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Resumo

O carcinoma da bexiga € uma patologia com taxas de incidéncia e prevaléncia e
valores de morbilidade e mortalidade que continuam a preocupar a comunidade médica
e cientifica. Dados estatisticos revelam que a taxa de mortalidade tem vindo a diminuir
nas ultimas década devido aos avancos médico-cirurgicos,enquanto a taxa de incidéncia
continua a aumentar. E devido a estes factos que cada vez mais se procura perceber 0s
mecanismos fisiopatoldgicos celulares e moleculares que estdo na base desta patologia.
Assim, a comunidade cientifica pesquisa incessantemente novos métodos e potenciais

farmacos que possam conduzir a sua prevengao e/ou regressao.

Para o estudo desta neoplasia, o modelo experimental de carcinoma da bexiga
induzido por nitrosaminas em ratos tem sido ja usado por outros grupos de investigacao,

com resultados satisfatorios.

O recurso a farmacos com propriedades anti-inflamatérias para a prevencdao
destes tumores podera ser uma opc¢do valida que exige estudos mais abrangentes. Os
Celecoxibes sdo farmacos com accdes anti-inflamatdrias, analgésicas e actividades
antipiréticas em modelos animais, € que na ultima década tém vindo a ser testados em
carcinomas com o intuito de os prevenir. Estes fairmacos actuam especificamente na
ciclooxigenase-2 (COX-2 — envolvida na producdo de prostandides), que se julga
essencial no desenvolvimento tumoral. O acido acetilsalicilico (AAS), € igualmente um
anti-inflamatério, mas com propriedades de actuacdo diferentes das do Celecoxibe, pois
0 AAS ndo é um inibidor selectivo, mas sim um inibidor das COX-1 e COX-2 (quando
aplicado em doses elevadas). Pelas caracteristicas que apresentam, nomeadamente no
que diz respeito a mecanismos de ac¢do, poderiam ser pensados como farmacos com

elevado potencial na prevengao e/ou regressao do carcinoma da bexiga

O objectivo deste trabalho compreendeu trés fases: 1* — Caracterizagdo e
validacdo do modelo de carcinoma da bexiga induzido por nitrosamina em rato Wistar
macho; 2* — Avaliacdo da capacidade de um Celecoxibe (Celebrex®) na
prevencao/regressao do desenvolvimento do carcinoma da bexiga; 3* — Avaliacdo da
capacidade do AAS (Aspegic®) na prevencdo do desenvolvimento do carcinoma da

bexiga.
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No sentido de cumprir os objectivos tracados, foi elaborado um protocolo
experimental que envolveu a utilizacdo de 9 grupos de ratos: i) grupo Controlo,
administrado com sumo de laranja; ii) grupo BBN, tratado com uma nitrosamina (a
0,05%), por via oral na 4gua de bebida; iii) grupo CEL, administrado com 10 mg/kg/dia
de Celecoxibe dissolvido em sumo de laranja; iv) grupo CEL-10 P, administrado com
10 mg/kg/dia de Celecoxibe e BBN, ambos nas primeiras oito semanas; v) grupo CEL-1
P administrado com 1 mg/kg/dia de Celecoxibe e BBN, ambos nas primeiras oito
semanas; vi) grupo CEL-10 C, administrado com BBN nas primeiras oito semanas e
com 10 mg/kg/dia de Celecoxibe nas ultimas doze; vii) grupo AAS, administrado com
250 mg/kg/dia de acido acetilsalicilico dissolvido em sumo de laranja; viii) grupo AAS-
250 P, tratado com 250 mg/kg/dia de 4cido acetilsalicilico e BBN, ambos nas primeiras
oito semanas; ix) grupo AAS-25 P, administrado com 25 mg/kg/dia de 4acido
acetilsalicilico e BBN, ambos nas primeiras oito semanas. Foi estabelecido o periodo

experimental de 20 semanas, de acordo com a literatura.

Foram efectuadas uma avaliacdo histomorfoldgica qualitativa (macroscépica e
microscopica) € uma apreciacdo quantitativa da percentagem de tumores por grupo,
nimero de tumores por rato e volume tumoral médio. Esta primeira avaliacdo foi
complementada com a determinac@o sérica de alguns marcadores tumorais (TGF-B3 e
TNF-a), inflamatérios (PCR e IL-1B) e de equilibrio oxidativo (MDA, TAS e 3-NT).
Foi realizada a afericdo de parametros hemodinamicos, designadamente pressoes
arteriais, indice glicémico, funcdo renal, hepatica, perfil lipidico e hemograma

completo, para além de indicadores de trofismos cardiaco, renal e hepético.

Os resultados obtidos no grupo BBN em relagdo ao Controlo demonstraram uma
elevada percentagem de tumores (65%), de um elevado volume tumoral médio (cerca de
112 mm®). Neste grupo constatou-se a presenca de lesdes tumorais diversas (em
médio/alto grau), nomeadamente: hiperplasia severa, displasia moderada, metaplasia
epiderméide, papilomas, atrofia do urotélio e proliferacio pseudopapilar. Como
complemento destas observacoes, os marcadores de lesdo tumoral apresentaram-se com
um aumento da concentracdo sérica (TGF-B e TNF-a) e os valores dos marcadores

inflamatérios (PCR e IL-1p) apresentaram o mesmo perfil.

Em relacdo ao segundo objectivo do estudo — avaliagdo da eficdcia do

Celecoxibe — os resultados demonstraram uma grande eficédcia (ndo total) na prevengao
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de tumores. Com efeito, verificou-se no grupo CEL-10 P uma inibicao do aparecimento
de tumores em 88% dos ratos, com um nimero reduzido de tumores por rato (0,5), se
bem que s6 um rato apresentava 4 pequenas massas bem definidas (volume total 21
mm”). No grupo CEL-1 P, verificou-se igualmente um efeito positivo na inibi¢do do
desenvolvimento tumoral (75%), € um volume tumoral muito insignificante (0,5 mm3).
A avaliagdo histomorfoldgica revelou lesdes de menor incidéncia nas células epiteliais
(hiperplasias moderadas, atrofia do urotélio moderada e edema da mucosa moderado).
Em paralelo, constatou-se ainda uma diminuicao significativa da concentragdo sérica de
TGF-B e de PCR. Porém, o grupo Curativo (CEL-10 C) nao apresentou resultados
satisfatorios, uma vez que aumentou ligeiramente o nimero de ratos com tumor (78%)

em relacdo ao grupo BBN.

Em relagdo ao estudo do AAS, verificou-se que este farmaco € igualmente
benéfico na prevenc¢ao de tumores da bexiga, uma vez que a dose elevada provocou uma
baixa percentagem de tumores por rato (25%), enquanto a dose baixa teve uma
percentagem ligeiramente superior (38%). O volume tumoral foi também idéntico, com
o grupo de alta dose a ter menor volume total (0,26 mm°) que o grupo de baixa dose

(7,9 mm°).

Em suma, este trabalho confirmou a eficicia do protocolo no desenvolvimento
tumoral, revelando lesdes de grau de diferenciacdo moderado a alto, com alguns graus
invasivos. Por seu turno, os farmacos escolhidos (um inibidor selectivo da COX-2 e um
AINE, ambos com propriedades anti-inflamatdrias) foram eficazes na prevencdo do
crescimento tumoral e na atenuacdo de marcadores de crescimento e proliferacdo
celular. Estes resultados sugerem que a preven¢do, mas ndo a regressao, do processo
inflamatério € um alvo terapéutico de elevado potencial na quimioterapia do carcinoma

da bexiga.
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Abstract

The bladder cancer pathology has incidence and prevalence rates, as well as
levels of morbidity and mortality which still concern the medical and scientific
community. Statistics data shows that mortality rate has been decreasing during the last
decades due to medical-chirurgical improvements, while incidence rate has yet
increasing. This explains the continuous search for the cellular and molecular
pathophysiological mechanisms underlying this disease. Thus, scientific communities

search new methods and potential drugs able to prevent and/or reverse this condition.

The experimental bladder cancer model induced by nitrosamines in rats has been

used for other research groups, with satisfactory results.

The drugs with anti-inflammatory properties might be valid options to prevent
these tumours, deserving more complete studies. The Celecoxibs are drugs with anti-
inflammatory, analgesic and antipyretic actions in animal models, which, during the last
decade, have been tested in cancer in order to prevent its development. These drugs act
specifically in a enzyme (COX-2, which participates in the formation of prostanoids),
that are thinking as essential in the progression of tumours. The acetilsalicilic acid
(ASA) is also an anti-inflammatory, but with different properties the action from those
of the celecoxib, since the ASA is not a selective inhibitor, but an inhibitor of COX-1
and COX-2 (when used in high doses). Due to its characteristics, namely concerning the
action mechanism could be viewed as potential drugs to prevent and/or attenuate

bladder cancer.

The goal of this work has three distinct phases: 1% — Characterization and
validation of the model of bladder cancer induced by nitrosamines in male Wistar rats;
2" _ Evaluate the ability of a Celecoxib (the Celebrex®) to prevent or revert bladder
cancer development; 3™ — Evaluate the ability of a ASA (Aspegic®) to prevent bladder

cancer development

In order to achieve the planed aims, an experimental protocol was designed,
using 9 rat groups: i) control group, treated with orange juice; ii) BBN group, treated
with nitrosamine (0.05% in drinking water); iii) CEL group, treated with 10 mg/kg/day
of Celecoxib dissolved in orange juice; iv and v) CEL-10 P and CEL-1 P groups, which

intend to evaluate the preventive effect of Celecoxib on tumour development; vi) CEL-1
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C group, which intend to evaluate the cure effect of Celecoxib on tumour development;
vii) AAS group, treated with 250 mg/kg/day of AAS dissolved in orange juice; viii and
ix) AAS-250 P and AAS-25 P groups, which intend to evaluate the preventive effect of
AAS on tumour development. A 20-week experimental period was established,

according to the literature.

A histological qualitative (macroscopy and microscopy) evaluation was made, as
well as a quantification of percentage of tumours per group, number of tumours per rat
and median tumour volume. This evaluation was complemented with the determination
of serum markers of tumour (TGF-B and TNF-a), inflammation (PCR and IL-1f) and
redox status (MDA, TAS and 3-NT). As supplementary evaluation hemodynamics
parameters were made, namely blood pressure, glycaemia, renal and hepatic function,

lipid profile and complete haemograma, as well as cardiac, renal and hepatic trophism.

The obtained results in the BBN group versus the control has demonstrate an
elevated percentage of tumours (65%), accompanied by an high median tumour volume
(about 112 mm®). Moreover, in that group there were distinct tumour lesions (of
moderate/high grade), namely: severe hyperplasia, urothelium atrophy and papillary
proliferation. As complement for those observations, the tumour markers showed an

increment of serum concentration (TGF-B and TNF-a) and the inflammatory markers

(PCR and IL-1B) revealer the same profile.

Concerning the second goal of the study — the evaluation of the Celecoxib
efficacy — the results have demonstrated a higher efficacy (not total) in cancer
prevention. Therefore, in CEL-10 P there was an inhibition of tumour development in
88% of the rats, with a reduced number of tumours per rate (0.5), despite the 4 tumours
of low dimensions in the only rat which has presented tumours (total volume of 21
mm®). In the CEL-1 P group, there was also a positive effect on the inhibition of tumor
development (75%), and a very insignificant tumour volume (0.5 mm3). The
histological evaluation has revealed a lower incidence of epithelial cells lesions
(moderate hyperplasia, urothelium atrophy and moderate mucosa oedema).
Simultaneously, there was a significant decrease in serum content of TGF-B and PCR.
However, the curative group (CEL-10 C) showed no satisfactory results, since a slightly

increased in the number of rats with tumor (78%) compared to the BBN group.
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Concerning the ASA study, we found that this drug is also beneficial in the
prevention of bladder tumors, since the high dose caused a small percentage of tumors
per rat (25%), while the low dose had a slight high percentage (38 %). The tumor
volume was also identical, with the high dose group revealed a lower total volume (0.26

mm3) than the low dose group (7.9 mm3).

As summary, this work has confirmed the efficacy of the protocol for tumour
development, revealing moderate and high grade lesion, with some degree of invasivity.
On the other hand, the drugs tested (a selective COX-2 inhibitor and a NSAID, both
with anti-inflammatory properties) were efficient in preventing tumour growth and
attenuating the markers of growth and cellular differentiation. The results suggests that
prevention of inflammatory process, but not reversion, is a therapeutic target of high

potential in chemoprevention of bladder cancer.
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1. Fisiopatologia do Cancro da Bexiga
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INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas anatomo-histoldgicas da via urinaria normal

A bexiga faz parte do aparelho urindrio e localiza-se na cavidade pélvica, logo
atrds da sinfise pubica e € revestida pelo urotélio. No homem, localiza-se anteriormente
ao recto mas, na mulher, estd situada imediatamente a frente da vagina e antero-
inferiormente ao tutero. A sua principal fun¢do € armazenar a urina que provém dos rins

e passa pelos ureteres, sendo posteriormente eliminada através da uretra (figura 1).

Rins

~Ureteres —

Bexiga

Uretra —

Figura 1 — Anatomia do aparelho urindrio.
Fonte: Adaptado de Enciclopédia Britanica, 2003

A forma da bexiga varia em funcdo do grau de replecdo, assumindo forma de
baldo quando se encontra cheia. As suas dimensdes dependem da presenca ou auséncia
de urina. Os ureteres entram na bexiga na parte inferior da sua superficie postero-lateral
e a uretra sai da bexiga pela por¢cao antero-inferior. A drea triangular da parede vesical,
delimitada posteriormente pela insercdo dos ureteres e anteriormente pela uretra, tem o
nome de trigono. Esta regido difere histologicamente da restante parede vesical e ndo se
expande quando a bexiga enche.

A parede da bexiga é muito espessa, devido as camadas exteriores ao epitélio,
compostas principalmente por musculo liso. A espessura do préprio epitélio varia de

quatro a sete camadas de células quando a bexiga estd vazia, para apenas duas a trés
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quando estd cheia (figura 2). O epitélio de transicao é especializado de modo a que as
células que o compdem deslizem umas sobre as outras e o nimero de camadas diminua

a medida que o volume da bexiga aumenta.

Membrana
basal

Nucleo

Superficie
livre

Relaxado

Figura 2 — Epitélio de transi¢do da bexiga.
Fonte: Retirado de aula de Ilidio Correia, 2004 (UBI, Covilha).

O epitélio estd preparado para receber a urina do organismo e € praticamente
impermedvel aos produtos téxicos. Assim, a transformagao tumoral deste pode suceder
em todo o tracto urindrio. No entanto, a frequéncia de aparecimento de tumores ¢ muito
diferente, dado que aproximadamente 90% dos tumores epiteliais surgem na bexiga.

Externamente a bexiga é revestida por tecido conjuntivo e adiposo, por onde
passam 0s vasos sanguineos, os vasos linfaticos e os nervos. A revestir a membrana
basal encontra-se uma camada de células basais e, sobre esta, mais uma ou duas
camadas de células intermédias dispostas perpendicularmente, as quais se sobrepde uma
camada mais superficial composta por células grandes e achatadas, designadas por
células “guarda-chuva”, que se estendem de forma paralela a membrana basal, na
superficie da urina.

Anatomicamente, a bexiga estd em contacto anterior com a sinfise pubica e a
parede abdominal, sendo que posteriormente contacta com o recto no homem e a vagina
na mulher. A cipula estd em contacto com o peritoneu parietal.

O estabelecimento coordenado de jungdes especificas célula-célula € necessario
para a morfogenia e a posi¢cao celular durante o desenvolvimento e para manutencao de
integridade de tecido em organismos adultos. Varias estruturas associadas a membrana

contribuem para a coesdo e comunicacio entre células. Elas estdo presentes na maioria
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dos tecidos, mas sdo muito proeminentes em epitélios. As jungdes intercelulares servem
como locais de adesdo e também agem como tampao para prevenir o fluxo de materiais
pelo espaco intercelular.

A zona ocludente (juncdes apertadas) regula a passagem de ides e moléculas
pela via paracelular e mantém a distribui¢cdo polarizada de lipidos e proteinas na
membrana plasmatica (figura 3). Os desmossomas, juntamente com as jungdes
aderentes, representam as principais jun¢des adesivas célula a célula em epitélios (Potter
e col., 1999). As jun¢des aderentes estao localizadas perto da superficie apical de
células epiteliais polarizadas. Em contraste com as juncdes aderentes que sdo unidas ao
microfilamento de actina, os desmossomas estdo associados a filamentos intermediarios
(IFs).

Em juncdes aderentes e desmossomas e as glicoproteinas transmembranares
dependentes de Ca™ da superfamilia das caderinas, medeiam os contactos especificos
célula a célula. Nas juncdes aderentes, os microfilamentos de actina no citoplasma da
célula ligam-se a caderina epitelial (caderina E) pelas cateninas (Pokutta e col., 2000).
Os complexos de catenina consistem em catenina o, catenina 3, catenina Y. Os
complexos catenina-caderina E s3o encontrados em locais de contacto entre células,
conhecidos como zonas aderentes, € sdo os alvos de muitos factores de crescimento e de
vias de sinalizacdo hormonal que regulam a sua funcdo e expressdo. Além disso, estes
complexos podem modular ou iniciar eventos de sinalizacdo implicados na

diferenciac¢do e controlo do crescimento (Celik-Ozenci e col., 2006).
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Filamentos
e actina

Desmossoma

Hemidesmossoma

Filamentos
intermedid

Figura 3 - Identificagcdo dos elementos de adesdo celular no epitélio.
Fonte: Retirado de aula de Ilidio Correia, 2004 (UBI, Covilha).

1.2. Epidemiologia do cancro da bexiga

As principais doengas do tracto inferior podem ser infec¢Oes (geralmente
causadas por Bacilos Gram negativos), obstrucdes (por causas intrinsecas ou
extrinsecas, como calculos, fibroses e tumores), calculos (de oxalato de calcio, acido
urico e magnésio) e neoplasias. A maioria das neoplasias tem origem no urotélio devido
a accdo de agentes carcinogénicos ambientais excretados na urina. As neoplasias
uroteliais sdo mais frequentes na bexiga e nos homens, sendo que a maioria sdo

superficiais e papilares, podendo uma pequena parte invadir a camada muscular.
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O cancro da bexiga € a nona neoplasia mais frequente a nivel mundial, em
termos de incidéncia, representando 3,3% de todos os casos de tumores. Na Europa, em
1995, foi a quinta malignidade mais comum e a sexta principal causa de mortalidade por
cancro, sendo contabilizados 127 000 novos casos e 46 000 mortes. No século passado a
sua incidéncia aumentou desde a década de 60 até a década 80, ocorredo mais
recentemente uma estabilizacdo das taxas (Voorzanger-Rousselot e col., 2007). Em
Portugal, foi a décima causa de morte em 2005, com um total de 632 casos, num

universo de 23 323 ébitos devido a tumores (representando 2,8% do total) (Figura 4).

OLaringe, Traqueia, Brénquios € Pulmdes (3599)

Dados de Portugal B Estémago (2428)
{Ambos 0s sexos)
Obitos: 23323 OCoHlon(2410)

B Tecido Linfitico, Hematopoético e Tecidos
relacionados (1776)

W Préstata (1636)

= Mama (1498)

B Pincreas (1063)

E Jungdo Rectossipmoideia, Recto, Anus € Canal
Anal (909)

D Figado e Vias Biliares Intra-Hepaticas (733)

EBexiga (632)

OTHero (614)

OLibio, Cavidade Oral e Faringe (599)

B Esofago (575)

M Outros (4851)

Figura 4 — Representacdo grafica das percentagens de 6bito em Portugal no ano de 2005 nos tumores
mais frequentes.
Fonte: Instituto Nacional de Estatistica (INE), 2005.

A mortalidade tem vindo a diminuir tanto para homens como para mulheres e
em todas as idades, podendo este dado dever-se a detec¢do mais precoce e a melhorias
na sobrevivéncia (Voorzanger-Rousselot e col., 2007), particularmente devido ao
avango cirdrgico.

Segundo dados internacionais, a incidéncia do cancro da bexiga é muito superior
no sexo masculino que (na ordem de 3:1). No entanto, em 6bitos no nosso pais em
2005, essa diferenca foi menos acentuada (H:438; M:194). E o segundo tumor

urogenital mais comum, somente superado pelo cancro da préstata (Figura 4). A
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incidéncia do cancro da bexiga € mais elevada nos paises desenvolvidos e regides
fortemente industrializadas (Droller e col., 1998). Nos ultimos 25 anos a incidéncia
aumentou 5%, mas o indice de mortalidade diminui 36%. A doenca é mais comum em
individuos de raca caucasiana do que em individuos de raga negra. De notar que a sua
incidéncia/mortalidade aumenta com a idade, sendo que o pico ocorreu nas décadas de
setenta e oitenta, sendo quase nula a taxa de mortalidade antes dos 30 anos (dados de

2005, na figura 5).

Obitos com Tumor de Bexiga por Idade
(Ambos os sexos)
Obitos:632

m30 - 39 (3)

m40 - 49 (12)
050 - 59 (28)
060 - 69(79)
36,2% m70 - 79 (239)

m 80 - 89 (229)

m90 e + (42)

Figura 5 — Representacdo grafica da mortalidade por idades em 2005.
Fonte: INE, 2005.

Devido a natureza das neoplasias da bexiga, a sua prevaléncia excede a
incidéncia primdria, até porque na maioria dos casos a doenga apresenta-se como
superficial (Pisani e col., 2002). S@o raros os tumores vesicais encontrados novamente
em autdpsias, o que significa que virtualmente todos os doentes com estes tumores sao
diagnosticados e que o periodo de laténcia pré-clinico € relativamente curto (Kishi e
col., 1981). O longo periodo de laténcia entre a exposi¢cao aos supostos carcinogénicos e
o desenvolvimento da doenca clinica dificulta o estabelecimento de relacdes causa-
efeito. Contudo, o tumor da bexiga foi uma das primeiras neoplasias a ser relacionadas
com carcinogénicos. Rehn e col. (em 1985), observaram em trabalhadores de unidades
fabris uma associacdo entre a exposi¢ao a aminas aromaticas e a neoplasia. Mais tarde,
foram feitas associacdes entre modelos animais € humanos expostos a corantes
artificiais (Droller e col., 1998). Sdo vérios os estudos que descrevem a associacao entre

o tabagismo e o tumor da bexiga. Alguns, demonstram alguns deles que 50% dos
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carcinomas nao ocorreriam se os pacientes ndo fossem fumadores, descrevendo um
aumento no risco de até quatro vezes. Essencialmente, o tabaco € o principal factor de

risco associado a neoplasia vesical (Lamm e col., 1998).

1.3. Caracteristicas morfoléogicas e histopatologicas do carcinoma
urotelial

As células da bexiga podem sofrer alteragdes morfoldgicas do tipo hiperpléstico
e metapldstico ou displastico.

A hiperplasia epitelial descreve um aumento do nimero de camadas celulares
que, no entanto, ndo apresentam anormalidades na sua arquitectura e nucleo. Por
conseguinte, a metaplasia urotelial indica altera¢des da mucosa vesical, geralmente por
focos em dreas distintas, demonstrando uma aparéncia epitelial ndo transicional, com
desenvolvimento epidermdide (metaplasia escamosa) ou glandular (metaplasia
adenomatosa).

A displasia urotelial pode ter diferentes estadios, como mostra a figura 6:

1) Anormalidades proliferativas pré-neoplasicas — A hiperplasia atipica é muito similar a
hiperplasia epitelial, excepto neste caso em que existem também anormalidades
nucleares, reflectindo-se num desarranjo parcial da camada de células superficiais,
designadas por células “guarda-chuva” (Cheng e col., 1999);

i1) Displasia — refere-se a alteragdes epiteliais que se encontram num estadio intermédio
entre o urotélio normal e o carcinoma in situ. As células displdsicas t€m um nicleo
grande, arredondado e que ndo exibe a polaridade do epitélio normal. O Epitélio
displdsico ndo apresenta um ndmero superior de camadas celulares (Cheng e col.,
1999);

iii) Carcinoma in situ — pode ocorrer sob a forma de lesdes eritematosas, aveludadas,
superficiais da mucosa vesical. Histologicamente, consiste num carcinoma de células
transacionais fracamente diferenciado e confinado ao urotélio. O carcinoma in situ pode
ser assintomatico ou pode produzir severos sintomas de frequéncia urindria, urgéncia e
disuria. Estd presente em 25% ou mais dos pacientes com tumores de alto grau e ocorre

em 20% a 75% dos casos de tumores invasivos (Sarkis e col.,1994).
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Normal Hiperplasia Displasia Carcinoma in situ Cancro
ligeira (displasia severa) (invasivo)

Figura 6 — Evolugdo do tecido em fung¢@o do tipo de neoplasia.
Fonte: American Foundation for Urologic Disease.

1.3.1. Classificac¢ao histolégica

O carcinoma vesical engloba varios tumores histologicamente diferentes:

Tumores do Urotélio (células de transi¢do) — mais de 90% dos tumores vesicais sao
tumores uroteliais. Estes tumores t€m um crescimento do nimero de camadas celulares
epiteliais, perda da polaridade celular, maturacdo celular anormal desde a camada basal
até a superficial, aumento do racio nicleo-citoplasma, € um nimero aumentado de
mitoses. Os carcinomas uroteliais manifestam-se sob varias formas de crescimento
tumoral, incluindo papilar, infiltrativo, nodular, misto e de crescimento epitelial plano
(Epstein e col., 1998). Aproximadamente 70% dos tumores da bexiga sdo tumores
papilares, 10% sao nodulares e 20% sao mistos.

Carcinoma Escamoso — nos paises ocidentais tem ocorréncia inferior a 10% dos varios

tumores vesicais. Sdo factores de risco: a inflamac@o crénica por cdlculos, cateteres
vesicais, infecgdes urindrias cronicas ou diverticulos. Estes tumores surgem em doentes

em média 10 a 20 anos mais novos do que os pacientes com tumores de urotélio e
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associam-se geralmente a um mau prognoéstico, devido essencialmente ao seu estado
avanc¢ado na altura do diagndstico.

Adenocarcinoma - constituem menos de 5% dos tumores vesicais. Podem ser

classificados em adenocarcinoma vesical primario, do draco ou metastitico. Surgem

geralmente na cipula vesical e s3o os tumores associados as extrofias vesicais.

1.3.2. Classificacao quanto ao estadiamento

O principal indice para a classificagdo de tumores vesicais quanto o
estadiamento € a presenca/auséncia de invasdo da camada muscular. Assim, 0s tumores
que ndo invadem a camada muscular sdo designados por superficiais, enquanto que os
que invadem sao denominados de profundos ou invasivos (Figura 7).

A principal classificagdo usada na actualidade clinica € a classificacdo de TNM,
da Unido Internacional contra o Cancro (UICC), segundo a qual os tumores malignos
sdo classificados na forma exacta dos seus estadios tumorais. Assim, sdo atribuidos
prefixos — seguidos de niimeros — aos diferentes estddios (tabela 1):

Prefixo T — baseia-se na descri¢do da extensao do tumor
Prefixo N — auséncia ou presenca de disseminacdo ganglionar
Prefixo M — auséncia ou presencga de metastases a distancia
Na clinica, quando estas categorias sdo acompanhadas por informag¢do anatomo-

patoldgica, usa-se o prefixo p colocado anteriormente aos prefixos descritos.

Tis

i1 .l- ‘ f
i, Zal
| | \ Fase T4: invasao

Gordura' Camada Camada gypmucosa mucosa  de orgéos
perivesical muscular muscular adjacentes

profunda superficial

Figura 7 — Fases do tumor da bexiga segundo a classificacdo TNM.
Fonte: Adaptado de Meran, 2007.
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Tabela 1 — Classificacdo TNM do tumor vesical quanto ao estadiamento.

CANCRO SUPERFICIAL

TO Auséncia de tumor

Tis Carcinoma in situ

Ta Tumor papilar

T1 Invasdo de tecido conjuntivo sub-epitelial
CANCRO INVASIVO

T |T2a Invasdo superficial do tecido muscular

T2b Invasdo profunda do tecido muscular

T3a Invasdo superficial da gordura perivisceral

T3b Invasdo profunda da gordura perivisceral

T4a Tumor que invade a prostata, vagina e utero

T4b Tumor fixo na parede pélvica ou abdominal

X Incapacidade de avaliagdo do tumor primdrio

NO Auséncia de cancro em ganglios linfaticos
Nodulos tumorais num tnico ganglio linfatico, com menos de 2 cm
Noédulos tumorais, num ou mais ganglios linfaticos, de 2 a 5 cm
Pelo menos um ganglio afectado com ndédulo tumoral superior a Scm
Nao podem ser avaliados os ganglios linfaticos regionais

Auséncia de metastases distantes

Presenca de metastases a distancia

A presenca de metdstases a distancia ndo pode ser avaliada

Fonte: Adaptado de D’ Ancona, 2005.

Na figura 8 estdo representadas as diferencas de desenvolvimento do carcinoma
vesical, sendo as setas largas representativas das vias com maior probabilidade de
ocorréncia. Este formato implica uma forma de desenvolvimento sequéncial segundo a
qual os cancros inicialmente aparecem em baixos graus, progredindo depois para graus
mais avancados. No entanto, na clinica os tumores da bexiga nem sempre ocorrem da

mesma forma, podendo estar envolvidas diferentes vias e sequéncias interrelacionadas.
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Figura 8 — As diferentes vias de desenvolvimento do carcinoma vesical.
Fonte: Adaptado de Droller, 1998.

1.4. Mecanismos fisiopatologicos no carcinoma da bexiga: componente
genética

1.4.1. Alteracoes genéticas e epigenéticas

As alteracdes genéticas podem induzir o desenvolvimento de lesdes papilares de
grau elevado. Assim, é provavel que estas lesdes de alto grau possam manifestar
alteracoes genéticas diferentes, resultando em displasia em vez de uma simples

hiperplasia. Estas lesdes tém tendéncia a produzir células anormais, que proliferam
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apenas no epitélio plano, sendo designados de carcinoma in sifu. No entanto, estas
lesdes também podem produzir tumores papilares de grau elevado, levando a alteragcdes
nodulares e tornando-se directamente invasivas (Droller e col., 1998).

Relativamente as alteragdes genéticas no carcinoma vesical, sdo hoje apontadas

modificagdes a diferentes niveis:

i) Cromossomas anormais

Estudos citogenéticos identificaram muitas mudancas cromossOmicas estruturais
e numéricas em tumores de células transacionais. As aberra¢des cromossdmicas podem
conduzir a produtos de fusdo ou mudanga na regulacio do gene (ex: aumento da
expressdo de certos genes), € isso tem um impacto directo na proliferacao celular, e no
controlo do ciclo celular ou da apoptose. No caso de deleccoes, duplicagdes, trissomias,
e monossomias, um efeito de dosagem do gene também pode estar envolvido.

Estudos genéticos moleculares de cancro da bexiga demonstraram delec¢des de
vérios bragos cromossomicos, incluindo 3p, 6q, 9q, 11p, 17p, e 18q. A perda do 9q foi
apontado como sendo o evento primdrio na génese de cancro da bexiga (figura 9).
Apartir das as mudancas iniciais que aparecem neste tumor (TCC), surgem as deleccoes
8q e 1q. As delecgdes 4p e 17p e a formagdo de isocromossoma Sp foram descritas em

associacdes a fenotipos de tumor agressivos (Al-Sukhun e col., 2003).

Urotelio normal

-p53.-EGF-R?, alteracdes
ADN micro-satélite

-99.-9p i -Rb,p16, +EGF-R ¢ ¢
Baixo grau TCC Alto grau TCC Carcinoma /n Situ
‘/-E‘q.-ﬂp
-8p,-11p, -p53? Fase T1

erbb2
-Rb.-8p. -3p.
-18¢, arbb2

Alto grau TCC Fass T2-T4

l +N, H\

Metastases

Figura 9 — Modelo de desenvolvimento e progressio de carcinoma de células transacionais.
Fonte: Adaptado de Jung e col, 2000.
Legenda: Alteracdes genéticas clinicamente mais comuns correlacionadas com o grau e a fase especifica.
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ii) Metilagcdao aberrante do ADN

A hipermetilacdo de genes na regido do promotor 5’ estd associada ao
silenciamento da transcri¢do e ¢ um mecanismo alternativo para a baixa regulacdo da
expressdo do gene, em vez da deleccao do gene ou mutagdo. A hipermetilagdo da regidao
de promotor do gene p16/INK4A (inibe CDK4 e CDK6) num subconjunto de pacientes
com TCC superficial foi descrita como sendo um evento inicial na patogénese. A
determina¢do de metilacdo de 10 genes em 98 cancros da bexiga indicaram que esses
genes sao metilados durante o processo de desenvolvimento de cancro da bexiga. O
perfil de metilacdo pode representar um novo biomarcador com potencial de prentincio

em risco de TCC (Al-Sukhun e col., 2003).

1.4.2. Alteracoes ao nivel do ciclo celular

Durante anos, muitos estudos mostraram factores que controlam o ciclo celular,
proliferacao celular e vias apoptdticas, prevendo os mecanismos patogénicos que levam
ao cancro. Tais factores incluem, entre muitos outros, o gene p53 e o gene
retinoblastoma (Rb), que foram identificados como genes supressores de tumor. O p53 é
essencial para desempenhar um papel na protecc¢do da integridade do ADN, prevenindo
a entrada na fase S até que o dano de ADN seja consertado, dirigindo células nao
consertadas para apéptose. O gene Rb também parece ter um papel proeminente na
regulagdo do ciclo celular na fase G1, impedindo ou permitindo células para a
replicagdo de ADN (figura 10) (Sellers e col., 1997). Mutacdes ou auséncia destes genes
nao s6 poderiam ter implicacdes importantes para as caracteristicas bioldgicas do tumor,
como também para a resposta a agentes prejudiciais a ADN, como os agentes
quimioterapéuticos e radiacao.

Foram demonstradas mutacdes, inactivagdes e alta expressdo destes genes em
muitos tipos de tumor sélidos, incluindo o cancro de células transacionais da bexiga

(Al-Sukhun e col, 2003).
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Figura 10 - O ciclo celular e a sua regulagdo pelas ciclinas, ciclinas dependentes de quinases (CDKs) e

CDK inibitdrias (CDKIs).

Fonte: Adaptado de Al-Sukhun, 2003.

Legenda: A ciclina D interage com CDK4 e CDKG6 para dirigir a progressdo da célula para G1. A
associagdo da ciclina E com CDK2 activa a transi¢do G1-S e dirige a entrada para a fase S. No seu estado
activo, Rb € hipofosforilada e forma um complexo com um grupo de factores de transcri¢do, conhecido
por E2F. Quando pRb ¢ inactivada por fosforilacdo mediada por CDK2 , CDK4 ou CDKG6, sdo libertados
factores transcricdo E2F, resultando na activagdo de genes essenciais a transcricdo para a progressdo da
fase S. O p53, trabalhando em conjunto com o p2l, pode diminuir as actividades enzimdticas do
complexo ciclina E-CDK2.

1.4.2.1. Estimulacio do crescimento e protooncogenes

A activacgdo de protooncogenes requer mecanismos de amplificacdo de gene ou d

mutacdo de um tnico alelo, conduzindo a uma alta expressao.

i) Oncogenes ras

No cancro da bexiga, tinham sido identificadas muta¢cdes nos coddes 12, 13 e 61
de H-ras. Porém, a presenca da mutacdo H-ras ndo se correlacionou com o grau de
tumor numa série de 152 tumores de bexiga humanos, levando a que fosse considerado

como um evento molecular ndo principal na patogénese (Al-Sukhun e col., 2003).

ii) Receptores EGF (EGFR)
Foi relatada uma associacao positiva entre alta expressao de EGFR e o cancro da
bexiga em fases avancadas, identificando este receptor como um factor de progndstico

em pacientes com cancro da bexiga. No entanto alguns investigadores ndo o puderam

confirmar (Al-Sukhun e col., 2003).
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iii) Oncogene bcl-2

O produto desta proteina oncogene tem um papel muito importante na supressao
da apoptose, inibindo assim respostas a quimioterapia e radioterapia. De forma
interessante, a expressao de bcl-2 em tumores de bexiga foi associada com fendtipos
menos agressivos. A imunoreactividade de Bcl-2 foi correlatada inversamente com o

grau histolégico (Al-Sukhun e col., 2003).

1.4.2.2. Genes supressores de tumores e supressao do crescimento

Embora os oncogenes sejam mais facilmente detectados, uma vez que
apresentam um efeito positivo dominante, outro mecanismo extremamente importante
da carcinogénese € a inactivacdo dos genes codificadores das proteinas que regulam o
crescimento celular, a reparacdo de ADN e a apoptose. Assim, 0s genes supressores de
tumores tém a funcdo de proteger a células de alteracOes gendmicas. Muitos deles
actuam como pontos de controlo do ciclo celular, o que permite a sua intercep¢ao

quando sdo detectadas lesdes no ADN, evitando assim a mutagénese.

i) O gene retinoblastoma

A forma hipofosforilada € a predominante em G1, mostrando um efeito no
crescimento supressivo. A pRb torna-se hiperfosforilada na entrada de G2 e permanece
assim nas fases G2/M. Foi postulado que regula a proliferacdo celular, restringindo a
progressdo do ciclo da célula num ponto critico da fase G1. Vdrios estudos tinham
demonstrado uma associac@o estatisticamente significante entre a perda de Rb, fase e
grau de tumor. Estes estudos sugeriram que enquanto isto aconteceu em todas as fases
do cancro da bexiga, foi geralmente associado a tumores invasores (figura 9) (Takahashi

e col., 1991).

ii) O gene p53

Funciona como um factor de transcricdo para activar a expressao de genes que
controlam pontos-chave do ciclo celular (por exemplo: p21™VAF"“™1) “apoptose (BAX),
rearranjo de ADN e angiogénese (trombospondina). O p53 mutado € disfuncional e tem
uma meia-vida prolongada. A alteracdo do gene p53 € das aberragdes moleculares mais

comuns em tumores humanos. E sabido que uma alta expressdo de p53 nuclear estd
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associado com progressdao tumoral, independente de grau, da presenca de invasao
vascular ou carcinoma in situ (Sarkis e col., 1993). Aproximadamente 50% de tumores
que metastizam e matam o paciente mostram nenhuma alteracao de p53; estes tumores

progrediram apesar da via p53/p21"AFVCI!

se ter mantido intacta. Isto sugere que
estejam envolvidas vias multiplas na progressdo tumoral, € que o cancro € um processo

com multiplos passos genéticos (Al-Sukhun e col., 1993).

lll) OPZJWAFI/CIPI

A contenc¢do do ciclo celular que é mediada pelo p53 € efectuada pela indugdo
do p21™VAFVCPL ym CDKI que pode ser expressado constitutivamente por vérias vias
independentes de p53 (figura 10). Na realidade, a sobrevivéncia entre pacientes com um
fenétipo pS3 alterado, mas com preservacdo de expressdo de p21, era semelhante entre

pacientes com pS53 normal (Al-Sukhun e col., 2003).

iv) Ciclina DI/E

Foi demonstrado em tumores que permaneceram numa baixa fase de
diferenciacdo, altos niveis de p27 e ciclina E. Os tumores que progrediram para doenca
invasiva, mostraram uma diminuicao gradual em p27 e ciclina E (nivelou com o passar
do tempo). Estes resultados sugerem que a diminuicao dos niveis de p27 e ciclina E tém

um papel na progressao no cancro da bexiga (Kamai e col., 2001).

1.5. Outros mecanismos fisiopatologicos no carcinoma da bexiga

Um vasto leque de circunstancias inflamatérias crénicas torna as células
susceptiveis a transformacdes neopldsicas. Geralmente, a inflamagdo persistente
favorece um risco elevado de cancro. A inflamagdo é um processo de multi-passos que
inclue: o ferimento, a reparacdo e a resolucdo. Todas as células inflamatdrias
(neutréfilos, mondcitos, macrofagos, eosindfilos, células dendriticas, mastécitos e
linfécitos) sdo recrutadas apds uma lesdo ou infec¢do, e podem levar ao inicio e a
progressdo do cancro. Existem pontos moleculares chaves que ligam a inflamacdo as
alteracoes genéticas, como as prostaglandinas, citocinas, quimiocinas e factores

angiogénicos. Os radicais livres podem actuar como agentes prejudiciais directos ou
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indirectos em reac¢des com outros componentes quimicos ou estruturais nas células. As
principais espécies quimicas reactivas sdao os radicais livres derivados do oxigénio

(ROI) e do nitrogénio (RNI).

1.5.1. O desequilibrio oxidativo

O stresse oxidativo € o desequilibrio no balanco entre a producao de espécies
reactivas de oxigénio e as defesas antioxidantes. Os radicais livres sdo continuamente
produzidos durante eventos fisiolégicos normais e atacam macromoléculas, incluindo as
proteinas, o ADN, e os lipidos, causando danos nos tecidos. Os organismos tém
desenvolvido mecanismos de defesa antioxidante a fim de remover esses radicais livres.
Nas defesas celulares antioxidantes estdo incluidas enzimas: como a glutationa, a
superdxido dismutase (SOD), a glutationa redutase, a peroxidase e a catalase (Halliwell,
1994; Betteridge, 2000) (figura 11).

Existe um grande nimero de agentes que fazem disparar a producdo de ROS.
Um aumento dos niveis de ROS pode constituir um sinal de stresse, que activa as vias
de sinalizacdo especificas e sensiveis a redu¢do. Uma vez activadas, estas vias de
sinalizacdo podem ficar danificadas, principalmente as fung¢des potencialmente

protectoras (Finkel e col., 2000).

As ROS estdo implicadas na patogéneses de varias doencas (Stratta e col., 1991).
A peroxidacdo lipidica é a deteorizacdo oxidativa dos lipidos poli-insaturados,
resultando na formagdo de endoperdxidos estereoespecificos e hidroperéxidos, por
envolvimento enzimdtico ou nao enzimdtico de ROS. Estas espécies resultam da
exposicdo a uma larga variedade de drogas, de agentes quimicos e ambientais, ou de

processos metabdlicos normais que podem dar inicio a peroxidacdo de lipidos da

membrana (Chakraborty e col., 2007).
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Figura 11 — As fontes e respostas celulares as espécies reactivas de oxigénio.
Fonte: Adaptado de Finkel e col., 2000.

As ROS sdo geradas como resultado do metabolismo intracelular nas
mitocOndrias e peroxissomas, assim como de uma variedade de sistemas enzimaticos no
citoplasma (Finkel e col., 2000). No entanto, a maior fonte de producao de ROS € o
complexo III da cadeia fosforilativa nas mitocondrias.

Esta bem descrito o envolvimento de espécies de oxigénio em muitas doengas, como a
inflamacdo crénica, tulceras, cancro, reumatismo, isquémia e aterosclerose (Cimen e
col., 2003).

Estudos prévios revelaram que alguns Anti-inflamatérios ndo esterdides
(AINEs) podem in vitro, diminuir a producdo de radical superéxido (‘Oy) por fagécitos
activados e também remover radicais hidroxilo (HO") por mecanismos antioxidantes
(Cimen e col., 2003).

O comeco da carcinogénese mediada por espécies reactivas de oxigénio
intermedidrias (ROI) e espécies reactivas de azoto intermedidrias (RNI), seguido de

inflamacao crénica, pode ser directo (oxidagdo, nitracdo, halogenacdo do ADN nuclear,
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ARN e lipidos), ou pode ser mediado por produtos ROI-RNI e proteinas, lipidos e

hidratos de carbono que sdo capazes de formar aductos no ADN (Federico e col., 2007).

1.5.2. O processo inflamatério

As células inflamatdrias segregam um grande nimero de citocinas e quimiocinas
que promovem o crescimento descontrolado de células neoplésicas, além da produgao
do factor de crescimento autdcrino pelas células do tumor. As ROI e RNI sdo
produzidas por estimulos de citocinas pré-inflamatdrias em células fagocitdrias e ndo
fagocitéarias, com activacdo da sinalizacdo de cinases. Por exemplo, o factor de necrose
tumoral alfa (TNF-a) realca a formacdo de ROI pelos neutréfilos, enquanto a
interleucina-1p (IL-1B), o TNF-a e o interferdo-y (IFN-y) estimulam a expressdo da
enzima monoéxido de azoto sintase (NOS) em cé€lulas inflamatdrias e epiteliais (Federico
e col., 2007).

A producdo de IL-6 é estimulada pela PGE, derivada da ciclooxigenase-2
(COX-2), que € elevada nos macrofagos. A inflamacao crénica é associada a uma fase
proxima da angiogénese. Os macrofagos, as plaquetas, os fibroblastos e as células
tumorais sdo as principais fontes de factores angiogénicos, tais como o factor de
crescimento basico de fibroblastos, o factor de crescimento endotelial vascular, e as
prostaglandinas 1 e 2 (a excepg¢do das citocinas inflamatdrias, quimiocinas e NO). Foi
demonstrado que as prostaglandinas derivadas do metabolismo oxidativo do 4cido
araquidénico em células inflamatdrias contribuem para o desenvolvimento do cancro
(Federico e col., 2007).

A COX-2 ¢ induzida em locais de inflamagdo. Além disso, estd envolvida
noutras fun¢des, como na resposta imune € em mecanismos de tolerancia imune durante
a implantacdo de blastocistos. A COX-2 também € expressa em neoplasias (Fosslien,
2000). A sintese de prostaglandinas tumorais pela via de sinalizagao da COX-2 leva a
estimulacdo da proliferacdo celular em cancros, a inibicdo da apoptose, aumento da
induc¢do de cancro na angiogénese (Tsujii e col., 1998) e invasao (Tsujii e col., 1997).

A COX-2 pode ser induzida por factores quimicos e fisicos durante a
inflamacgdo. Promotores de tumor, citocinas pro-inflamatdrias, lipopolissacaridos (LPS)

e factores de crescimento podem regular a expressdo da COX-2 a nivel da transcricdo e
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pos-transcri¢do (Chen e col., 1997). O factor de crescimento epidermal (EGF), o factor
de transformagdo do crescimento beta (TGF-3), o factor de necrose tumoral alfa (TNF-
o), a interleucina-1o e 1 (IL-1o e IL-1B) e o mondxido de azoto induzem a COX-2.
Mais importante, o EGF, o TGF-p, e os seus receptores, assim como o iNOS, emergem
significativamente como indutores da COX-2 na carcinogénese (Fosslein, 2000).

Mais ainda, a IL-1 induz 0 mARN da COX-2 nos locais de inflamagdo. A 1L-1
tem sido detectada “junto” da COX-2 na base da ulcera gistrica em ratos, mas nao no
tecido adjacente intacto. A expressdo da COX-2 em culturas celulares da base da udlcera
tem sido reduzida pelo bloqueio da IL-1PB, indicando que esta induz a COX-2 na
renovagdo da ulcera. O mesmo processo foi usado para o TNF-o e o TGF-B1,

verificando-se resultados idénticos a IL-1p (Fosslein, 2000).

e
\t\/ Em sSuma, o desenvolvimento tumoral parece estar
Q/ intimamente associado a estimulos inflamatdrios.
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1.6. Modelo animal de inducao de carcinoma da bexiga por N-Butil-N-
(4-hidroxibutil)nitrosamina (BBN)

A exposicao excessiva do homem ao fumo do cigarro e a substincias quimicas
industriais (ambos incluem aminas), foi descrita como sendo o principal factor de risco
para o desenvolvimento de cancro da bexiga, em ambos os sexos. Em modelos
experimentais parece ser mais provavel que fémeas e machos desenvolvam de forma
semelhante cancro da bexiga induzido por certos carcinogénios quimicos, como por
exemplo, as aminas aromdticas, designadamente N - butii - N - (4-
hidroxibutil)nitrosamina (BBN). Em contraste, um estudo recente mostrou que alguns
carcinogénios, como o metabolito arsénico dcido dimetilarsinico, seriam mais toxicos a
bexiga feminina que a bexiga masculina em ratos. Este achado é consistente com
evidéncias epidemiologicas que sugerem que as mulheres sdo mais susceptiveis para
cancro da bexiga induzido pelo metabolito arsénio que os homens. Assim, a base para a

diferenca dependente do sexo na incidéncia de cancro da bexiga ainda nao € entendida

(Miyamoto e col., 2007).

O BBN ¢ uma substancia organica, liquida a 20°C, com uma aparéncia limpida e
uma coloracao amarelada. Tem o seu ponto de ebulicdo a 167°C/0,7 kPa, e apresenta-se
como uma substincia de elevada toxicidade. Os seus principais produtos de

decomposicdo sao o mondxido e didxido de carbono e os 6xidos nitricos (NOy).

Os compostos N-nitrosos sdo derivados de aminas, amidas secunddrias e ureias.
Sado imediatamente formados no tracto digestivo pela reaccdo de uma amina secunddaria
com um nitrito. O nitrito, por sua vez, pode ser formado na boca por reducao bacteriana
de nitrato. Estas substincias requerem mobilizagdo a nivel hepatico para bom
funcionamento do organismo. Os compostos N-nitrosos sdo quase todos potentes
carcinogénios. Contudo, o 6rgdo alvo varia entre espécies e entre compostos (Bartsh e

col., 1987).

As nitrosaminas sdo compostos N-nitrosos derivados de aminas secundarias ou
ciclicas (por exemplo, o BBN), activadas por hidroxilagdo num carbono adjacente ao
azoto. Isto resulta na quebra da ligacdo carbono-azoto, originando um ido diazénio e,
por conseguinte, um ido carbonio, sendo que ambos sdo potentes agentes alquilantes.

Este é o mecanismo geral de formagao de todas as nitrosaminas (O’Neil e col., 1991).
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A primeira vez que o efeito carcinogénico do BBN foi descrito decorria o ano de
1964. Os primeiros estudos descrevem tumores ao nivel da bexiga em modelos animais,
nomeadamente em ratos. Desde entdo esse modelo experimental tem sido usado por
muitos investigadores para estudar a histogénese e os efeitos de varios agentes na
carcinogénese e proliferacio de tumores da bexiga. Em experiéncias seguintes foi
descrito que a administracdo didria de BBN (0,05%) em ratos, ao longo de oito

semanas, conduzia a desenvolvimento de tumores da bexiga (Osawa, 1999).

Os modelos experimentais de carcinoma da bexiga quimicamente induzidos em
ratos podem ser excelentes ferramentas para o estudo de mecanismos de carcinogénese,
devido a sua constante heranca genética, etiologia e ampla definicdo do nivel de
desenvolvimento tumoral. Por outro lado, a ingestdo oral, a excrecdo renal e a
acumulacgdo intravesical de agentes carcinogénicos — como o BBN — representam uma

vantagem para a sua utilizag¢ao nestes modelos (El-Marjou e col., 2000).

O tratamento de ratos com OH-BBN resulta no desenvolvimento de cancro da
bexiga com células transacionais e escamosas, que t€ém marcadas semelhancas a nivel
histopatoldgico com a doenca humana, tendendo a ser invasivos. Por estas razdes, este
modelo tem sido usado para caracterizar o processo de desenvolvimento do cancro da

bexiga e avaliar a eficicia de potenciais agentes preventivos (Grubbs e col., 2000).

A nitrosamina induz especificamente o carcinoma da bexiga, exibindo
diferenciacdo urotelial, escamosa ou anapldsica. Em ratinho ocorre a inducdo de
carcinoma in situ que, com o tempo, atinge o estadio de carcinoma invasivo. J4 em
ratos, os tumores desenvolvidos sdo maioritariamente superficiais (EI-Marjou, 2000).
Foram relacionados estas fases com as possiveis alteracdes genéticas identificadas nos
carcinomas, sendo que a principal alterac@o era nos genes supressores de tumores, como

o p53, tornando-se assim um dos principais promotores tumorais (Hongzhong, 1997).

A inducdo de carcinoma da bexiga em ratos por BBN proporciona o
aparecimento de tumores papilares que, uma vez em crescimento, se diferenciam num
estado invasivo, afectando outros parametros. Este perfil é muito idéntico ao

evidenciado no ser humano (Kunze e col., 1977).
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2.1. As Isoenzimas Ciclooxigenases

2.1.1. Prostaglandinas

A conversao do 4cido araquidonico (AA) em prostaglandinas (PGs), por ac¢dao
das coclooxigenases (COX) € o primeiro passo da via de formagcdo de PGs e
tromboxanos (figura 12). Nos homens existem duas isoformas da COX. A COX-1 ¢
normalmente expressa em quase todos os tecidos (Celik-Ozenci e col., 2006), enquanto
a COX-2 é expressa em resposta a varios estimulos, particularmente em associagdo com
respostas inflamatdrias. As prostaglandinas assim formadas estdo associadas a
diferentes funcdes fisioldgicas e fisiopatoldgicas em varios tecidos, nomeadamente ao
nivel dos mecanismos membranares, comunicacdo celular, modelacdo na sintese de
ADN e ARN, predisposicdo a neoplasias por invasdo aumentada, metastases,
proliferacdo celular e respostas hormonais, como na angiogénese (Basler e col., 2004).

As prostaglandinas sdo pois potentes mensageiros lipidicos bioactivos (Simmons
e col., 2004). A COX também protagoniza a reducdo de prostaglandina G, (PGG,) a
prostaglandina H, (PGH;). Uma vez que as reacc¢des enzimdticas da COX ndo precisam
de ATP para ocorrerem, passou a designar-se prostaglandina sintase em vez de
sintetase. A enzima COX, também conhecida como prostaglandina H sintase (PGHS)
ou prostaglandina endoperoxidase sintase (E.C.1.14.99.1), foi identificada como a
principal enzima no seu estado oxidativo na conversdo de AA a PGG, e PGH,

(Simmons e col, 2004).
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Figura 12 — Produg@o e accdo das prostaglandinas e tromboxanos.

Fonte: Adaptado de Simmons e col., 2004; Rajakariar e col., 2006.

Legenda: O 4cido araquidénico é convertido através da prostaglandina sintase G/H citosélica que tem
actividade ciclooxigenase (COX) e hidroperoxidase (HOX) para o intermedidrio instdvel prostaglandina
H,. Esta sofre rearranjos espontineos ou € enzimaticamente isomerada, oxidada ou reduzida para originar
os isdmeros de prostaglandinas bioactivos mostrados.

2.1.2. As ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2)

As isoformas 1 e 2 s@o codificadas pelos genes COX-1 e COX-2,
respectivamente, exibindo 61% de homologia, pois t€m origem no mesmo ancestral
(Fosslien, 2000). A nivel estrutural, as COXs possuem varios dominios que permitem a
sua funcionalidade: de sinalizacdo péptida do terminal amino, de dimerizag¢do, de
ligacdo a membrana e catalitico. De ressalvar que é no dominio catalitico que ocorre a
interaccdo da COX com a PGG; (ou outros perdxidos lipidicos), sendo composto por

duas partes distintas.
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Uma diferenga estrutural crucial entre os locais activos da COX-1 e COX-2 ¢é
uma substituicio da isoleucina 523 na COX-1 por uma valina na COX-2. E esta
diferenca na COX-2 que faz com que s6 possa ser acedida por algumas drogas
selectivas (Simmons e col., 2004).

Actualmente, sdo varios os inibidores das COXs. No entanto, uns inibir s6 uma
ou as duas COXs, dependendo das doses (os AINEs, como a Aspirina), enquanto uma
outra geracao designada de inibidores selectivos da COX-2 (Coxibes) s6 inibe a COX-2
(figura 13).

- Efeitos pré- » Efeitos anti-

tromboticos trombéticos
* Menor . Mgigr
toxicidade Gl toxicidade Gl
Celecoxibe i
Diclofenac Ibuprofeno Aspirina
Rofecoxibe Naproxeno

Figura 13 — Espectro e actividade biol6gica dos inibidores da COX. Cada agente tem um potencial efeito
diferente na sintese de PGI2 e tromboxano.
Fonte: Adaptado de Mukherjee, 2002.

2.2. Os inibidores da COX-1

Em 1971, John Vane descreveu que a aspirina e outras drogas anti-inflamatdrias
ndo esterdides (AINEs), inibiam a actividade da enzima prostaglandina G/H sintase
(PGHS), também denominada de ciclooxigenase. Desde a original descoberta de Vane,
a COX tem sido ligada a determinados processos fisiologicos e patolégicos (atrds
referidos), e a sua inibi¢do pelos AINEs reduz sintomas associados a varios processos
inflamatérios (Vane, 1971). Com efeito, os AINEs tém sido a classe de drogas mais
requisitadas no advento da farmacoterapia.

Contudo, como a maioria dos farmacos, os AINEs nao sao livres de riscos.
Alguns dos seus efeitos — dispepsia, gastrites, ulceras pépticas, hemorragias
gastrintestinais, ataque hemorragico, ulceras de perfuracdo gastroduodenal — sdo

defeitos que envolvem a alteracdo da integridade da mucosa intestinal. Mais ainda, os

45



INTRODUCAO

AINEs também afectam negativamente o tratamento das ulceras (Wolfe e col., 1999).
Assim, a COX-1 € necessdria a manutencdo dos niveis basais de PGs que protegem a
mucosa géstrica. J4 a producdo de PGs em processos inflamatérios e de mitogénese
ocorre especialmente por accdo da COX-2 (Williams e col., 1999). Consequentemente,
os efeitos adversos dos AINEs foram associados somente a inibi¢io da COX-1 na
mucosa gastrica, enquanto os efeitos anti-inflamatorios, antipiréticos e anti-analgésicos
foram associados a inibi¢ao da COX-2.

A isoforma COX-1 € expressa na maioria das células, originando uma producao
homeostatica de prostaglandinas, que mantém a integridade da mucosa intestinal, assim
como do fluxo sanguineo renal. Também é expressa nas plaquetas e medeia a produgdo
de tromboxano A;, que € um potente activador da agregacao plaquetar.

Os AINEs (e a aspirina) tém mostrado actividade promissora na prevengao do
cancro, interferindo com a sintese das prostaglandinas pela inibicao da COX, a chave de
efeitos terapéuticos e secundarios (figura 14). Os AINEs inibem o crescimento de
cancro em células in vitro, inibindo a formac¢do de tumores em roedores induzidos por
carcinogénios. Contudo, os efeitos colaterais dos AINEs limitam o seu potencial como

agentes quimiopreventivos de tumores (Stark e col., 2001).

2.2.1. O acido acetilsalicilico (AAS)

O 4cido acetilsalicilico € um anti-inflamatério ndo esteréide também designado
por acido 2-acetiloxibenzdico, acetilsalicilato e aspirina. A férmula empirica € CoHgO4 €
tem um peso molecular de 180,157 g/mol (figura 14). O 4cido acetilsalicilico € uma das
drogas mais utilizadas, com um consumo médio de 30 gramas por individuo, em paises
industrializados (Amann e col., 2002). O dacido acetilsalicilico ¢ uma droga usada
frequentemente como analgésico (alivio de dores), como antipirético (redugdo da febre)
e como anti-inflamatorio. O d4cido acetilsalicilico tem igualmente um efeito
antiagregante, ou anticoagulante, inibindo a via do tromboxano A;, que em
circunstancias normais contribui para reparar danos nos vasos sanguineos (Lewis, e col.,

1983).
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Figura 14: Representacdo da estrutura quimica do 4cido acetilsalicilico.
Fonte: Tesei e col., 2008.

i) Propriedades farmacodindmicas

O AAS inibe irreversivelmente a COX-1 e modifica a actividade enzimadtica da
COX-2. Em condi¢des normais, a COX-2 produz prostandides; no entanto, quando
inibida pelo AAS, ocorre modificacio da COX-2, levando a produzir lipoxinas
(Warnere col., 2002). Assim, o AAS tem a capacidade de suprimir a producdo de
prostaglandinas e de tromboxanos. O AAS actua como um agente de acetilagdo onde
um grupo acetil se une covalentemente a um residuo de serina no local activo da enzima
COX. Isto faz com que o AAS seja diferente de outros AINEs (tal como o diclofenac e
o ibuprofen), que sdo inibidores reversiveis (Tohgi e col., 1992).

O uso a longo prazo de AAS em baixas doses obstrui irreversivelmente a
formacdo de tromboxano A, nas plaquetas, produzindo um efeito inibitério na
agregacdo plaquetar. Esta propriedade anticoagulante faz com que este composto tenha
uma enorme utilidade na reducd@o da incidéncia de ataque cardiaco. Com efeito, sabe-se
que 40 mg de AAS por dia podem inibir uma grande por¢ao da libertagdo maxima de

tromboxano A, de forma aguda, sem afectar grandemente a sintese de prostaglandina I,

(Tohgi e col., 1992).

ii) Propriedades farmacocinética
O 4cido acetilsalicilico € hidrolisado no estobmago e no sangue a acido salicilico
e a 4cido acético, sendo o tempo de meia-vida biolégico apenas de 20 minutos. O 4cido
salicilico € fracamento solivel nas condi¢des dcidas do estdomago, o que pode levar a
atrasos na absorc¢ao de altas doses (de 8 a 24 horas). Além disso, como o pH no intestino
¢ mais elevado, o AAS ¢ rapidamente absorvido pelo aumento da drea de absor¢ao

(Ferguson e col., 1970; Levy e col., 1972).
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Aproximadamente 50-80% do salicilato no sangue estd ligado a proteinas,

enquanto o restante permanece activo no estado ionizado; a ligacdo a proteinas €
dependente da concentragdo. O volume de distribuicdo é de 0.1-0.2 1/kg (Levy e col.,
1972).
O salicilato é metabolizado no figado, mas a principal via de eliminacdo € a renal
(Hartwig-Otto e col., 1983). A eliminagdo renal é em &cido salicilico livre e metabdlitos
conjugados: 75% na forma de dcido salicildrico; 15% na forma de glucurénicos; 10% na
forma de 4cido salicilico.

Quando pequenas doses (menos de 250 mg/adulto) sdo ingeridas, o tempo de
meia vida de eliminacdo ¢ de aproximadamente 2 a 4,5 horas. Quando sdo ingeridas

doses mais elevadas de salicilato (mais de 4 g), ocorrem tempos de meia vida muito

mais longos (15-30 horas) (Chyka e col., 2007).

2.2.2. Estudos de potencial efeito anti-tumoral do acido acetilsalicilico

O papel do AAS em reduzir a incidéncia de muitos tipos de cancro tem sido
intensamente estudado. Em diversos estudos, o uso de AAS nao reduziu a incidéncia de
cancro da préstata. Os seus efeitos no cancro pancredtico sio dispares. Schernhammer e
col. (2004), encontraram um aumento estatisticamente ignificativo no risco de cancro
pancredtico com AAS, em mulheres. Larsson, em 2006, publicou uma meta-anélise em
que ndo encontava nenhuma evidéncia entre o AAS e outros AINEs associados ao
aumento do risco da doenca. A droga pode ser eficaz na redugdo do risco de vdrios
cancros, incluindo o colén (Thun e col., 1991; Chan e col., 2004; Chan e col., 2005) e o
pulmdo (Caine e col., 2002; Van Dyke e col., 2008). O seu efeito preventivo em
adenocarcinomas pode ser explicado pela inibi¢do expressdao da COX-2 (Wolff e col.,
1998).

Num artigo publicado em 2009 por Imaeda e colegas, verificou-se que o AAS
pode impedir danos no figado que eram causados por doses excessivas de
acetominofeno. Este composto induz hepatoxicidade e morte celular por um aumento de
TRLY, que por sua vez, activava uma cascata inflamatdria, envolvendo a pro-IL-1p e a
pro-IL-18. O AAS teve um efeito protector nos hepatdcitos porque conduziu a um "
abaixamento de citocinas" proinflamatorias.

N3ao existem dados sobre o efeito do AAS no tumor da bexiga.
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2.3. Inibidores selectivos da COX-2 (Coxibes)

Para minimizar os efeitos dos AINEs, e maximizar os potenciais terapéuticos na
inibi¢cdo da actividade da COX-2, foram desenvolvidos inibidores selectivos da COX-2,
apelidados abreviadamente de Coxibes. Esta hipétese inicial muito simplista (COX-1
boa — COX-2 mau), revela-se na pratica bem mais complexa do que originalmente se
pensou (Yong e col., 2007).

O desenvolvimento dos Coxibes permitiu pois colmatar as deficiéncias
originadas pelos AINEs ao nivel gastrointestinal. Assim, apesar de ambos 0s grupos
inibirem a prostaglandina sintase G/H, a enzima que catalisa a reaccdo do &4cido
araquidénico em prostaglandinas e tromboxano, sabe-se que os AINEs inibem as duas
isoformas da COX, enquanto os coxibes sdo especificos na inibicdo da COX-2 (Wood e
col., 2001).

O principal objectivo no desenvolvimento de novos AINEs ¢é atingir uma melhor
tolerancia géstrica e reduzir a incidéncia de disfuncao renal e plaquetar (Fosslien, 2000).
Assim, modificagdes quimicas da estrutura molecular de AINEs ndo selectivos tém
conduzido a compostos que selectivamente inibem a COX-2 (Ledro Cano e col., 1999).
Por outro lado, a COX-2 produz prostaglandinas nos locais de inflamag¢do, como a PGI,,
que € um vasodilatador e inibidor da agregacdo plaquetar. Inibidores selectivos da
COX-2 ndo tem efeito na produgdo de tromboxano A, mas, uma vez que inibem a
producdo de PGI,, podem alterar o balanco natural entre o pré-trombético tromboxano
A, e o antitrombdtico PGI,, o que poderd estar relacionado com o aumento de eventos
trombdlicos cardiovasculares (Mukherjee, 2002). Com efeito, varias pesquisas apontam
para um efeito cardioprotector da COX-2 em potencial detrimento dos inibidores da
COX-2 (Mukerjee, 2002). Inibidores da COX-2 tém sido associados a um aumento da
pressdo sanguinea, levando ao desenvolvimento de hipertensao (Mukerjee, 2002).

As citocinas de inflamagdo primdria (como o TNF-a, a IL-low e a IL-1B)
induzem o gene da COX-2 de forma a ser produzida COX-2 que, por sua vez, sintetiza
PGs pré-inflamatérias. A COX-2 é altamente induzivel por citocinas pro-inflamatorias e
factores de crescimento nos locais de inflamacdo, onde a enzima sintetiza PGs pro-
inflamatérias envolvidas na inflamagdo, febre e dor. A IL-1f tem sido detectada
juntamente com a COX-2 ao longo da base de ulceras gastricas em ratos, mas ndo no

tecido adjacente intacto. A expressdo da COX-2 em culturas celulares da base de dlceras
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¢ reduzida pelo bloqueio da IL-1f, indicando que é responsavel pela indugdo da COX-2
no aparecimento da ulcera (Fosslien, 2000).

Outras citocinas pré-inflamatdrias, como o factor alfa de necrose tumoral (TNF-
a) e o factor de crescimento transformante beta 1 (TGF-f3), também influenciam a ac¢éo
da COX-2 no aparecimento de ulceras géstricas em modelo de rato. Tal como a IL1-3,
estes factores também sé aparecem juntamente com a COX-2 na base da ulcera e ndo no
tecido adjacente intacto, indicando que o TNF-o e o TGF-B induzem a COX-2
(Fosslien, 2000).

Uma das PGs produzidas em doses elevadas em ambientes de tumor € a PGE,,
que se pensa desempenhar um importante papel na progressao do cancro.
Inibidores selectivos da COX-2 estdo constantemente sob estudo para avaliar o seu
potencial papel em prevenir o cancro da préstata em pacientes de alto risco, ou
recorréncia ao cancro da bexiga. Varios estudos suportam o conceito que inibidores da
COX-2 reduzem o risco em varios cancros. Especificamente, o celecoxibe demonstra

capacidade de regressao de pdlipos (Basler e col., 2004).

2.3.1. O Celecoxibe

O celecoxibe é um coxibe quimicamente designado por 4-[5-(4-metilfenil)-3-
(trifluorometil)-1-H-pirazol-1-il] benzenossulfonamida, e ¢é um pirazole diaril
substituido. A férmula empirica é C7H4F;0,S e tem um peso molecular de 318,38

(figura 15).
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Figura 15 — Representagdo da estrutura quimica do celecoxibe.
Fonte: Hood e col, 2003.
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O celecoxibe é um farmaco selectivo para COX-2, evidenciando accdes anti-
inflamatorias, analgésicas, e actividades antipiréticas em modelos animais. O
mecanismo de ac¢do € a inibi¢do da sintese das prostaglandinas, primariamente pela via
da inibicdo da Ciclooxigenase-2 (COX-2), e que em concentragdes terapéuticas em
humanos ndo inibe a isoenzima Ciclooxigenase-1 (COX-1). Encontra-se no mercado
com o nome CELEBREX® e tem como principais indicacdes terapéuticas: alivio
sintomdtico da osteartrose e da artrite reumatdide; administragcdo da dor aguda em
adultos; tratamento primdrio de dismenorreia e reduzir o nimero de polipos colorectais

em polipos adenomatosos familiais (Familial Adenomatous Familial - FAP).

O celecoxibe nao é mutagénico (teste de Ames) nem carcinogénico. Este dado foi

testado para doses acima de 200 mg/kg em ratos machos e 10 mg/kg em ratos fémeas.

i) Propriedades farmacodindamicas

O Celecoxibe pertence ao grupo farmacoterapéutico dos inibidores selectivos da
COX-2. Esta provado cientificamente que t€m actividade inibitdria selectiva da COX-2
no intervalo de doses terapéuticas (200-400 mg por dia), ndo se observando inibi¢do
estatisticamente significativa da COX-1 neste intervalo.

A COX-2 encontra-se também envolvida na ovulagdo, na implantagdo e no
encerramento do canal arterial, regulacdo da fungdo renal e funcdes do sistema nervoso
central. O celecoxibe reduz a formagdo de prostaciclina sistémica (e possivelmente

também da endotelial) sem afectar o tromboxano das plaquetas.

ii) Propriedades farmacocinéticas

O celecoxibe, pela sua natureza quimica, € bem absorvido, atingindo a
concentracdo plasmdtica méaxima apds cerca de 2-3 horas (tabela 2). O farmaco
apresenta, no intervalo de doses terapéuticas, uma farmacocinética independente da
dose e do tempo e dependente do tipo de individuo (figura 16). Em concentragdes
plasmdticas terapéuticas, a ligacdo as proteinas plasmadticas (preferencialmente a
albumina e menos quantidade a glicoproteina a;) é cerca de 97%, e o fairmaco ndo se
encontra ligado preferencialmente aos eritrécitos. A baixa solubilidade da droga
prolonga a absor¢do levando a um tempo de semi-vida de eliminagdo de 8-12 horas. As

concentracdes plasmdticas no estado estaciondrio sdo atingidas apds cinco dias de

tratamento. A propriedade farmacoldgica reside no préprio farmaco, ja que os principais
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metabolitos encontrados na circulacdo nio apresentam qualquer actividade inibitéria da
COX-1e COX-2.

O celecoxibe € eliminado preferencialmente pelo metabolismo hepatico com
pequenas (<3%) alteracdes da droga na urina e fezes. Aproximadamente 57% da dose é

excretada nas fezes e 27% na urina.

Tabela 2: Propriedades farmacocinéticas e interacgdes medicamentosas do Celecoxibe.

Caracteristicas Celecoxibe
Biodisponibilidade oral (%) 22-40

Tempo para a mdxima concentracdo plasmaética (horas) | 2-4

Tempo meia vida de eliminagdo (horas) Aproximadamente 11
Volume de distribui¢dao (mL) 455+166

Ligacao a proteinas plasmaticas (%) >97

Oxidagdo pelo citocromo

Principal caminho no metabolismo hepatico
P-450 2C9, 3A4

Interac¢do com inibidores do citocromo P450 Sim

o Aumento da  pressdo
Interac¢do com anti-hipertensores
sanguinea

Influéncia na funcao renal Baixa em 43% (AUC)

Fonte: Adaptado de Wood e col., 2001.
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Caracteristicas Caracteristicas Caracteristicas do
farmacocineticas do farmacodinamicas individuo
farmaco {ex: tempo (ex: selectividade (factores de risco)

meia vida) COX-2)

l | l

Dosede _y,  Concentracio ——p Efeitos _j, Resultado

Celecoxib plasmatica _ biolég_icos clinico
T T indesejados T
Variabilidade Variabilidade Variahiliclade
entre entre entre
individuos individuos individucs

Figura 16 — Factores que podem influenciar a selectividade clinica e seguranga do Celecoxibe em cada
individuo.
Fonte: Adaptado de Wood e col., 2001.

2.4. Estudos de potencial efeito anti-tumoral dos Coxibes

Para além do seu uso como anti-inflamatorios, os AINEs tém mostrado uma
redugdo no risco de certos cancros. No entanto, a questdo permanece intacta: quais sao
os mecanismos envolvidos nesses efeitos benéficos? Desde 1994 que niveis de COX-2
aparecem sobre regulados em vérios epitélios tumorais, como na mama, estdmago,
pancreas, bexiga, pulmdes e prdstata. Tendo em conta que um dos mecanismos
primdrios de ac¢do dos AINEs € a inibi¢do da COX-1 e da COX-2, foi inicialmente
postulada a hipétese de que os efeitos benéficos serem, em parte, mituos, muito por
forca da inibicdo também de COX-2 no micro-ambiente do tumor. Com base nesta
hipdtese, varias manipulagdes genéticas, farmacoldgicas e moleculares, t€ém “travado” a
actividade e a expressdo da COX-2, diminuindo a formac¢do de tumores em modelos
animais e humanos. Assim, demonstra-se que a COX-2 ¢ um alvo benéfico na inibi¢ao
da progressdao tumoral, tendo a COX-2 um importante papel na progressdo do tumor.
Contudo, os AINEs e coxibes também afectam outros alvos “nao-COXs”, que podem

ter alguns efeitos quimiopreventivos (Young e col., 2007).
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A COX-2 estd relacionada com a regulacdo tumoral, associando-se a
angiogénese, modulacio do sistema imunitério, regulacdo da migracao/invasdo celular e
inibicdo da apoptose. Existem outros produtos da via da COX-2, como o
malondialdeido, que directamente forma aductos no ADN, resultando em muta¢des que
podem dar inicio a um processo carcinogénico. Todos estes efeitos estimulam a
progressdo tumoral e ajudam a explicar o papel pré-neoplasico da COX-2 (Young e
col., 2007).

Uma das PGs produzidas em doses elevadas em ambientes de tumor é a PGE,,
que se pensa desempenhar um papel importante na progressao do cancro. Inibidores
selectivos da COX-2 estdo constantemente sob estudo para avaliar o seu potencial papel
em prevenir o cancro da prdstata em pacientes de alto risco, ou recorréncia ao cancro da
bexiga. Varios estudos suportam o conceito que inibidores da COX-2 reduzem o riso
em vdarios cancros.

Tem sido sugerido que os inibidores da COX-2 tém efeitos anti-neopldsicos em
culturas celulares e modelos de tumor em animal, onde tipicamente sdo usadas
concentracdes que excedem as dosagens de tratamento em condicdes de tratamentos
inflamatérios. Foi descoberto que uma concentracio minima de 40-60 pM de
Celecoxibe € requerida para inibir a expressdo da proteina anti-apoptdtica survivina,
estimulando a apoptose em culturas celulares de glioblastoma. Estudos recentes tém
indicado que o tratamento celular com celecoxibe estd ligado a resposta do stresse no
reticulo endoplasmatico (ESR) (Pyrko e col., 2007).

Quando os efeitos anti-tumor do celecoxibe sdo estudados em culturas celulares
in vitro sdo normalmente requeridas concentracdes na ordem dos 30-100 uM de modo a
inibir substancialmente o crescimento ou inducdo de apoptose em células tumorais
(Pyrko e col., 2007).

Tem sido verificado que uma alta expressdo da COX-2 e prostaglandinas E(2)
(PGE(2)) demonstram um papel significantivo na tumorogénese do célon, pulmoes,
peito, bexiga e cancro de pele e varios tipos celulares.

Eis alguns dos tumores nos quais a COX-2 tem sido implicada:

Neoplasias do colon rectal
Muitas descobertas tem mostrado que o maior efeito anti-carcinogénico ocorre
pela inibicdo da COX-2. Serd importante referir que 0 mARN da COX-2, mas ndo da

COX-1, e a sua proteina se encontram elevados nos neoplasmas do célon rectal
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humano. A COX estd aumentada 2 a 5 vezes em 85 a 90% dos casos (Smalley e col.,
1997). Os tumores maiores produzem significativamente mais COX-2 que o pequenos
tumores. Mais importante, os tumores profundos e invasivos, mas ndo as metastases,
estdo associados a altos niveis de COX-2 (Fujita e col., 1998). A expressdao da COX-2 é

particularmente mais evidente em tumores com extensdo nos ndédulos linféticos.

ii) Cancro da mama

In vitro a expressdao da COX-2 € alta em cancro metastatico e altamente invasivo
nas linhas celulares MDA-MB-231. Em contraste, € muito mais baixo em cancros da
mama invasivos dependentes de estrogénio nas linhas celulares MCF-7 (Liu e col.,
1996). Uma expressao alta da COX-2 leva a sintese e libertacdo de substancias que

induzem a expressao da COX-1 nas células estromais adjacentes (Fosslein, 2000).

iii) Cancro do pulmao

O mARN da COX-2 ¢é expresso no carcinoma do pulmd@o, mas mais em
adenocarcinomas que em carcinoma de células escamosas. Para além disso, a COX-2
foi detectada em epitélios alveolares atipicos que sao considerados precursores malignos

nos pulmdes (Fosslein, 2000).

iv) Cancro hepatocelular

A expressdo primdria no cancro do figado pode estar relacionada com a
diferenciacdo tumoral. Pela técnica de imunomarcagdao da COX-2, verificou-se que era
mais alta em tecidos cancerigenos que nos correspondentes tecidos ndo cancerigenos
(Koga e col., 1999). Em 2007, Fantappi¢ e seus colaboradores descobriram que o
celecoxibe induz a libertacio do citocromo c, activacdo das caspases 9 e 3, e

eventualmente, apoptose em células com cancro hepatocelular.

v) Cancro da pele
O método de imunomarcacdo usado em biopsias de carcinoma celular escamoso
de pele, mostrou um grande aumento na coloracao da proteina COX-2 comparada com a

pele ndo exposta ao sol (Buckman e col., 1998).
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vi) Cancro gdstrico
Tém sido reportadas descobertas de elevados niveis de COX-2 em tumores
gastrintestinais. No entanto, ndo existe correlacdo entre a sua expressdo e a histologia.

Mais ainda, os seus niveis nos tumores sdo significativamente correlacionados com os

parametros tumorais na classificagdio TNM, mas nao pelos parametros histopatologicos

(Fosslein, 2000).
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Estudos epidemiolégicos tém mostrado que compostos anti-inflamatérios nao
esterdides (AINEs) talvez possam desempenhar um papel importante na prevencio de
tumores no homem. O aparecimento de elevadas concentracdes de prostaglandinas,
sobretudo de prostaglandina E,, em zonas de lesdo neoplésica, reforca aquela ideia. Um
nimero de estudos pré-clinicos tem sugerido que a inibicao da ciclooxigenase-2 (COX-

2) tem um efeito anti-tumoral no célon, pele e mama, em modelos animais.

Os Celecoxibes (inibidores selectivos da COX-2) sao anti-inflamatérios nao
esterdides, que tem como principais indicacdes terapéuticas o alivio sintomdtico em
processos inflamatérios, nomeadamente na osteartrose ou da artrite reumatéide, mas que

tém apresentado importantes efeitos anti-tumorais em outros carcinomas.

O 4cido acetilsalicilico € um anti-inflamatério ndo esteréide que inibe a COX-1,
e tem como indicacdes terapéuticas o alivio da dor (analgésico), a reducao da febre
(antipirético) e anti-inflamatorio. Porém, tem sido associado a uma redug¢do do
desenvolvimento tumoral. Este farmaco € inibidor da COX-2, mas somente em doses

elevadas.

Assim, pelas caracteristicas que apresentam, nomeadamente no que diz respeito
aos mecanismos de acg¢des selectivos, os Celecoxibe e 0 AAS poderdo ser farmacos com
potencial efeito preventivo e/ou curativo/regressivo do desenvolvimento do carcinoma

da bexiga.

Neste contexto, o objectivo do presente estudo consistiu em avaliar as
potencialidades destes farmacos na inibicdo do desenvolvimento na progressdao do
carcinoma da bexiga em ratos, induzido por um agente carcinogénico (uma

nitrosamina). Foram estabelecidas trés fases:

1. Caracterizagdo e validacdo do modelo de carcinoma de bexiga induzido por
nitrosamina em rato Wistar macho;

2. Avaliacdo da capacidade do celecoxibe na prevencdo e/ou regressdo do
desenvolvimento do carcinoma da bexiga em rato.

3. Avaliacdo da capacidade do d4cido acetilsalicilico na preven¢ao do

desenvolvimento do carcinoma da bexiga em rato.
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Para tal, foi idealizado um protocolo experimental com os seguintes grupos em

estudo:

g
=
=

Grupo Controlo — sumo de laranja, por via oral.

Grupo BBN — nitrosamina (0,05% na dgua de bebida).

Grupo Celecoxibe (CEL) — 10 mg/Kg/dia, dissolvido em sumo de laranja, por
via oral.

Grupo Preventivo BBN/Celecoxibe (CEL-10 P) — nitrosamina (0,05% na dgua
de bebida) e celecoxibe (10 mg/ Kg/dia), por via oral. Ambos em simultineo.
Grupo Preventivo BBN/Celecoxibe (CEL-1 P) — nitrosamina (0,05% na agua
de bebida) e celecoxibe (1 mg/ Kg/dia), por via oral. Ambos em simultaneo.
Grupo Curativo BBN/Celecoxibe (CEL-10 C) — nitrosamina (0,05% na dgua
de bebida) e celecoxibe (10 mg/ Kg/dia), por via oral. Primeiro BBN e depois
Celecoxibe.

Grupo AAS (AAS) — 250 mg/Kg/dia, dissolvido em sumo de laranja, por via
oral.

Grupo Preventivo BBN/AAS (AAS-250 P) — nitrosamina (0,05% na 4gua de
bebida) e AAS (250 mg/ Kg/dia), por via oral. Ambos em simultaneo.

Grupo Preventivo BBN/AAS (AAS-25 P) — nitrosamina (0,05% na dgua de
bebida) e AAS (25 mg/ Kg/dia), por via oral. Ambos em simultaneo.

Foi escolhido um periodo experimental de 20 semanas (de acordo com a

literatura), sendo que as primeiras 8 semanas servem de periodo de administracdo do

carcinogénico (para induc¢do tumoral), enquanto que as restantes 12 semanas

correspondem ao periodo para manifestacdo das alteracdes.

Para cada um dos grupos foram avaliados diversos parametros relacionados com a

hemodinamica e funcdes cardiaca, renal e hepdtica. Para além disso, foi feita uma

caracterizacdo (quantificacdo e qualificacdo) dos carcinomas da bexiga e doseados

alguns indicadores/marcadores para avaliacdo dos mecanismos celulares e moleculares

envolvidos nas possiveis alteracdes. Os parametros em causa foram os seguintes:
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I - Parametros de caracterizacio geral, bioquimica e hemodinamica
1 — Medicao do peso corporal e da quantidade de BBN e dgua ingerida.
2 — Determinagao de parametros de avalia¢do da fungdo cardiaca
— Pressodes arteriais e frequéncia cardiaca
— Massas cardiaca e ventricular esquerda
3 — Avaliacdo bioquimica da funcao renal
— Concentragdes séricas de creatinina, azoto ureico e acido urico
— Massa renal
4 — Avaliagdo bioquimica da fun¢do hepatica
— Actividade da TGO e da TGP
— Massa hepatica
5 — Avaliac@o do perfil lipidico
— Colesterol total, triglicéridos, colesterol-HDL e colesterol-LDL
— Razdes entre colesterol total e colesterol das lipoproteinas
6 — Pardmetros de trofismo
— Medi¢ao das massas do coragdo, do ventriculo esquerdo, dos rins e do figado
— Relagdes destes 6rgdos com o peso corporal do animal
7 — Parametros hemorreolégicos
— Plaquetas
— Eritrdcitos
— Reticuldcitos

— Leucocitos
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IT - Caracterizacao histomorfolégica do carcinoma da bexiga
1 — Avaliagao do perfil macroscopico
2 — Avaliacao do perfil microscépico

3 — Avaliacao quantitativa

III — Avaliacao de factores tumorais, inflamatorios e de equilibrio oxidativo
1 — Factor de crescimento tumoral beta (TGF-f3)

2 — Facto de necrose tumoral alfa (TNF-ot)

3 — Proteina C reactiva (PCR)

4 — Interleucina 1 beta (IL-1P)

5 — Peroxidagao lipidica (MDA)

6 — Capacidade antioxidante total (TAS)

7 — Nitrotirosina (3-NT)
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1. Animais e dieta: protocolo do estudo

1.1. Animais e acondicionamento

Neste estudo foram usados ratos machos de estirpe Wistar (n=67), adquiridos ao
biotério Charles-River (Barcelona, Espanha) e mantidos cuidadosamente durante o
estudo no Instituto da Farmacologia e Terapéutica Experimental da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra, segundo as normais legais e éticas em vigor

(figura 17a, 17b e 17c¢).

£ 0 Jdavy -
. .‘.Jrl-.;{,;"g;é.:.,

Figura 17 — Fotografias ilustrativas das condi¢cdes de acondicionamento dos ratos: em armario com
temperatura e humidade controladas (a), em gaiolas apropriadas (b e c).

Quando chegaram ao Instituto, os ratos tinham 8 semanas de idade e um peso
médio entre 250 e 305 gramas. Durante todo o estudo, os ratos foram mantidos em
gaiolas apropriadas (trés ratos por gaiola), num armdrio com temperatura controlada

(22°C), e sujeitos a ciclos de luz/escuriddo de 12 horas (figura 17).
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A alimentagdo consistiu numa dieta sintética apropriada (A04, SAFE, Augy,
Franca) fornecida ad libitum. Relativamente a bebida, seis grupos foram mantidos com
acesso a uma solu¢do de BBN (a 0,05% em &gua), enquanto os outros trés tiveram

acesso a agua destilada, também ad libitum.

Grupos em estudo
Ap6s um periodo de adaptacdo dos animais ao meio, os ratos foram divididos
em fungcdo dos seus pesos em quatro grupos, sujeitos as seguintes dietas e

procedimentos figural8:

i) grupo Controlo
Grupo de 6 ratos aos quais foi disponibilizada uma dieta sintética e agua
destilada, ambos ad libitum, sendo ainda administrado sumo de laranja por via oral

(veiculo), durante 20 semanas.

ii) grupo carcinogénio (BBN)
Grupo de 12 ratos aos quais foi disponibilizada uma dieta sintética, e como
bebida uma solu¢do de BBN (a 0,05%) durante as primeiras oito semanas € no restante

periodo de tempo (até as 20 semanas) agua (ad libitum).

iii) grupo Celecoxibe (CEL)

Grupo de 4 ratos aos quais foi disponibilizada uma dieta sintética e dgua
destilada, ambos ad libitum, sendo ainda administrado por via oral 10 mg/kg/dia de
Celecoxibe (Celebrex®, Pfizer) diluido em sumo de laranja, durante as primeiras 8

semanas, sendo depois substituida por dgua até as 20 semanas.

iv) grupo Celecoxibe (10 mg) Preventivo + BBN (CEL-10 P)

Grupo de 8 ratos aos quais foi disponibilizada, ad libitum, uma dieta sintética e
como bebida uma solu¢do de BBN (a 0,05%) nas primeiras 8 semanas e 4dgua nas
seguintes 12 semanas. Foi ainda administrado por via oral, 10 mg/kg/dia de Celecoxibe

diluido em sumo de laranja, durante as primeiras 8 semanas.

v) grupo Celecoxibe (1 mg) Preventivo + BBN (CEL-1 P)
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Grupo de 8 ratos aos quais foi disponibilizada, ad libitum, uma dieta sintética e
como bebida uma solu¢do de BBN (a 0,05%) nas primeiras 8 semanas e dgua nas
seguintes 12 semanas. Foi ainda administrado, por via oral, 1 mg/kg/dia de Celecoxibe

diluido em sumo de laranja, durante as primeiras 8 semanas.

vi) grupo BBN + Celecoxibe (10 mg) Curativo (CEL-10 C)

Grupo de 8 ratos aos quais foi disponibilizada, ad libitum, uma dieta sintética e
como bebida uma solu¢do de BBN (a 0,05%) nas primeiras 8 semanas e 4dgua nas
seguintes 12 semanas. Foi ainda administrado, por via oral, 10mg/kg/dia de Celecoxibe

diluido em sumo de laranja, durante as tltimas 12 semanas (num total de 20).

vii) grupo Aspirina (AAS)

Grupo de 4 ratos aos quais foi disponibilizada uma dieta sintética e agua
destilada, ambos ad libitum, sendo ainda administrado, por via oral, 250 mg/kg/dia de
acido acetilsalicilico (Aspegic®, Sanofo Aventis) diluido em sumo de laranja, durante as

primeiras 8 semanas.

viii) grupo Aspirina alta dose Preventivo + BBN (AAS-250 P)

Grupo de 8 ratos aos quais foi disponibilizada, ad libitum, uma dieta sintética e
como bebida uma solu¢do de BBN (a 0,05%) nas primeiras 8 semanas e dgua nas
seguintes 12 semanas. Foi ainda administrado, por via oral, 250 mg/kg/dia de 4cido

acetilsalicilico diluido em sumo de laranja, durante as primeiras 8 semanas.

ix) grupo Aspirina baixa dose Preventivo + BBN (AAS-25 P)

Grupo de 8 ratos aos quais foi disponibilizada, ad libitum, uma dieta sintética e
como bebida uma solu¢do de BBN (a 0,05%) nas primeiras 8 semanas € dgua nas
seguintes 12 semanas. Foi ainda administrado, por via oral, 25 mg/kg/dia de 4cido

acetilsalicilico diluido em sumo de laranja, durante as primeiras 8 semanas.
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T Ti Tf
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(Br:h:) Sem BBN (periodo apenas inducio)
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n=q | Celecoxibe (Celebrex®) 10 mgkg/dia Sem BEN (periodo apenas indugzo)
ci‘j;o P Celecoxibe (10 mg/kg/dia) + BBN Sem BBN (periodo apsnas indugic)
C(Erl'_;: P Celecoxibe (1 mg/kg/dia) + BBN Sem BBN (periodo apenas indugéo)
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Figura 18 — Diagrama ilustrativo do protocolo em estudo.

O tratamento isolado com BBN teve por objectivo confirmar a capacidade deste
carcinogénio para inducdo de tumores da bexiga, em comparagdo com o grupo controlo.
Os tratamentos conjuntos de BBN e Celecoxibe ou 4acido acetilsalicilico foram
efectuados para avaliar um potencial efeito preventivo/curativo dos farmacos nas
alteracoes induzidas pelo BBN, ou seja, avaliar o potencial efeito anti-tumoral por parte
destes dois farmacos anti-inflamatérios. O tratamento isolado com Celecoxibe e do

acido acetilsalicilico, serviram para avaliar os efeitos destes farmacos por si s6, ao nivel
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dos parametros em avaliacdo, ajudando ainda a aferir das reais capacidades preventivas
dos farmacos com o BBN. As administracdes orais dos dois fairmacos e do sumo de
laranja foram feitas através de uma canula esofdgica, sempre entre as 15 e as 16 horas,
de forma a minimizar o eventual stresse criado no animal, sendo realizada com o
maximo cuidado para ndo criar ferimentos/traumatismos que pudessem interferir com as

determinagdes em estudo.

1.2. Monitorizacao do peso corporal
Os animais foram pesados numa balancga analitica (Kern CB6K1) desde a sua
chegada e, semanalmente, durante todo o tratamento. No fim do estudo, foram ainda

registados os pesos de 6rgaos (coragdo, ventriculo esquerdo, rins e figado).

1.3. Monitorizaciao da bebida ingerida

Foi registada a quantidade de bebida ingerida ao longo das vinte semanas para
todos os grupos em estudo. Para tal, foram usados biberdes graduados como suporte

para a bebida, que era meticulosamente controlada trés vezes por semana.

2. Avaliacao das pressoes arteriais
Foram avaliadas as pressoes arteriais sistdlica (PAS), diastélica (PAD) e média

(PAM), e a frequéncia cardiaca (FC) nos nove grupos em estudo. Essa avaliacao foi
efectuada numa fase intermédia (semanas 7 a 9) e perto do final do estudo (entre as 18 e
20 semanas).

A medicao destes parametros foi efectuada na artéria da cauda do rato, pelo
método “tail cuff”, recorrendo a um esfigmomandémetro (modelo LE 5001) e uma gaiola
de contencdo adequada, provenientes da Letica (Barcelona, Espanha) (figura 19a, 19b e

19¢).
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Figura 19 — Procedimento de medicao das pressdes arteriais na artéria da cauda pelo método da “manga
insufldvel”: (a) habituacdo do rato a gaiola de conten¢do, (b) manga insufldvel e transducer na cauda e (c)
esfignomanémetro.

Para evitar grande variabilidade de resultados, foram efectuados alguns passos
para permitir a obtencad de medi¢des mais fidveis e homogéneas:

Efectuou-se uma fase de adaptacdo prévia ao estudo, dos ratos a gaiola, de forma
a reduzir o stresse associado a manutencdo do animal em condi¢des de quase total
imobilizacdo (figura 19a);

Provocou-se uma prévia vasodilatacdo dos vasos periféricos, de modo a facilitar
a acuidade da medi¢do, sendo o rato submetido a uma temperatura de 25-30°C durante
cerca de 30 minutos;

Efectuou-se um elevado nimero de medi¢des consecutivas no mesmo animal, no
sentido de rejeitar alguns valores fora do intervalo real (que resultam da conhecida

hiperactividade do animal).
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3. Colheita de sangue e recolha de orgaos
Os animais foram anestesiados com 2 mL/kg de uma solugdo 2:1 (v:v) de 50

mg/mL de cloridrato de cetamina (Ketalar®) em clorpromazina a 2,5 % (Largacti1®). 0]
sangue foi colhido da veia jugular em seringas de 5 mL, com agulhas previamente
passadas por heparina (B Braun Melsunger AG, Alemanha) para evitar coagulagcdo
instantanea durante a colheita (figura 20a e 20b).
De cada animal foram obtidos, em média, cerca de 10 mL de sangue que foram
distribuidos para realizacdo das diferentes determinagdes analiticas pretendidas:
» Tubo sem anticoagulante (BD Vacutainer®; SST" II Advance) para a obten¢do
de soro;
» Tubo com polimero de gel de K,EDTA (BD Vacutainer®; SSTII Advance)
para a obten¢do de plasma;

» Tubo com heparina-litio (Sarstedt, Monovette®) para a obtencdo de sangue total.

ApOs anestesia e recolha de sangue procedeu-se ao sacrificio dos animais. Efectuou-
se de seguida uma incisdo mediana xifo-pubica para a exposicdo dos Orgdos intra-
abdominais (figura 21a). Uma vez exposta a cavidade abdominal, procedeu-se a
identificacdo e isolamento da bexiga (figura 21b e 21d). Procedeu-se entdo a sua
recolha, assim como do figado, do coragdo e dos rins.

De forma a permitir uma preservacdo mais efectiva da bexiga, ainda antes da sua
remocdo foi efectuada uma injeccdo de formol tamponado (10%) no seu interior e

posterior encerramento sob a forma de baldo (figura 25d).

Figura 20 — Procedimentos experimentais para colheita de sangue: a) incis@o para visualizag¢do da jugular
e b) colheita de sangue.
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Os 6rgdo foram imediatamente colocados em caixas de petri que continham
solucdo de Krebs-Henseleit (pH=7,4 e 4°C) constituida por: CaCl, (2,5 mM), D-glucose
(11 mM), KC1 (4,8 mM), NaCl (118 mM), NaEDTA (0,03 mM), MgSO;4 (1,2 mM),
KH,PO4 (1,2 mM), NaHCO;3; (24 mM) e 4cido ascérbico (0,06 mM). Essa solugdo
permite a conservagdo enquanto se procede a limpeza dos tecidos e eliminacdo das
gorduras adjacentes. De seguida, procedeu-se a sua pesagem e divisdo em aliquotas para
os diferentes fins: estudo bioquimico (congelados mediante a técnica de freeze-
clamping em azoto liquido e posterior conservagdo a -80°C) e estudo histolégico
(conservados em formol tamponado a 10%).

Em alguns animais foi ainda possivel recolher urina para futura realizacdo de

exame citolégico urindrio.

Figura 21 - Fotografias representativas de a) uma incisdo mediana xifo-puibica, b) identificagdo da
bexiga, d) ampliacdo pormenorizada de b), e c) extrac¢do da bexiga depois do formol injectado no seu
interior.

70



MATERIAL E METODOS

4. Determinacao de alguns indicadores de trofismo
A nivel cardiaco, foram registadas as massas do coracdo e do ventriculo

esquerdo, com o intuito de estabelecer um conjunto de relagcdes que nos pudessem
indicar alteracdes de trofismo: a relacio massa cardiaca/massa corporal; massa
ventricular esquerda/massa corporal e massa ventricular esquerda/massa cardiaca.
Foram também pesados os rins e o figado, de forma a estabelecer as relacdes massa
figado/massa corporal e massa renal/massa corporal, para averiguar possiveis alteracoes

de trofismo a nivel hepético e renal, respectivamente.

5. Perfil bioquimico
Foram efectuadas diversas determinagdes bioquimicas (a partir de amostras de

sangue total, de soro e de plasma) para avaliacdo da func¢do renal, da funcio hepdtica, do
perfil lipidico e do hemograma. A tabela 3 descreve de forma esquemadtica e sumaria as

metodologias subjacentes as determinagdes bioquimicas efectuadas.
Foram ainda calculados indices especificos que podem traduzir alteracdes de

caracter displipidémico/aterogénico: Col-LDL/Col-Total, Col-Total/Col-HDL e Col-
LDL/Col-HDL.
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6. Hemograma
Foram avaliados diversos indicadores hematoldgicos nos ratos dos 9 grupos em

estudo, designadamente a diferentes niveis:

Plaquetar
O numero de plaquetas (PLT), o plaquetdcrito (PTC), o volume plaquetar médio

(VPM) e a distribuicdo da forma das plaquetas (PDW).

Globulos brancos (leucocitos)

O ndmero total de glébulos brancos (GB).

Globulos vermelhos (eritrocitos)

O ntimero de glébulos vermelhos (GV), a concentracdo de hemoglobina (HGB),
o hematdcrito (HCT), o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular
média (HCM), a concentragcdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e a

distribuicao da forma dos glébulos vermelhos (RDW).

7. Estudo histomorfolégico da bexiga

7.1. Processamento das amostras para histopatologia

Todas as amostras foram processadas segundo 0 mesmo protocolo:
¢ Fixagdo em formol tamponado a 10%, até 24 horas;
e Transferéncia dos tecidos para cassetes histoldgicas;
¢ Inclusdo em parafina segundo as seguintes normas:
e Formol tamponado a 10% I, durante 120 minutos;
¢ Formol tamponado a 10% II, durante 120 minutos;
e Alcool etilico 80%, durante 90 minutos;
e Alcool etilico 96%, durante 90 minutos;
e Alcool etilico 96%, durante 90 segundos;
e Alcool etilico 100%, durante 90 minutos;

e Alcool etilico 100%, durante 90 minutos;
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e Xilol I, durante 90 segundos;

e Xilol II, durante 90 segundos;

e Xilol III, durante 90 segundos;

e Paraplast I, durante 105 minutos;

e Paraplast I, durante 105 minutos.

O meio de inclusdo usado (Paraplast) apresentava um ponto de fusdo entre 55 e
57°C. A inclusio foi realizada de forma automatica numa mesa de inclusiao de tecidos
(Shandon, Histocentre 2). Os blocos de parafina foram efectuados nessa bancada de

inclusdo (Anderson e Gordon, 1996).

7.2. Obtencao das seccoes

Os blocos de parafina (Paraplast), foram cortados num micrétomo rotativo,
(Micrétomo tipo Minot, Leica, Modelo RM 2135) onde se aplicaram laminas
descartaveis R35 e S35 (Feather).

Cada bloco de tecido vesical foi seccionado no sentido do comprimento do
orgdo, obtendo-se secgdes seriadas de 4 um para aplicacao das diferentes técnicas. De
seguida, os cortes foram colocados em banho-maria a 37°C, com o objectivo de serem
estendidos e recolhidos sobre laminas de vidro desengorduradas e previamente
revestidos com substancias adesivas:

e Albumina glicerinada de Mayer — adesivo utilizado nas preparagdes para

processamento de rotina, coradas com H&E.

e Poli-L-lisina — adesivo utilizado nas preparagdes para imunohistoquimica.

Finalmente, as preparagdes foram colocadas numa estufa a 37°C durante cerca de 12

horas.

7.3. Técnicas histologicas: H&E
A aplicagdao de solucdes corantes foi precedida da desparafinacdo com xilol,
seguida de hidratagdao (com élcool a 100%, alcool a 96% e agua, sucessivamente) dos

cortes histolégicos. Depois de processadas as diversas coloragdes, deu-se lugar ao
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processo inverso da hidratacio (com dgua, dlcool a 96% e élcool a 100%,

sucessivamente).

7.3.1. Hematoxilina-Eosina

Nesta marcagdo, destinada a avaliar as caracteristicas bdsicas estruturais da
bexiga, foi utilizada como solu¢@o corante nuclear, a Hematoxilina de Harris (coloracao
azul do nicleo) e como corante do citoplasma a Eosina aquosa (coloracao rosa do
citoplasma) (Stevens e Wilson, 1996).

A técnica consiste nos seguintes passos:
e Desparafinar em xilol, durante 10 minutos, duas vezes;
¢ Hidratar em dlcoois de graduagdo decrescente, durante 5 minutos cada;
e Lavar em dgua corrente, durante 10 minutos;
e Mergulhar em Hematoxilina Harris, durante 2 minutos;
e [avar em dgua corrente, durante 10 minutos;
e Mergulhar em Eosina 1%, durante 1 minuto;
e Desidratar em dlcoois de graduacao crescente, durante 5 minutos cada;
e (larificar em xilol, duas vezes, cinco minutos cada;

e Montar os cortes histolégicos com Entellan.

A observacdo das laminas com os cortes das bexigas foi efectuada num sistema
automdtico de andlise de imagem (Nikon Eclipse 801 Fluo) com camera digital (D x
M1200 F). Os carcinomas vesicais foram classificados segundo trés parametros:

ndmero, tamanho e morfologia/forma.

8. Estudo de marcadores de proliferaciao, carcinogénese e inflamacao
Foram avaliadas as concentragdes séricas do factor de necrose tumoral alfa

(TNF-ay), da interleucina-1 beta (IL-1P) e do factor de crescimento transformante beta
(TGF-), através de métodos micro ELISA utilizando kits comerciais (R&D systems,
Minneapolis, USA). A quantificagdo da proteina C reactiva (PCR), foi também feita
recorrendo a um método micro ELISA (Helica Biosystems, Inc. Fullerton, Calif, USA)

(tabela 4).
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8.1. Fundamento geral do método micro ELISA em “sandwich”

Este ensaio emprega uma técnica quantitativa de ensaio micro ELISA em
sandwich. Um anticorpo monoclonal especifico de rato, especifico para cada um dos
elementos a dosear, reveste a microplaca. Os padrdes, controlos e amostras sao
pipetados para os pogos € a substincia a dosear existente no soro liga-se ao anticorpo
imobilizado. Apds a lavagem das substancias nao ligadas, um conjunto enzimético
(conjugado de peroxidase) contendo um anticorpo policlonal anti-citocina ou anti-PCR
de rato, € adicionado aos pocos. A seguir a uma lavagem, destinada a remover qualquer
conjugado em excesso, € adicionada uma solu¢do contendo um substrato da enzima
presente no conjugado. A reac¢do enzimadtica gera um produto azul que passa a amarelo
quando a solucdo de paragem (HCI) € adicionada aos pogos. A intensidade da cor
medida a 450 nm num leitor de microplacas (LP400, Diagnostics Pasteur) ¢é
proporcional a quantidade de substincia a dosear presente nas amostras. Os valores de
citocinas e PCR presentes nas amostras sao lidos a partir de uma curva de calibragao

elaborada para esse efeito.

Tabela 4 — Pardmetros de proliferacéo, carcinogénese e inflamagao avaliados.

Absorvancia leitura /| Valor

Parametro | Tipo de
Diluicdo | comprimento onda | minimo

analisado | amostra

correccao detectavel
TGF-p 1:2 S pg/mL
TNF-a 1:40 450 /550 5 pg/mL

Soro

IL-1B 1:1 21 pg/mL
PCR 1:1000 450/ 620 2,5 ng/mL

9. Equilibrio oxidativo

9.1. Preparacao das amostras

Para além do soro, foram analisados o figado, os rins e o coragdo nos nove
grupos em estudo. Para proceder a sua anélise, foi necessdrio realizar um protocolo de

homogeneizacdo dos tecidos, que consiste no seguinte:
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Pesar 0,2g de tecido e colocar num tubo limpo de polipropileno com 2 ml tampao
fosfato salino (gelado), a pH = 7,4 (5% peso/volume). De seguida, sdo adicionados 10
ul de solucdo de Butil Hidroxitoluento (BHT) em acetonitrilo. Os tecidos foram entdo
homogeneizados (Heidolph digital (RZR) 2000) e posteriormente centrifugados a 4000
rpm, 10 minutos a 4°C. De seguida, foram sonicados durante 3 minutos e novamente
centrifugados a 4000 rpm, durante 15 minutos 2 mesma temperatura. O sobrenadante
resultante (homogeneizado de tecido) foi retirado para um eppendorf marcado e

congelado a temperatura de -80°C, para posterior quantificacao.

Foi ainda medida a peroxidacdo lipidica (através do TBARs) e a capacidade

antioxidante total (TAS).

9.2. Doseamento do TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Substances)

Para quantificacdo das concentragcdes de MDA nas amostras (tecidos e soro) foi
necessario a construcdo de uma curva de calibracdo (realizada em duplicado). Da
solucdo comercial de malondialdeido bis(dimetilacetal), fez-se uma solucdo mae de
concentracdo 83,5 umol/L, a partir da qual se preparam as solucdes padrio de
concentracdes 0,1; 0,21; 0,42; 0,83; 1,67; 2,5; 4,17; 8,3; 16,7 umol/L. que, em conjunto
com o branco, servem para a obtencdo da curva de calibragao.

Colocaram-se em tubos de polipropileno de 10 ml, 100 ul de amostra, ou dgua
destilada (para o branco), ou solu¢do padrdo (amostras padrdao). A cada um destes tubos
foram adicionados 100 ul de antioxidante Butil-hidroxitoluento (BHT) dissolvido em
etanol; 100 ul de catalizador tricloreto de ferro hexahidratado (FeCls;.6H,0), dissolvido
em agua destilada; 1,5 ml de soluc@o tampao de HCI-Glicina a pH = 3,5 e, por fim, 1,5
ml de écido tiobarbitirico (TBA) que funciona como reagente cromogénio. De seguida,
colocaram-se os tubos no escuro durante 60 minutos a uma temperatura de 5°C.
Posteriormente, levaram-se a banho-maria, a 95-100°C, durante 60 minutos, cobrindo-
os com esferas de vidro. Apds esse tempo, e depois de arrefecidos os tubos num banho
de gelo, procedeu-se a extrac¢do com 2,5 ml de uma solug¢do de n-butanol: piridina:
agua destilada (15:1:0,5) (v:v:v).

Procedeu-se de seguida a uma centrifugacdao (4000 rpm, 10 min). Foram

recolhidos 300 pL de sobrenadante para um pog¢o da placa de reac¢do de poliestireno

(COSTAR®, 96 well EIA/RIA plate), para posterior leitura da absorvancia a 532 nm.
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9.3. Doseamento da capacidade antioxidante total (Total Antioxidante
Status - TAS)

Para além do MDA, foi também quantificado a capacidade sérica do organismo
em criar resposta a formacdo de radicais livres, com a medi¢do da sua capacidade
antioxidante. Para isso, foi necessario realizar um protocolo com as seguintes solucdes:
tampao acetato (pH 3,6), HCI 40 mM, TPTZ 10 mM, FeCl36H,0 20 mM, Reagente
FRAP (tampao acetato, TPTZ e FeCl36H,0) e Trolox 1750 uM.

Para quantificagdo das concentragdes de TAS no soro foi necessario a
constru¢do de uma curva de calibracdo (realizada em duplicado). Da solu¢do comercial
de Trolox fez-se uma solu¢do mae de concentracdo 1750 puM, a partir da qual se
preparam as solu¢des padrao de concentragdes 250, 500, 750, 1000, 1250 e 1500 uM. O
branco era constituido por dgua e reagente FRAP.

Em cada poco da placa de reac¢do de poliestireno (COSTAR®, 96 well EIA/RIA
plate) foram colocados 10 uL de soro, dos padrdes e dgua (para o branco). De seguida
foram acrescentados a cada poco 300 uL de reagente FRAP e 30 pL de dgua. Colocou-
se a placa a incubar no leitor da placa (BIOTEK®, Synergy HT, ligado a um computador

(Fujitsu, Siemens)) durante 15 minutos a 37°C. Por fim, foi lida a absorvancia a 593 nm.

9.4. Doseamento da nitrotirosina (3-NT)

Para quantificacdo da concentracdo sérica de 3-Nitrotirosina (3-NT) utilizou-se
um Kit de imunoensaio enzimético (HyCult biotecnology b.v.) baseado na técnica de
ELISA. Este método baseia-se no método de Sandwich, segundo o qual a quantidade de
3-NT presente na amostra € ligada ao anticorpo que reveste a placa, por um lado, e ao
segundo anticorpo composto por biotina (tfracer), por outro. Apds completa ligacdo do
tracer ao conjugado de tetrametilbenzidina-peroxidase, a adicdo do substrato daquela
peroxidase, a tetrametilbenzidina (TMB) promove o desenvolvimento de cor, que € lida
espectrofotometricamente a 450 nm. A quantidade de cor € directamente proporcioal a
3-Nitrotirosina presente no soro das amostras a quantificar, sendo os valores a
quantificar obtidos a partir de uma curva padrao de concentragdes conhecidas (de 4 a

326 nM). Os resultados foram expresso em nM.
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10. Tratamento estatistico dos resultados
Os resultados foram expressos em média aritmética complementada com o

intervalo de variacdo de valores, sob a forma de erro padrio da média (e.p.m.). A
identificacdo e avaliacdo de diferencas entre grupos foram avaliadas recorrendo a
andlise e variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de Fisher’s LSD (Protected
Least Significant Difference), através de software apropriado (Statview 4.53, Abacus
Concpts Inc, Berkeley, EUA). Os niveis de probabilidade inferiores a 0,05 (P<0,05)

foram considerados estatisticamente significantes.
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Concluido o tempo do protocolo experimental (20 semanas), procedeu-se ao
sacrificio dos animais, sendo todos os resultados aqui apresentados referentes ao tempo
final, ou seja, apds todos os tipos de tratamentos, com excep¢do da monitoriza¢do
semanal dos pesos, da quantidade de bebida ingerida, e das medicdes das pressoes

arteriais.

A primeira apreciagdo vai incidir sobre a comparac¢do do efeito do BBN por si s6
em relacdo ao grupo Controlo (sumo), a qual se seguird a andlise dos efeitos do
Celecoxib por si s6 em comparacdo com o grupo Controlo. Por fim, relatar-se-do os
dados relativos aos grupos que tomaram BBN e Celecoxibe para deduzir possiveis
efeitos preventivos e/ou curativos do farmaco no desenvolvimento de cancro da bexiga.

De seguida proceder-se-a de forma analoga para o acido acetilsalicilico.

1- Avaliacao do peso corporal e da dieta

1.1. Monitorizacao do peso corporal

De recordar que os animais foram pesados semanalmente ao longo das 20
semanas de estudo, desde o dia de chegada até ao dia do sacrificio. A figura 26 mostra a
evolucdo dos diferentes grupos em estudo, assim como os efeitos do BBN, do Celecoxib

e do AAS, por si s6, e quando em tratamentos conjugados.

No inicio do estudo procedeu-se a escolha dos ratos de modo a que o peso entre
os grupos fosse similar, para evitar possiveis interferéncias deste factor com os dados a
avaliar. Esse facto é visivel no gréfico da figura 22, pois os valores médios de cada
grupo nao diferem significativamente no tempo inicial (entre 250 no grupo BBN e 305
no grupo AAS-25 P). Com o decorrer do tempo foi notdvel o crescimento do peso dos
animais, em conformidade com a sua fase de desenvolvimento e maturacdo, uma vez

que se trata de ratos jovens no inicio do tratamento.

Realizando uma andlise detalhada e comparativa entre grupos, € visivel um
periodo de crescimento mais acentuado na fase inicial do estudo (até a 3* semana),
comec¢ando depois a notar-se uma relativa discrepancia entre os grupos que tomaram 0s
farmacos e os outros dois grupos (Controlo e BBN). Mais detalhadamente, no grupo

BBN, o crescimento inicial foi ainda mais acentuado, prolongando-se até a sexta
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semana. No entanto, a partir dai esse grupo sofre pequenas oscilacdes, mas que nao
diferem em demasia do grupo Controlo, a excepg¢ao das tltimas duas semanas, altura em
que sofre um ligeiro decréscimo. Nos grupos que tomaram farmacos, € notério um
abrandar no crescimento face aos grupos Controlo e BBN, chegando mesmo a ser essa

diferenca superior a 100 gramas no grupo AAS-250 P.

Controlo —#—BBN CEL CEL-10 P —6—CEL-1 P —B—CEL-10C AAS AAS-250 P —¥— AAS-25 P

600

500

400

Peso corporal (g)

300 X

200

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

tempo (semanas)

Figura 22 — Evolugdo do peso corporal dos animais dos 9 grupos em estudo ao longo das 20 semanas.
Legenda: Os resultados representam médias (gramas) £ e.p.m.

Parte da discrepancia do valor do peso dos ratos poderd ficar a dever-se a uma
eventual diferenca na quantidade de comida ingerida pelos animais, factor este que ndo
foi avaliado, dada a dificuldade acrescida que a monitorizagdo da quantidade de
alimento ingerido poderia significar em termos de acondicionamento e manutengao dos

ratos em cativeiro.

De referir, por final, que no momento de sacrificio dos animais estes
apresentavam muita massa visceral, ndo se podendo assegurar, no entanto, se a

discrepancia entre os grupos se poderia dever a esse facto.
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Assim, os valores finais correspondentes a cada grupo foram os seguintes (em
g): Controlo - 560+8; BBN - 549+16; CEL 530+17; CEL-10 P - 507£16; CEL-1 P -
4714£20; CEL-10 C - 502+19; AAS - 469+31; AAS-250 P — 438+5 e AAS-25 P -
483+49.

1.2. Monitorizacdo da quantidade de bebida ingerida

Relativamente a quantidade de bebida ingerida (4gua ou BBN em 4gua), este €
um facto de inequivoca relevancia, pois numa fase inicial do estudo os grupos diferiam
no tipo de bebida. Assim, € possivel aferir a discrepancia entre o BBN (o agente
cancerigeno encontrava-se dissolvido na 4gua) e os restantes que tomaram

exclusivamente d4gua numa fase inicial (até as 8 semanas).

Controlo ==—BBN CEL CEL-10 P ==CEL-1P =e=CEL-10C

500 -
= 400 -
E o on
(1]
K]
T 300 - %& ,
Q
o)) hNAJ A
£
s 200 -
i)
9
]
@ 100 -

0 1 1 1 1 | | 1 1 | 1 1 | 1 | | | 1 1 1 1

01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

tempo (semanas)

Figura 23 — Monitorizacdo da quantidade de bebida ingerida durante as 20 semanas do estudo para os
ratos do sub-estudo Celecoxibe.
Legenda: Os resultados representam médias (mL) £ e.p.m.

Os resultados de bebida ingerida relativos ao celecoxibe sao mostrados na figura
23, sendo a figura seguinte relativa ao 4cido acetilsalicilico. Em ambos os firmacos hé a

destacar dois periodos:

e O primeiro corresponde as primeiras 8§ semanas de tratamento, nas quais trés

grupos foram sujeitos a uma dieta em que a bebida disponibilizada era somente
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agua (grupos Controlo e CEL e CEL-10 C). Nos restantes tés grupos (BBN e

CEL-10 P e CEL-1 P), foi dissolvido BBN na dgua;

¢ O segundo periodo, corresponde as 12 semanas seguintes, nas quais todos

(ON)

grupos tinham como bebida dgua (figura 23), mas um grupo (CEL-10 C) era

administrado com 10 mg de celecoxibe.

A andlise do grafico acima representado permite verificar com clareza

a

existéncia de diferencgas e discrepancias ao longo do tempo. Mais pormenorizadamente,

€ notéria a diferenca entre o grupo Controlo e BBN dos restantes trés grupos que

tomaram celecoxib durante as primeiras oito semanas. Por outro lado, estes grupos que

abandonaram o Celecoxib, apresentam agora valores muito similares aos do grupo

Controlo e BBN no periodo seguinte. Porém, nas tltimas 4 semanas antes do sacrificio,

a quantidade de bebida ingerida pelos ratos dos grupos que abandonaram o Celecoxib

decaiu para metade relativamente aos outros dois grupos. A administragao do farmaco

parece alterar significativamente o equilibrio hidrico do organismo dos animais, levando

a que estes ingerissem menor quantidade de bebida. Porém, no grupo curativo (CEL-

10

C), verificou-se uma similariedade de valores com os grupos Controlo e BBN durante

as primeiras oito semanas e um ligeiro aumento no seguinte periodo.

Controlo === BBN AAS AAS-250 P == AAS-25 P

450 -
400 -
w0 el

=1 TNAT A
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200 - -
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0 L] L] 1 L] 1 L] L] 1 1 L] T L] L] 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
tempo (semanas)

bebida ingerida (mL)

Figura 24 — Monitoriza¢do da quantidade de bebida ingerida durante as 20 semanas do estudo para os
ratos do sub-estudo AAS.
Legenda: Os resultados representam médias (mL) * e.p.m.
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Observa-se ainda que a administracio de BBN na dgua de bebida ndo parece
levar a oscilagdes significativas, isto porque o grupo BBN ostenta um consumo muito

similar ao do grupo Controlo.

Nos grupos administrados com AAS (figura 24), € igualmente notéria uma
ligeira diferenga face aos grupos Controlo e BBN nas primeiras oito semanas, sendo
maior a diferenca depois de os ratos abandonarem as tomas de AAS. Porém, a
administracao do farmaco pode induzir alteragdes significativas no equilibrio hidrico do
organismo dos animais, levando a que estes ingerissem menor quantidade de bebida.
Nao se verificam diferencas dentro dos grupos administrados com AAS, mesmo a doses

diferentes.

2. Metabolismo dos hidratos de carbono

Foi determinada a glicemia dos ratos no final do tratamento, estando os valores

representados na figura 25.

Pela andlise gréfica, nota-se que ndo existe grande discrepincia entre os grupos,
a excep¢ao do grupo CEL-10 P. Com efeito, o grupo BBN ndo apresenta qualquer
significado estatistico em relacdo ao grupo Controlo (apesar de uma ligeira subida
numérica). O mesmo se verifica quando comparado o grupo CEL com o Controlo.
Relativamente do grupo CEL-10 P, verifica-se um aumento significativo (P<0,01) da
glicemia em relagdo tanto ao grupo BBN como ao grupo CEL. Estes resultados parecem
indicar um efeito ao nivel do metabolismo dos hidratos de carbono quando os dois
compostos sdo administrados de forma simultdnea, o que ndo € visivel em
administracdo isolada (figura 25). Porém, no grupo Celecoxib de baixa dose, ndo se
observou o aumento verificado no grupo de alta dose, mas pelo contrario uma redugao
significativa face ao grupo BBN (P<0,05). No grupo celecoxib curativo a situac¢do foi
similar, mas uma reducdo ainda supeior face ao BBN (P<0,01), e igualmente reduzido

versus grupo CEL (P<0,05).

Nos grupos em que se admnistrou AAS, verificou-se um valor idéntico ao do
Controlo para o grupo AAS, uma redugdo (P<0,01) versus BBNpara o grupo AAS-250

P e um aumento apenas tendencial, no grupo homologo de baixa dose (figura 25)
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Figura 25 — Concentragdo sérica de glicose para os 9 grupos em estudo.
Legenda: Os resultados representam médias (gramas) * e.p.m.

3. Pressdo arterial e trofismo cardiaco

Foram estudadas as alteracdes ao nivel das pressoes arteriais e do ritmo cardiaco,

assim como de indices de trofismo cardiaco e ventricular esquerdo.

3.1. Pressoes arteriais e frequéncia cardiaca

Os valores obtidos durante os tratamentos sdo representados nas figuras 26A a

26 D.

Da andlise da frequéncia cardiaca (BPM) resulta uma diferenca notéria da
medicdo efectuada no tempo intermédia (semana 8) da realizada perto do final dos
tratamentos (semana 18/19), com excepg¢ado clara do grupo Controlo, que nao efectuou
qualquer tratamento. De uma forma global, o nimero de batimentos por minuto, foi
diminuindo desde as oito semanas, chegando alguns grupos a apresentar valores
idénticos ao Controlo no final do tempo. Os tnicos grupos que nio apresentaram esta

tendéncia de maior queda foram aqueles que tomaram AAS (figura 26A).

Quanto a pressao arterial sistlica (PAS), € também notéria uma diferenca do
grupo Controlo para os restantes grupos, a imagem da frequéncia cardiaca. Porém,
existem trés grupos (BBN, CEL e CEL-10P) que nio acompanham a tendéncia de
baixar os seus valores depois de terminada a administracdo dos tratamentos (figura

26B).
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Em relacdo a pressdo arterial diastdlica (PAD), observou-se um comportamento
semelhante ao encontrado na frequéncia cardiaca. No entanto, nos grupos BBN, CEL e

CEL-10 P verifica-se aumentos nos valores depois das oito semanas (figura 26C).

No que concerne aos resultados da pressao arterial média (PAM), os valores

estdo em consonancia com os descritos para a pressao arterial diastélica (figura 26D).

87



RESULTADOS
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Grupo massa cardiaca (g) | Massa ventriculo esquerdo (g) | Massa cardiaca / massa corporal (g/kg)
Controlo 1,273 + 0,053 0,677 £ 0,049 2,330 + 0,063
BBN 1,411 £ 0,047 0,767 £ 0,028 2 2,524 + 0,071
CEL 1,220 £ 0,042 0,525 + 0,028 a2 2,435 + 0,084
CEL-10P 1,298 + 0,046 0,403 + 0,030 bbbe 2,879 + 0,099 bbce
CEL-1 P 1,281 £ 0,054 0,574 + 0,039 bbb 2,735+0,110
CEL-10C 1,250 £ 0,061 b 0,611 + 0,034 bbb 2,826 +0,075b¢
AAS 1,238 + 0,071 0,536 + 0,028 2 2,647 £0,0792
AAS-250 P 1,258 + 0,057 b 0,524 + 0,025 bdb 2,930 + 0,121 bbd
AAS-25 P 1,369 + 0,052 0,525 + 0,026 bbb 2,836 +£0,101°

Figura 26 — A, B, C, D — Valores da frequéncia cardiaca e pressdes arteriais (sistélica, diastélica e
média) nos ratos dos 9 grupos em estudo.
E — Parametros indicadores de trofismo cardiaco.

Legenda: Os resultados representam médias (gramas) * e.p.m.

3.2. Indicadores de trofismo cardiaco

Os valores de massa cardiaca somente diferem no grupo BBN (com um aumento
na ordem dos 13%) face ao grupo Controlo, mas sem apresentarem resultados
significativos. Contudo, os grupos CEL-10 C e AAS alta dose, apresentam diminui¢des

face ao grupo BBN (P<0,05) (figura 26E).
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Em relacdo a massa ventricular, ha que real¢car que este dado poderé carecer de
total exactiddao face a dificuldade de proceder com total precisdo a sua separacdo do
restante coracdo, o que pode depender da pessoa que estd a manipular cirurgicamente.
No entanto, ndo obstante essa limitagdo, constatou-se um aumento da massa no grupo
BBN (P<0,05) e uma diminui¢cdo em todos os outros grupos que tomaram BBN mais
farmaco (P<0,001). Os grupos administrados s6 com farmaco (CEL e AAS) também
obtiveram uma ligeira reducdo face ao grupo Controlo (P<0,001 e P<0,05,

respectivamente) (figurA 26E).

A razdo massa cardiaca/massa corporal resultou em maior discrepancia de
valores, com os grupos BBN, CEL e AAS (P<0,05) a registarem um aumento,
tendencial apenas nos dois primeiros, vs Controlo, enquanto os restantes grupo que
tomaram farmaco e o carcinogénio, apresentam valores ainda superiores aos do BBN,

CEL e AAS (figura 26E).

4. Funcdo renal

Para avaliar esta funcdo foram estudas as possiveis alteracdes de alguns

parametros séricos, bem como de alguns indices de trofismo.

4.1. Parametros séricos

Os resultados dos parametros bioquimicos representativos da funcdo renal estao

expressos de forma grafica na figura 27A.

Relativamente a ureia verificou-se um aumento significativo no grupo CEL-10 P
(P<0,001 vs BBN e P<0,01 vs CEL). No grupo celecoxibe preventivo baixa dose e no
grupo curativo verificou-se um decréscimo, com ambos a revelarem significincia versus

o grupo CEL (P<0,05).

Nos grupos que tomaram AAS, ndo se obtiveram alteragdes face ao grupo
Controlo, mas o grupo que tomou a baixa dose (AAS-25 P) registou um aumento face

ao BBN (P<0,01).
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Quanto aos valores de creatinina, nos animais do grupo CEL-10 P registou-se
um perfil muito idéntico ao da ureia, com aumentos face ao BBN (P<0,001) e CEL
(P<0,01) (figura 27A). Nos grupos administrados com AAS, verificou-se um ligeiro
acréscimo no grupo AAS (P<0,05 vs Controlo) e uma diminui¢do no AAS-250 P
(P<0,05 vs AAS).

A | [OControlo MBBN [MCEL [ECEL-10 P MCEL-1P MCEL-10 C [AAS WAAS-250 P EAAS-25P |
60- bbb bb 20
cc cce ’
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50+ bb ’
1,6
- | 40 b c C 1 ’4
3 d 12 3
£ 30 =4
: o 102
a 0,8 &
20 d b
0,6
104 0,4
0,2
0° - 0
Ureia * Creatinina ** Acido urico **
B Grupo Massa rim esquerdo (g) | Massa rim esquerdo / massa corporal (g/kg)
Controlo 1,283 + 0,048 2,428 + 0,060
BBN 1,356 + 0,056 2,324 + 0,067
CEL 1,196 + 0,031 2,531 £0,136
CEL-10 P 1,237 £ 0,050 b 2,736 + 0,070 bbb
CEL-1P 1,189 + 0,026 b 2,544 + 0,096 b
CEL-10C 1,168 + 0,043 bb 2,648 + 0,058 bb
AAS 1,210 £ 0,057 2,600 £ 0,146
AAS-250 P 1,226 + 0,055 b 2,856 + 0,114 bbbd
AAS-25P 1,279 + 0,035 2,649 + 0,056 bb

Figura 27 — A — Grifico dos pardmetro séricos para avaliagdo da fungdo renal: ureia, creatinina e acido
urico.
B — Parametros indicadores de trofismo renal.

Legenda: Os resultados representam médias (gramas) = e.p.m. Os diferentes valores de significancia:

P<0,05; P<0,01 e P<0,001, sdo representados por uma, duas e trés letras, respectivamente: a — Vs
Controlo; b — vs BBN; ¢ — vs CEL; d — vs AAS.

Em relacdo ao 4cido urico, verificou-se um aumento no grupo BBN e uma
reducdo no grupo CEL, porém sem significancia estatistica. J4 o grupo CEL-10 P
apresentou um aumento acentuado face ao grupo BBN (P<0,01) e CEL (P<0,001).
Porém, no grupo curativo que tomou Celecoxibe, regista-se uma diminuicao

comparativamente ao grupo BBN (P<0,05) (Figura 27A).
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Nos grupos que tomaram AAS, verifica-se uma diminuicdo acentuada nos

grupos alta e baixa dose face ao grupo AAS (ambos P<0,05).

A nivel global, ressalta a ideia de que o Celecoxib na dose de 10 mg em
conjunto com o BBN, na forma preventiva, agrava a funcio renal, enquanto que os
restantes grupos Celecoxibe ndo transmitem essa ideia. No que se refere ao AAS,
verificou-se um agravamento dos parametros séricos da funcdo renal quando tomado

sozinho (Figura 27A).

4.2. Indicadores de trofismo renal

Os resultados dos parametros representativos de trofismo na funga@o renal estdo

expressos na tabela da figura 27B.

Apenas de real¢ar que os grupos CEL-10 P, CEL-1 P, CEL-10 C, AAS-250 P e
AAS-25 P registaram um aumento significativo no pardmetro massa rim
esquerdo/massa corporal face ao grupo BBN (P<0,001, P<0,05, P<0,01, P<0,001 e
P<0,01, respectivamente) (figura 27B). Assim, o dado mais significativo desta
avaliacdo, é o aumento acentuado da massa renal/massa corporal nos grupos que
tomaram farmacos em conjunto com o carcinogénio. Mais ainda, também isoladamente

(CEL e AAS) parece haver uma hipertrofia renal, ainda que as diferencas versus

Controlo ndo tenham atingido significado estatistico (Figura 27B).

5. Funcao hepatica

A avaliagdo da funcdo hepdtica passou pelos estudos das alteragdes de alguns

parametros séricos, assim como de alguns indices de trofismo.

5.1. Parametros séricos

Os parametros séricos analisados foram a transaminase glutamo-oxaloacética

(TGO) e a transaminase glutamico-pirdvica (TGP) (figura 28A).
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Os valores de TGO encontram-se aumentados no grupo BBN (em 52%)
enquanto nos grupos que tomaram Celecoxibe com BBN na forma preventiva, ndo se
verificam aumentos significativos, havendo mesmo uma reducdo tendencial vs BBN.
Porém, na forma curativa o Celecoxibe com o BBN mostrou um aumento muito
significativo face aos grupos BBN (P<0,05) e CEL (P<0,001). No tratamento com AAS,
verificou-se um aumento nos grupos alta e baixa dose, mas apenas com o grupo alta
dose a revelar significancia vs o grupo AAS, sem que nenhum deles tenha prevenidoo
aumento no grupo BBN. Relativamente a actividade da TGP os resultados nao foram
tao dispares entre grupos. Contudo, o grupo CEL-1 P revela uma ligeira diminui¢do face
ao grupo BBN (P<0,001), que estava tendencialmente aumentado vs o Controlo,
enquanto o grupo curativo mostra um aumento significativo vs o grupo CEL (P<0,001).
Referente aos grupos AAS, somente a relatar um ligeiro aumento do grupo de alta dose

face ao BBN (P<0,05) e AAS (P<0,05) (Figura 28A).

A I OControlo MBBN [ECEL [OCEL-10P MCEL-1P MCEL-10C [DAAS MAAS-250 P EAAS-25P
120 _ b
ccc
100 A d
aa
80 -
_, bbb
= 60 - cce b
— d
=
40 -
20 -
0 -
TGO TGP (UI/L)
B - -
Grupo Massa figado (g) Massa figado / massa corporal (g/kg)
Controlo 17,045 + 0,924 31,155 +1,137
BBN 19,322 £ 0,790 2 34,538 + 1,099 2
CEL 13,669 + 0,844 a2 28,701 £ 0,775
CEL-10 P 13,020 + 0,720 bbb 28,697 + 0,968 bbb
CEL-1P 13,364 + 0,667 bbb 28,306 + 0,568 bbb
CEL-10C 14,497 + 0,738 bbb 32,693 + 0,626 bbb ce
AAS 12,935 + 1,313 aa 27,610 2,140 2
AAS-250 P 12,191 + 0,498 bbb 28,395 + 0,997 bbb
AAS-25 P 13,755 £ 0,463 bbb 28,470 + 0,642 bbb

Figura 28 — A — Grifico dos pardmetro séricos para avaliagdo da fungdo hepdtica: TGO e TGP

B — Parametros indicadores de trofismo hepético.
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Legenda: Os resultados representam médias (gramas) = e.p.m. Os diferentes valores de significancia:

P<0,05; P<0,01 e P<0,001, sdo representados por uma, duas e trés letras, respectivamente: a — Vs
Controlo; b — vs BBN; ¢ — vs CEL; d — vs AAS.

Em suma, a ideia global transmitida pelo grafico € a do desequilibrio que o BBN
provoca sozinho nas enzimas da fung@o hepdtica, enquanto que administrado em
conjunto com o Celecoxib na forma preventiva, o seu efeito tende a melhorar
expressivamente. Todavia, o Celecoxibe administrado no formato curativo, tende a
agravar a fungdo hepatica. No AAS, apenas de registar um ligeiro agravamento desta

funcdo quando este farmaco € administrado em altas doses (Figura 28A).

5.2. Indicadores de trofismo hepatico

Os resultados dos parametros representativos de trofismo hepético estdo na

tabela da figura 28B.

Observou-se um aumento da massa do figado/massa corporal no grupo BBN
face ao grupo Controlo (P<0,05) e uma reducao tendencial no grupo CEL. Nos grupos
Celecoxibe preventivo registou-se uma reducdo significativa da massa hepatica/massa
corporal em relagdo ao grupo BBN (P<0,001), sendo a reducdo no grupo curativo

menos acentuada, equiparando os valores Controlo.

No que respeita aos grupos que tomaram AAS, é notéria uma redugcdo no grupo
AAS vs Controlo (P<0,05) prevenindo (P<0,001) o aumento registado no grupo BBN

quando em associagdo com este, para ambos os grupos (alta e baixa dose).

6. Perfil lipidico

As lipoproteinas (ricas em triglicerideos e colesterol) sdo componentes chave no
processo de sindromas metabdlicas, assim como em complicagdes cardiovasculares,
estando envolvidas em importantes processos metabdlicos. Portanto, foram estudadas as
alteracdes de alguns parametros séricos e calculadas algumas razdes entre os varios

tipos de colesterol, como indicadores de risco aterogénico.
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6.1. Parametros séricos

Os parametros séricos analisados foram expressos graficamente na figura 29A.

Relativamente ao colesterol total, o BBN e o Celecoxib ndo produziram efeitos
significativos vs Controlo. No entanto, no grupo CEL-10 P dispararam os valores de

Col-total, produzindo um aumento acentuado vs BBN (P<0,001) e CEL (P<0,01).

Quanto ao colesterol HDL e LDL, as discrepancias de valores foram idénticas, notando-
se somente um maior aumento do valor de HDL no grupo CEL-10 P (P<0,05 vs BBN),
enquanto que a maior alteracdo nas LDL foi o aumento no grupo CE-10 C (P<0,01 vs

CEL).

Em referéncia aos triglicerideos, estes apresentaram-se diminuidos em todos os

grupos comparativamente com o grupo Controlo, com excep¢ao ao grupo AAS de baixa

dose.
A | OControlo WBBN [ECEL [OCEL-10 P MCEL-1 P WCEL-10C [DAAS mAAS-250P EAAS-25P
180 1T
160
140 7
120 1
1 ]
el .
£
TR
40 7 b ppl
cc d
| Cler il
Colesterol total Colesterol - HDL Colesterol - LDL triglicéridos
B Grupo LDL / Colesterol total LDL /HDL Colesterol total / HDL
Controlo 0,192 + 0,022 0,356 + 0,031 1,722 + 0,033
BBN 0,289 £ 0,017 aaa 0,434 + 0,025 1,489 + 0,019 aaa
CEL 0,208 + 0,024 0,347 + 0,044 1,657 + 0,024
CEL-10P 0,175 +£ 0,011 bbb 0,298 + 0,021 bb 1,695 + 0,035 bbb
CEL-1 P 0,265 + 0,022 0,471 £0,045¢ 1,764 + 0,047 bbb
CEL-10C 0,326 + 0,023 ccc 0,612 + 0,050 bbb cce 1,867 + 0,033 bbbce
AAS 0,219 £0,018 0,332 £ 0,019 1,543 + 0,054 2
AAS-250 P 0,313 £0,0214¢ 0,567 + 0,047 bbddd 1,805 + 0,056 bbb ddd
AAS-25 P 0,305 +0,0174d 0,525 + 0,027 bdd 1,733 £ 0,068 bbb dd

Figura 29 — A — Gréfico dos parametro séricos para avaliagdo do perfil lipidico: colesterol total, col-
HDL, col-LDL e TGs.
B — Razdes da fun¢do lipidica, indices aterogénicos.
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Legenda: Os resultados representam médias (gramas) = e.p.m. Os diferentes valores de significancia:

P<0,05; P<0,01 e P<0,001, sdo representados por uma, duas e trés letras, respectivamente: a — Vs
Controlo; b — vs BBN; ¢ — vs CEL; d — vs AAS.

6.2. Indices aterogénicos

Em relacdo a razdo colesterol LDL/colesterol total, o BBN produziu alteragdes
significativas vs Controlo (P<0,001), enquanto que o Celecoxib 10 mg preventivo
originou uma diminui¢do (P<0,05 vs BBN) e o Celecoxibe curativo um aumento
(P<0,001 vs CEL). No estudo com AAS ocorreu um aumento dos grupos preventivos

face ao que tomou somente AAS (P<0,05, em ambos) (figura 29B).

No que respeita a razdo LDL/colesterol HDL, foi notéria uma diminui¢do no
grupo CEL-10 P vs BBN (P<0,01), um aumento bastante acentuado no grupo CEL-10 C
(P<0,001 vs BBN e CEL). Nos grupos que tomaram AAS apenas hi a destacar o
aumento no grupo AAS-250 P (P<0,05 vs BBN e P<0,001 vs AAS) e AAS-25 P
(P<0,001 vs AAS).

Na razdo colesterol total/colesterol HDL, o comportamento dos grupos foi

semelhante ao indice anterior.

7. Hemograma

Foram avaliados diversos indicadores hematoldgicos nos animais dos 9 grupos
em estudo, designadamente ao nivel plaquetar, eritrocitdrio, leucocitdrio e
reticuldcitario, com o intuito de avaliar as alteragdes dos diferentes tratamentos no que
respeita ao equilibrio hemorreoldgico. Os resultados estdo apresentados de uma forma

sumaria nas tabelas 5 e 6.
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Tabela 5 — Indicadores hematolégicos para os grupos Controlo, BBN, CEL, CEL-10 P e CEL-1 P

Controlo BBN CEL CEL-10P CEL-1P
Leu (10/uL) | 4,600 + 0,558 351740255 | 2,850+0,853 | 4,500 + 0,435 2,129 +0,633 ©
GVs (10°/uL) | 7,578 £0,290 8,072+0,112 | 7,343 £0,082 7,655 + 0,096 6,386 + 0,454 *°
HGB (g/dL) | 14,150 £0,524 | 14,600 +0,146 | 13275+0,144 | 14,050 0,201 | 12257 +0,652™
HCT (%) 40,417 £1,686 | 42,112+0,441 | 38,025+0,427 | 40,412+0,667 | 33,871+2,553™
VCM (fL) 53,317+0,773 | 52,175+0469 | 51,825+0917 | 52,862+ 1,105 | 52,929 +0,532
HCM (pg) 18,667 £0,268 | 18,075+0,149 | 18,075+0,304 | 18,387 +0,341 | 19,414 +0,523
CHCM (g/dL)| 35,033 £0,294 | 34,638+0,118 | 34,900 0,041 | 34,763 +0,137 | 36,714+ 1,107
CVE (%) 15,017 0,528 | 15,438 0,395 | 14,800 0,430 | 14,388 +0,533 | 13,629 +0,238 ™
PLT (x10°/L) [ 990,667 + 46,207 [1008,125 + 46,959| 884,750 + 42,576 | 942,375 + 36,890 | 662,000 + 65,912 "¢
VPM (fL) 5,817 0,250 5725+0,113 | 5975+0,149 | 5,888 +0,079 5,629+ 0,173
PTC (%) 0,571 +0,018 0,575+0,021 | 0,526 +0,017 0,553 + 0,020 0,367 + 0,028 "<
CVP 16,383 +0,320 | 16,137 0,258 | 16,875+0,225 | 16,675+0,191 | 16,343 +0,193

Legenda: Os resultados representam médias (gramas) = e.p.m. Os diferentes valores de significancia:
P<0,05; P<0,01 e P<0,001, sdo representados por uma, duas e trés letras, respectivamente: a — Vs
Controlo; b — vs BBN; ¢ — vs CEL.

grupo CEL-1 P relativamente ao grupo CEL (P<0,05) (tabela 5).

Relativamente ao nimero de leucdcitos, hd a registar um ligeiro decréscimo no

No que concerne aos parametros eritrocitarios, verifica-se um decréscimo

acentuado no n° de GVs, HGB, HCT e CVE, no grupo CEL-1 P relativamente ao grupo
BBN (P<0,001; P<0,01; P<0,01, respectivemente) (tabela 5).

Nos dados estudados relativos as plaquetas, regista-se no grupo CEL-1 P, uma

vez mais, uma quebra acentuada no nimero de plaquetas face ao BBN (P<0,001) e CEL

(P<0,05), assim como de uma quebra do plaquetdcrito em relacdo aos mesmos grupos

(P<0,001 e P<0,01, respectivamente) (tabela 5).
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Tabela 6 — Indicadores hematolégicos para os grupos Controlo, BBN, AAS, AAS-250 P e AAS-25 P.

Controlo BBN AAS AAS-250 P AAS-25 P
Leu (10°/uL) | 4,600 + 0,558 3,517+0,255 | 3,533+0,145 2,125 +0,596" 2,286 + 0,302
GVs (10°uL) | 7,578 £ 0,290 8,072+0,112 | 7,623 +0,177 6,281 0,625 9] 7,606 + 0,153
HGB (g/dL) | 14,150 +0,524 | 14,600+0,146 | 13,767 £0,463 | 11,675+0961°°% | 14,043 +0,239
HCT (%) 40,417 1,686 | 42,112+0441 | 39,433 +1,419 | 32,962 +3365°"%| 41,100+ 0,816
VCM (fL) 53,317 0,773 | 52,175+0469 | 51,475 0,496 | 52,362 % 0,665 53,725 0,509
HCM (pg) 18,667 0,268 | 18,075+0,149 | 18,550 £0,524 | 19,000 + 0,673 17,600 + 0,917
CHCM (g/dL) | 35,033 £0,294 | 34,638+0,118 | 36,025 +1,118 | 36,313 % 1,401 32,688 + 1,535¢
CVE (%) 15017 +0,528 | 15,438+0,395 | 14,100+0,135 | 14,913 +0,674 14,725 +0,188
PLT (x10°/L) | 990,667 + 46,207 [1008,125 + 46,959| 791,333 + 11,566 | 680,125 + 77,568 " | 644,750 + 99,717 ™
VPM (fL) 5,817 +0,250 5725+0,113 | 5,750 +0,155 5,950 + 0,143 5,775 + 0,164
PTC (%) 0,571 +0,018 0,575+0,021 | 0,445+0,009* | 0,402 + 0,044 ™™ 0,367 +0,054 "™
CVP 16,383+ 0,320 | 16,137 £0,258 | 16,550 £0,290 | 16,825 +0,289" 16,650 + 0,272

Legenda: Os resultados representam médias (gramas) = e.p.m. Os diferentes valores de significancia:
P<0,05; P<0,01 e P<0,001, sdo representados por uma, duas e trés letras, respectivamente: b — vs BBN; d

—vs AAS.

Os dados realtivos ao estudo do AAS, estdo expressos na tabela 6. Em relagao ao

nimero de leucdcitos hé a registar uma diminui¢do no grupo que tomou BBN com alta

dose de AAS, face ao grupo BBN (P<0,05).

Relativamente aos parametros eritrocitdrios, destaca-se a reducao no nimero de

GVs, na conventracdo de hemoglobina e no hematdcrito, para o grupo preventivo de

alta dose comparativamente aos grupos BBN (P<0,001; ambos) e AAS (P<0,05;

ambos), enquanto no grupo preventivo de baixa dose apenas se regista um ligeiro

acréscimo no volume corpuscular médio (VCM) face ao grupo que sé6 tomou AAS

(P<0,05). Neste mesmo grupo (AAS-25 P), denota-se um decréscimo na concentragdao

hemoglobina corpuscular média (CHCM) face ao AAS (P<0,05).
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Em relacdo as plaquetas, a administracdo de AAS de forma preventiva nos dois
estudos traduziu-se de forma identica, com a diminuicdo abrupta do ndmero de
plaquetas (P<0,001) e do plaquetécerito (P<0,001) comparativamente ao grupo somente

administrado com o agente carcinogénico (tabela 6).

8. Equilibrio oxidativo

Para a avaliagdo da peroxidacdo lipidica foi quantificada uma substincia
(malondialdeido) produzida no organismo por acciao de espécies reactivas de oxigénio
com moléculas lipidicas, mediante diferentes estimulos. Por outro lado, e de forma a se
poder aferir sobre um equilibrio, foi também medida a capacidade antioxidante total

(TAS) nos 9 grupos de ratos.

8.1. Peroxidacao lipidica (MDA) pelo método TBARS

Pela leitura da figura 30A, constata-se que os valores de malondialdeido

encontrados no soro e nos 6rgaos foram muito diferentes nos 9 grupos em estudo.

Relativamente ao figado, ndo se registaram variagdes de relevo entre os
diferentes grupos, com excep¢ao (e bem notéria) do grupo Celecoxibe curativo, que
valores muito elevados relativamente aos grupos BBN (P<0,001) e CEL (P<0,001)
(figura 30%).

No rim, foi perfeitamente visivel a capacidade antioxidante do celecoxibe
sozinho em relacdo ao Controlo (P<0,01), verificando-se também decréscimo quando
administrado preventivamente. Por outro lado, quando aplicado curativamante, o
Celecoxibe gera um enorme aumento de malondialdeido neste orgdo relativamente aos

grupos BBN (P<0,001) e CEL (P<0,001) (figura 30A).

Quanto aos niveis séricos de malondialdeido, e tal como verificado para o rim,
verifica-se uma diminui¢do no grupo CEL (P<0,05 vs Controlo) e CEL-10 P (P<0,01 vs

BBN) (figura 30B). Porém, quando o Celecoxibe ¢ administrado curativamente, 0s
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niveis deste parametro disparam para niveis altissimos comparativamente aos grupos

Celecoxibe e BBN (P<0,001, para ambos).

Relativamente ao AAS, ndo se verificam alteragdes significativas, em nenhum

dos tecidos para nenhum dos grupos.

I OControlo @BBN  ECEL EXEL-LOP @CEL-1P BCEL-10C DAAS @AAS-250P EMAAS-25P
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Figura 30 — Representacgdo grafica dos parametros de equilibrio oxidativo avaliados.
A — Valores de malondialdeido no figado e rim.
B — Valores de malondialdeido no soro.
C — Valores da capacidade antioxidante total no soro.
D — Valores do racio MDA/TAS.
E — Valores da nitrotirosina (3-NT).

Legenda: Os resultados representam médias (gramas) + e.p.m. Os diferentes valores de significincia:

P<0,05; P<0,01 e P<0,001, sdo representados por uma, duas e trés letras, respectivamente: a — Vs
Controlo; b — vs BBN; ¢ — vs CEL; d — vs AAS
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8.2. Capacidade antioxidante total (TAS)

No parametro que mede a actividade antioxidante total em soro (TAS) (figira
30C), foi notério um ligeiro decréscimo no grupo tratado com celecoxibe em baixa dose
da forma preventiva, quando comparado com o grupo carcinogénico. Porém, o
celecoxibe aplicado de forma curativa apresenta niveis mais elevados em comparagdao
com o BBN e Celecoxibe (P<0,001). Nos grupos testados com AAS, ndo se verificaram

alteracOes significativas.

Fazendo uma andlise comparativa entre os dois parametros (MDA e TAS),
através do indice MDA/TAS, apenas hé a destacar o efeito celecoxibe administrado de
forma curativa, com indices muito elevados comparativamente aos grupos BBN e CEL
(P<0,001, em ambos). Contudo, devera relatar-se a forte tendéncia para a reducao nos
grupos CEL-10 P 2 CEL-1 P. Nos grupos com AAS, nio se constataram alteracdes

significativas.

9. Histomorfologia da bexiga

O desenvolvimento ou ndo de carcinomas da bexiga neste modelo experimental
com ratos Wistar machos, e o potencial efeito do Celecoxibe e do dcido acetilsalicilico,
foram avaliados tendo por base parametros qualitativos e quantitativos. Primeiramente
efectuou-se uma andlise macroscOpica a fim de avaliar quantitativamente o nimero de
tumores e as suas dimensdes, sendo posteriormente efectuada uma andlise microscépica

com vista a elaboracdo de um estudo qualitativo dos mesmos.

9.1. Avaliacao do perfil macroscépico

As diferentes observagdes macroscopicas referentes aos grupos em estudo sdo
descritas nas figuras 31, 32, 33, 34. A primeira vista (“olho nu”) ressalta logo a
percepc¢ao da existéncia de resultados dispares entre os grupos, a que € consistente com

os tratamentos diferenciados zelados.
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No que diz respeito ao grupo Controlo (figuras 31A1 e A2), pode ser observada
a auséncia de qualquer tipo de malignidade a nivel macroscépico, dado que tanto a
bexiga representativa deste rato, como as dos restantes ratos deste grupo (ndo exibidas),
mostraram um aspecto translicido sem sinais evidentes de qualquer anomalia. Estes
resultados serdo mais tarde confirmados por andlise microscopica. De referir que
mesmo depois do momento da dissecacdo da bexiga o seu interior mostrava-se
completamente normal, ou seja, ndo se verificou a existéncia de nenhuma massa
tumoral, o que ja era esperado para este grupo Controlo. De notar ainda a dimensao das
bexigas terem aproximadamente 2 cm de comprimento, como € possivel de constatar
pelas imagens. Quanto aos vasos sanguineos, estes demonstraram também

caracteristicas macroscopicas normais.

Relativamente as imagens dos grupos CEL e AAS (figuras 31B e 31C,
respectivamente), observa-se um padrao muito semelhante ao obtido no grupo Controlo.
Assim, as bexigas apresentavam-se bastante limpidas, sem aparentarem a presenca de
qualquer massa estranha, como se comprova nas imagens. As restantes bexigas dos

mesmos grupos também se mostravam idénticas.

No que diz respeito a estes trés grupos os resultados sdo concordantes com o
esperado e de acordo com a bibliografia consultada, uma vez que ndo era nossa
expectativa obter carcinomas ou qualquer tipo de anomalias que possam estar na génese
tumoral. Por outro lado, € importante referenciar que nio se verificaram alteracdes do
tamanho das bexigas para os trés grupos, confirmando-se assim a ideia de que o
farmaco nao provoca qualquer efeito nas bexigas, apesar de se ter verificado uma ligeira

diferenca final no peso dos ratos destes trés grupos.
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Figura 31 — Observagdes macroscépicas das bexigas relativas aos grupos Controlo, CEL e AAS.
Legenda: As imagens A, B e C correspondem ao grupo Controlo, Celecoxibe e dcido acetilsalicilico,
respectivamente. A primeira de cada letra corresponde ao momento de recolha (forma de baldo) e a
segunda, apds aberta para se efectuar a andlise mais detalhada.

Incidindo agora sobre as observacdes recolhidas no grupo BBN, representadas
na figura 31, verificou-se a incidéncia de tumores bastantes desenvolvidos e até
facilmente visiveis a “olho nu”, contrariamente ao observado nos grupos referenciados
anteriormente (Controlo, CEL e AAS) que ndo apresentavam qualquer anomalia. Além
disso, € bem visivel a presenca de massa tumoral, mesmo sem a incisao na bexiga para
posterior andlise do contetido interior. Nota-se também que as massas tumorais sdo bem
desenvolvidas, apresentando dimensdes elevadas, sendo a bexiga ilustrada na figura
31A o caso mais critico, na qual a massa tumoral ocupa quase todo o seu interior. Este
facto € ainda mais relevante se comparados os tamanhos desta bexiga com os do grupo
Controlo. Esta bexiga aparenta ainda uma dimensao maior, podendo dar a ideia que a
sua expressao possa ocorrer devido ao crescimento tumoral. Nas figuras 32B observam-
se tumores de menores dimensdes, embora notavelmente desenvolvidos € com maior

numero comparado com as imagens referidas anteriormente.
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Figura 32 — Observagdes macroscépicas de bexigas representativas do grupo BBN.

Legenda: As imagens A, B e C correspondem ao grupo BBN. O primeiro nimero de cada letra
corresponde ao momento de recolha (forma de baldo) (excepto letra B) e o segundo, apds aberta para se
efectuar a andlise mais detalhada.

Verifica-se ainda na figura 32B1 a existéncia de vasos mais expressivos,
sugerindo a ideia de angiogénese. Alids, esta é uma caracteristica que engloba quase

todas as bexigas deste grupo.

Até ao momento (andlise ainda apenas macroscopica), e comparando estes
resultados apenas com o Controlo, é notdvel o papel do agente cancerigeno. Assim,
mesmo ndo tendo provocado tumor em todos os ratos, desenvolveu tumores de massas
bem distintas, que serdo posteriormente analisados microscopicamente para possivel
comparagcdo com massas cancerigenas humanas, uma vez que Grubbs e col (2000)
afirmaram que o BBN induzia cancro de bexiga histologicamente semelhante aos
humanos. De relatar que a andlise microscopica das bexigas ird servir para analisar

também o tipo de tumor, bem como as possiveis diferentes formacgdes nele expressas.

Alusivo aos grupos que tomaram BBN e Celecoxib, pretendeu-se perceber uma
possivel accdo anti-cancerigena do Celecoxib em efeito preventivo/curativo. As

imagens representativas de 8 ratos sdo as mostradas na figura 33.
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E nos resultados deste grupo que reside um dos principais objectivos deste

estudo e a grande expectativa deste trabalho.

BBN+CELECOX  BBN-CELECOX-1mg-P BBN-CELECOX-10mg-C

Figura 33 — Observagdes macroscépicas de bexigas representativas dos grupos BBN + CEL.

Legenda: As imagens A, B e C correspondem aos grupos celecoxib 10 mg preventivo, celecoxib 1 mg
preventivo e celecoxib 10 mg curativo, respectivamente. Os niimeros 1 e 3 de cada letra correspondem ao
momento de recolha (forma de baldo) e os 2 e 4, apds aberta para se efectuar a andlise mais detalhada.

No estudo em que se estudou o efeito preventivo do celecoxibe em alta dose,
87,5% dos ratos deste grupo ndo apresentaram qualquer tumor visivel
macroscopicamente (figura 33A2), o que foi posteriormente confirmado na
microscopia. Os outros 12,5% que tinham massa tumoral, eram na verdade um s6 rato,

de um grupo de 8, rato esse que apresentava quatro massas bem diferenciadas na bexiga,
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com um volume tumoral total de 21 mm?’ (figura 33A4). Perante este facto, uma
evidéncia ressalta: o Celecoxib neste protocolo e dosagem provocou um efeito

preventivo de desenvolvimento tumoral muito eficiente.

No grupo celecoxibe de baixa dose, os resultados foram idénticos, ou seja,
87,5% das bexigas ndo apresentaram formacdo de massa tumorais (figura 33B2). No
entanto, nos outros 12,5% (que na verdade foi um rato em oito), ocorreu a formagao de

um s6 tumor de tamanho muito reduzido (<1 mm?® ) (figura 33B4).

Passando para a andlise do efeito curativo do Celecoxibe constatou-se que, 78%
destes ratos apresentaram massas tumorais bem definidas e muito semelhantes aos do
grupo BBN que registou 65% de tumores. Uma das bexigas que ndo apresentou
tumores, representativa de 22% das bexigas do grupo, estd expressa na figura 33C2,
enquanto a figura 33C4 se apresenta uma que representa a percentagem de 78% que
apresentou cancro. Nesta ultima figura é bem visivel o espessamento de vasos
sanguineos (angiogénese), que vao ser o suporte para o desenvolvimento tumoral. No
que diz respeito aos estudos com o agente Celecoxibe, o volume das bexigas
apresentavam as mesmas dimensdes das registadas no grupo Controlo e também no

grupo CEL.

Como ressalva, verifica-se que o celecoxibe actuou muito bem no campo da
prevencdo do tumor da bexiga (1 em 8: 12,5%), o que deixa em aberto boas
perspectivas de utilizagdo deste farmaco nesta aplicacdo. Porém, usado como curativo
ndo se mostrou eficaz, pois a percentagem de ratos com tumor foi superior a do grupo

BBN.

No estudo com AAS, verificou-se no grupo que tomou AAS em alta dose
conjuntivamente com o carcinogénico, grande inibi¢do da formacdo tumoral, pois 75%
dos animais ndo apresentaram tumor da bexiga (figura 34A2). Os outros 25% tinham
tumores de dimensdes reduzidas (<1 mm3) (figura 34A4). J4 no grupo de baixa
dosagem, os resultados ndo foram tdo positivos. Assim, 62,5% apresentaram as bexigas
completamente limpidas, sem massas tumorais (figura 34B2), enquanto os restantes
37,5% apresentou massas bem desenvolvidas, apesar do seu pequeno volume (figura

34B4). De forma idéntica ao descrito anteriormente, nestas bexigas que continham
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tumores no seu interior, os vasos sanguineos eram ligeiramente mais espessos que o

normal, porém, ndo atingindo a grau evidenciado no grupo BBN.

& B 10 1 e

BBN+ASA-250mg-P BBN+ASA-25mg-P

Figura 34— Observacdes macroscépicas da bexiga relativas aos grupos AAS alta e baixa dose.

Legenda: As imagens A e B correspondem aos grupos dcido acetilsalicilico 250 mg e 4cido
acetilsalicilico 25 mg, respectivamente. Os niimeros 1 e 3 de cada letra correspondem ao momento de
recolha (forma de baldo) e os 2 e 4, apds aberta para se efectuar a andlise mais detalhada.

Em suma, verifica-se que o AAS em alta dosagem actuou muito bem no campo
da prevencdo do tumor da bexiga (2 em 8: 25%), o que deixa em aberto boas

perspectivas de utilizagdo deste farmaco. Porém, usado em menor dose, o seu papel de
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accdo € mais discreto, uma vez que a percentagem de ratos com tumor foi superior,

ainda que bastante inferior a verificada no grupo BBN.

As avaliagdes macroscopicas serdo de seguida reforcadas através da andlise

microscopica, descrita em detalhe.

9.2. Avaliacao quantitativa do tumor da bexiga

A avaliacdo do tumor da bexiga foi realizada através da quantificacdo da
percentagem de ratos com tumor por grupo, do numero de tumores por rato,

complementadas com o volume tumoral (tabelas 7 e 8).

Da andlise da tabela 7, de realcar a importancia do BBN na indugdo do
carcinoma da bexiga, com precentagens muito altas (65%), complementado com um
volume tumoral elevado (720 mm?). Conforme esperado, os grupos Controlo e CEL nio
apresentaram quaisquer alteracdes neste capitulo. Nos estudos em que se estudou o
efeito do celecoxib de forma preventiva, hd a destacar as baixas percentegens de tumor
por grupo (CEL-10 P — 12,5% e CEL-1 P — 25%), assim como dos volumes tumorais
totais por grupo (21,2 mm” e 0,5 mm”, respectivamente). Apenas de destacar que ambos
0s grupos apresentaram uma percentagem de ratos com tumor muito baixas, mas o
efeito da baixa dose mostrou-se mais eficaz, pois s6 se gerou um tumor de dimensdes
muito reduzidas (e noutro rato, um ainda mais reduzido, detectado apenas
microscopicamente), enquanto no grupo alta dose, apareceram quatro massas tumorais

(também de dimensdes reduzidas).

Porém, no grupo administrado com Celecoxibe na forma curativa, verificou-se
uma percentagem de ratos com tumor superior a0 BBN, apesar do volume tumoral total

ser muito inferior a este grupo.
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Tabela 7 — Andlise macroscOpica para os grupos Controlo, BBN, CEL, CEL-10 P e CEL-1 P

Controlo BBN CEL CEL-10P CEL-1P CEL-10C
Macroscopia
(n=8) (n=20) (n=4) (n=8) (n=8) (n=9)
Nimero de tumores
13 em 20 lem38 2em 8 7em 9
% ratos com tumor 0 0
(65,0%) (12,5%) (12,5%) (78%)
0,8+0,2 0,5 0,25 1,3+ 0,6
N° tumores/grupo 0 0
(16 em 20) (4 em 8) (2em 8) (13 em9)
1,2+0,1 4,0 1,0 2,0+ 0,8
N° tumores/rato com tumor 0 0
(16 em 13) (4em 1) (2em?2) (13 em7)
Volume tumoral (mm’)
Total (*média 8 ratos) 0 720,0%* 0 21,2 0,5 319,3*
138,5+7,5 21,2 0,25 59,8 £ 20,8
Média/rato com tumor 0 0
(em 13) (em 1) (em 1) (em 6)
112,5+6,4 53+04 1,0 35,9+ 14,8
Média/tumor 0 0
(em 16) (em4) (em 1) (em 12)

Em relacdo ao estudo do AAS, quando administrado sozinho ndo se verificou a

existéncia de qualquer tumor. J& nos estudos preventivos, o que melhor inibiu a

desenvolvimento tumoral, foi o de dose alta, pois s6 um em oito ratos desenvolveu

cancro. Relativamente a baixa dose, trés de oito ratos tinham tumor (37,5%), uma que

representa um efeito preventivo, ainda que menor, destacando-se ainda a reducdo do

volume tumoral, o que refor¢a o caracter benéfico na prevencao do desenvolvimento

tumoral (tabela 8).
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Tabela 8 - Andlise macroscépica para os grupos Controlo, BBN, AAS, AAS-250 P e AAS-25 P.

Macroscopia Controlo BBN AAS AAS-250P AAS-25P
Numero de tumores
13 em 20 2em 8 3em8
% ratos com tumor 0 0
(65.0%) (25%) (37,5%)
0.8+£0.2 0,25 0.5
N° tumores/grupo 0 0
(16 em 20) (2 em 8) (4 em 8)
1.2+0.1 1.0 1.3+03
N° tumores/rato com tumor 0 0
(16 em 13) (2 em2) (4 em 3)
Volume tumoral (mm’)
Total (*média 8 ratos) 0 720,0* 0 0.26 7.9
138.5+7.5 0.26 26+14
Média/rato com tumor 0 0
(em 13) (em 2) (em 3)
1125+6.4 0.26 20+0.5
Média/tumor 0 0
(em 16) (em 2) (em4)
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9.3. Avaliacao do perfil microscopico

As observacdes microscOpicas foram efectuadas apds a realizacdo de cortes
longitudinais das bexigas dos ratos de cada grupo, tendo sido seleccionadas as imagens
mais representativas de cada grupo. Naturalmente, nos grupos em que ndo se
observaram quaisquer anormalidades apenas se descreve um nimero reduzido de cortes,
procurando dar énfase aos grupos em que se verificaram diferentes tipos de tumores e

em diferentes fases de evolugdo.

e ~ A" 7 e =

Figura 35 — Fotografias microscdpicas das bexigas dos grupos Controlo (A e B), Celecoxib (C e D) e
AAS (EeF).

Legenda: As imagens A e B representam cortes de diferentes bexigas de ratos usado o corante H&E e

uma ampliacdo de 100x.

No que diz respeito ao grupo Controlo, observa-se nas imagens representativas
deste grupo (figura 35A e B), a existéncia de qualquer tipo de anomalia, encontrando-se
o urotélio no seu estado normal. As camadas celulares mantinham uma aparéncia de
total regularidade, sem qualquer tipo de desarranjos ou anormalidades. Como
consequéncia, pode inferir-se que o tratamento a que estes ratos foram sujeitos nao
promoveu qualquer alteracdo na morfologia das bexigas, traduzindo-se no resultado que

jé era totalmente esperado, uma vez que se trata do grupo controlo.

Relativamente ao grupo Celecoxib (figura 35C e D), é notério um edema da
submucosa na imagem C enquanto na imagem D se verifica uma simples atrofia do
urotélio. De referir que estas duas bexigas eram as que apresentavam maior alteracao

morfoldgica, sem no entanto qualquer delas apresentar carcinomas. Assim, é evidente
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que as outras bexigas se encontravam com um perfil histomorfolégico muito idéntico as

bexigas do grupo Controlo, ou seja, sem alteragdes microscopicas de relevo.

Relativamenteao estudo com AAS, verifica-se que esse composto sozinho
provoca alteragdes no epitélio semelhantes ao Celecoxibe. Assim, na imagem E

observa-se um edema, enquanto na imagem F estd representada uma ligeira atrofia do

urotélio, apesar de menor grau que no grupo Celecoxibe.

P I D, . =
Figura 36 — Fotografias microscépicas representativas do grupo BBN.
Legenda: As imagens A, B e C, representam cortes de diferentes bexigas de ratos do grupo BBN, nas
quais se utilizou a coloracdo H&E e uma ampliacdo de 100x. Na imagem D estd expressa uma regidao
ampliada (200x) da imagem B. Nas imagens E e F, estdo representadas bexigas numa ampliacao de 400x.

No que diz respeito ao grupo que tomou o agente cancerigeno (BBN), foram
notdrias alteracdes significativas ao nivel das diferentes camadas que constituem a
bexiga, em contraste com o observado no grupo Controlo (figura 36). Estes resultados
indicam claramente a existéncia de urotélio com anormalidades profundas. Na imagem
A contactou-se a existéncia de um pequeno carcinoma papilar bastante diferenciado no
canto superior direito, a0 mesmo tempo em que € notdria uma hiperplasia de algumas
camadas uroteliais, para além de atipia, isto €, displasia severa. Por seu lado, na imagem
B € observada uma hiperplasia papilar com displasia moderada do urotélio. Na imagem
C realca-se a existéncia de uma hiperplasia com displasia severa do urotélio,

notoriamente bem mais evidente na imagem D, pois a sua amplia¢do é superior. Nas
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imagens E e F estdo representados duas fases avancadas da tumorogénese, sendo elas a

necrose com queratinizacdo e células em mitose, respectivamente.

Em relagdo aos grupos em que se pretendeu avaliar o efeito do Celecoxib, os

resultados estdo apresentados na figura37 e mais detalhadamente na tabela 5.

Figura 37 — Fotografias microscépicas representativas do estudo Celecoxibe.
Legenda: As imagens representam cortes de diferentes bexigas de ratos representativas dos grupos CEL-
10 P, CEL-1 P e CEL-10 C, nas quais se utilizou a coloragao H&E e ampliagdes de 40x (C3), de 100x
(A1, A2, A3, B3, C2) e de 200x (B1, B2, C2) .

No estudo com Celecoxibe preventivo (10 mg), verificaram-se estadios pouco
avanc¢ados, maioriamente atrofias e hiperplasias do urotélio (3 ratos — tabela 9), e um ou
outro caso mais avancado, mas ndo representativos do grupo. Assim, na imagem Al
estd apresentada uma bexiga com hiperplasia bem visivel, enquanto a imagem A2
expressa um estadio de atrofia do urotélio. De referir que a imagem A3 diz respeito ao
animal qua apresentou tumor (o que fez com que este estudo ndo apresentasse uma

eficacia total), sob a forma de tumores invertidos e sem invasao das camadas adjacentes.
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Contudo, reforca-se a ideia de que as restantes 7 bexigas apresentam auséncia de

tumores e caracteristicas morfolégicas muito pouco alteradas em relagdo a normalidade.

No estudo de Celecoxibe de baixa dose na forma preventiva (CEL-1 P), ja se
observou um maior nimero de bexigas com hiperplasia (63%) e displasias de baixo
grau (imagem B1), assim como de tumores papilares (imagens B2 e B3). Este
agravamento das fases de desenvolvimento tumoral foi acompanhado por um nimero
ligeiramente superior de ratos com tumor da bexiga, especificamente, dois ratos em

oito.

No estudo CEL-10 C, os resultados histomorfolégicos foram ainda mais
negativos, devido a percentagem de ratos com tumor ser inclusivamente superior a do
grupo BBN. Este dado, reflete por si s6, a incapacidade do farmaco em regredir as
lesdes que o agente cancerigeno provocou durante as oito semanas de administracao
antecedentes a administracdo do celecoxibe. Nas imagens C da figura 16 é bem notério
um estadios mais avancado dos tumores (displasia severa, carcinoma invertido e

carcinoma papilar, respectivamente).

De referir que todos os dados referentes a histomorfologia das bexigas, do

estudo com o Celecoxibe se encontram descritos em pormenor na tabela 5.

Em suma, foram observadas diferentes caracteristicas no mesmo grupo, o que
dificulta uma andlise mais sistematizada das suas caracteristicas de cada grupo. Assim, a
tabela 9 serve para elucidar os diferentes parametros avaliados nas bexigas, bem como a

sua extensao nos diferentes grupos.
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Tabela 9: Caracteristicas histomorfoldgicas do urotélio no estudo do Celecoxibe.

BBN CEL-10 P CEL-1 P CEL-10 C
Control (n=20)
) CEL
Microscopy (n=8)
(n=8) Com - Com Com Com
(qualitative) Total Total Total Total
tumor tumor tumor Tumor
Hierolasia 0 100 100 o 100 375 100 625 100 100
perp (13/13)  (20/20) (/1) (318) (2/2) (518 (7/7)  (9/9)
0 0 0 0 14
o 100 75 11
Displasia alto grau 0 0
(13/13)  (15/20) o1 O’ ©2) o) 7 1O
Displasia baixo 0 0 25 0 100 125 100 62,5 100 66
grau o1z 5120 /1y (/8 (22) (518 (5/7)  (6/9)
Tumor sanilar 0 100 65 o 100 125 100 25 100 7
pap (13/13)  (13/20) WH A’ @ @B T (3
Tumor infiltrativo 0 15 10 0 0 0 0 0 0 0
(2/13) ~ (2/20) /1) (0/8) (0/2) (0/8) (0/7) (0/8)
0 0 0 0 0 0
Carcinoma In Situ 0 4311 3 4330 0
(4/13) ~ (4/20) /1) (0/8) (0/2) (0/8) (0/7) (0/8)

Caracteristicas dos grupos

BBN
CEL
CEL-10 P
CEL-1P

CEL-10 C

Edema; metaplasia epidermdide; papilomas invertidos

Edema e atrofia do urotélio (muito menos intenso que com BBN)

Edema e atrofia do urotélio; crescimento invertido do urotélio

Edema e atrofia do urotélio; metaplasia epiderméide imatura; ninhos linféides

Edema e atrofia do urotélio; metaplasia epidermdide
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Em relacdo aos grupos em que se pretendeu avaliar o efeito do &cido
acetilsalicilico, os resultados estdo apresentados na figura 38 e, mais detalhadamente, na

tabela 6.

No estudo com AAS de alta dose, a percentagem de ratos com tumores na
bexiga foi baixa, correspondendo a estadios pouco avangados. Assim, somente duas
bexigas apresentavam hiperplasia focal (A2), e as caracteristicas mais evidentes foram a
atrofia do urotélio e o edema da parede (imagem Al). As duas bexigas apresentavam

tumores papilares de baixas dimensdes (imagem A3).

Ja no grupo administrado com AAS em baixa dose, a percentagem de ratos co
tumor subiu ligeiramente, verificando-se também a eficiéncia do AAS em prevenir o
desenvolvimento tumoral. A percentagem de hiperplasia subiu para os 50% (imagem
B1), mas foi muito inferior a do BBN (100%). Foi também uma caracteristica deste
grupo o facto, nas bexigas que apresentaram tumor, aparecerem metaplasias
epidermoéides (imagem B2). De referir que todos os tumores eram papilares, ou seja, nao

evasivos (B3).
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o O Y _’-"E=\ Y A -
Figura 38 — Fotografias microscépicas representativas do estudo dcido acetilsalicilico.
Legenda: As imagens representam cortes de diferentes bexigas de ratos representativas dos grupos AAS-
250 P e AAS-25 P, nas quais se utilizou a coloragdo HE e ampliacdes de 100x (A2, A3, B3) e de 200x
(Al, B1, B2).

i

-

A tabela 10 sistematiza a informacdo recolhida para cada grupo em relacdo a

analise das lesdes no estudo do AAS.
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Tabela 10: Caracteristicas histomorfolégicas do urotélio no estudo do acido acetilsalicilico.

BBN AAS -250 P AAS -25P
) ) Control (n=20) AAS (n=8) (n=8)
Microscopia (n=8)
(n=8) Com - Com Com
(qualitativa) Total Total Total
tumor tumor tumor
Hioerlasia 0 100 100 o 0 25 6 50
perp (13/13)  (20/20) o2 @B @3 @B
50 12.5 33
. . 100 75 12.5
Displasia alto grau 0 (13/13)  (15/20) 0 12 A W3) (1/8)
0 0
. . . 25 12.5 66 100
Displasia baixo grau 0 0
(0/13) (5/20) (0/2) (1/8) (2/6) (8/8)
Tumor oanilar 0 100 65 o 1o 25 100 373
pap (13/13)  (13/20) 2/2) (2/8) (3/3) (3/8)
0 0 0 0
- . 15 10
Tumor infiltrativo 0 0
(2/13) (2/20) 02)  (©O8) (03)  (0/8)
0 0 0 0
. . 31 20
Carcinoma In Situ 0 0
(4/13) ~(4/20) ©02)  (O8)  (03) (08
Caracteristicas dos grupos
BBN Edema; metaplasia epiderméide; papilomas invertidos
AAS Edema e atrofia do urotélio (menos intenso que com BBN)
AAS-250 P Edema e atrofia do urotélio
AAS-250 P Edema e atrofia do urotélio; metaplasia epidermoide

Em suma, da andlise das tabelas e figuras atrds mencionadas ressalta a clara
no¢ao de que o tratamento com CEL-10 P permitiu uma preven¢ao em larga escala do
desenvolvimento tumoral, com uma redugdo significativa do nimero de tumores/grupo
(12,5%), verificando-se apenas em um rato o desenvolvimento de tumores (4), de um
total de 8 ratos do grupo. Ou seja, os resultados comprovam as apreciagcdes
macroscopicas, sugerindo um efeito altamente benéfico deste farmaco quando usado

preventivamente no tumor da bexiga.
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Mais ainda, numa dose mais baixa, ainda mostrou grande eficidcia (apesar de
ligeiramente menor — 25% de tumores). Contrariamente, a utilizacao curativa (CEL-10
C) ¢é totalmente ineficaz na inibicdo dos tumores, parecendo mesmo algum
agravamento. Em relacdo aos grupos AAS, ambas as doses apresentam algum efeito

preventivo, mas inferior ao do Celecoxibe, e melhor para doses mais altas (25% vs

37,5%).

10. Marcadores tumorais e inflamatorios

Foram determinados em soro alguns marcadores tumorais (TGF-B1 e TNF-a) e
inflamatérios (PCR e IL-1B) nos 9 grupos de ratos em estudo. Os resultados estdo

expressos sob a forma gréafica nas figuras 39 e 40, respectivamente.

10.1. Marcadores tumorais

Em relacio ao TGF-B1 em soro, os valores séricos no grupo BBN foram
superiores em cerca de 15% em comparacdo com o grupo Controlo (figura 39A). No
entanto, tomando como referéncia o BBN, verificou-se um decréscimo acentuado nos
grupos CEL-1 P e CEL-10 C (P<0,01) e também a prevengdo do efeito BBN no grupo
CEL-10 P, ainda que a reducdo tenha sido menos significante. Em relacdo aos grupos
administrados com AAS, o grupo AAS reduziu os valores de TGF-B1 vs Controlo
(P<0,01), o mesmo se verificando no grupo AAS-250 P face ao grupo BBN (P<0,001).
No grupo de baixa dose registou-se também um decréscimo, mas menos acentuado que

nos grupos anteriores (P<0,05 vs BBN) (figura 39A).
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Figura 39 — Representagdo grafica dos marcadores tumorais séricos: A — TGF-$ e B — TNF-a.
Legenda: Os resultados representam médias + e.p.m. Os diferentes valores de significancia: P<0,05;

P<0,01 e P<0,001, sdo representados por uma, duas e trés letras, respectivamente: a — vs Controlo; b — vs
BBNec-vs CEL.

Os valores séricos de TNF-a (figura 18B), foram igualmente dispares de grupo
para grupo. Nao se verificaram diferencas de relevo entre o grupo BBN e o Controlo,
apesar de um aumento tendencial. O grupo CEL-10 P foi o tinico a revelar um aumento
significativo versus BBN (P<0,05). J4 no grupo CEL-1 P, observou-se uma diminui¢do
dos valores (P<0,01 vs BBN e CEL), com uma situac¢do idéntica no grupo CEL-10 C
(P<0,001 vs BBN e P<0,01 vs CEL). No estudo com AAS, ndo se registaram alteracoes

significativas para nenhum dos grupos.

10.2. Marcadores de inflamacao

Relativamente aos valores séricos da proteina C reactiva (PCR), verificou-se um
acréscimo de cerca de 11% no valor do grupo BBN face ao Controlo (P<0,01) (figura
40A). Nos grupos aos quais se administrou Celecoxib os indices decairam
drasticamente, com o Celecoxib sozinho a registar uma diferenca para o grupo Controlo
de aproximadamente 74% (P<0,001). Quando se administraram os dois em conjunto
(BBN+CEL 10 mg), a diferenca foi muito inferior face ao grupo BBN (P<0,001). Os
grupos CEL-1 P e CEL-10 C, também revelam a enorme capacidade do Celecoxibe em
diminuir os niveis desta proteina face ao grupo BBN (P<0,001 para ambos) e CEL
(P<0,001 para ambos). Nos grupos administrados com AAS, vrificou-se idéntica
situagcdo, com o grupo que sé tomou AAS a revelar grande diminuicdo face ao grupo

Controlo (P<0,001). Seguindo na mesma linha, o facto de se administrar o agente
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cancerigeno ao AAS, ndo se traduziu num aumento da concentragdo sérica desta
proteina, mantendo-se os niveis identicos aos revelados pelo farmaco sozinho (P<0,001
vs BBN). Assim, nestes grupos de ratos administrados com celecoxib e AAS, ficou
patente a capacidade anti-inflamatéria dos farmacos, pela diminui¢do drastica deste

marcador (figura 40A).

De referir que a inflamacdo é um estado que pode conduzir a oncogénese, € a

sua reducao poderd ajudar a explicar a prevencao nos tumores da bexiga.
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Figura 40 — Representagdo grafica dos marcadores inflamatérios: A — PCR e B — IL-1.
Legenda: Os resultados representam médias + e.p.m. Os diferentes valores de significancia: P<0,05;

P<0,01 e P<0,001, sdo representados por uma, duas e trés letras, respectivamente: a — vs Controlo; b — vs
BBN e c-vs CEL.

No que concerne a concentragdo de interleucina-1p em soro (figura 18B), nos
grupos BBN, CEL e CEL-10 P observou-se um ligeiro acréscimo em relacdo ao
controlo, mas sem significado estatistico. Porém, no grupos Celecoxib de baixa dose e
curativo (CEL-10 C), constactou-se que os indices desta proteina inflamatéria
dispararam para niveis muito superiores face aos grupos BBN (P<0,001) e CEL
(P<0,001). Ha semelhanca destes dois grupos, o AAS administrado sozinho também
apresentou niveis altos (P<0,001 vs Controlo), e que em conjunto com o BBN (ambas
as doses), os niveis se manteram altos (P<0,001 vs BBN). Estes dados parecem dar a
informacao que estes farmacos, apesar de serem anti-inflamatérios (como verificado nos
valores de PCR no grafico 18A), podem activar outras vias distintas dos mecanismos de

inflamacao.
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Em Portugal, o carcinoma vesical foi a décima causa de morte em 2005, com um
total de 632 casos, num universo de 23.323 ¢bitos devido a tumores, representando
2,8% do total de 6bitos por tumor (Puntoni e col., 2007). Nos ultimos 25 anos a
incidéncia cresceu 5%, mas o indice de mortalidade tem vindo a diminuir tanto nos
homens como nas mulheres, e em todas as idades, podendo este dado dever-se a
mudancas na detec¢do mais precoce e d4s melhorias na sobrevivéncia, particularmente
devido aos avancgos cirdrgicos (Voorzanger-Rousselot e col., 2007). Assim, a neoplasia
da bexiga devera ser considerada um problema de satide publica devido a sua alta

incidéncia e a frequéncia de recidivas de formas superficiais apds o tratamento.

Os resultados obtidos até agora nas ciéncias quimicas/bioldgicas em
experiéncias de carcinogénese, de patologia e de epidemiologia, permitiram uma melhor
compreensdo dos mecanismos bdsicos da quimiopreven¢do. Um exemplo muito bom
deste mecanismo é a inibicdo da formac@o de nitrosaminas carcinogénicas através da
vitamina C e E, soldveis em 4gua, que obstruem a reac¢do entre aminas € nitritos
secundérios sob condi¢des muito dcidas no estdomago. A formagdo carcinogénica pode
igualmente ser inibida impedindo a activacdo metabdlica de pro-carcinogénios
(Golijanin e col., 2006). Em 1985, Rehn verificou uma associa¢do entre a exposi¢do a
aminas aromadticas e a neoplasia vesical em alguns trabalhadores de industrias fabris.
Mais associagdes foram identificadas posteriormente, tanto em modelos animais como

em humanos que trabalhavam expostos a corantes artificiais (Lamm, 1998).

Sao diversos os oncogenes que parecem estar envolvidos no desenvolvimento do
carcinoma urotelial, sendo vdarios os mecanismos que podem contribuir para o
aparecimento da alteracdo genética, especialmente porque transfigura a célula de modo
a fugir a mecanismos normais de controlo da proliferacdo celular. Os oncogenes
frequentemente associados a esta patologia sdo os da familia ras, especialmente o
p2lras, que foi correlacionado com um grau histolégico muito alto do carcinoma da
bexiga. Os genes supressores de tumores t€ém como fung¢do proteger a célula de
alteracOes genéticas e, assim, permitir a sua intercep¢ao quando detectadas alteracdes no
ADN. Sao descritos vdrios genes que promovem este controlo, como o gene do

retinoblastoma, o p53, o p21, o INK4A/ARF e o PTEN.

Para além dos aspectos genéticos, eventualmente relevantes em alguns

individuos, e de outros factores de risco ja identificados (como o tabaco e a exposi¢ao a
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carcinogénios), outros processos deverdo estar envolvidos no apareciento e/ou

desenvolvimento do carcinoma da bexiga.

A carcinogénese pode ser considerada como uma desordem na transdu¢do do
sinal. Hormonas e factores de crescimento que regulam o crescimento, a proliferacdo e a
diferenciacdo da célula comunicam entre si, através das membranas celulares, e de
receptores (alguns receptores associados a enzimas). Os segundos mensageiros
transportam a informacdo entre a membrana celular e o nucleo através do citoplasma.
De entre os varios mensageiros, tem particular relevancia a adenosina monofosfato
ciclica (AMPc), o inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3), o diacilglicerol, as prostaglandinas e
proteinas reguladoras como a proteina cinase activada por mitogénios (MAPK). As
vérias etapas de transducdo do sinal podem ser locais alvo para ac¢do de substancias

usadas na quimioprevengao, no sentido de restaurar o controle celular a indices normais.

No tecido humano, a COX-2 € expressa na displasia urotelial, no CIS e na
maioria dos carcinomas de células transacionais, independentemente da fase e do grau
de desenvolvimento (Golijanin e col., 2006), sugerindo o envelhecimento de fenémenos
inflamatorios neste processo. Para além disso, abre perspectivas interessantes quanto a
utilizacdo de farmacos inibidores da COX-2, como os AINEs e os inibidores selectivos

da COX-2.

Os radicais de oxigénio, como o singleto oxigénio, o radical peréxido, o anido
superdxido e radical hidroxilo, estdo associados a carcinogénese e podem actuar em
diferentes fases, como a iniciagdo, a promoc¢do e a progressdao tumoral. O stresse
oxidativo, e a inflamac¢do a ele associada, parecem estar intimamente associados ao

desenvolvimento tumoral.

A auséncia de clarificacdo em relagdo aos mecanismos fisiopatoldgicos precisos
envolvidos no desenvolvimento de tumores da bexiga, assim como do envolvimento de
agentes carcinogénicos no despoletar desta patologia, tem levado a comunidade médica
e cientifica e incidir os seus esfor¢os na descoberta de potenciais fairmacos capazes de

prevenir o desenvolvimento tumoral ou, quem sabe, reverter mesmo as neoplasias.

Devido a grande dificuldade de realizar estes estudos em humanos, recorre-se
por diversas vezes aos estudos in vitro (6rgaos e tecidos humanos) e em modelos

animais in vivo. A utilizacdo de modelos experimentais em animais tem conduzido as
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investigagdes no sentido da descoberta dos diferentes mecanismos fisiopatoldgicos
eventualmente envolvidos no desenvolvimento tumoral. O animal mais usado tem sido
o rato, pois apresenta grandes vantagens em relacdo a outros, como o facto de ser
pequeno, de baixo custo e de facil manutengdo laboratorial. Para além disso, este animal

possui muitas caracteristicas morfoldgicas e funcionais semelhantes aos humanos.

O modelo de indu¢do de carcinoma da bexiga em rato mais testado é o da
administracao de nitrosaminas (como O-BBN ou BBN). Porém, existem outros métodos
e moléculas que também provocam resultados satisfatérios naindu¢do do cancro na
bexiga, como os derivados arsénicos (Bredfeldt, e col., 2006; Eblin e col., 2007). O
tratamento de ratos com OH-BBN resulta no desenvolvimento de cancro da bexiga com
células transacionais e escamosas, que t€ém marcadas semelhancas a nivel
histopatolégico com a doenca humana, tendendo a ser invasivos. Assim, este modelo
tem sido usado para caracterizar o processo de desenvolvimento do cancro da bexiga e

avaliar a efic4cia de potenciais agentes preventivos (Grubbs e col., 2000).

Por estas razdes, neste trabalho foi usada esta nitrosamina como agente indutor
do cancro da bexiga para servir de suporte ao estudo dos efeitos do farmaco na
quimioprevencdo do tumor. Escolhidos o agente carcinogénico mais fidvel, o modelo
animal e o farmaco a testar (um inibidor da COX-2 e um AINE), construi-se entio um

protocolo experimental para alcangar os seguintes objectivos principais:

i) Caracterizagdo e valida¢do do modelo de inducao de carcinoma vesical, comparando
animais sujeitos ao agente cancerigeno ( BBN) com ratos Controlo;

1) Avaliagdo do potencial efeito preventivo e curativo do Celecoxibe (em dose alta e
baixa) no desenvolvimento de carcinoma vesical, comparando com o grupo
administrado somente com o BBN.

iii) Avaliacdo do potencial efeito preventivo do 4cido acetilsalicilico no
desenvolvimento de carcinoma vesical, comparando os grupos que tomaram BBN e

AAS (em alta dose e baixa dose), com o grupo administrado somente com BBN.
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i) Caracterizacio e validacao do modelo de inducio de carcinoma vesical

O rol de resultados obtidos, descritos no capitulo anterior, permite discutir agora,
com mais pormenor, 0s parametros que revelaram maior importancia na caracterizagao
deste modelo de inducdo de tumores da bexiga. Assim, relativamente a andlise
histomorfol6gica, e mais especificamente a macroscopia, foi notdria a eficicia do BBN
no desenvolvimento de carcinomas, numa elevada percentagem (cerca de 65% num
total de 20 ratos), com volumes tumorais muito significativos (em média cerca de 112
mm”). Esta primeira sintese permite ndo sé verificar o aparecimento de carcinomas,
como verificar a importancia do BBN na progressao do tumor. Para comprovar esse
facto, Gofrit e col. (2006) administraram BBN (a 0,05%) durante 35 semanas fémeas
Wistar para observar o desenvolvimento tumoral e obtiveram resultados em muito
idénticos aos aqui revelados. Ou seja, o protocolo de 20 semanas (com 8 de
administracdo de BBN e mais 12 de expressao tumoral) foi adequado, mostrando-se ser

suficiente para a inducao de uma elevada percentagem tumoral.

Numa andlise mais minuciosa, as observagdes microscopicas revelaram que o
BBN proporcionou o desenvolvimento de diferentes tipos de carcinomas ao nivel da
mucosa vesical, atingindo-se um nimero de tumores por rato de 1,2 £ 0,1. Apés uma
andlise mais descritiva das bexigas do grupo BBN, foi possivel elaborar a tabela 9 que
expressa as diferentes caracteristicas avaliadas. De entre elas, é de realcar uma
hiperplasia severa seguida de um grau acentuado de displasia em algumas bexigas,
havendo mesmo 4 casos de carcinoma in situ. De referir que estes dados vém de
encontro ao descrito na literatura por Bidinotto (2006) com a administracio de BBN
(0,05%) durante 18 semanas, apresentando todos os ratos hiperplasia como inicio do
desenvolvimento tumoral no urotélio. Foi também notéria a presenca de papilomas
invasivos (10%) de forma moderada. Segundo Klein e col. (2005), o estado de
hiperplasia surge a partir de um aumento de proliferagdo celular e uma diminui¢do da
apoptose, podendo conduzir a situagdes mais severas. Um outro factor que explica a
passagem do urotélio normal para um fase de hiperplasia é explicado por Shiina e col.
(2001). Estes autores formulam que o BBN (também a 0,05%) provoca alteracdo nas
cateninas alfa e beta nas membranas celulares, levando a criar situagdes de ruptura entre
células até se poder chegar a um estado de displasia. No nosso estudo o BBN revelou
influéncia directa na progressao tumores, verificou-se um marcado desenvolvimento até

estadios moderados, com massas tumorais de elevado volume (volume médio por rato
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com tumor de 138,5 mm®). Assim, fica reforcada a ideia de que a escolha do agente

carcinogénico foi de encontro ao esperado.

A fim de verificar possiveis alteracdoes nas propriedades bioquimicas, a nivel
celular e molecular, foram avaliados parametros séricos que complementam a andlise
microscopica. Os dados obtidos em relagcdo ao equilibrio oxidativo sugerem que a
producdo de espécies reactivas nao € o factor determinante no desenvolvimento tumoral,
uma vez que a razdo MDA/TAS e a concentracdo de 3-NT ndo sofreram variagio
significativa relativamente ao Controlo. S6 uma avaliacdo mais aprofundada de outros
radicais e antioxidantes poderd confirmar esta sugestdo. Contudo, os resultados
mostraram um aumento das concentra¢des séricas de TGF- e de TNF-a no grupo
administrado com BBN em relacio ao Controlo, apresentando o TGF-B um maior
aumento. Estes dados, juntamente com a macro e microscopia, sao reveladores de que a
accdo do BBN foi fundamental para o desenvolvimento tumoral, conduzindo a um

estado de crescimento celular e de proliferacao tumoral.

Foi ainda avaliada a influéncia de parametros da inflamacdo, através da
quantificacdo sérica de PCR e de IL-1fB. Os resultados verificados sdo indicadores de
que o BBN provoca um estado de inflamacao no organismo do animal, com os valores
da PCR e revelarem grande significincia em relacio ao Controlo. E sabido que o
aumento significativo da concentracio de PCR no soro € um sinal inequivoco da
existéncia de um processo inflamatério em evolucdo. Esta proteina de fase aguda €
produzida no figado por estimulacio da IL-6 (citocina pré-inflamatdria), e € responsavel

pela activacdo da cascata do complemento que regula o processo inflamatorio.

Em relacio aos parametros de foro bioquimico e hemodinamico,
designadamente indicadores de funcdo cardiaca, de perfil lipidico, de fun¢do renal e
hepatica e do hemograma, foram verificadas algumas alteracdes, sendo apenas descritas

as mais relevantes.

O BBN originou um aumento das pressoes ateriais sistolica, diastdlica e média,
sem alterar a frequéncia cardiaca. O tnico indicador de trofismo que sofreu alteracio foi
a massa cardiaca, verificando-se um ligeiro acréscimo. Ao nivel da fungdo renal
constatou-se somente um aumento do dcido urico, mas sem alteracdo do valor de
creatinina e azoto ureico, nem da massa renal. Ou seja, parece nao haver grande

afectacdo da func¢do renal. Em relacdo a funcdo hepdtica, os indicadores bioquimicos
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(TGO e TGP) revelaram um acréscimo considerdvel que também se verificou no
aumento da massa do figado. Este aumento podera ficar a dever-se a metaboliza¢dao

hepatica do BBN com as consequentes alteracoes.

De forma resumida, concluida a primeira etapa do estudo € possivel afirmar que
este modelo experimental escolhido € consistente, como ja havia sido sugerido por
outros investigadores com condicdes experimentais similares. Também € notério que o
tempo de exposicdo ao BBN, o tempo de duracdo total do estudo e a dose de BBN
administrada, foram os adequados para os objectivos tracados. A eficiéncia do BBN foi
tdo notdvel que algumas bexigas dos animais continham mais que um tumor,

aleatoriamente enquadrados em diferentes estadios de diferenciacao.

Na literatura € descrito que a expressdo da COX-2 aumenta com o grau tumoral
em TCC (Wadhwa e col., 2005). Testada a eficiencia do BBN na indu¢do tumoral,
passou-se para a avaliacdo da eficicia do Celecoxibe (inibidor selectivo da COX-2) na

prevencao do efeito carcinogénico do BBN.

ii) Avaliacdo do potencial efeito preventivo e/ou curativo do Celecoxibe no

desenvolvimento de carcinoma vesical

A COX-2 ¢ tida como um importante mediador na carcinogénese por via da
proliferacdo celular, inibi¢do da morte celular, inducdo da angiogénese e facilitacdo da

invasao (Eblin e col., 2006).

O celecoxibe € um farmaco selectivo para a COX-2 que evidencia acc¢des anti-
inflamatdrias, analgésicas e actividade antipirética em modelos animais. O mecanismo
de accdo € a inibi¢c@o da sintese das prostaglandinas, primariamente pela via da inibi¢dao
da COX-2, e que em concentragdes terapéuticas em humanos nao inibe a isoenzima

Ciclooxigenase-1 (COX-1).

O celecoxibe € um anti-inflamatério que nos ultimos anos tem sido testado por
varias equipas de investigacdo na drea da carcinogénese. Este facto resulta do facto da
COX-2 ser uma enzima que poderd participar na iniciacdo de tumores. Segundo a

literatura, a inflamagao faz parte da carcinogénese, mas até ao momento nao se decifrou
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se € a partir de um estado inflamatério que se poderd despoletar o desenvolvimento
tumoral, ou se a inflamacdo € secunddria as alteracOes primdrias a nivel genético. O
aumento da expressio da COX-2 podera ser suficiente para causar hiperplasia e
carcinomas na bexiga. Assim, a inibi¢do da COX-2 poderd ser proposta como um
potencial alvo quimiopreventivo, € uma possivel estratégia terapéutica de prevencao do

desenvolvimento tumoral (Klein e col., 2005).

A COX-2 estd relacionada com a regulacdo tumoral, associando-se a
angiogénese, modulag¢io do sistema imunitério, regulacdo da migra¢ao/invasao celular e
inibicdo da apoptose. Existem outros produtos da via da COX-2, como o
malondialdeido, que directamente forma aductos no ADN, resultando em mutacdes que
podem dar inicio a um processo carcinogénico. Todos estes efeitos estimulam a
progressdo tumoral e ajudam a explicar o papel pro-neoplasico da COX-2 (Young e

col., 2007).

Para além do uso clinico do Celecoxibe como anti-inflamatodrio, este farmaco
tem sido testado na dltima década na drea da carcinogénese com resultados satisfatérios
na prevencao de certas linhas celulares (in vitro) e in vivo (modelos animais € humanos)
(Pyrko e col., 2007; Smalley e col., 1997; Fujita e col., 1998; Liu e col., 1996; Fosslein,
2000; Koga e col., 1999; Buckman e col., 1998; Zimmermann e col., 1999; Tucker e
col., 1999; Alhan e col., 2004).

Assim, e com base em mecanismos de actuagdo intracelular ao nivel da
proliferacdo celular e do processo de inflamagdo, decidiu-se testar o Celecoxibe como

agente preventivo no carcinoma da bexiga.

Relativamente ao grupo administrado isoladamente com Celecoxibe, a partir do
qual se poderiam avaliar os efeitos do farmaco por si s6, sem possivel interferéncia dos
mecanismos de carcinogénese, verificou-se que nao originava desenvolvimento de
carcinoma da bexiga. De referir ainda que ndo apresentou alteracdes de ordem maior ao
nivel da microscopia (apenas um caso de atrofia do urotélio). Este resultado comprova a
observacdo a “olho nu” de um estado de total limpidez das bexigas, com imagens

semelhantes as do grupo Controlo.

Em relacdo a pressdo arterial (sistdlica, diastélica e média) constatou-se um

aumento significativo em relagao ao Controlo. De referir que as prostaglandinas t€m um

128



DISCUSSAO

papel importante na inflama¢do, manutencdo da integridade da mucosa intestinal, na
hemodinamica microvascular renal, libertacdo de renina, absorcao tubular de sais e dgua
(Gupta e col., 2007). Assim, é notdrio o aumento da pressao arterial dos animais com a

administracao do Celecoxibe.

Em relacdo a fungdo renal e hepética, e contrariamente ao que a literatura indica,
ndo se constataram alteragdes em relagdo ao grupo Controlo. Gupta e col. (2007),
demonstraram que os niveis de creatinina e ureia em ratos Wistar que tomaram
celecoxibe eram superiores ao grupo controlo. Assim, concluiram que a dose de
celecoxibe administrada (30 mg/kg/dia — trés vezes superior a dose deste estudo), levava
a danos na func¢do renal, conduzindo a nefrite tubulointersticial moderada. Num outro
estudo prévio verificou-se que a administracdo de celecoxibe leva a alteracOes
morfolégicas pela diminuicdo intersticial de macrofagos e aumento da cédpsula de
Bowman (Ozturk e col., 2002). Contudo, Gupta e col. (2007) ndo observaram estas
alteracdes, explicando que podem estar associadas a diferente dosagem e modelo
apresentado. Alhan (2004) afirmava que o celecoxibe (administrado na mesma dosagem
que neste estudo) ndo originava altera¢des na funcdo renal. J4 Angélico (2006) vai mais
longe ao afirmar que o envolvimento das prostaglandinas no reflexo urindrio é um
factor que provoca o relaxamento muscular da bexiga e que o Celecoxibe consegue

corrigir esse relaxamento por inibicao da COX-2.

Em relacdo a funcdo hepatica, os parametros séricos ndo registam alteracoes,

mas € de real¢ar o decréscimo na massa do figado.

No que concerne aos indices aterogénicos, os resultados ddo a ideia de o
farmaco ser deslipidémico. Nos parametros do equilibrio oxidativo, apenas de realgar o
decréscimo do malondialdeido no soro e nos tecidos. Esta queda na producdo de
malondialdeido concorda com a auséncia de tumores neste grupo, pois segundo o
descrito na pagina anterior, as espécies reactivas formam directamente aductos no ADN,
resultando em mutagdes que podem dar inicio a um processo carcinogénico. Os estudos
de Gupta (2007), relativamente a este dado ndo foram concordantes com os nossos. O
autor afirma que num estado agudo de toma do celecoxibe (6 horas) o valor de MDA ¢é
superior ao controlo, sendo ainda mais elevados em efeito mais prolongado (7 dias.
Porém, o nosso valor do TAS é em muito similar ao do Controlo, prevalecendo uma

melhor razio MDA/TAS, traduzindo-se num melhor capacidade antioxidante total.
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Quanto aos valores tumorais e inflamatérios, apenas de realgar o acréscimo de
TNF-a e de IL-1P. De acrescentar que a principal funcdo da interleucina-1, de modo
semelhante do TNF-a, € servir como um mediador da resposta inflamatéria do
hospedeiro as infec¢des ou outros estimulos inflamatoérios. A IL-1 funciona em conjunto
com o TNF-a na imunidade inata e na inflamac¢do, sendo a sua principal origem os
fagdcitos monoclonados activados. A maioria da IL-1 encontrada na circulacdo € a IL-
1B. Segundo alguns autores o TNF-a deve ser visto também como um marcador de
inflamacao, além de marcador tumoral. O PCR € um claro sinal de que o farmaco (¢ um
anti-inflamatério) actuou da forma esperada, bloqueando a formacdo das

prostaglandinas por inibicao da COX-2.

Em relacdo aos grupos tratados com Celecoxibe e BBN (da forma preventiva e
curativa), por compara¢cdo com o grupo administrado isoladamente com o agente
carcinogénico (BBN), os resultados foram muito promissores para a compreensao de
possiveis mecanismos terapéuticos. Os resultados obtidos neste grupo eram o principal
objectivo deste estudo, e a grande expectativa deste trabalho. Com efeito, 87,5% dos
ratos do grupo CEL-10 P ndo apresentou qualquer tumor visivel macroscopicamente.
Os outros 12,5% que tinham massa tumoral eram na verdade apenas um s6 rato, de um
grupo de 8, rato esse que apresentava quatro massas bem diferenciadas na bexiga
(apesar de dimensdes reduzidas), com um volume tumoral total de 21 mm’. Perante este
facto, uma evidéncia é certa: o Celecoxibe, nesta dose, provocou efeitos benéficos
(neste caso, e como pretendido, efeitos preventivos). A eficicia s6 nao foi total porque
uma das bexigas deste grupo apresentou massas cancerigenas com notdrio
espessamento dos vasos sanguineos, sugerindo a ocorréncia de angiogénese. Grubbs
(2000) efectuou um tratamento em ratos com celecoxibe em condi¢des andlogas as
nossas, mas com concentracdes de Celecoxibe muito superiores (200, 500 e 1250
mg/kg). Nesse protocolo conseguiu reduzir a incidéncia de cancro em 65%. Os nossos

resultados, com uma dose significativamente mais baixa, sdo bastante promissores.

Resultados igualmente inequivocos, foram os da dose baixa de Celecoxibe (1
mg/Kg/dia), que originou uma percentagem igualmenete pequena (25%). Ja no estudo
em que se pretendeu avaliar o efeito do Celecoxibe na forma curativo, os resultados nao
sao nada favordveis a sua aplicagdo. Isto porque a incidéncia de cancro neste grupo teve
um aumento (78% versus os 65% do grupo BBN). Estes dados parecem apontar

claramente para o envolvimento de fendmenos inflamatérios no desenvolvimento
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tumoral, sendo farmaco eficaz se for capaz de inibir o inicio do processo, mas

totalmente ineficaz quando usado para reverter a inflamacao jé instituida.

Numa andlise histomorfoldgica mais pormenorizada, os resultados evidénciam
grandes avancos nos grupos preventivos comparando com o grupo BBN. O nivel de
hiperplasia diminui muito no grupo alta dose e menos acentuado no grupo de baixa
dose, comparativamente aos 100% do grupo BBN. Mais ainda, o estado de displasia
severa, ndo foi evidente em nenhum dos dois grupos preventivos, enquanto no BBN
atingiu os 100% nos ratos que apresentavam tumor.Em relacdo as lesdes neopldsicas, ha
a destacar a auséncia de carcinomas in situ e de tumores invasivos nos dois grupos
preventivos. Mais ainda, os tumores presentes nas bexigas que apresentavam tumor
eram apenas papilares de fase TaG1l ou TaG2. Finalmente, € em comentdrio, alguns
ratos apresentavam atrofia do urotélio e edema da mucosa, ambos num estado
moderado. Assim, e de um modo global, as observa¢des microscOpicas revelaram-se
concordantes com os dados macroscépicos e com a avaliagdo quantitativa, corroborando
a eficécia preventiva do farmaco testado. Quanto a eficdcia curativa deste agente, uma
vez que a percentagem de tumores foi superior ao BBN, apenas hd a destacar a redugdo
do volume tumoral para metade, acompanhado da reducdo da média por tumor para
cerca de um terco face ao grupo BBN. Estes dados parecem transmitir a ideia que o
farmaco, através do seu efeito anti-inflamatdrio, inibe o aumento da inflamagdo que se
gera com o desenvolvimento tumoral, ndo conseguindo, por seu lado, regredir as lesdes
que ja estariam subjacentes a toma de BBN nas anteriores oito semanas. A histologia
acompanha a tendéncia de que os estadios dos tumores formados ndo sdo tdo graves,
pois ndo existe a formacgao de tumores in situ nem de carcinomas infiltrativos. Porém, a
percentagem de tumores papilares mantém-se inalterada comparativamente ao grupo

BBN

Os marcadores tumorais e inflamatoérios ainda vieram reforcar a ideia da eficacia
do farmaco na prevencao tumoral. O TGF-B1 tem como principal ac¢cdo a inibicdo da
proliferacdo e diferenciacdo das células T e a activacao dos macréfagos. Porem, o TGF-
B1 tem muitas accdes diversas fora do sistema imunitdrio, como o controlo na inibi¢cao
da proliferacdo de alguns tipos celulares ou a estimulagdo de outras células. Os
resultados registados no grupo CEL-10 P revelaram niveis de TGF-B1 inferiores ao
grupo BBN, prevalecendo a ideia de maior controlo no desenvolvimento celular. Essa

ideia parece ser apoiada pelo resultado do TNF-a, pois a subida deste pardmetro face ao
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grupo BBN indica claramente a inten¢do do organismo em realizar um controlo mais
apertado no desenvolvimento celular, com um maior nimero de células a serem
eliminadas (por necrose). Ja no grupo CEL-1 P, ndo se verificou tdo apertado controlo,
pois os niveis de TGF-f1 e TNF-a decairam bruscamente, dai a precentagem de
tumores neste grupo ser superior ao de alta dose. Ainda mais assinaldvel é o decréscimo

no grupo CEL-10 C, com os valores destes dois parametros a serem ainda mais baixos.

Em relacdo aos parametros inflamatorios, os niveis de PCR foram os previstos para
todos os grupos administrados com Celecoxibe, pois sdo muito baixos face ao BBN,
evidenciando a ac¢do do farmaco. O facto da IL-1B actuar como mediador da
inflamacdo pode ser a explicacdo para o valor obtido ser superior ao BBN. Dos
pardmetros aqui analisados, segundo a literatura, o TNF-a, o TGF-B1 e a IL-1B sdo
factores que estando aumentados traduzem um aumento da COX-2 (Pruthi e col., 2004).
Porém, s6 o valor de TGF-B1 é concordante com o referido anteriormente, ou seja, os
outros factores permaneceram altos, mas o nimero de tumores foi diminuto, sugerindo

outras contribui¢des destes factores dentro do procsso inflamatério.

Nos restantes parametros complementares da ac¢do do organismo, ha que
ressalvar o acréscimo da glicose na corrente sanguinea no grupo CEL-10 P, o que ndo se
regista nos restantes grupos. No controlo do peso dos animais € visivel o menor
desenvolvimento dos animais em que foi administrado Celecoxibe. Contudo, Reddy
(2000) afirma que o farmaco ndo interfere com o desenvolvimento animal, o que é
contrastante com os nossos dados. Ao nivel da fun¢do cardiaca, neste grupo também ¢é
notdria a proximidade dos valores da pressao arterial sistdlica, diastélica e média com o
grupo BBN. Este estado de hipertensdo € descrito na literatura, tanto pela accdo do
BBN, como pelo farmaco usado. Contudo, depois da toma dos agentes, esse aumento

vai-se dissipando com o tempo.

No que concerne a fungdo renal, destaca-se apenas um agravamento no grupo
CEL-10 P, pelo aumento do azoto ureico, complementado com um ligeiro aumento da
creatinina e um acréscimo acentuado dos niveis de 4cido urico. Estes dados ndo estdo
em concordincia com os descritos na literatura. Com efeito, Alhan (2004) usou a
mesma dose de celecoxibe (10 mg/kg/dia), mas conclui que ndo originava alteragdes na
funcdo renal. Nos restantes dois grupos (CEL-1 P e CEL-10 C) ndo se verificam

alteracdes nesta funcao.
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Em relacdo a fun¢do hepatica apenas hd a registar o agravamento no grupo
curativo, ndo havendo alteracdo metabdlica nos grupos preventivos. Na funcdo lipidica
apenas a destacar o indice aterogénico LDL/HDL (nos grupos CEL-1 P e CEL-10 C) a
sofrer um acréscimo significativo que se traduz num maior factor de risco
cardiovascular, o que também € aceite face ao farmaco em questao (inibidor selectivo da

COX-2).

No que respeita ao equilibrio oxidativo, os valores de MDA no figado, rim e
soro sdo muito idénticos. Porém, s6 hé a enaltecer o enorme aumento no grupo curativo.
De referir que este valores estdo aumentado trés vezes mais que no grupo BBN. Nos
grupos preventivos foi verificado um efeito protector do celecoxibe contra a formagao
tumoral, pois a formacdo de radicais livres € um dos processos que poderd conduzir ao
desenvolvimento cancerigeno. O valor de MDA/TAS confirma esta no¢ao, pois o grupo
que menos tumores apresenta (CEL-10 P) tem um melhor balanco MDA/TAS, enquanto
o grupo CEL-1 P (também eficaz na prevencdo tumoral) ji apresenta um ligeiro
agravamento nesta razdo. O grupo curativo, por sua vez, apresenta muitos tumores,
acompanhados de um aumento da razdo MDA/TAS. Num estudo realizado por Cimen
(2007), em humanos em tratamento com 200 mg/dia de celecoxibe, os valores de MDA
do grupo que tomou o farmaco foram muito idénticos aos do Controlo. Em outro
estudo, o autor refere que o indice de MDA em humanos com TCC aumenta em fun¢do
do grau tumoral (Yacin e col., 2004), o que também se confirmou no nosso trabalho.
Em relacdo ao 3-NT (um indicador da formacdo de peroxinitrito), os valores nao sio
favoraveis ao Celecoxibe, pois existe um aumento significativo nos grupos preventivos
(maior no grupo de baixa dose), havendo ainda maior aumento no grupo curativo. Estes
dados sdo passiveis de concluir que, apesar da peroxidagcdo ser corrigida com o
Celecoxibe nos grupos preventivos, 0 mesmo ndo sucede no controlo deste produto 3-

NT, podendo este ser uma das vias que leva ao desenvolvimento tumoral.

No que respeita a possiveis mecanismos que possam levar ao
desenvolvimento/prevencdo do cancro da bexiga, existem diferentes pontos de vista.
Por exemplo, o celecoxibe tem o efeito da inducdo de apoptose nas linhas celulares,
com a reducdo da expressdo da proteina Bcl,. No entanto, estas alteragdes ocorrem
independentemente da expressdao da COX-2, sugerindo a presenca de uma via
independente para a COX-2 e a Bcl, (Gee J e col., 2006). O mesmo autor refere a

inibi¢cdo do crescimento celular (em 100%) como um efeito do celecoxibe em diferentes
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doses e uma inibicao da PGE, para valores superiores a 90%. Suleyman (2007) testou o
efeito do celecoxibe na inibi¢do da COX-2 e associou o decréscimo da inflamag¢do a ndo
expressdo dos PPARs que controlam a expressdao da COX-2. O nosso estudo sugere
igualmente a reducdo da inflamacdo como um facto determinante na prevenc¢do do

desenvolvimento tumoral.

ili) Avaliacio do potencial efeito preventivo do acido acetilsalicilico no

desenvolvimento de carcinoma vesical

O AAS ¢ um composto inibidor da COX-1, mas que em altas doses modula a
COX-2, levando a sua inibicdo. Tem evidenciado ac¢des anti-inflamatdrias, analgésicas
e actividade antipirética em modelos animais. O mecanismo de ac¢do € a inibi¢ao
maioritdria da sintese dos tromboxanos e, quando aplicado em doses superiores, inibe a
sintese das prostaglandinas. O possivel efeito anti-tumoral do AAS tem sido atribuido a
directa inibicdo da COX-2. Contudo, a actividade ant-proliferativa do AAS ndo estd
correlacionada exclusivamente com a actividade inibitéria da COX-2. O AAS pode
induzir apoptose em células com reduzida expressao de COX-2 (Luciani e col., 2007).
Porém, uma dose administrada que permite atinjir concentracdes séricas de 0,5 mM, € o
suficiente para inibir a COX-1 e a COX-2. Mais ainda, segundo este mesmo autor, in
vivo, quando o AAS ¢ ingerido, o estomago € exposto a altas concentragdes (600 mg),
resulta em concentracdes nos fluidos de aproximadamente 30 mM (Borthwick e col.,

2006).

Neste estudo, o AAS evidenciou propriedades anti-cancerigenas no tumor da
bexiga, pois ambas as doses testadas (250 mg e 25 mg) foram bem sucedidas neste
modelo animal. Gee e col. (2008), testaram o AAS em doses baixas (100 mg) em
humanos com carcinoma da bexiga de alto grau ndo invasivo, e relataram uma
correlagdo entre os efeitos cardioprotectivos e a uma diminuicao na taxa de recurréncia

do carcinoma da bexiga.

Numa andlise mais detalhada, a macroscopia, complementada com os dados
microscOpicos, mostraram qua a percentagem de tumores no grupo de alta dose foi
muito baixa (25% - 2 ratos em 8), e que no grupo de baixa dose foi ligeiramente

superior ao anterior (38% - 3 ratos em 8). Mais ainda, o volume tumoral nestes dois
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grupos foi muito inferior ao do BBN, assim como o volume médio de cada tumor. O
grupo de alta dose apenas mostrou dois tumores de dimensdes reduzidas em duas
bexigas, enquanto no grupo de baixa dosagem, apareceram quatro tumores em trés
bexigas. Num estudo similar a este (Kldn e col., 1993), em que foi administrado BBN
durante nove semanas (em vinte semanas) a 29 ratos Wistar, apenas 8 apresentaram
tumor (27,5%). No estudo preventivo com AAS a 0,1%, apenas um rato apresentou
tumor. Comparativamente ao nosso estudo, nota-se que o nosso modelo indutor de
carcinoma foi mais agressivo (com a mesma concentra¢ao), mostrando por outro lado o
grande efeito do AAS na prevencdo tumoral. Rao e col. (1996), num modelo animal
induzido também por BBN para o desenvolvimento de tumores da bexiga, ndo

obtiveram qualquer reduc¢ao na incidencia com duas doses de AAS (800 mg e 400 mg).

As laminas microscépicas das bexigas vieram confirmar a eficéncia do farmaco
testado. Assim, contrariamente aos 100% de hiperplasia nas bexigas do grupo BBN, o
grupo de alta dose apresentou apenas 25%, enquanto o grupo de baixa dose mostrou
50%. De referir que nestes dois grupos o nimero de bexigas com displasia severa foi
muito baixo (25% em ambos). Quanto a lesdes neoplasicas, todos os tumores
evidenciados nas bexigas eram do tipo papilar, ndo havendo carcinomas in situ e

invasivos.

O marcador tumoral TGF-f1, mostra-se inferior em todos o0s grupos
administrados com AAS, comparativamente com o grupo BBN. Tal dado € ainda mais
significante quando o grupo que apresenta menos tumores, apresenta também menor
indice de TGF-B1, passando para valores muito superiores quando se fala do grupo de
baixa dose (apesar de mostrar eficdcia anti-tumoral). J& o TNF-a ndo mostrou dados

muito significativos para estes grupos, nao se notando grande efeito do AAS.

O marcador de inflamagdo de fase aguda (PCR), mostra que o farmaco
administrado actuou em conformidade com a sua caracteristica — ¢ um anti-inflamatorio.
Os niveis desta proteina cairam para valores muito baixos. Contudo, o outro marcador
da inflamagao — IL-1B — ndo se mostrou tdo favordvel a inibicdo tumoral. Antes pelo
contrério, nota-se que esta via inflamatéria se encontra bem activa (ambos os grupos
apresentam valores muito altos), podendo ser uma das vias que potencia o

desenvolvimento tumoral nas bexigas que apresentaram tumor. Ou, em alternativa,
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poderd ser um mecanismo distinto que contribuiu para o efeito anti-tumoral. A sua

contribuicdo devera ser posteriormente confirmada.

No que respeita ao equilibrio oxidativo, os valores de MDA no figado, rim e
soro, sao muito idénticos e ndo apresentam qualquer alteracdo com o grupo Contolo. De
referir que o mesmo se verifica para o marcador antioxidante TAS, ou seja, ndo existe
alteracoes em nenhum grupo administrado com o AAS, ndo devendo advir daqui
qualquer lesdo que conduza a formagdo tumoral evidenciada anteriormente. A ndo
alteracdo da razao MDA/TAS vem confirmar estes dados. Em relagcdo a concentracio de
3-NT em soro, os valores sdo muito favordveis ao AAS, pois existe uma diminui¢ao
abrupta em todos os grupos. Estes dados permitem concluir que o AAS tem um enorme
poder de inibi¢cdo desta via oxidativa, e que ndo € por ela que surge o desenvolvimento
tumoral. J4 Luciani (2007) afirma, na sequéncia de um estudo realizado in vitro, que o

AAS nao afecta a producao de espécies reactivas de oxigénio.

No que respeita a possiveis mecanismos que possam levar ao
desenvolvimento/preven¢ao do cancro pelo AAS, existem diferentes pontos de vista. No
inicio desta década, a via de sinalizacdo NF-kB foi previamente identificada como um
alvo para efeitos anti-inflamatérios de AINEs, como o AAS. De referir que genes
regulatérios do crescimento celular, como o c-myc, p53 e a COX-2, sdao regulados pelo
NF-kB (Stark e col., 2001). J4 Yeh e col. (1999) relatam que as principais ac¢des do
AAS passam por reduzir a actividade da N-acetiltransferase (NAT) e da formacdo de
aductos de DNA em células humanas com tumor da bexiga, podendo ser uma das

explicacdes para estes resultados muito encorajadores que obtivemos.

Nos restantes parametros complementares da ac¢ao do organismo, hé a ressalvar
a diferenca de peso dos animais em que foi administrado Celecoxibe, ndo havendo nada
na literatura que enalteca essa caracteristica do composto. Ao nivel da fungdo cardiaca,
neste grupo também € notdria a proximidade dos valores da pressdo arterial sistdlica,
diastdlica e média com o grupo BBN. Este estado de hipertensdo € descrito na literatura,
tanto pela accdo do BBN, como pelo farmaco usado. Contudo, depois da toma dos
agentes, esse aumento vai-se dissipando com o tempo. Porém, este farmaco € indicado
como cardioprotectivo, uma vez que além dos efeitos comuns como anti-inflamatério,
previne o enfarte de miocdrdio através da inibicdo ireversivel da COX-1 plaquetar,

resultando na inibi¢dao da formagao de tromboxano A; (Amann e col., 2002).
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No que concerne a func¢do renal, destaca-se apenas um ligeiro aumento do 4cido
urico no grupo somente administrado com AAS, enquanto 0s grupos preventivos
apresentam valores inferiores ao do BNN. Nos restantes parametros (ureia e creatinina),

ndo existem alteragdes que possam ser indicativas do agravamento da fung¢ao renal.

Em relacdo a funcdo hepdtica apenas hd um ligeiro agravamento no grupo
preventivo de alta dose. Na funcdo lipidica apenas a destacar o indice aterogénico
LDL/HDL a sofrer um acréscimo significativo que se traduz num maior factor de risco

cardiovascular.

Nos valores de hemograma ha a registar a diminui¢do acentuada do nimero de
plaquetas e do plaquetdcrito nos dois grupos AAS preventivos versus o grupo BBN.
Estes resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez que o AAS estd prescrito

como anti-trombotico.

iv) Comentarios finais

A tabela 11 resume as principais altera¢des encontradas nos diferentes grupos.

Em relacdo ao desenvolvimento tumoral (a sua prevencdo ou regressio),
constactou-se que o Celecoxibe promove uma excelente eficicia preventiva (em ambas
as doses), mas ndo curativa ou regressiva. Este dado sugere que uma vez presente o
tumor, a inibi¢cdo da inflamagdo ja ndo € suficiente para fazer regredir o mesmo. Ou
seja, o tumor cresce (“alimenta-se”’) de mecanismos inflamatérios, ligados a COX-2,

mas nao regride por inibicdo da COX-2.

No que diz respeito ao AAS, ambas as doses apresentaram um bom
comportamento anti-tumoral, sendo a dose mais elevada mais eficaz, eventualmente por
inibir mais eficazmente a COX-2. Relembra-se que o AAS inibe a COX-1 mas pode

inibir também a COX-2 a doses mais elevadas.
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Tabela 3 — Principais resultados.

Celecoxibe AAS
Carcinogénio

Preventivo Curativo | Preventivo

(BBN)
Alta dose|Baixa dose|Alta dose|Alta dose|Baixa dose

Desenvolvimento tumoral

% Tumores 65 12,5 25 78 25 37,5

Vol. Tumoral total 720 21,2 0,5 319,3 0,26 7,9

Baixoe | Médio e Baixoe

Baixo
grau

Médio e Baixo

Malignidade alto grau grau

médio grau| alto grau médio grau

Inflamacdo / proliferacao

TGF-B1

TNF-a

PCR

IL-1B

Stresse oxidativo

MDA/TAS

3-NT

Legenda: B Muito benéfico [] Benéfico [ ] Sem efeito
I:l Agrava moderadamente . Agrava muito

Trabalhos futuros deverdo confirmar se a utilizacdo do AAS com caracter
curativo pode ser eficaz na regressdo do tumor, ou se o resultado é idéntico ao

encontrado pelo Celecoxibe curativo, ou seja, ineficaz.

No que concerne aos mecanismos eventualmente envolvidos no crescimento
tumoral e na eficdcia anti-tumoral dos farmacos, confirma-se que a inflamacdo terd um
papel relevante, acompanhada de aspectos proliferativos (TGF-f1). Trabalhos
posteriores deverdao esclarecer a contribui¢do da IL-1B para estes processos, uma vez
que aparece aumentada em grupos aos quais ocorreu prevencdo do crescimento do

tumor.
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Por fim, a geracdo de espécies reactivas € o consequente stresse oxidativo,
parecem nao ser tdo decisivos para o desenvolvimento do tumor. Contudo, um melhor
perfil anti-oxidante nos grupos Celecoxibe preventivo poderd explicar um bom perfil
anti-tumoral, em constraste com o agravamento do stresse oxidativo no grupo curativo,

que se associa a um perfil anti-tunoral menos promissor.

Em suma, o tumor cresce com expressdo ou actividade aumentada da COX-2. A
sua inibicdo parece ser uma estratégia promissora para a preven¢do, mas nao regressao,

do desenvolvimento tumoral.
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As conclusdes do presente estudo prendem-se com trés partes fundamentais: (1)
andlise global da induc¢do do cancro, (2) efeito do Celecoxibe em tratamento preventivo
e curativo e (3) efeito do AAS em tratamento preventivo no desenvolvimento do

carcinoma da bexiga.

Em relacdo a andlise da indu¢@o tumoral, fase na qual se pretendia proceder ha

valida¢do de um modelo de inducao de carcinoma vesical, pode concluir-se que:

i) O protocolo elaborado, desde a escolha do agente cancerigeno (BBN), dose usada
(0,05%), tempo de exposicao (8 semanas de ingestdo e 12 de indugdo tumoral), foi
apropriado para a inducdo de carcinoma da bexiga. Os resultados comprovam isso
mesmo, com uma percentagem de ratos com tumor bastante elevada (65%), o
nimero de tumores por rato na ordem de 1,3 e um volume tumoral médio de 112
mm’.

11) A caracterizagdo histomorfoldgica das lesdes tumorais demonstrou a existéncia de
tumores em diversas fases de desenvolvimento (hiperplasia severa, displasia
moderada, metaplasia epidermdide num estado inicial, papilomas, atrofia do
urotélio e proliferacao pseudopapilar).

iii)  Os estudos histomorfolégicos foram complementados por algumas determinagdes
bioquimicas de marcadores de lesdo tumoral e inflamagdo. Foi notdrio um
aumento significativo de TGF- e tendencial de TNF-a. Foram ainda patentes
alteracdes nos marcadores inflamatérios, com niveis superiores (tendenciais) de
PCR, bem como de IL-1.

iv) O stresse oxidativo (com a formagdo de espécies reactivas) parece ter aqui um

papel menos relevante que o processo inflamatorio.

Em suma, confirma-se a alta eficacia deste protocolo no desenvolvimento
tumoral (com o agente cancerigeno BBN) em estadios de diferenciacio
moderados, acompanhado por factores de crescimento, proliferacao celular e

processo inflamatério a contribuirem para a formacao dos tumores.
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Em relacdo a segunda parte que motivou a realizacdo deste estudo: prevencao

ou regressao do tumor da bexiga por ac¢iao de um farmaco — o Celecoxibe, inibidor

selectivo da COX-2 — as principais conclusdes foram:

v)

vi)

vii)

O farmaco mostrou uma grande eficicia na prevencdo do desenvolvimento
tumoral, reduzindo a incidéncia de 65% (BBN) para 13% (alta dose) e 25% (baixa
dose). Assim, nas condi¢des de estudo (em conjunto com o BBN — a que produz
tumores similares aos encontrados em humanos), nas doses administradas (10
mg/kg/dia e 1 mg/kg/dia), no tempo testado (8 semanas mais 12 de instigacdo), foi
eficaz na prevencao da inducdo de carcinoma da bexiga. Essa conclusao € retirada
pela substancialmente menor percentagem de ratos com tumores, pelo reduzido
nimero de tumores e pelo baixo volume tumoral médio (5,3 mm’ e 1 mm3,
respectivamente) em compara¢do com o obtido pela ac¢do do BBN (112,5 mm®).
De acrescentar que o Celecoxibe usado no modelo curativo testado ndo apresentou
resultados benéficos, pois a percentagem de ratos com tumor foi inclusivamente
superior a do grupo BBN, apesar de uma redu¢do de volume tumoral.

A andlise histomorfolégica das lesdes corroboraram os dados apresentados
anteriormente, ou seja, o grupo tratado com alta dose apresentou menos lesdes
pré-neoplasicas (hiperplasia, displasia alto e baixo grau) que o grupo de baixa
dose. Em relacdo as lesdes neopldsicas, verificou-se que, apesar da diminuta
percentagem em ambos os grupos (com menor presenca no grupo de alta dose),
todas eram tumores papilares. Ou seja, o farmaco preveniu o aparecimento de
carcinomas da bexiga, para valores muito significativos.

Esta conclusdo foi ainda coadjuvada pelos marcadores bioquimicos de
especificidade tumoral e inflamatéria. Assim, foram encontrados valores de TGF-
B e TNF-a concordantes com a accdo do farmaco na prevencdo tumoral
(diminuicdo de TGF-B1 e aumento de TNF-a) no grupo de alta dose. Por seu
turno, no grupo de baixa dose a diminuicio de TGF-B1 ainda foi superior,
enquanto a concentracdo sérica de TNF-a reduziu. No entanto, a redu¢do dréstica
da concentracao sérica de PCR certifica a eficdcia do celecoxibe (nos dois grupos)
na inibicao da produgdo de prostaglandinas que controlam a inflamacao. A IL-1p,

teve um aumento dréstico no grupo de baixa dose, assim como o grupo curativo,
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podendo ser este um factor que explica o maior nimero de tumores nestes dois

grupos.

viii) No equilibrio oxidativo, o grupo de alta dose apresenta melhor perfil, enquanto no

grupo de baixa dose ndo ocorreram alteragdes. Quanto ao grupo curativo, este

apresentou um balan¢o muito negativo na relacio MDA/TAS.

Em suma, confirma-se a alta eficacia do Celecoxibe na prevencao do

desenvolvimento tumoral, por inducdo tumoral do agente quimico BBN,

revelando melhorias histomorfologicas (quantitativas e qualitativas), atenuacao

de factores de crescimento, melhoria do controlo do ciclo celular/proliferacao

celular na eliminacao de células duvidosas e reduciao do estado inflamatdrio,

que parece ser um dos factores essenciais ao desenvolvimento tumoral. Estes

resultados recomendam e encorajam a continuacado de estudos mais

abrangentes de confirmaciao desta eficacia e de elucidacio dos mecanismos

celulares e moleculares precisos envolvidos neste efeito preventivo. No capitulo

curativo, o Celecoxibe nao é eficaz.

Em relacdo a terceira parte do estudo — verificacdo da eficacia preventiva do

AAS - podem-se relatar as seguintes conclusdes:

iX)

X)

O farmaco mostrou uma grande eficidcia na preveng¢do do desenvolvimento
tumoral, reduzindo a incidéncia de 65% (BBN) para 25% (alta dose) e 38% (baixa
dose). Assim, nas condi¢des de estudo e nas doses administradas (250 mg/kg/dia e
15 mg/kg/dia), foi eficaz na prevencdo da indugdo de carcinoma da bexiga. Essa
conclusdo € retirada pela notéria menor percentagem de ratos com tumores, pelo
reduzido ndmero de tumores e pelo baixo volume tumoral médio (0,26 e 2,0 mm’ ,
respectivamente), em comparacdo com o BBN (112,5 mm°).

Na andlise histomorfolégica, comparando com as lesdes apresentadas
anteriormente, o grupo tratado com alta dose apresentou menos lesdes pré-
neoplésicas (hiperplasia, displasia alto e baixo grau) que o grupo de baixa dose.
Em relacio as lesdes neopldsicas, verificou-se que, apesar da diminuta

percentagem em ambos os grupos (com menor presenca no grupo de alta dose),
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todas eram tumores papilares. Ou seja, o formaco preveniu o aparecimento de
carcinomas da bexiga, para valores muito significativos.

Nos marcadores bioquimicos de especificidade tumoral e inflamatéria, os
resultados vieram coadjuvar os bons resultados verificados anteriormente. Assim,
foram encontrados valores de TGF-p e TNF-o concordantes com a ac¢do
preventiva (diminui¢do de TGF-B1 e aumento de TNF-a) no grupo de alta dose.
Por seu turno, no grupo de baixa dose a diminui¢io de TGF-B1 foi pouco
significativa, enquanto a concentracdo sérica de TNF-o reduziu. No entanto, a
redugdo dréstica da concentragcdo sérica de PCR certifica a eficidcia do AAS (nos
dois grupos) na inibicdo da producdo de prostaglandinas que controlam a
inflamacdo. A IL-1P teve um aumento dréstico no grupo de baixa dose, podendo
ser este um factor que poderd explicar a presenca de tumores.

No equilibrio oxidativo, ambos os grupos ndo apresentam alteragdes. Porém, o
AAS apresenta uma enorme ac¢do positiva na inibicio da formacdo de
peroxinitrito, pois os valores de 3-NT registados foram muito baixos, mas com

maior incidéncia no grupo de baixa dose.

Em suma, confirma-se a alta eficicia do AAS na prevencio do

desenvolvimento tumoral, revelando melhorias histomorfolégicas (quantitativas

e qualitativas), com atenuacdo de factores de crescimento e melhoria do

controlo do ciclo celular/proliferacio celular. Assim, confirma-se que

inflamacao é um dos factores essenciais ao desenvolvimento tumoral. Acoplado

a estes dados, aparece a enorme capacidade do AAS como inibidor da formacao

de peroxinitrito, fazendo que com que esta via niao esteja associada pouco

desenvolvimento tumoral.
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ABREVIATURAS

-caro — B-carotenos

BFGF — “Fibroblast growth factor Beta”, factor crescimento de fibroblastos beta
"0, — Anido superdxido

"0, — Radical super6xido

ISRHETE - 15-R-hidroxieicosotetraenoico

AA — 4cido araquidénico

aa — aminoacido(s)

AAS — 4cido acetilsalicilico

Ac. Lip — Acido lipéico

ADN — “desoxirribonucleic acid”, acido desoxirribonucleico
AJCC — “American Joint Committee of Cancer”

ARF — “Alternate Reading Frame”

AUC - “Area Under the Curve”, area abaixo da curva

BBN — N-Butil-N-(4-hidroxibutil)nitrosamina

BTA - “Bladder Tumor Antigen”, antigénio tumoral da bexiga
CAT - Catalase

CD80 / CD86 — co-estimuladores para activacao dos linfécitos T
CDK - ciclina dependente de quinase

CDKI - inibidor da ciclina dependente de cinase

CK - “Cytokeratins”, citoqueratinas

cMYC — marcador de prognostico tumoral

CoQ10 — Co-enzima Q 10

COX - Ciclooxigenase
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ABREVIATURAS

COX-1 - Ciclooxigenase-1
COX-2 - Ciclooxigenase-2
COX-3 — Ciclooxigenase-3
Coxibes — refere-se a todos os elementos do grupo coxib.

COXs - ciclooxigenases

e - Electrdo
EGFR - “epidermal growth factor receptor”, receptor do factor de crescimento
epidermal

EP receptor — receptor da PGE,

ESR - “endoplasmic reticulum stress response”, resposta ao stresse no reticulo

endoplasmatico
ET-1 — endotelina-1

FDP - “Fibrin/fibrinogen degradation product”, produto da degradacdo

fibrina/fibrinogénio
Flav — Flavonoéides
Glut — Glutationa
GPx — Glutationa peroxidase
H,0,; — Peréxido de hidrogénio

HER-2 — “human epidermal growth factor receptor 27, receptor 2 do factor crescimento

epidermal humano
HGF - “hepatocyte growth factor”, factor crescimento de hepatdcitos
HO'" - Anido hidroxilo
HO" — Radical hidréxilo

HOH - Agua
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ABREVIATURAS

HOX - hidroperoxidase

HSP — “heat shock protein”, Proteina de choque ao calor
ICAM-1/VCAM-1 -

IFN —interferao

IFs — filamentos intermedidrios

IHC — imunohistoquimica

IL-2 — interleucina-2

INE - Instituto Nacional de Estatistica

INK4a — “cyclin-dependent kinase inhibitor”, inibidor cinase dependente de ciclina
kD — kilo-Dalton

LOH - “loss of heterozygosity”, perda de heterozigocidade

MMP - “matrix metalloproteinase”, metaloproteinase de matriz
NADPH - Nicotinamida Adenina Dinucleétida Fosfato (forma reduzida)
NMP-22 — “Nuclear matrix protein-22”, proteina 22 da matriz nuclear
NO’ - Radical 6xido de azoto

NO," — Radical diéxido de azoto

NOy — 6xidos nitricos

NSAID’s — “Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs”, drogas anti-inflamatérias nao

esterdides
0O, — Oxigénio
ONOO' - Peroxinitrito
PAP — “prostatic acid phosphatase”, fosfatase dcida prostatica

PBOO - “partial bladder outlet obstruction”, bloqueio parcial na saida da bexiga
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ABREVIATURAS

Per. Lipidica — Per6xidagdo lipidica
PG - prostaglandina

PGE,; — prostaglandina E,

PGG; — prostaglandina G,

PGHS - prostaglandina G/H sintase
PGs — prostaglandinas

PPARS - “peroxissome proliferator-activated receptor”, receptor activado de

proliferagao peroxissomal
PTEN - “Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome Ten”
Raios UV — Raios ultravioleta
Rb - retinoblastoma
RE - reticulo endoplasmaético
RO’ — Conjugacio de elementos com 0 0xigénio
ROS - “Reactive oxygen species”, espécies reactivas de oxigénio

SIADH - “Sindrome inapropiate ADH”, sindrome inapropiato da hormona anti-

diurética
SOD - “superoxide dismutase”, superéxido dismutase
Src — “nonreceptor tyrosine kinase”, receptor ndo tirosina cinase
TCC — “transitional cell carcinoma”, carcinoma de células transacionais
TNM - sistema classifica¢do de cancros (tumor, nédulo, metdstases)
TPA - “Tissue polypeptide antigen”, Antigénio de polipéptideo de tecido

TPS — “Tissue polypeptide specific antigen”, Antigénio de polipéptideo especifico de

tecido

TSP — “Thrombospondin”, trombospondina
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TxB, — tromboxano B,
UBC - “Urinary bladder cancer antigen”, Antigénio do cancro urindrio da bexiga
UICC - Uniao Internacional Contra o Cancro

UPA - “Urokinase-type plasminogen activator”, Activador plasminogénico tipo

uroquinase
uQui — ubiQuinona
UV - raios ultravioleta
VEGEF - “vascular endothelial growth factor”, Factor crescimento endotelial vascular

Vit C, E — Vitamina C e E
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PUBLICACOES E COMUNICACOES CIENTIFICAS

Publicacoes e comunicacoes cientificas resultantes de trabalhos nos quais colaborou

durante o periodo de realizacdo do estagio cientifico de licenciatura.

Trabalhos apresentados em Congressos cientificos:

2009
Inhibition of bladder tumor growth by immunosuppression agents: experimental study
Parada B, Reis F, Nunes P, Teixeira-Lemos E, Garrido P, Sereno J, Pinto R, Cunha
MF, Mota A, Figueiredo A, Teixeira F.
14™ Congress of the European Society for Organ Transplantation, a realizar de 30 de
Agosto a 2 de Setembro, Paris, Franca.

Pathophysiological mechanisms underlying the cardiovascular side-effects of sirolimus
versus cyclosporine.

Parada B, Reis F, Nunes P, Teixeira-Lemos E, Garrido P, Sereno J, Pinto R, Cunha
MF, Mota A, Figueiredo A, Teixeira F.

14th Congress of the European Society for Organ Transplantation a realizar de 30 de
Agosto a 2 de Setembro, Paris, Franca.

Recombinant human erythropoietin doping in sports — cardiovascular effects in chronic
and acute aerobic exercise in an animal model

N Piloto, F Reis, HM Teixeira, E Teixeira-Lemos, B Parada, P Garrido, J Sereno, E
Costa, R Pinto, AF Pinto, L Ferreira, P Rocha-Pereira, A Santos-Silva, F Teixeira

9™ Congresso da EACPT (European Association for Clinical Pharmacology and
Therapeutics), 12 al5 Julho, Edimburgo, Escécia.

Recombinant human erythropoietin therapy has beneficial cardio-renal effects on
moderate stages of chronic renal failure in the rat

P Garrido, F Reis, E Teixeira-Lemos, E Costa, B Parada, N Piloto, J Sereno, A
Figueiredo, R Alves, P Rocha-Pereira, L Belo, A Santos-Silva, F Teixeira

9™ Congresso da EACPT (European Association for Clinical Pharmacology and
Therapeutics), 12 a 15 Julho, Edimburgo, Escdcia.

Inhibition of bladder tumor growth by a cyclooxygenase-2 inhibitor and
immunosuppression agents in an experimental study

B Parada B, F Reis, E Teixeira-Lemos, J Sereno, P Garrido, N Piloto, MF Cunha, P
Rocha-Pereira, R Pinto, A Mota, A Figueiredo, F Teixeira

9™ Congresso da EACPT (European Association for Clinical Pharmacology and
Therapeutics), 12 a 15 Julho, Edimburgo, Escdcia.

Low adiponectin levels and paraoxonase activity as markers of oxidative stress and
inflammation in atherosclerosis — study in a portuguese population

E Teixeira de Lemos, F Reis, L Espinhaco, S Baptista, R Pinto, B Parada, P Garrido, J
Sereno, L Ferreira, AF Pinto, F Teixeira

9™ Congresso da EACPT (European Association for Clinical Pharmacology and
Therapeutics), 12 a 15 Julho, Edimburgo, Escdcia.
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Inhibition of bladder tumor growth by a cyclooxygenase-2 inhibitor agent induced by a
nitrosamine: experimental study.

Sereno J, Parada B, Reis F, Teixeira-Lemos E, Garrido P, Ferreira L, Cunha MF,
Rocha-Pereira P, Mota A, Figueiredo A, Teixeira F.

IV Annual CICS Symposium. 7 de Julho, Universidade da Beira Interior, Covilha.

Effects of recombinant human erythropoietin therapy on moderate stages of cardio-
renal anaemia syndrome using an experimental model

P Garrido, F Reis, E Costa, B Parada, E Teixeira-Lemos, N Piloto, J Sereno, R Alves,
CA Tavares, CA Ferrer-Antunes, A Figueiredo, L Carvalho, P Rocha-Pereira, L Belo, A
Santos-Silva, F Teixeira

International Biolron Society Meeting, 7 a 11 de Junho, Porto.

Recombinant human erythropoietin doping in an experimental model of chronic aerobic
exercise training

N Piloto, F Reis, HM Teixeira, E Teixeira-Lemos, B Parada, P Garrido, E Costa, J
Sereno, R Alves, R Pinto, M Lourengo M, CA Tavares, CA Ferrer-Antunes, P Rocha-
Pereira, L Carvalho, L Belo, A Santos-Silva, F Teixeira

International Biolron Society Meeting, 7 a 11 de Junho, Porto

Adiponectin circulating levels as an emerging biomarker of cardiovascular risk in the
portuguese population - a preliminary study

E Teixeira de Lemos, F Reis, L Espinhaco, S Baptista, R Pinto, B Parada, A Dias, N
Piloto, P Garrido, J Sereno, F Teixeira.

18th IFCC — EFCC European Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
National Congress of the Austrian Society of Laboratory Medicine and Clinical
Chemistry, 7-11 de Junho, Innsbruck, Austria.

Erythropoietin doping as cause of sudden death in athletes — an experimental study
Piloto N, Teixeira HM, Reis F, Teixeira de Lemos E, Parada B, Garrido P, Sereno J,
Costa E, Pinto R, Santos-Silva A, Couceiro P, Neto P, Carvalho L, Xavier F, Teixeira F
XXI Congresso da IALM (International Academy of Legal Medicine), 28 a 30 Maio,
Lisboa

Toxicological effects of recombinant human erythropoietin doping — chronic versus
acute aerobic exercise

N Piloto, HM Teixeira, F Reis, E Teixeira-Lemos, B Parada, P Garrido, J Sereno, E
Costa, R Alves, M Lourenco M, CA Tavares, CA Ferrer-Antunes, A Santos-Silva, F
Teixeira

XXI Congresso da IALM (International Academy of Legal Medicine), 28 a 30 Maio,
Lisboa

2008

Effects of rh erythropoietin treatment in an experimental model of moderate renal
failure — haematological, biochemical, oxidative and inflammatory profiles.

Garrido P, Reis F, Costa E, Teixeira-Lemos E, Parada B, Piloto N, Sereno J, Couceiro
P, Pinto R, Rocha-Pereira P, Alves R, Carvalho L, Belo L, Santos-Silva A, Teixeira F
XXXIX Reunido Anual da Sociedade Portuguesa de Farmacologia, XXVI Reunido de
Farmacologia Clinica e VIII Reunido de Toxicologia, 3 a 5 Dezembro, Lisboa.
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Inhibition of bladder tumor growth by a ciclooxigenase-2 inhibitor and
immunossupression agents: Experimental study.

Parada B, Reis F, Sereno J, Teixeira-Lemos E, Garrido P, Piloto N, Cunha MF, Mota
A, Figueiredo A, Teixeira F

XXXIX Reunido Anual da Sociedade Portuguesa de Farmacologia, XXVI Reunido de
Farmacologia Clinica e VIII Reunido de Toxicologia, 3 a 5 Dezembro, Lisboa.

Cardiovascular effects of rh erythropoietin treatment in an experimental model of
sports doping.

Piloto N, Reis F, Teixeira HM, Teixeira de Lemos E, Parada B, Garrido P, Costa E,
Sereno J, Couceiro P, Pinto R, Rocha-Pereira P, Carvalho L, Santos-Silva A, F Teixeira
XXXIX Reunido Anual da Sociedade Portuguesa de Farmacologia, XXVI Reunido de
Farmacologia Clinica e VIII Reunido de Toxicologia. 3 a 5 Dezembro, Lisboa.

Complicagoes cardiovasculares do doping continuado com eritropoietina recombinante
humana.

N Piloto, F Reis, HM.Teixieira, E Teixeira-Lemos, B Parada, P Garrido, E Costa, J
Sereno, R Alves, P Couceiro, C Tavares, CA Ferrer-Antunes, P Rocha-Pereira, L
Carvalho, A Santos-Silva, F Teixeira

7° Congresso Nacional de Medicina Legal. 7 a 8 Novembro, Tomar.

Doping com rhEPO e risco cardiomatabdlico- treino cronico versus sessao extenuante.
N Piloto, F Reis, HMTeixieira, E Teixeira-Lemos, B Parada, P Garrido, E Costa, J
Sereno, R Alves, P Couceiro, C Tavares, CA Ferrer-Antunes, P Rocha-Pereira, L
Carvalho, A Santos-Silva, F Teixeira.

7° Congresso Nacional de Medicina Legal. 7 a 8 Novembro, Tomar.

Effect of recombinant human erythropoietin therapy on the cardio-renal anaemia
syndrome in an animal model of moderate renal failure

Reis F, Garrido P, Costa E, Teixeira-Lemos E, Parada B, Piloto N, Dias A, Sereno J,
Silva R, Couceiro P, Craveiro T, Pinto R, Figueiredo A, Rocha-Pereira P, Alves R,
Carvalho L, Belo L, Santos-Silva A, Teixeira F

16° Congresso Portugués de Aterosclerose e 10° Congresso da SILAT, 23 a 25 Outubro,
Vilamoura

Effects of recombinant human erythropoietin therapy on haematological, biochemical,
oxidative and inflammatory profiles in an experimental model of renal failure.

Garrido P, Reis F, Costa E, Parada B, Lemos E, Piloto N, Dias A, Sereno J, Alves R,
Tavares CA, Ferrer-Antunes CA, Silva R, Couceiro P, Craveiro T, Figueiredo A,
Carvalho L, Rocha-Pereira P, Belo L, Santos-Silva A, Teixeira F

XVI Congresso Nacional de Bioquimica. 22 a 25 Outubro 2008, Pta. Delgada, Acores

Cardiovascular effects of recombinant human erythropoietin treatment on a rat
experimental animal model of sports doping

Piloto N, Reis F, Teixeira HM, Teixeira de Lemos E, Parada B, Garrido P, Costa E,
Sereno J, Dias A, Alves R, Pinto R, Couceiro P, Lourengco M, Tavares CA, Ferrer-
Antunes CA, Rocha-Pereira P, Carvalho L, Belo L, Santos-Silva A, Teixeira F

XVI Congresso Nacional de Bioquimica. 22 a 25 Outubro 2008, Pta. Delgada, Acores
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Contribution of adiponectin to low-grade inflammatory state as expressed by
circulating C-reactive protein in a Portuguese population: a preliminary study.

E Teixeira-Lemos, F Reis, L Espinhago, S Baptista, R Pinto, B Parada, A Dias, N
Piloto, P Garrido, J Sereno, P Rocha- Pereira, F Teixeira

XVI Congresso Nacional de Bioquimica. 22 a 25 Outubro 2008, Pta. Delgada, Acores.

Impairment of antioxidant paraoxonase activity and HDL-c protection in
dyslipidaemic/obese patients.

Reis F, Teixeira de Lemos E, Espinhago L, Parada B, Pinto R, Garrido P, Dias A, Piloto
N, Sereno J, Baptista S, Rocha-Pereira P, Teixeira F

XVI Congresso Nacional de Bioquimica. 22 a 25 Outubro 2008, Pta. Delgada, Acores

Pathophysiological mechanisms underlying the cardiovascular side-effects of sirolimus
versus cyclosporine.

Reis F, Parada B, Teixeira-Lemos E, Dias A, Garrido P, Piloto N, Sereno J, Baptista S,
Rocha-Pereira P, Santos-Silva A, Tavares CA, Ferrer-Antunes CA, Figueiredo A, Mota
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