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Avaliacéo da eficacia de Lactobacillus acidophilus no tratamento da Cistite
Hemorragica induzida por ciclofosfamida em ratas Wistar.
RESUMO

A cistite hemorragica € uma complicacdo inflamatéria que pode ser causada pela
administracdo da ciclofosfamida, sendo esta, amplamente utilizada como agente
antineoplasico. Na busca por novas alternativas terapéuticas estdo os probidticos que séo
capazes de suprimir o processo inflamatério e, deste modo, podem ser utilizados na prevencgao
dessa doenga. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da utilizagdo de
Lactobacillus acidophilus NCFM no tratamento de Cistite Hemorragica induzida por
ciclofosfamida em ratas Wistar. Utilizou-se 77 ratas Wistar de 8 semanas e peso médio de 250
gramas. Os animais foram aleatoriamente distribuidos em grupos experimentais (n = 9): grupo
controle (GC), grupo controle zero (GCZ), grupo inflamacdo (GI), grupos de tratamento
agudo por 24 horas: grupo tratamento com lactobacilos por 24 horas (GL24H) e grupo mesna
(GM), e ainda, grupos de tratamento crénico por 30 dias: grupo tratamento com 2x10% UFC
lactobacilos (GTL) e grupo mesna+lactobacilos (GM+L). Os animais do grupo inflamacéo e
dos grupos tratamento receberam injecdo de ciclofosfamida (200 mg/kg, i.p) e apds 24 horas
foram tratados conforme respectivos grupos. Ap6s o periodo de tratamento, os animais foram
submetidos a eutanasia e coleta de sangue para realizacdo de hemograma e andlises
bioguimicas. Foi coletada urina para exame de elementos anormais do sedimento (EAS)
urinario e 6rgdos como bexiga, rim e figado para exames histopatologicos. Com relacdo aos
resultados dos animais do grupo inflamacéo, foi possivel observar peso da bexiga e indice de
edema estatisticamente maior, peso corporal estatisticamente reduzido, alteracbes
macroscopicas com sinais de hemorragia na bexiga, lesdes histopatoldgicas e alteracdes no
hemograma com eritrécitos, hematocrito e plaquetas estatisticamente reduzidos, indicando
sangramento pelo uso da ciclofosfamida. Houve diferenca estatisticamente significativa nos
parametros bioquimicos entre os grupos, mas dentro dos valores de referéncia de animais
saudaveis, bem como os parametros analisados na urina dos animais. Os animais tratados com
lactobacilos apresentaram urotélio integro, sem reacdo inflamatdria e sem alteragfes na urina,
alteracbes hematologicas e bioquimicas, da mesma maneira que 0s animais tratados com
Mesna. Portanto, esta pesquisa demonstrou que a utilizacdo de L. acidophilus reduziu a acéo
inflamatdria e hemorragica da ciclofosfamida na bexiga dos animais tanto a curto, quanto a
longo prazo, apresentando-se como uma alternativa promissora de tratamento para a cistite
hemorragica.

Palavras-chave: Inflamacéo da bexiga. Lactobacillus spp. Probidticos.



Evaluation of the Efficacy of Lactobacillus acidophilus in the treatment of
Cyclophosphamide-induced Hemorrhagic Cystitis in Wistar rats.

ABSTRACT
Hemorrhagic cystitis is an inflammatory complication that can be caused by the
administration of cyclophosphamide, which is widely used as an antineoplastic agent. In the
search for new therapeutic alternatives, probiotics can suppress the inflammatory process and,
therefore, can be used to prevent this disease. Thus, this study aimed to evaluate the effects of
using Lactobacillus acidophilus NCFM in the treatment of cyclophosphamide-induced
Hemorrhagic Cystitis in Wistar rats. We used 77 8-week-old Wistar rats with an average
weight of 250 grams. The animals were randomly distributed into experimental groups (n =
9): control group (CG), zero control group (GCZ), inflammation group (IG), 24-hour acute
treatment groups: 24-hour lactobacilli treatment group (GL24H), and mesna group (GM), and
chronic treatment groups for 30 days: treatment group with 2x108 UFC lactobacilli (GTL) and
mesna+lactobacilli group (GM+L). The animals in the inflammation group and the treatment
groups received an injection of cyclophosphamide (200 mg/kg, i.p) and after 24 hours were
treated according to the respective groups. After the treatment period, the animals were
euthanized, and blood collected for blood count and biochemical analysis. Urine was
collected for examination of abnormal urinary sediment elements (EAS) and organs such as
the bladder, kidney, and liver for histopathological examinations. Regarding the results of
animals in the inflammation group, it was possible to observe statistically higher bladder
weight and edema index, statistically reduced body weight, macroscopic changes with signs
of bleeding in the bladder, histopathological lesions, and changes in the blood count with
erythrocytes, hematocrit and platelets statistically reduced, indicating bleeding from the use of
cyclophosphamide. There was a statistically significant difference in the biochemical
parameters between the groups, but within the reference values of healthy animals, as well as
the parameters analyzed in the animals' urine. The animals treated with lactobacilli showed
intact urothelium, without inflammatory reaction and changes in urine, hematological and
biochemical changes, in the same way as the animals treated with Mesna. Therefore, this
research demonstrated that the use of L. acidophilus reduced the inflammatory and
hemorrhagic action of cyclophosphamide in the bladder of animals both in the short and in the

long term, presenting itself as a promising treatment alternative for hemorrhagic cystitis.

Keywords: Bladder inflammation. Lactobacillus spp. Probiotics.



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..uccorteeterestesssseessssssssssssssssssssasssssssssassssssssssssssssassssssssssasssessassssssssssassssssssssssssassassans 12
2 REVISAO DE LITERATURA ...cuotiteetetreeersssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssessssssssesssens 14
2.1 ANATOMIA DO TRATO URINARIO....ccieeeeeeereetstsasssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 14
2.2 DISTURBIOS DO TRATO URINARIO INFERIOR ....cueuiurerererereseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 15
2.3 CISTITE HEMORRAGICA (CH) ueuveveeereereeresesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesssesssssssssssssssssssssns 16
2.4 CICLOFOSFAMIDA (CYP) ciioiiieeiertiisntiisnsiessssesessssassssssssssssssssssssssssssssssssssessssesassssassssssssessssesassssasasss 18
2.5 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS PARA CISTITE...ccciiiiiiiiiieiinineniinnnnsisssssssssssssssssssssssssess 22
BT Y] 23
2.6 PROBIOTICOS ...oititierererereesssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssesessssssssssssssssssses 25
2.6.1 LACTOBACILOS ...ttt iiseessssstesssssse s sssssse s ssssssesssssssessssssesssssssesssssssessssssesssssasesssssnneses 26
2.6.1.1 LactobacCillus @CidOPNIIUS...........coeiiieeie ettt e aessaesreesreesaeenneenneans 29
IO T N | I AV 1 33
4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....oveteieeeerereesesesesesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssesssesssssessssssssssssses 34
5 APENDICES....cutuirirsrisisisessssssssssssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssassassssess a5

5.1 ARTICLE 1: EVALUATION OF THE EFFICACY OF Lactobacillus acidophilus IN THE
TREATMENT OF CYCLOPHOSPHAMIDE-INDUCED HEMORRHAGIC CYSTITIS IN WISTAR

RATS ceeeeeeeeeeeeeeeseessseteseessssasatesessasasssstesessesasssatasassesasasasetessssasssasasessesasasssatessssasnsasatessesasasnsatesessasnsasasessesasaes 46
B CONCLUSOES «.eeeeeeeeeeeeeeteeeet e eeeeeessetsssetsssesessasessssetsssetssssseesasssetsssasessstsasntsesstensstsssntsssasessnesssntsaen 67
T ANEXOS...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeesaeeseeessasasasesesessasasasasasessasassstatessasasssetesessasasssatessssasasasatessssasasasatessssassasesessassnna 68



12

1 INTRODUCAO

A cistite é uma doenca frequente que acomete homens e mulheres independentemente
da idade e se tornou uma preocupacgdo de saude publica devido a grande recorréncia de casos
presentes pelo mundo, sendo, essa doenca caracterizada como uma inflamagdo da mucosa
vesical ocasionada pela colonizacdo de bactérias enteropatogénicas nas células superficiais da
bexiga ou decorrente de lesGes por substancias irritantes que levam a cistite hemorragica ou
intersticial. Durante sua vida, as mulheres tém 50% de chance de serem afetadas por cistite, e
a cada ano 10% das mulheres séo afetadas (CHAMBO, 2014).

No estado de Mato Grosso do Sul no ano de 2019, houve 560 internacdes e
aproximadamente 28 &bitos de pacientes com cistite, ja no periodo de janeiro de 2020 a
janeiro de 2021, ocorreram 452 internacdes e 29 Gbitos de pacientes com cistite no estado,
sendo, igualmente comum no ambiente hospitalar e no ambiente comunitario (MINISTERIO
DA SAUDE, 2021). O uso inadequado ou automedicacdo de anti-inflamatdrios e antibiéticos
promovem a recorréncia da doenca e acabam agredindo a satde do individuo pela severidade
dos efeitos colaterais relacionados ao consumo continuo. Alguns medicamentos apresentam
efeitos urotéxicos, como a utilizagdo da ciclofosfamida, podendo levar a uma cistite do tipo
hemorragica (KARAM; HABIBI; BOUZARI, 2019).

A ciclofosfamida (CYP) é um agente alquilante do grupo das oxazafosforinas
geralmente empregado no tratamento de neoplasias malignas e de diversas doencas
reumatoldgicas, porém apresenta algumas reac6es adversas que incluem supressao da medula
0ssea, suscetibilidade a infecgdo, esterilidade e amenorreia, além de nefrotoxicidade e cistite,
bem como complicacBes cardiovasculares (TELES et al., 2016). A ciclofosfamida possui
metabolitos toxicos como a acroleina que podem ser filtrados e excretados pelos rins e
depositados na bexiga causando uma irritacdo na mucosa que leva a expressdo de mediadores
inflamatdrios, dilatacdo vascular e fragilidade capilar, dando inicio ao processo inflamatorio
(KLIPPEL, 1995; SILVA JUNIOR et al., 2013).

Sendo assim, o uso da ciclofosfamida para indugdo de uma cistite inflamatdria, se
tornou um modelo utilizavel para investigacdo de potenciais terapéuticos da doenca (ZIRAK
et al., 2020). Atualmente o tratamento mais utilizado para prevencédo da cistite hemorragica e
a administracdo do Mesna (2-mercaptoeano-sulfonato de s6dio) nos regimes de quimioterapia
para anulagdo da acroleina na bexiga, entretanto 0 mesna ndo é um composto anti-

inflamatdrio e ndo possui propriedades antioxidantes, em vista disso, ndo pode atuar na



13

modulacéo das vias inflamatorias envolvidas no desenvolvimento da cistite, além de possuir
diversos efeitos colaterais, como: hipersensibilidade cutanea e sistémica, nauseas, fadiga,
cefaleia e diarreia (YILMAZ et al., 2015), sendo importante o estudo de alternativas
terapéuticas para essa doenca, tendo como exemplo, os probiodticos que atuam em diversas
disfunc@es do trato urinario (ALl et al., 2014).

Os probidticos sdo microrganismos ndo patogénicos que exercem efeitos benéficos a
salde do hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas (HILL et al., 2014).
Geralmente sdo incluidos na suplementagdo alimentar sendo consumidos diariamente ou
periodicamente pois atua na melhora dos processos inflamatorios, como em casos de colite,
em que pode haver a reducdo das concentracdes plasmaticas e teciduais de alguns marcadores
inflamatdrios (interleucinas 1, 2, 6, 7, Fator de Necrose Tumoral alfa- TNF-o0, acido
tiobarbitlrico, 6xido nitrico -NO e interleucina 1 beta), conferindo protecdo fisiologica e
histolégica, além de atuar na imunomodulagdo do organismo (MARKOWIAK;
SLIZEWSKA, 2018; PLAZA-DIAZ, et al.,, 2017; WGO, 2017). Por isso, estudos com
probidticos estdo sendo realizados com o objetivo de propor uma medida alternativa para o
tratamento da cistite, visando diminuir os impactos causados ao organismo pelo uso de anti-
inflamatorios e antibidticos, ou mesmo pelo Mesna em pacientes com uso de ciclofosfamida
(SIHRA et al., 2018).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anatomia do trato urinario

O sistema urinério é constituido pelos rins, ureteres, bexiga e uretra que de forma
geral, participam da eliminacdo dos produtos do metabolismo e no controle do equilibrio
hidrico (POTTER; PERRY, 2009). A parte superior do trato urinario € constituida pelos rins e
ureteres. Os rins sdo 6rgdos marrom avermelhados no formato de feijdo e sdo encontrados no
retroperiténio. Os rins possuem no seu apice a glandula suprarrenal (responsével pelo balango
hidrico e atua na pressdo arterial, através da liberacdo de hormdnios). Além disso, o
parénquima renal € dividido entre a medula e o cortex que contém néfrons responsaveis pela
filtracdo do sangue. Os rins auxiliam no controle da pressao arterial e na producao de glébulos
vermelhos por meio da renina e da eritropoietina, tal como sdo capazes de aumentar a
absorcdo de célcio no organismo, além de exercerem varias outras funcbes. Os ureteres sdo
estruturas tubulares bilaterais de 22 a 30 cm de comprimento e sdo responsaveis pelo
transporte da urina da pelve renal até a bexiga (CAMPBELL-WALSH, 2011).

A parte inferior do trato urinério é constituida pela bexiga e uretra (TARANTO,
2017). A bexiga é um 6rgédo oco revestido por um epitélio transicional denominado urotélio e
se encontra situada atras da sinfise pubica, atuando como reservatorio temporario e na
eliminacdo periddica da urina, com capacidade aproximada de 300 a 500 ml de urina
(POTTER; PERRY, 2009). A bexiga apresenta duas regides, uma delas é o corpo da bexiga
localizada acima dos orificios uretrais e a outra é a base da bexiga que estd abaixo dos
orificios uretrais, e é formada pelo muasculo liso trigono e juncdo uretrovesical
(PRADIDARCHEEP et al., 2011). O corpo da bexiga € composto histologicamente por
quatro camadas: (1) a camada adventicia ou serosa que reveste a bexiga externamente; (2) a
camada muscular constituida pelo musculo detrusor que é formado por fibras musculares que
mudam de orientacdo e auxiliam na passagem da urina até a uretra; (3) a lamina propria
constituida de células intersticiais, bem vascularizada e com terminais nervosos e (4) o
urotélio que é um epitélio pseudoestratificado formado por trés tipos de células (basal,
intermediaria e superficial ou guarda-chuva) que juntas da camada de glicosaminoglicanos
formam uma barreira impermedvel a ions, solutos e patdgenos, revestindo a bexiga
internamente (Figura 1) (GARTNER, 2017; MERRILL et al., 2016).
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Figura 1 - Composicao da parede da bexiga. Fonte: Adaptado de Taranto (2017, p. 171).
Por fim, a uretra € um tubo fibromuscular que se estende do orificio uretral interno ao

externo, sendo formada por trés camadas musculares, duas internas de musculo liso e uma
camada mais externa de musculo estriado (rabdoesfincter), tem por funcdo dar passagem a
urina da bexiga para o exterior (PRADIDARCHEEP et al., 2011).

2.2 DistUrbios do trato urinario inferior

Os distarbios do trato urinario inferior compreendem qualquer anormalidade na
capacidade de armazenamento ou miccao. Essas condi¢cOes afetam a bexiga, prostata e uretra e
estdo relacionados com termos, sinais, observagdes urodindmicas ou sensagdes anormais
seguidas de dor, desconforto ou pressdo na regido suprapubica ou retropubica, que foram
descritas pela Sociedade Internacional de Continéncia (ICS) como Sintomas do Trato Urinario
Inferior ou “Lower Urinary Tract Symptoms” (LUTS) (CAMPBELL-WALSH, 2011).

Esses sintomas estdo divididos em trés grupos: os de armazenamento (que inclui
aumento da frequéncia urinéria, noctlria, urgéncia e incontinéncia urinaria), sintomas
relativos a micgdo (fluxo lento ou intermitente durante a miccéo, esfor¢o ou hesitacéo) e pds-
miccionais (sensacdo de esvaziamento incompleto ou gotejamento poés-micgdo), ou eles
podem ser classificados de forma ampla por sintomas obstrutivos (blogueio na saida da base
da bexiga) e irritativos (hiperatividade da bexiga), geralmente referente a algum problema

agudo do trato urinario como infecgdo e inflamacédo, ou ainda, por uma condigdo cronica de
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obesidade, diabetes, pressdo alta, apneia e estilo de vida (como fumar, ingerir alcool, muita
cafeina e baixos niveis de atividade fisica) (ABRAMS et al., 2002).

E comum haver varios fatores agindo a0 mesmo tempo para causar esses sintomas,
mas a causa exata nem sempre é facil de encontrar, por isso, Varios testes sdo necessarios para
uma avaliacdo médica cuidadosa como: exames de urina (para verificar sinais de infeccdo ou
cancer no trato urinario ou rins), exames de sangue (para verificar a funcao renal, hepatica,
presenca de acgucares e gorduras), ultrassom (para medir a quantidade de urina deixada na
bexiga apds a miccdo), ressonancia magnética (para verificar a presenca de cancer), citoscopia
(para avaliar a viabilidade da bexiga e uretra), além de historico médico e exame fisico, que

irdo auxiliar na melhor escolha de prevencao e tratamento (BROOK; WITTERT, 2018).

2.3 Cistite hemorragica (CH)

A cistite hemorragica (CH) se caracteriza pelo desenvolvimento de um processo
inflamatorio severo do trato geniturinario definido pela alteracdo da mucosa da bexiga
(DORNELLES et al., 2014). A CH gera preocupacao por sua alta prevaléncia, comum tanto
em homens quanto mulheres, em todas as faixas etarias, proporcionando uma sensagdo
exagerada de dor e hemorragia (IRWIN et al., 2011; MARTINS et al., 2012; SILVA JUNIOR
et al., 2013). Clinicamente os sintomas manifestados sdo: o desenvolvimento de hematuria
micro ou macroscopica, dor na regido pubica, disuria, aumento na urgéncia e na frequéncia
urinaria, incontinéncia e noctaria (MANIKANDAN, KUMAR, DORAIRAJAN, 2010; MQY,
2016). Os pacientes podem apresentar ainda anemia ferropriva ou em casos severos choque
hipovolémico, sendo que esses sintomas podem persistir por semanas ou até anos
(STILLWELL; BENSON, 1988).

As causas da CH estdo relacionadas a processos infecciosos ou ndo infecciosos que
levam ao sangramento da mucosa vesical com consequéncias variadas de acordo com sua
intensidade (DORNELLES et al., 2014; EL-ZIMAITY et al., 2000; HADJIBABAIE et al.,
2008; PAYNE et al., 2013; RIBEIRO et al., 2012). Segundo Moy (2016), a CH pode ocorrer
como resultado de céncer de bexiga primario, consequéncia da imunossupressao ou por
transplante de medula que do mesmo modo leva a uma cistite infecciosa ou induzida por
tratamento antineoplasico ou radioterapia (GAVIN; KATZ, 2002).

Outras teorias € de que a CH pode ser causada por adenovirus, citomegalovirus ou
poliomavirus, além disso, é possivel que ocorra como uma doenga secundaria a um tumor

necrosado da bexiga ou cancer de bexiga, sendo mais comum em mulheres e pacientes com
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mais de 50 anos (PADUCH, 2007). No que se refere as mulheres, h4 uma proporgao de 5:1
casos em homens devido a anatomia do trato urinario feminino em que a uretra e 0 anus sao
bastante proximos, facilitando a chegada de bactérias, ou por conta das alteracbes hormonais,
que podem provocar irritacbes a parede da bexiga devido a menopausa ou ao periodo
menstrual (BJORLING; WANG, 2001; CAPRONI, 2021).

A CH pode ocorrer frequentemente em criangas se estiver relacionada a uma causa
infecciosa (PADUCH, 2007), como a presenca de adenovirus (50 a 80% das fatalidades), e
Escherichia coli. Aproximadamente 14,5% dos pacientes com CH apresentaram adenovirus e
17,4% apresentaram E. coli, mas 60% néo continha qualquer agente infeccioso (MUFSON et
al., 1976; NUMAZAKI et al., 1968).

As causas mais frequentes de CH estdo relacionadas ao uso de quimioterapicos com
oxazafosforinas, como a CYP e a ifosfamida (IFO) ou por radioterapias pélvicas (MOY,
2016). Estima-se que 10 a 40% dos pacientes submetidos a altas doses de CYP para
tratamento de tumores, desenvolvem a CH e pelo menos 70% dos tratados apds transplante de
medula 6ssea também podem desenvolver (SHEPHERD, 1991). A ocorréncia da CH pela
aplicacdo das oxazafosforinas esta relacionada com a eliminacéo de metabdlitos toxicos como
a acroleina que promove um efeito inflamatério de intensidade variada mediante ativacdo de
vias do processo inflamatorio, liberando vérios mediadores que intensificam o efeito
citotoxico e causa o dano urotelial (RIBEIRO et al., 2012).

Logo, o diagnéstico da CH é realizado através da avaliacdo urologica completa (febre,
calafrios, dor no flanco, histérico de hematuria inexplicavel, sintomas obstrutivos, disfuncéo
neurogénica da bexiga, célculos renais, fistula, abuso de analgésico ou diabetes mellitus) e o
histérico médico do paciente para reconhecer e corrigir anormalidades, evitando falhas que
possam levar a reinfeccdo em pacientes com cistite infecciosa ou a recorréncia em pacientes
com CH (GUPTA et al., 2000).

Outra forma de diagnosticar a doenca € avaliando a presenca de prostaglandinas
(JEREMY et al., 1987). Saban et al. (1997) demonstrou que com o aumento da inflamacao,
verificou-se maior liberacdo de prostaglandinas em pacientes com CH, sendo assim, é
possivel que estas possam atuar na regulacdo da atividade muscular do detrusor e na

citoprotecdo do urotélio.
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2.4 Ciclofosfamida (CYP)

As oxazafosforinas sdo agentes alquilantes representados pela CYP e a IFO, que foram
introduzidas na clinica na década de 1970 e utilizadas pela primeira vez na década de 60, com
0s produtos Endoxan e Procytox que em 1995 ja eram administrados em 500.000 pessoas por
ano no mundo (TRAVIS et al., 1995).

Os agentes alquilantes séo caracterizados pela ligacdo a um grupo alquil CrhHen+1).
Estes pertencem a classe das mostardas nitrogenadas que sdo altamente reativas e exercem
seus efeitos quimioterapéuticos atacando grupos nucleofilicos de moléculas de acido
desoxirribonucleico (DNA) em células alvo de cancer (WANG; WANG, 2012). Sao isdmeros
que diferem entre si pela posicdo de um grupamento cloroetila, sendo, a CYP com dois
grupos cloroetila ligados ao 4tomo de nitrogénio e a IFO possui um grupo ligado ao anel
oxazafosforina e o0 outro ao atomo de nitrogénio (Figura 2) (GOODMAN, 2005).
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Figura 2 - Estrutura quimica das oxazafosforinas. Fonte: Matz; Hsieh (2017, p. 16-19).

No que se refere aos agentes alquilantes, estes foram sintetizados no século 19 e
empregados na segunda guerra mundial como armas quimicas, assim como, foram usados por
Gilman, Goodman e T.F. Dougherty na terapia do cancer por conta da sua agdo citotoxica
sobre os tecidos linfoides (GILMAN, 1963). Em 1954, Friedman e Seligman sintetizaram a
CYP que é o agente alquilante mais utilizado no mundo, por via intravenosa ou via oral,
sendo metabolizado no figado pela ativagdo bioquimica do citocromo P450 e clivada em
fosforamida que libera a acroleina, capaz de exercer uma acéo citotoxica principalmente nos
tecidos de proliferacdo rapida como as células da medula 6ssea e da mucosa intestinal
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 1996).
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Atualmente, a CYP é utilizada como antineoplasico em varios tipos de cancer,
incluindo linfomas, retinoblastoma, carcinomas de mama, imunossupressores em transplantes,
na artrite reumatoide, granulomatose de Wegener e sindrome nefrotica (CHABNER et al.,
2001).

Essas moléculas se tornam compostos eletrofilicos fortes, formando ligacGes
covalentes com os grupos do DNA impedindo sua replicacdo, sendo que, a principal etapa da
alquilacédo é a formacéo de ions carbdnicos que reagem instantaneamente com os doadores de
elétrons, transferindo um grupo alquila para um constituinte celular, ocorrendo no interior do
nacleo e levando a morte celular (BARBIE; FRANK, 2009; CHU; SARTORELLI, 2014,
RANG et al., 2012).

Baumann e Preiss (2001) demonstraram que a aplicacdo de ciclofosfamida para
tratamento de disturbios autoimunes (como ldpus eritematoso sistémico) possui resultados
significativos por seu efeito imunossupressor. Alias, a CYP também é utilizada em transplante
de células hematopoiéticas (RIBEIRO et al., 2012). Segundo a Sociedade Americana do
Cancer, a incidéncia de neoplasias com tratamento por CYP prescrita pela Food and Drug
Administration (FDA) foi de menos de 400 mil novos pacientes por ano, sendo prescrito para
linfoma de Hodgkin, mieloma mudltiplo, micose por fungos, linfoma ndo — Hodgkin e
adenocarcinoma ovariano (FDA, 2017; MATZ; HSIEH, 2017; NIH, 2017).

Porém, apesar de sua eficacia, ha evidéncias de efeitos colaterais, sendo o principal a
CH (MATZ; HSIEH, 2017). Apds a CYP ser metabolizada no figado, ocorre a liberacdo da
acroleina que é um metabdlico urotéxico que se acumula na bexiga e pode causar estresse
oxidativo e inflamacdo (MATZ; HSIEH, 2017). O estresse oxidativo gera em grande
guantidade espécies reativas de oxigénio (ROS) que desencadeiam um processo irritativo no
urotélio da bexiga, levando as manifestacGes caracteristicas da doenca (ulceracdo, hematuria,
dor intensa e sintomas irritantes de mic¢édo) (HALDAR; DRU; BHOWMICK, 2014).

Da mesma forma, o estresse oxidativo pode ser uma possivel causa ou consequéncia
para a CH, pois 0 aumento excessivo pode ser prejudicial para peroxidacdo lipidica de
membrana, agressdes nas proteinas dos tecidos e membranas, enzimas, carboidratos e DNA
que leva a processos inflamatorios, cardiovasculares, carcinogénicos e neurodegenerativos
(BARBOSA et al., 2010; BARREIROS, DAVID, 2006). O dano urotelial causado pelos
radicais livres ocorre devido a reducdo da glutationa enddgena, ocasionando a formacgéo
desses radicais que desencadeia a peroxidacdo lipidica e diversos danos celulares (ALI et al.,
2014).
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Além disso, a CYP pode causar mielotoxicidade em humanos e camundongos, de
forma que, um estudo demonstrou que camundongos de linhagem CBA, apds 48 horas de
aplicacdo de CYP intraperitoneal na dose de 250 mg/kg, teve o nimero de neutrofilos e
linfocitos circulantes diminuidos, além de uma queda acentuada nos tipos celulares na medula
Ossea devido as alteracdes inflamatdrias (EPSTEIN et al., 2009).

Essas alteracOes inflamatdrias causadas pela CYP se devem a liberacdo de mediadores
inflamatdrios e hiperalgésicos como as quimiocinas, além da ativacao de canais ibnicos como
0 Receptor Transitdrio Tipo Vaniloide Potencial 1 (TRPV1) que atuam na manutenc&o da dor
(WONG; GAVVA, 2009). Diferentes estudos demonstraram que o TRPV1 esta presente nas
células uroteliais de camundongos, ratos e humanos, sugerindo um papel de
mecanossensibilidade visceral para esse receptor que funciona modulando as fungbes
sensoriais da bexiga que afeta a frequéncia e a pressdo da micgdo, contribuindo para
hiperatividade e hiperalgesia mecénica, causada pela acroleina que se deposita na bexiga
ocasionando a cistite (CHARRUA et al., 2009; FRIAS et al., 2012; KULLMANN et al., 2009;
LEI; MALYKHINA, 2012).

Assim, a acroleina liberada pelas oxazafosforinas gera um processo inflamatorio na
bexiga que promove um aumento da permeabilidade vascular, extravasamento e formacéo de
edema, levando a producdo local de quimiocinas e a migracdo de leucdcitos que desencadeia
0 processo da CH (FLOWER; PERRETTI, 2005).

O processo inflamatério gerado na bexiga contempla quatro fases: primeiro ocorre o
dano urotelial pelo acimulo da acroleina, depois ocorre a sinalizacdo por meio de quimiocinas
locais e a migracdo de macr6fagos que promovem um aumento de citocinas inflamatorias
(TNF a e da interleucina - 1B pela via do Fator Nuclear kappa B — NF-kB), na terceira fase, ha
um aumento de espécies reativas de oxigénio e da expressdao de enzimas inflamatdrias
Ciclooxigenase tipo 2 (COX-2) que se combinam e levam a fase ulcerativa e por Gltimo, na
quarta fase, ocorre a reparacao tecidual a partir da sinalizacdo dos fibroblastos e aumento dos
fatores de crescimento, levando a CH (Figura 3) (RIBEIRO et al., 2012).
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Figura 3 - Esquematizacdo da patogénese da cistite hemorragica induzida pelas oxazafosforinas. Fonte:
Ferreira (2017, p.88).

Outra caracteristica importante da CH causada pela CYP é a sensibilidade visceral que
causa a percepcao da dor em diferentes locais da lesdao visceral real (CERVERO; LAIRD,
2004). Studeny et al. (2008) demonstrou que apds 48 h de inducdo com CYP, os ratos
apresentaram sensibilidade mecanica na pata traseira e no abdémen, o que indica que a CH
estd relacionada a uma doenca periférica prolongada devido a liberacdo de citocinas,
guimiocinas e os canais TRPV1 que faz com que haja um aumento da sensibilidade nos
tecidos periféricos e ndo somente no local (FRIAS et al., 2012; LEI; MALYKHINA, 2012).

As alteragdes histoldgicas da CH (edema, hemorragia, erosao, ulceracao e infiltracdo
leucocitaria) geralmente afetam mais a bexiga por ser mais suscetivel a lesdo pela acroleina
devido sua funcdo de reservatorio que a leva a uma maior exposi¢do ao metabolito téxico (HU
et al., 2003). Luetic et al. (2017) demonstraram que a CYP na dose de 150 mg/kg de peso do
animal foi capaz de provocar CH em todos os animais da amostra, fora que, os ratos tiveram
ganho de peso da bexiga Umida, necrose urotelial, edema vesical, erosdo, hemorragia,

inflamacdo, aumento dos niveis de NO e malondialdeido (MDA) e por fim, Ulceras gastricas e
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lesbes no duodeno, além de serem observados lesGes hepéaticas no periodo tardio da
administracao da CYP.

Portanto, 0 modelo de cistite induzida por CYP vem sendo utilizado em ratos para
verificacdo de tratamentos inflamatorios e nociceptivos (ARMS et al., 2010; SMALDONE et
al., 2009). Estudos de Hu et al. (2003) e Velasco et al. (2001) relataram que a cistite induzida
pela CYP resulta em inflamacdo local nos animais, associada a aumento da frequéncia
urinaria, reducdo do volume urinario, comportamentos caracterizados por fechamento, postura

anormal e diminuicdo da taxa respiratoria que podem ser controlados por analgésicos.

2.5 Tratamentos convencionais para cistite

Atualmente, os tratamentos para cistite infecciosa e inflamatoria (cistite intersticial e
hemorréagica) sdo baseados na prescri¢do de antibidticos e anti-inflamatérios para impedir a
replicacdo dos uropatdgenos e reduzir os sintomas envolvidos no desenvolvimento da doenga,
porém o nimero de recorréncias ou ressurgimento da doenca tem se elevado devido a
resisténcia e a severidade aos medicamentos administrados, além do mais, o tratamento para
CH ainda nao possui 100% de eficacia e algumas medidas preventivas e profilaticas sdo
empregadas apenas como uroprotetores (CAMPBELL-WALSH, 2011; MATZ; HSIEH, 2017,
SIHRA et al., 2018).

O mesha e a hidratacdo intravenosa com diurese tem sido as medidas mais
administradas para CH, porém € possivel observar a doenca em 10 a 40% dos pacientes
tratados, sendo que, alguns pacientes podem desenvolver hipersensibilidade cutanea,
dermatose grave e reacBes sistémicas, além de demais efeitos colaterais como: nauseas,
vomitos, cdlica, diarreia, dor de cabeca, cansaco excessivo, dor nos membros e articulacdes,
depressdo, irritabilidade, falta de energia, hipotensdo e aumento dos batimentos cardiacos,
mostrando a importancia do teste de novos compostos (LIMA et al., 2007; LIN; KEEFE,
2011; RIBEIRO etal., 2012; UYSAL et al., 2015).

Outros métodos igualmente empregados para CH e para a cistite induzida por
ciclofosfamida incluem o uso oral de disulfiram, N-acetil-cisteina, anti-inflamatérios nao
esteroidais, corticoides, inibidores de NO sintase, oxigénio hiperbarico, hiper-hidratacéo e a
irrigagdo vesical com as seguintes substancias: solugdo salina, formalina, fenol, nitrato de
prata, prostaglandina, sulfato de aluminio e potassio, além do mais, é importante a hidratacdo
do paciente para manter o fluxo urindrio (MORAES et al., 2013; PAYNE et al., 2013). A

infusdo intravesical de sulfato de potassio de aluminio e formalina atua como corrosivo
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quimico causando coagulacdo por precipitacdo e hidrolise de proteinas, respectivamente, e
ainda, o oxigénio hiperbarico pode causar vasoconstricdo e fibrose (HALDAR,;
BHOWMICK, 2014).

Alguns procedimentos mais agressivos podem ser utilizados como: a embolizagdo da
artéria hipogastrica, cistectomia com derivacdo urinaria e ampliacdo vesical que somente séo
reservados para as hemorragias que ndo se recuperam com 0s outros tratamentos (CHOW et
al. 2006). Muitos agentes uroprotetores tem sido testado para CH, como: resveratrol, anakinra,
dissulfeto de dialila, pentoxifilina, dexametasona, glutationa e Uncaria tomentosa, na
tentativa de diminuir os sintomas da doenga, como coadjuvante do tratamento com mesna ou
para eliminar as espécies reativas de oxigénio e inibir as citocinas pro-inflamatorias, porém
nenhum destes tratamentos passaram do ensaio clinico por ndo ser completamente eficaz
(MATZ; HSIEH, 2017). Desta maneira, tratamentos alternativos vém sendo estudados para

atuarem na prevencao dos distdrbios do trato urinario inferior.

25.1 Mesna

O mesna (2-mercaptoeano-sulfonato de sddio), € um composto tiol (Figura 4) utilizado
na forma de comprimidos ou como solucdo injetavel para prevencdo de toxicidade das
oxazafosforinas ao nivel das vias urinarias, sendo atualmente, a medida profilatica mais
administrada para o tratamento ou prevencdo da CH por ser capaz de inativar a acroleina
liberada pela ciclofosfamida, promovendo uma desintoxicacdo dos metabolitos urotoxicos
(LIMA et al., 2007).
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Figura 4 - Estrutura quimica do Mesna. Fonte: Matos (2013, p. 83).

O mesna quando entra na circulacdo é oxidada para Dimesna e 50% é filtrada pelo
glomérulo e reduzida de volta a Mesna no epitélio tubular renal que é capaz de se combinar
por ligacdo dupla com a acroleina ou outros metabolitos téxicos provenientes das
oxazafosforinas na bexiga e formar compostos estaveis e ndo toxicos levando a excrecao
efetiva dos mesmos (Figura 5) (MARTINS et al.,, 2012; MATZ; HSIEH, 2017; SIU;

MOORE, 1998). A incidéncia da CH diminuiu em 5% ap0ds o uso do mesna, sendo que, antes
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0s casos de CH em pacientes tratados com oxazafosforinas era de 68% com 4% de casos
letais (LIMA et al., 2007).
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Figura 5 - Esquematizagdo da atuagdo do Mesna na inativagdo da acroleina. Fonte: Adaptado de Siu; Moore
(1998, p. 144-154).

A concentracdo considerada suficiente para neutralizar a acroleina, enquanto esta
sendo eliminada para eficacia do tratamento profilatico, é de trés doses de mesna, que devem
ser 20% da dose da CYP ou IFO, sendo uma antes e outras duas apés (4 e 8 horas) a
administragdo por via intravenosa (SHAW; GRAHAM, 1987).

O Mesna também pode ser administrado por via oral, porém sua biodisponibilidade é
menor tendo em consideracao a intravenosa (50%), sendo necessaria que a primeira dose seja
de 20% por via intravenosa e as outras duas sejam 40% da dose da CYP ou IFO (2 e 6 horas
apos aplicacdo intravenosa) por via oral, de tal forma que, o mesna se ligara a acroleina
tornando - a inativa ou com menor potencial urotoxico (SHAW; GRAHAM, 1987).

No entanto, o mesna é utilizado apenas como agente profilatico por possuir uma
estrutura polar que dificulta sua entrada nas celulas e alta solubilidade, que faz com que sua
excrecdo renal seja mais rapida e a meia vida plasmatica reduzida, além de que, ndo é eficaz
em pacientes reumaticos e possui diversos efeitos colaterais, como: hipersensibilidade cutanea
e sisttmica, nauseas, fadiga, cefaleia e diarreia (KHAW et al., 2007, THOMSON, 1998;
YILMAZ et al., 2015). Posteriormente, Lima et al. (2007) descobriram que mesmo com as 3

doses de pré-tratamento com mesna, 66,7% dos pacientes ainda apresentavam alteracdes
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histopatoldgicas na bexiga devido a acdo da acroleina. Por isso, sua principal funcdo é a
prevencdo da cistite, mas se ela ja estiver estabelecida, a evolucao da piora do quadro clinico
ainda pode ocorrer (SANTOS-JUNIOR et al., 2010).

Dessa maneira, mesmo como regime padrdo de profilaxia, 0 Mesna possui limitagdes
por sua répida absorcdo e eliminacdo do organismo, além do desenvolvimento de danos
colaterais, evidenciando a importancia de pesquisas que investiguem novas substancias

potenciais na prevencdo e/ou tratamento da CH induzida por oxazafosforinas.

2.6 Probidticos

Os probidticos sdo microrganismos vivos que em quantidades adequadas conferem
beneficios a salde do hospedeiro, sendo os principais do género Lactobacillus e
Bifidobacterium que se trata de bactérias gram-positivas, em forma de bastonetes ou
cocobacilos, anaerdbios, acido tolerantes e catalase negativo (FAO/WHO, 2001; HILL et al.,
2014). Possuem atividade antimicrobiana, antioxidante, antidiarreica, anticancerigena,
antilipidémica e de intoleréncia a lactose por intermédio de mecanismos que estdo ligados a
manutencdo do pH acido, liberacdo de bacteriocinas, producdo de perdxido de hidrogénio,
prevencdo da colonizacdao de patdgenos, degradacdo das toxinas e estimulo da imunidade do
hospedeiro (AMDEKAR et al., 2010; BERNET et al., 1994; SINGH et al., 2008).

Essas bactérias sdo comensais e estdo presentes naturalmente no nosso organismo,
podendo ser encontradas no intestino, no leite materno, nas caries dentarias, nas fezes e na
vagina, até estdo disponiveis comercialmente para consumo didrio de 1-10 bilhdes de
unidades formadoras de coldnia devido aos efeitos benéficos que trazem (FAO/WHO, 2001).

Segundo a World Gastroenterology Organisation (WGO) (2017), os probi6ticos
podem afetar o ecossistema intestinal através da estimulacdo imunoldgica da mucosa,
interagindo com microrganismos comensais ou patogénicos, gerando produtos metabdlicos
como &cidos graxos e se comunicando com as células do hospedeiro, criando mecanismos que
melhoram o ambiente intestinal e a regulacdo negativa da inflamacdo que leva a resposta
imune de fortalecimento intestinal e acaba por aumentar a barreira contra os potenciais
patogenos. Por isso, 0s probidticos estdo sendo tdo utilizados como medidas profilaticas

contra as mais variadas doencas.
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2.6.1 Lactobacilos

As cepas de Lactobacilos comp&em a microbiota normal do hospedeiro e séo bactérias
gram-positivas, ndo esporulantes, catalase-negativos e anaerObicas facultativas
(KAEWNOPPARAT S.; KAEWNOPPARAT N., 2009). Os lactobacilos frequentemente
citados na literatura pertencem as bactérias do acido latico (BAL) que predominam no sistema
digestivo, urinario e genital, sendo eles: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum e Streptococcus lacti (GOLDIN; GORBACH,
2008). S&o caracterizadas pela formacdo de acido lactico como o metabdlito primério do
metabolismo do acUcar, promovendo um equilibrio do pH local e interferindo na colonizagédo
por patdgenos, além de, ter sido usado com sucesso no controle de diarreia, alergias
alimentares e na doenga inflamatoria intestinal (ZHONG, ZHANG, COVASA, 2014).
Ocorrem também em laticinios, carnes, plantas e produtos fermentados de valor comercial,
pois seu crescimento provoca a acidificacdo do material alimentar, preservando o produto
(CARR et al., 2002).

No que diz respeito aos seus beneficios, estes podem ser principalmente:
imunolégicos e ndo imunoldgicos, podendo atuar de forma conjunta dependendo da patologia
do hospedeiro (Tabela 1):

Tabela 1 - Beneficios da intervencéo farmacoldgica ou nutricional da utilizagdo dos probidticos.

PROBIOTICOS

Beneficios imunoldgicos e  Ativar os macréfagos locais para aumentar a
apresentacdo dos antigenos para 0s
linfocitos B e aumentar a producdo de
imunoglobulina A secretéria (IgA) tanto
local quanto sistematicamente.

e Modular os perfis das citocinas.
e Induzir tolerancia aos antigenos alimentares.

Beneficios ndo imunoldgicos e Digerir alimentos e competir com 0s
patdgenos pelos nutrientes.
e Alterar o pH local para criar um ambiente
local desfavoréavel para os patégenos.
e Produzir bacteriocinas para inibir 0s
patdgenos.
Fagocitar os radicais superdxidos.
Estimular a producéo epitelial de mucina.
Aumentar a fun¢do da barreira intestinal.
Competir pela adesdo com os patégenos.
Alterar as toxinas de origem patogénica.

Fonte: WGO (2017).

Segundo o Regulamento Técnico de 2005 da ANVISA, ¢é importante que seja seguido

a dose indicada para aplicabilidade das espécies, sendo assim, as cepas devem estar em uma
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quantidade minima viavel de 10® a 10° UFC na recomendacdo diaria do produto pronto para

consumo, considerando a capacidade de sobrevivéncia das bactérias (Tabela 2) (STEFE;

ALVES; RIBEIRO, 2008).

Tabela 2 - Aplicabilidade e doses recomendadas para utilizacdo dos probi6ticos.

Cepa

Situacao Clinica

Dose

Lactobacillus casei

Lactobacillus

acidophilus

Lactobacillus rhamnosus

Bifidobacterium lactis

- Prevencdo da diarreia associada a
antibidticos em adultos

- Prevencdo de diarreia por C. difficile em
adultos

- Terapia adjuvante para erradicagdo de H.
pylori

-  Complementa o0 crescimento do
Lactobacillus acidophilus

- Auxilia na digestdo e reducdo a

intolerancia a lactose e constipagéo

- Prevencéo da enterocolite necrosante em
lactente pré-maturo

- Prevenc¢do de diarreia por C. difficile em
adultos

- Prevencdo da diarreia associada a
antibioticos em adultos

- Tratamento da diarreia aguda infecciosa
em criancas

- Produz enzima lactase

- Aumenta a imunidade

- Tratamento da diarreia aguda infecciosa
em criangas

- Prevencdo da diarreia associada a
antibidticos em criancgas

- Prevencdo da diarreia associada a
antibioticos em adultos

- Prevencdo da diarreia nosocomial em
criancas

- Terapia adjuvante para erradicacdo de H.

pylori
- Alivia alguns sintomas da sindrome do

intestino irritavel

- Prevencéo da enterocolite necrosante em
lactente pré-maturo

- Prevencdo de diarreia por C. difficile em
adultos

- Prevencéo e manutencdo da remissdo na

pouchit

10 0 yfc - 2 x dia

10° - 100 ufc - 1 a
3x/dia

10 10 -10% ufc - 2 x/dia

10 19 yfc - 2xdia

Fonte: Adaptado de OMGE (2011).

Na edicdo de 2021, a Alianca Global para Probioticos publicou um Guia clinico para

suplementos probioticos disponiveis no Canada que contempla as aplicacdes probidticas na

salde dos adultos, disponibilizando as doses e orientando sobre o uso das espécies
(SKOKOVIC-SUNJIC, 2021).
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Com relacdo as doencas do trato urinario, atualmente os Lactobacilos estdo sendo
utilizados amplamente no tratamento da infeccdo do trato urinario devido a suas atividades
que levam a uma exclusdo competitiva, consistida principalmente por 6 mecanismos: 1) Na
inibicdo competitiva pelos sitios de ligacdo das células, 2) Na co-agregacdo em torno de
uropatogenos, impedindo com que eles se liguem aos receptores celulares, 3) Impedindo o
desenvolvimento bacteriano pela producao de bacteriocinas, peroxido de hidrogénio e acido
lactico que deixa o ambiente desfavoravel, 4) Na diminui¢do do pH do meio, deixando mais
acido pela producdo do &cido lactico, 5) Como barreira para formacéo de biofilme bacteriano
que pode ser pela co-agregacdo em torno do uropatégeno ou por ocupar os sitios de ligacdo
das células e 6) Pela regulacdo negativa de citocinas pro-inflamatorias e TNF -a , regulando a
expressao exagerada dessas citocinas e inibindo a ativacdo de mastocitos (Figura 6) (SIHRA
etal., 2018).

Vagina

L TNF, IL-6,
IL-8 and IL-

Lactobacilli

RECEPTORES EPITELIAIS VAGINAIS

Figura 6 - Mecanismos de acdo dos lactobacilos na prevencéao de infecgdes do trato urinario. Fonte:
Adaptado de SIHRA et al. (2018, p. 750-776).

Portanto, pesquisas estdo investigando a estabilizagdo da microbiota intestinal por
Lactobacillus acidophilus, em doencas inflamatérias, devido a relacdo entre as moléculas e
toxinas inflamatérias do intestino para 0 sangue que podem desencadear um estado

inflamatdrio sistémico no trato urinario (HE; XIE, 2020).
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2.6.1.1 Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus é uma espécie homofermentativa obrigatoria do grupo BAL
que produz &cido latico a partir da fermentacdo de carboidratos e est4 entre os lactobacilos
menos tolerantes ao oxigénio (ALTERMANN et al., 2005). As cepas dessa espécie possuem
forma de bastdo, sdo Gram-positivas e crescem de forma otimizada de 37 a 42 ° C, além de
que, atinge suas taxas de multiplicacdo mais altas em meio ligeiramente acido de pH 5,5-6,0,
sobrevivendo em ambientes hostis e ecossistemas gastrointestinais complexos (GANJI-
ARJENAKI; MCFARLAND; EVANS; GOLDSTEIN, 2018; RAFIEIAN-KOPAEI, 2018;).
Possui propriedades antimutagénicas, redutoras de colesterol e antagonismo contra bactérias
patogénicas intestinais e alimentares (SAXELIN; TYNKKYNEN; MATTILA-SANDHOLM,
2005).

Além disso, trabalhos evidenciaram que as bactérias do grupo BAL, podem ter
aplicacOes terapéuticas em doencas inflamatdrias por modular a imunidade inata e adaptativa
dos hospedeiros (BEDAIWI; INMAN, 2014; VITETTA et al., 2013). Estudos de Alipour et
al. (2014) e Vaghef-mehrabany et al. (2014) demonstraram que cepas de Lactobacillus casei
na dose de 108 UFC, foram capazes de promover significativa melhora da artrite reumatoide
em pacientes do sexo feminino, pois eles levam a reducgdo da proteina C reativa que estdo
relacionadas com maior sensibilidade da doenca e atuou diminuindo as citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-12 e no aumento da IL-10 que resultou na melhora dos
sintomas da doenca. Também observados em estudos de colite crénica e relacionados ainda
com a diminuicdo da COX-2 (ASSIS, 2015; PENA; VERSALOVIC, 2003).

Peran et al. (2007) observaram que trés probidticos (Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium lactis) apresentaram atividade anti-inflamatéria em ratos com
colite induzida por &cido 2,4,6- trinitrobenzonosulfénico (TNBS). As bactérias do grupo acido
lactico podem regular a resposta inflamatéria ao estimular as células a produzir citocinas,
também podem ativar macrofagos, células natural killer e linfécitos T do hospedeiro para
regular o sistema imunoldgico (KORETZ, 2018). As respostas imunoldgicas induzidas pelas
especies deste grupo ocorrem por duas vias principais: de inflamacéo e como resposta imune
anticancer. A resposta imune contra a inflamacdo envolve a acdo do &cido lipoteicdico
encontrado na parede bacteriana que pode estimular as células T a liberar interleucina (IL) -
10, IL-12 e aumentar os efetores Foxp3 + RORyt -Tregs. A resposta imune contra o cancer
esté relacionada com a estimulacdo de células T, células dendriticas, natural killer e células do

complexo principal de histocompatibilidade classe 1l, para induzir IL-10, TNF-a, interferon
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(IFN) -y e IL-1PB a inibir o crescimento do tumor (Figura 7) (ZHONG; ZHANG; COVASA,
2014).

/ Célulaz d&ntriticaa\ ODB* T células NK- células ﬁahllas MHC classe
- L
- e |
* =4 | I 1; .‘%I'D’ e
-h.- L I - - - [ ] -
- - . g . -9 - - -9
. -
IL-12 kg ""':'h'_"r"f -h"- --\-' - hﬂ- '3""' 'Ih-I
| TNF-z | Foxp3*RORyt 1IL-1p T TNF-a T IFM=y 1IL-10 1T HOD
Ef=t
Estimulagio imunologica Rerulacio imunolésica Inibe o crescimento do tumor  CitotOXico para
celulas tumorais
Inflamagic Efzitos imunologicos antitumorais

Figura 7. Respostas imunoldgicas induzidas por bactérias do acido lactico. Fonte: Adaptado de ZHONG,;
ZHANG; COVASA (2014, p.7878-7886).

As cepas de L. acidophilus tem acdo no trato gastrointestinal, em doencas do trato
respiratoria e da pele, além de doencas cronicas. Alguns desses efeitos funcionais estdo
relacionados a fracGes celulares de exopolissacarideos que apresentam propriedades
imunomoduladoras, anti-hipertensivas, antitumorais e antioxidantes (GHANY et al., 2015).
As atividades antioxidantes de bactérias do &cido lactico estdo relacionadas a eliminacéo de
espécies reativas de oxigénio pela inibicdo enzimatica ou neutralizacdo de radicais livres,
reduzindo a oxidagdo de ascorbato no intestino (AMARETTI et al., 2013).

Essa atividade antioxidante dos lactobacilos pode ser importante contra a acéo
inflamatdria da acroleina, pois esta, induz a produgdo de espécies reativas de oxigénio e de
NO, induzindo fatores de transcricao, incluindo NF-«xB e proteina ativadora 1, que estimulam
a expressdo génica de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a ¢ interleucina-lbeta [IL-1p])
(KELLER, 2019). O estresse oxidativo também é comum em doengas inflamatorias
intestinais e em alguns tipos de canceres relacionados a liberacdo de radicais livres
(GOUVEIA; LIMA, 2017).
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Segundo Visser et al. (2006), a inflamacdo intestinal é paralela ao desenvolvimento de
cancer colorretal, e alguns probidticos tem um papel importante no processo inflamatério
aumentando a producao da citocina anti-inflamatdéria IL-10. Estudos de Mohamadzadeh et al.
(2005) e Mayer et al. (2009) demostraram que L. acidophilus estimulou células inatas para
atuar nos processos inflamatdrios, atraveés da regulacdo de citocinas pela interacdo de
proteinas da camada superficial com outros componentes da superficie celular, como &cido
lipoteicoico, que pode estimular células dendriticas por meio do receptor Toll-like (TLR),
resultando na liberagédo de citocinas.

Hu et al. (2020) observaram que L. acidophilus XY27 atuou na prevencdo da colite
induzida por DSS aumentando a capacidade antioxidante e regulando a expressdo de genes
relacionados a inflamacéo e a secrecdo de fatores inflamatdrios. Lee et al. (2018) relataram
que essa espécie de lactobacilos pode atuar no alivio da dor associada a osteoartrite e retardar
a progressdo da doenca, inibindo a producdo de citocinas pré-inflamatérias. Deste modo,
essas alteracdes dos componentes da superficie celular de L. acidophilus fornecem uma
estratégia potencial para o tratamento de doencas inflamatdrias e terapia do cancer.

Sendo assim, acredita-se que a aplicabilidade de L. acidophilus no tratamento da
cistite de origem infecciosa ou inflamatéria (Cistite intersticial e Cistite Hemorragica) possa
ser eficaz, devido a expressdo de enzimas antioxidantes que podem degradar as espécies
reativas de oxigénio diminuindo a irritacdo na mucosa da bexiga e interferindo no processo
inflamatério (CARMEN et al., 2011). Desta forma, a utilizacdo de L. acidophilus pode ser
uma estratégia terapéutica de facil acessibilidade e baixo custo, pois seus beneficios estéo
sendo amplamente estudados (Tabela 3).

Estudos de SEVENCAN et al. (2019) e GUARNER et al. (2017) demonstraram que
probidticos como as espécies de lactobacilos podem atuar fortalecendo a mucosa vesical e
desempenhando importantes efeitos imunoldgicos, como: a reducdo da ativacdao do fator NF-
kB, a maturagdo das células dendriticas, o aumento da atividade das células natural killer
(NK) e a estimulacdo da sintese de citocinas anti-inflamatorias como a IL-10, suprimindo as
citocinas inflamatdrias e blogueando o processo inflamatério local. Portanto, mais pesquisas
sd0 necessarias para avaliacdo da sua eficacia perante o quadro de CH induzida por
ciclofosfamida.
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3 OBJETIVOS

GERAL
Este estudo teve como objetivo geral avaliar os efeitos da utilizagdo de Lactobacillus
acidophilus NCFM no tratamento de cistite induzida por ciclofosfamida em ratas Wistar.

ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da administracdo intraperitoneal de ciclofosfamida no
desenvolvimento de cistite inflamatdria ou hemorréagica em ratas Wistar;

Avaliar os efeitos do tratamento oral com L. acidophilus no peso da bexiga e no peso
dos animais com cistite;

Avaliar as alteracfes hematoldgicas e bioquimicas decorrentes da utilizacdo de L.
acidophilus em ratas com cistite;

Avaliar as lesGes histopatoldgicas causadas pela inducdo da ciclofosfamida e

compara-las aos animais tratados;
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5.1 ARTICLE 1: Evaluation of the Efficacy of Lactobacillus acidophilus in the treatment
of cyclophosphamide-induced hemorrhagic cystitis in Wistar rats
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Biology, 01206-904 Sdo Paulo, Brazil; ® University Center of Grande Dourados (UNIGRAN), Department of
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ABSTRACT: Lactobacillus acidophilus NCFM (2x108 CFU) was used in the treatment of
cyclophosphamide-induced hemorrhagic cystitis (200 mg/kg, intraperitoneal) in 77 female
Wistar rats. Rats were distributed into experimental groups (n = 9): control group (GC), zero
control group (GCZ), inflammation group (Gl), 24-hour acute treatment groups: 24-hour
lactobacilli treatment group (GL24H) and mesna group (GM), and 30-day chronic treatment
groups: lactobacilli treatment group (GTL) and mesna+lactobacilli group (GM+L). After
treatment, animals were euthanized and biological materials were collected for blood count,
biochemical analyses, examination of abnormal sediment elements (EAS), and
histopathological analysis. Gl results showed development of edema, macroscopic alterations,
and signs of bleeding in the bladder; in addition, lesions in the urothelium and hemorrhage
were also found. GL24H and GM presented intact urothelium, without inflammatory reaction
and hematological or biochemical urine alterations. Therefore, this study demonstrated that L.
acidophilus presented uroprotective effect against the action of cyclophosphamide in both the
short and long term.

Keywords: bladder inflammation, probiotics, Lactobacillus spp.
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1. Introduction

Hemorrhagic cystitis (HC) is an important complication of treatment using
cyclophosphamide. The incidence of patients who develop hemorrhagic cystitis from the use
of cyclophosphamide ranges from 2 to 40%, according to the dosage regimen and can reach
75% in patients receiving high intravenous dose (Manikandan and Kumar et al., 2010).
Cyclophosphamide is an alkylating drug used in the treatment of malignant neoplasms and
immune system disorders. However, depending on the dose and continuity of treatment, this
drug may be related to toxic side effects, such as hemorrhagic cystitis, alopecia,
hematopoietic depression, gonadal dysfunction, nausea, vomiting, fulminant cardiac toxicity
and gastrointestinal, renal, and pulmonary toxicities (Sherif, 2018).

Cyclophosphamide releases a toxic metabolite to the urothelium called acrolein, which
deposits in the bladder causing irritation, urothelial damage, subepithelial edema, hemorrhage,
leukocyte infiltration and necrosis, generating an inflammatory condition and bleeding of the
bladder mucosa, with pathophysiology not fully understood (Sucic et al., 2019).

After acrolein accumulation and established urothelial damage, the inflammatory process
begins, which includes increase in NFKB and presence of inflammatory cytokines (TNF-o and
interleukin - 1B), in addition to increase in ROS and inflammatory enzymes (NOS and
COX2), which promote pain and bladder dysfunction, requiring the use of anti-inflammatory
agents in the therapeutic process (Ribeiro et al., 2012).

Currently, the indicated treatment for HC is the administration of Mesha (sodium 2-
mercaptoethane sulfonate) for protection and acrolein detoxification. However, mesna is a
partially effective method because it has polar structure that hinders its entry into the cell and
high solubility, making its excretion faster. Moreover, 66.7% of patients treated with mesna
still have histopathological alterations and it is not effective in rheumatic patients, with
worsening evolution of the clinical condition of hemorrhagic cystitis (Uysal et al., 2015).
Mesna also has side reactions of cutaneous and systemic hypersensitivity, nausea, fatigue,
headache, and diarrhea (Yilmaz et al., 2015). Therefore, research with other methods is
needed as an alternative to prevent recurrence and worsening of the disease.

Studies by Guarner et al. (2017) and Sevencan et al. (2019) showed that probiotics such as
lactobacilli species can act by strengthening the bladder mucosa and performing important
immunological effects, such as: reduced activation of the NF-kB factor, maturation of
dendritic cells, increased activity of natural killer cells (NK) and stimulation of the synthesis
of anti-inflammatory cytokines such as IL-10, suppressing inflammatory cytokines and
blocking the local inflammatory process. In this context, the aim of the present work was to
evaluate the effects of using L. acidophilus NCFM in the treatment of cyclophosphamide-
induced cystitis in female Wistar rats.

2. Materials and methods
Animals

Seventy-seven female rats of the species Rattus norvegicus and Wistar lineage were used,
which were provided by the Central Animal Facility of the Federal University of Grande
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Dourados (UFGD) aged 7-8 weeks and average weight of 150 to 250 grams. Animals were
individually identified and placed in appropriate boxes (maximum 5 animals per box), with
wood shavings and kept in standard laboratory conditions, with controlled light (12h light/12h
dark), humidity and temperatures (22 + 20°C), with free access to water and feed.

All experimental procedures and protocols are in accordance with the ethical principles of
animal experimentation adopted by the National Council for Animal Experimentation
(CONCEA) and previously approved by the Ethics Committee for the Use of Animals
(CEUA) of the Federal University of Grande Dourados, under protocol number 03/2020. The
animals were randomly distributed into 7 groups by their initial weight, with 9 animals per
group, where the ideal n was calculated by the formula: n = 1 + [2C * (s/d)2] (Champion,
2015).

Standardization of the cystitis model and treatments

For cystitis induction, animals were weighed on an electronic scale (MARTE®, AD330),
immobilized by detachment of the cervical dorsal skinfold and administered with a single
dose of 200 mg/kg of animal weight of cyclophosphamide (CYP) dissolved in sterile water
for intraperitoneal injection (Abraham et al., 2009; Conklin dj et al., 2009; Kiuchi et al.,
2009; Zirak et al., 2020). Twenty-four hours after induction, animals were treated with 2x108
CFUl/day of lyophilized L. acidophilus NCFM LEIBA® Reg. M.S.: 6.6325.0001.004-7 or
MESNA, according to the group to which they belonged. After the time for cystitis
development, the groups were tested for acute 24-hour treatments to have a comparison
parameter with the MESNA application protocol and 30-day sub-chronic treatments to assess
the feasibility of the use time.

Experimental Groups
1) Control groups and Inflammation group

a) GCZ (Zero Control Group, n = 9): animals did not receive any type of treatment and
there was no inflammation induction.

b) GC (Control Group, n = 9): animals received intraperitoneal injection of sterilized
water and treatment with 0.9% saline through gavage for 30 days.

c) Gl (Inflammation Group, n = 9): animals received single dose of 200 mg/kg of
intraperitoneal CYP.

2) Acute treatment groups

a) GM (Mesna Group, n = 9): animals received intraperitoneal dose of 40mg/kg of mesna
15 minutes before cyclophosphamide administration (200mg/kg, intraperitoneally) and
shortly after induction, they received two more oral doses of 80 mg /kg of mesna 2
and 6 hours after cystitis induction (Shaw and Graham, 1987).

b) GL24H (24-hour Lactobacilli Group, n = 9): animals were immobilized and received a
dose of 2 x10® CFU of lyophilized L. acidophilus dissolved in 0.9% saline, by gavage,
and 15 minutes after, CYP was administered according to groups described above for
inflammation induction; in addition, 2 and 6 hours after inflammation induction, 2x108
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CFU of L. acidophilus were orally administered and after 24 hours, animals were
euthanized.

3) Sub-chronic treatment groups

a)

b)

GTL (Lactobacilli Treatment Group, n = 9): animals received a single intraperitoneal
dose of 200 mg/kg CYP and 24 hours after cystitis induction, treatment was started.
Lyophilized L. acidophilus was dissolved in 0.9% saline and 2x10® Colony Forming
Units (CFU) were offered per gavage for 30 days (WGO, 2017).

GM+L (Mesna + Lactobacilli Group, n =9 ): animals received intraperitoneal dose of
40 mg/kg of mesna and 15 minutes later, cystitis was induced with cyclophosphamide
(200 mg/kg, i.p), being that, 2 and 6 hours after inflammation induction, 80 mg/kg of
mesna were orally applied and after 24 hours, animals were treated with 2x108 CFU of
L. acidophilus by gavage for 30 days, according to the experimental design below
(Figure 1).
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Histopathological analysis and bladder weight

After euthanasia, bladder, liver, and kidney were collected for histopathological analysis.
Bladders were weighed on electronic scale and stored in 10% buffered formalin. To verify the
presence of edema, the ratio between wet bladder weight (mg) and total animal weight (g)
was used and values were expressed as urinary bladder mass/body mass (Macedo et al.,
2012). The other organs were placed in 10% formalin for analysis of lesions or edema.

For histopathological analysis, after fixation, organ fragments (bladder, liver, and left kidney)
were cleaved, dehydrated in increasing ethyl alcohol concentrations, cleared in xylene, and
embedded in paraffin. Sections were cut to four um thickness and stained with hematoxylin
and eosin (HE) for evaluation under light microscopy. The parameters analyzed were based
on the presence or absence of reversible and/or irreversible cell damage. Urothelial lesions
were classified according to the staging proposed by consensus of the World Health
Organization/International Society of Urological Pathology (Epstein et al., 1998).

Euthanasia and Blood Tests

After the treatment period, animals were immobilized and anesthetized using association of
xylazine hydrochloride 30 mg/kg of animal weight and ketamine hydrochloride 180 mg/kg of
animal weight via intraperitoneal route. Soon after, animals were returned to boxes and
observed. Rats were considered anesthetized when they were immobile and with loss of
corneal reflex. The pelvic region was disinfected with 0.5% chlorhexidine and the abdominal
cavity was opened to collect organs and blood. Cardiac puncture was performed with the aid
of 27 G scalp in a 3 ml syringe, so that the collected blood (1-2 ml) was transferred to serum
and EDTA tubes for blood count and biochemical examination to evaluate the systemic action
of CYP and renal and hepatic alterations in rats.

Blood count was performed using SYSMEX KX-21N equipment and the following
parameters were evaluated: total leukocyte count, red cell count, hemoglobin concentration,
hematocrit, mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, mean corpuscular
hemoglobin concentration, platelet count, mean platelet volume, eosinophils, monocytes,
neutrophils, and lymphocytes.

Biochemical analysis was performed using the Cobas equipment (Roche c¢111 model) and the
following parameters were evaluated: glucose, total protein, creatinine, total cholesterol,
albumin, uric acid, urea, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, high-density
lipoprotein, and triglycerides.

Urine analysis

Collection of 24-hour urine samples was performed by metabolic cage for rats from all
animals in each group. Analysis of abnormal sediment elements (EAS) was used to verify
changes in the urinary or renal system of rats and was performed using reagent urophytes
(Urigold/Analisa). According to manufacturer's instructions, pH, density, presence of red
blood cells, leukocytes, nitrite, ketones, bilirubin, urobilinogen, protein, and glucose were
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evaluated. The 24-hour creatinine test was performed using the Bioplus 2000 equipment and
was used to assess renal changes resulting from the administration of cyclophosphamide by
measuring creatinine present in urine.

Statistical analysis

Results were presented as means + standard error of the mean (SEM) of an experimental
number (n). For multiple comparisons, one-way analysis of variance (ANOVA) was used,
followed by Tukey's multiple comparison test. The significance level (p) to reject the null
hypothesis was 5% (p<0.05). The GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software Inc.,
California, USA) was chosen for analyses.

3. Results
Macroscopic alterations and assessment of the bladder/body weight ratio

Intraperitoneal cyclophosphamide dose of 200 mg/kg induced macroscopic alterations (color,
vascularization) in the animals' bladder. The bladders of rats in the inflammation group (GI)
presented signs of hemorrhage compared to the other groups (Figure 2A). The bladder
weight/body weight (mg/g) ratio showed a significant increase in Gl compared to the other
groups (p < 0.05), indicating the formation of bladder edema (Figure 2B). With the analysis of
bladder weight (mg), it was possible to verify a reduction in the results of rats that received
oral treatment with mesna associated with lactobacilli (GM+L) (53.5+47.7) compared to
animals in GI (120.1+41). (p<0.05) (Figure 2C). Finally, the results of the body weight of the
animals showed that the rats in the control group (CG) showed an increase in body weight
(243.2+£12.1) compared to the zero-control group (GCZ) (186.1+34.5), Gl (105.8+7.6), 24-
hour lactobacilli group (GL24h) (170.2+14.6) and mesha group (GM) (204.2+10.2). The GCZ
animals had higher body weight (186.1+34.5) than the GI animals (105.8+7.6) and reduced
weight about the GM+L (242.4+7.4). The Gl animals had lower body weight compared to the
other groups. The body weight of the GL24H animals was lower (170.2+14.6) about the GM
(204.2+£10.2) and GM+L (242.4+7.4), as well as the animals of the GM had a significant
reduction in body weight (204+10.2) compared to GM+L (242.4+7.4) (p<0.05) (Figure 2D).
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Figure 2. Macroscopic alterations of the bladder with the use of cyclophosphamide and
treatments administered. A) representative image of isolated bladders. B) bladder
weight (mg)/body weight ratio (g). C) bladder weight (mg) of animals after
intraperitoneal administration of 200 mg/kg of cyclophosphamide and use of the
respective treatments. D) body weight (g) of animals after treatments. GCZ (without
administration of treatment and inflammation), GC (vehicle + 0.9% saline solution), Gl
(intraperitoneal cyclophosphamide 200mg/kg), GTL (oral administration of 2x108 CFU
L. acidophilus for 30 days), GL24H (oral administration of 2x108 CFU L. acidophilus, 3
doses), GM (intraperitoneal 40 and 80 mg/kg) and GM+L (Mesna + Lactobacilli). Data
represent means + S.E.M. For ANOVA and Tukey test comparisons, n = 9
animals/group). $p < 0.05 vs control group, #p < 0.05 vs zero control group, &p < 0.05 vs
inflammation group, * p < 0.05 vs lactobacilli treatment group, % p < 0.05 vs 24 h
lactobacilli group, + p < 0.05 vs mesna group and @ p < 0.05 vs mesna group in
association with lactobacilli.

Histopathological examination of the bladder

Regarding the histopathological analysis of the animals’ organs, no alterations were observed
in the kidneys and liver of the rats in all groups. The urinary bladder of animals in the
inflammation group, on the other hand, showed extensive areas of coalescent erosion of the
transitional epithelium associated with marked edema and hemorrhage in the underlying
lamina propria, with mild to moderate mononuclear inflammatory infiltrate and few
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neutrophils, indicating alterations compatible with cystitis hemorrhagic fever, which was not
observed in control groups and in the groups that received any type of treatment (Figure 3).

Figure 3. Photomicrographs of histopathological alterations in urinary bladders in GC
(A), GCz (B), GI (C), GTL (D), GL24H (E), GM (F) and GM+L (G) groups.
Hematoxylin and Eosin (H&E), magnification x20. (A), (B) Normal urothelium
composed of 2-3 cell types: basal cells, intermediate cells and superficial or umbrella
cells. (C) Urothelial lesions caused by cyclophosphamide. (D), (E) Image of the bladder
of animals treated with lactobacilli, demonstrating urothelium, lamina propria and
intact muscle layer. (F), (G) Image of the bladder of animals treated with mesna and
lactobacilli without lesions or alterations. GCZ (no administration of treatment and
inflammation), GC (vehicle + 0.9% saline solution), GI (intraperitoneal
cyclophosphamide 200 mg/kg), GTL (oral administration of 2x108 CFU L. acidophilus
for 30 days), GL24H (oral administration of 2x108 CFU L. acidophilus, 3 doses), GM
(intraperitoneal 40 and 80 mg/kg) and GM+L (Mesna + Lactobacilli). Arrows indicate
the following histopathological alterations: red (epithelial erosion), blue (edema), yellow
(hemorrhage) and black (inflammatory infiltrate). Ur (urothelium), Lp (lamina propria)
and M (muscle layer or detrusor).
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Evaluation of the hematological exam

The analysis of the blood count showed a reduction in erythrocytes, hematocrit, mean
corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin (MCHC) concentration and
platelets in the animals in the inflammation group compared to the other groups. The results
of total leukocytes showed a reduction in GC in relation to GCZ, increase in GCZ concerning
Gl, GM, and GM+L. There was an increase in the mean corpuscular volume (MCV) of red
blood cells in animals from the CG, GCZ and GL24H about GM and a reduction in animals
from the GI and treatment group with lactobacilli (GTL) about the GL24H. A reduction in
MCH was observed in the GC over the GCZ. The animals in the GC showed a reduction in
MCHC in reference to the GCZ, GTL and GM, and an increase in this parameter was
observed in the animals in the GCZ compared to GL24H, an increase in GTL to GL24H and a
reduction in GL24H compared to the GM. The mean platelet volume (MPV) was higher in the
Gl animals compared to the others, still, there was an increase in this parameter in the CG
regarding the GTL and GM+L, an increase in the GCZ regarding the GTL and a reduction in
the GTL animals regarding the GL24H. The GL24H animals showed an increase in
neutrophils about GM and GM+L and a reduction in relation to GC and GCZ. There was an
increase in eosinophils in GL24H compared to GM+L. Lymphocyte values resulted in an
increase in GC about GL24H, and in GCZ regarding GTL and GL24H, in addition, a
reduction in GL24H was observed with GM and GM+L. Finally, there was no significant
difference in hemoglobin and monocyte values in any group (Table 1).
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Biochemical analyses

Regarding the glucose analysis, there was a reduction in the values of GI animals compared to
GTL and GM+L. About total protein, an increase in GCZ was observed in relation to GI and
GM. Albumin values were increased in CG as for Gl, GTL, GL24H, GM and GM+L,
similarly, GCZ showed an increase in this parameter over GI, GL24H and GM and animals in
Gl showed a reduction in aloumin values in reference to the GTL, GL24H and GM+L. The
GCZ animals showed an increase in total cholesterol to the GTL and the GM animals had a
reduction in the GC and GCZ. Considering the urea values, a reduction was observed in GM
animals compared to GM+L. The CG animals had a reduction in uric acid values with the
GCZ and it was possible to observe an increase in this parameter in the GCZ animals over the
GTL, GM, and GM+L, in the same way as the Gl animals regarding the GM+ L. The results
of alanine aminotransferase (ALT) showed a reduction in GC compared to GCZ, as well as in
GL24H and GM concerning GM+L. Furthermore, an increase in this parameter was observed
in GCZ over GL24H and GM, in GI compared to GM and GTL as to GL24H and GM. The
GM animals had the lowest HDL values for the CG and GI. Finally, GL24H and GM animals
showed reduced triglycerides compared to GCZ. There was no significant difference in
creatinine and aspartate aminotransferase (AST) values between groups (Table 2).

Table 2. Serum biochemical parameters.

GCz Gl GTL GL24H GM GM+L
Glucose (mg/dL) 247.8£92.7 145.4+30°@  256.3+36.1 170.9+58.49 226.3+48.7 316.2+47.5
Total protein (g/L) 65.6+4.5%* 56.4+4 60+6.6 60.3+£1.9 55.4+4.1 59.8+4.5
Creatinine(mg/dL) 0.310 0.6£0.4 0.310 0.3+0 0.310 0.310
Total cholesterol 72.3£16.5™ 69.9+10* 50.6+9.6 59.4+6 44.617.5 57.148.2
(mg/dL)
Albumin (g/L) 45.8+1.84"*@ 41 6+1.4%%*  31.1+1.8™@ 39.2+4.1 36+1.4 34.8+£2.4 39.2+£3.7
Uric acid (mg/dL) 5.3+2.5™@ 3.8+0.99 2.1+0.2 3.2+1.7 2.2+0.4 1.31£0.3
Urea (mg/dL) 43.1+4.1 43.9+10 42.9+3.8 47.6+8.7 40.4+4.1°  52.8+35
ALT(U/L) 52+7%* 37.4+12.3* 47.6+10.5% 2214220 20.1+2.79 4744145
AST(U/L) 243.4+74.3 229.4+69.6  151.5+49.5 219.2+39.7 137.1£19.6 142.8+58.3
HDL (mg/dL) 36.545.9 40.6+8.8 35.547 36.2+4.7 29.8+4.7 39.445.9
Triglycerides 78.1+£35.7%%*  40.1+9.8 59+17.3 37.617.5 32.5+6.7 62.1+15.5

(mg/dL)

Notes: data were expressed as mean + S.E.M (n=9/group). GCZ, GC, Gl, GTL, GL24H, GM, GM+L = see text. ALT= alanine
aminotransferase; AST = aspartate aminotransferase; HDL = high lipoprotein density.

$p < 0.05 vs control group.

#p < 0.05 vs zero control group.

&p < 0.05 vs inflammation group.

*p < 0.05 vs lactobacilli treatment group.
% p < 0.05 vs 24-h lactobacilli group.

+ p < 0.05 vs mesna group.

@ p < 0.05 vs mesna group in association with lactobacilli.

Urine Test Assessment

It was possible to verify the presence of blood in the urine of animals in the inflammation
group by means of the reagent test. The presence of nitrite, ketones, bilirubin, urobilinogen,
and glucose in the animals' urine was not observed. Regarding the density of the animals'
urine, GM showed an increase compared to the other groups. The pH values were lower in
GM animals with respect to GC, GI, GTL and GM+L and there was an increase in pH in GTL
rats about GCZ, GL24H and GM+L. There was an increase in creatinine in GM animals
compared to all others. Finally, there was an increase in the volume in animals from GTL
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over GL24H and GM, and a reduction in GL24H compared to GM+L. There were presence of
leukocytes and proteins, but within normal limits (Table 3).

Table 3. Urine physicochemical parameters.

GC GCz Gl GTL GL24H GM GM+L
DENSITY 1005+0* 1004+1.9*  1003+2.2*  1004.4+0.9* 1007.7+3.7*  1019.4+5.1@ 1005+0.9
pH 7.840.1* 7.5+0.5 7.840.3* 8.5+0.47*@ 7.5+0.4 6.5+0.5@ 7.5+0.4
CREATININE 32.846.3*  30.7+£9.3* 16.8+4.4* 2845.8* 2514.2* 64.3+18.7@ 33.6+8.6
(mg/dL)
VOLUME (ml)  10.3%2.1 8.6+7.6 11+4.2 14.6+1.5%* 3.4+2.1@ 5.8+3.2 13.3£1.2

Notes: data were expressed as mean + S.E.M (n=9/group). GCZ, GC, Gl, GTL, GL24H, GM, GM+L = see text.
$p < 0.05 vs control group.

#p < 0.05 vs zero control group.

&p < 0.05 vs inflammation group.

*p < 0.05 vs lactobacilli treatment group.

% p < 0.05 vs 24-h lactobacilli group.

+ p < 0.05 vs mesna group.

@ p < 0.05 vs mesna group in association with lactobacilli.

4. Discussion and conclusions

In this study, the development of CYP-induced hemorrhagic cystitis in female rats was
confirmed by the presence of inflammation and hemorrhage formed in the animal's bladder
which was also contemplated in other studies (Ayhanci et al., 2020; Mahmoudi et al., 2018;
Zirak, 2020). In addition, it was possible to observe that the animals that received
cyclophosphamide had an increase in bladder weight about the other groups, indirectly
reflecting the acute inflammation due to the formation of edema, hyperemia, and cellular
infiltrate, which was also mentioned by Hirshman et al. (2020) in their study, where there was
an increase in vascularization and bladder weight of animals. However, the group that
received Mesna treatment in association with L. acidophilus for 30 days had, on average, a
reduction in bladder weight when compared to animals with hemorrhagic cystitis, indicating
an efficacy of the treatment employed. Cyclophosphamide was also able to reduce the body
weight of animals in the inflammation group, suggesting that its use may have caused stress to
the animals due to pain or the inflammatory process. On the other hand, the animals in the
mesna group and the group treated with 24-hour lactobacilli, likewise, received
cyclophosphamide and were subjected to the same period of euthanasia as the animals in the
inflammation group, managing to maintain normal body weight compared to the control

group.

Ribeiro et al. (2012) divided the inflammatory process generated in the bladder into four
phases: the initial phase, which is characterized by the accumulation of acrolein in the bladder
causing damage to the urothelium. The signaling phase, in which macrophages promote the
local increase of inflammatory cytokines, mainly tumor necrosis factor-alpha (TNF-a)) and
interleukin-1p, via nuclear transcription factor-kappa B (NFKB), increase in reactive oxygen
species (ROS) and inflammatory enzymes, nitric oxide, inducible synthetase (iINOS) and
cyclooxygenase-2 (COX-2). The ulcerative or symptomatic phase in which there is the
denudation of the epithelium and the appearance of ulcers that cause LUTS and bladder
dysfunction, and finally, the tissue repair phase, by signaling fibroblasts and local increase in
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growth factors. Therefore, the fourth phase usually occurs within 24 hours of
cyclophosphamide administration and provides an overview of the entire process as it
contains the characteristics that there was deposition and presence of cytokines,
demonstrating the degree of inflammation through the extension of fibrosis, with euthanasia
being important during this period to evaluate the anti-inflammatory action of a compound to
be tested.

In the histopathological analysis of the animals' bladder, the inflammatory process inferred by
macroscopic alterations and the formation of edema in the inflammation group was
confirmed. Zirak et al. (2020) demonstrated by histopathological analysis that the use of
intraperitoneal cyclophosphamide (270 mg/kg) in rats resulted in massive bladder injury
characterized by leukocyte infiltration and epithelial ulceration, as found in our results, in
which areas of the injured urothelium, with edema formation, hemorrhage, and neutrophil
infiltration could be observed in the bladder of animals in the inflammation group. However,
the group treated with lactobacilli managed to keep the urothelium intact and without
inflammatory reaction, in the same way as the animals in the mesha group, indicating a
uroprotective effect that mitigated or prevented the action of the metabolite acrolein in the
urothelium of the animals.

Another change caused by the administration of cyclophosphamide in animals was the
reduction in the count of erythrocytes, hemoglobin, hematocrit, platelets, mean corpuscular
hemoglobin (MCH), and mean corpuscular hemoglobin (MCHC) concentration in animals in
the inflammation group, at the dose of 200 mg /kg intraperitoneally, reflecting the blood loss
caused by it, which has also been mentioned in other studies (Cengiz, 2019; El-Sebaey, et al.
2019). Furthermore, the mean platelet volume of animals with cystitis was greater compared
to the others, which may indicate an increase in the production of platelets that are being
rapidly destroyed, usually related to vascular or autoimmune diseases, or active bleeding, as
observed in hemorrhagic cystitis, however, this is a value rarely mentioned in the literature
and difficult to compare with reference values, so that, in this study, all of them had altered
reference values in this parameter (6.4-7.5) (Kilanowicz et al., 2019).

Regarding the blood count, it was also possible to observe high values of mean corpuscular
volume in some groups, which may be due to the use of medication or indicate liver failure
but are mainly related to anemia due to lack of vitamin B12, because when this parameter is
reduced, may be indicative of iron deficiency if it is accompanied by low amounts of
erythrocytes and hematocrit, as observed in Gl animals (Maner and Moosavi, 2020). Also, the
values of leukocytes in animals from GI were below the values of animals in the other groups,
which may be related to the immunosuppressive activity of cyclophosphamide, which was
attenuated in GL24H, as there was an increase in neutrophils and eosinophils that are related
to immunostimulation exerted by lactobacilli, stimulating the production of immunoglobulins
and local stabilization, suggesting that it is a form of rapid regulation of the immune system
due to changes caused by cyclophosphamide in the bladder of animals (Cai et al., 2020). On
the other hand, lymphocyte values were lower in rats treated with lactobacilli for 24 hours and
higher concerning the group treated with lactobacilli for 30 days when compared to the
control group, demonstrating that long-term treatment with lactobacilli can be a better
alternative to reduce the immunosuppressive effect caused by cyclophosphamide, as well as
Lollo et al. (2012) observed an increase in lymphocyte values in rats fed for 2 weeks with
cheese containing L. acidophilus LA 14 and Bifidobacterium longum BL 05, after
immunosuppression caused by prolonged exercise. However, the values of MCH, MCHC,
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total leukocytes and neutrophils were within the reference values (MCH = 16.6-22.8; MCHC
= 30.4-43.9; total leukocytes: 2.3-9, 9; neutrophils: 3-46.2) (Sganzerla et al., 2020).

Regarding the biochemical analysis, these were performed to assess changes in blood
parameters that would indicate kidney or liver damage or some metabolic abnormality. The
animals from the GC, GCZ, GTL, GM, and GM+L had higher glucose values compared to the
reference values of healthy animals (53-172). The increase in blood glucose may represent a
metabolic disorder or kidney and liver disease if there is glycosuria, but the groups did not
show glucose in the urine by dipstick test, thus, these glucose values may be related to the
animals' lack of fasting (Alsahli and Gerich, 2017). In addition, total protein and albumin
values were also altered from the reference values (albumin: 1.3-3.8; total protein: 5-7.7).
Albumin is a marker of liver synthesis function because it is synthesized in the liver and
together with the total protein, it may indicate liver or kidney disease if the values are
increased, but histopathological findings did not show liver or kidney damage in the animals
or elevation of the creatinine values (Alsahli and Gerich, 2017). However, the reduced
albumin values in the GI may be related to the reduction in body weight of animals in this
group, since albumin has a nutrient transport function, in addition to the fact that the reduced
albumin values may occur due to inflammatory processes, as this protein tends to decrease its
serum concentration in the acute phase by inhibiting its synthesis by pro-inflammatory
cytokines, increasing vascular permeability, thus being lost by extravascular spaces (Keller,
2019).

Another important factor observed in the biochemical analysis was the reduction in total
cholesterol in animals treated with lactobacilli. There is evidence in the literature that
probiotic bacteria exert a hypocholesterolemic effect in animals and humans, moreover, it was
possible to verify in our findings the same effect in animals in the group treated with Mesna
(Kimoto et al., 2002). There were also changes in alanine aminotransferase (ALT) values, and
the serum level of ALT is a marker used to check damage to hepatocytes if it is increased, but
the metabolic syndrome can also influence ALT values, including dyslipidemia, followed by
high values of total cholesterol and triglycerides in the blood, as observed in the GCZ, Gl, and
GTL compared to the other groups, but there were no liver lesions on histopathological
examination and the biochemical values were within the reference standard (Dong et al.,
2012). Furthermore, despite the significant differences in the values of total cholesterol, urea,
uric acid, ALT, HDL, and triglycerides, all are within the reference values for healthy animals
(total cholesterol: 54-96; urea: 24-54; uric acid: 1.2-3.4; ALT: 32-63; HDL: 35.5-45.4;
triglycerides: 23-138), indicating that cyclophosphamide was not able to change these patterns
and that the treatment groups maintained the normal metabolic values (Alsahli and Gerich,
2017; Lima et al., 2014).

Finally, type 1 urine and 24-hour creatinine tests were performed to check for possible renal
dysfunction caused by cyclophosphamide. There was an increase in urine density in the GM
compared to the others, suggesting possible dehydration and renal changes that can be
explained by the increase in urine creatinine in this group compared to the others, in addition,
the low urine flow represented by the volume of animals in this group is an important risk
factor for nephrolithiasis, increasing the supersaturation of all stone-forming salts so that these
values are higher than those found in healthy rats (Ennis and Asplin, 2016; Martins et al.,
2018). Concerning urinary pH, it was possible to observe alkalinization in the urine of
animals that received L. acidophilus, and this alkalinization is usually related to the presence
of urease-producing bacteria, however, there was no presence of leukocytes and nitrite in the
urine, moreover, the normalization rate can range from 6 to 8.5 (Han et al., 2019; Martins et



62

al., 2018). Furthermore, Lactobacillus spp. they can alter the local environment through
changes in pH and the release of chemicals (such as hydrogen peroxide), thus reducing the
potential for colonization by uropathogenic bacteria (Sihra et al., 2018).

According to Lima et al. (2007), the incidence of hemorrhagic cystitis can decrease up to 5%
in patients treated with Mesna. In our study, it was possible to observe 100% reduction in
hemorrhagic cystitis in rats treated with Mesna and L. acidophilus through histopathological
analysis and hematological and biochemical parameters, demonstrating efficacy both with the
administration of treatment for 30 days and by the mesna protocol used in GL24H animals,
and the association of Mesna with Lactobacilli also showed satisfactory results in the
treatment of hemorrhagic cystitis. Thus, all treatments were effective when compared with
values of animals in the control groups, which suggests that the use of L. acidophilus may be
a promising therapeutic alternative for HC.

The present work is the first study, whose effect of the probiotic Lactobacillus acidophilus
NCFM (LEIBA®) was tested for the treatment of cyclophosphamide-induced hemorrhagic
cystitis in female Wistar rats. Therefore, the results reported here have limitations. One of the
main ones is the lack of knowledge of the previous status of the animals' intestinal microbiota
before the intervention. Another limitation is the lack of further analysis to determine whether
the lactobacilli dose administered reached its destination intact. Another specific point of
consideration includes the absence of analysis of immunological parameters such as
inflammatory and anti-inflammatory cytokines to observe the immune response to the
treatments used, as well as the lack of evaluation of free radicals that may be involved in the
inflammatory process, however, our findings were able to demonstrate the effect of
cyclophosphamide on the development of HC and the protection exerted by lactobacilli in the
bladder and blood parameters.

In conclusion, the use of Lactobacillus acidophilus was able to attenuate the inflammatory
effects caused by cyclophosphamide in Wistar rats, reducing bladder edema, preventing
urothelial and hemorrhagic lesions. In addition to maintaining normal hematological,
biochemical, and urinary parameters both in the short term and in the long term, having action
like Mesna, demonstrating uroprotective efficacy. Thus, it is possible to suggest that
lactobacilli can be used in the treatment of hemorrhagic cystitis. However, further analyses
are needed to improve the elucidation and deepen the anti-inflammatory aspects, in addition
to the form of use, dosage and mechanisms that may be involved in the action of these
probiotics.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a dose de 200 mg/kg de ciclofosfamida por
via intraperitoneal foi capaz de induzir cistite nas ratas Wistar.

A administracdo oral de Lactobacillus acidophilus reduziu o desenvolvimento de
edema na bexiga dos animais assim como o tratamento com Mesha e manteve 0 peso
corporal semelhante aos animais dos grupos controle.

Tanto o tratamento com mesna quanto com lactobacilos ndo demonstraram
alteracOes nos parametros hematoldgicos e bioquimicos que pudessem estar afetando de
forma negativa a salde dos animais, constatando a capacidade dos lactobacilos em
manter o bom funcionamento de rins, figado e taxa glicémica, sem a necessidade de
ativacdo das células de defesa do organismo.

Os lactobacilos administrados aos animais tratados a curto prazo sugeriram a
promocdo de uma imunoestimulagdo ao organismo.

O tratamento a curto e longo prazo com lactobacilos foi capaz de manter as
caracteristicas morfologicas e histologicas do urotélio dos animais, tanto quanto
observado pelo tratamento com Mesna, indicando um efeito uroprotetor dos lactobacilos
contra 0s metabdlitos urotdxicos da ciclofosfamida.

Portanto, o tratamento com Lactobacillus acidophilus é capaz de atenuar 0s
efeitos inflamatorios ocasionados pela ciclofosfamida, sendo possivel sugerir a
utilizacdo de lactobacilos no tratamento da cistite hemorréagica, porém mais estudos sdo
necessarios para melhor elucidacdo e aprofundamento dos aspectos anti-inflamatorios,
além da forma de utilizacdo, dosagem e dos mecanismos que possam estar envolvidos

na acdo destes probidticos.
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