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RESUMO

A proposta do presente estudo foi avaliar a participacdo dos
receptores CXCR2 e TRPV1 na cistite induzida por ciclofosfamida
(CYP) em ratos. A CYP é um quimioterapico cujo principal efeito
adverso é a urotoxicidade, caracterizada pelo desenvolvimento de
cistite hemorragica e fibrose da bexiga urinaria. A administracao
sistémica de CYP causou inflamacdo da bexiga urinaria, disfuncao
do processo de miccdo e comportamento de dor visceral. A cistite
induzida por CYP foi caracterizada por aumento do peso Umido da
bexiga urinaria, edema, hemorragia, infiltracdo de neutréfilos e dano
urotelial. Além disso, ocorreu um aumento nos niveis de citocinas
inflamatérias como a IL-18 e o TNF-a. A presenca de dor visceral foi
evidenciada através do aumento do comportamento nociceptivo,
bem como pela presenca de hipersensibilidade mecanica referida
avaliada na pata e na regido abdominal A cistite induzida por CYP
alterou os parametros urodinamicos do processo de mic¢do. Ainda,
a cistite induzida por CYP induziu aumento nos niveis do RNAm dos
receptores CXCR2 e TRPV1 na bexiga urinaria. Ensaios de
imunofluorescéncia revelaram um aumento na expressdo dos
receptores CXCR2 e TRPV1 na bexiga urinaria, em especial no
urotélio e fibras nervosas, e nos neurénios do GRD (ganglio da raiz
dorsal) apés o tratamento com CYP. O pré-tratamento dos animais
com 0s antagonistas seletivos dos receptores CXCR2 (SB225002) e
TRPV1 (SB366791) reduziu o edema e a hemorragia, o peso Gmido,
a infiltragdo de neutréfilos determinada através dos niveis de
atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO), bem como os niveis
das citocinas IL-1B e TNF-a na inflamacdo da bexiga urinéria.
Curiosamente, 0s antagonistas SB225002 e SB366791, ou a
combinacdo de ambos, reduziu significativamente os escores
comportamentais nociceptivos e a hipersensibilidade mecéanica na
pata e na regido abdominal, causados pela CYP. Além disso, o
aumento dos niveis de RNAm dos receptores CXCR2 e TRPV1 na
bexiga apés a administracdo de CYP, foi inibido pelo pré-tratamento
com o SB225002, SB366791 ou pela combinacdo de ambos os
antagonistas. A disfuncdo da bexiga urindria, avaliada através de
cistometria, foi evidenciada pelo aumento do ndmero de contragfes
néo associadas a micgdo (CNMs) e nas pressdes vesicais e também
pela reducdo da capacidade da bexiga, do volume de urina
eliminado e da eficiéncia de esvaziamento vesical. O pré-tratamento
com o antagonista SB225002 ou a sua combinacdo com SB366791,
reduziu as pressdes vesicais, enquanto que 0s antagonistas
SB225002 e SB366791, administrados isoladamente ou a



combinacdo de ambos, causaram um aumento da capacidade da
bexiga, do volume eliminado e da eficiéncia de esvaziamento da
bexiga urinaria, além de reduzir o nimero de CNMs. Tomados em
conjunto os resultados obtidos no presente estudo sugerem um
potencial efeito benéfico dos antagonistas seletivos dos receptores
CXCR2 e TRPV1 na inflamacao, na dor e nas alteracdes funcionais
da bexiga urinaria apés a cistite induzida pela CYP.

Palavras-chave: Inflamacdo da bexiga urinaria, ciclofosfamida,
receptor CXCR2, receptor TRPV1.



ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the role of CXCR2 and
TRPV1 receptors in the rat model of cyclophosphamide (CYP)
induced cystitis. CYP is a chemotherapeutic agent that induces
urotoxicity characterized by the development of hemorrhagic cystitis
and urinary bladder fibrosis. Systemic administration of CYP
induced bladder inflammation, voiding dysfunction and visceral pain
behavior. CYP-induced cystitis was characterized by edema,
hemorrhage, increased neutrophil infiltration, urothelial damage,
increased bladder wet weight. Furthermore, there was an increase in
the levels of inflammatory cytokines such as IL-1 and TNF-a.
Visceral pain was determined by the increase in the nociceptive
behavior as well as mechanical hypersensitivity measured by von
Frey filaments applied in the paw and abdominal area. CYP-induced
cystitis altered bladder contractility and urodynamic parameters
involved in voiding function. Also, CYP-induced cystitis increased the
MRNA levels of CXCR2 and TRPV1 receptors in the urinary bladder.
Immunofluorescence assays revealed an increase in the expression
of CXCR2 and TRPV1 receptors in the urinary bladder, particular in
the urothelium, and in DRG neurons (dorsal root ganglia) after CYP
treatment. Pretreatment of animals with selective antagonists of
CXCR2 (SB225002) and TRPV1 (SB366791) receptors significantly
reduced the edema and hemorrhage, the bladder wet weight,
neutrophil infiltration, myeloperoxidase activity (MPO) and the
cytokines levels in the urinary bladder. Interestingly, the
administration of the antagonists, SB225002 and SB36679, or the
combination of both, significantly reduced the behavioral nociceptive
scores and the mechanical hypersensitivity in the paw and in the
abdominal area, caused by CYP. In addition, increased levels of
CXCR2 and TRPV1 mRNA in the bladder after CYP administration,
was inhibited by the pre-treatment with SB225002, SB366791 or the
combination of both antagonists. The urinary bladder dysfunction
was assessed by cystometry and determined by an increase in the
number of non-voiding contractions (NVCs) and in bladder pressure
and also by the reduction in bladder capacity, voided volume and
bladder efficiency. Of note, the pretreatment with the antagonist
SB225002 or its combination with SB366791 significantly reduced
the bladder pressure, whereas the antagonists SB225002 and
SB366791, administered alone or in combination resulted in an
increased bladder capacity, voided volume and bladder efficiency,
and reduced the number of NVCs. Taken together, these results
indicate a potential role for CXCR2 and TRPV1 receptors



antagonists in inflammation, pain and functional alterations in the
bladder after CYP -induced cystitis.

Key-words: bladder inflammation, cyclophosphamide, CXCR2
receptor, TRPV1 receptor.
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1. INTRODUCAO
1.1 Inflamacé&o da bexiga urinaria

As doencas inflamatdrias da bexiga urinéria, como a cistite e
a sindrome da bexiga dolorosa, sdo bastante comuns e estao
associadas com despesas de saude anuais estimadas em
aproximadamente US$ 750 milh8es nos Estados Unidos. Estima-se
que aproximadamente um milhdo de pessoas apresentam sintomas
de doencas inflamatérias da bexiga urinéria, os quais sao mais
prevalentes em mulheres (Rosenberg e Hazzard, 2005).

A cistite € um processo inflamatorio da bexiga urinaria,
caracterizado por alteracbes na mucosa, hemataria (presenca de
sangue na urina), disuria (dor ao urinar), aumento da frequéncia e
urgéncia urinaria, além de dor pélvica intensa (Sakthivel et al.,
2008). Esses sintomas sao frequentemente acompanhados por
ansiedade e depresséao, afetando diretamente a qualidade de vida
dos pacientes. A cistite pode ser causada por infec¢gdes bacterianas,
virais, fungicas e parasitarias, por radiacdo, medicamentos, agentes
quimicos (ifosfamida e ciclofosfamida) ou ainda, pode ter origem
idiopatica (Neheman et al., 2005; Saini et al., 2008; Grover et al.,
2011; Vykhovanets et al., 2012). Além disso, a cistite também pode
estar associada a outras doengas como 0 cancer ginecoldgico, a
doenca inflamatéria pélvica e a doenca de Crohn. A cistite pode se
tornar uma condicao crdnica, o que pode tornar necessario multiplas
intervencdes e, em casos mais graves, cistectomia (Yoshida et al.,
2008).

1.2 Cistite induzida pela CYP

A ciclofosfamida (do inglés cyclophosphamide - CYP), uma
oxazafosforina, foi desenvolvida nos laboratorios de pesquisa da
Asta na Alemanha em 1958 e seus efeitos adversos foram relatados
pela primeira vez no inicio dos anos 60 (Coggins et al., 1960). A
CYP é um agente quimioterapico alquilante que atua no ciclo celular
de forma ndo especifica, promovendo ruptura do DNA e
consequentemente, morte celular (Brock, 1989). A CYP é utilizada
no tratamento de tumores soélidos, neoplasias de células B (linfoma,
mieloma e leucemia linfocitica crénica) e em algumas doengas nao
neoplasicas, como purpura trombocitopénica, IlGpus, artrite



reumatoide, sindrome nefritica e granulomatose de Wegener e na
prevencdo da rejeicdo de transplante de medula 6ssea (Levine e
Richie, 1989; Morais et al., 1999; Korkmas et al., 2006; Abraham et
al.,, 2008). E um componente essencial utilizado em diferentes
combinacgdes de farmacos quimioterapicos.

A CYP é um agente inerte; entretanto, apdés sua
metabolizagdo no figado h4 a formacdo de dois metabdlitos: a
mostarda de fosforamida, agente ativo e citostatico e, a acroleina,
excretada pelos rins e altamente toxica para o urotélio (Olivar e
Laird, 1999; Abraham et al., 2008; Rang e Dale, 2008). Dessa forma,
o principal efeito adverso do tratamento com CYP é a urotoxicidade,
que inclui cistite hemorragica e fibrose da bexiga urinéria (Wong et
al., 2000; Korkmas et al., 2007). A grande incidéncia de cistite
hemorragica em pacientes em tratamento com CYP (2% a 40%,
podendo alcancar 68% em pacientes de transplante de medula
Ossea) e sua mortalidade (4%) limitam o seu uso clinico
(Manikandan et al., 2010; Monach et al.,, 2010). O dano urotelial
depende da dose de CYP utilizada e ocorre através do contato
direto da acroleina na bexiga urinaria, causando perda do epitélio,
edema, ulceracdo, neovascularizagdo, hemorragia, infiltragdo
leucocitaria e necrose (Assreuy et al., 1999; Kanat et al., 2006).

Véarios métodos para a prevencdo e tratamento da cistite
induzida por CYP tém sido empregados com resultados variaveis. A
manutencdo de uma hidratacdo adequada do paciente e a
administragdo concomitante de 2-mercaptoetano sulfonato de sédio
(Mesna) sdo os métodos mais utilizados para a prevencédo da cistite
hemorragica na préatica clinica. A hidratagdo do paciente e a
irrigacdo da bexiga urinaria com solucdo salina através de cateter
mantém o fluxo urinério constante, diminuindo o tempo de exposicao
do urotélio a acroleina, prevenindo assim, a obstru¢do do trato
urinario por coagulos (Cheuk et al. 2007). O farmaco Mesna foi
utilizado nos Estados Unidos pela primeira vez em 1984 por
Freedman e colaboradores (Freedman et al., 1984). A administracéo
profilatica de Mesna neutraliza a acdo da acroleina, resultando em
detoxificacdo regional do sistema urinario sem afetar, contudo, a
atividade antitumoral da ciclofosfamida (Morais et al., 1999; Oter et
al., 2004; Santos Jr et al., 2010). Entretanto, sua acao protetora ndo
é eficaz quando a lesdo da bexiga urinaria ja esta estabelecida.
Além disso, a cistite hemorragica ainda ocorre em 10-40% dos
pacientes tratados com Mesna (Brock e Pohl, 1983) e sua
administragdo tem sido relacionada com reagBes de



hipersensibilidade cutanea e sistémica em pacientes adultos (Khaw
et al.,, 2007; Lin e Keefe, 2012). Outros métodos de prevencao e
tratamento da cistite hemorragica incluem a instilacéo intravesical de
solucao salina, formalina, nitrato de prata, prostaglandinas e toxina
botulinica, a administracao oral de dissulfiram e N-acetilcisteina e a
terapia com oxigénio hiperbarico. As medidas mais agressivas
envolvem a embolizacdo da artéria hipogastrica, cistectomia e
aumento da bexiga urinaria (Traxer et al., 2001; Neheman et al.,
2005; Chow et al. 2006; 2007; Manikandan ., 2010).

Embora diversos estudos tenham sido destinados a
determinacdo dos processos relacionados com a urotoxicidade da
ciclofosfamida, os mecanismos envolvidos nestas altera¢bes ainda
nado sdo completamente conhecidos. Dessa maneira, uma maior
compreensdo do processo urotoxico a fim de minimizar o efeito
colateral e limitante da utiliza¢&@o clinica da CYP se torna importante.
A eliminagdo desse efeito secundario pode levar a uma melhor
tolerdncia ao medicamento e a uma terapéutica mais eficiente e
confortavel para os pacientes (Abraham et al., 2008). Nesse
contexto, novos agentes terapéuticos eficazes para a prevencédo e
tratamento da cistite induzida pela CYP se tornam necessarios.

A inflamacéo da bexiga urinaria induzida por ciclofosfamida
esta associada com alteracdes neuroquimicas e eletrofisioldgicas,
mudancas nas propriedades organizacionais e funcionais das vias
miccionais e alteracdo da sensibilidade somatica referida. Alguns
mediadores quimicos como as citocinas, neurotrofinas,
neuropeptideos, ciclooxigenase-2 (COX-2), prostandides e
guimiocinas produzidos na bexiga urinaria inflamada parecem ser os
responsaveis por essas mudancas (Vizzard, 2000; 2001; Malley e
Vizzard, 2002; Hu et al., 2003, Birder, 2005; Yoshimura et al., 2006;
Yuridullah et al., 2006; Sakthivel et al., 2008; Vera et al., 2008; Arms
et al., 2010). Neste contexto, Malley e Vizzard (2002) demonstraram
gue ap6s a administracdo de CYP ocorre um aumento rapido e
significativo no RNAm das citocinas IL-13 , IL-4, IL-6, IL-10 e TNF-a
na bexiga urinaria de ratos. Ainda, niveis elevados dessas citocinas,
bem como das citocinas GRO/KC, MCP-1 e IL-18, também foram
observados na urina de ratos com inflamacao da bexiga urinaria
(Smaldone et al., 2009; Augé et al., 2013). A administracdo de CYP
também parece aumentar a producdo de COX-2 e prostandides na
bexiga urinaria (Hu et al., 2003). Interessantemente, a pentoxifilina
(inibidor de IL-1B) e a talidomida (inibidor de TNF-a) reduziram os



eventos inflamatorios na bexiga urinaria durante a cistite (Gomes et
al.,1995).

As citocinas inflamatérias TNF-a e a IL-1B parecem mediar a
producdo de o6xido nitrico (NO), outro importante mediador
inflamatério na cistite induzida pela CYP, através da inducédo da
enzima oxido nitrico sintase induzida (iINOS) (Gomes et al, 1995;
Morais et al. 1999; Ribeiro et al., 2002; Oter et al., 2004; Linares-
Férnandez e Alfieri, 2007). Posteriormente, a inibigdo especifica da
INOS foi capaz de prevenir a cistite induzida pela CYP em roedores
(Korkmaz et al., 2007). Durante o processo inflamatério causado
pela CYP sao produzidas espécies reativas de oxigénio (EROs) que
estdo relacionadas com o dano urotelial causado pela acroleina
(Korkmaz et al., 2007). Citocinas como o TNF-a e a IL-1B,em
conjunto com as EROs, ativam os fatores de transcricao nuclear kB
(NF-kB) e ativador de proteina 1 (AP-1) responsaveis pela
transcricdo de genes pro-inflamatorios exacerbando, assim, a
resposta inflamatéria. Recentemente, foram observados niveis
elevados de NF-kB na bexiga urinaria apds a injecdo de CYP
(Vykhovanets et al., 2012). A estimulacdo de NF-kB e AP-1 controla
a expressdo de citocinas, especialmente TNF-a e IL-18 e 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS), resultando na producédo de EROs
adicional, causando danos ao DNA e necrose celular (Korkmaz et
al.,2007). Dessa forma, ocorre a ruptura da integridade celular e
tecidual, caracterizando o dano urotelial como edema, hemorragia e
ulceragéo.

Além disso, a cistite hemorragica é caracterizada por uma
grande infiltracdo de leucdcitos. Em 1999, Assreuy e colaboradores
elucidaram o papel dos neutrdéfilos na patogénese da cistite induzida
por CYP e demonstraram que a inibicdo da migracao de neutrofilos
na bexiga urinaria estava relacionada com a diminuicdo da
inflamacédo e do dano urotelial. Posteriormente, uma extensa
infiltracdo de neutrofilos na bexiga com cistite hemorragica foi
relatada, bem como um aumento significativo da atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO), indicando um maior recrutamento
de polimorfonucleares para a bexiga urinaria (Vizzard, 2000).
Corroborando com esses dados, Santos e colaboradores (2010)
relataram uma inibicdo da inflamacédo na cistite induzida pela CYP
como consequéncia da diminuicdo da atividade da MPO na bexiga.

Ainda no contexto das alteracbes causadas pela
ciclofosfamida destaca-se a contribuicdo das citocinas pro-



inflamatérias na sensibilizacdo das fibras C aferentes da bexiga
urindria, facilitando assim a propagacédo do impulso nociceptivo para
a medula espinhal. Assim, a bexiga inflamada apresenta alteracées
nas propriedades de vias sensoriais aferentes, reduzindo o limiar de
resposta a estimulos inécuos ou nocivos (Malley e Vizzard, 2002).
De fato, 0 aumento da sensibilidade a dor e a estimulos somaticos é
frequentemente observado em pacientes com cistite. Além de sentir
dor com volumes baixos de enchimento da bexiga e dor intensa na
regido suprapubica , os pacientes com cistite, apresentam maior
sensibilidade a pressédo aplicada em tecidos profundos como o0s
musculos (Ness et al., 2005). A hipersensibilidade a estimulos
mecanicos e térmicos também tem sido observada em pacientes
com distarbios como doenca inflamatoria intestinal e vulvodinia
(Bohm-Starke et al., 2001; Verne et al.,, 2001) Dentro deste
contexto, a cistite induzida por CYP em roedores € um modelo de
dor visceral inflamatéria restrito a bexiga urinaria e comumente
utilizado para mimetizar os sinais observados em humanos (Lantéri-
Minet et al., 1995; Olivar e Laird, 1999). Além disso, permite 0 uso
de animais conscientes, favorecendo a avaliagdo das alteracbes
comportamentais (Boucher et al., 2000).

1.3 Inervacédo da bexiga urinaria

A bexiga urinaria é inervada pelos nervos pélvico e
hipogastrico com corpos celulares nos ganglios da raiz dorsal (GRD)
na regidao lumbosacral (LS, L6-S2) e toracolombar (TL, T13-L2) da
medula espinhal, respectivamente (Applebaum et al. 1980). O nervo
pélvico representa a maior parte da inervacdo aferente da bexiga
urinaria e é responsavel pela sensacgdo de distensdo e enchimento
da bexiga urinaria, monitorando o volume urindrio e as contragdes
do musculo detrusor durante a mic¢éo. O nervo pélvico € composto
pelas fibras Ad mielinizadas e fibras C ndo mielinizadas. As fibras
Ad estdo localizadas no musculo detrusor, possuem baixo limiar
mecanico e respondem a distensdo e a contracdo da bexiga
urindria, convertendo a informacéo sobre o estado de enchimento do
orgéo As fibras C, localizadas principalmente no musculo detrusor e
adjacentes as células uroteliais, apresentam um maior limiar
mecanico que as fibras Ad, sendo insensiveis ao enchimento do
o6rgdo em condicdes fisiologicas e por isso, chamadas de
“silenciosas”. Essas fibras respondem a estimulos nocivos como
irritagdo quimica ou resfriamento e, em estados patolégicos podem



ser sensibilizadas, tornando-se responsivas a estimulos mecanicos
(Yoshimura e Chancellor, 2003). O nervo pélvico participa da
sensacdo de distensdo da bexiga e do processo de miccéao,
enquanto a estimulacdo da bexiga urinaria por estimulos mecanicos
e quimicos ativa também o nervo hipogastrico, contribuindo para a
regulacdo do processo de miccdo e da sensacdo de dor apds o
dano ou irritacdo da bexiga urinaria (Meen et al. 2001; Mitsui et al.
2001; Moss et al. 1997; Xu and Gebhart 2008).

A inflamagdo visceral também é acompanhada por um
aumento da sensibilidade de estruturas soméaticas a estimulos
nocivos, o que é chamado de hipersensibilidade referida (Bon et al.,
2003). A avaliacéo direta da dor visceral € uma pratica dificil, dessa
maneira, a hipersensibilidade referida tem sido utilizada como
medida de dor visceral em modelos experimentais de cistite (Jaggar
et al., 1999), pancreatite (Xu et al., 2007) e colite (Eijkelkamp et al.,
2007). A cistite pode induzir altera¢Bes transitérias ou persistentes
mediadas por neurotrofinas, principalmente o fator de crescimento
neural (NGF), que contribuem para o aumento do estimulo
nociceptivo. Acredita-se que o aumento da sintese periférica de
NGF desempenha um papel fundamental na hipersensibilidade
associada ao processo inflamatorio, incluindo inflamacéo visceral.
Através da sua ligagdo a receptores de tirosina quinase A (trkA) o
NGF aumenta a expressao de neuropeptideos, neurotransmissores
e canais idnicos (Guerios et al., 2006). O NGF sensibiliza os
neurdnios aferentes primarios do nervo pélvico e neurénios do corno
dorsal da medula espinhal apés a administracdo de CYP,
participando assim, do aumento da sensibilidade periférica a
estimulos nociceptivos. Semelhante as observacdes feitas apés a
administracdo de CYP, a instilagédo intravesical de NGF reduziu o
limiar dos membros inferiores a estimulos mecéanicos, e este efeito
foi revertido pelo tratamento com anticorpo anti-NGF (Guerios et al.,
2008). Isto sugere que a bexiga parece ser a fonte de NGF,
responsavel por mudangas na sensibilidade mecanica periférica em
resposta a CYP.



1.4 Propriedades sensoriais das células uroteliais

As células epiteliais do trato urinario, conhecidas como
células uroteliais, formam o urotélio, um tecido altamente
especializado que reveste todo o trato urinario e atua como uma
barreira de prote¢cdo contra os componentes nocivos da urina
(Lavelle et al., 2002; Khandelwal et al., 2009). O urotélio consiste
em trés camadas distintas de células: uma camada basal, uma
camada intermédia, e uma camada de grandes células hexagonais
(25-250 pym de diametro) altamente diferenciadas, chamadas de
células “guarda-chuva”.

Estudos mostram que 0s mecanismos sensoriais da bexiga
urinéria sdo controlados por fibras nervosas bem como por células
uroteliais. As células uroteliais tém propriedades mecano e quimio-
sensoriais e sdo capazes de se comunicar com as fibras nervosas
aferentes, com o musculo detrusor e com células inflamatérias e do
sistema imunoldgico (Khandelwal et al., 2009). Nesse contexto,
evidéncias sugerem que o urotélio atua tanto como um sensor,
expressando receptores e canais idnicos capazes de responder aos
estimulos térmicos, quimicos e mecanicos, bem como um transdutor
liberando mediadores quimicos (Birder e De Groat, 2007). Exemplos
de receptores neuronais que foram identificados no urotélio e que
podem contribuir para a fun¢do sensorial do urotélio incluem os
receptores para purinas (P2X1-7 e P2Y), adenosina (Al, A2a, A2b,
e A3), norepinefrina (a e ), acetilcolina (muscarinicos e nicotinicos),
receptores ativados por proteases (PARS), canais mecanosensiveis
a amilorida (ENaC), bradicinina (B1 e B2), fator liberador de
corticotrofina (CRF2), estrégenos (ERa e ERp), endotelinas,
qguimiocinas (CX3CR1, CXCR4, CCR2) e varios canais idnicos TRP
(TRPV1, TRPV2, TRPV4, TRPM8 e TRPA1) (Ferguson et al., 1997;
Burnstock 2001; Birder et al., 2002; Chopra et al., 2005; Beckel et
al., 2006; LaBerge et al., 2006; Yu et al., 2006; Yuridullah et al.,
2006; Vera et al., 2008; Arms et al., 2010; 2013; Birder et al., 2013).
A expressao desses receptores permite ao urotélio responder a
inmeros estimulos sensoriais. Esses estimulos incluem a distenséo
excessiva da bexiga durante o seu enchimento, os fatores solGveis
presentes na urina como o EGF (fator de crescimento epidermal) e
mediadores quimicos como as citocinas e quimiocinas, substancia P
(SP), peptideo relacionado com o gene da calcitonina (CGRP),
acetilcolina, ATP (adenosina trifosfato), 6xido nitrico, entre outros,
liberados de células inflamatdrias e fibras nervosas.



Quando a barreira urotelial estd comprometida, agua, uréia
e substancias toxicas podem passar para 0 tecido subjacente
(neurbnios adjacentes e camadas musculares) contribuindo para o
surgimento de sintomas como urgéncia, frequéncia, e dor durante o
enchimento e esvaziamento da bexiga urinaria. Em alguns estados
patoldgicos, como na cistite induzida por CYP, o rompimento da
barreira urotelial estd associado com mudancas estruturais e
alterag6es nos niveis de mediadores quimicos, tais como NO e ATP.
Ainda, esses mediadores sdo capazes de regular a atividade de
neurdnios sensoriais adjacentes e, portanto, estimular alteracGes
vasculares locais e a contragao da bexiga urinaria (De Groat, 2006).
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Figura 1: Interacdes entre as células uroteliais, fibras nervosas
eferentes e aferentes e as células intersticiais na bexiga urinaria. A
estimulacdo de receptores e canais idnicos nas células uroteliais
pode causar a liberacdo de mediadores que atingem as fibras
nervosas e outros tipos de células da bexiga urinéria. As células
uroteliais também podem ser alvo de neurotransmissores liberados
das fibras nervosas e outras células. ATP: adenosina trifosfato; ACh:
acetilcolina; NO: o6xido nitrico; P2X e P2Y: receptores purinérgicos;
NGF: fator de crescimento derivado do nervo; TRPs: receptores de
potencial transitério; SP: substancia P; TrKA: receptor tirosina
quinase A (adaptado de Fowler et al., 2008).



1.5 Quimiocinas e seus receptores

As quimiocinas, ou citocinas quimiotaticas, sdo pequenas
proteinas que participam do processo inflamatério e imune. Assim
como as citocinas, as quimiocinas sdo secretadas pelos leucocitos e
células teciduais, tanto de forma constitutiva, como induzida
(Baggiolini et al., 2001; Podolon et al., 2002). Esses mediadores
quimicos estdo implicados em uma série de processos biologicos e
patologicos, agindo principalmente no controle da migracdo de
leucécitos (Charo e Ransohoff, 2006; Savaurin-Vuaillat e Ransohoff,
2008). As quimiocinas e seus receptores possuem acOes
fundamentais na circulagcdo das células mononucleares pelo
organismo, na organizacao do sistema imune e na patogénese de
diversas doencas. Além das células hematopoiéticas, as células
endoteliais, musculares, epiteliais, entre outras, também expressam
0s receptores para quimiocinas (Rosenkilde e Schwartz, 2004).

As quimiocinas compreendem aproximadamente 50
moléculas formadas por polipeptideos de 8 a 14-kDa, com 70 a 130
aminoécidos, que contém duas alcas dissulfeto internas (Baggiolini,
2001; Savaurin-Vuaillat e Ransohoff, 2008). Sdo classificadas em
guatro familias de acordo com a presenga e posicdo dos residuos
de cisteina, que formam as pontes dissulfeto, responsaveis pela
conformacdo tridimensional das quimiocinas. Os residuos de
cisteina podem estar imediatamente adjacentes (quimiocinas CC) ou
separados por um aminoacido qualquer (quimiocinas CXC). Existem
ainda as quimiocinas XC e as quimiocinas CX3C, que ocorrem em
menor nimero. A nomenclatura é determinada pela estrutura (CC,
CXC, XC e CX3C) seguida de L (para ligante) e um nudmero
(Baggiolini, 2001; Le et al., 2004; Moser e Williman, 2004, Jin et al.,
2008).

A maioria das quimiocinas € produzida em condi¢des
patolégicas pelas células sanguineas no sitio inflamatério, agindo no
recrutamento de células imunes para a regido afetada. Entretanto,
algumas quimiocinas também est@o envolvidas na manutencdo da
homeostasia, participando da maturacdo dos leucdcitos, do controle
da migracdo de linfécitos, da regulacdo da apoptose e da
angiogénese (Jin et al., 2008, Mélik-Parsadaniantz e Roéstene,
2008). Além disso, as quimiocinas também parecem estar
envolvidas no processo de modulacdo da dor (Abbadie et al., 2009).
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Depois de liberadas as quimiocinas exercem seus efeitos
sobre receptores acoplados a proteina G, que possuem sete
dominios transmembranares. A interacdo das quimiocinas com seus
receptores leva a ativacdo de diversas vias de sinalizacdo
intracelular, o que resulta no influxo de calcio e no rearranjo da
actina celular, promovendo, assim, quimiotaxia (Rosenkilde e
Schwartz, 2004; Charo e Ransolhoff, 2006). Os receptores de
quimiocinas sao divididos em diferentes familias, de acordo com o
tipo de quimiocinas a que se ligam (Baggiolini, 2001; Abbas et al.,
2003; White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006). A nomenclatura
é definida como CC, CXC, C, ou CX3C, seguidas de R (para
receptor) e um numero (Baggiolini, 2001).

As quimiocinas CC tém a funcdo de atrair células
mononucleares aos locais de inflamagdo cronica. A principal
representante deste grupo é a quimiocina CCL2 ou MCP-1 (proteina
quimiotatica de mondcitos), que induz os mondcitos a deixarem a
corrente sanguinea em direcdo ao tecido adjacente, tornando-se
macréfagos teciduais. A MCP-1 é um potente agonista para
mondacitos, células dendriticas, linfocitos T de memoria e basdfilos.
Outras quimiocinas do tipo CC incluem a CCL3 ou MIP-1a (proteina
inflamatéria de macr6fagos), CCL4 (MIP-18) e CCL5 (RANTES)
(Bone-Larson et al., 2000; Ben-Baruch, 2006; Charo e Ransohoff,
2006). A fractalkina (CX3CL1) é a Unica quimiocina CX3C
identificada e seu receptor (CX3CR1) tem sua expressao associada
a quimiotaxia e & adesdo celular (Abbas et al., 2003; Le et al., 2004;
White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006). As linfoactinas (XCL1
e XCL2) e seu receptor (XCR1) sdo os Unicos representantes da
familia das quimiocinas XC bem caracterizados. Essas quimiocinas
tém a funcdo de atrair as células T precursoras para o timo (Abbas
et al., 2003; White et al., 2005; Charo e Ransohoff, 2006).

As quimiocinas CXC (a-chemokines) apresentam cisteinas
separadas por um aminodcido (X). Também podem ser classificadas
em funcdo da sequéncia especifica ELR (glutamato-leucina-
arginina), que pode estar presente imediatamente antes da primeira
cisteina, como ELR" e ELR. A presenca dessa sequéncia de
aminoécidos influencia as fungdes angiogénica (ELR'CXC) e
angiostatica (ELR'CXC) das quimiocinas. (Strieter et al., 2006). De
forma geral, as quimiocinas do tipo CXC induzem a migracao de
neutrdéfilos e linfocitos (Le et al., 2004). O prototipo desse grupo é a
interleucina 8 (IL-8/CXCL8), uma quimiocina ELR", que possui a
funcdo de atrair leucécitos polimorfonucleares para os sitios de
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inflamacédo aguda. Além disso, ativa monécitos e pode direcionar
estas células para lesbGes vasculares, levando a proliferacdo de
células endoteliais (Van Damme et al., 2004; White et al., 2005;
Charo e Ransohoff, 2006). Outros exemplos desse grupo sédo a
CXCL1/GRO-a e CXCL2/GRO-B. Esta classe de quimiocinas se liga
a receptores CXC, classificados como CXCR1 a CXCR7. Séao
expressos em diferentes células, apresentando seletividade para
determinadas quimiocinas. Os receptores CXCR1 e CXCR2, ambos
expressos na superficie de neutrofilos, apresentam grande
homologia. Esses receptores interagem com a IL-8/CXCL8 e com
outras quimiocinas ELR*. O receptor CXCR2 se liga também a
CXCL1/GRO-a, CXCL2/GROB, CXCL3/GRO-Y, CXCL5/ENA-78 e
CXCL6 (Bone-Larson et al., 2000; Abbas et al., 2003; White et al.,
2005; Charo e Ransohoff, 2006).

A maior parte dos receptores para as quimiocinas age sobre
proteinas G do tipo inibitérias (G;) ativando mecanismos de
sinalizacdo intracelular como as fosfolipases (A;, B> e B3 D) e
proteinas quinases (IPs; quinase, proteina quinase C e tirosina
quinase). Isso resulta no acimulo de mediadores lipidicos como o
IP3, no influxo de célcio e na ativacdo de pequenas GTPases, que
coordenam o0s processos de adesdo celular, polimerizacdo da
actina, eventos contrateis e polarizagdo celular, permitindo o
movimento celular (Rose et al., 2004).

Um dnico receptor pode reconhecer e ser ativado por
diferentes quimiocinas dentro de uma mesma subfamilia,
caracterizando uma superposicdo de seletividade. Ainda, alguns
receptores podem se ligar tanto a CXC como CC quimiocinas, de
modo semelhante (Gerard e Rollins, 2001; Le et al., 2004). O padréo
da expresséo celular dos receptores determina quais os tipos de
células que respondem a determinadas quimiocinas. Os receptores
de quimiocinas podem ser regulados negativamente pela exposicdo
continua a quimiocinas, o que causa dessensibilizacdo. Este parece
ser o provavel mecanismo de finalizagdo das respostas iniciadas por
fatores quimiotéaticos (Abbas et al., 2003).

O papel das quimiocinas ja foi descrito em doencas
autoimunes (artrite reumatoide, IUpus eritematoso sistémico);
rejeicdo de transplantes (rim, coracdo); infeccbes (agudas e
cronicas, tanto bacterianas como virais); inflamacdo e alergias
(asma, artrite, colite, psoriase), neoplasias (recrutamento de
leucocitos, angiogénese), doencas vasculares (aterosclerose,
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hipertensdo) e na manutencdo da dor (Gerard e Rollins, 2001;
Moser et al.,, 2004; Bento et al., 2008; Manjavachi et al., 2010).
Neste contexto, tem sido sugerido que agentes capazes de bloquear
os receptores de quimiocinas poderiam constituir uma nova classe
de medicamentos, reduzindo as respostas inflamatérias e algicas
em diferentes situacdes clinicas (Baggiolini, 2001; Gerard e Rollins,
2001; Le et al., 2004; White et al., 2005; Manjavachi et al., 2010). O
potencial de diferentes antagonistas dos receptores de quimiocinas
foi avaliado para o tratamento de artrite reumatéide, mieloma
multiplo, colite e de processos dolorosos (Le et al., 2004; White et
al., 2005; Bento et al., 2008; Manjavachi et al., 2010).

1.6 Quimiocinas e seus receptores na bexiga urinaria

Nos udltimos anos tem se demonstrado crescente interesse
acerca do papel das quimiocinas e seus receptores na inflamacao
da bexiga urindria. Foram relatadas alteragcdes na expressdo da
quimiocinas fractalkina (CXC3CL1) e seu receptor (CX3CR1) na
bexiga urinaria ap6s o tratamento agudo ou crénico com CYP
(Yuridullah et al., 2006). Outras quimiocinas também parecem estar
envolvidas na patologia da cistite em humanos e roedores como, por
exemplo, CXCL9, CXCL10 e CXCL11, que se ligam a um receptor
comum, o CXCR3 (Sakthivel et al., 2008). Além disso, o receptor
CXCR4 e a quimiocina CXCL12 foram recentemente identificados
na inflamag&o da bexiga urinaria induzida pela CYP. Alguns estudos
demonstraram que o receptor CXCR4 é expresso constitutivamente
na bexiga e sua expressao no urotélio aumenta de forma marcante
apo6s a administracéo de CYP (Vera et al., 2008; Arms et al., 2010).
Ainda, o bloqueio desse receptor na bexiga aumentou a capacidade
da mesma, bem como o volume de urina eliminada em animais
normais e, de maneira acentuada, em animais tratados com CYP.
Dessa forma, o receptor CXCR4 parece ter papel importante na
funcao da bexiga urinaria normal e inflamada.

Os receptores quimiotaticos CXCR2 sao expressos
principalmente nos neutréfilos, ligando-se a IL-8 (CXCL-8) (Podolin
et al., 2002; Rose et al., 2004). Os receptores CXCR2 foram
identificados em diferentes tipos celulares e clonados a partir de
diferentes espécies, inclusive de humanos (Murphy e Tiffany, 1991;
Dunstan et al., 1996; Catusse et al., 2003a; Hipkin et al., 2004; Fu et
al., 2005; Takahashi et al., 2007) O receptor CXCR2 apresenta
afinidade também por outras quimiocinas GROa, CXCL5 e CXCL7
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(Lee et al.,, 1992; Petersen et al.,, 1994; Ahuja e Murphy, 1996;
Podolin et al., 2002; Reutershan, 2006; Rose et al., 2004).

Os receptores CXCR2 tém sido implicados em diversas
desordens inflamatérias e alteracdes nociceptivas. Neste contexto,
diversas evidéncias demonstraram que a CXCL8 (IL-8) é capaz de
induzir alteracdes nociceptivas marcantes em modelos animais
(Verri et al, 2006). O composto SB225002 (N-(2-hidroxy-4-
nitrofenil)-N'-(2-bromofenil) uréia) foi identificado em 1998 como o
sendo o primeiro antagonista nao-peptidico seletivo e competitivo
para o receptor CXCR2. Posteriormente, sua capacidade de inibir a
ligagdo da IL-8 ao CXCR2 em concentra¢gdes nanomolares foi
determinada (White et al.,, 1998; Catusse et al.,, 2003). Outros
estudos confirmaram a seletividade do SB225002 para o receptor
CXCR2 e demonstraram seus efeitos sobre a migragdo de
neutréfilos (Rosenkilde e Schwartz, 2004; Bizzarri et al. 2006). Como
os neutrofilos estdo envolvidos em diversas alteragfes patolégicas,
0s antagonistas seletivos do receptor CXCR2, como o SB225002,
podem representar alternativas terapéuticas potenciais (Reutershan
et al., 2006; Chapman et al., 2007; Bento et al., 2008; Manjavachi et
al., 2010).

1.7 Receptores TRPV1 na bexiga urinéria

Os canais idnicos da familia TRP (receptores de potencial
transitério) sdo subunidades peptidicas com seis dominios
transmembranares que se unem como tetrAmeros para formar poros
gue sdo permeaveis a cations de maneira ndo seletiva. O receptor
TRPV1 (receptor de potencial transitdrio vanildide 1) é sensivel ao
pH acido (= 5,9) e ao calor (= 43°C) (Caterina et al., 1997) e pode
ser ativado por compostos pungentes, como a capsaicina e
resiniferatoxina, e substancias enddgenas chamadas endovanil6ides
como a anandamida e derivados da lipoxigenase (Zygmunt et al.,
1999; Wang et al., 2000). A ativacdo desse receptor causa um
aumento do influxo de calcio, através do aumento da permeabilidade
do canal idnico, causando um potencial de acdo que se propaga ao
sistema nervoso central, produzindo a sensacéo dolorosa (Zhang et
al., 2005; Zhang et al., 2007; Gunthorpe e Chizh, 2009).

Como dito anteriormente, a inervacdo aferente da bexiga
urinaria & constituida por pequenas fibras mielinizadas Ad e fibras
amielinizadas do tipo C. Em condigbes normais, as fibras Ad séo
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responsaveis pela inicio do reflexo de miccao, ou seja, o envio de
sinais sobre a plenitude da bexiga para o sistema nervoso central.
As fibras C sdo consideradas silenciosas em condicbes normais,
mas sdo ativadas em condicdes neuropaticas e inflamatérias,
contribuindo para o desenvolvimento da hiperatividade da bexiga
urinaria (Chancellor e de Groat, 1999). O receptor TRPV1 é
expresso em ambas as fibras aferentes da bexiga urinaria,
participando da transmiss&do nociceptiva e da sensagdo mecéanica na
cistite (Daly et al., 2007; Wang et al., 2008; Charrua et al., 2010).
Estudos experimentais utilizando camundongos nocaute para o
receptor TRPV1 sugerem que o receptor funciona como um sensor
mecéanico na bexiga, influenciando o limiar de mic¢éo (Birder et al.,
2002). Além disso, parece desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da hiperatividade da bexiga na cistite (Charrua et
al.,, 2007; Wang et al., 2008).Desta forma, os agonistas vaniloides,
como a capsaicina e a resiniferatoxina tém sido utilizados
intravesicalmente para dessensibilizar as fibras C aferentes, o que
tem melhorado a continéncia, a urgéncia e a frequéncia urinaria, a
dor e, consequentemente, a qualidade de vida dos pacientes com
hiperatividade da bexiga urinaria e cistite (Chanceler e De Groat
1999; De Ridder et al., 1997; De Ridder e Baert, 2000; Avelino et al.,
2002; Matsuoka et al., 2012).

A maior parte da informagdo acerca da expressdo do
receptor TRPV1 em processos inflamatérios vem de modelos
sométicos. Durante a inflamac&o somatica, a expressdo do receptor
TRPV1 em neurbnios dos ganglios da raiz dorsal pode ser alterada
(Ji et al., 2002, Chung et al., 2011). Apéds a inflamacé&o induzida por
BCG (Bacillus Calmette-Guérin) a expressao do TRPV1 é
aumentada em fibras nervosas da bexiga urinaria de rato (Saban et
al.,, 2011). Além disso, pacientes com hiperatividade da bexiga de
origem neurogénica apresentam um maior nudmero de fibras
imunorreativas ao TRPV1 na bexiga urinaria (Brady et al., 2004).

O receptor TRPV1 parece ser expresso ndo apenas nas
fibras nervosas aferentes que inervam a bexiga, mas também em
células ndo neuronais, como as células uroteliais, musculares e
células intersticiais (Birder et al., 2001;. Ost et al., 2002;. Brady et
al., 2004.; Lazzeri et al., 2004, 2005; Apostolidis et al., 2005; Avelino
e Cruz, 2006; Liu e Kuo, 2007; Charrua et al., 2009). A expresséo do
receptor TRPV1 na bexiga urinaria também parece ser responsavel
pela regulagcdo da atividade muscular e diferenciagdo celular
(Avelino e Cruz, 2006). Nas fibras nervosas, foi mostrado que o
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receptor TRPV1 esta intensamente co-localizado com CGRP e SP
bem como com os receptores PARs (Dattilio & Vizzard 2005). A
presenca do TRPV1 em células uroteliais ja foi confirmada em
camundongos e ratos (Birder et al., 2001, Kullmann et al., 2009) e
em humanos (Charrua et al., 2009), apresentando funcionalidade
em ambos 0s casos, isto &, sensiveis a capsaicina, ao pH e ao calor.
No entanto, ainda existem controvérsias a respeito da expressédo do
TRPV1 em células uroteliais, pois alguns pesquisadores nédo
detectaram a sua expresséo ou funcionalidade, relatando diferencas
entre as espécies estudadas (Everaerts et al., 2010).

O principal estimulo para a ativagdo do TRPV1 em células
uroteliais ainda é desconhecido. Diferentemente do que ocorre com
as células neuronais, os protons nao parecem ser o estimulo, ja que
0 pH da urina em estado fisiolégico é acido. No entanto, pode-se
dizer que o TRPV1 é ativado em estados patolégicos, como na
inflamac&o da bexiga urinaria e, portanto, se torna mais sensivel a
urina acida, o que poderia levar a um aumento da atividade reflexa
da bexiga urinaria. Corroborando com esta hipoOtese, Birder e
colaboradores (2001) demonstraram que a capsaicina e protons H*
estimulam o influxo de célcio através do canal, causando a liberagéo
de NO pelo urotélio da bexiga inflamada (Birder et al., 2001). Além
disso, a estimulagdo do receptor TRPV1 com capsaicina induz a
liberacdo de ATP nas células uroteliais também (Charrua et al.,
2009). Isto é interessante porque a secrecdo de ATP pelas células
uroteliais € um comunicador chave entre o urotélio e as fibras
sensoriais. Esta liberacdo ocorre durante o enchimento da bexiga e
atua sobre os receptores P2X expressos nas fibras sensoriais,
contribuindo para a sensacéo de plenitude da bexiga (Birder, 2010).
Além disso, o estiramento induzido pela liberacdo de ATP a partir do
urotélio foi diminuido em animais nocautes para TRPV1 em
comparacdo com animais controle (Birder et al., 2002). Esses
achados podem ter grande relevancia clinica, pois pacientes com
cistite apresentam uma maior expressdo de TRPV1 no urotélio (Liu
& Kuo 2007) e niveis elevados de ATP na urina (Sun et al., 2001,
Sun & Chai, 2006). Estes dados suportam a ideia de que estimulos
mecanicos e quimicos sdo capazes de ativar indiretamente os
aferentes da bexiga urinaria através da liberagdo de mediadores
pelo urotélio. Evidéncias recentes mostraram o0 aumento da
expressdo e da funcdo do receptor TRPV1 (medida
eletrofisiologicamente) em células uroteliais isoladas de pacientes
com diagnéstico de bexiga hiperativa (Li et al., 2011; Birder et al., in
press). Assim, parece provavel que o TRPV1 urotelial participe de
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maneira similar aos neurénios na deteccédo de estimulos irritantes na
inflamacéo da bexiga urinéaria.

A cistite aumenta os niveis de ligantes enddgenos do
TRPV1 como a anandamida (Dinis et al., 2004) na bexiga urinaria.
Além disso, o nimero de neurbnios sensoriais que expressam 0
receptor TRPV1 aumenta apds a inflamacdo da bexiga com
ciclofosfamida (Avelino et al., 2013). Isto pode estar relacionado com
niveis elevados de fatores neurotréficos, como o NGF, produzidos
pelo processo inflamatério da bexiga (Guérios et al., 2006; Vizzard,
2000b). O NGF aumenta a traducdo do receptor TRPV1 (Ji et al.,
2002) e libera-o do controle inibitério do fosfatidilinositol-4 ,5-
bifosfato (PIP;) (Chuang et al., 2001). Além disso, a ativacéo da
proteina quinase A (PKA) (De Petrocellis et al.,2001), da proteina
quinase C (PKC) (Cesare et al, 1999.; Premkumar e Ahern et al.,
2000), e da proteina quinase dependente de Ca*?/calmodulina
(CaMKIll) (Jung et al., 2004) por mediadores inflamatérios podem
aumentar a atividade do receptor TRPV1 através da sua
fosforilagdo. Também deve ser mencionado que o aumento da
expressdo dos receptores PAR2-4 recentemente detectado em
fiboras nervosas e células uroteliais da bexiga inflamada que
expressam TRPV1 (Dattilio e Vizzard, 2005), pode contribuir para
sensibilizar o receptor TRPV1 através da fosforilagdo mediada por
PKC (Amadesi et al., 2004; Dai et al., 2004).

Embora a participacdo do receptor TRPV1 em estados
patoldgicos esteja mais evidente, sua fun¢éo na fisiologia da bexiga
urindria ainda € controversa. A capsazepina, mesmo em
concentragdes muito elevadas, ndo teve efeito na atividade funcional
da bexiga urinéaria (Dinis et al., 2004). Por conseguinte, a frequéncia
das contracdes vesicais reflexas dos animais selvagens e nocautes
para o receptor foi similar (Silva et al., 2004; Charrua e Avelino,
observagcbes ndo publicadas). Todavia, estes dados diferem dos
apresentados por Birder e colaboradores (2002) que concluiram que
a delecéo do gene para o receptor TRPV1 aumenta a capacidade de
armazenamento da bexiga e a frequéncia das contracbes nao
associadas a micgcdo (CNMs). Através de andlises cistométricas foi
observado que animais com delecao génica para o receptor TRPV1
apresentaram menor eliminacdo de urina em comparacdo com 0s
animais controle (Birder et al., 2001). Ainda, esses animais,
apresentaram respostas neurais alteradas para a distensdo da
bexiga urinaria, demonstrando o papel do TRPV1 na excitabilidade
dos aferentes da bexiga (Daly et al., 2007). No entanto, estes dados
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sdo conflitantes, pois animais nocautes para TRPV1 apresentaram
pardmetros urodindmicos normais (Charrua et al., 2007). Em
conjunto, estes resultados apoiam um papel mais amplo para o
TRPV1 na bexiga urinaria, incluindo o seu envolvimento na funcéo
de miccdo além da sensagéo de dor (Birder e Andersson, 2013).

O bloqueio farmacologico ou a delecdo génica do receptor
TRPV1 demonstrou que este receptor é essencial para o
desenvolvimento da hiperatividade da bexiga e da dor na cistite
(Charrua et al., 2007). A administracdo do antagonista TRPV1, o
GRC-6211, reduziu a hiperatividade da bexiga e a frequéncia de
miccdo em modelos de inflamac&@o aguda e crbnica (Charrua et al.,
2009). Estudo recente mostrou que animais nocaute para o receptor
TRPV1 apresentaram aumento da capacidade da bexiga urinaria e
reducdo na expresséo de c-fos na medula espinhal, em resposta a
distensao da bexiga (Andersson et al., 2010), além de inibicao do
desenvolvimento da hipersensibilidade mecanica visceral (Daly et
al., 2007; Lei et al., 2013).

Trabalhos recentes relataram que o antagonista seletivo do
receptor TRPV1, o SB366791, € capaz de diminuir a liberacdo de
citocinas inflamatérias e a migracdo de leucécitos para o sitio
inflamatério (Varga et al., 2005; Paszcuk et al., 2008). Também foi
verificada uma diminuicdo do edema, bem como da atividade da
MPO e da resposta nociceptiva espontanea induzida pela tripsina na
pata de ratos (Paszcuk et al., 2008). Ainda, o SB366791 diminuiu o
influxo de calcio em células neuronais, de maneira dose-dependente
(Varga et al.,, 2005). Nesse contexto, a avaliagdo do receptor
TRPV1, através do seu bloqueio farmacolégico com o antagonista
SB366791, se torna importante na busca um maior entendimento
acerca do seu papel na inflamagé&o da bexiga urinaria.

1.8 Quimiocinas e receptores TRPV1

Como relatado anteriormente, durante 0 processo
inflamatério diversos mediadores sdo gerados como a bradicinina,
NGF e prostaglandina E2, contribuindo para o desenvolvimento de
hiperalgesia através da regulacdo da expressdo, sensibilidade e
funcionalidade do receptor TRPV1. Alguns mecanismos
moleculares, envolvendo esses mediadores ja foram identificados
como responsaveis pelo aumento da percepg¢do da dor mediada
pelo receptor TRPV1 como: aumento da producdo de ligantes
enddgenos do TRPV1, aumento da sensibilidade do receptor devido
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a fosforilacdo da PKC, inibicdo da adaptacdo devido a fosforilagédo
da PKA e remogéo do inibidor endégeno PIP2 pela PLC.

Recentemente, foi demonstrado que as quimiocinas
secretadas durante o processo inflamatorio parecem estar
envolvidas no aumento da percepcao da dor, através da
sensibilizagdo dos receptores periféricos TRPV1. Em 2005, Zhang e
Oppenheim demonstraram que a exposi¢ao de células neuronais as
qguimiocinas aumentava a sensibilidade do receptor TRPV1. Neste
contexto, 0 mesmo grupo relatou que a quimiocina CCL3 foi capaz
de promover a sensibilizacdo do receptor TRPV1 in vitro, através do
aumento do influxo de célcio em células neuronais. Além disso, a
injecdo intraplantar de CCL3 na pata de rato diminuiu o limiar
nociceptivo em resposta ao estimulo doloroso de calor, refor¢cando
0s resultados obtidos in vitro (Zhang et al., 2005). Ainda, um
trabalho recente demonstrou que a quimiocina CCL2 (MCP-1)
aumenta a funcdo do receptor TRPV1 bem como a expressdo do
seu RNAm em neurbnios do GRD, -contribuindo para o
desenvolvimento da hiperalgesia (Kao et al., 2012).

Estudos comportamentais com roedores sugerem que as
quimiocinas como CCL2, CCL3 e KC (quimiocina derivada de
queratinécitos) aumentam a sensacédo de dor através da ativacédo de
receptores TRPV1 (Oh et al., 2001; Cunha et al., 2005; Zhang et al.,
2005). Trés possiveis mecanismos tém sido propostos para
explicar essa sensibilizacdo. O primeiro sugere que os receptores de
quimiocinas sensibilizam os receptores TRPV1 nos neurdnios
sensoriais contribuindo assim para o aumento da percep¢éo da dor
(Zzhang et al., 2005). Dessa maneira, o padrdo da expressdo do
receptor de quimiocina CCR1 nos neurbnios do GRD parcialmente
se sobrepbe com a expressdo do receptor TRPV1 e
aproximadamente 40% dos neurdnios expressam ambos o0s
receptores. O pré-tratamento com a quimiocina CCL3 (MIP-1q;
Proteina inflamatéria de macréfago - 1a), ligante endégeno do
receptor CCR1, aumenta a sensibilidade do receptor TRPV1 a
capsaicina em ensaios in vitro de influxo de célcio. Esses efeitos
parecem ser resultado da remoc¢é&o do inibidor endégeno do TRPV1,
o PIP2, e da fosforilacdo do receptor pela PKC (Zhang et al., 2008).
A injecao intraplantar de CCL3 em camundongos diminuiu o limiar
de retirada da pata apds estimulo de calor, indicando a relevancia do
estudo in vitro. As quimiocinas e seus receptores em neurfnios de
pequeno diametro, indiretamente sensibilizam o receptor TRPV1,
sugerindo que esse processo contribui para a hiperalgesia durante a
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inflamacéo. A segunda hipétese é que o influxo de calcio induzido
pela quimiocina seria suficiente para causar a despolarizacdo dos
neurdnios sensoriais e gerar um sinal que vai ser reconhecido como
dor pelo sistema nervoso central (SNC) (Oh et al., 2001).
Finalmente, é provavel que as citocinas e quimiocinas geradas no
processo inflamatério induzam a producdo de prostaglandina,
bradicinina, e outros mediadores celulares que podem sensibilizar
indiretamente o receptor TRPV1 (Cunha et al.,, 2005). Dessa
maneira, pode-se dizer que durante o processo inflamatorio, a
ativacdo dos receptores de quimiocinas contribui para a
sensibilizagdo do receptor TRPV1, facilitando a transmisséo
dolorosa e causando hiperalgesia.

Diante do exposto, a ativacdo e/ou sensibilizagcdo do
receptor TRPV1 poderia consistir em um evento secundario a
ativacdo dos receptores quimiotaticos CXCR2 na cistite induzida por
CYP. Dessa forma, buscamos avaliar a participacdo dos receptores
CXCR2 e TRPV1 nas alteragdes estruturais, sensoriais e funcionais
da bexiga urinaria induzidas por CYP.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a participacdo do
receptor CXCR2 para quimiocinas bem como a sua interacdo com
os receptores TRPV1, nas alteracdes fisiopatoldgicas associadas a
cistite hemorragica induzida pela CYP.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do bloqueio farmacoldgico dos receptores
CXCR2 e TRPV1 nas alteragBes nociceptivas na cistite
induzida pela CYP;

Analisar o efeito do bloqueio farmacol6gico dos receptores
CXCR2 e TRPV1 sobre o processo inflamatério vesical
causado pela CYP;

Avaliar o efeito do bloqueio farmacoldgico dos receptores
CXCR2 e TRPV1 sobre os niveis de citocinas na bexiga de
animais tratados com CYP;

Caracterizar a expressdo do RNAm dos receptores CXCR2
e TRPV1 na bexiga apds o tratamento com CYP;

Determinar a localizagdo dos receptores CXCR2 e TRPV1
na bexiga e nos neurdnios do GRD apés o tratamento com
CYP.

Avaliar a participacdo dos receptores CXCR2 e TRPV1
sobre as alteracdes urodindmicas na cistite induzida pela
CYP.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando ratos Wistar
fémeas (150 a 220 g), provenientes do biotério do Laboratério de
Farmacologia Experimental (LAFEX) da UFSC e criados em
condicdes estéreis. Os animais foram alojados em grupos de 5
animais por caixa (42 x 34 x 17 cm) e mantidos em cémaras
ventiladas (ALESCO®) em temperatura e umidade controladas (22 *
1°C, 60 a 80% de umidade), em ciclo de 12h claro/escuro; com agua
e racdo fornecidos ad libitum. Os experimentos descritos foram
conduzidos de acordo com as recomendacdes do Guia de Uso e
Cuidado com Animais Laboratoriais do National Institute of Health
(NIH) dos Estados Unidos da América (Publication No. 85-23,
revisado em 1996). Durante os procedimentos experimentais, a
temperatura do laboratério foi mantida em 22 + 1°C. Foi utilizado um
tempo minimo de adaptacdo ao novo ambiente de pelo menos 1 h,
no qual os animais continuaram com livre acesso a agua e a racao.
Os procedimentos de imobilizacdo antes dos tratamentos foram
realizados de acordo com os principios descritos por Waynforth e
Flecknell (2004), de forma a néo produzir estresse ao animal. Para
eutanasia, foi utilizada camara de CO,, um método altamente
recomendado, que apresenta a rapidez, a eficacia e a facilidade
necessérias. O nimero de animais e a intensidade dos estimulos
foram os minimos necessarios para demonstrar efeitos consistentes
do estudo. Todos os protocolos experimentais utilizados nesse
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) da UFSC (processo PP00607).

3.2 Inducéo da cistite

A inducdo da cistite foi realizada de acordo com o
procedimento descrito por Boucher e colaboradores (2000).
Inicialmente, os animais foram anestesiados com isoflurano (2% em
100% de O,, durante 2 minutos) e receberam uma injecdo de CYP
(200 mg/kg), por via intraperitonial (i.p.). Os animais do grupo
controle receberam solucédo salina (NaCl 0,9 %, 10 ml/kg, i.p.). A
administracdo intraperitoneal de CYP nao produz lesdo ou
inflamacdo em outros tecidos abdominais, exceto sobre a bexiga
urinaria (Olivar e Laird, 1999). O modelo de cistite hemorragica
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induzida por CYP apresenta a vantagem de ndo necessitar cirurgia
ou intubacao. Além disso, por causar dor, mimetiza os sintomas de
dor visceral em humanos.

Na etapa de avaliacdo do efeito dos antagonistas seletivos
dos receptores CXCR2 e TRPV1 sobre as alteragdes observadas na
cistite induzida por CYP, as doses dos mesmos foram escolhidas
com base em estudos iniciais ou publicagcdes prévias do nosso
grupo de pesquisa (Marotta et al., 2009; Manjavachi et al., 2010;
Paszcuk et al., 2008). Diferentes grupos de animais foram tratados
30 min antes da administracdo de CYP com o antagonista seletivo
dos receptores CXCR2, o SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.), com o
antagonista seletivo dos receptores TRPV1, o SB366791 (0,3
mg/kg, i.p.) ou com a combinacdo de ambos os antagonistas (0,3
mg/kg, i.p., cada). O grupo de animais controle recebeu veiculo nos
mesmos esquemas de administracao.

3.3 Avaliagéo das respostas nociceptivas
3.3.1 Parametros comportamentais

A avaliacdo da resposta nociceptiva foi realizada de acordo
com a metodologia descrita previamente por Boucher e
colaboradores (2000). A CYP induz modificacbes marcantes no
comportamento de ratos e essas estdo diretamente relacionadas
com a dose de CYP utlizada. As alteracdes comportamentais
consistem na diminuicao da taxa/frequéncia respiratéria, fechamento
dos olhos e ocorréncia de posturas especificas. A intensidade dos
distarbios comportamentais esta ligada com a evolucdo do processo
inflamatério da bexiga, 0 que sugere que essas modificacdes no
comportamento representam a expressao da dor sentida pelos
animais (Boucher et al., 2000).

Os animais foram colocados individualmente em caixas
acrilicas transparentes (9 x 7 x 11 cm) para observacao e foram
ambientados durante um periodo de 1 hora antes da realizacéo do
teste comportamental. Os experimentos foram realizados entre 8 e
18 horas a fim de minimizar as variagbes nas respostas
comportamentais. A nocicepcdo visceral associada a cistite
hemorragica foi avaliada através dos seguintes parametros

comportamentais: (I) frequéncia respiratéria; (II) abertura dos olhos e
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(Il postura especifica de imobilidade. Os animais foram observados
em diferentes intervalos de tempo (1 - 48 h) apos a injecéo de CYP.
Para avaliacdo da taxa de respiracdo, a cada decréscimo de 10
ciclos/min foi atribuido 1 ponto (controle: 140 ciclos/min). Para a
avaliacdo da abertura e o fechamento dos olhos, cinco graus da
escala foram definidos: O para a abertura completa, que
corresponde aos olhos normais; 10 para olhos completamente
fechados; 5 para os olhos semifechados e 2 e 7 para posi¢Bes
intermediérias. A postura especifica de imobilidade foi determinada
como “rounded-back” (costas arredondadas) ou “limpness” (flacidez,
corpo alinhado ao chédo), a qual foi atribuida a pontuacdo de 10.
Quando nenhuma postura especifica de imobilidade foi observada a
pontuacdo foi de zero. As respostas nociceptivas foram avaliadas
como a somatdria desses parametros (Tabela 1). Todos os
experimentos foram realizados de forma que o avaliador néo tivesse
conhecimento dos tratamentos realizados em cada grupo
experimental.

Tabela 1: Escore comportamental nociceptivo

FREQUENCIA RESPIRATORIA

Escore Avaliacéo

0 Normal (animal controle: 140 ciclos/min)

1 decréscimo de 10 ciclos/min
Escore Avaliacao

0 Olhos abertos

2 Intermediario

5 Olhos semifechados

7 Intermediario
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10 Olhos completamente fechados
Escore Avaliacdo
0 Normal

Imobilidade, costas arredondadas ou corpo alinhado ao

10 chao

3.3.2. Analise da hipersensibilidade mecéanica através do filamento
de von Frey

Sabe-se que a inflamacdo da bexiga urinaria esta
relacionada com a sensibilizacdo de areas somaticas. Em
humanos, essa sensibilidade periférica tem sido observada na pele
do abdbmen e na regido pélvica, enquanto que em ratos esti
associada com uma hipersensibilidade na base da cauda, nas patas
traseiras e na regido abdominal (Ness et al.,, 2005; Augé et al.,
2013).

Para avaliar a hipersensibilidade mecanica periférica, os
animais foram colocados individualmente em compartimentos de
acrilico transparente individuais (9 x 7 x 11 cm) localizados em uma
plataforma de arame elevada, para permitir 0 acesso a regido da
pata e do abdémen. Os animais foram ambientados por 30 min
antes dos testes comportamentais. A frequéncia de resposta de
retirada foi obtida através de 10 aplicacdes (duracdo de 1 s cada e
intervalo de 10 s entre cada aplicacdo) do filamento de von Frey 8 g
na pata direita e 26 g na regido abdominal (VFH, Stoelting,
Chicago, EUA). A resposta foi considerada positiva quando a pata
foi bruscamente retirada ou quando o animal lambeu ou encolheu a
pata. Os seguintes comportamentos foram considerados respostas
positivas a estimulacéo da regiao abdominal: retragcdo acentuada do
abddmen, saltar, lamber ou cocar imediatamente a regido
abdominal. O limiar mecanico foi avaliado apés a inducéo da cistite
por CYP em diferentes intervalos de tempo (1, 4, 8, 24 e 48 h).
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3.4 Analise histopatolégica da bexiga urinaria
3.4.1 Analise macroscoépica

Os animais foram submetidos a eutanasia 24 h apos a
administragdo de CYP (200 mg/kg, i.p.) e as bexigas urinarias foram
removidas para a analise macroscopica. As bexigas urinarias foram
dissecadas e pesadas e o edema vesical foi quantificado através do
aumento do peso umido do tecido e expresso em gramas por 100 g
de peso corporal. Foi feito um corte em “Y” na bexiga, a fim de
visualizar toda a parte interna da mesma e o tecido foi analisado sob
uma lupa cirlrgica. A aparéncia da bexiga urinaria foi graduada de
acordo com a escala estabelecida por Gray e colaboradores (1986)
para a presenca de edema e hemorragia (Tabela 2):

Tabela 2: Escore utilizado para avaliagdo do dano macroscépico na
bexiga urinaria

ESCORE EDEMA HEMORRAGIA
Normal 0 Nenhum Nenhum
Leve 1 Intermediario Dilatacao dqs vasos
da bexiga
Veoaras 2 Restrl_to a mucosa Hematomas na
interna mucosa
Mucosa interna e Coagulos
Severo 3 . L
externa intravesicais

3.4.2 Anélise Microscoépica

Vinte e quatro horas apds a administracdo de CYP os animais
foram anestesiados, submetidos a eutanasia e perfundidos pela via
transcardiaca com solucdo de PBS (solucdo salina tamponada com
fosfato 0,01 M, pH 7,2 a 7,4) e paraformaldeido 4%. As bexigas
urinarias foram removidas, fixadas em paraformaldeido 4% por 48 h,
desidratadas em etanol 70% por 24 h e diafanizadas em xilol. A
seguir, os tecidos foram incluidos em parafina, seccionados a uma
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espessura de 5 pum, transferidos para laminas de vidro,
desparafinizados e corados com o hematoxilina e eosina (HE) e
analisados em microscépio éptico. As alteracdes histologicas foram
classificadas de acordo com os critérios de Gray e colaboradores
(1986), como seguem:

Tabela 3: Escore utilizado para a avaliacdo do dano microscépico
na bexiga urinaria

ESCORE MICROSCOPICO

Escore Avaliacéo

0 Epitélio normal, sem sinais de inflamagé&o

Alteracdes discretas: diminuicao do epitélio por
1 descamacéo, achatamento das dobras da mucosa,
edema e hemorragia leve, poucas ulceracdes

Alteracdes severas: erosdo da mucosa, infiltracéo de
2 células inflamatérias, edema e hemorragia
acentuados, deposicdo de fibrina, multiplas ulceracdes

3.5 Atividade da enzima MPO na bexiga urinéria

O recrutamento de neutrofilos para a bexiga urinaria foi
guantificado indiretamente através da determinagdo da atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO), segundo o método descrito por
Andrade e colaboradores (2011), com algumas modificac6es. Para
isso, apOs a eutanasia dos animais as bexigas urinarias foram
coletadas em diferentes intervalos de tempo (1-48h), congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a —70 °C. As amostras foram
homogeneizadas a 5 % (peso/volume) em tampao EDTA/NaCl (pH
4,7) e centrifugadas a 10000 rpm por 15 min a 4 °C. O precipitado
resultante foi ressuspenso em tampao 1 gelado (pH 7,4; NaCl 0,1 M,
NaPO, 0,02 M e NaEDTA 0,015 M). Adicionou-se entdo NaCl 0,2 %
gelado e apés 30 s NaCl 1,6 % contendo glicose 5 % (gelado). A
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solucdo foi centrifugada a 10000 rpm, por 15 min a 4 °C. O
precipitado formado foi ressuspenso em tampéo 2 gelado [pH 5,4;
NaPO, 0,05 M e hexadeciltrimetilaménio (H-TAB) 0,5 %] e as
amostras obtidas foram congeladas e descongeladas trés vezes em
nitrogénio liquido. Ap6s o Ultimo descongelamento, as amostras
foram novamente centrifugadas a 10000 rpm por 15 min a 4 °C, e 25
pl do sobrenadante foram usados para o ensaio de MPO. A reagao
enzimatica foi realizada na presenga de tetrametilbenzidina (TMB;
1,6 mM), NaPO4 (80 mM) e perdxido de hidrogénio (H,O,; 0,3 mM).
A absorbancia foi medida em espectofotdbmetro a 690 nm e os
resultados expressos em densidade 6ptica (DO) por mg de tecido.

3.6 Dosagem de citocinas na bexiga urinéria

Os niveis de IL-1B e de TNFa teciduais foram avaliados
utilizando o método previamente descrito por Bento e colaboradores
(2008), com algumas modificacdes. Apds o tratamento com CYP
(200 mg/kg, i.p.), os animais foram submetidos a eutanasia e as
bexigas urinarias coletadas em diferentes intervalos de tempo (1-
48h). Os tecidos foram homogeneizados em salina tamponada com
fosfato (PBS; pH 7,4; NaCl 137mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 8,1 mM,
KH,PO, 1,5 mM, filtrado a 0,2 mm) contendo: NaCl 0,4 M, PMSF 0,1
M, EDTA 10 mM, 0,05% de Tween 20, 0,5% de BSA e 2 ug/ml de
aprotinina A. Posteriormente, foram centrifugados a 3000 g, por 10
min a 4 °C, sendo o sobrenadante obtido utilizado para o ensaio. Os
niveis de citocinas foram determinados através de kits de ELISA
(enzyme linked immuno sorbent assay), de acordo com as
recomendacgfes do fabricante (R&D Systems®, Minneapolis, MN,
EUA). A quantificacdo de proteinas presentes nas amostras foi
realizada através do método de Bradford (Bradford, 1976). Os
resultados foram expressos em pg/mg de tecido.

3.7 Expressdo dos receptores CXCR2 e TRPV1 na bexiga
urinaria

3.7.1 Extracdo do RNA total

Para a extracdo do RNA total (RNAt), amostras de bexiga
urinaria foram coletadas nos periodos de 1, 4, 8, 24 e 48h apés a
administracdo de CYP, e foram rapidamente colocadas em Trizol®
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) na proporcdo de 1 ml do reagente
para cada 100 mg de tecido. Os tecidos foram homogeneizados com
triturador automatico. Ao homogenato foram adicionados 200 pl de
cloroférmio sendo este posteriormente submetido a agitacdo e
centrifugacdo (12000 x g, 15 min, 4 °C). A fase aquosa contendo
RNAt foi transferida para um novo tubo e foram adicionados 500 pl
de éalcool isopropilico. O contetido do tubo foi misturado por inversao
e posteriormente mantido em repouso em temperatura ambiente
durante 10 min. A mistura foi centrifugada (12000 x g, 15 min, 4°C)
sendo o pellet resultante ressuspenso em 1 ml de etanol 75%
gelado. Apos a centrifugacdo (7000 x g, 5 minutos 4 °C) o pellet
contendo RNA foi dissolvido em &agua tratada com 0,1 % de
dietilpirocarbonato (DEPC), sendo a concentracdo e a pureza
determinadas pelo espectofotbmetro NanoDrop 1100 (Nanodrop
Technlogies, Wilmington, DE, EUA). O RNA foi aliquotado e
estocado a — 70 °C até o momento do uso. Apds a obtencao do
RNA, foi realizado o ensaio de transcricdo reversa seguida de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR em tempo
real,como descrito abaixo.

3.7.2 Ensaio de transcri¢do reversa seguida de rea¢do em cadeia de
polimerase em tempo real (PCR em tempo real)

Com o objetivo de determinar o efeito da CYP sobre os
niveis de RNAm para os receptores CXCR2 e TRPV1 na bexiga
urinéria foi realizada a rea¢do em cadeia da polimerase em tempo
real (real-time PCR). Para a reacdo da transcricdo reversa, foi
utilizada a enzima Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Amostras de bexiga urinaria
contendo 2 pug de RNA total foram incubadas com 1 pg de oligo dT
(500 pg/ml), 1 pl de dNTPs mix (10 mM) e agua ultrapura para um
volume final de 12 pl. Para a obtencdo do DNA complementar
(DNAc) as amostras foram aquecidas a 65 °C por 5 minutos,
resfriadas a 4 °C por 5 minutos para a adicdo de 4 pl de tampéo de
primeira fita [(250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCI e 15 mM
MgCl,), 2 pl de DTT (0,1 M)] e 1 pl de inibidor de RNAse. A mistura
foi incubada a 37 °C por 50 min e a reac¢do foi inativada a 75 °C por
15 min. O DNACc foi estocado a 4 °C até a realizacdo da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). A reacdo de PCR foi realizada para
promover a amplificacdo do DNAc para o0 CXCR2, TRPV1 e para a
B-actina. Para tal, o DNAc foi amplificado em duplicata utilizando o
kit Master Mix TaqMan® Universal PCR (Applied Biosystems, Séo
Paulo, SP, Brasil), com primers especificos para ratos com
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marcagdo 3 quencher MGB e FAM, para o CXCR2
(Rn03993699_s1), para o TRPV1 (Rn01460299 s1) e 3’ quencher
MGB e VIC para o controle endégeno [-actina ACTB
(Rn00667869_m1) (Applied Biosystems). A reacdo de PCR foi
realizada em uma placa de reacdo 6ptica de 96 pocos (Applied
Biosystems). Cada reacao continha: 1 pl de DNAc (300 ng), 5 ul de
Master Mix (2x), 0,5 pl de primer (sonda TagMan) e 3,5 pl de agua
ultrapura em um volume final de 10 pl. As amplificacdes foram
realizadas em um termociclador (StepOne Plus; Applied Biosystems)
para 55 ciclos. Os parametros do termociclador foram os seguintes:
50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min, 55 ciclos de 95 °C por 15 s e 60
°C por 1 min. A fluorescéncia foi coletada a cada ciclo de
amplificacéo e os dados foram analizados utilizando o método 2 -anct
para a quantificacdo relativa (QR). A expressdo do gene alvo foi
calibrada em relacdo a condigbes encontradas em animais controle.

3.8 Localizacdo dos receptores CXCR2 e TRPV1 na bexiga
urinaria e GRD

3.8.1 Protocolo para imunomarcacao

Num outro conjunto de experimentos, 0s animais foram
perfundidos pela via transcardiaca com PBS (0,1 M; pH 7,4),
seguido de solucdo de paraformaldeido (PFA 4%), 24h apds a
administragdo da CYP. ApOs a perfusdo, a bexiga urinaria e o
ganglio da raiz dorsal (GRD; L6-S2) foram removidos e fixados em
paraformaldeido 4% por 4 h e subsequentemente crioprotegidos em
solucao de sacarose 30% por 12 h a 4 °C. Apds, as amostras foram
incorporadas e congeladas em meio especifico Tissue-Tek®
(Sakura® Finetek, Torrance, Califérnia, EUA) e as fatias congeladas
de bexiga urinaria e GRD (6 um) foram obtidas com o auxilio de um
criostato. Imediatamente apds esta etapa, os cortes foram montados
em laminas de vidro limpas e previamente gelatinizadas com
gelatina porcina (1%, pH 7,4). Subsequentemente, os cortes foram
processados conforme descrito a seguir. Apos lavagem (3x) com
PBS, as laminas foram incubadas durante 30 min com um tamp&o
de bloqueio 1% de albumina de soro bovino (BSA 1%) diluida em
PBS para bloqueio dos sitios inespecificos. Uma solucdo mista de
anticorpos primarios foi aplicada: anticorpo monoclonal de coelho
anti-CXCR2 (1:100) e anticorpo policlonal de camundongo anti-
TRPV1 (1:200) e incubados durante a noite (14 a 16 horas) a 4 °C.
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Ap6s lavagem com PBS (3x, 5 minutos), os cortes foram incubados
com os anticorpos secundarios Alexa Fluor® 488 (verde) Alexa
Fluor® 568 (Vermelho), numa solucdo de mistura, ambos na
concentracdo de 1:250. Os nlcleos (azul) foram corados com
Hoechst (0,5 mi/ml). Apés as incubacdes, os cortes foram lavados
novamente com PBS (3x, 5 minutos) montados com Tissue-Tek® e
laminula limpa. As imagens foram obtidas utilizando um modelo de
microscopio de fluorescéncia BX41 (Olympus America Inc., Center
Valley, PA, EUA).

3.9 Avaliagdo urodinamica através da cistometria

Com o objetivo de aprofundar o estudo acerca da
participacdo dos receptores CXCR2 e TRPV1 na hiperatividade
urinaria induzida pela CYP, o processo miccional foi avaliado
através da analise dos parametros urodinamicos, utlizando a
técnica de cistometria. Este protocolo experimental foi realizado 24h
apo6s a indugéo da cistite com CYP. ApoOs anestesia intraperitoneal
com uretano (0,9 - 1,2 g/kg), um cateter de polietileno (PE-60; Clay
Adams, Parsippany, NJ, EUA) foi inserido através de uma pequena
inciséo feita no corpo da bexiga urinaria. O cateter intravesical foi
conectado por meio de uma torneira de trés vias a um transdutor de
pressdo (ADInstruments, Castle Hill, Australia) para registrar a
pressdo intravesical e a uma bomba de infusdo (Insight
Equipamentos Cientificos, S&o Paulo, Brasil) para permitir a infusao
continua de solugdo salina para o interior da bexiga urinaria. A
pressdo intravesical foi registrada continuamente usando um
programa de aquisicdo de dados (PowerLab 8/30; ADInstruments).
ApOs a implantacdo do cateter, os animais foram mantidos
aguecidos e em repouso durante 30-60 minutos para a estabilizacdo
da bexiga urinaria. Apos este periodo, os animais receberam infusao
continua de salina (NaCl, 37 °C) a uma taxa de 0,1 ml/min.

Os parametros cistométricos avaliados foram: pressdo de
micgdo (PM, pressdo intravesical maxima durante a micgao),
pressdo basal (PB, menor presséo intravesical entre as mic¢oes),
pressdo limiar (PL, pressdo intravesical imediatamente antes da
micgdo) e intervalo entre as contragdes (IC). A amplitude e o nimero
de contracbes ndo associadas a micgdo (CNMs) também foram
avaliadas. Baseado em estudo prévio realizado por Ogawa e
colaboradores (2008), as CNMs foram definidas como a pressao
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intravesical ritmica maior que 5 mmHg (aproximadamente 7cm H,0)
em relagdo a presséo basal sem a liberacéo de salina da uretra.

O volume de salina eliminado pela uretra (VE) foi coletado e
medido. A fim de determinar o volume residual (VR), a infusdo de
salina foi interrompida no inicio de uma contracéo de miccéo e o VR
medido pela retirada de salina através do cateter intravesical e pelo
esvaziamento do conteldo intravesical pela pressédo manual sobre a
bexiga urinaria. A capacidade da bexiga urinaria (CBU) foi calculada
como a soma do VE e do VR. A eficiéncia no esvaziamento vesical
(EEV) foi estimada em porcentagem de acordo com a equagédo: EE
= [(VE/CBU) x 100].

Os parametros urodindmicos foram calculados a partir de
ciclos de miccdo obtidos durante 30 minutos. Inicialmente foram
comparados os ciclos de miccdo de dois grupos experimentais:
animais controle (salina) e animais tratados com CYP.
Posteriormente, o efeito do bloqueio dos receptores CXCR2 e
TRPV1 foi avaliado comparando os ciclos de mic¢cdo do grupo de
animais tratados com CYP com o grupo de animais tratados com
CYP pré-tratados com os antagonistas.

3.10 Drogas e reagentes

As seguintes drogas foram utilizadas: uretano, aprotinina,
hematoxilina, eosina, EDTA, HTAB, perdxido de hidrogénio, TMB,
Tween 20, Tween 80 e parafina foram adquiridos da Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO, EUA). TNF-a e IL-13 DuoSet kits
foram obtidos da R&D systems (Minneapolis, MN, EUA). SB225002
(N-(2-hidroxi-4-nitrofenil)-N9-(2-bromofenil)-uréia  foi  sintetizado
como descrito anteriormente (White et al., 1998) e dissolvido em
solucdo de NaCl 0,9% contendo 1% de Tween 80, O SB366791 (4'-
cloro-3-methoxycinnamanilide) foi obtido da Tocris Cookson
(Cookson Inc., Ellisville, MO , EUA) e diluido em 2% de etanol
absoluto em solucdo de NaCl 0,9%. Os animais do grupo controle
receberam o veiculo correspondente ao protocolo experimental
empregado. Anticorpo monoclonal de camundongo anti-TRPV1 e
anticorpo policlonal de coelho anti-CXCR2 foram obtidos da Abcam
(Cambridge, MA, USA). Os anticorpos secundarios Alexa fluor® 488
e Alexa fluor® 568 foram obtidos da Invitrogen Life Technologies
(Grand Island, NY, EUA).
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3.11 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como a média + erro
padrdo da média (e.p.m) de 6-8 animais. As porcentagens de
inibicdo ou de aumento estdo apresentadas como a média + erro
padrdo da média das inibicbes ou do aumento maximo obtidos para
cada experimento individual. A significancia estatistica entre os
grupos foi avaliada através da andlise de variancia (ANOVA) de uma
via seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls ou ANOVA de
duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. A analise estatistica
para 0s experimentos comportamentais foi realizada por andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas, seguida
pelo teste de Newmann-Keuls. Os valores de p inferiores a 0,05
(p<0,05) foram considerados estatisticamente significantes. Todas
as comparag0Oes estatisticas foram realizadas utilizando o programa
estatistico GraphPad 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagdo da resposta nociceptivas induzidas pela CYP

Inicialmente, foi demonstrado que, a administracdo de CYP
(200 mg/kg, i.p.) induziu alteracbes comportamentais marcantes
como: fechamento dos olhos, diminuicdo da taxa de frequéncia
respiratéria e posturas especificas de imobilidade, avaliadas através
do escore nociceptivo (Figura 2). O pré-tratamento dos animais com
0 antagonista seletivo do CXCR2, o SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) ou
com o antagonista seletivo do TRPV1, o SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.)
causou diminuicdo significativa das alteragbes comportamentais
nociceptivas induzidas pela CYP (20,9 + 0,4% e 40,6 + 0,4%,
respectivamente). Além disso, a combinagdo dos antagonistas
(SB225002 e SB366791; 0,3 mg/kg cada, i.p.) diminuiu de maneira
acentuada o comportamento nociceptivo induzido pela CYP (80,9 +
0,4%). Foram observadas, ainda, diferencas significativas entre os
tratamentos individuais com SB225002 ou SB366791 e a
combinagdo de ambos (75,8 + 05% e 678 *= 0,7%,
respectivamente). Os antagonistas SB225002 e SB366791 néo
provocaram qualquer efeito significativo per se na atividade
locomotora, de acordo com a avaliagdo no campo aberto (dados néo
mostrados).
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>
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Tempo ap6s injegdo CYP (h)

Figura 2: Efeito dos antagonistas dos receptores CXCR2 e TRPV1
sobre as respostas nociceptivas induzidas pela CYP. (A) Efeito do pré-
tratamento com SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.), SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.) ou
SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) combinado com SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.) na
resposta comportamental nociceptiva induzida pela CYP (200 mg/kg, i.p.)
em ratas. (B) Representa as areas sob as curvas do painel A. Cada grupo
representa a média de seis a oito animais e as linhas verticais indicam o
erro padrdo da média (EPM). *p<0,05 comparado com o grupo controle;
p<0 05 comparado com o grupo tratado com CYP; p<0 05 comparado com
0 grupo tratado apenas com um antagonista, SB225002 ou SB366791.
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newmann-Keuls.

4.2 Avaliagdo da hipersensibilidade mecanica periférica
induzida pela CYP

Com o intuito de explorar o potencial uso dos antagonistas
seletivos dos receptores CXCR2 e TRPV1 no controle da
hipersensibilidade periférica na cistite induzida pela CYP, o presente
estudo verificou se o pré-tratamento com o SB225002 e/ou
SB366791 seria capaz de prevenir e/ou reverter a hipersensibilidade
mecanica periférica causada por este quimiotergpico. Assim, a
hipersensibilidade foi avaliada através da aplicacé@o de filamentos de
Von Frey na pata traseira (8 g) e na regido do abdémen (26 g), em
diferentes tempos apos a indugdo da cistite (1-48 h). Os resultados
mostram que a administracdo de CYP causa uma hipersensibilidade
mecanica periférica proeminente na pata traseira direita (Figura 3 A
e B) e na regido abdominal (Figura 3 C e D), caracterizada pelo
aumento no percentual de retirada em resposta a estimulacdo
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mecanica com os filamentos de von Frey de 8,0 e 26,0 g,
respectivamente. A hipersensibilidade mecanica foi evidenciada a
partir de 1 h e persistiu por até 24 horas apés o tratamento com
CYP. O pré-tratamento com o antagonista seletivo CXCR2, o
SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) reduziu a hipersensibilidade mecanica
tanto na pata (50,0 £ 2,0%) como na regido abdominal (44,0 +
1,0%). Da mesma forma, o tratamento com o antagonista seletivo
TRPV1, o SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.) reduziu a hipersensibilidade
mecéanica, na pata (45,0 £ 1,0%), e na regido abdominal (36,0 +
2,0%). Ainda, a combinagdo dos antagonistas também causou uma
reducdo significativa nas frequéncias de resposta da pata e da
regido abdominal (62,0 = 1,0% e 67,0 £ 2,0%, respectivamente),
apresentando maior eficacia em relacdo aos tratamentos nédo
combinados.

A B
O Controle [J Controle
& CYP (200 mgkg, i.p.) Il CYP (200 mg/kg, i.p.)
< SB225002 (0,3 mg/kg, i. p) B $B225002 (0,3 mglkg, i.p.)
-® SB366791 (0,3 mgkg, i.p. l:l $B366791 (0,3 mg/kg, i.p.

)
80, Zr SB225002 (0,3 mg/kg, xp )+ $B366791 (0,3mg/kg,ip.)  2500: $B225002 (0,3 mg/kg, lp)+ $B366791 (0,3 mg/kg, i.p.)

Frequencla de resposta (%)
Area sob a curva

14 8 24 48

Tempo apos injegdo CYP (h)
(o D
- Controle [J Controle
& CYP (200 mg/kg, i.p.) Bl CYP (200 mgikg, i.p.)
<> $B225002 (0,3 mg/kg, i.p.) B SB225002 (0,3 mg/kg, i.| p)
-®- SB366791 (0,3 mg/kg, i.p. l:l SB366791 (0,3 mg/kg, i.|

)
80, == SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) + SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.) 2500, Y SB225002 (0,3 mgkg, i. p ) + SB366791 (0,3 mgkg, i.p.)

Frequencla de resposta (% )

Tempo apés injegdo CYP (h)

Figura 3: Efeito dos antagonistas dos receptores CXCR2 e TRPV1
sobre a hipersensibilidade mecéanica referida induzida pela CYP. Efeito
do pré-tratamento com SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.), SB366791 (0,3 mg/kg,
i.p.), ou SB225002 combinado com SB366791 (0,3 mg/kg, i.p., cada) na
hipersensibilidade mecéanica induzida pela CYP (200 mg/kg, ip), avaliada na
pata (A) ou na regiao abdominal (C) em diferentes intervalos de tempo apos
a administragdo de CYP (1-48h). (B e D) representam as areas sob as
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curvas dos painéis A e C, respectivamente. Os dados sdo apresentados
como a média percentual de resposta de frequéncia. Cada coluna
representa a média de seis a oito animais, e as linhas verticais indicam o
EPM. *p<0,05 comparado com o grupo controle; #p<0,05 comparado com o
grupo tratado com CYP; SBp <0,05 comparado com o grupo tratado apenas
com um antagonista, SB225002 ou SB366791. (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni).

4.3 Avaliacdo do dano macroscépico induzido pela CYP

O dano macroscopico foi avaliado através da presenca de
edema e hemorragia (indice de severidade) e do peso Umido da
bexiga. O edema e a hemorragia foram significativamente maiores
no grupo CYP (escore 2,7 + 0,2 e 2,7 £ 0,2, respectivamente) em
comparacdo ao grupo controle (escore 0) (Figura 4 A). O pré-
tratamento com o0s antagonistas SB225002 ou SB366791 néo
apresentou efeito significativo sobre o edema e a hemorragia
induzidos pela CYP (Figura 4A). Entretanto, a combinagédo de
ambos os antagonistas causou uma reduc¢édo significativa do edema
(45,4 = 10,5%) e da hemorragia (54,4 + 9,1%) induzida pela CYP
(Figura 4 A). Além disso, diferencgas significativas foram observadas
entre 0s antagonistas administrados isoladamente e a sua
combinagcédo (40,0 + 12,0% e 44,4 + 11,0%, respectivamente). As
imagens representativas das bexigas dos diferentes grupos
experimentais estdo mostradas na Figura 4C.

O peso umido da bexiga foi utilizado como um indicador
adicional do edema vesical induzido pela CYP. Os animais tratados
com CYP apresentaram espessamento da parede da bexiga urinaria
e uma evidente diminuigdo do limen vesical. Como demonstrado na
Figura 4 B, a média do peso umido da bexiga urinaria do grupo CYP
foi significativamente maior do que a média do grupo controle (4,3
vezes). Esse aumento foi prevenido pela administracdo do
antagonista do receptor CXCR2, o SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) ou do
antagonista do receptor TRPV1, o SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.) (27,2
+ 2,4% e 32,6 + 3,3%, respectivamente). Da mesma forma, a
combinacdo de ambos os antagonistas reduziu o peso Umido da
bexiga de animais tratados com CYP (47,7 = 1,4%) e foi
significativamente  diferente dos antagonistas administrados
isoladamente (25,4 + 6,2% e 22,7 + 8%, respectivamente).
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Figura 4: Efeito dos antagonistas dos receptores CXCR2 e TRPV1 no
dano macroscopico induzido pela CYP. Efeito do pré-tratamento com
SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.), SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.), ou SB225002
combinado com SB366791 (0,3 mg/kg, i.p., cada) sobre o edema e a
hemorragia avaliados macroscépicamente (A) e o peso Umido da bexiga (B)
24 horas ap6s a cistite induzida pela CYP (200 mg/kg, i.p.). As imagens das
bexigas urinarias séo representativas dos diferentes grupos experimentais
(C). Cada coluna representa a média de seis a oito animais, e as linhas
verticais |nd|cam o EPM *p<0,05 significativamente diferente do grupo
controle (salina); *p <0,05 significativamente diferente do grupo tratado com
CYP. p<0 05 significativamente diferente do grupo tratado apenas com um
antagonista, SB225002 ou SB366791 (ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Newman-Keuls ou Bonferroni).
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4.4 Analise do dano microscopico induzido pela CYP

Para detectar possiveis alteracdes histopatoldgicas
decorrentes da cistite induzida por CYP realizamos a analise
histolégica qualitativa da bexiga urinaria. De acordo com os critérios
histopatolégicos descritos por Gray (1986), a andlise microscépica
da bexiga urinéria dos animais 24h apés o tratamento com CYP
(Figura 5 B) comparada a bexiga urinaria de animais controle
(Figura 5 A), revelou extensa cistite caracterizada por inflamacéo
aguda com congestdo vascular, edema pronunciado, hemorragia
intensa, deposicao de fibrina, infiltragdo de neutrdéfilos e reducédo no
namero de camadas de células uroteliais (Figura 5 B). Essas
alterag6es foram atenuadas pelo pré-tratamento dos animais com 0s
antagonistas dos receptores CXCR2, o SB225002 (0,3 mg/kg; i.p.) e
TRPV1, o SB366791 (0,3 mg/kg; i.p.) e com a combinacédo de
ambos os antagonistas (Figura 5 C, D e E, respectivamente). As
pontuacdes do escore macroscopico sdo mostradas no painel F.
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Figura 5: Efeito dos antagonistas dos receptores CXCR2 e TRPV1 sobre o
dano macroscopico induzido pela CYP. Efeito do pré-tratamento com
SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.), SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.), ou SB225002
combinado com SB366791 (0,3 mg/kg, i.p., cada) sobre as alteracdes
histopatoldgicas da bexiga urinaria na cistite induzida pela CYP (200 mg/kg, i.p.,
24 horas). As imagens histolégicas foram coradas com H&E e séo
representativas dos grupos controle (A), CYP (B), SB225002 (C), SB366791 (D)
e SB225002 + SB366791 (E). Dano no urotélio (cabega de seta), infiltragdo de
neutréfilos (seta fechada, inser¢do aumento de 100x), congestéo e dilatacao de
vasos sanguineos (seta aberta), edema (asterisco). Escore macroscopico
representativo das alteragcdes histopatologicas da bexiga urinaria (F). Cada
coluna representa a média de seis a oito animais, e as linhas verticais indicam o
EPM *p <0,05 comparado com o grupo controle (salina); *p <0,05, comparado
com o grupo tratado com CYP ¥p<0,05, comparado com o grupo tratado apenas
com um antagonista, SB225002 ou SB366791 (ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Newman-Keulls).
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4.5 Avaliacdo da migracédo de polimorfonucleares na bexiga
urinaria apds a cistite induzida pela CYP

A migracao de neutrdfilos foi determinada através da medida
indireta da atividade da enzima MPO. A cistite induzida pela CYP é
caracterizada por um aumento dependente do tempo da atividade
da enzima MPO na bexiga urinaria em comparagdo com O grupo
controle (Figura 6 A). Esse aumento foi maximo 8 horas apds a
administracdo de CYP (aumento de 5,3 vezes) em comparacdo ao
grupo controle e este intervalo de tempo foi adotado para os
experimentos com o0s antagonistas. O pré-tratamento com o0s
antagonistas dos receptores CXCR2, o SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.) e
TRPV1, o0 SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.) ou a combinagéo de ambos o0s
antagonistas (0,3 mg/kg, i.p., cada) resultou numa diminuicdo da
atividade da MPO na bexiga urinaria (39,4 + 4,5%; 31,8 + 6,8% e
47,0 £ 9,0%, respectivamente) em comparagdo com o grupo tratado
com CYP (Figura 6 B). Entretanto, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os compostos administrados individualmente ou
a sua combinacgéo.
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Figura 6: Efeito dos antagonistas dos receptores CXCR2 e TRPV1
sobre a atividade da MPO na bexiga ap6s a cistite induzida pela CYP.
(A) AlteragBes tempo-dependente da atividade da MPO na bexiga apos a
administracdo de CYP (200 mg/kg, i.p.). (B) Efeito do pré-tratamento com
SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.), SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.), ou SB225002
combinado com SB366791 (0,3 m /kg, i.p., cada) sobre a atividade da MPO,
8h apds a cistite induzida pela CYP (200 mg/kg, i.p.). Cada coluna
representa a média de seis a oito animais, e as linhas verticais indicam o
EPM. *P<0,05 comparado com o grupo controle (salina); *P<0,05
comparado com o grupo tratado com CYP; *p< 0,05 comparado com o
grupo tratado apenas com um antagonista SB225002 ou SB366791
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni).
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4.6 Determinagdo dos niveis de citocinas na bexiga urinaria
ap6s a cistite induzida pela CYP

As citocinas inflamatérias TNF-a e IL-18 sdo mediadores
cruciais envolvidos na cistite hemorragica induzida pela CYP (Malley
e Vizzard, 2002). Como mostrado na Figura 7, a administracéo de
CYP induziu um aumento significativo na producéo de IL-13 (A) e de
TNF-a (C) na bexiga urinaria no periodo de 4 e 8 horas,
respectivamente, apds a injegdo de CYP. O pré-tratamento com o
antagonista CXCR2, o SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.), reduziu
significativamente os niveis de IL-1B (48,2 + 3,2%; Figura 7 A) e
TNF-a (44,2 + 2,6%; Figura 7 B) na bexiga urinaria. Da mesma
forma, o pré-tratamento com o antagonista TRPV1, o SB366791,
também diminuiu significativamente os niveis de IL-18 e TNF-a (40,7
*+ 6,3% e 40 * 4.6%, respectivamente, Figura 7 A e B) na bexiga
urindria. Ainda, a combinacdo dos antagonistas também reduziu os
niveis de citocinas inflamatérias na bexiga urinaria (57 + 2,3% e 60,6
+ 3,2%, para a IL-18 e TNF-a, respectivamente). Todavia, a
combinac@o dos antagonistas ndo induziu diferenga significativa
sobre os niveis de citocinas, em comparacdo com 0s antagonistas
administrados isoladamente.
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Figura 7: Efeito dos antagonistas dos receptores CXCR2 e TRPV1
sobre os niveis das citocinas TNFa e IL-1f8 na bexiga apds a cistite
induzida pela CYP. Efeito do pré-tratamento com SB225002 (0,3 mg / kg,
i.p.), SB366791 (0,3 mg / kg, i.p.), ou SB225002 combinado com SB366791
(0,3 mg/kg, i.p., cada) sobre os niveis das citocinas IL-13 (A) ou TNF-a (B)
na bexiga urinaria, 4 e 8 h, respectivamente, apos a inducéo da cistite pela
CYP (200 mg/kg, i.p.). Cada coluna representa a média de seis a oito
animais, e as linhas verticais indicam o EPM. *P<0,05 comparado com o
grupo controle (salina). *P<0,05: comparado com o grupo tratado com CYP.
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni).
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4.7 Avaliacdo da expresséo dos receptores CXCR2 e TRPV1 na
bexiga urinéria

A Figura 8 A mostra que a injecdo de CYP (200 mg/kg, i.p.)
produziu um aumento significativo e dependente do tempo na
expressdo do RNAm do receptor CXCR2 na bexiga urinaria . Esse
aumento foi significativo 1 h apos a indugéo da cistite (5,5 vezes
maior) e maximo em 24 horas apés a administracdo de CYP (13,2
vezes maior). Desse modo, adotamos o tempo de 24 h para avaliar
a expressdo do receptor CXCR2 em resposta aos antagonistas
(Figura 8 B). O pré-tratamento com o antagonista CXCR2, o
SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.), mas ndo com o antagonista TRPV1, o
SB366791, foi capaz de produzir uma reducéo significativa (41,7 +
5,6%) na expressdo do RNAm do CXCR2 na bexiga urinaria. De
maneira interesse, a combinagcdo dos antagonistas reduziu
amplamente (76,0 £ 2,8%) a expressdo do RNAm do CXCR2 na
bexiga urinaria em comparacdo com o grupo tratado com CYP e em
comparacdo com 0s animais tratados apenas com o SB225002
(58,4 + 9,5%).

De modo similar, a administracdo de CYP (200 mg/kg, i.p.)
aumentou, de maneira significativa, a expressdo do RNAm do
receptor TRPV1 na bexiga urinaria dos animais (Figura 8 C). Esse
aumento foi evidente 1 e 24 horas apds a indug¢do da cistite (5,6
vezes maior). Assim, adotamos o tempo de 24h para avaliar a
expressdo do receptor TRPV1 em resposta aos antagonistas (Figura
8 D). E interessante notar que o pré-tratamento com o antagonista
CXCR2, o SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.), produziu uma reducéo
significativa (49,9 + 3,8%) na expressdo do RNAm do receptor
TRPV1 na bexiga urinaria dos animais com cistite induzida pela
CYP. Além disso, 0 pré-tratamento com o antagonista TRPV1, o
SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.), também diminuiu de maneira
significativa (74,4 + 3,9%) a expressdo do RNAm do receptor
TRPV1 na bexiga urindria. Interessantemente, a combinagdo dos
antagonistas reduziu significativamente (92,1 + 3,2%) a expressao
do RNAmM do receptor TRPV1 na bexiga urindria em comparacao
com o grupo tratado com CYP, mas ndo em comparagdo com 0S
animais tratados apenas com um dos antagonistas.
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Figura 8: Expressao dos receptores CXCR2 e TRPV1 na bexiga urinaria
apés a cistite induzida pela CYP. Alteracdo tempo-dependente da
expressdao do RNAm do receptor CXCR2 (A) e TRPV1 (C) na bexiga
urindria apés a administragdo de CYP (200 mg/kg, i.p.). Efeito do pré-
tratamento com SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.), SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.), ou
SB225002 combinado com SB366791 (0,3 mg/kg, i.p., cada) sobre a
expressdo do RNAm do receptor CXCR2 (B) e TRPV1 (D). Cada coluna
representa a média de seis animais, e as linhas verticais indicam o EPM.
*P<0,05 comparado com o grupo controle (salina); *P<0,05 comparado com
o grupo tratado com CYP; *P<0,05 comparado com o grupo tratado apenas
com um dos antagonistas, SB225002 ou SB366791 (ANOVA de uma via,
seguido pelo teste de Bonferroni).
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4.8 Localizacdo dos receptores CXCR2 e TRPV1 na bexiga
urinaria e GRD

A seguir, a localizacdo dos receptores CXCR2 e TRPV1 na
bexiga urinaria e no ganglio da raiz dorsal (GRD) foi avaliada
através de técnica de imunofluorescéncia com dupla marcagao para
0s receptores. As Figuras 9 e 10 mostram imagens representativas
de secdes da bexiga urinaria e GRD, respectivamente. A cor verde
indica a marcacgdo para o receptor CXCR2, a cor vermelha para o
receptor TRPV1 e a cor laranja indica a co-localizagcéo desses
receptores. Os nucleos celulares foram corados com Hoescht (azul).

Na bexiga urinaria dos animais controle, tratados com
solucdo salina, ambos os receptores CXCR2 e TRPV1 podem ser
fracamente localizados nas fibras nervosas que inervam o musculo
detrusor, na regido da lamina propria e nas células superficiais do
urotélio (Figura 9 C e E, respectivamente). Apos o tratamento com
CYP, os receptores CXCR2 e TRPV1 aparecem localizados no
urotélio, no epitélio vascular e nas fibras nervosas que inervam o
musculo detrusor (Figura 9 D e F). A marcagdo para o receptor
CXCR2 aparentemente é mais pronunciada nas células superficiais
do urotélio, enquanto que a marcagdo para o receptor TRPV1
aparece nas células basais do urotélio e na regido da lamina prépria
(Figura 9 D e F). A co-localizacéo dos receptores foi verificada
através da sobreposicdo das imagens (Figura 9 G e H). Os
receptores CXCR2 e TRPV1 parecem estar co-localizados nas
fibras nervosas que inervam o musculo detrusor e no epitélio
vascular da bexiga urinéria apdés o tratamento com CYP (Figura 9
H).
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Figura 9: Localizacdo dos receptores CXCR2 e TRPV1 na bexiga
urinaria. Presenca dos receptores CXCR2 e TRPV1 na bexiga urinaria de
animais controle (A-D) ou tratados com CYP 24h (E-H). Os painéis
representam a imunorreatividade para os receptores TRPV1 (vermelho; C e
D) e CXCR2 (verde; E e F). A co-localizagdo dos receptores é representada
pela cor laranja nas imagens sobrepostas (G e H). Os nucleos celulares
(azul) foram corados com Hoechst (0,5 ml / ml) (A e B). L: lumen; U:
urotélio; LP: lamina prépria; MD: musculo detrusor; EV: epitélio vascular. Os
painéis sdo imagens representativas de um minimo de trés sec¢des por
ratos, 4-6 animais/grupo. Ampliagao x 100. Escala: 100 pm.
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Além disso, a localizacdo dos receptores CXCR2 e TRPV1
foi avaliada no ganglio da raiz dorsal (GRD) de animais tratados com
solucdo salina (controle) ou com CYP. No GRD dos animais
controle, ambos os receptores parecem estar fracamente marcados
(Figura 10 B, C e D). Entretanto, em animais tratados com CYP
ocorreu um significante aumento da marcacdo para 0s receptores
CXCR2 e TRPV1 no GRD (Figura 10 F, G e H). Os receptores
estdo co-localizados no GRD dos animais controle e tratados com
CYP, como mostram os painéis D e H.

HOESCHT/TRPV1 TRPV1* ¥ TRPV1t/CXCR2*

_y

Controle

CYP

Figura 10: Localizagdao dos receptores CXCR2 e TRPV1 no GRD.
Presenca dos receptores CXCR2 e TRPV1 no GRD de animais controle (A-
D) e tratados com CYP, 24h (E-H). Os painéis representam a
imunorreatividade para TRPV1 (vermelho; B e F) CXCR2 (verde; Ce G). A
co-localizacéo dos receptores é representada pela cor laranja nas imagens
sobrepostas. Os nucleos (azul) foram corados com Hoechst (0,5 ml/ml). Os
painéis sdo imagens representativas de um minimo de trés secOes por
ratos, 4-6 animais/grupo. Ampliacdo original: x 100 e x 400,
respectivamente. Escala: 100 um.
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4.9 Avaliacdo dos parametros urodindmicos apés a cistite
induzida pela CYP

A seguir, a atividade funcional da bexiga urinaria foi verificada
através da avaliacdo dos pardmetros urodindmicos utilizando a
técnica de cistometria. O grupo de animais tratado com CYP
apresentou um aumento significativo da pressdo basal (PB: 124,5 +
5,5%), da pressao limiar (PL: 123,8 + 4,3%), e da pressao maxima
(PM: 118,3 £ 3,3%) (Figuras 11 B e 12 A-C). Além disso, 0s animais
tratados com CYP exibiram altera¢cdes funcionais marcantes, tais
como reducao da capacidade de armazenamento da bexiga urinaria
(CB: 50 %= 2%), do intervalo de tempo entre as contracfes de micgéo
(IEC: 73,4 £ 2,4%), do volume eliminado (VE: 73,6 + 3,1%) e da
eficiéncia de esvaziamento urinario (EE: 90,4 + 2,0%) (Figura 13 A-
D). Durante a fase de enchimento da bexiga urinaria, 0os animais
tratados com CYP apresentaram um maior nimero de contragdes
ndo associadas a miccdo (CNMs) em comparacdo aos animais
controle (15,3 + 0,5 e 3,6 = 0,5, respectivamente) (Figura 13). O pré-
tratamento com o antagonista CXCR2, o SB225002, mas ndo com o
antagonista TRPV1, o SB366791, reduziu significativamente a PB
(36,1 + 5,5%) e a PL (33,7 + 7,8%) (Figuras 11 C e D e 12 A-C).
Além disso, o tratamento com SB225002 ou com SB366791 reduziu
significativamente a PM (31,7 = 15% e 29,8 %= 2,3%,
respectivamente, Figuras 11 C e D el12 C) e o nimero de CNMs
(32,6 £+ 2,7% e 28,2 + 2,4%, respectivamente, Figura 13) e
aumentou a CB (52 = 4% e 42 + 6%, respectivamente), o VE (102,2
+ 13% e 97,7 + 15,4%, respectivamente) e a EM (388,3 + 66% e de
341,8 + 66%, respectivamente) (Figura 13). A combinacdo dos
antagonistas reduziu o numero de CNMs (60,9 * 2,4%; Figura 13), a
PB (60,7 + 2,7%), a PL (61,1 £ 1,2) bem como a PM (53,2 + 1,2%)
(Figura 11 E, 12 A-C) e aumentou significativamente o IEC (213,7 £
10,3%), a CB (76 = 6%), o VE (194,4 = 7,8%) e a EE (644,2 +
29,3%) (Figura 11 E, Figura 13).
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Figura 11: Tracados cistométricos representativos. Os tragados

cistométricos representam os grupos tratados com (A) solucéo salina (controle),
(B) CYP (200 mg/kg, i.p.), (C) SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.), (D) SB366791 (0,3
mg/kg, i.p.) e (E) SB225002 combinado com SB366791 (0,3 mg/kg, i.p., cada) e
indicam as alteracdes nos parédmetros urodindmicos como pressao basal (PB;
seta vermelha), presséo limiar (PL; seta azul), pressdo maxima de esvaziamento
(PM; seta verde), intervalo entre as contragfes (IEC; seta preta).
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Figura 12: Alterac8es dos parametros urodindmicos de presséo apoés a
cistite induzida pela CYP. Efeito do pré-tratamento com SB225002 (0,3
mg/kg, i.p.), SB366791 (0,3 mg / kg, i.p.) ou SB225002 (0,3 mg/kg, i.p.)
associado com SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.) sobre a presséo basal (PB; A), a
pressdo limiar (PL; B), pressdo méxima (PM; C) e o intervalo de tempo
entre as contragdes de micgdo (IEC; D). Cada coluna representa a média de
cinco animais, e as linhas verticais indicam o EPM. *P <0,05 comparado
com o grupo controle (salina); *P<0,05 comparado com o grupo tratado com
CYP; “P<0,05 comparado com o grupo tratado apenas com um dos
antagonistas, SB225002 ou SB366791 (ANOVA de uma via, seguido pelo
teste de Bonferroni).
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Figura 13: AlteragcGes dos parametros urodindmicos funcionais apés a
cistite induzida pela CYP. Efeito do pré-tratamento com SB225002 (0,3
mg/kg, i.p.), SB366791 (0,3 mg/kg, i.p.) ou SB225002 associado com
SB366791 (0,3 mg/kg, i.p. cada) sobre a capacidade da bexiga urinaria
(CBU; A), volume eliminado (VE; B), a eficiéncia de esvaziamento (EE; C) e
0 numero de contragBes ndo associadas a micgdo (CNMs; D). Cada coluna
representa a média de seis animais, e as linhas vertlcals indicam o SEM.
*P<0,05 comparado com o grupo controle (salina); *P<0,05 comparado com
o grupo tratado com CYP; "P<0,05 comparado com grupo tratado apenas
com um dos antagonistas, SB225002 ou SB366791 (ANOVA de uma via,
seguido pelo teste de Bonferroni).
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5. DISCUSSAO

A ciclofosfamida (CYP) é um agente antitumoral, cuja
metabolizagdo no figado origina a acroleina, um metabdlito
urotoxico. Assim, o efeito secundario mais importante do uso da
CYP é a cistite hemorragica causada pela urotoxicidade da
acroleina. Esta patologia é caracterizada por lesao urotelial, edema,
hemorragia, ulceragdo, neovascularizagdo, infiltracdo de leucdcitos,
hiperatividade da bexiga e dor suprapubica (Assreuy et al., 1999.,
Hu et al.,, 2005; Korkmaz et al., 2007). Desta forma, o presente
estudo foi realizado com o intuito de avaliar a participagdo dos
receptores CXCR2 e TRPV1 nas alteracbes nociceptivas,
moleculares e funcionais, no modelo experimental de cistite induzida
pela CYP.

A administracdo intraperitoneal de CYP induz alteracbes
marcantes no comportamento dos animais que sdo compativeis com
a sensacdo de dor (Boucher et al., 2000). Assim, Boucher e
colaboradores (2000) utilizaram este modelo experimental para
avaliar as mudangas comportamentais caracteristicas de dor, as
quais incluem o fechamento dos olhos, a diminuicdo da frequéncia
respiratéria e a presenca de posturas especificas de imobilidade.
Similar a este estudo, também observamos estas alteracdes
comportamentais, as quais perduraram por um periodo de até 24
horas apds a administragdo de CYP. Além disso, o presente
trabalho avaliou os efeitos dos antagonistas seletivos dos receptores
CXCR2 e TRPV1, o SB225002 e o SB366791, respectivamente,
sobre 0 comportamento nociceptivo provocado pela CYP. Estudos
anteriores demonstraram que esses antagonistas produziram efeitos
antinociceptivos significativos em diferentes modelos de dor
espontanea (Manjavachi et al., 2010;. Marotta et al., 2009, Niiyama
et al., 2009). Corroborando com esses resultados, observamos que
ambos os antagonistas, bem como sua combinacdo, reduziram os
par&metros relacionados com o comportamento de dor em ratos
tratados com CYP. Embora alguns estudos tenham sugerido a
participagdo dos receptores TRPV1 na regulagdo do movimento
(Lee et al., 2006; Garami et al., 2011), a acdo antinociceptiva dos
antagonistas, no presente estudo, parece ndo ser uma
consequéncia de uma acao na funcao motora, visto que ambos os
compostos ndo apresentaram efeitos significativos sobre a atividade
locomotora avaliada no teste do campo aberto. Corroborando com
esta hipotese, resultados prévios mostram que a administragdo do
antagonista seletivo CXCR2, o SB225002, n&o afetou
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significativamente a atividade locomotora de camundongos no teste
de campo aberto e também nao alterou a coordenacdo motora dos
animais no teste de rotarod (Manjavachi et al., 2010).

A dor visceral € um dos principais sintomas da cistite
hemorragica e é um fator limitante para a qualidade de vida dos
pacientes em tratamento quimioterapico com a CYP (Morais et al.,
1999). A inflamacdo da bexiga esta associada a uma maior
sensibilidade mecanica devido a convergéncia dos inputs viscerais e
sométicos no sistema nervoso. Este fendbmeno é conhecido como
hipersensibilidade visceral e pode ser avaliado por meio de
estimulagdo mecanica com filamentos de von Frey, cuja reducédo do
limiar mecanico é interpretada como indicativo de dor visceral
(Cervero e Laird, 2004; Rudick et al., 2007). Uma caracteristica
importante da sensibilidade visceral é a dor referida ou periférica,
que é a percepcao da dor em locais distintos da area de inflamacao
visceral (Wang et al.,, 2008). A hipersensibilidade referida é
proporcional & intensidade do comportamento de dor visceral
expresso pelos animais. O aumento da sensibilidade mecénica
referida na pata traseira e na regido abdominal apds o tratamento
com CYP foi previamente demonstrado (Guérios et al.,, 2008;
Studeny et al., 2008; Cheppudira et al., 2009). Neste contexto, o
presente trabalho avaliou a sensibilidade mecéanica na pata traseira
e na regido abdominal de animais tratados com CYP. Os resultados
mostram que a cistite hemorragica estd relacionada com um
aumento duradouro da sensibilidade mecanica periférica, efeito que
persistiu até 24 horas apds a administracdo de CYP. Corroborando
com achados prévios (Studeny et al., 2008), a sensibilidade
mecanica periférica, tanto na pata quanto na regidao abdominal,
retornou ao nivel basal 48h apés a administracdo da CYP.

Em outra etapa do presente estudo, avaliamos o
envolvimento dos receptores CXCR2 e TRPV1 no desenvolvimento
da hipersensibilidade mecénica. De maneira similar aos resultados
observados nos parémetros comportamentais, o desenvolvimento
da sensibilidade mecénica periférica, tanto na regido abdominal
quanto na pata, foi significativamente atenuado pelo bloqueio
farmacoldgico dos receptores CXCR2 e TRPV1. Esta observacao
esta de acordo com estudos previamente publicados confirmando a
participacdo de quimiocinas e seus receptores bem como dos
receptores TRPV1 na dor visceral (Meyer-Siegler et al., 2004;. Daly
et al.,, 2007;. Wang et al., 2008;. Foster et al., 2011; Frias et al .,
2012; Lei e Malykhina, 2012). Neste contexto, Wang e
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colaboradores (2008) determinaram que a hipersensibilidade
mecanica em tecidos periféricos foi abolida em animais nocaute
para o receptor TRPV1 na inflamacao da bexiga induzida por CYP
ou acroleina. Da mesma maneira, a delecdo génica do receptor
TRPV1 atenuou a hipersensibilidade mecénica em modelos de dor
neuropatica (Téth et al., 2011; Christoph et al., 2006). A participacao
dos receptores de quimiocinas CXCR4 e CCR2 foi recentemente
determinada na sensibilidade visceral referida, apés a inflamagéo da
bexiga urinaria (Arms et al., 2010, 2013; Foster et al., 2011). Nesse
contexto, sabe-se que a administracdo exdgena de quimiocinas é
capaz de induzir hipersensibilidade referida em resposta a estimulos
mecanicos e térmicos (Oh et al., 2001; Milligan et al., 2004). Além
disso, Foster e colaboradores mostraram que a inibicdo do receptor
quimiotatico CCR2, através do uso de antagonista seletivo, é capaz
de prevenir a hipersensibilidade mecanica referida na pata e na
regido abdominal de ratos tratados com CYP (Foster et al., 2011).
Os resultados demonstrando a atenuacdo das respostas
nociceptivas apds o tratamento com os antagonistas seletivos em
conjunto com a observagdo do aumento dos niveis de RNAm dos
receptores CXCR2 e TRPV1 (dados discutidos detalhadamente
adiante) ap6s a administracdo de CYP, reforcam a hipétese da
participacdo dos receptores CXCR2 e TRPV1 no desenvolvimento
de hipersensibilidade mecéanica em tecidos periféricos induzido pela
CYP. E interessante notar que a combinacdo de ambos os
antagonistas foi capaz de reduzir significativamente o aumento da
expressdo dos receptores CXCR2 e TRPV1, bem como os niveis
elevados de TNF-a e IL-18 na bexiga inflamada, eventos que
parecem correlacionar-se com o0 processo de atenuacdo das
respostas nociceptivas.

A avaliacdo da bexiga urinaria a nivel macroscépico e
microscopico permitiu compreender algumas das alteracbes
fisiopatolégicas na cistite induzida pela CYP. Foram observados
danos como presenca de edema celular, ulceracbes, descamacao
do epitélio, deposicdo de fibrina e infiltracdo de neutrdfilos.
Adicionalmente, notamos a presenca de sangue na urina
(hematuria) dos animais tratados com CYP. Estas alteragdes sao
indicativas da presenca de cistite hemorragica, resultante do
rompimento de vasos sanguineos e do urotélio devido ao processo
inflamatério causado pela CYP. Ainda, a bexiga urinaria apresentou
aumento do seu peso Umido, que parece estar relacionado com o
edema vesical e hipertrofia decorrente do processo inflamatério. De
fato, como observado, a parede da bexiga urinaria pareceu
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hipertréfica. Este fendmeno é bastante comum na cistite induzida
por CYP e pode ser atribuido a mudancas no perfil de expressao de
fatores de crescimento, tais como o NGF (Zang e Qiao, 2012). Os
resultados mostram que o tratamento sistémico com os antagonistas
dos receptores CXCR2 e TRPV1, administrados isoladamente ou
em combinacdo, atenuou significativamente o0s indices de
inflamacéo da bexiga induzida pela CYP.

A partir do momento que o estabelecimento da inflamagéo
da bexiga foi constatado, avaliamos a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) neste tecido, como uma medida indireta da
migracdo de neutrdfilos. Como relatado anteriormente (Linares-
Fernandez e Alfieri, 2007), a administracdo de CYP causou um
aumento significativo na atividade da MPO na bexiga, o que se
correlaciona com o aumento da migracdo de neutréfilos para a
bexiga. Os nossos dados mostram que a atividade da MPO induzida
pela CYP foi significativamente diminuida pelo pré-tratamento dos
animais com os antagonistas seletivos dos receptores CXCR2 e
TRPV1, administrados isoladamente ou em combinacdo. Estes
resultados confirmam estudo prévio, o qual relatou que o bloqueio
do receptor CXCR2 com o SB225002 reduziu a atividade da MPO e
o influxo de neutréfilos no coélon de ratos com colite induzida por
TNBS (2,4,6-trinitrobenzeno-sulfénico) (Bento et al., 2008). Além
disso, o bloqueio farmacolégico do receptor TRPV1 pela
capsazepina reduziu a atividade da MPO no pancreas de ratos com
pancreatite aguda induzida por ceruleina (Nathan et al., 2001).
Entretanto, a ativagdo do receptor TRPV1 durante um processo
inflamatério pode ser considerado um mecanismo de protecédo
tecidual. A este respeito, a delecdo do gene TRPV1 ou o seu
blogueio exacerbou a inflamacdo renal induzida por
lipopolissacarideo (LPS), incluindo o aumento da infiltragdo de
neutréfilos e macréfagos, bem como os niveis de quimiocinas e
citocinas (Wang e Wang, 2013). Além disso, em um modelo de
inflamacdo das vias aéreas induzida por LPS, a infiltragdo de
neutréfilos e macrofagos e a atividade da MPO foram
significativamente maiores em camundongos nocaute para o
receptor TRPV1 em comparag¢do com animais selvagens (Helyes et
al., 2007). Dessa maneira, a ativacdo do receptor TRPV1 durante
um processo inflamatério pode constituir um mecanismo de protecéo
ou dano, dependendo do modelo inflamatério investigado.

Estudos anteriores demonstraram a participacdo das
citocinas TNF-a e IL-1B no processo inflamatério na cistite induzida
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pela CYP (Hu et al., 2003; Korkmaz et al., 2007; Kiuchi et al., 2009.,
Smaldone et al., 2009). Os presentes dados mostram um aumento
dos niveis de TNF-a e IL-1B na bexiga, corroborando com os relatos
anteriores de Malley e Vizzard (2002), que reportaram um aumento
rapido e significativo da expresséo de citocinas, tais como IL-1pB, IL-
2, IL-4, IL-6 e TNF-a na bexiga apés administracdo da CYP. De
interesse, Sakthivel e colaboradores (2008) relataram que o
blogueio da quimiocina CXCL10 reduziu a expresséo de TNF-a. Da
mesma forma, nossos resultados mostram que o bloqueio do
receptor CXCR2 diminuiu os niveis das citocinas TNF-a e IL-1p,
bem como a migragéo de células inflamatdrias na bexiga urinaria, o
que parece estar relacionado com a diminuicdo da intensidade da
cistite.

Estudos mostram que o0s receptores de quimiocinas
(Yuridullah et al., 2006;. Sakthivel et al., 2008; Vera et al, 2008.,
Arms et al., 2010; 2013) e os receptores TRPV1 (Dattilio e Vizzard,
2005; Dang et al., 2013) tém sua expressdo aumentada apés o
tratamento com CYP. A partir disso, buscamos avaliar as altera¢cfes
na expresséo do receptor CXCR2 e TRPV1 na cistite induzida pela
CYP. Por conseguinte, os niveis de RNAmM para 0s receptores
CXCR2 e TRPV1 foram determinados na bexiga apés a
administragdo da CYP, através da técnica de PCR em tempo real.
Nossos resultados demonstram que ocorre uma aumento na
expressdo do RNAm do receptor CXCR2 apds a cistite induzida pela
CYP Esse efeito foi dependente do tempo, sendo evidente 1h apos
a administracdo da CYP, atingindo o seu pico maximo 24 horas
apos a administracdo do quimioterapico. Diferentemente do que foi
observado com 0 RNAm do receptor CXCR2, a expressdo do RNAm
do receptor TRPV1 aumentou apenas nos tempos de 1 e 24h apds a
administracdo da CYP. Ambos os receptores tiveram sua expressao
retornando a valores basais 48h apds a administracdo da CYP.
Curiosamente, o bloqueio do receptor CXCR2 com o antagonista
seletivo SB225002 reduziu significativamente a expressdo do RNAmM
do receptor CXCR2 na bexiga. Além disso, o tratamento dos animais
com a combinagdo dos antagonistas dos receptores CXCR2 e
TRPV1, mas ndo com o antagonista TRPV1 administrado
isoladamente, atenuou significativamente a expressdo do RNAm do
receptor CXCR2 ap0ds a administracdo da CYP. Portanto, a inibicédo
do receptor CXCR2 parece interferir na regulacdo pds-transcricional
da expressdo génica do receptor e este efeito parece ter a
participacdo dos receptores TRPV1. De fato, é possivel que o
blogueio do receptor CXCR2 possa reduzir a expressdo de seu
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RNAm através da modulacdo das vias de sinalizacdo do receptor, o
que resultaria no aumento da expressao de diferentes componentes
inflamatérios, incluindo o préprio receptor. Corroborando com esses
dados, estudos prévios demonstraram que a inibicdo farmacol6gica
do receptor CXCR2 é capaz de reduzir a expressdo do seu RNAmM
(Qu et al., 2009; Brait et al., 2011). Foi relatado que a expressdo do
RNAm do receptor CXCR2 reduziu significativamente apds o
tratamento com seu antagonista seletivo, o SB225002, em um
modelo experimental de neovascularizacdo coroidal (Qu et al.,
2009). Além disso, Brait e colegas (2011) demonstraram que a
administragdo de SB225002, reduziu, de maneira acentuada, a
expressdo do RNAm do receptor CXCR2, assim como a infiltracdo
de neutréfilos no cérebro apés lesdao de isquemia-reperfusdo. De
grande interesse, foi o achado de que o bloqueio dos receptores
TRPV1 com antagonistas CXCR2 e TRPV1, bem como a sua
combinacgdo, interferiu na expressdo do RNAm do receptor TRPV1
na bexiga urinaria. Dessa maneira, o presente trabalho mostrou pela
primeira vez a regulacdo da expressdo do receptor TRPV1 por
antagonistas dos receptores TRPV1 e CXCR2. Todavia, estudos
adicionais sdo necessarios para esclarecer 0s mecanismos
envolvidos neste processo.

Baseado nos dados descritos na literatura e nos nossos
dados acerca da regulacédo da expressdo dos receptores CXCR2 e
TRPV1 na bexiga urinaria, buscamos determinar a localizagédo
desses receptores na bexiga urinaria de animais normais ou com
cistite induzida pela CYP. Nossos resultados mostram que o0s
receptores TRPV1 e CXCR2 estéo localizados no urotélio, na regido
da lamina prépria e nas fibras nervosas que inervam o musculo
detrusor dos animais tratados com solu¢éo salina (controle). Apés a
administracdo da CYP, os receptores CXCR2 e TRPV1 estdo
fortemente localizados, no urotélio, no epitélio vascular e nas fibras
nervosas que inervam o musculo detrusor. A marcacdo para o
receptor CXCR2 parece ser mais pronunciada nas células
superficiais do urotélio, enquanto que o receptor TRPV1 se localiza
principalmente nas células basais do urotélio e na regido da lamina
propria. Curiosamente, os receptores CXCR2 e TRPV1 foram co-
localizados nas fibras nervosas que inervam o musculo detrusor e
no epitélio vascular apés o tratamento com CYP. Assim, 0S n0ssos
dados mostram que ambos 0s receptores S80 expressos em
diferentes niveis na bexiga e tem sua expressao aumentada nessas
estruturas apés a cistite. Estes resultados podem sugerir uma
interacdo entre os receptores na atividade funcional da bexiga
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urinaria. Neste contexto, tem sido relatado que as células uroteliais
podem expressar diversos receptores e canais idnicos de modo
similar aos encontrados nos neurbnios sensoriais. Dessa forma, o
urotélio poderia ser um alvo para os transmissores liberados pelas
fiboras nervosas da bexiga ou, ainda, os mediadores quimicos
liberados pelas células uroteliais poderiam alterar a excitabilidade
aferente da bexiga (Birder et al., 2001; 2005). Portanto, a interacéo
entre os receptores CXCR2 e TRPV1 localizados em células
uroteliais e fibras nervosas poderia ser importante no
desenvolvimento da dor e da inflamac¢&o da bexiga urinaria.

As células uroteliais participam da deteccdo de estimulos
fisicos e quimicos e sdo capazes de se comunicar com as fibras
nervosas aferentes (Birder et al., 2005; Khandelwal et al., 2009;
Birder e Andersson, 2013). Como mencionado anteriormente, as
células uroteliais expressam inUmeros receptores e canais idnicos
semelhantes aos que sdo encontrados nos nociceptores e
mecanorreceptores localizados em outros lugares do corpo. Além
disso, estas células secretam mediadores capazes de modular,
ativar ou inibir os neurbnios sensoriais. Os receptores ja
identificados no urotélio incluem os receptores para purinas,
adenosina, norepinefrina, acetilcolina, receptores ativados por
proteases (PARSs), bradicinina, neurotrofinas, CRF , estrégenos,
endotelinas , quimiocinas e varios canais TRP (Ferguson et al.,
1997; Burnstock, 2001; Birder et al., 2002; Chopra et al., 2005;
Beckel et al., 2006; LaBerge et al., 2006; Yu et al., 2006; Yuridullah
et al., 2006; Vera et al., 2008; Arms et al., 2010; 2013; Birder et al.,
2013). A expressédo destes receptores permite ao urotélio responder
a estimulos como a distensdo durante o enchimento da bexiga
urindria e a mediadores quimicos encontrados na urina e liberados
das fibras nervosas e células inflamatérias.

A clonagem e o desenvolvimento subsequente de animais
nocaute para o receptor TRPV1 (Caterina et al., 1997, 2000)
forneceu melhores ferramentas para o estudo desse alvo terapéutico
na bexiga urinaria. Através do uso de camundongos nocaute para o
receptor TRPV1, mostrou-se que o receptor desempenha um papel
importante na regulacdo do reflexo de miccdo e na
hipersensibilidade mecénica referida durante a cistite (Birder et al.,
2002; Wang et al., 2008), funcionando como um sensor mecanico.
Além disso, o receptor TRPV1 é um importante alvo terapéutico para
o tratamento da hiperatividade da bexiga induzida pela cistite
(Charrua et al., 2007; Wang et al., 2008; De Groat e Yoshimura,
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2009). Estudos prévios sugerem que o receptor TRPV1 ndo esta
expresso apenas nas fibras nervosas aferentes que inervam a
bexiga, mas também nas células uroteliais e até mesmo nas células
intersticiais e do musculo detrusor (Birder et al., 2001; Ost et al.,
2002; Brady et al., 2004; Lazzeri et al., 2004, 2005; Apostolidis et
al., 2005; Avelino e Cruz , 2006; Liu e Kuo, 2007). Entretanto, a
literatura descreve diferentes padrdes de expressdo do TRPV1 na
bexiga de ratos e humanos (Everaerts et al., 2008). Ainda, alguns
trabalhos com camundongos nocaute para o receptor TRPV1 ndo
conseguiram demonstrar uma expressao especifica do receptor no
urotélio desses animais (Yamada et al., 2009; Charrua et al., 2009).
Algumas das diferencas observadas entre os estudos podem estar
relacionadas com a inespecificidade de alguns anticorpos utilizados.
Tem sido relatado que alguns anticorpos anti-TRPV1 que se
encontram disponiveis comercialmente apresentam
imunorreatividade no tecido da bexiga de animais nocaute para o
receptor, causando sinais inespecificos em experimentos de
imunohistoquimica e de Western blot (Everaerts et al., 2009;
Yamada et al., 2009). Ainda, as diferencas entre as espécies
utilizadas nos estudos, incluindo ratos, camundongos e humanos,
podem influenciar potencialmente a expressdo do TRPVL1.

A hiperatividade da bexiga urinaria e a dor visceral,
causadas por condicbes patolégicas tais como lesdo medular e
cistite crbnica, sédo induzidas em parte pela hiperexcitabilidade das
fioras C nas vias aferentes da bexiga urinaria (Yoshimura e
Chancellor, 2003; Yoshimura et al., 2002). Um possivel mecanismo
envolvido na sensibilizacdo aferente em condi¢bes patoldgicas € o
aumento na producdo de fatores neurotréficos, tais como NGF, na
bexiga urinaria, na medula espinhal e nos GRD lumbosacrais
(Steers et al., 1991, 1996; Vizzard, 2000b; Seki et al., 2002, 2004;
Hu et al., 2005). Estudos mostram que o NGF esta envolvido na
regulacéo da expressdo e sensibilidade dos receptores TRPV1 em
neurdnios sensoriais (Amaya et al., 2004; Zhang et al., 2005; Saban
et al., 2011). Além disso, estudo recente demonstrou o0 aumento da
expressdo do receptor TRPV1 nos neurbnios GRD na cistite
induzida por CYP (Dang et al., 2013). O aumento da expressao dos
receptores de quimiocinas CX3CR1, CXCR3, CXCR4 e CCR2 foi
demonstrado nos neurbnios GRD apés a inflamagdo da bexiga
urinaria (Yuridullah et al., 2006; Sakthivel et al., 2008; Vera et al.,
2008; Arms et al.,, 2010, 2013). No presente estudo, observamos
que os receptores CXCR2 e TRPV1 tém suas expressdes
aumentadas nos neurdnios do GRD, possivelmente nas mesmas
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fiboras nervosas. Assim, a regulacdo positiva da expressdo e a
sensibilizacdo dos receptores CXCR2 e TRPV1 nos neurbnios do
GRD poderiam contribuir para a exacerbacdo da sinalizacédo
aferente observada na hiperatividade da bexiga urinaria induzida por
CYP.

Em seguida, com o intuito de aprofundar os estudos acerca
do possivel envolvimento dos receptores TRPV1 e CXCR2 nas
alteracdes sensoriais da bexiga, avaliamos o processo de miccao
através da técnica de cistometria. As alteragfes nas sensacgdes
viscerais da bexiga, como dor durante o0 enchimento, que
acompanham a cistite, estdo relacionadas com mudancas nas
propriedades das vias aferentes da bexiga, o que faz com que os
neurdnios respondam de maneira exagerada a estimulos indcuos.
Estas alteragbes podem ser mediadas, em parte, por mediadores
inflamatérios como as citocinas (Erickson et al., 2002; Malley e
Vizzard, 2002) , neuropeptideos (Vizzard, 2001; Birder et al., 2005),
fatores de crescimento (Vizzard, 2000; Yoshimura et al., 2006), e
quimiocinas (Yuridullah et al., 2006; Sakthivel et al., 2008; Vera et
al.,, 2008; Arms et al., 2010). Confirmando e ampliando estudos
anteriores (Hu et al, 2003;. Klinger e Vizzard, 2008), mostramos que
animais com cistite induzida pela CYP apresentam mudancas
importantes no processo de miccao, avaliadas através de alteracbes
nos parametros urodin@micos, tais como aumento da frequéncia de
micgdo e do numero de contragcdes ndo associadas a miccao,
alteragcfes nas pressdes vesicais e diminuicdo do volume urindrio
eliminado. Evidéncias sugerem que o receptor TRPV1 pode
contribuir para o desenvolvimento da hiperatividade da bexiga
agindo como um sensor de distensdo mecanica e irritacdo quimica
(Everaerts et al., 2008). De fato, o bloqueio ou o0 a delecdo génica
deste receptor diminui a hiperatividade vesical induzida pela CYP,
evidenciado pelo aumento do intervalo entre as contracbes e da
capacidade de armazenamento da bexiga (Birder et al., 2002;
Charrua et al., 2009; Lei et al., 2012). Além disso, estudos prévios
demonstram que o bloqueio dos receptores de quimiocinas CXCR4
e CCR2 com antagonistas seletivos reduziu a hiperatividade da
bexiga induzida pela CYP, como demonstrado pelo aumento do
volume de esvaziamento, da capacidade de armazenamento da
bexiga e do intervalo entre as contracdes de miccdo (Arms et al.,
2010; 2013).

No presente estudo, observamos que a administracdo dos
antagonistas SB225002 e SB366791 ou a combinagdo de ambos,
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reduziu de maneira acentuada a hiperatividade vesical induzida pela
CYP. Estes efeitos podem ser observados através do aumento da
capacidade de armazenamento da bexiga, do intervalo entre as
contracdes, do volume e eficiéncia de miccdo e das pressbes da
bexiga. Outra alteracdo funcional importante observada na
hiperatividade vesical induzida pela CYP é o0 aumento do nimero de
contracdes ndo associadas a miccdo (CNMs) (Studeny et al., 2008).
As CNMs s8o representadas por um aumento da atividade
espontanea das células do muisculo detrusor durante a fase de
enchimento da bexiga. Nossos resultados demonstram que o
bloqueio dos receptores CXCR2 e TRPV1 reduziu o ndmero de
CNMs, sugerindo que ambos os receptores parecem contribuir para
0 aumento dessas contracdes e, consequentemente, para o
estabelecimento de hiperatividade da bexiga. Uma vez mais, estes
dados sugerem que o estabelecimento da hiperatividade vesical
pode ser causado, pelo menos em parte, pela regulagéo positiva da
expressao e interacdo entre os receptores CXCR2 e TRPV1.

De maneira interessante, a relacdo proposta entre estes
receptores na fisiopatologia da cistite induzida por CYP é evidente
na maioria dos resultados apresentados. A combina¢do de ambos
0s antagonistas mostrou uma interagdo sinérgica ou aditiva. O
sinergismo ocorre quando o efeito da combinag¢édo dos antagonistas
€ maior do que a soma dos seus efeitos separadamente, na mesma
dose, como observado nas alteragdes comportamentais, na analise
histoldgica e nos niveis do RNAm do receptor TRPV1. A interacao
aditiva ocorreu quando o efeito da combinac¢do dos antagonistas foi
igual & soma dos efeitos dos antagonistas administrados
separadamente, observado em outros resultados. No entanto, a
acdo dupla da combinacdo dos antagonistas em diferentes
parametros inflamatérios e nociceptivos ndo nos permitem definir
adequadamente a relagdo entre os receptores CXCR2 e TRPV1 na
cistite induzida por CYP.

Outro aspecto interessante evidenciado no presente estudo
foi a demonstracédo do efeito prolongado dos antagonistas na cistite
induzida por CYP, ou seja, 24 horas apés a administracdo dos
antagonistas dos receptores CXCR2 e TRPV1 os efeitos destes
compostos sobre a inflamacédo e a dor da bexiga induzida por CYP
ainda foi observado. Nossos resultados corroboram com estudos
anteriores do nosso grupo que demonstraram o efeito prolongado
dos antagonistas dos receptores CXCR2 e TRPV1 em diferentes
modelos animais de inflamacdo e dor (Marotta et al., 2009,.
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Manjavachi et al., 2010). Nesse contexto, Marotta e colaboradores
(2009) demonstraram que o pré-tratamento com SB225002 ou
SB366791 diminuiu a nocicep¢ao e a inflamacéo induzida por PAF,
por até 8h. Além disso, Manjavachi e colegas (2010) relataram que o
tratamento de camundongos com o SB225002 produziu efeitos
antinociceptivo e antiinflamatério, que durou até 6 h, na inflamacao
induzida por carragenina e por até 24 horas no modelo de
inflamacéo induzida por CFA. Portanto, o efeito duradouro do
SB225002 e SB366791 sugere que estes antagonistas podem ter
uma meia vida de concentracdo plasmatica longa. Estudos
farmacocinéticos seriam necessarios para confirmar esta hipétese.

Analisados em conjunto, os resultados apresentados nesse
trabalho (Figura 14) contribuem para o entendimento de alguns dos
mecanismos envolvidos na patologia da cistite induzida pela CYP.
Nossos dados sugerem que a interacdo funcional entre os
receptores CXCR2 e TRPV1 parece modular a inflamacéo, a dor e a
hiperatividade da bexiga urinaria na cistite induzida pela CYP.
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Figura 14: Mecanismos propostos para a participagdo dos receptores
CXCR2 e TRPV1 na cistite induzida por CYP. A CYP induz inflamacdo da
bexiga urinaria através do aumento dos niveis de citocinas inflamatdrias,
como a IL-1B e o TNF-a, e da migragao de neutrofilos na bexiga urinaria. Os
danos teciduais causados pela CYP incluem perda urotelial, edema e
hemorragia. Além disso, ocorre um aumento na expressdo dos receptores
CXCR2 e TRPV1 no urotélio e fibras aferentes que inervam a bexiga
urinaria bem como nos neurdnios do GRD (L6-S1), indicando uma possivel
participacdo desses receptores localizados nestas estruturas na
transmissdo da informacdo nociceptiva e nas alteragcdes urodinamicas do
processo de miccdo e, consequentemente no desenvolvimento de dor
visceral e hiperatividade da bexiga urinaria na cistite induzida pela CYP.
GRD: ganglio da raiz dorsal; PMN: polimorfonuclear (neutréfilo); MPO:
mieloperoxidase.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, é
possivel sugerir um potencial efeito benéfico dos antagonistas
seletivos dos receptores CXCR2 e TRPV1 na dor, inflamagéo e
alteracdes funcionais da bexiga apds a administracéo de CYP.

Devido a migracédo celular ser um fator importante para
amplificacdo do sinal inflamatério na bexiga urinaria, seu controle
adequado torna-se crucial para a atenuacdo da cistite induzida por
CYP. Diversos mediadores quimiotaticos sao liberados por células
epiteliais e inflamatérias durante o processo inflamatério e
coordenam a infiltracdo leucocitaria para a bexiga urinaria. Os
resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a
prevencdo do dano urotelial, bem como a diminuicdo do infiltrado
celular, estdo diretamente relacionados a menores niveis de
citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a e a IL-1B. Esse conjunto
de fatores provavelmente levou a uma acentuada redugdo da
ativacdo das vias proé-inflamatérias intracelulares, resultando na
atenuacao do processo inflamatério induzido pela CYP.

. Em conjunto, nossos resultados demonstraram que o
blogueio farmacolégico dos receptores CXCR2 e TRPV1 diminuiu a
inflamacéo da bexiga urinaria induzida pela CYP, reduzindo a
infiltracdo de neutréfilos e a produgcdo de mediadores pro-
inflamatérios como as citocinas, o que resultou em uma
consequente melhora no quadro de salde dos animais. Pela
primeira vez, relatamos que os receptores CXCR2 estdo expressos
na bexiga urinaria e sua modulacéo parece estar relacionada com a
ativagdo de receptores TRPV1. Além disso, demonstramos que o
aumento da expresséo dos receptores CXCR2 e TRPV1 na bexiga
urinaria apoés a cistite induzida pela CYP parece estar relacionado
com o aumento do comportamento de dor e da hipersensibilidade
visceral referida. Ainda, ambos o0s receptores parecem estar
envolvidos no desenvolvimento de hiperatividade da bexiga urinaria.

Em concluséo, nossos dados sugerem que 0s antagonistas
seletivos dos receptores CXCR2 e TRPV1, SB225002 e SB366791,
respectivamente, especialmente quando administrados em conjunto,
apresentam grande potencial na prevencdo da inflamacdo da
bexiga, da hipersensibilidade visceral e da hiperatividade vesical na
cistite induzida por CYP.
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