UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
CURSO DE MEDICINA

TALVANE DA SILVA GOMES NETO

AVALIACAO DA EFICACIA DA S+CETAMINA NO TRATAMENTO DA
CISTITE EXPERIMENTAL EM RATOS

SAO LUIS
2018



TALVANE DA SILVA GOMES NETO

AVALIACAO DA EFICACIA DA S+CETAMINA NO TRATAMENTO DA
CISTITE EXPERIMENTAL EM RATOS

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
curso de Medicina, da Universidade Federal do
Maranhao, como requisito para obtencgao do titulo
de bacharel em Medicina.

Orientadora: Profa. Dra. Maria do Socorro de Sousa
Cartagenes

Co-orientadora: Profa. Me. Tereza Cristina
Monteiro de Melo Prazeres

SAO LUIS
2018



da Silva Gomes Neto, Talvane.

AVALIA(;AO DA EFICACIA DA S+CETAMINA NO TRATAMENTO DA
CISTITE EXPERIMENTAL EM RATOS / Talvane da Silva Gomes Neto. — Sao
Luis, 2018.

37 f.

Orientadora: Profa. Dra. Maria do Socorro de Sousa Cartagenes.

Co-orientadora: Profa. Me. Tereza Cristina Monteiro de Melo Prazeres.

Monografia (Graduacao) - Curso de Medicina, Universidade Federal do
Maranh&o, S&o Luis, 2018.

1. Ciclofosfamina. 2. Cistite. 3. Inflamacao. 4. S+Cetamina. I.
Titulo.




Ficha de Avaliacao

Aluno: TALVANE DA SILVA GOMES NETO

Trabalho de Conclusédo de Curso: AVALIACAO DA EFICACIA DA
S+CETAMINA NO TRATAMENTO DA CISTITE EXPERIMENTAL EM RATOS

Aprovada em: / /

Banca Examinadora

Profa. Dra. Maria do Socorro de Sousa Cartagenes (Orientadora)

Profa. Dra. Adriana Lima dos Reis Costa — Universidade Federal do Maranhao

Profa. Dra. Lilaleia Gongalves Franca — Universidade Federal do Maranh&o

Prof. Dr. Fernando César Vilhena Moreira Lima — Faculdade Santa Terezinha

SAO LUIS

2018



viii

Dedico este trabalho...

Ao meu saudoso avé Talvane, por ter vivido e sofrido junto
comigo o sonho de conquistar esta graduacao, pelo seu apoio
e torcida incondicionais e por me inspirar valores como
honestidade, carater, amor a familia e ao proximo.

A minha amada familia, pelo amor e infinita compreensao com
0s quais sempre me afagaram nestes anos distante de casa.

A minha querida Elisa Saminez, minha companheira de todas
as horas, por ser meu porto seguro nas maiores tormentas da
minha vida.



viii

‘Homens que sé&o ocupados na restauragdo da
saude de outros homens participam de uma certa
divindade, desde que preservar e renovar é

quase tdo nobre quanto criar”.

Voltaire



viii

AGRADECIMENTO

A Deus, primeiramente, pelo dom da vida, por seu infinito amor e misericérdia,

por ter me proporcionado chegar até aqui;

A minha orientadora, Profa. Doutora Maria do Socorro de Sousa Cartagenes, por
ter me dado a oportunidade de integrar o Laboratério de Estudo Experimental da
Dor (LEED), pela paciéncia, dedicacao, respeito e por tudo o que me ensinou

quando fui seu aluno de iniciagdo cientifica;

A minha co-orientadora, Profa. Me. Tereza Cristina Monteiro de Melo Prazeres,
por sua ajuda inestimavel e companheirismo nessas inumeras horas de

pesquisa.

Ao Laboratério de Estudo Experimental da Dor e aos mestres que 14 encontrei,
por sempre estarem dispostos a ensinar e contribuir na minha formacéao e pela

amizade;

Aos meus colegas, contemporaneos de iniciacao cientifica, Dhynael Franca,
Larisse Brito, Thiemy Tsuru, Nathalia Lima e Danilo Ericeira, por dividirem
comigo os desafios do dia-a-dia de um laboratério de pesquisa;

A Universidade Federal do Maranhao, pela oportunidade de cursar a graduacéo

que eu tanto almejei;

A minha familia e aos amigos pelo apoio e paciéncia em todas as vezes que
estive ausente, por contribuirem diretamente na minha caminhada todos esses

anos.



CAM
CCAC
CEUA
Cl
CPPS
CYP
D.P
i.p
NDMA
RPM
SBD

LISTA DE ABREVIATURAS

Concentragao Alveolar Minima
Conselho Canadense de Cuidado do Animal em Ciéncia
Comissao de Etica em Uso Animal
Cistite Intersticial

Sindrome da Dor Pélvica Crénica
Ciclofosfamida

Desvio Padrao

Intraperitoneal
N-Metil-D-Aspartato

Rotagdes Por Minuto

Sindrome da Bexiga Dolorosa

viii



Grafico 01

Grafico 02

LISTA DE GRAFICOS

Avaliagdo do limiar nociceptivo em ratos tratados com
S+Cetamina e solugdo salina administrados 1 hora apos a
inducao de cistite por ciclofosfamida (CYP)

Efeito da S+Cetamina sobre o peso das bexigas dos ratos
com cistite intersticial induzidapela ciclofosfamida (CYP) e
tratados com S+Cetamina e solugao salina por via venosa

24

26



LISTA DE TABELAS

Parametros comportamentais observados nos animais com
Tabela 01  cistite induzida por ciclofosfamida e tratados com 25
S+Cetamina pelas vias vesical e venosa



Figura 01

Figura 02

Figura 03

Figura 04

Figura 05

LISTA DE FIGURAS

Distribuicdo dos animais com cistite intersticial induzida por
ciclofosfamida

Anestesia geral inalatéria por vaporizagéao

Avaliacao de dor espontanea e hiperalgesia medida através

do teste de von Frey

Desenho esquematico do protocolo experimental

Coleta de bexiga para pesagem

19

20

21

22

22

Xi



Xii

RESUMO

Introducao: O manejo da dor cronica na cistite intersticial (Cl) continua sendo um
problema devido ao diagndstico ocorrer, somente anos depois do aparecimento
dos sintomas, retardando o inicio do tratamento. Além disso, a baixa eficacia das
opcoes terapéuticas disponiveis, que incluem terapia oral ou instilacao vesical
de substancias, o longo tempo de tratamento e a tolerancia e dependéncia
quimica aos opioides dificultam a padronizagédo do tratamento deste tipo de dor
visceral. Existem muitos estudos relacionados a atividade analgésica da
cetamina, um antagonista do receptor NMDA, em modelos experimentais de dor,
porém poucos avaliaram este efeito em modelos de dor visceral. Objetivo:
Desenvolver um modelo experimental de cistite induzida por ciclofosfamida em
ratos e avaliar os efeitos analgésico e anti-inflamatério da S+Cetamina neste tipo
de dor visceral. Métodos: Foram utilizados ratos Wistar distribuidos em quatro
grupos (n=6): o grupo no qual ndo foi induzida cistite (Controle), o grupo que foi
induzida cistite através da injecao intraperitonial de ciclofosfamida, porém nao
recebeu tratamento (Cistite sem tratamento), o grupo com cistite e que recebeu
S+Cetamina por via intravenosa (S+Cetamina venosa) e o grupo com cistite e
que recebeu solucao salina por via intravenosa (Salina venosa). As avaliagdes
quanto a presenca de sinais comportamentais de dor foram realizadas antes da
inducédo de cistite e durante as 12, 22, 32 e 42 horas apds a inducao da cistite. A
dor evocada foi avaliada pela aplicacdo do transdutor no abdome inferior do
animal entre a uretra e a cauda e na pata traseira direita como regido controle.
A severidade da inflamacao foi avaliada através da pesagem da bexiga dos
animais. Resultados: A S+Cetamina por via endovenosa, tem maior agao
analgésica, com maior limiar nociceptivo durante a primeira hora de observacao,
quando comparada com os outros grupos. Conclusao: A S+Cetamina tem papel
importante na modulagdo da resposta inflamatoria da cistite induzida por
ciclofosfamida em ratos e apresenta maior efeito analgésico quando utilizada
pela via venosa.

Palavras-chaves: Cistite, dor visceral, ciclofosfamida, S+Cetamina.



xiii

SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS.........ccoiirrrrsmrrsssmersssmssssssssssmsssssssssmssssasssssas snssssnss viii
LISTA DE GRAFICOS.......ccceeuresesessessesessssssssessessessessessesssssssssessessesssesssesses ix

LISTADE TABELAS........ e rsesrss s sssssssms s sms s ssn s smssssan s sssmssnssssnsasns X

LISTA DE FIGURAS........ccootiirmnmrnssn s s s s s sms sssss s smnssssms sssmn s nssannas Xi

RESUMO.........oiiriicrrssmrssssssssmessssssssssssssmssssms s sesssmssssassasans sessnssasssssssnssasanssasas Xii
1 INTRODUGAO.......ceeeerereerereseesessssasssssssssssssessssssssessssssasasasasssssanssnssssases 14
2  OBUETIVOS.......ooiiciriccersssmessssssssssesssmsssssmssssnsssssmesssssssasssssssssnssessnssssnesasas 17
2.1 ODBJELIVO QEIal...ccoi i 17
2.2 ODbjetivos SPECITICOS. .. .uuuiiiiieiiiiiie e e 17
3  MATERIAL E METODO........ccurererereeeeesesessssssssssssassssssnssnssssssssssssssnsnens 18
31 AMOSIIA. e e 18
3.2 Desenho do estudo experimental.........ccoooeeiiiiiiiiiiieieeeeee e 18
3.3 Avaliagdo comportamental..........cc.ueeeiiiiiiiiii e 20
3.4 Avaliagédo da alodinia mecanica (teste de von Frey)........ccoccceeeiiiiienneens 21
3.5 Coleta de dados € analiSe...........couiiiiiiiiiiii i 21
3.6 ANAlise eStatiStiCa. ..o 23
4  RESULTADOS.......ciiirrimrrimrrssssssssssssssssssmssssmsss s s sms sassss snss sasssssmssssans 24

4.1 Efeito do tratamento com S+Cetamina pela via venosa sobre o limiar
NOCICEPTIVO. ..ottt e e e e e e e e e ennneeaeeeeas 24

4.2 Efeito do tratamento com S+Cetamina administrada pela via venosa
sobre a abertura ocular, frequéncia respiratéria, piloerecdo e postura
COrPOral dOS ANIMAIS. ...ttt e e e e e e e e e e e e aeeens 25

4.3 Efeito do tratamento com S+Cetamina sobre o0 peso da

012) (T - PRSP 26
LR 0] (<7 o1 U <7=7 . Vo T o7
(IR 070 N [0 I U =T ] X< 30
A -\ 1\ | = 0 1 31
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cccooeeeemrmeeeeseessesssesssssessssssssasasans 34



14

1 — INTRODUCAO

A cistite intersticial ou sindrome da bexiga dolorosa (CI/SBD) é uma
condicao que se manifesta clinicamente por aumento da frequéncia e urgéncia
urindarias, dor pélvica associada ao enchimento da bexiga e diminuigcdo da
capacidade vesical (CAYAN et al, 2002). Caracteriza-se por inflamagéo, rigidez
da parede vesical e dor visceral, sendo a dor o achado clinico mais importante
(BOUCHER, 2000). Estes sintomas geralmente aparecem de forma aguda,
embora o diagnostico ocorra muitas vezes somente anos depois do inicio do
quadro (DRISCOLL e TEICHMAN, 2001).

A CI/SBD é mais prevalente em mulheres. Estima-se que a prevaléncia
de SBD/CI atinja 1 a 3 milh6es de mulheres nos Estados Unidos (BERRY et al,
2011). Muitos pacientes convivem com a frequéncia e urgéncia urinaria
aumentadas, associadas a constante desconforto pélvico diario, chegando a
mais de vinte mic¢des ao dia, que sdo exacerbadas por circunstancias de
estresse. Os efeitos da SBD/CI na qualidade de vida e fungéo psicossocial sdo
insidiosos, prejudicando o bem-estar geral, repercutindo na produtividade, nas
relagdes interpessoais e na saude em geral.

Apesar da SBD/CI se apresentar como uma doenga inflamatdéria local da
bexiga, muitos pacientes ndao respondem as terapias locais, sugerindo que
existam fatores sistémicos associados, visto que ha elevada prevaléncia de
comorbidades associadas como a fibromialgia e a sindrome do intestino irritavel,
que também se apresentam como sindromes crdnicas dolorosas, sem causa
identificavel (NOVI et al, 2005; CLAUW, 2015).

Atualmente, ainda nao se conhece a causa exata da Cl, por conta disso
nao existe terapéutica especifica e plenamente eficaz para esta doenca,
entretanto a combinacdo de tratamentos incluindo dietas, medicamentos e
intervengbes pode melhorar os sintomas. A eficacia no tratamento da SBD/CI
ainda nao foi padronizada apesar de terem sido descritas mais de 180 tipos de
terapias diferentes, principalmente empiricas e sintomaticas, como amitriptilina,
hidroxizine e cimetidine (FALL et al, 2008). Na prética clinica, o0 manejo da dor

cronica na cistite intersticial continua sendo um problema devido ao diagnéstico
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ocorrer anos depois do inicio dos sintomas, a baixa eficacia dos tratamentos
disponiveis que incluem terapia oral ou instilagdo vesical de substancias, longo
tempo de tratamento, tolerancia e dependéncia quimica aos opioides
(WANTUCH et al, 2007; NICKEL et al, 2012).

A participagdo do sistema de transmissdo glutaminérgica através dos
receptores N-methil-D-aspartato (NMDA) diretamente na cascata da inflamacéao
e consequente dor ja estd bem estabelecida na literatura (PETRENKO et al,
2003; MCNEARNEY et al, 2010).

Com base nos estudos experimentais, a utilizacdo de farmacos com
propriedades antagonistas do receptor N-methyl-D-aspartato (NMDA) pode ser
uma promessa para o tratamento da dor, tanto de visceras normais quanto
sensibilizadas (ELLIOTT et al, 1995; MEEN et al, 2002; KUIKEN et al, 2004;
TENA et al, 2012). A cetamina, que é um antagonista ndo competitivo dos
receptores NMDA e que também interage com o0s receptores muscarinicos,
nicotinicos, colinérgicos e opioides, inibe a liberacdo neuronal de noradrenalina,
dopamina e serotonina (IVANI et al, 2003). A cetamina ainda apresenta efeitos
anti-inflamatérios bem descritos, como a inibicdo da adesao dos neutrofilos,
diminuicao da sintese de citocinas inflamatérias, interfere no funcionamento da
enzima cicloxigenase 2 (COX-2), interage com os canais de ions calcio e
potassio (POULIOT et al, 2002; MCCALLION et al, 2004; CHIANG et al, 2008).

A dificuldade de realizagédo de estudos em humanos por razées técnicas
ou éticas levou a necessidade do desenvolvimento de modelos experimentais de
cistite que apresentem semelhanca com a fisiopatologia da doeng¢a humana.
Existem varios modelos de indugédo de cistite em ratos descritos na literatura
(WESTROPP et al, 2002). A ciclofosfamida (CYS) tem sido muito utilizada para
a inducédo da cistite intersticial em modelos animais (CHUNG et al, 2010;
JUSZCZAK et al, 2010). A ciclofosfamida é um agente antitumoral metabolizado
em acroleina no figado que se acumula na urina, causando estresse e morte
celular, produzindo efeitos toxicos responsaveis pela inducdo da cistite,
resultando em dor visceral (COX, 1979; BOUCHER et al, 2000). A inducéo é feita
através da instilagdo intraperitoneal de ciclofosfamida, apresenta rapida
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evolucao e pode ser monitorizada através de pardmetros comportamentais e

achados histologicos como demostrou Bon et al (2003).

Neste contexto, a investigacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos e a
busca por alternativas terapéuticas para a Cl sdo essenciais. Diante da
necessidade e importancia de estudos pré-clinicos, bem como da dificuldade de
execugao de um modelo de cistite em humanos, o presente estudo tem como
objetivo avaliar a acédo anti-inflamatéria da S+Cetamina em modelo experimental

de cistite em ratos.
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2 - OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito analgésico de S+Cetamina na dor visceral e sua possivel
acao anti-inflamatéria na bexiga em um modelo de cistite induzida por

ciclofosfamida em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar a reposta analgésica da S+Cetamina no tratamento dos

animais com cistite induzida por ciclofosfamida;

2.Avaliar o efeito da S+Cetamina sobre o processo inflamatério vesical

através do peso da bexiga nos animais com cistite induzida por ciclofosfamida.



18

3 — MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostra

Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus da linhagem Wistar,
fémeas, adultas, pesando entre 230 e 2809, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Maranh&ao (UFMA).

Estes animais foram aclimatados e submetidos a condicdes controladas
de umidade, luz artificial em ciclos de 12 horas claro/escuro, em um ambiente
com temperatura controlada (23 £ 20 C), com livre consumo de ragao Nuvilab
CR-1® e 4gua.

Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo
com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal e do Canadian
Council on Animal Care in Science-CCAC (CARE, 2010). Este projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal da UFMA (CEUA) sob o
protocolo no 23115.007977/2013-99. Uma semana antes de iniciar o protocolo
experimental, os animais foram adaptados aos aparelhos e testes

comportamentais diariamente.
3.2 Desenho Experimental do Estudo

Foi utilizada como medicacéo indutora da cistite, para o modelo de dor
visceral, a ciclosfosfamida (Genuxal®) na apresentacdo de frasco/ampola-
200mg, na dose de 150mg/Kg via intraperitoneal (i.p) (WANTUCH et al, 2007;
WANG et al, 2008; SILVA JUNIOR et al, 2013).

Os ratos foram distribuidos em quatro grupos de seis animais: o0 grupo
no qual nao foi induzida cistite (Controle), o grupo no qual foi induzida cistite,
porém nao recebeu tratamento (CST), o grupo com cistite e que recebeu
S+Cetamina por via intravenosa (S+Cetamina venosa) e o grupo com cistite e
qgue recebeu solugéo salina por via intravenosa (Salina venosa. Os animais do
grupo controle foram utilizados como parametro de comparacao; os animais do
grupo cistite sem tratamento foram empregados para simular todos os

procedimentos realizados nos animais, como anestesia, injecao intraperitoneal,
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testes comportamentais, porém nao foram tratados com a aplicacido de
S+Cetamina. (Figura 5).

Distribuicao dos animais Rattus norvegicus
Inducao Ciclosfosfamida (i.p.)
(tempo 0) 150mg/Kg

I
| I I I
Anestesia e tratamento o1 csT  s+Cet

(15 hora) Salina
| | I | | |
von Frey e
. parametros Coleta de
A:/ala'a(s;'oe‘:’ comportamentais materiais para
(2%, 3% 4% e 5% hora) (4h com intervalos  analise histoldgica
de 1h)

Figura 1: Cistite intersticial induzida por ciclofosfamida em ratos. O grupo controle no qual nao
foi induzida cistite (CLT), o grupo que foi induzida cistite, porém nao recebeu tratamento (CST),
0 grupo com cistite e que recebeu S+Cetamina por via intravenosa (S+cet), o grupo com cistite
e que recebeu solugao salina por via intravenosa (Salina).

Apdbs 60 minutos da injecao de 150mg/Kg de ciclofosfamida via i.p., os
animais foram anestesiados via inalatéria com isoflurano a 1% (Isoflurano® -
BioChimico®), com 1,5 CAM (Concentracdo Alveolar Minima) para serem
submetidos a administracdo dos farmacos. O nivel de anestesia foi mantido pela
auséncia de resposta motora a aplicagdo de estimulo doloroso e auséncia do
reflexo cérneo palpebral (OLIVAR e LAIRD, 1999).

Nos animais de grupo cetamina venosa foi administrado, por acesso
venoso na pata esquerda com Scalp 27G, 1mL/kg do volume da solugcédo de
S+Cetamina (Ketamina-S(+) 50mg/mL - Cristélia). O mesmo volume de solucao
salina foi infundida nos animais do grupo salina venosa (OLIVAR e LAIRD, 1999).
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Figura 2. Anestesia geral inalatéria por vaporizacao. Fonte: Arquivo pessoal
3.3 Avaliacao Comportamental

Os comportamentos dolorosos espontaneos foram avaliados
simultaneamente aos comportamentos evocados no mesmo rato, sendo
observadas caracteristicas como piloerecdo, mobilidade, abertura ocular,
frequéncia respiratéria e lambeduras. Esta avaliacao foi feita de forma cega por
dois observadores. As avaliagdes quanto a presenca de sinais comportamentais
de dor espontanea foram realizadas durante as 12, 2% 32 e 42 horas apds a
inducao conforme descrito previamente (BON et al, 2003).

Foi utilizada uma escala modificada arbitraria de 0 a 10 para cada
parametro comportamental, totalizando o escore total de 0 a 30 (BOUCHER,
2000). A frequéncia respiratoria foi avaliada de forma que a cada diminui¢cdo de
10 ciclos/min, o escore era reduzido em um ponto. Para abertura e fechamento
ocular, foi feita uma escala com o seguinte escore: 0 — abertura completa, que
corresponde a normalidade; 10 — para fechamento completo; 5 — para olhos
semiabertos e 2 e 7 — para duas posi¢des intermediarias, entre olhos abertos e
semiabertos, e olhos fechados e semi-fechados, respectivamente. Quanto a
postura corporal, se o animal adotasse uma postura de tentativa de lamber o
dorso com o corpo todo alinhado ou o0 abdome inferior, era atribuido escore 10.
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Quando nao houvesse mudanga na postura por um periodo de 15 minutos o

escore seria 0.
3.4 Avaliacao da Alodinia Mecanica (TESTE DE VON FREY)

A alodinia mecanica foi avaliada com um analgesimetro digital (modelo
Insigth, Sdo Paulo, Brasil), que consiste em um transdutor de pressao conectado
a um contador digital de forca expressa em grama forca (gf). A precisdo do
aparelho € de 0,1 g. O aparelho foi calibrado para registrar uma forca maxima de
150 gf, mantendo a precisédo de 0,1 gf até a forca de 80 gf. A dor evocada foi
avaliada pela aplicacao do transdutor no abdome inferior do animal entre a uretra
e a cauda e na pata traseira direita como regido controle conforme descricao
prévia (Figura 1) (GUERIOS et al, 2008; STUDENY et al, 2008; TENA et al,
2012).

Figura 3. Avaliagdo de dor espontanea e hiperalgesia medida pelos filamentos de von Frey apés
a injecao intraperitoneal de ciclofosfamida. Fonte: Arquivo pessoal

3.5 Coleta de Dados e Analise

Apbs 5 horas da indugdo da cistite e apés 4h do tratamento com
S+Cetamina, os animais foram novamente submetidos a anestesia inalatéria por
vaporizagao com isoflurano a 1% e CAM de 1,5 para a coleta de material
considerando o tempo de 5 horas suficiente para a caracterizagdo do modelo de
cistite aguda por ciclofosfamida (Figura 4) (SILVA JUNIOR et al, 2013). Em

seguida, os animais foram submetidos a laparotomia exploradora por incisao
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abdominal mediana, para coleta de amostra tecidual representada pela bexiga
(Figura 5).

Ciclofosfamida ip

Cetamina EV von Frey e von Frey e von Frey e von Freye  ‘Coleta de material

Salina EV Comportamente  Comportamento  Comportaments  Comportamento = Emamb
Tempo O | | | |
1h 2h 3h 4h Sh gh

_/

“\\//—

Tempo de observacdo

Figura 4: Desenho esquematico do protocolo experimental

Figura 5. Coleta da bexiga para pesagem. (A) Abertura da cavidade abdominal. (B) Identificagao,
avaliagao macroscépica. (C) Exérese da bexiga. Fonte: Arquivo pessoal.
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A bexiga foi identificada e seccionada na regido do colo vesical, entao
pesada em balanca de precisao (Toledo Prix AS 220 R2 - 2209 x 0,0001g). Apos
a coleta do material, os animais ainda anestesiados foram sacrificados por
deslocamento cervical (JUSZCZAK et al, 2010).

3.6 Analise Estatistica

Apoés a verificagdo da normalidade, os resultados foram analisados e
comparados utilizando-se o ANOVA com ajuste de Kruskal-Wallis para
comparagbes multiplas dos dados nao paramétricos, e teste T de Student

quando somente dois grupos foram comparados.

Avaliagbes estatisticas foram realizadas utilizando o software “Graph
pad Instal®” (GraphPad Prism, San Diego, CA). Todos os dados foram
apresentados como média + erro padrdo, e valores de p <0,05 foram

considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito do Tratamento Com S+Cetamina pela via Venosa sobre o Limiar
Nociceptivo.

Ao avaliar o efeito analgésico através do teste de von Frey, observou-se
que a S+Cetamina por via venosa tem maior acao analgésica elevando o limiar
nociceptivo dos animais na primeira hora de observacao apds a administracao,
guando comparada aos demais grupos, porém sem significancia estatistica.
Durante a terceira hora, observou-se o aumento do limiar nociceptivo no grupo
que recebeu S+Cetamina venosa (32,1 + 2,4) quando comparada ao grupo que
recebeu salina venosa (12,1 = 2,0), com p valor de 0,0002). Apds quatro horas
da administracdo da S+Cetamina, ndo se observou mais diferenca entre os

animais, quando se avalia o limiar nociceptivo (Grafico 1).

60 =
Bl Controle

_ = CST
U’ *
~ 40 — :
‘_g L Il S+cetamina Venosa
[} *
© Bl salina Venosa
(0]
€ 20 -
: I

0 I I I
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Gréfico 1- Avaliagao do limiar nociceptivo pelo teste de von Frey durante quatro horas, em ratos
tratados com S+Cetamina (0,5mg/Kg por via intravenosa) e solugao salina (NaCl 0,9% 1ml/Kg
por via venosa), administrados 1 hora apés a inducdo da cistite por CYP. Os dados estdo
representados por barras verticais e erro padrao. * indica diferenga significativa entre os grupos
dos animais do estudo (T student e p<0,05).
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4.2 Efeito do Tratamento com S+Cetamina Administrada pela via Venosa
sobre a Abertura Ocular, Frequéncia Respiratoria, Piloerecao e Postura
Corporal dos Animais.

Nos animais do grupo CLT, nos quais nao foi induzida a cistite por
ciclofosfamida, ndo foram observados parametros sugestivos de quadro
doloroso, nenhum animal apresentou piloere¢cdo ou lambedura do abdome.

Ao observar a abertura ocular dos animais, foi possivel evidenciar que
nao houve diferenga entre os animais (p=0,07). A avaliagdo dos animais tratados
permite evidenciar que os animais que receberam S+Cetamina por via venosa
apresentaram maior abertura ocular quando comparados aos animais que

receberam salina venosa, porém sem diferenca significativa.

N&o foram detectadas alterac¢des significativas na frequéncia respiratéria
(p=0,24), na postura corporal (p=0,41) e na presenca de pelos ericados (p=0,41)
dos animais avaliados, embora se observe um discreto aumento da frequéncia
respiratdria apds a primeira hora do tratamento, nos animais que receberam
S+Cetamina; mais expressivo no grupo que recebeu por via venosa, porém sem

significado estatistico.

Pardmetros observados

Frequéncia Pelos Lambedura do
respiratoria ericados abdome
Abertura Ocular (% eventos) - o
_ 007 {(IRPM) X {% (% animais)
p=5 p=024 animais) p =041
p=041
Aberto Semiaberto Fechado
Controle 66,8 272 0,0 62 6 0 0
CsT 74,0 222 a7 63,2 40 30
S+Cetamina
venosa 7373 26 6 0,0 70,3 111 66 6
Salina 66,6 285 47 62.2 125 125

VENOSa !

Tabela 1: Parametros comportamentais observados nos animais com cistite intersticial induzida
por ciclofosfamida e tratados com S+Cetamina (0,5mg/Kg) e solugdo salina (1mL/KQ)

administrados por via venosa.
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Os animais tratados com S+Cetamina pela via vesical venosa
apresentaram menor frequéncia de piloerecdo, mantendo comportamento ativo

na terceira e quarta hora em relagao ao grupo controle (Tabela 1).
4.3 Efeito do Tratamento com S+Cetamina sobre o Peso da Bexiga

Ao avaliar o peso das bexigas 6 horas apds a indugcéo da cistite,
comparando o grupo de animais tratados com S+Cetamina com os demais
grupos de animais, se observou que ndo houve diferenga estatisticamente

significante.

0.20 17
0.151
0.10 4

0.051

Peso da bexiga

0.00-

Gréfico 2. Efeito da S+Cetamina sobre o peso das bexigas dos ratos com cistite intersticial

induzidapela ciclofosfamida (CYP) e tratados com S+Cetamina e solucéo salina por via venosa.
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5 - DISCUSSAO

Neste estudo foi observado um aumento do limiar nociceptivo nos
animais tratados com S+Cetamina por via venosa, quando comparado com o
com o grupo que recebeu apenas salina venosa. Entretanto, apés 180 minutos
de observagéo, nao foi possivel detectar diferenga no limiar nociceptivo entre os
grupos do estudo. Tal efeito pode ser associado a metabolizacao da S+Cetamina
que possui meia-vida plasmatica de 186 minutos conforme demonstrado por
alguns autores (DE OLIVEIRA et al, 2004).

A inflamacdo da bexiga esta associada a uma maior sensibilidade
mecanica devido a convergéncia dos “inputs” viscerais e somaticos no sistema
nervoso. Este fenbmeno é conhecido como hipersensibilidade visceral e pode
ser avaliado por meio de estimulagdo mecéanica com filamentos de von Frey, cuja
reducao do limiar mecénico é interpretada como indicativo de dor visceral, como
foi desenvolvido neste estudo (CERVERO e LAIRD, 2004; RUDICK et al, 2007).
A hipersensibilidade referida € proporcional a intensidade do comportamento de

dor visceral expressa pelos animais.

Os receptores NMDA tem um importante papel na nocicepgédo e
hiperalgesia visceral e estdo expressos nas camadas muscular e mucosa no
trato urinario inferior (MEEN et al, 2002; CERVERO e LAIRD, 2004). Embora o
tratamento da dor visceral seja substancialmente diferente da dor proveniente de
tecido somatico, existe evidéncia convincente de que os receptores NMDA
espinhais e periféricos também estejam envolvidos no processo da dor
nociceptiva visceral conforme estudos na literatura (CERVERO e LAIRD, 1999;
MEEN et al, 2002). Foi demonstrada neste estudo, a acdo analgésica da
S+Cetamina sobre o limiar nociceptivo dos animais com cistite, destacando-se a
acao sistémica que parece mais importante, desde o inicio do experimento.
Porém, ndo é possivel descartar um provavel efeito local deste farmaco em

receptores NMDA na bexiga.

Embora nenhum animal do grupo controle tenha apresentado pelos
ericados e ocorréncia de postura corporal especifica de comportamento
doloroso, este achado nao teve significancia estatistica quando comparados aos
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animais com cistite induzida por CYP. A administracao intraperitoneal de CYP
induz alteragbes acentuadas no comportamento dos animais que sao
compativeis com a sensacao de dor, portanto a utilizacdo deste modelo
experimental é util para avaliar as mudancas comportamentais caracteristicas de
dor em animais, as quais incluem o fechamento dos olhos, a diminuigdo da
frequéncia respiratéria e a presenca de posturas especificas ou de imobilidade
dentre outros conforme demonstrou Boucher et al (2000).

Os animais tratados com S+Cetamina por via venosa nao apresentaram
maior frequéncia de piloerecdo quando comparados ao grupo cistite sem
tratamento, mantendo comportamento ativo na terceira e quarta horas em
relacdo ao grupo controle. Em estudo realizado por JUSZCZAK et al (2010) foi
evidenciado que apds a injecdo de ciclofosfamida, os animais apresentaram
piloerecdo, postura de imobilidade com a cabeca alinhada com o eixo do corpo,
enquanto que nenhum dos ratos do controle e os ratos com cistite cronica
apresentavam esta posicdo. Ao observar a abertura ocular, frequéncia
respiratéria e postura corporal dos animais evidenciou-se que nao houve
diferenga entre os animais tratados com S+Cetamina venosa, quando
comparados aos animais do grupo controle e CST. No entanto, WANTUCH et al
(2007) evidenciaram em camundongos, durante 4 horas de observacao, a
presenca de comportamentos dolorosos espontaneos e evocados, além de
demonstrar que a morfina, o cetorolaco e a duloxetina foram eficazes em reduzir
a dor espontédnea e a hiperalgesia referida (dor evocada). Tal efeito nao foi
demonstrado neste trabalho. Talvez por serem parametros de interpretacéao

subjetiva do avaliador, e, portanto, serem suscetiveis a um viés de observacgao.

O peso da bexiga dos animais reflete, de modo indireto, a inflamagéo
aguda (edema, congestao vascular e infiltrado celular). Entretanto, no estudo em
analise, nao foi possivel observar diferenca de peso da bexiga entre os grupos
de animais. Estes dados sdo coerentes com os resultados de um estudo que
observou Camundongos Mus musculus por um periodo de 6 e 12 horas ap6s a
inducdo com CYP, tratados com fitoterapico que ndo encontrou alteragédo na
mensuracao dos pesos da bexiga (SILVA JUNIOR et al, 2013).
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Pouco se conhece sobre a administracao da cetamina por outras vias e
até o momento, nao foi encontrada na literatura cientifica nenhuma referéncia a
administracdo da S+Cetamina por via vesical em um modelo experimental de
cistite. Verificou-se que a instilagdo vesical da S+Cetamina parece ser mais
lesiva ao urotélio, no entanto apresenta uma agéo imunomoduladora que precisa

ser melhor detalhada, tanto a agéo proé-inflamatéria como anti-inflamatéria.

Como limitac6es deste estudo podem ser citados alguns pontos: o tempo
curto de observagéao, que restringiu o experimento a fase aguda do experimento;
0 uso de uma Unica dose de S+Cetamina, que limita as conclusées em relagao
as infusdes continuas e baixas doses hiperalgésicas utilizadas clinicamente; a
utilizacado de outras vias de administracdo da S+Cetamina, como, por exemplo,
a via intravesical; a falta de analise histopatégica das pecas de bexiga para a
avaliacdo das alteragbes histologicas provocadas pela inflamagdo, sendo
necessarios novos estudos que abordem tais questées nesse modelo de dor

visceral.
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6— CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, € possivel
confirmar o efeito analgésico da S+Cetamina por via venosa no tratamento da

cistite induzida por ciclofosfamida.

A avaliagédo da intensidade do processo inflamatorio através do peso da
bexiga mostrou-se um método ruim para tal finalidade, uma vez que nao foi

capaz de apontar diferenca significativa entre as amostras.



7 — ANEXOS
ANEXO 1 - FICHA PROTOCOLO DE AVALIACAO COMPORTAMENTAL
EXPERIMENTO: Data:

Identificacao:
Peso: Grupo:
Terapéutica experimental:

1. Farmaco/dose:
Volume:
Administracdo:
Horério:

2. Farmaco/dose:
Volume:
Administracdo:
Horério:

Parametros Comportamentais:

Horario 1h 2h 3h

Frequéncia
Respiratéria

Abertura e
fechamento

Ocular

Postura
Corporal/Piloerecao

von Frey
Abdome

von Frey
Pata




ANEXO 2 - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

/,”-‘ "\ UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

hﬁ- ', COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO INICIAL [N™ do parecer: 11

PROJETO DE PESQUISA Registro da CEUA: 11/13
N° do Protocolo: 23115.007977/2013-99
Data de entrada no CEUA: 14/06/13

Parecer: Aprovado

I - Identificagio

Titulo do projeto:
AVALIACAO DA DOR VISCERAL EM MODELO EXPERIMENTAL EM RATOS

Identificagdo da equipe executora:
Tereza Cristina Monteiro de Mele Prazeres, Maria do Socorro Cartagenes, Jodo Batista Sanfos
Garcia

Instituigao onde sera realizado: UFMA

Area tematica: Nao se Multicéntrico: Nao Data de recebimento:

aplica 14/06/2013

Cooperagao estrangeira: Data de devolugio:
15/07/2013

Il - Objetivos:
Objetivo geral:

Avaliar o efeito analgésico de S+ cetamina na dor visceral e sua possivel agdo
antiinflamatéria na bexiga em um modelo de cistite em ratos.

Il - Sumario do projeto:

Cistite Intersticial & uma sindrome dolorosa pélvico-perineal de eficlogia desconhecida,
caracterizada por freqliéncia e urgéncia urinarias, inflamagio, rigidez da parede vesical & dor
visceral, sendo a dor, o achado clinico mais importante da cistite intersticial'. Este tipo de dor &
frequentemente resistente ao tratamento com simples analgésicos ou agentes tradicionais, mas
pode ser sensivel a outras classes de drogas que normalmente ndo produzem efeito na
transmiss@o dolorosa, como os antidepressivos. A ciclofosfamida € um agente antitumoral
metabolizado em acroleina no rim e acumula na bexiga produzindo efeitos toxicos, resultando
em dor visceral Cetamina & um farmaco- hipndtico com elevado poder analgésico, antagonista
dos receptores NMDA, receptores opidides, canais de calcio voltagem dependentes receptores
colinérgicos e vias inibitorias descendentes monoaminérgicas, que foi muito utilizada na pratica
da anestesia, mas os efeitos psicominéticos tornaram-se um fator limitante ao seu emprego em
larga escala. Porém a partir da década de 90 foi introduzido o seu isdmero levogiro na pratica
clinica com a vantagem de provocar menos efeitos colaterais. Principalmente quando utilizada
em pequenas doses caracteristicamente sub-anestésicas. Atualmente existe somente a via oral
como opgdo dispenivel aprovada para tratar dor associada a cistite intersticial. Embora outras
terapias sejam utiizadas, de acordo com a associa;ﬁn nacional de cistite estas terapias
promovem apenas alivio imediato. A terapia eficaz da dor visceral na cistite tem sido ung dos
principais desafios terapéuticos. Na busca para uma nova alternativa terapéutica, esse estudo
propoe uma agdo sistémica e local da S+cetamina, cujo principal mecanismo de agdo € ser
antageonista do receptor NMDA. Considerande a dificuldade de execugdo de um medelo de
cistite em humanos para avaliar a eficacia da S+cetamina, este estudo vem avaliar a agdo
analgésica desse farmaco em modelo experimental de cistite em ratos.



IV - Comentario do relator frente a resolugdo 779 de 26 de agosto de 2010 e
complementares em particular sobre:

O atual projeto trata-se de projeto de dissertacdo de Mestrado em Ciéncias da
Saude (UFMA) de Tereza Cristina Monteiro de Melo Prazeres, o qual sera orientado peio Prof
Dr. Jodo Batista Santos Garcia (UFMA). O objetivo geral do projeto € avaliar o efeito analgésico
de S+ cetamina na dor visceral e sua possivel acdo antiinflamatoria na bexiga em um modelo
de cistite em ratos.

O projeto sera realizado nas dependéncias do Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), No Laboratorio
Experimental para Estudos da Dor (LEED). A sua vigéncia sera de 24 meses a iniciar apos a
aprovacdo desta comissdo, o que & coerente por se tratar de projeto de mestrado. O valor do
projeto esta orgado em cerca de cinco mil reais e ndo tem financiamento proprio, mas os
pesquisadores afirmaram que o mesmo serd arcado com recursos da Liga Académica de Dor,
coordenada pelo orientador do projeto.

O projeto estd conciso e coerente quanto aos seus objetives. Os animais serdo
anestesiados corretamente para realizacdo dos procedimentos com anestésicos descritos na
literatura que nao interfiram no tratamento com cetamina a ser testado. Os métodos a serem
utilizados, tanto em relagdo a indugdo da cistite, quanto ao tratamento e avaliagdes de dor,
estdo claros e sdo baseados em artigos publicados em revistas conceituadas. O projeto
utilizard trinta ratos da linhagem Wistar, com 230-280 gramas, provenientes do Biotério
Central da UFMA. Os animais serdo distribuidos igualmente e aleatoriamente em cinco grupos
de seis animais. Havera um grupo controle no qual ndo sera induzida cistite (C), um grupo com
cistite tratado com soluc¢do salina venosa (Cl-salina venosa), um grupo com cistite, tratado com
solugdo salina intravesical (Cl-salina intravesical), um grupo com cistite tratado com S+
cetamina venosa (Cl- cetamina venosa) e um Gltimo grupo com cistite, tratado com S+
cetamina intravesical (Ci- cetamina intravesical). Foi informado que os animais serdo onundos
do Biotério Central da UFMA, mas € recomendavel que seja acrescentado um oficio do Diretor
do Biotério garantido a viabilidade do fomecimento ou entdo, outra fonte onde os animais
possam ser adquiridos. £ necessaria a indicagdo, no projeto, sobre o Biotério de
Experimentacdo no qual os animais serdo acondicionados e tratados. Ndo ha informagdes
sobre o destino das carcacas dos animais coletados, o que seria recomendado ser
acrescentado.

V - Pendéncias

N&o ha pendéncias
VI - Recomendagoes:

- Anexar um documento do Biotério da UFMA concordando em ceder os animais
necessarios para a pesquisa;

- Incluir o destino das carcacas dos animais

- Estas recomendacdes nao inviabilizam o inicio da execugdo dos experimentos.

VIl - Parecer consubstanciado da CEUA

O projeto intitulado AVALIAGAO DA DOR VISCERAL EM MODELO
EXPERIMENTAL EM RATOS foi considerade APROVADO pela CEUA/UFMA.

Sdo Luis, _20_/_12_/ 13_

T

Profa Dra Lucilene Amonm Silva

Presidente da CEUA / UFMA
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