkmaz et al.,
2007; Ribeiro et al., 2012). A bexiga é o0 6rgao do trato urinario mais suscetivel a
lesdo pela acroleina devido a sua funcdo de reservatério e maior exposicao ao
metabolito toxico (Hu et al., 2003). A CYP, na dose de 150 mg/kg de peso, foi capaz
de provocar cistite hemorragica em todos os animais dessa amostra.

Chenopodium ambrosioides apresentou atividade anti-inflamatéria nas
pesquisas desenvolvidas por Ibironke e Ajiboye (2007) e TrivellatoGrassi et al.
(2012), que utilizaram modelos experimentais classicos, como edema de pata e de
orelha induzidos por carragenina e outras substancias, formagcao de granuloma por
implante de bola de algoddo em ratos e pleurisia induzida por carragenina. A partir
de tais evidéncias, nosso grupo decidiu investigar se Chenopodium ambrosioides
apresenta atividade anti-inflamatéria utilizando um modelo experimental que envolve
processo inflamatério de uma viscera oca, no caso, a CH induzida pela CYP.

O uso popular de Chenopodium ambrosioides é decorrente do seu baixo
custo, facil acesso e manipulagéo, entretanto, na maioria dos casos, sem nenhuma
comprovacao cientifica de sua eficacia e dos seus efeitos colaterais (Oliveira, 2001).
Como parametro de comparacdo, o controle positivo foi feito com um dos anti-
inflamatorios ndo hormonais mais prescritos mundialmente que é o diclofenaco de
potéssio, cuja atividade terapéutica decorre da inibicdo da cicloxigenase, reduzindo
a conversdo do acido araquidbnico em prostaglandinas (Oliveira Junior, 2007). O

MESNA, por sua vez, ndao possui atividade anti-inflamatéria e nem é capaz de
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promover a reparacéo tecidual. A sua acao na prevencdo da CH induzida pela CYP
decorre da inativagcdo da acroleina eliminada pela urina (Santos Jr et al., 2010).

A inflamacdo é uma resposta complexa do tecido conjuntivo vascularizado e
pode ser desencadeada por infeccdo, antigenos ou leséo tecidual e tem por fungéo
erradicar 0os agentes microbianos ou irritantes, e potencializar o reparo tecidual
(Nathan, 2002; Tracey, 2002; Sherwood; Toliver-Kinsky, 2004; Flower; Perretti,
2005). Estad dividida em vérias etapas, que se iniciam com 0 aumento da
permeabilidade vascular, extravasamento e formacdo de edema, caracteristicos da
fase aguda, até uma fase mais tardia que envolve migracdo celular. A migracdo &
um processo dependente da producdo local de quimiocinas que atuam
principalmente na quimiotaxia de leucdécitos, mondcitos, neutréfilos e outras células
efetoras do sangue para os locais com infec¢des ou lesdes (Flower; Perretti, 2005).

No modelo experimental utilizado, o peso da bexiga dos animais dos grupos
EBHCa e CP, que reflete de modo indireto a inflamacéo aguda (edema, congestao
vascular e infiltrado celular), foi em média menor que no grupo CN, hip6tese que se
confirma apos a andlise histoldgica das bexigas que demonstrou menor inflamacéo
aguda e menor extensao do infiltrado inflamatério nesses grupos. O menor infiltrado
no tecido vesical dos animais dos grupos EBHCa e CP nao se manteve quando
realizada a analise da urina, cujo infiltrado inflamatério foi em média semelhante em
todos os grupos, talvez porque o dano aos vasos sanguineos e consequente
hemorragia tenham causado grande extravasamento de células para a luz vesical.

Além de uma menor extensdo do infiltrado inflamatério, o EBH e o diclofenaco
foram capazes de diminuir a inflamacao aguda e crénica e a neoformacéo vascular.
Na resposta inflamatéria, o aumento de células assim como o aumento da
vascularizacéo séo indicativos de processo inflamatorio aumentado (Flower; Perretti,
2005).

Quanto a proliferacao fibroblastica e a colagenizacdo, a analise histologica
nao revelou diferencas entre os grupos, possivelmente porque o modelo utilizado,
onde os animais foram sacrificados 48 horas ap0s a inducdo da cistite e do
tratamento, abrangeu as etapas iniciais da inflamacéo, sem refletir a repercussao do
tratamento nas etapas posteriores de reparacao tecidual, quando ha proliferacdo de
fibroblastos e deposicéo de colageno e geralmente se iniciam a partir do terceiro dia
(Philips, 2003).
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Diante dos indicios relatados acima de atividade anti-inflamatoria do EBH de
Chenopodium ambrosioides na CH induzida pela CYP, foram realizadas analises
imuno-histoquimicas para a investigacdo das vias de sinalizacdo envolvidas nesse
processo. Para tanto, verificou-se a expressao imuno-histoquimica da COX-2, do
NF«xB e da INOS na bexiga dos animais com cistite.

A COX-2 é uma isoenzima que, em resposta a estimulos inflamatérios e
mitogénicos, converte o acido araquidénico em prostaglandinas associadas a
resposta inflamatoria. A sua inibicdo seria responsavel pelos efeitos terapéuticos dos
anti-inflamatérios ndo hormonais (Kummer; Coelho, 2002). O EBH de Chenopodium
ambrosioides, assim como o diclofenaco, foi capaz de diminuir a expressao de COX-
2, quando comparados com o CN, sugerindo que a diminuicdo da inflamacéao esta
relacionada com a inibicdo da producéo de prostaglandinas.

Macedo et al. (2008) demonstraram que a COX-2 participa da patogénese da
CH induzida pela IFO e o tratamento com inibidores da COX-2 e do TNF-a reduz a
expressdo de COX-2. A participacdo da COX-2 foi também demonstrada na CH
induzida pela CYP (HU et al., 2003) e que citocinas, com o TNF-a, sdo mediadores
cruciais na inducdo da COX-2 (Macedo et al., 2012).

O NFxB é um fator de transcricdo nuclear que regula varios genes
relacionados as respostas imune e inflamatéria, como a expressao de iNOS, COX-2
e TNF-a e a sua supressdo pode ser (til na atenuacdo de varias doencas
inflamatdrias (Kang et al., 2011; Vykhovanets et al., 2012). O EBH de Chenopodium
ambrosioides também diminuiu a expressao de NFxB demonstrando ser esta uma
via envolvida na CH induzida pela CYP. Entretanto, ndo é possivel descartar que a
resposta inflamatdria € atenuada pela inibicdo de outros fatores de transcricao.

O NO é um gas gque regula uma série de importantes processos fisioldgicos e
fisiopatolégicos, incluindo o tdnus vascular, leucoécitos polimorfonucleares, adeséao e
inflamacdo. O NO é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina pela acdo da
enzima NO sintetase (NOS). Ha trés subtipos de NOS: endotelial (eNOS),
encontrada em células endoteliais e fibroblastos, que € responsavel pela
vasodilatacao; neuronal (nNOS) encontrada no sistema nervoso, onde funciona
como um importante sinalizador molecular e o induzivel (iNOS), que pode ser
encontrado em um numero maior de células, como polimorfonucleares e
macroéfagos. A ativagdo da iNOS produz uma maior quantidade de NO que a eNOS.

Ha evidéncias que o NO produzido pela iNOS é toxico, uma vez que a sua inibicdo
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seletiva em modelos animais experimentais diminui a inflamacdo (Korkmaz et al.,
2003; Aizawa et al., 2011).

O EBH de Chenopodium ambrosioides na presente pesquisa nao foi capaz de
diminuir a expresséo de iNOS, apesar de haver um tendéncia numérica que pode
ser confirmada ou ndo em pesquisa futura com um numero amostral maior que o
atual. Oter et al. (2004) demonstraram que o NO produzido pela iINOS é um
importante mediador na patogénese da CH induzida pela CYP.

A diminuicdo do NFkB nos animais tratados com o EBH de Chenopodium
ambrosioides nos motivou a investigar a producdo de TNF-a, que € uma citocina de
reposta inflamatdria aguda e que estd envolvida na fisiopatologia da CH induzida
pela CYP (Ribeiro et al., 2012). O EBH néo alterou a sintese de TNF-a na urina nem
no sobrenadante da cultura de linfonodos drenantes da bexiga. Nao houve producéao
desta citocina no soro, fato que sugere que a CH por CYP pode ser um modelo de
inflamacéo local. Outro dado que reforca tal hipétese é o fato de ndo ter havido
producdo de NO pelas células do sobrenadante da cultura de linfonodos drenantes
da bexiga dos animais com cistite.

O EBH de Chenopodium ambrosioides néo interferiu na celularidade de
orgdos linfoides, como o baco, os linfonodos drenantes e a medula éssea, assim
como nos pesos medios do baco, do figado, dos linfonodos drenantes e dos rins.
Tais achados podem indicar auséncia de efeitos téxicos do EBH no presente estudo.
Pereira at al. (2010) observaram que o uso do EBH na dose de 50 mg/kg, por um
periodo de 15 dias, aumentou a celularidade dos linfonodos e da medula éssea, por
possivel efeito imunomodulador, porém aumentou também a ureia sérica e 0 peso
do rim, achados que sugerem nefrotoxicidade.

As evidéncias da atual investigagdo indicam que o Chenopodium
ambrosioides pode se constituir em alternativa terapéutica futura para a CH induzida
pela CYP. Para tanto, sdo necessarias novas pesquisas para a caracterizacao dos
componentes bioativos envolvidos na sua agado anti-inflamatoéria e o estabelecimento

da dose terapéutica ideal que minimize seus eventuais efeitos toxicos.
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5 CONCLUSOES

O EBH de folhas de Chenopodium ambrosioides apresenta atividade anti-
inflamatoéria local semelhante ao diclofenaco de potassio nos animais com CH
induzida pela CYP, o que foi evidenciado por:

a) diminuicdo do peso da bexiga;

b) reducéo da inflamacdo aguda e cronica, do infiltrado inflamatorio e
da neoformacgéo capilar na bexiga dos animais com cistite;

c) inibicdo da expressdo de COX-2 e NFxB no tecido vesical dos
animais com cistite.

Por outro lado, o EBH de folhas de Chenopodium ambrosioides néo
alterou os seguintes parametros avaliados:

a) o infiltrado inflamatorio na urina;

b) a proliferacéo fibroblastica e a colagenizacéo;

c) a liberacdo de TNF-a na urina, no soro € no sobrenadante da
cultura de células dos linfonodos drenantes da bexiga dos animais
com cistite;

d) a expressdo da iNOS na bexiga e a producdo de NO pelas células
dos linfonodos drenantes da bexiga;

e) a celularidade dos o6rgaos linféides e peso do figado, do baco, dos

linfonodos drenantes da bexiga e dos rins nos animais com cistite.
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APENDICE A - Protocolo de anélise histoldgica

Lamina N°: ; Fotografia N° : ; Data: / /

HEMATOXILINA-EOSINA

1) Inflamagé&o Aguda:
(1) Somatario 0 (auséncia de inflamacéo aguda)
(2) Somatdrio 1 ou 2 (inflamacgéo aguda discreta)
(3) Somatdrio 3 ou 4 (inflamacgédo aguda moderada)
(4) Somatdrio 5 ou 6 (inflamacédo aguda acentuada)

Os critérios aplicados encontram-se no Quadro abaixo:

QUADRO 1 — CRITERIOS APLICADOS PARA AVALIACAO DA INFLAMACAO
AGUDA

CRITERIOS SCORE 0 SCORE 1 SCORE 2
< presente, em menos de |presente, em mais de
NEUTROFII:OS ausentes 50% do campo 50% do campo
CONGESTAO ausente presente, em menos de |presente, em mais de
VASCULAR 50% do campo 50% do campo
presente, em menos de |presente, em mais de
EDEMA ausente 50% do campo 50% do campo

2) Inflamacéo Cronica:
(1) Ausente (nao existe leucécitos mononucleares)
(2) Discreta (leucocitos mononucleares isolados e esparsos)
(3) Moderada (leucocitos mononucleares agregados atingindo parcialmente o
campo)
(4) Acentuada (leucocitos mononucleares agregados e confluentes atingindo
todo o campo)

3) Proliferacao Fibroblastica:
(1) Ausente ( nao existe fibroblastos proliferados no campo de sutura)
(2) Discreta (esparsos fibroblastos proliferados em meio ao tecido conjuntivo
frouxo)
(3) Moderada (pequenos feixes multidirecionais de fibroblastos)
(4) Acentuada (fibroblastos constituindo feixes compactos arranjados
multidirecionalmente)

4) Fibrose (colagenizacéo):
(1) Ausente (nao exite fibras colagenas depositadas)
(2) Discreta (deposicéo de fibras colagenas de pequena intensidade,
caracterizada por esparsas fibras depositadas em meio aos fibroblastos
proliferados)
(3) Moderada (fibras de colageno depositadas formam feixes espessos
eosinofilicos, intercaladas com areas de tecido conjuntivo frouxo e fibroblastos
proliferados)
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(4) Acentuada (grande deposicao de fibras colagenas com feixes espessos e
compactos em meio a fibroblastos proliferados e sem areas de tecido
conjuntivo frouxo)
5) Extensao do Infiltrado na Parede:
(1) Até a mucosa
(2) Até a submucosa
(3) Até a muscular
(4) Até a serosa
6) Neoformacao Capilar:
(1) Ausente (auséncia de vasos neoformados)
(2) Discreta(pequena quantidade de vasos neoformados)
(3) Moderada(moderada quantidade de vasos neoformados)
(4) Acentuada(grande quantidade de vasos neoformados)



APENDICE B - Protocolo de analise imuno-histoquimica

Lamina N°: ; Fotografia N° : ; Data: /
CRITERIOS DE ANALISE
ESCORE DISTRIBUIQAO INTENSIDADE
0 Ausente Ausente
1 Em até 1/3 dos campos Leve
2 Em mais de 1/3 e menos Moderada
de 2/3 dos campos
3 Em mais de 2/3 dos Intensa
campos
1. COX-2
DISTRIBUICAO 0 3
INTENSIDADE 0 3
ESCORE
TOTAL
2. NFxB
DISTRIBUICAO 0 3
INTENSIDADE 0 3
ESCORE
TOTAL
3. iINOS
DISTRIBUICAO 0 3
INTENSIDADE 0 3

ESCORE
TOTAL
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