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AVALIACAO DAS ALTERACOES PRODUZIDAS NA BEXIGA
DE RATAS POR FARMACOS EM SISTEMAS LIPOSSOMAIS
ADMINISTRADOS VIA INTRAVESICAL

Lorena Magale Dantas Cirino

A incontinéncia urinaria interfere na vida pessoal e social da mulher causando-lhe
desconforto e constrangimento. Esta doenga incide aproximadamente em 40% das
mulheres em menopausa, sendo que uma das causas pode ser atribuida a Hiperatividade
do Detrusor (HD). A oxibutinina tem sido extensivamente utilizada no tratamento da bexiga
hiperativa. A capsaicina e a resiniferatoxina sdo descritas como alternativas para o
tratamento da bexiga hiperativa pela via intravesical, entretanto, sua administragdo pode
ocasionar reac¢des adversas com sintomas irritativos como dor pélvica e desconforto. Desta
forma, o objetivo do trabalho foi desenvolver formulagdes lipossomais contendo capsaicina,
resiniferatoxina ou oxibutinina para administragdo intravesical e avaliar o impacto
histomorfolégico destas substancias na bexiga apos a instilagdo destas formulagbes. Os
lipossomas obtidos ou os fa&rmacos em solugéo foram instilados via intravesical em ratas e
apos 1, 7 e 60 dias foram realizados exames histopatol6gicos das bexigas das ratas para
avaliar a presenca de reacgao inflamatéria e alteracées na estrutura do colageno vesical. O
estudo do sedimento urinario das ratas foi realizado quinzenalmente em busca de
marcadores inflamatérios e da presenca de lipossomas. O resultado encontrado foi uma
importante atenuacdo da agressao tecidual nos grupos com lipossomas. Verificou-se a
presenca de lipossomas nas amostras de urina dos animais até o 60° dia. A estratégia de
obtencgao de sistemas lipossomais para administragao intravesical de farmacos utilizados na
hiperatividade do detrusor demonstrou ser eficiente, com diminuicdo da resposta

inflamatoéria.

Palavras-chave: resiniferatoxina, capsaicina, hiperatividade do detrusor, lipossomas,

tratamento intravesical, incontinéncia urindaria, oxibutinina.
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EVALUATION OF ALTERATIONS PRODUCED IN BLADDER
BY DRUGS INTO LIPOSOMAL SYSTEMS FOR
INTRAVESICAL ADMINISTRATION

Lorena Magale Dantas Cirino

Urinary incontinence interferes in a social life, causing disconfort and embarassment and it
affects up to 40% of all women at menopause. Overactive Bladder (OB) which is one of the
many types of urinary incontinence, concerns pharmacological treatment with anticolinergics,
many times associated with unpleasant side effects such as dry mouth, constipation and
blurred vision. Capsaicin and resiniferatoxin are described as alternative intravesical
treatment to OB. Therefore its administration can cause irritative symptoms as pelvic pain
and discomfort. The aim of this work was obtain liposomes with capsaicin, resiniferatoxin or
oxybutinin for intravesical administration and evaluate these formulations under
hystomorphologycal impact in rat bladder. The drugs alone and encapsulated in liposomes
were instilled inside the rat bladder and after 1, 7 and 60 days, bladders were excised and
submitted to hystopathological analysis looking for inflammatory reaction and collagen
alterations. Rat urinalyses were made each 15 days in order to search infection markers and
liposomes. As results, an important reduction in tissue damage was seen on the liposome
with drug group. Liposomes presence was seen at urine samples until 60 days after
intravesical instillation. Liposomal systems strategy for intravesical drug administration for
OB treatment seemed efficient with decrease of inflammatory response.

Keywords: resniferatoxin, capsaicin, oxybutinin, urinary incontinence, overactive bladder,

liposomes, intravesical, treatment.
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INTRODUCAO

A preocupagdo com os aspectos da menopausa tem ganhado uma crescente
importancia devido as modificagdes de papéis que a mulher passou a exercer na sociedade
no ultimo século e especialmente nestas ultimas décadas (BESSA, 2007).

A sociedade moderna tem trazido muitas vantagens, tais como conforto, acesso a
informagéao, saude e educagao, desenvolvimento das ciéncias e tecnologias. A melhora das
condi¢cdes de saude proporcionou um aumento significativo da longevidade. Segundo o
IBGE, a expectativa de vida da mulher brasileira passou de 65,7 anos em 1980 para 75,8
anos em 2005, assim surgindo a necessidade da comunidade cientifica preocupar-se mais
com os temas referentes a saude do idoso. Com o aumento da expectativa de vida, e
estimando que a mulher entre na menopausa com cerca de 50 anos de idade (LIMA e
GIRAO, 2003), ela pode passar um terco ou mais de sua vida neste periodo. Por esse
motivo, fez-se necessaria a busca de alternativas para melhorar a qualidade de vida da
mulher nesta nova fase de sua vida.

Um dos aspectos fisicos do inicio da menopausa € a diminuicdo da circulagao
sanguinea nos 0rgaos pélvicos pela queda dos niveis hormonais. Concomitantemente,
ocorre um afrouxamento dos tecidos, favorecendo as distopias (alteragcdes na posicao dos
érgéos pélvicos) e a incontinéncia urinaria (GIRAO, 1998; SARTORI, 2001). A menopausa
relaciona-se diretamente ao aumento da incidéncia de incontinéncia urinaria, que chega a
ser de 40% neste periodo (STANTON, 1985).

Neste contexto, a medicina tem avangado muito no campo da uroginecologia. O
tratamento da bexiga hiperativa iniciou-se em 1972 com a descoberta da oxibutinina. No
século XXI, comegaram a aparecer novos farmacos para administragao pela via oral, como
a tolterodina e a solifenacina (ANDERSSON e CHAPPLE, 2001). Porém, a administracao
oral destes farmacos traz uma série de efeitos colaterais indesejaveis do tipo boca seca,
constipagao, visao turva sendo associados ao efeito de primeira passagem no figado, deste
modo o tratamento intravesical torna-se uma excelente via alternativa. Atualmente, o
caminho para o tratamento parenteral da bexiga hiperativa € feito também através de
adesivos com oxibutinina, através da bomba vesical que consiste em um reservatério
inserido na bexiga capaz de liberar a droga desejada de forma constante. Pela via
intravesical, podem ser utilizadas a toxina botulinica, a capsaicina (extraida de espécies de
pimenta) e a resiniferatoxina, extraida da planta Euphorbia resinifera, sendo esta 1000

14
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vezes mais potente que a capsaicina segundo a escala de Scoville (APPENDINO e
SZALLASI, 1997).

Novas formas de tratamento tém sido buscadas, tais como a utilizagdo da terapia
génica com o uso das células tronco para esta doenca (carater experimental) e sistemas de
liberagdo prolongada, tais como lipossomas e bioadesivos. Estes sistemas permitem que o
principio ativo seja incorporado em um veiculo biolégico ou sintético que se adere ao tecido
organico e que provoca a liberacdo gradual deste principio ativo proporcionando um
tratamento continuo e prolongado sem a necessidade de ficar ingerindo comprimidos, sem
efeito de primeira passagem, podendo usar doses menores do farmaco (FREZARD, et al.,
2005). A busca por novos sistemas de liberagdo sustentada de farmacos administrados
intravesicalmente e com efeitos colaterais minimos pode proporcionar um incremento no
nuamero de adesdes das pacientes ao tratamento e incluir pacientes que estavam fora de
possibilidade terapéutica por ndo tolerarem o tratamento via oral ou serem resistentes ao
tratamento ou por ndo desejarem o tratamento cirargico (FRASER et al., 2002).

Os lipossomas sao capazes de encapsular substancias lipofilicas ou hidrofilicas e
através de difusao passiva, interagem com as membranas celulares de forma gradativa,
liberando a substancia encapsulada de forma lenta (FREZARD et al., 2005). Ao mesmo
tempo, eles também sdo capazes de reforgar a protecao urotelial contra a agressao de
substancias toxicas, minimizando o dano tecidual (FRASER et al., 2003). Substancias
lipofilicas como a capsaicina e a resiniferatoxina necessitam de um veiculo com componente
alcoolico (etanol) para permitir sua dissolugao (TYAGI et al, 2004). Entretanto, o etanol
exerce um efeito irritativo na mucosa vesical, tornando-se mais uma razdo para a
associagao lipossomal das substancias.

A proposta de desenvolver um sistema de liberagdo prolongada utilizando os
farmacos como a oxibutinina, resiniferatoxina e capsaicina surgiu da necessidade de um
tratamento com maior durabilidade e menores efeitos colaterais.

Deste modo o objetivo do presente trabalho foi avaliar as alteracbes vesicais
provocadas pela resiniferatoxina, oxibutinina e capsaicina isoladamente e associadas a
lipossomas, utilizando modelo animal para aplicacao intravesical.

O presente trabalho foi dividido, a em trés partes, sendo que a primeira parte discorre
sobre a revisdo da literatura sobre o tema proposto segunda parte compreende o artigo
sobre a resposta inflamatéria vesical provocada pela oxibutinina e resiniferatoxina
administradas na bexiga na forma pura e associada a lipossomas. A ultima parte apresenta
um artigo sobre a extragcao da capsaicina da Capsicum frutescens pimenta malagueta e sua

encapsulagdo em lipossomas, avaliando in vitro e in-vivo suas propriedades .
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1. REVISAO DA LITERATURA

A incontinéncia urinaria (IU) é um problema fisico e social que atinge principalmente
as mulheres no periodo da menopausa. Inimeras pesquisas vém sendo desenvolvidas na
busca de tratamentos eficazes, entretanto fazem-se necessérios estudos aprofundados na
area de uroginecologia que envolvam todos os aspectos relacionados a esta doenca, tais
como estudos da anatomia da bexiga, fisiopatologia da incontinéncia urinaria por
instabilidade vesical e formas de tratamento disponiveis.

1.1 - INCONTINENCIA URINARIA (IU)

Segundo o COMITE DE PADRONIZACAO DA SOCIEDADE INTERNACIONAL DE
CONTINENCIA (1991), a incontinéncia urinaria é a perda involuntaria de urina clinicamente
demonstravel que cause problema social ou higiénico. Existe a incontinéncia urinéria de
esforgo, que é definida como a perda urinéria pelo meato uretral quando a pressao vesical
excede a pressdao maxima de fechamento uretral na auséncia de contracdo do musculo
detrusor. Enquanto a incontinéncia urinaria por hiperatividade do detrusor € definida como
perda urinaria pela presenca de contracdes espontaneas ou desencadeada por manobras
de esforgo ou por estimulo dos 6rgaos dos sentidos, durante o enchimento vesical, estando
a paciente orientada a inibir a micgao.

A incontinéncia urindria antigamente era vista como um problema sem solucéo, e as
mulheres simplesmente se conformavam com a condicdo ndo procurando atendimento
médico. Atualmente ainda ndo mencionam o problema aos médicos € nem mesmo aos
familiares, por vergonha ou embaraco causado pela condicdo desconfortante (GIRAO et al.,
2002). Com o aumento da expectativa de vida, a medicina focou-se em procurar novas
alternativas para o tratamento desta doenca. Sabe-se que a prevaléncia da IU entre as
mulheres é alta. Segundo Stanton et al. (1985), 26% das mulheres possuem algum tipo de
IU no periodo reprodutivo, sendo que esse indice aumenta para 40% no periodo pés-
menopausa. Trata-se, portanto, de doenca com prevaléncia alta no periodo da menopausa.
A incontinéncia urinaria por bexiga hiperativa acomete ndo somente as mulheres, mas
também os homens tanto na forma de instabilidade vesical como de hiperreflexia do
detrusor.
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1.2. A BEXIGA

A bexiga é constituida pelo epitélio vesical ou urotélio ou epitélio transicional que
consiste em um numero variavel de camadas de células, sendo que em humanos existem
entre 6 e 8 camadas (FRASER et al., 2002). Em todos os mamiferos, existem 3 zonas
distintas, que incluem a camada basal, as células intermediarias, e por ultimo uma camada
de células “guarda-chuva” que sdo as maiores células epiteliais do corpo humano (Figura 1).
Estas células tém formato poliédrico e podem se esticar e encolher de acordo com a
pressao vesical, sua superficie € coberta por uma camada de glicosaminoglicanas (GAG),
cuja fungdo é assunto controverso, relacionando-se a permeabilidade do urotélio e
dificultando a aderéncia bacteriana a parede vesical (PARSONS et al., 1990). Entre estas
células guarda-chuva, existem fortes jungdes celulares também responsaveis pela
impermeabilizacao do urotélio. As juncdes celulares estdo localizadas na regido apical e
lateral da membrana das células superficiais do urotélio. Sua fungéo é impedir a difusao
paracelular de substéncias da urina para o sangue e representa uma das barreiras do
urotélio. As células das camadas intermediaria e basal ndo apresentam as jungdes celulares
e ndo constituem uma barreira ao transporte paracelular através do urotélio (KEREC et al.,
2005).

Cerca de 70 a 90% da superficie da membrana apical das células superficiais
uroteliais é composta de proteinas especificas chamadas uroplaquinas, que estao dispostas
em placas que sdo mais espessas que as areas de membrana normalmente encontradas
(KEREC et al., 2005). Estas sao responsaveis pela maior parte do bloqueio da passagem
de agua e uréia através do urotélio. Constituem a segunda barreira do urotélio a passagem
de substancias da urina para o sangue. Acima das uroplaquinas encontra-se a camada de
glicosaminoglicanas. Compreende uma camada delgada de muco na superficie urotelial que
tem como funcdo impedir a passagem de substancias através do urotélio, sendo uma
terceira barreira do urotélio a difusdo de substancias (FRASER et al., 2002).

No urotélio, encontra-se o receptor vanildide transitério potencial 1 (TRPV1), que é
um canal catibnico ndo seletivo que responde a varios estimulos néxicos, tais como o calor

acima de 43°C ou acidez com pH menor que 6. No trato urinario inferior, a expressao deste
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receptor TRPV1, tem sido documentada n&o apenas nas fibras nervosas, mas também esté
presente nas camadas muscular, submucosa e mucosa e nas células uroteliais. Este
receptor tem um papel importante na fisiopatologia da bexiga nos estados de dor assim
como na hiperatividade vesical que acompanha a cistite e nas lesées raquimedulares
(SAITOH et al., 2008).

Na sua esséncia, a membrana apical do urotélio é responsavel por 80% da
resisténcia a passagem de agua e mais de 95% do fluxo de uréia, aménia e proétons. A urina
que esta em contato com este urotélio é hipertdnica, composta de toxinas e excretas do
nosso organismo, que devem ser expelidos. A impermeabilidade a todas as substancias
presentes na urina ou no sangue € a primeira caracteristica deste tipo de tecido
(HOHLBRUGGER et al., 1985). A sua geometria apresenta forma esférica e € ideal para que
exista um minimo de superficie tecidual exposta a urina. O movimento através das células
uroteliais ocorre de duas maneiras: a via transcelular (através das células) e a via para-
celular (através das juncoes celulares e espacos laterais intracelulares). As juncdes
celulares e as membranas celulares devem ser impermeaveis a urina ou componentes do
sangue assim como medicamentos contidos em ambos os compartimentos. As
modificacbes nas células ou na permeabilidade das juncbes celulares podem levar a
alteragGes na eficacia da barreira urotelial (LEWIS, 1996) e situagbes envolvendo presenca
de K" extracelular e hiperosmolaridade promovem a despolarizagdo do musculo liso e geram
aumento da atividade do musculo detrusor, enquanto que hipo-osmolaridade produz
alteracoes opostas (GIANNANTONI et al., 2006).

A figura 1 apresenta o epitélio vesical, onde pode ser observado a camada de
glicosaminoglicanas, a camada de células guarda-chuva, a camada intermediaria e a

camada basal.
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Figura 1. Urotélio de rato corado com hematoxilina/eosina no aumento 400 x.

A figura 2 exibe a anatomia da bexiga humana, a formagao do trigono vesical com
limites dos orificios ureterais e colo vesical. O trigono compreende a porgao da bexiga onde
a densidade do musculo detrusor é maior. O musculo detrusor corresponde a toda a
musculatura lisa envolvendo a bexiga, responsavel pela contragao vesical e a eliminagao da
urina através da uretra. O esfincter interno ou esfincter uretral, localiza-se no colo vesical é
constituido de musculatura lisa, € controlado pelo centro sacral da mic¢do, enquanto o
esfincter externo da uretra, inserido no diafragma urogenital € submetido ao controle do

cortex cerebral e atua sob controle voluntario (GIRAO et al., 2002).
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Figura 2. Visdo macroscopica da bexiga e suas camadas.
Fonte: lvyrose Ltd.2006, online at www.ivy.rose.co.uk

1.3. FISIOLOGIA DA MICCAO

A bexiga é responsavel pelo armazenamento da urina e pela sua eliminagéo através
da uretra. Para o seu adequado funcionamento, é necesséaria a harmonia entre os varios
arcos reflexos, circuitos e centros neurolégicos, além da integridade das estruturas

intrinsecas & bexiga e & uretra (GIRAO et al., 2002).

O primeiro evento neurolégico da micgao é o término da atividade eferente inibitoria
do nervo pudendo, seguido da suspensao do ténus simpatico na bexiga, o que permite o
relaxamento da musculatura esfincteriana uretral e a contracdo do musculo detrusor
(BLAIVAS, 1982).

Os circuitos neurolégicos envolvidos na micgdo compreendem quatro algcas
(BRADLEY et al., 1974). A alca | € um circuito formado entre o cortex cerebral e a
substancia reticular pontomesencefalica e é responsavel pelo controle voluntario da micgao.
A alca Il tem origem na substancia reticular e termina no centro sacral da miccdo. Ela
mantém a contragao do detrusor por tempo suficiente, permitindo o completo esvaziamento
vesical. A alca Ill é o circuito que interliga o detrusor ao centro sacral e este ao sistema
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esfincteriano uretral. Ela coordena a sincronia entre a contracao do detrusor e o relaxamento
do esfincter uretral e vice-versa. A algca IV é formada pela comunicacao entre o cortex e o

centro sacral da mic¢do e tem como fungdo o controle voluntario do esfincter externo da

uretra (Figura 3).

COMTROLE CORTICAL

MAEDLIL &, .'I|'

Toraco._ - /f’\ Cia

LOMBAR | o, SoTTEEEE A MERVOS HPOGASTRICOS
e HPOGASTRICO
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meDuLe I8 S :
sacral = L L2 el
b= o

P e L _PUDENDO,

IAFERENTE 7

NERE PLBENDO E FERENTE

Figura 3. Reflexo da miccéo. Algas neuroldgicas do reflexo da micgédo. Algca | (seta preta);
Alga Il (setas vermelhas); Alga lll (setas verde, azul continua, lilas e linhas azuis tracejadas);

Alca IV (setas ascendentes na medula espinhal).
Fonte: FORD et al., 2006.

Além destas algas principais, outros nacleos tém participagdo no controle da micgéo.
Os nucleos da base inibem a atividade contrétil do detrusor e quando acometidos, por
exemplo, na doenga de Parkinson, podem produzir uma hiperreflexia do detrusor. O sistema
limbico nas situacdes de estresse emocional ou em pacientes com perfil psicolégico alterado
pode fazer com que a bexiga responda com um aumento da freqiéncia e urgéncia
miccional. O cerebelo coordena a agdo dos musculos envolvidos com o equilibrio e a
postura durante a miccdo. Doengas cerebelares associam-se igualmente as contragdes nao
inibidas do detrusor e & perda do equilibrio (GIRAO et al., 2002). Estudos eletrofisiolégicos
em gatos e ratos mostraram a presenca de dois caminhos reflexos que controlam a micgéo,
o supraespinhal e o espinhal. Pequenas fibras aferentes mielinizadas (Ad) passam por um
centro na ponte e formam uma alga aferente de reflexo miccional (espinobulboespinhal). Em
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adicao a este reflexo dominante, outro foi detectado em animais normais, o qual consiste de
longa resposta latente mediado por fibras C (DE GROAT, KAWATANI, HISAMITSU, 1990).
Em animais com transec¢édo da medula, esta via de micgéao consiste principalmente de fibras
C néo mielinizadas responsaveis pelo arco reflexo. Estas fibras estdo presentes na bexiga
em diversas espécies de animais (MAGGIMELI, 1998).

A sensacao de enchimento vesical & transmitida pelas fibras A delta que séo
ativadas por estimulo mecénico. J& as fibras C aferentes que sado menores e
desmielinizadas, somente respondem a estimulos mecénicos altos. Por outro lado elas sao
ativadas por estimulos de irritagdo quimica ou pelo frio. Os receptores ativados sdo do tipo
TRPV 1, encontrado em terminagdes neuronais periféricas nociceptivas, que sao canais
catibnicos nao seletivos, com alta permeabilidade ao célcio que também respondem a
estimulos dolorosos do tipo calor maior que 43°C e pH menor que 5,5, assim como toxinas
vaniléides como a capsaicina e a resiniferatoxina (SAITOH et al., 2008). Portanto, sua
funcéao é sinalizar eventos inflamatérios ou algicos na bexiga ao sistema nervoso central. No
estado de irritagdo, estas fibras tornam-se responsivas a menores graus de distensao da
bexiga pelas fibras A-delta que sdo mecanorreceptivas (CHANCELLOR, 1999).

1.4. HIPERATIVIDADE DO DETRUSOR

Um estudo norte-americano recente demonstrou que a bexiga hiperativa tem uma
prevaléncia de 17% na populacdo adulta (WEIN e RACKLEY, 2006), passando a valores
maiores com o aumento da idade, tanto para homens como para mulheres (STASKIN,
2005). Outro estudo realizado no Brasil encontrou uma incidéncia de 18,6% de bexiga
hiperativa na populagao geral, incluindo homens e mulheres entre 15 e 55 anos (TELOKEN
et al., 2006). A incontinéncia urinaria do tipo bexiga hiperativa é subdividida em instabilidade
vesical e em hiperreflexia do detrusor. A primeira é a condicdo na qual se verificam
contracdes nao inibidas do musculo detrusor durante a cistometria (avaliacdo da pressao
intravesical) na auséncia de doencgas neurolégicas. A hiperreflexia do detrusor se refere as
contragdes nao inibidas do musculo detrusor (CNIs) na presenga de moléstia neuroldgica,
como por exemplo, a esclerose multipla, doenca de Parkinson, Alzheimer, lesdo
raquimedular e neuropatia diabética (GIRAO et al., 2002).

A bexiga hiperativa (BH) pode ocorrer a partir de anormalidades das vias intrinsecas
da micgdo. Podem existir disturbios dos ganglios vesicais das vias nervosas
parassimpaticomiméticas, com a diminuigao do polipeptideo intestinal vasoativo (PI1V) que é
um neuropeptideo que age como inibidor destas vias, desencadeando as contracdes
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vesicais. Disturbios das células marca-passo vesicais, uma vez que o musculo detrusor
nunca esta em repouso completo, podem gerar pequenas contragdes localizadas as quais
podem dar origem a grandes contragdes vesicais. Este tipo de BH sugere um distarbio no
mecanismo neuromodulador intrinseco. Podem ocorrer também disturbios generalizados do
musculo liso, como no caso dos pacientes com sindrome do célon irritavel, onde 50% deles
tém BH. Outra causa da BH € o aumento da densidade de nervos sensoriais subepiteliais na
parede vesical. A abundancia de nervos aumenta a avaliagdo do enchimento vesical,
causando a urgéncia e polaciuria tipicos da BH. Pacientes com hiperplasia prostatica ou
submetidos a cirurgia que envolva a mobilizagdo ou manipulagdo do colo vesical podem
desenvolver BH por interferir no suprimento nervoso autondmico da bexiga, podendo ainda
provocar BH a deficiéncia de prostaciclina. A irritagao vesical local por quaisquer agentes e
ainda causas psicolégicas, pode ser conduzida com hipnoterapia, treinamento vesical e
biofeedback, recursos estes também considerados importantes no tratamento da BH
(MONTELLA et al., 2006).

1.5. TRATAMENTO

O tratamento da BH pode ser conduzido por medidas comportamentais, como o
treinamento vesical e o biofeedback, tratamento com eletroestimulacdo e tratamento
farmacolégico sendo este feito com o uso de antidepressivos triciclicos, farmacos
bloqueadores dos canais de célcio e anticolinérgicos, sendo estes os mais usados. A
reposicdo hormonal também é utilizada como coadjuvante no tratamento da bexiga
hiperativa (GIRAO et al., 2002).

A oxibutinina (OXI) é atualmente o farmaco mais utilizado no tratamento da bexiga
hiperativa apresentando-se na forma de comprimidos, como adesivo, para via transdérmica
e na forma liquida para instilagéo livre na cavidade vesical. Recentemente, novos farmacos,
como a tolterodina (liberacao imediata e prolongada), propiverina (liberacdo prolongada),
solifenacina, darifenacina, cloreto de tréspio e fesoterodina, recentemente descoberta, tém
sido propostos para tratamento oral (CHAPPLE et al, 2008). Estes farmacos tém
propriedades antimuscarinicas, e agem inibindo os receptores muscarinicos existentes na
bexiga e também em outras partes do corpo. Apesar de serem mais usados, 0s
antimuscarinicos sdo acompanhados de efeitos colaterais desagradaveis do tipo boca seca,
sonoléncia, constipacao intestinal, alteracdo nos niveis tensionais, visdao turva por bloqueio
do mecanismo de acomodagéo visual e aumento da freqiéncia cardiaca por bloqueio vagal
em graus variados de acordo com o medicamento. Esses efeitos, no caso da administragéo
de oxibutinina pela via oral, se devem a alta concentracdo sérica do metabdlito ativo N-
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desetiloxibutinina ap6s o efeito de primeira passagem do figado. Este incbmodo leva a
interrupcao do tratamento em até 25% das pacientes, dependendo da dosagem utilizada
(ANDERSSON e CHAPPLE, 2001). Isto acontece porque os antagonistas dos receptores
muscarinicos ndo exibem seletividade para os receptores M3, subtipo que é mediador da
contracao detrusora. Os anticolinérgicos também se ligam aos receptores M1 e M2,
presentes em vdrias partes do organismo (THIEL, 2002). Os anticolinérgicos sao contra-
indicados em pacientes com glaucoma, obstrucdo intestinal e condi¢cdes afins, miastenia
gravis, estados de colite, uropatia obstrutiva, gravidez e lactacdo, e em cardiopatas
(KATZUNG, 1994).

A administracdo eletromotiva de drogas (AEMD) é outra forma de tratamento para a
bexiga hiperativa e funciona facilitando o transporte de farmacos hidrossoluveis criando um
campo eletromagnético na bexiga, mas envolve um alto custo na aquisicao do equipamento
(GIANNANTONI, 2006).

A toxina botulinica é outra forma de tratamento utilizada para os casos de bexiga
hiperativa. Esta tem se mostrado eficaz para o tratamento tanto dos casos idiopaticos como
neurolégicos da bexiga hiperativa, consistindo na inje¢do de neurotoxina botulinica
diretamente em vérios pontos do musculo detrusor da bexiga via cistoscépica e com
duracgéo de cerca de 6 meses. Esta técnica apresenta como reacdo adversa a nocturia e a
reducdo progressiva do numero de receptores suburoteliais. O resultado € obtido a partir do
5° dia apds a injecao, com taxa de sucesso de 73% para os casos de base neurolégica e até
86% para os casos de bexiga hiperativa idiopatica (KALSI et al., 2008).

O tratamento intravesical constitui uma excelente via porque os efeitos colaterais
indesejaveis estao associados a administragdo medicamentosa pela via oral devido ao efeito
de primeira passagem no figado. Inumeros trabalhos vém sendo desenvolvidos na busca
por novos sistemas de liberacdo para administragdo via intravesical com o objetivo de
minimizar os efeitos colaterais e aumentar assim a adesdo das pacientes ao tratamento
(CHANCELLOR e DE GROAT, 1999; FRASER et al, 2003; KALSI et al, 2008;
GIANNANTONI et al., 2006).

1.5.1. OXIBUTININA (OXIl)

A OXI é uma amina terciaria que possui efeito antimuscarinico, relaxante muscular
fraca e possui acao anestésica local duas vezes mais potente que a lidocaina (BARROSO,
2000). Esta ultima propriedade € importante quando a via de administragao ¢é intravesical. O
tempo de meia vida plasmatico é de cerca de 2 horas e sua afinidade é maior por receptores
tipo M1 e M3. Este farmaco atravessa a barreira hemato-encefélica, produzindo efeitos do
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tipo tonturas e alucinacbes além de alteragcdes cognitivas (ANDERSSON e CHAPPLE,
2001).

E utilizada na forma de sal, cloreto de oxibutinina (massa molecular 393,95 e pKa
base livre de 8,04) e seu efeito intravesical tém sido associado a melhora dos parametros
cistométricos nos casos de bexiga hiperativa tanto em criangas como em adultos. Esta
associada a uma redugado de 76 a 83% dos episddios de urge-incontinéncia, embora a
incidéncia de efeitos colaterais é igualmente alta até 80% (ANDERSSON e CHAPPLE,
2001).

A utilizagao da OXI proporciona aumento da capacidade vesical de 25 a 100%. Em
estudos em humanos, a OXI se mostrou mais eficaz na administragcao intravesical do que na
administragcédo pela via oral (BRENDLER et al.,, 1988). Da mesma forma, constitui-se uma
boa opgédo nos casos de pacientes com intolerancia ao medicamento pela via oral. Apos a
administragdo da mesma dosagem via oral e intravesical, a concentragdo plasmatica do
farmaco foi maior depois da administragcao por esta ultima, com pico de acao mais tardio (3
horas) que a via oral (1 hora) e niveis séricos mais altos em 6 horas ap6s sua administragcao
(MADERSCACHER et al., 1995).

Em estudo para avaliar os efeitos locais da OXI na mucosa vesical de ratos, nao foi
detectada qualquer evidéncia de alteracdo da mucosa ou da parede vesical diretamente
relacionada a exposigéo a OXI. Apesar de ndo haver ainda nenhum estudo em humanos de
bidpsias vesicais apdés um periodo longo de uso local da OXI, estes resultados sugerem
haver segurangca com relacao aos efeitos tdpicos deste farmaco (BONNEY et al., 1993).
Entretanto, em estudo também em ratos, verificou-se que altas concentracdes deste

farmaco foram irritantes a mucosa vesical destes animais(YOKOYAMA et al.,1996).

1.5.2. CAPSAICINA (CPS)

A capsaicina (CPS) é uma neurotoxina extraida das pimentas e tem sido utilizada em
pesquisas neurolégicas para estimulagao dos nervos sensoriais e para tratar inflamagées na
bexiga. E encontrada também em apresentagdes topicas para tratamento de artrites e
neuralgia, assim como em sprays para defesa pessoal (SPICER JR e ALMIRALL, 2005). A
CPS exerce seu efeito nas fibras nervosas sensoriais, interagindo com os receptores

vaniléides, promovendo a liberagdo da substédncia P assim como outras citocinas. A
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liberacdo das citocinas nos neurbnios sensoriais periféricos causa sintomas irritativos,
provoca sensacao de queimadura e intensa dor (CHANCELLOR et al., 1999).

Como neurotoxina, interrompe a conducao das fibras aferentes C desmielinizadas,
que participam do centro sacral da micgédo. Esta dessensibilizacdo do neurbnio sensitivo é
de longa duracgéao e reversivel. A duragao e o inicio de sua ac¢ao vao depender da dose e do
tempo de exposigcao a substancia. Alguns estudos mostram sua eficacia apenas nos casos
em que a hiperatividade do detrusor é secundaria a uma doenga neuroldgica por bloquear
apenas a fibra C eferente.

Num primeiro momento, a CPS provoca as contragdes vesicais e depois ocorre o
bloqueio das fibras nervosas de forma rapida no inicio e breves na duragdo (CHANCELLOR
et al., 1999). De Ridder et al. (1999) utilizaram injecdo direta de capsaicina intravesical e
observaram que 44% das pacientes obtiveram uma continéncia satisfatéria e 36% obtiveram
melhora na continéncia e apenas 20% nao obtiveram sucesso com o tratamento. A maiorira
dos estudos clinicos mostraram uma melhora nos parametros urodindmicos em até 2 meses
apds a instilagdo da capsaicina intravesical e em alguns casos, a melhora dos parametros
urodindmicos perdurou por até 9 meses (De RIDDER et al, 1997; CRUZ et al.,1997,
FOWLER et al., 1992).

1.5.3. RESINIFERATOXINA (RTX)

A resiniferatoxina (RTX) é uma neurotoxina 1000 vezes mais potente que a
capsaicina e apresenta efeitos colaterais mais brando em relagdo a capsaicina. Tais efeitos
incluem menor dor e menor liberagdo de neuropeptideos inflamatérios. Este farmaco é
extraido da resina de plantas, dentre as quais a mais conhecida tem o nome cientifico de
Euphorbia resinifera, encontrada no Marrocos. Esta substancia se mostrou Gtil no tratamento
de pacientes que nao obtiveram sucesso com o tratamento convencional para bexiga
hiperativa. Em 1975, a RTX foi isolada e em 1989 foi reconhecida como um ultrapotente
analogo da capsaicina (APPENDINO e SZALLASI, 1997).

Como neurotoxina, a RTX interrompe a conducdo das fibras aferentes C
desmielinizadas, que participam do centro sacral da micgdo. Esta dessensibilizacdo do
neurdnio sensitivo € de longa duracao e reversivel. A duracéo e o inicio de sua agao vao
depender da dose e do tempo de exposicao a substancia (FRASER et al., 2002).

Quimicamente, a RTX é um éster forbol (APPENDINO e SZALLASI, 1997),
pertencente ao grupo homovanil (um elemento estrutural importante para atividade

biol6gica). Os compostos pertencentes a este grupo sdo chamados de vaniléides.
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Com a RTX, a inducao das correntes de despolarizacao nervosa € lenta, no entanto,
com uma duragao mais prolongada em relacéo a CPS. Isto ocorre porque a RTX tem massa
molecular maior (628,7) do que a CPS (305,1), o que torna a sua penetragdo na mucosa
vesical muito mais lenta. A CPS se liga aos receptores rapidamente, o que faz abrir os
canais ligados a estes receptores quase que simultaneamente, ao passo que a RTX ocupa
os receptores gradualmente (FRASER et al., 2002).

A primeira conseqiiéncia da ligagdo da RTX com os receptores vaniléides presentes
no urotélio é a excitagao neuronal devido a liberagdo de neuropeptideos como a substancia
P (SP), peptideo gene-relacionado a calcitonina (CGRP) e interleucina (IL). A liberagéao
destes neuropeptideos gera respostas nos vasos sanglineos, mastocitos e linfocitos,
levando a inflamagdo neurogénica e reagdes alérgicas de hipersensibilidade, percebidas
como sensacdo de queimacao e dor (SZALLASI e BLUMBERG, 1995). Este fenbmeno
ocorre em segundos e consiste em uma despolariza¢do e geragao de um potencial de agéao.
Este estagio inicial € admitido ser largamente dependente do influxo de sodio. A excitagao
neuronal é seguida por uma temporaria dessensibilizacao.

A RTX pode eliminar a necessidade de tratamento cirdrgico ou o uso de outros
farmacos no tratamento de disfungdes miccionais em pacientes com lesdes na medula
(FRASER et al, 2002). Seus efeitos podem ser neutralizados pelo antagonista dos
receptores TPRV 1, n-4-t-Butilfenil-4-3-cloropiridina-2-il-tetrahidropirazina-1(2H)-
carboxamida (BCTC), que é um inibidor potente da ativagéo do receptor induzida por acido
ou CPS ou RTX em ratos. A RTX também exerce um papel analgésico nos modelos de
estudo de dor inflamatéria e neuropatica em ratos (SAITOH et al., 2008).

Em estudo realizado em mulheres com bexiga hiperativa, a instilagdo direta a
cavidade vesical de solugao 50 a 100 nM de RTX em solucéo alcodlica a 10% durante 30
minutos mostrou como efeitos colaterais apenas prurido ou leve desconforto durante os
primeiros minutos do tratamento. Foi verificada uma diminuicdo entre 33 a 58% da
freqiéncia miccional, com resultados logo a partir do primeiro dia de administracao, e os
efeitos puderam ser observados até 3 meses apds a aplicagéo inicial (CRUZ et al.,1997).
LAZZERI et al., (1997) observaram aumento da capacidade vesical média de 175 para 281
mL imediatamente apds a instilagao direta de RTX intravesical porém com reducdo dos
efeitos ap6s 4 semanas. Entretanto, neste estudo foi utilizada uma dose de 10 nM de RTX,
muito inferior a usada em outros trabalhos (PALMA et al., 2004; APOSTOLIDIS et al., 2006;
SILVA et al., 2000). APOSTOLIDIS et al. (2006) realizaram estudos em humanos com
hiperatividade vesical, utilizando a dose Uunica intravesical de 50 nM e verificaram melhora
dos sintomas de urgéncia e frequéncia miccional, melhora dos parametros urodindmicos e

da qualidade de vida por até 6 meses.
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Estes estudos vém trazer uma perspectiva diferenciada quanto ao uso da RTX para
0s pacientes com incontinéncia urinaria por hiperatividade vesical, observando-se resposta

de até 6 meses com instilagdo do farmaco puro, diretamente na cavidade vesical.

1.6. LIPOSSOMAS (LIP)

Como os farmacos utilizados no tratamento da bexiga hiperativa sdo extremamente
irritantes, faz-se necessario o desenvolvimento de formulagdes que minimizem estes efeitos,
contribuindo para a melhora terapéutica.

Os lipossomas foram descobertos em 1961 por Alec D. Bangham, durante
experimentos envolvendo fosfolipidios e coagulagdo sanguinea. A partir dai, eles tém se
tornado ferramentas versateis nas areas de biologia, bioquimica e medicina (TORCHILIN et
al., 2005).

Os lipossomas sao preparados a partir do glicerofosfolipidio fosfatidilcolina e
colesterol e podem possuir diametro médio entre 20 a 5000 nm. S&o classificados de acordo
com o numero de camadas lipidicas em lipossoma unilamelar que possuem uma bicamada
lipidica ou em lipossoma multilamelar que apresenta mais de uma bicamada lipidica. Sao
vesiculas de formato esférico compostas de camadas lipidicas concéntricas, separadas por
compartimentos aquosos. Este arranjo espacial ocorre devido a polaridade do fosfolipidio
que apresenta regides hidrofébicas e hidrofilicas. Estes sistemas tem sido utilizados como
veiculos para liberagédo de farmacos, tendo aplicacdo no tratamento contra o cancer, na
terapia génica, em doencgas infecto-parasitarias € no desenvolvimento de vacinas, entre
outros, pelo fato destas vesiculas se incorporarem a superficie celular e se fundirem as
mesmas. Sao sistemas altamente versateis, cujo tamanho, lamelaridade, superficie,
composicao lipidica, volume e composigao do meio aquoso interno podem ser manipulados
em funcado dos requisitos farmacéuticos e farmacoldgicos. Estas propriedades também sao
influenciadas por parametros externos tais como temperatura, forga iénica e pela presencga
de certas moléculas. Os lipossomas sdo considerados sistemas interessantes devido as
propriedades gerais de surfactante, pela sua estabilidade estrutural na diluicdo, pela
variacdo da permeabilidade da bicamada as diferentes moléculas, pela capacidade de
encapsular tanto substancias hidrofilicas como hidrofébicas e libera-las no ambiente
desejado. As moléculas hidrofilicas sdo armazenadas nas camadas aquosas, localizadas
entre as bicamadas lipidicas e as moléculas hidrofébicas no interior da bicamada
(FREZARD et al., 2005).
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Os lipossomas puros injetados via intravesical podem reforcar a barreira urotelial de
um epitélio disfuncional e aumentar a resisténcia a penetracdo de agentes irritantes,
funcionando como uma camada extra de protecao ao urotélio (FRASER et al., 2003).

A esterilizacdo dos lipossomas € preferencialmente realizada com filtros Millipore,
com poros de tamanho ndo maior que 0,22 nm uma vez que outros procedimentos podem
destruir a integridade da bicamada lipidica. Os filtros sao feitos de materiais diferentes como
em placa de asbesto, porcelana, filtro de Pasteur e discos de vidro. Os fatores que impedem
a passagem de organismos sao a porosidade, a carga elétrica do filtro, a carga elétrica dos
microrganismos e a natureza do fluido a ser filtrado (KELKAR, 2002).

Um dos maiores desafios para o desenvolvimento de sistemas lipossomais é a
estabilidade dos mesmos. Um sistema coloidal pode ser estabilizado eletrostaticamente,
estearicamente ou eletroestearicamente. Adicionalmente, os coldides podem sofrer outras
modificagdes como fusdo ou mudanga de fase apds a agregacao. A estabilidade fisica é
obtida pela preservacdo do tamanho dos lipossomas e da quantidade de material
encapsulado. Este tipo de estabilidade dependera de caracteristicas termodinamicas e de
propriedades coloidais do sistema (BATISTA et al., 2007).

Os fosfolipidios sdo suscetiveis a hidrolise e oxidagédo, pois podem conter acidos
graxos insaturados. A maioria das dispersdes lipossomais fosfolipidicas utilizadas contém
uma cadeia acila insaturada como parte da estrutura molecular. Estas cadeias séo
vulneraveis a degradacao oxidativa. A reacdo de oxidagéao pode ocorrer durante o preparo, 0
armazenamento ou durante o uso. A deterioracdo oxidativa dos lipidios encerra um
processo complexo envolvendo a degeneracao de radicais livres e resulta na formagéao de
perodxidos ciclicos e hidroperéxidos (KELKAR et al.,2002).

A instabilidade dos lipossomas no plasma parece ser o resultado da transferéncia
dos lipidios para a albumina e para lipoproteinas de alta densidade. Adicionalmente, parte
da proteina é transferida das lipoproteinas para os lipossomas. Tanto a lecitina como o
colesterol também realizam trocas com as hemacias. Os lipossomas preparados com
fosfolipidios de cadeia mais longa sdo mais estaveis tanto em solugdes tampao como no
plasma. A estabilidade lipossomal no plasma aumenta em propor¢do direta a taxa de
colesterol presente nos lipossomas (KELKAR et al., 2002).

O volume interno, eficiéncia da encapsulacado, lamelaridade, potencial zeta, diametro
e distribuicdo de tamanho dos lipossomas sao parametros geralmente estudados durante o
desenvolvimento de formulagdes lipossomais (YU et al., 1999).

O tamanho médio e a distribuicdo dos lipossomas sdao parametros importantes de
propriedades fisicas e destino biolégico dos lipossomas e das substancias encapsuladas. O
tamanho dos lipossomas, assim como o indice de polidispersividade, pode ser obtido
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através da técnica de difusdo de luz dindmica (Dynamic Light Scattering), utilizando um
sistema computadorizado (KELKAR et al., 2002).

O potencial zeta é uma propriedade fisica importante para verificagao da estabilidade
de suspensdes e dispersdes. Esta andlise traz informacbes sobre o potencial de membrana
das vesiculas lipossémicas (FERREIRA et al., 2005). A estabilidade de um sistema coloidal
€ determinada pela soma das forcas atrativas de Van der Walls e a forga repulsiva da dupla
camada elétrica que existe entre as particulas. O resultado deste equilibrio
(atracao/repulsao) pode gerar um residual repulsivo, o qual previne que duas particulas se
aproximem umas das outras e se fundam. Caso exista uma coliséo entre as particulas com
energia suficiente para transpor esta barreira repulsiva, ocorre a adeséo entre as mesmas,
iniciando o processo de floculagdo. Entretanto, particulas que possuam repulsdo alta o
suficiente, a dispersdo resistira a floculagdo e o sistema coloidal permanecera estavel
(BARCHINI et al., 2000).

Outros métodos, tais como, microscopia de luz e microscopia eletrbnica com
congelagao-fratura também podem ser utilizados para caracterizacdo da distribuicdo de
vesiculas multilamelares de grande tamanho e observagcdo da estrutura morfolégica dos

lipossomas.

1.7. AVALIACAO MORFOLOGICA

A avaliagdo das modificagbes histomorfolégicas no urotélio apdés a administracao

intravesical de farmacos é realizada utilizando modelo animal.

SHUPP-BYRNE (1998), comparou grupos de ratos com e sem lesdao da medula
espinhal, tratados com capsaicina (1 mM) em etanol. Os animais foram avaliados em 30
minutos, 1, 3 e 7 dias ap6s a instilagao intravesical. Nas sec¢des do urotélio coradas com
hematoxilina/eosina e corante especifico para mucina, foi verificado que a capsaicina
produziu um adelgacamento do epitélio e edema submucoso. No grupo controle (etanol)
também foram verificadas as mesmas alteragdes, porém em grau menor que no grupo da
capsaicina. Nao houve diferenca entre o grupo com a medula seccionada e o controle. O
grau maximo de alteragéao foi verificado apds 30 minutos, e continuou no grupo de 1 dia, e a
recuperacao parcial foi notada apés 3 dias. A recuperacao completa foi observada no grupo
do 7¢ dia.

Em trabalho realizado por VERIT et al. (2002) foram estudadas as alteragbes
uroteliais ap6s 5 aplicagbes intra-vesicais de capsaicina em ratas fémeas sendo avaliadas
apds 13 dias. Segundo os autores, as alteragdes foram semelhantes a uma cistite quimica,

provocando lesdo urotelial, edema submucoso, ectasia vascular, congestdo vascular e
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adelgacamento do epitélio, porém nao evidenciando ulceracdo da mucosa vesical. Foi
verificado infiltragéo eosinofilica em 25% dos casos.

Outro estudo avaliando a reacédo inflamatéria da capsaicina em solu¢do 1 mM no
epitélio vesical mostrou moderado grau de recuperacao apo6s 3 dias; no 7° dia, o epitélio
mostrava-se semelhante ao dos ratos do grupo controle (BYRNE et al., 1998) .

Em estudo realizado em coelhas, com a administragéo intravesical de oxibutinina
pura e outro grupo com oxibutinina com excipientes (comprimido macerado), diariamente
durante 30 dias (dose de 1 mg/kg), quando comparado com o grupo controle (solugéo
salina), evidenciou-se uma incidéncia de infiltrado eosinofilico nos cortes histolégicos do
grupo de oxibutinina com excipientes (5/9 animais). A reagéo inflamatéria observada foi
classificada como leve com predominancia do infiltrado linfocitico, apresentando também
neutréfilos, porém de forma localizada na bexiga. A urina foi submetida a cultura apés o
procedimento para afastar os casos de cistite (LANDAU et al., 1995).

Em outro estudo, foram analisadas alteragdes histoldgicas no urotélio de pacientes
com bexiga hiperativa apds a injecao de toxina botulinica no musculo detrusor da bexiga. As
bidpsias foram realizadas antes da aplicacdo, 4 e 16 semanas apds a instilacdo. Foram
verificados sinais de inflamagédo crénica em 59,1% das bidpsias basais, em 67,6% das
bidpsias apdés a primeira aplicacdo e em 86,4% das bidpsias realizadas em pacientes
submetidos a aplicacoes repetidas de toxina botulinica. Reacao de fibrose foi encontrada em
2,2% dos pacientes e infiltrado eosinofilico foi encontrada predominantemente nos pacientes
submetidos a injecdes repetidas. Nao foram verificadas alteragdes do tipo displasia ou
hiperplasia nos cortes histolégicos. Nao houve diferenca histolégica entre os grupos com
bexiga hiperativa idiopatica e neurogénica (APOSTOLIDIS et al.,2008).

1.8 . URIANALISE

A avaliagédo da presenga de lipidios na urina pode ser feita através da visualizagao
direta com a microscopia 6tica e se apresentam como estruturas redondas e refringentes
além do tamanho variavel o que facilita sua diferenciacao dos eritrécitos (HEINZ, 1993). A
gordura na urina, ou simplesmente, lipiduria, pode existir em situa¢des patolégicas como na
sindrome nefrética, onde vém acompanhadas de cilindros (figura 4B). Igualmente podem se
apresentar em processos degenerativos ou necrose, eclampsia, diabetes mellitus,
glomerulonefrite e em casos de embolia gordurosa apds traumas, entre outros (GRAFF,
1987).
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Figura 4. Avaliacao de presenca de lipidios na urina. (A) goticulas de gordura, evidenciando
a presenca do duplo halo; (B) goticulas de gordura organizadas em cilindros; (C) ésteres e
colesterol ou colesterol livre, visualizados sob luz polarizada, gerando imagens do tipo
“Cruz-de-Malta; (D) cristal de colesterol.

Fonte: HEINZ et al., 1994.

As goticulas de gordura presentes na urina aparecem de cor amarelo-castanho e
quando submetidas a coloragdo de Sudan-lll apresentam-se com uma cor vermelho-
alaranjado. Goticulas de gordura incorporadas a uma célula ou cilindro ou flutuando
livremente sdo compostas por ésteres de colesterol ou por colesterol livre e séo
anisotropicas, formando imagens do tipo “Cruz de Malta” quando sob luz polarizada, mas
nao se tingem com corantes especificos para gordura (Figura 4C). As goticulas que nao
polarizam a luz, mas se coram com o Sudan Ill ou com o Oil Red O s&o formadas por

triglicérides ou por gordura neutra (HEINZ, 1994).

Os lipossomas sao triglicerideos, sendo, portanto possivel a visualizacdo dos
mesmos em amostras de urina coradas com Sudan-lIl.

Os cristais de colesterol (Figura 4D) formam quadrados incolores de tamanhos
variados e angulos caracteristicos e conservados. Sob luz polarizada podem apresentar

uma variedade de cores. Estes cristais se dissolvem facilmente em éter, cloroférmio ou
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alcool. Sao muito raros e predominam na quildria, quando se observa a obstrucdo do fluxo
linfatico abdominal, como é no caso de tumores ou da filariose (GRAFF, 1987).

A urindlise também serve como critério para exclusdo de animais com infeccao
vesical. A infeccdo pode ser uma complicacao decorrente do procedimento de manipulagéao
das vias urinarias através do cateter e pode acontecer mesmo apds a antibioticoprofilaxia. A
ceftriaxona pode ser administrada pela via intra-muscular, com penetracao nas vias urinarias
e seu espectro de agao atinge a maioria das bactérias que comumente acometem o trato
genito-urinario, tais como, a Escherichia coli, Pseudomonas sp., Klebsiella sp., Proteus sp.,
Enterobacter sp., Enterococcus sp., Staphylococcus sp. e Serratia marcescens
(MONTELLA, 2006). Portanto, este farmaco pode ser utilizado como profilaxia contra
infeccdo por manipulagéo do trato urinario no presente estudo.
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CAPITULO 2 — AVALIAGAO DAS ALTERAGCOES DA BEXIGA DE RATAS
PRODUZIDAS POR OXIBUTININA E RESINIFERATOXINA EM SISTEMAS
LIPOSSOMAIS ADMINISTRADOS VIA INTRAVESICAL.
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AVALIACAO DAS ALTERACOES DA BEXIGA DE RATAS
PRODUZIDAS POR OXIBUTININA E RESINIFERATOXINA
EM SISTEMAS LIPOSSOMAIS ADMINISTRADOS VIA
INTRAVESICAL

Lorena Magale Dantas Cirino

O uso de lipossomas para a liberagdo lenta de medicamentos tem apresentado resultados
promissores em diversas areas da medicina. Neste estudo, a via intravesical foi utilizada
para a administracdo de lipossomas contendo farmacos, buscando comparar as alteracoes
histologicas causadas pela oxibutinina (OXI) e pela resiniferatoxina (RTX), associadas ou
nao aos lipossomas. Os ensaios bioldgicos foram realizados em ratas da espécie Wistar
sendo instilados pela via intravesical através de catéter, oxibutinina (1,5 mM) ou
resiniferatoxina (100 nM) separadamente e associados a lipossomas. As bexigas foram
removidas e submetidas a analise histologica apos 1, 7 e 60 dias apds instilacdo das
formulacdes. Foram realizadas urinalises dos animais para verificar a presenca de infec¢ao
e de lipossomas durante o tempo de estudo. Como resultado, a RTX mostrou-se mais
agressiva, produzindo reacao inflamatoria atingindo todas as camadas da bexiga. Apds 60
dias, verificou-se ainda a presenca de alteragdes uroteliais, substituicdo do colageno vesical
por fiborose e aderéncias abdominais, nao vistas no grupo OXI. Os grupos contendo
lipossomas mostraram reagao inflamatéria minima e dilatacdo vesical estatisticamente
significativa (p< 0,05) ap6s os 60 dias de estudo. A urindlise confirmou a presenga de
lipossomas na urina das ratas 60 dias ap6s a administracdo intravesical das formulagdes.
Conclui-se que a RTX possui maior toxicidade vesical que a OXI. A administragéo
intravesical de OXI ou RTX em lipossomas minimizou a reagdo inflamatéria, otimizando e

prolongando a presenca destes farmacos na bexiga das ratas.

Palavras-chave: resiniferatoxina, oxibutinina, hiperatividade do detrusor, lipossomas,

tratamento intravesical, incontinéncia urinaria.
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EVALUATION OF ALTERATIONS PRODUCED IN RAT
BLADDER BY OXIBUTININ AND RESIFINERATOXIN IN
LIPOSOMAL SYSTEMS FOR INTRAVESICAL
ADMINISTRATION

Lorena Magale Dantas Cirino

The use of liposomes for drug release has been presenting interesting results in many
medicine fields. In this study, intravesical liposome administration containing drugs was
used, in order to compare hystological changes caused by oxybutinin (OXI) and
resiniferatoxin (RTX) separately and associated to liposomes. The biological essay was
performed using Wistar female rats by instillation through intravesical catheter oxibutinin (1.5
mM) or resiniferatoxin (100 nM) solutions or in liposomes formulations. The bladders were
removed and submitted to histological analysis in 1, 7 and 60 days after instillation of
formulations. Urinalysis was made in order to verify the presence of infection and liposomes
during the study. RTX showed more bladder damage, with inflammatory reaction reaching all
bladder layers. After 60 days, there were urothelial alterations, collagen substitution by
fibrosis and also abdominal adherence, not seen in the OXI group. The liposome groups
showed minimal inflammatory reaction and statistically significative increased bladder size
after 60 days (p<0.05). Urinalysis confirmed liposome presence in urine of rat after 60 days
of intravesical administration of the formulations. Therefore, RTX produces more bladder
damage than OXI. The OXl or RTX intravesical administration in liposomes minimized
inflammatory reaction, optimizing and extending the drug effect on rats bladders.

Keywords: urinary incontinence, overactive bladder, liposomes, treatment, oxybutinin ,

resiniferatoxin.
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2.1. INTRODUCAO

A incontinéncia urinaria interfere na vida pessoal e social da mulher causando-lhe
desconforto e constrangimento. Esta doenga incide aproximadamente em 40% das
mulheres em menopausa, € uma das causas pode ser atribuida a Hiperatividade do
Detrusor (HD). Esta HD é definida como perda urindria pela presenca de contragdes
espontaneas ou desencadeada por manobras de esfor¢o ou por estimulo dos 6rgaos dos
sentidos, durante o enchimento vesical, estando a paciente orientada a inibir a micgéao
(Sociedade Internacional de Continéncia, Comité de Padronizacao, 1991).

A primeira escolha para o tratamento da HD é o uso de anticolinérgicos pela via oral,
sendo que este tratamento esta associado a efeitos colaterais indesejaveis do tipo boca
seca, constipacao e visao turva (BENT et al., 2006). Tem se procurado vias alternativas de
administragdo dos medicamentos, buscando minimizar seus efeitos colaterais, aumentar a
adesao das pacientes ao tratamento e visando a inclusao de pacientes que nao toleram o
tratamento pela via oral. A instilagédo intravesical constitui-se uma excelente via pela a¢ao do
medicamento diretamente no 6érgdo-alvo, minimizando os efeitos colaterais sistémicos do
medicamento (GIANNANTONI et al., 2006).

A oxibutinina (OXI) € um anti-colinérgico capaz de inibir as contragbes do musculo
detrusor que tem sido extensivamente utilizado no tratamento de pacientes com bexiga
hiperativa (ANDERSSON E CHAPPLE, 2001). A resiniferatoxina (RTX) € um farmaco que
possui atividade agonista dos receptores vanildides, resultando em dessensibilizagéo e
bloqueio neuromuscular, utilizando doses extremamente baixas (SZALLASI et al., 1996). A
RTX tem seu uso indicado nao s6é nos casos refratarios de HD, mas também nos casos
idiopaticos (NICOLI et al., 2006) e se mostra como um farmaco promissor no campo da
uroginecologia. Estes farmacos, porém, possuem uma agao agressiva ao urotélio, podendo
gerar desconforto ao paciente (HASHIM et al., 2005). Além disso, a RTX possui baixa
solubilidade em agua, sendo na maioria das vezes dissolvida em etanol a 30%, que também
tem efeito agressor na mucosa vesical (TYAGI et al., 2006). Desta forma, a busca por
formulacdes que eliminem a utilizacdo de solventes toxicos e que protejam o urotélio da
acao agressiva do farmaco tem sido proposta para minimizar estes efeitos adversos.

O objetivo deste estudo foi avaliar sistemas lipossomais contendo RTX e OXI
verificando as possiveis alteragées causadas no urotélio pela administragao intravesical e a

presenca destes na urina apés 60 dias da administracéo.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. PREPARAGAO DAS FORMULACOES INTRAVESICAIS

A solugao de oxibutinina (OXI) foi preparada na concentracao de 1,5 mM em salina
(YOKOYAMA et al., 1996) para instilacao direta. A solugcdo de resiniferatoxina (RTX)
utilizada para administracéo intravesical em ratas foi preparada na concentracdo de 100 nM
de RTX em etanol diluido a 30% em salina (AVELINO e CRUZ, 2000; APOSTOLIDIS et al.,
2006).

Os lipossomas foram preparados adicionando o fosfolipidio da Nanosolv
(fosfatidilcolina 75% /Lipoid GMBH/ Lote 776095-1/ Gerbras), em 10 mL das solu¢cdes em
etanol diluido a 30% em salina contendo OX| ou RTX. A propor¢dao utilizada de
farmaco:fosfolipidio foi de 1:10 (m:m). As dispersdes foram submetidas a agitagdo mecéanica
até sua total homogeneizacédo. O solvente foi eliminado em rotaevaporador até formar uma
pelicula na superficie do recipiente (AVELINO e CRUZ, 2000; FREZARD et al., 2005).

O filme formado foi re-dissolvido utilizando soro fisiolégico a 0,9%. A reconstituicao
gerou uma dispersao de cor branca que foi passada no filtro de nylon Milipore® de 0,22 pm
para limitar o tamanho das vesiculas formadas (processo de extrusdo) sem destruir as
vesiculas e ao mesmo tempo realizar a esterilizacao a frio da formulagédo (KELKAR et al.,
2000). A dispersao final foi acondicionada a 4°C em frascos ambar até a instilagdo
intravesical nas ratas. As concentracdes finais das formulagdes lipossomais foram de 15 mM
de OXl e 100 nM de RTX..

Uma formulagéo de lipossoma (10 mg.mL™") sem farmacos também foi obtida pelo

mesmo procedimento descrito anteriormente.

2.2.2. AVALIAGCAO DO TAMANHO DE PARTICULA E iNDICE DE POLIDISPERSIVIDADE

O tamanho dos lipossomas e o indice de polidispersividade foram determinados
através da técnica de difusdo de luz dinamica (Dynamic Light Scattering - DLS), utilizando
um sistema computadorizado Malvern Zetasizer Nanoseries (Nano-ZS - Malvern, UK) em
comprimento de onda de 633 nm e temperatura de 25°C. A amostra foi diluida na proporgao
de 1:10 em &agua destilada, sendo realizado o procedimento com 3 e 42 dias apds a
preparagao do lipossoma.
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2.2.3. ADMINISTRAGAO INTRAVESICAL

Os animais utilizados foram ratas Wistar, com idade de dois meses, pesando 190 + 30
g. Foram utilizados 6 animais em cada subgrupo, os quais foram submetidos aos
procedimentos para administracao intravesical das formula¢des e sacrificados em diferentes
tempos como descrito no tabela 1. Os grupos salina (SAL) e lipossoma (LIP) foram

utilizados como controles negativos.

Tabela 1. Grupos de animais submetidos a administragao intravesical

Tempo de Estudo

Grupos

1 dia 7 dias 60 dias
Solucéo salina a 0,9% SAL-1 SAL-7 SAL-60
Lipossoma (10 mg.mL™) LIP-1 LIP-7 LIP-60
Oxibutinina 1,5 mM OXI-1 OXI-7 OXI-60
Resiniferatoxina 100 nM RTX-1 RTX-7 RTX-60
Oxibutinina em lipossoma 15 mM OXILIP-1 OXILIP-7 OXILIP-60
Resiniferatoxina em lipossoma 100 nM RTXLIP-1 RTXLIP-7  RTXLIP-60

As ratas foram mantidas em gaiolas com seis animais cada, identificadas e
separadas por grupo experimental e tiveram acesso a ragdo padrao Labina® e agua ad
libitum. As recomendagbes da Lei Nacional n® 6.638 de 5 de novembro de 1979, para
manuseio de animais foram respeitadas, e o projeto aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Tiradentes através do Parecer Consubstanciado com numero de
protocolo 060208.

As ratas foram submetidas & anestesia com quetamina na dose de 70 mg.kg' e
midazolan na dose de 4 mg.kg™, ambas sendo administradas pela via subcutanea, segundo
o protocolo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG para
anestesia em animais de pequeno porte. Em seguida, foi administrado antibiético ceftriaxone
intramuscular na dose de 57 mg.kg ™' para a prevencao de cistite pela manipulagdo do trato
genito-urinario. Apés 30 minutos foi realizada a limpeza do meato uretral com povidine
tépico, e entdo se realizou a cateterizagcao vesical, utilizando catéter intra-venoso n®22. O
cateter foi totalmente introduzido para alcangar a bexiga do animal. Uma vez o catéter
posicionado, a bexiga foi preenchida com as formula¢ées anteriormente descritas.
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2.2.4 ANALISE DO SEDIMENTO URINARIO

A coleta do material foi realizada de forma direta. Os animais reagem imediatamente
com a liberacdo dos esfincteres no momento que sdao manipulados. Desta forma, apos
higienizagdo de superficie de ago inox com éalcool 702, os animais foram manipulados e o
conteudo vesical eliminado sobre esta superficie. As fezes foram depositadas em local
diferente da urina também sobre a mesma superficie. A urina foi aspirada com uma seringa
estéril e colocada em recipiente adequado para urianalise. Os exames foram realizados
imediatamente apds a coleta.

Este procedimento foi realizado apds a instilagao intravesical das formulacdes e
foram coletadas amostras de urina das ratas no 15°, 30°, 37%, 45° 52° e 60° dias, com
tempo experimental de 60 dias.

O exame foi realizado utilizando microscopio Optico no aumento de 100x para
avaliacao da presenca de células e cristais e 400x para verificagdo da presenca de piécitos,
bactérias e goticulas de gordura. Foram utilizadas tiras reativas para urinalise Biocolor
(Bioeasy, lote URS 7090057) para a identificagdo da densidade urinaria, sangue, pH, nitrito
e leucécitos.

Foi assumido como critério de exclusdo a presenca de bactérias numerosas, pilria

ou hematuria tanto pela microscopia como pela tira de urianalise.

A presenga de lipossomas na urina foi realizada pela visualizagéo direta de goticulas
de gordura livres na amostra, de coloragdo amarelo-acastanhada, evidenciando a presenga
do duplo halo. Para melhor visualizagdo das goticulas, utilizou-se 2 gotas da coloracéao
Sudam Ill sobre a lamina com a amostra de urina, homogeneizou-se a amostra, a mesma
foi submetida a aquecimento até 50°C para observagcdo no microscépio dptico. As goticulas
gordurosas apoOs coloragdo com Sudam Ill devem se apresentar em tom vermelho-
alaranjado. Foram consideradas positivas as amostras contendo goticulas de gordura
compativeis com as caracteristicas descritas por HEINZ et al., 1994.

2.2.5 EXTRAGAO E HISTOLOGIA DA BEXIGA DOS RATOS

As ratas foram sacrificadas por deslocamento cervical. O procedimento de disseccao
foi guiado com auxilio de cateterismo vesical. A laparotomia mediana baixa foi realizada,
seguida de abertura da parede abdominal por planos e afastamento dos musculos
abdominais, exposicao da bexiga e ressec¢ao da mesma na sua totalidade.
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Os animais foram sacrificados em 1, 7 e 60 dias apds a instilacdo intravesical das
diferentes formulacdes.

As pegas cirurgicas excisadas foram fixadas em formalina tamponada neutra a 10%
por um periodo minimo de 24 h. Na macroscopia, o corte foi realizado no sentido
longitudinal, na regido mediana da bexiga e realizou-se a afericdo do tamanho das bexigas
em milimetros. A presenga de focos hemorragicos, de coloracdo vermelha a violacea, foi
classificada como 0, na auséncia de focos hemorragicos; 1+ quando a area hemorragica
correspondia a menos de 50% da pega e 2+ quando a area hemorragica correspondia a
mais de 50% da pega.

Apés fixagao as amostras foram desidratadas com etanol, diafanizadas com xileno e
banhadas em parafina. A Ultima etapa foi conduzida por inclusdo na parafina. Cortes de
aproximadamente 3 um de espessura foram realizados e os espécimes, processados de
acordo com diferentes protocolos de histoquimica (hematoxilina-eosina e picrossirius).

Para avaliagdo da morfologia e disposicdo das fibras colagenas depositadas na
parede da bexiga, secgbes histologicas foram submetidas previamente ao método de
coloracdo histoquimica do picrossirius e analisadas sob microscopia éptica com luz

polarizada para a descri¢cao da fibroplasia detendo-se na identificacdo do colageno.

As secgbes coradas com hematoxilina-eosina (HE) foram classificadas tanto na
porcao superficial quanto profunda da parede vesical utilizando os parametros morfolégicos
descritos na tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo dos parametros microscopicos da reacao inflamatéria nas secgdes
da bexiga coradas em hematoxilina-eosina (HE).

Parametro Classificacao do parametro

analisado

Intensidade do células inflamatérias na parede da bexiga, independente de seu
processo fenétipo, constituirem:

inflamatorio

+1: menos de 10% da populacao celular
+2: entre 10% a 50% da populagao celular

+3: mais de 50% da populacgao celular.

Tipagem celular (N) neutrdfilos; (E) eosindfilos; (L) linfécitos; (P) plasmécitos; (M)
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Categorizacao da
reacao inflamatéria
(fenétipo
inflamatorio

predominante)

Edema
Hiperemia

Integridade do

urotélio
Necrose

Outros

macrofagos; (G) células gigantes multinucleadas.

1A: Inflamacgéo aguda: predominancia  de leucdcitos
polimorfonucleares (N e/ou E).

IS: Inflamacao subaguda: leucécitos polimorfonucleares (N e E) e
mononucleares (L, P e M) presentes em quantidade semelhante.

ICI: Inflamag&o crénica inespecifica: predominanica de L e/ou P.

ICE: Inflamacéao crénica especifica (granulomatosa): predominancia
de M e/ou G.

(+) presente ou (=) ausente
(+) presente ou (-) ausente

(+) integro ou (-) ulcerado

(+) presente ou (-) ausente

(H) hialinizagdo; (ME) metaplasia escamosa; (HE) hiperplasia
epitelial; (U) ulcera; (F) fibrose

2.2.6 ANALISE ESTATISTICA:

Foram utilizados os testes estatisticos ANOVA, seguido do teste de Tukey para os

valores encontrados na avaliagdo macroscopica entre os grupos em relagdo ao tamanho

das bexigas, considerando significativo o valor de p < 0,05.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. AVALIACAO DO TAMANHO DE PARTICULA E iNDICE DE POLIDISPERSIVIDADE

Os lipossomas contendo OX| e RTX apresentaram diametro médio de vesicula de

21,04 nm e 20,55 nm logo ap6s a sua obtencao (Figura 5A e B). Ap6s 42 dias do preparo,

foi observado que os lipossomas contendo resiniferatoxina (Figura 5B) apresentaram um

tamanho vesicular maior (50,75 nm) que o verificado no 3¢ dia.
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Figura 5. Distribuicdo do tamanho das vesiculas lipossomais contendo oxibutinina (A) e
resiniferatoxina (B).

O indice de polidispersividade da formulagdo de OXI ndo variou apés 42 dias do
preparo, porém apresentou-se alto, em torno de 0,5. Na formulagcdo contendo RTX houve
diminuicao no indice de polidispersividade, ficando apds 42 dias da obtengao das vesiculas
menor que 0,3 (Figura 6).

0509 0518

0,5 A

0,379

0,2
0,1

indice de Polidispersividade

RIXLIP OXAlLIP
H3dias W 42dias

Figura 6. indice de polidispersividade das formulagées lipossomais apds 3 e 42 dias da
obtencao das mesmas.
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2.3.2. ACHADOS CIRURGICOS

A maioria dos animais ndo apresentou alteracées na cavidade abdominal verificadas
durante a laparotomia. Somente no grupo RTX-7, trés animais apresentaram aderéncia da
bexiga a outras estruturas abdominais e em dois destes animais foi verificada hematuria
macroscopica (Figura 7).

Neste estudo foram excluidos 4 animais (dois do grupo OXILIP-60 e dois do grupo
RTX-60) com o diagnéstico de infecgao urinaria apds o procedimento de manipulagao das
vias urindrias, 3 deles diagnosticados através da uriandlise e 1 através do exame clinico
(pitria macroscoépica). A pidria macroscépica foi evidenciada pela presenga de secrecao
purulenta na urina, visivel a olho nu e ocorreu em um dos ratos do grupo de LIP-7. Estes
animais foram excluidos da analise histomorfoldgica, pois a instalacdo de uma infecgao nas

vias urinarias pode alterar os achados histoldgicos.

. PAREDE ) .4
- ABDOMINAL | ¢ <

Figura 7. Hematuria macroscépica e presenca de aderéncias vesicais observadas durante a
disseccao em rato do grupo com resiniferatoxina apos 7 dias.

2.3.3. MACROSCOPIA

Apoés avaliagdo macroscopica foram evidenciadas alteragées no tamanho da bexiga
conforme pode ser observado nas figuras 8 a 11.
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Figura 8. Avaliacao do tamanho médio das bexigas dos animais (mm) 1, 7 e 60 dias ap6s a
administragao intravesical das formulagdes.

A figura 8 apresenta a média to tamanho das bexigas dos animais estudados ao
longo do tempo. Todos os grupos apresentaram tamanho de bexiga semelhante entre si
apés um dia da instilagdo das formulagbes, com excegdo do grupo de RTX-1 que
apresentou tamanho superior aos demais (p<0,05 em relacao a todos o0s grupos).

O tamanho das bexigas do grupo SAL e LIP ndo apresentaram variagcao no decorrer
de 60 dias de experimento (p=0,0785). Os grupos LIP-1, LIP-7 e LIP-60 ndo mostraram
alteracao significativa de diametro da peca em relacdo ao grupo controle (p= 0,4; p= 0,6 e
p=0,7 para cada grupo, respectivamente) (Figuras 8 € 9).

A OXI nao apresentou interferéncia no tamanho da bexiga em 1 e 7 dias apds
administracdo da mesma, sendo os valores encontrados semelhantes aos do grupo salina
(p=0,94 e p=0,082 respectivamente). Porém, a OXI-60 apresentou um pequeno aumento no
tamanho das bexigas, diferindo estatisticamente do grupo salina (p=0,0003), mas bem
menor que o encontrado no grupo OXILIP-60 (p = 0,001787). O grupo OXILIP apresentou
em 1 e 7 dias valores similares ao grupo SAL (p= 0,70 e 0,97), LIP-1 (p=1,00) e LIP-7 (p=
0,22), diferindo apenas apés 60 dias de experimento (p<0,0004) (Figuras 8 a 11).
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LIP-7 LIP-60

Figura 9. Avaliacdo macroscépica das bexigas evidenciando tamanho (mm) e pontos
hemorragicos no grupo salina (SAL) e em 1 (LIP-1), 7 (LIP-7) e 60 (LIP-60) dias apés
instilagéo das formulagoes.

Figura 10. Avaliacdo macroscopica das bexigas evidenciando tamanho (mm) e pontos
hemorragicos em 1, 7 e 60 dias apds a instilacao de oxibutinina (OXI) e resiniferatoxina
(RTX).

O efeito da RTX sobre o tamanho vesical ja pode ser observada dentro das primeiras
24 horas ap6s a administracao, porém com diminuicdo gradativa nos tempos 7 e 60 dias. A
RTX apresentou inicialmente um aumento significativo da bexiga em relacdo aos demais

grupos, sendo que no tempo 7 dias o tamanho da bexiga diminuiu, porém ainda
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apresentando diferenca significativa em relacdo ao grupo SAL (p=0,0001), mas nao
sustentando este comportamento ap6s 60 dias de administracdo da formulacdo, onde as
bexigas apresentaram tamanho estatisticamente igual ao controle (p=0,13) (Figuras 8 a 10).
Apenas o grupo RTX mostrou comportamento involutivo ao longo do tempo, com dilatacao
imediata ap6s 1 dia, comparavel ao grupo RTXLIP-60 e voltando em 60 dias as dimensdes
iguais ao grupo SAL (Figuras 8 a 11).

Os grupos tratados com lipossomas contendo RTX e OXI inicialmente nao
apresentaram influéncia no tamanho da bexiga (1 e 7 dias) quando comparados ao grupo
salina e lipossoma (p>0,05). Apds 60 dias, as formulagdes lipossomais contendo farmacos
apresentaram um aumento no di@metro de bexiga semelhante, embora tenha sido
observada uma tendéncia de valores maiores para o grupo RTXLIP-60, porém sem
diferenca estatistica (p=0,09). Os dois grupos RTXLIP-60 e OXILIP-60 diferiram dos demais
grupos apresentando tamanho de bexiga maior (Figuras 8, 10 e 11).

OXIUP-7

Figura 11. Avaliagdo macroscépica das bexigas evidenciando tamanho (mm) e pontos
hemorragicos em 1, 7 e 60 ap0s a instilagdo de oxibutinina em lipossomas (OXILIP) e
resiniferatoxina em lipossomas (RTXLIP).

Em relagdo a presenca de focos hemorragicos, 0s grupos que apresentaram maior
potencial hemorragico foram os da RTX. No grupo RTX-1, todas as bexigas foram
classificadas como +2, e apenas uma como +1 (Figura 12A). Ap6s 7 dias, duas foram
classificadas como +2, trés bexigas passaram a +1 e apenas uma foi classificada como 0
(Figura 12B). No grupo OXI-1, duas bexigas apresentaram focos hemorrggicos +1 e as
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demais nao apresentaram focos hemorragicos (Figura 12A). Apés 7 dias, todas foram
classificadas como 0 (Figura 12B). Em RTXLIP-1, 4 bexigas apresentavam focos +1, uma
como 0 e outra como +2 (Figura 12A), e sem focos hemorragicos em todos animais apés 7
dias (Figura 12B). No grupo OXILIP-1 apenas uma apresentou focos hemorragicos do tipo
+1 (Figura 12A) e apds 7 dias todas foram classificadas como 0 (Figura 12B). Em 60 dias,

nenhuma bexiga apresentou focos hemorragicos macroscopicos.

SAL-7 LIP-7 OXI-7 OXILIP-7 RTX-7 RTXLIP-7
SAL-1 LIP-1 OXxlI-1 OXILIP-1 RTX-1 RTXLIP-1

Figura 12. Intensidade de pontos hemorragicos nas bexigas apés instilagcdo das formulacoes
(A) apos 1 dia; (B) apds 7 dias. Cada barra (') corresponde a um animal do grupo.

2.3.4. AVALIACAO HISTOLOGICA

Na analise histolégica das bexigas, observou-se importante diferenga entre os
grupos. As principais alteragées encontram-se expostas nas figuras 13, 14 e 15.

No grupo LIP-1 pode ser observado a integridade do epitélio e presenca de
hiperemia acentuada (figura 13 LIP-1(A-B)), porém sem reagéo inflamatéria evidente. O
grupo OXI-1 apresentou areas de ulceragdao e adelgagcamento do urotélio (figura 13 OXI-
1(A)), com hemorragia intensa e hiperemia (figura 13 OXI-1 (B)). Neste grupo o infiltrado
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inflamatério foi moderado, composto por linfocitos e plasmécitos com presenca de edema
tecidual (figura 13 OXI-1(C)). No grupo RTX-1 foram observadas areas de ulceragao,
adelgacamento do epitélio e necrose do mesmo (figura 13 RTX-1(A-C)). Este grupo
apresentou reacao inflamatéria aguda com presenca de neutréfilos e mastécitos, além de
hemorragia intensa, hiperemia vascular e edema (figura 13 RTX-1(C-D)). No grupo OXILIP-1
tem-se um epitélio integro, porém, adelgagcado com discreto infiltrado inflamatério
mononuclear, presenga de edema e hiperemia, porém, sem areas de ulceracdo ou
hemorragia (figura 13 OXILIP-1(A-D)). O grupo RTXLIP-1 apresentou epitélio preservado,
escassas areas hemorragicas e infiltrado inflamatério crénico localizado, com presenga de
edema moderado (figura 13 RTXLIP-1(A-D)).
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SAL-1 (B) SAL-1 (C) l SAL-1 (D)
LIP-1 (B) H

OXI-1 (B)

SAL-1(A)

LIP-1 (A)

LIP-1 (D)

OXI-1 (A)

RTX-1 (A) Tx-1 (B) RTx-1"()

OXILIP-1 (A) OXILIP-1 (B) OXILIP-1 (D)

OXILIP-1 (C)

RTXLIP-1 (C) RTXLIP-1 (D)

RTXLIP-1 (A) RTXLIP-1 (B)
Figura 13. Secgoes histologicas das bexigas apds um dia da instilagcdo das formulagdes com
a coloracao Hematoxilina/eosina (aumento 100X) dos grupos salina (SAL-1), lipossoma
(LIP-1), Oxibutinina (OXI-1), Resiniferatoxina (RTX-1), Oxibutinina em lipossomas (OXILIP-

1), Resiniferatoxina em lipossomas (RTXLIP-1).
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SAL-7 (A

OXILIP-T (&) OXILIP-7 (B) OXILIP-7(C) OXILIP-7 (D)

RTXLIP-7 (A) RTALIP-7(B) RTALIP-T{C)

Figura 14. Secgoes histologicas das bexigas apos 7 dias da instilagdo das formulagbes com
a coloracdo Hematoxilina/eosina (aumento 100X) dos grupos salina (SAL-7), lipossoma
(LIP-7), Oxibutinina (OXI-7), Resiniferatoxina (RTX-7), Oxibutinina em lipossomas (OXILIP-
7), Resiniferatoxina em lipossomas (RTXLIP-7).

No grupo LIP-7 foi observado epitélio integro e presenca de hiperemia discreta
(figura 14 LIP-7(A)), sem evidéncia de infiltrado inflamatério (figuras 14 LIP-7(B-D)). No
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grupo OXI-7, o epitélio j& se encontrava reconstituido (figura 14 OXI-7(A, B e D)), porém
com reacado inflamatéria intensa caracterizada por infiltrado linfocitario, presenca de
plasmocitos e polimorfonucleares (figura 14 OXI-7(A-B)). Neste grupo também foi verificado
reacao de granulagéo focal, hiperemia e areas de hialinizagdo, com presenga em algumas
seccoes de eosindfilos subepiteliais (figura 14 OXI-7(C)). O grupo RTX-7 apresentou areas
de desnudamento epitelial (figura 14 RTX-7(D)), infiltrado inflamatério crénico moderado
(figura 14 RTX-7(A, C e D)) e edema intersticial (figura 14 LIP-7(C)). Em OXILIP-7 foi
observado um epitélio integro (figura 14 OXILIP-7(A, C e D)), presenca de hiperemia (figura
14 OXILIP-7(B)) e infiltrado inflamatério discreto mononuclear, proximo aos vasos
sanguineos, além de edema intersticial focal (figura 14 OXILIP-7(D)). Em RTXLIP-7 o
epitélio apresentou-se preservado (figura 14 RTXLIP-7(A, B e D)), com hiperemia (figura 14
RTXLIP-7(C)) e infiltrado inflamatério crénico de caracteristica residual e focal, sem
presenca de edema (figura 14 RTXLIP-7(A e C)) .

O grupo LIP-60 mostrou-se com todas as caracteristicas da normalidade, com
epitélio integro e auséncia de infiltrado inflamatério ou edema. Uma das bexigas exibiu focos
de hiperemia leve (figura 15 LIP-60(C)). No grupo de OXI-60, foi observada apenas uma
reacdo de hiperemia discreta (figura 15 OXI-60(D)), presenca de escassos linfocitos
dispersos (figura 15 OXI-60(B e C)), auséncia de eosinofilia e o epitélio encontrava-se
integro (figura 15 OXI-60(A-D)). Em RTX-60 houve aparecimento de uma reagéo de
hiperplasia no epitélio, assim como metaplasia escamosa, representada pela presenca de
granulos de querato-hialina na superficie urotelial (figura 15 RTX-60(B)). Foi observado
também infiltrado inflamatério crénico moderado, sem edema ou hiperemia (figura 15 RTX-
60(A)), com presenca de areas de fibrose. No grupo OXILIP-60, o epitélio apresentou-se
integro (figura 15 OXILIP-60(C e D)), com discreta reacdo inflamatoria sub-epitelial
linfocitaria (figura 15 OXILIP-60(A)), hiperemia (figura 15 OXILIP-60(B e D)), com edema
sub-epitelial e camadas musculares (figura 15 OXILIP-60(C e D)). Em RTXLIP-60 o epitélio
também se mostrou integro (figura 15 RTXLIP-60(C e D)), com presengca de infiltrado
inflamatério linfocitario escasso (figura 15 RTXLIP-60(B)), na regido sub-epitelial e presencga
de edema (figura 15 RTXLIP-60(C e D)).
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Figura 15. Secc¢des histoldgicas das bexigas apo6s 60 dias da instilacdo das formulagdes
com a coloragao Hematoxilina/eosina (aumento 100X) dos grupos salina (SAL-60),
lipossoma (LIP-60), Oxibutinina (OXI-60), Resiniferatoxina (RTX-60), Oxibutinina em
lipossomas (OXILIP-60), Resiniferatoxina em lipossomas (RTXLIP-60).
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Tabela 3: resultados histolégicos avaliados de acordo com cada sub-grupo do estudo.

L ~ SAL | SAL | SAL | LIP | LIP | LIP | OXI OXI OXI | RTX | RTX | RTX | OXI OXI OXl | RTX | RTX | RTX
Avaliagéo Coloragao
1 7 60 1 7 60 1 7 60 1 7 60 LIP LIP LIP LIP | LIP | LIP
1 7 60 1 7 60
Reacéo inflamatdria HE - - - - - - +3 +2 +1 +3 +2 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
) HE
Tipagem - - - - - - L+P | N+E L N L+P | L+P | L L+P L L L L
+L+P M +P +P +P
L HE
Categorizagéao - - - - - - IA IS ICI IA IS ICI ICI ICI ICI ICI ICI ICI
Edema HE - - - - - - + + - + + - + + + + - +
. . HE
Hiperemia - - - + + - + + + + - - + + + + + -
. . HE
Integridade urotelial + + + + + + - + + - - + - + + + + +
Necrose HE - - - - - - - - - + - - - - - - - -
outros HE - - - - - - U H - U H/U H+ - - - - - -
ME
+F

Reacao inflamatéria: +1 = leve; +2 = moderada; +3 = intensa; Tipagem celular: L : linfécitos; P : plasmécitos; N: neutréfilos; E : eosindfilos;
M : macréfagos; Categorizagao: ICI : infiltrado crénico inespecifico; IA : inflamagao aguda; IS: inflamagao sub-aguda; Edema: Presente(+);
ausente (-); Hiperemia: presente(+); ausente (-); Integridade urotelial: presente(+); ausente (-); Necrose: presente(+); ausente (-); Outros: U:
ulceragédo; H: hialinizagdo; ME: metaplasia escamosa; F: fibrose;




A tabela 3 resume os principais achados histomorfolégicos, bem como a
classificacao do tipo de reacao inflamatéria presente em cada grupo estudado, observado
nas secgdes submetidas a coloracéo HE.

A andlise das bexigas do grupo SAL-1, 7 e 60 em picrossirius sob luz polarizada
apresentaram predominéncia das fibras tipo |, de coloracdo dourada /avermelhada. Foi
observado também de fibras colageno do tipo lll. As fibras encontradas apresentaram-se
longas e com espago interfibrilar pequeno. No grupo LIP-1, LIP-7 e LIP-60 ndo foram
verificadas diferencas em relagéo ao grupo SAL (Figura 16).

No grupo OXI-1 houve perda do colageno tipo | nas areas de reagao inflamatéria e
predominio de fibras tipo Ill. Apds 7 dias, foi observado uma rarefagédo das fibras colagenas.
Na periferia houve o aparecimento de colageno tipo | e tipo Ill na regido sub-epitelial. Apds
60 dias novamente foi encontrado o predominio das fibras tipo | sem sinais de fibrose ou
edema (Figura 16).

No grupo OXILIP-1 foi verificado perda do colageno tipo |, porém em proporcao
menor que no grupo OXI-1, e predominancia de fibras do tipo Ill, retornando ao padrao
compativel com o grupo SAL apés 7 e 60 dias. Em RTX-1 houve perda do colageno tipo |,
em propor¢cao menor que no grupo OXI-1, prevalecendo as fibras do tipo Ill. Apés 7 dias, foi
observado ainda predominancia de colageno tipo Ill depositado nas areas onde houve
hialinizagao e fibras do tipo | nas camadas mais profundas do tecido vesical. Ap6s 60 dias, a
fibra do tipo | tornou a ser predominante, com uma rede entrelagada densa de fibras grossas
e longas. Em RTXLIP-1 manteve-se o padrao de perda do colageno do tipo |, prevalecendo
o tipo Ill, com grau de perda menor que o da RTX-1, retornando ao padrdao compativel com
0 grupo SAL apds 7 e 60 dias.



UNIT - DISSERTAGAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE — LORENA M. DANTAS CIRINO

OXILIP-1 1 OXILIP-7 OXILIP-60

¥

RTHLIP-1 8 8 RTHLIP-7 . RTXLIP-60

Figura 16. Secc¢des histoldgicas das bexigas apos instilagdo das formulagdes (1, 7 e 60 dias)
em coloracao Picrossirius (aumento 100X) dos grupos salina (SAL), lipossoma (LIP-1, LIP-7
e LIP-60), Oxibutinina (OXI-1, OXI-7 e OXI-60), Resiniferatoxina (RTX-1, RTX7 e RTX60),
Oxibutinina em lipossomas (OXILIP-1, OXILIP-7 e OXILIP-60), Resiniferatoxina em
lipossomas (RTXLIP-1, RTXLIP-7 e RTXLIP-60).
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2.3.5. URINALISE
Os resultados de urindlise das amostras coletadas no 152 dia encontrados na maioria
dos animais estudados foram semelhantes e dentro da normalidade (tabela 4). Foram

excluidos do estudo 3 animais por apresentarem sinais de infecgéo urinaria na microscopia.

Tabela 4. Resultados da urinalise realizada apds 15 dias da instilagao das formulagoes.

Parametro avaliado Valores encontrados
Presenca de células Raras ou ausentes
Presenca de bactérias Raras ou ausentes
Piocitos <1 por campo
Hemacias 0

No grupo LIP, goticulas de gordura foram encontradas em todas as amostras até o
final do estudo. No RTXLIP, as goticulas de gordura foram igualmente identificadas em
todas as laminas até o 60° dia. Entretanto, no grupo de OXILIP, a partir do 51¢ dia, foi
observado em 2 amostras auséncia de goticulas de gordura e presentes nas demais
amostras. Este resultado se manteve na avaliagdo com 60 dias. Na figura 17, séo
visualizadas as imagens das goticulas de gordura em suas formas de apresentagéo.

Figura 17. Visualizacdo das goticulas de gordura na urina dos ratos. (A) goticulas de
gordura, residuos e cristais de fosfato triplo no grupo OXILIP-60; (B) goticula corada no
grupo OXILIP-60; (C) goticula corada e goticulas menores nao coradas no grupo RTXLIP-
60; (D) goticula corada no grupo RTXLIP-60.

65



UNIT - DISSERTAGAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE — LORENA M. DANTAS CIRINO

2.4. DISCUSSAO

A utilizagdo de formulacdes diferenciadas com a finalidade de diminuir a toxicidade
ou agao deletéria de determinados farmacos, como os bioadesivos e lipossomas, tém sido
propostas e tém obtido sucesso nas terapias intra-vesicais, expandindo sua utilizagcao para
diversas doencas urinarias (GIANNANTONI et al., 2006). O uso de lipossomas como agente
carreador de capsaicina (farmaco também utilizado na terapia intravesical), tem
demonstrado efetividade clinica e diminuicdo dos efeitos nao desejados do farmaco que
também possui caracteristica irritante (CHANCELLOR e DE GROAT, 1999).

As formulagbes lipossomais sao instaveis e podem sofrer agregacao das vesiculas
com o passar do tempo. O valor do indice de polidispersidade deve-se manter abaixo de 0,2
para que o sistema seja considerado estavel fisicamente (CENTES e VEREMTTE, 2008;
SONG e KIM, 2006). Os valores encontrados nos lipossomas contendo RTX foram préximos
de 0,3 com tendéncia a queda apds 42 dias da preparagao da formulagdo. O tamanho das
vesiculas destas formulagbes aumentou com o tempo. Estes resultados sugerem que pode
estar ocorrendo uma reorganizagdao no tamanho das vesiculas para acomodacao energética
do sistema e consequentemente uma tendéncia para a estabilizacao fisica da formulagéo.
Apesar do aumento no tamanho das vesiculas, estas ainda se encontram com dimensdes
da ordem de nano, favorecendo sua interacdo com o sistema biologico.

A formulacéo lipossomal contendo OXI apresentou um indice de polidispersividade
alto (em torno de 0,5), porém estavel durante o periodo avaliado. Apesar do indice alto, nao
houve alteragdo no tamanho das vesiculas, permanecendo as mesmas com didmetro medio
em torno de 20 nm. O valor alto de polidispersidade evidencia uma dispersao heterogénea
no tamanho das vesiculas (CENTES E VERMETTE, 2008; SONG E KIM, 2006).

Na avaliagdo macroscopica das bexigas, a acao da RTX pode ser observada dentro
das primeiras 24horas ap6s a administragdo, provavelmente decorrente de edema
associado ao relaxamento do musculo detrusor e consequente aumento do tamanho vesical.
Em trabalho realizado em humanos, APOSTOLIDIS et al. (2006) observaram um maior
intervalo entre as micgdes, melhora dos parémetros cistométricos de primeiro desejo
miccional e capacidade cistométrica maxima ja nas primeiras 24horas apos a instilacao
intravesical de RTX. No presente estudo, a macroscopia das bexigas evidenciou no grupo
RTX-1 uma dilatagao vesical comparavel ao resultado final do grupo RTXLIP-60, mostrando
a poténcia do farmaco mesmo em doses nanomolares. A RTX apresentou perda da
dilatagdo de forma progressiva, associada a substituicdo das fibras colagenas por fibrose e
consequente perda de elasticidade. No estudo de SILVA et al. (2001), o qual os autores
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descrevem que nao houve dano tecidual, a biopsia vesical é feita tardiamente (7 meses
apds a ultima instilagao intravesical).

A partir da andlise dos focos hemorragicos macroscoépicos, verificou-se uma maior
agressividade da RTX ao epitélio vesical, com a recuperacao parcial da bexiga apos 7 dias.
Neste grupo, a presenga de aderéncias e hematdria em alguns animais pode ser explicada
pela intensa reacao inflamatéria com focos hemorragicos observados nos cortes histolégicos
(Figura 13), envolvendo todas as camadas da bexiga. A reacgdo transpde o 6rgao e
acometeu estruturas adjacentes, gerando fibrose e a aderéncia entre as estruturas.

O uso da substancia encapsulada em lipossomas proporcionou uma protecao a
bexiga, minimizando a agressdao da RTX. A RTX foi preparada em etanol, substancia
também irritante ao epitélio vesical (TYAGI et al., 2004). A presenca de uma bexiga com
foco hemorragico classificado como +2 no grupo RTXLIP-1 pode sugerir que a substancia
pode ndo se encontrar totalmente encapsulada nos lipossomas ou ja liberada e, portanto
agindo diretamente no urotélio, causando lesdo. Segundo FREZARD et al. (2005), no
processo de encapsulacdo deve ser verificado se a substancia lipofilica (RTX) esta
efetivamente incorporada a membrana e nao simplesmente adsorvida na sua superficie ou
associada na forma de microcristais em suspensdao com os lipossomas. No caso de
substancias hidrossoluveis (OXI), é teoricamente impossivel atingir niveis de encapsulacéao
de 100% devido a necessidade da coexisténcia de compartimentos aquosos interno e
externo.

A cinética de liberacao da substancia através de difusdo simples com lipossomas de
mesmo tamanho é exponencial, e determinada pelo coeficiente de permeabilidade da
substancia e pelo tamanho do lipossoma. Quanto menor for o coeficiente de permeabilidade
ou quanto maior o tamanho dos lipossomas, mais lenta sera a liberacdo da substancia dos
lipossomas (FREZARD et al., 2005). O grupo OXI mostrou um grau moderado de irritacéo,
quando comparado a intensa reagao inflamatéria do grupo RTX, apresentando recuperagao
total ap6s 7 dias da instilagdo. A formulagao lipossomal conferiu a protecao necessaria a
substancia, praticamente eliminando a formagao de focos hemorragicos macroscopicos
mesmo no grupo de 1 dia.

Em estudo realizado em humanos (SILVA et al., 2001), a RTX foi instilada na
cavidade vesical nas concentragcdes de 50 e 100 nM por repetidas vezes. Neste trabalho, os
pacientes relataram que a infusdo nao foi dolorosa e a cistoscopia, realizada entre 7 e 23
meses apods a ultima instilagao, todas as bexigas se mostraram com aspecto normal. As
bidpsias também foram realizadas durante a cistoscopia e evidenciaram epitélio integro,
infiltrado inflamatério minimo ou ausente, ndao houve casos de metaplasia, displasia ou

carcinoma urotelial. O presente estudo, utilizando concentracdo semelhante e instilacdo
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Unica, apresentou resultados discordantes de Silva et al. (2001), provavelmente porque as
bidpsias foram realizadas muito tardiamente em relacdo a data da infusdo (7 a 23 meses
apods) e o numero de pacientes estudados (n=7) também foi muito pequeno para afastar
qualquer alteracao urotelial a longo prazo. Outros estudos realizados em humanos utilizaram
doses de RTX variando de 50 a 100 nM (APOSTOLIDIS et al., 2006; PALMA et al., 2004;
SILVA et al., 2000; SILVA et al., 2002; THIEL,2002), nos quais os pacientes referiram grau
de desconforto nulo ou minimo apés instilagdo, também néo correspondendo a intensidade
da resposta inflamatéria verificada. Esta auséncia de dor, apesar da resposta inflamatéria
gerada pelo farmaco, provavelmente pode ocorrer devido a rapida despolarizagdo gerada
pela RTX sem que haja excitagdo nervosa prévia, como a provocada pela capsaicina
(FRASER et al., 2002).

Em relagdo a dor causada pela instilagdo intravesical direta, a OXI| possui
propriedades anestésicas, com poténcia duas vezes maior que a lidocaina (BARROSO JR.
et al, 2000) e a RTX é um bloqueador neuromuscular de acdo imediata, utilizado em
estudos em animais, com resultados satisfatorios para o tratamento de dor em casos de
cancer (MENENDEZ et al., 2006). A RTX também tem sido utilizada no tratamento da dor
de uma forma geral, com injecao perineural (NEUBERT et al., 2008). Estas propriedades
anestésicas acabam encobrindo a agressao vesical. Portanto, a auséncia de queixas algicas
do paciente durante a instilacao intravesical nao significa auséncia de dano, pois nao reflete
a intensidade da reacao inflamatéria produzida, observada nas secgdes histolégicas deste
estudo. A primeira consequéncia da ligacdo da RTX com os receptores vaniléides presentes
no urotélio é a excitagdo neuronal devido a liberacdo de neuropeptideos como a substancia
P (SP), peptideo gene-relacionado a calcitonina (CGRP) e interleucina (IL). A liberagcéao
destes neuropeptideos gera respostas nos vasos sanguineos, mastocitos e linfécitos,
levando a inflamacdo neurogénica e reacoes alérgicas de hipersensibilidade (SZALLASI e
BLUMBERG, 1995).

Foi observado, porém, que existe a toxicidade urotelial, devido ao baixo indice
terapéutico da RTX e a necessidade da veiculagdo em solugdo alcodlica, que também vai
exercer uma agao irritativa no epitélio vesical (TYAGI et al., 2004). Por outro lado, os efeitos
farmacologicos da RTX podem ser observados até 6 meses depois da instilagdo do farmaco
puro, diretamente na cavidade vesical segundo APOSTOLIDIS et al. (2006).

No estudo de SILVA et al. (2002) foi realizada instilacdo de RTX intravesical em
humanos na dose de 50 nM e realizada avaliagdo dos parametros urodinamicos apos 30 e
90 dias e dos parametros de primeiro desejo miccional, capacidade cistométrica maxima
(capacidade maxima da bexiga em armazenar urina antes do seu esvaziamento), além do

sintoma de freqiéncia miccional (aumento do numero de micgdes didrias) (MONTELLA,
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2006). O autor relata uma melhora na avaliacao de 30 dias e mostraram sinais de retrocesso
da resposta na avaliacao ap6s 90 dias. No trabalho realizado por PALMA et al. (2004), o
estudo urodinamico foi realizado antes e 30 dias apés a instilagédo intravesical de RTX 50 nM
e foi verificado um aumento da capacidade cistométrica maxima, porém sem diferenca
estatistica significativa e uma diminuicdo significativa na amplitude das contracées
involuntarias do musculo detrusor apés a instilacao intravesical de RTX 50 nM.

Os dados do trabalho realizado por SILVA et al. (2002) demonstraram um pico de
acao rapido em 30 dias seguido de um declinio de seus efeitos apds 90 dias. O trabalho de
PALMA et al. (2004), também obteve resultados pouco significativos em relagdo aos
parametros urodinamicos 30 dias apds a instilacdo. A resposta ao medicamento, portanto,
pode ficar comprometida pela intensidade da reacdo inflamatéria causada pelo mesmo,
ocorrendo a perda de fibras colagenas da parede vesical, e substituicdo das mesmas por
fibrose.

No estudo realizado por SAITOH et al. (2008), foram analisadas a capacidade vesical
e a resposta a dor em ratos, utilizando doses de 0,3 e 3 uM de RTX, onde foi verificada uma
diminuicdo da capacidade vesical e aumento da resposta algica, provavelmente devido a
intensa reacao inflamatéria e fibrose causadas pela administracdo da RTX em doses muito
maiores que a utilizada no presente estudo.

Histologicamente, em 7 dias foi observado recuperacgao total do epitélio vesical em
todos os grupos com abrandamento da reacéao inflamatéria. No grupo OXI-7 foi observado
reacdo de hialinizagdo e infiltrado eosinofilico subepitelial em metade das laminas. A
hialinizacao é descrita como achado histol6gico de marcador de lesao celular. Este processo
consiste no depésito de proteinas entre os tecidos ou dentro das células. O colageno fibroso
presente nos tecidos cicatriciais pode ser hialinizado (COTRAN et al., 1994). Esta reacao
pode ter ocorrido devido a dose mais alta de OXI intravesical utilizada e pela presenga da
substancia livre em solugao, atuando diretamente sobre o epitélio. Entretanto, mesmo com a
dose de 6 mg/mL de OXI, a toxicidade da RTX em doses terapéuticas ainda foi maior,
podendo ser utilizada em doses menores para a instilacdo direta na cavidade vesical em
estudos posteriores.

No trabalho de LANDAU et al. (2005), o estudo histolégico revelou a presenga de
eosinodfilos subepitelial no epitélio vesical em coelhos que receberam OXI intravesical na
forma de comprimido macerado, e ndo na forma de pd, sugerindo que o excipiente do
comprimido possa ter desencadeado uma reagao alérgica em alguns animais. No presente
trabalho, a forma utilizada foi a OXI| pura dissolvida em solu¢cdo salina e também foi
verificada a presenca de infiltrado eosinofilico subepitelial em 30% das secg¢des do grupo
OXI-7. A eosinofilia subepitelial verificada sugere uma reacao alérgica propria a OXI.
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O dano epitelial mostrou-se maior no grupo RTX, demandando mais de 7 dias para
sua total regeneracao, além da reacao inflamatéria mais intensa, atingindo integralmente a
parede vesical, produzindo alteracées em cada uma de suas camadas sendo encontradas
metaplasia escamosa no urotélio, fibrose e hialinizagdo na sub-mucosa e no musculo
detrusor e aderéncia do 6rgao a outras estruturas abdominais pela reagdo inflamatdria
ultrapassando os limites da camada serosa. No grupo OXI, esse infiltrado atingiu mais de
50% das camadas da bexiga.

De uma forma geral, verificou-se um padrdo de agressividade decrescente ao
urotélio, respeitando a sequiiéncia RTX > OXI > RTXLIP > OXILIP > LIP > SAL. A partir dos
resultados deste estudo, observou-se que a reagao inflamatéria gerada pela instilagao de
OXl e RTX de forma livre na cavidade vesical foi capaz de causar dano tecidual
significativo.

Em relacdo as fibras colagenas, o grupo OXI| apresentou maior perda de fibras
colagenas e maior lentiddo na recuperagao das fibras tipo I, predominando apenas na
avaliagado de 60 dias. No grupo RTX, a recuperagao das fibras tipo | ja comega a ser vista
com 7 dias. Esta perda substancial do colageno nos grupos OXI| e RTX pode justificar a
reacdo de hialinizagdo visualizada na avaliacdo histomorfolégica, pelo depédsito macico de
proteina na bexiga. Embora num primeiro momento a substancia exerca sua fungcao no
urotélio, em um segundo momento, tais reagdes inflamatérias podem inclusive, em
pacientes submetidos a repetidas aplicacdes, comprometer a elasticidade vesical, e a
prépria funcdo do érgéo, o que pode produzir efeito antagbnico ao desejado, diminuindo a
capacidade vesical e a contratilidade do mesmo devido ao dano provocado capaz de atingir
todas as camadas da bexiga.

Os resultados encontrados nos farmacos em sistemas lipossomais (OXILIP e
RTXLIP) sugerem que 0s mesmos se encontravam em atividade apo6s 60 dias,
provavelmente devido a encapsulagdo com a liberacéo lenta dos farmacos (FREZARD et al.,
2005) e a protecao extra conferida ao urotélio pelos lipossomas, ocorrendo uma diminuigcao
da resposta inflamatéria (FRASER et al., 2003).

Os lipossomas puros sao capazes de exercer um efeito protetor ao epitélio vesical,
complementando a barreira protetora urotelial e aumentando sua resisténcia aos agentes
agressores (GIANNANTONI et al, 2006). Da mesma forma, TYAGI et al. (2004)
demonstraram que os lipossomas ao serem associados a capsaicina, foram capazes de
liberar esta substancia com a mesma eficacia de uma solucdo etandlica, porém com
acentuada redugdo da toxicidade vesical. Os lipossomas podem ser paulatinamente
incorporados a bicamada lipidica celular, promovendo a liberagao gradual das substancias.
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A associagao dos farmacos aos lipossomas (OXILIP e RTXLIP) foi capaz de diminuir
substancialmente a agressao vesical em ambos os grupos, acelerando sua regeneragao,
inclusive da matriz colagénica. A persisténcia da reacao inflamatéria leve e a presenca do
edema mesmo ap6s 60 dias indicam a presenca de um agente agressor ao urotélio,
sugerindo a presencga do farmaco em contato com a superficie urotelial.

Ilgualmente na urindlise, a confirmagao da presenca de goticulas de gordura na urina
apds 60 dias demonstra a presenca de lipossomas na cavidade vesical, sugerindo que os
farmacos se encontram em atividade ap6s este periodo provavelmente devido a
encapsulagao dos mesmos que promove uma liberagdo mais lenta do farmaco, minimizando
a resposta inflamatéria e otimizando a atuagdo das substancias na bexiga (TYAGI et al.,
2004). A urindlise realizada neste estudo foi importante para acompanhar a evolugao dos
animais, buscando sinais de infeccdo uma vez que houve manipulagdo do trato urinario
assim como para o acompanhamento da eliminagéo dos lipossomas.

Sao0 necessarios mais estudos para avaliar o tempo maximo de liberagdo
lipossomal na urina e estudos histolégicos para verificar o tempo total necessario a
involugdo do processo inflamatério, assim como a utilizagdo de doses menores de ambos
os farmacos visando minimizar a agressao tecidual. Da mesma forma estudos urodinamicos
com as formulagcdes lipossomais seriam necessarios para comprovar o0s efeitos

cistométricos destas formulacoes.

2.5. CONCLUSAO

A RTX em doses terapéuticas apresentou maior toxicidade vesical que a OXI
administrada em dose alta. Apdés 60 dias, verificou-se a presenca de fibrose e metaplasia
escamosa no epitélio vesical no grupo RTX. Ambas as substdncias administradas
diretamente na cavidade vesical provocaram perda substancial da matriz colagénica vesical
nas doses administradas.

Os lipossomas contendo estas substancias conferiram uma protecdo extra ao
urotélio, minimizando a reacado inflamatéria, otimizando e prolongando o efeito destes
farmacos na bexiga dos animais. Apds administracdo intravesical em dose Unica, os
lipossomas puros ou carreando substancias encapsuladas permaneceram presentes

na cavidade vesical até 60 dias ap6s o procedimento.
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CAPITULO 3 - ALTERAGOES PRODUZIDAS NA BEXIGA DE RATAS POR
CAPSAICINA EXTRAIDA DE CAPSICUM FRUTESCENS EM SISTEMAS
LIPOSSOMAIS.
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ALTERACOES PRODUZIDAS NA BEXIGA DE RATAS POR CAPSAICINA
EXTRAIDA DE CAPSICUM FRUTESCENS EM SISTEMAS LIPOSSOMAIS

RESUMO

A capsaicina € um farmaco extraido da pimenta Capsicum frutescens, atualmente utilizada
no tratamento da incontinéncia urinaria por administracao intravesical. Este farmaco provoca
irritacdo e edema local devido as suas caracteristicas irritantes e por ser veiculado em
solugdes alcodlicas. A incorporacao deste farmaco em lipossomas pode diminuir a irritagao
local e melhorar suas caracteristicas de liberagao. O objetivo deste trabalho foi realizar uma
andlise preliminar do efeito dos lipossomas contendo capsaicina em urotélio de ratas, na
concentracdo de 3 mM. A capsaicina foi extraida da pimenta utilizando acetonitrila, e o
extrato submetido a CLAE para quantificagdo do farmaco. O lipossoma foi obtido utilizando
extrato seco e fosfolipidio na proporgdo de 1:10. A caracterizagdo do lipossoma pela
determinacao do potencial zeta, indice de polidispersividade e tamanho de particula. Para o
ensaio in vivo, ratas Wistar foram submetidas a instilagdo das formulagdées contendo
lipossomas, capsaicina, lipossomas associados a capsaicina e o controle com solugao
salina; apds 24 horas foi realizada a avaliagcdo histomorfolégica do tecido vesical. O
tamanho das vesiculas ficou entre 68 e 105 nm, com indice de polidispersividade menor que
0,2 e potencial zeta foi em torno de -30 mV. Os resultados indicam que as formulacées
apresentaram estabilidade apds 14 dias do preparo. O estudo histolégico das bexigas do
grupo com capsaicina revelou uma reagao inflamatdria intensa em quase todas as camadas
da bexiga, e destruicao de parte do epitélio. O grupo com lipossomas e capsaicina mostrou
reacao inflamatdria leve e areas de hiperemia sem maiores danos a bexiga. Verificou-se que
as formulagdes lipossomais mantiveram-se estaveis durante o periodo estudado e a

presencga dos lipossomas foi capaz de proteger a bexiga da agéo irritativa da capsaicina.

Palavras-chave: capsaicina, lipossoma, incontinéncia urinaria.
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RAT BLADDER ALTERATIONS OF CAPSAICIN EXTRACTED FROM CAPSICUM
FRUTESCENS IN LIPOSOMAL SYSTEMS

ABSTRACT

Capsaicin is a drug extracted from the pepper Capsicum frutescens, nowadays used as
treatment option in urinary incontinence for intravesical administration. This drug causes
irritation and local edema due to its irritant characteristics and due the need to be inserted in
in alcoholic solutions. The drug incorporation in liposomes can decrease the local irritation
and improve its characteristics of delivery. The objective of this work was the preliminar
analysis of alterations produced by liposomes containing capsaicin in rat bladder at a 3 mM.
The capsaicin was extracted from the pepper using acetonitrile, and the extract was
submitted to HPLC for drug quantification. Liposomes were obtained using dry extract and
phospholipids at the proportion 1:10. Liposome characterization was carried out by
determination of pH, refractions index, surface tension, zeta potential and size of vesicles.
For in vivo assay, Wistar rats were submitted to intravesical instillation of liposome; capsaicin
and lipossomes with capsaicin formulations. Saline instillation was used in control group.
After 24hours, bladders were removed and the histological analysis performed. The vesicle
size ranged from 68 to 105 nM with polidispersivity index smaller than 0.2 and zeta potential
around -30 mV. Liposome formulations maintained stability during the study. Histological
analysis of capsaicin group showed intense inflammatory reaction in almost all bladder layers
and ulcer formation. Liposome group with capsaicin showed smooth inflammatory reaction
and hiperemia. Liposome system was capable of protecting the bladder against capsaicin

irritative action.

Keywords: capsaicin, liposomes, urinary incontinence
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3.1. INTRODUGAO

A capsaicina é responsavel pelo sabor pungente das pimentas, provocado
inicialmente pela excitacdo dos receptores vanildides ativando os terminais periféricos
causando sintomas irritativos (FUJIMOTO et al., 2005; BARBERO et al., 2008), sendo muito
utilizada no tratamento da incontinéncia urinaria. Esta doenca consiste em uma condicao
onde existe perda involuntaria da urina e acomete geralmente mulheres no climatério
(GUARISI et al., 2001; SILVA e SANTOS, 2005; GARCIA et al., 2005).

O tratamento da incontinéncia urindria utilizando capsaicina € realizado por
administracao intravesical com resultados efetivos, porém com irritacao e edema local. Além
disso, este farmaco possui caracteristicas apolares o que o torna pouco soluvel em
solventes com compatibilidade biolégica, tais como tampdes e salina. Segundo TYAGI et al.
(2004) este farmaco é dissolvido em etanol, veiculo que também tem potencial irritante,
portanto havendo a necessidade de desenvolver formulacbes que possam minimizar os

efeitos irritantes do farmaco e apresentar efetividade.

Desta forma, faz-se necessdaria a utilizagcdo de estratégias para a veiculacdo da
capsaicina, diminuindo os efeitos adversos produzidos pelo mesmo e facilitando a sua
incorporagcdo na formulagdo pretendida. Os lipossomas tem sido muito utilizados como
veiculo por terem capacidade de encapsular substancias com diferentes polaridades, serem
biodegradaveis e biocompativeis (GIANNANTONI et al, 2006; CENTIS E VERMETTE,
2008; SALVATI, et al., 2007).

Lipossomas sao vesiculas esféricas formadas de uma dupla camada lipidica e tem
sido utilizado em aplicagdes analiticas, terapéuticas e pesquisa, inclusive com incorporagao
da capsaicina (MANOJLOVIC et al, 2008; GIANNANTONI et al, 2006; CENTIS e
VERMETTE, 2008; SALVATI et al., 2007).

O objetivo do presente trabalho foi extrair a capsaicina e diidrocapsaicina da
Capsicum frutescens, obter lipossomas contendo estas substdncias e avaliar o potencial
protetor do urotélio destes lipossomas em modelo animal.
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3.2 MATERIAL E METODOS

MATERIAL:

A pimenta fresca da espécie Capsicum frutescens foi adquirida no Mercado da
cidade de Aracaju/SE. Para preparacao dos lipossomas foi utilizado fosfolipidio da Nanosolv
(fosfatidilcolina 75% /Lipoid GMBH/ Lote 776095-1/ Gerbras).

METODOS:
3.2.1 Secagem da planta e obtencao do extrato

A pimenta foi seccionada e foram retiradas as sementes e a placenta. Estas foram
desidratadas em estufa a 55°C por 24-30 horas. Apds a desidratagdo, o material foi triturado
e peneirado em tamis de 60 mesh.

O p6 de pimenta foi pesado e inserido em tubos de ensaio na propor¢éo de 0,3 g de
pimenta para 10 mL de acetonitrila. Os tubos de ensaio foram submetidos a ondas de ultra-
som durante 60 minutos. Apds a extracado, o material foi filtrado e o solvente evaporado.

3.2.2 Avaliagéo da extragé@o por CLAE

A quantificacdo dos capsainoides foi realizada segundo KARNKA et al. (2002),
conforme descrito a seguir:

Clean-up:

Uma pré-coluna C-8 foi condicionada com 0,5 mL de agua milli-q, posteriormente
com 0,5 mL de metanol, seguido de 0,5 mL de acetonitrila. A amostra (0,5 mL) foi diluida na
pré-coluna condicionada e lavada por trés vezes consecutivas com acetonitrila (0,5 mL). As
fragcbes foram reunidas e filtradas em membrana millipore de 0,45 um, diretamente em vials.
A amostra obtida foi analisada em CLAE com volume de injecao de 20 pL.

A cromatografia foi realizada utilizando uma coluna C-8. Foram injetados 20 uL de

amostra e eluidos utilizando acetonitrila como fase moével.
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3.2.3. Obtencgéao do lipossoma

Uma solugdo de capsaicina foi obtida na concentracdo de 4,6 mg.mL" em etanol
absoluto. Os lipossomas foram preparados homogeneizando-se o fosfolipidio em 10 mL da
solucdo de capsaicina, ficando uma propor¢do molar de 1:10 (farmaco:fosfolipidio). As
dispersbes foram submetidas a agitacdo mecanica até sua total homogeneizacdo. O
solvente foi eliminado em rotaevaporador até formar uma pelicula na superficie do recipiente
(AVELINO E CRUZ, 2000; FREZARD E SCHETTINI, 2005). Este filme foi redissolvido
utilizando 50 mL de salina. A reconstituicdo gerou uma dispersdo de cor branca que foi
passada no filtro de nylon Milipore® de 0,22 um para limitar o tamanho das vesiculas
formadas (processo de extrusao). A dispersao final foi acondicionada a 4°C até o momento
das andlises. A concentragao final de capsaicina foi de 3 mM. Foram preparados também

lipossomas sem capsaicina da mesma maneira que descrito anteriormente.

3.2.4. Caracterizagao do lipossoma

Determinacao do potencial zeta

O potencial zeta (Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, UK) das amostras de
lipossomas com e sem capsaicina foi determinado através da medicdo da mobilidade
eletroforética das particulas carregadas a 25°C. As amostras foram diluidas na proporgao de
1:10, sendo realizado o procedimento com 24 horas apés a preparagao do lipossoma, com 7
dias e 14 dias.

Avaliacao do tamanho de particula e indice de polidispersividade.

O tamanho dos lipossomas foi obtida através da técnica de difusédo de luz dinamica
(Dynamic Light Scattering - DLS), utilizando um sistema computadorizado Malvern Zetasizer
Nanoseries (Nano-ZS - Malvern, UK), a amostra foi diluida na propor¢céo de 1:10 em agua
destilada, com comprimento de onda de 633 nm e temperatura de 25°C. Além do tamanho
das vesiculas, o indice de polidispersividade foi determinado pelo equipamento.

3.2.5. Ensaio biolégico
Os animais utilizados foram ratas Wistar, com idade de dois meses, pesando 190 + 30

g. Foram utilizados 6 animais em cada subgrupo, os quais foram submetidos aos
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procedimentos para administracdo intravesical das formulagdes e sacrificados apo6s 24h. Os
grupos salina e lipossoma foram utilizados como controles negativos.

Os animais foram divididos em 4 grupos para andlise ap6s 24 horas da instilacao
intravesical: grupo controle negativo com solucao salina (SAL); grupo contendo lipossomas
(LIP); grupo contendo capsaicina (CPS) e grupo contendo capsaicina + lipossomas
(CPSLIP).

As ratas foram mantidas em gaiolas em grupos de seis animais identificados e
separados por grupo experimental com acesso a ragao padrao Labina® e agua ad libitum.
As recomendacgdes da Lei Nacional n® 6.638 de 5 de novembro de 1979, para manuseio de
animais foram respeitadas, e o projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Tiradentes através do Parecer Consubstanciado com numero de protocolo
060208.

As ratas foram submetidas a anestesia com ketamina na dose de 70 mg.kg” e
midazolan na dose de 4 mg.kg™', ambas sendo administradas pela via subcutanea, segundo
o protocolo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG para
anestesia em animais de pequeno porte. Em seguida, foi administrado antibiético ceftriaxone
intramuscular na dose de 57 mg.kg ™' para a prevencao de cistite pela manipulagdo do trato
genito-urinario. Apés 30 minutos foi realizada a limpeza do meato uretral com povidine
tépico, e entdo se realizou a cateterizacado vesical, utilizando cateter intra-venoso (Jelco)
n®22. O cateter foi totalmente introduzido para alcangar a bexiga do animal, posicionado
adequadamente para o preenchimento da bexiga com as formulagdes anteriormente
descritas.

As ratas foram sacrificadas por deslocamento cervical. O procedimento de disseccao
foi guiado com auxilio de cateterismo vesical. A laparotomia mediana baixa foi realizada,
seguida de abertura da parede abdominal por planos e afastamento dos musculos
abdominais, exposicao da bexiga e ressec¢ao da mesma na sua totalidade.

Os animais foram sacrificados apds 24 horas da instilagao intravesical das diferentes
formulacdes.

As pecas cirurgicas excisadas foram fixadas em formalina tamponada neutra a 10%
por um periodo minimo de 24 h. Apos fixagdo as amostras foram desidratadas com etanol,
diafanizadas com xileno e banhadas em parafina. A Ultima etapa foi conduzida por inclusao
na parafina. Cortes de aproximadamente 3 um de espessura foram realizados e os
espécimes, processados de acordo com diferentes protocolos de histoquimica

(hematoxilina-eosina e picrossirius).

Para analise da morfologia e disposicao das fibras colagenas depositadas na parede
da bexiga, seccdes histologicas foram submetidas previamente ao método de coloracéao
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histoquimica do picrossirius e analisadas sob microscopia 6ptica com luz polarizada para
andlise descritiva da fibroplasia detendo-se na identificagdo do colageno.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Extragéo e quantificagdo dos marcadores

A determinagcdo do teor dos ativos no extrato é imprescindivel para o
desenvolvimento das formulagbes ja que os valores de rendimento ndo garantem sua
presenca no extrato. Desta forma, a quantificacdo dos ativos torna-se determinante para a
eficiéncia biolégica do extrato. A concentragéo de capsaicina e diidrocapsaicina nos extratos
foi de 1,42 mg/g e 0,57 mg/g respectivamente. Estas concentragcées de capsaindides estao
dentro dos valores encontrados por KARNKA et al, (2002), grupo que desenvolveu o
método de quantificacdo. Estes autores encontram entre 0,2-6,9 mg/g de capsaicina e 0,17-
5,10 mg/g de diidrocapsaicina em uma outra variedade de pimenta (Chili pods).

Os cromatogramas referentes a amostra extraida (A) e aos padroes (B) estdo
apresentados na figura 18. No cromatograma da amostra pode-se observar que a etapa de

clean up foi efetiva, eliminando possiveis interferentes no cromatograma.
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Figura 18. Cromatograma do extrato contendo capsaicina e diidrocapsaicina (A) e dos
padrdes de capsaicina e diidrocapsaicina (B).

3.3.2. Caracterizagao dos lipossomas

Os fosfolipidios (compostos anfifilicos contendo duas cadeias de hidrocarbonetos
longas) quando colocados em solugdo aquosa se hidratam e formam espontaneamente
vesiculas com dupla camada de lipidios. As caracteristicas fisicas dos lipossomas
dependem do pH, da forga ibnica e da presenga de cations divalentes (GENNARO, 2000;
FERREIRA et al., 2005).

As interagdes dos farmacos com a bicamada lipidica dependem das propriedades do
préprio farmaco. A polaridade do mesmo indica a sua localizagdo na membrana lipidica. A
capsaicina é um farmaco de polaridade intermediaria, pois é extraido com solventes
apolares como a acetonitrila, porém apresenta-se parcialmente soluvel em solventes polares
(etanol 30%). Vesiculas contendo farmacos com baixa solubilidade em agua sao preparadas
dissolvendo o principio ativo na fase lipofilica. Quando o farmaco é hidrofilico, 0 mesmo é
dissolvido na solugdo aquosa de hidratacdo do filme lipidico (MAESTRELLI et al., 2005).
Neste caso, optou-se em dissolver a capsaicina no fosfolipidio em etanol para garantir sua
total solubilizagdo. Desta forma, é provavel que a capsaicina esteja localizada na interface
da matriz lipidica, tanto internamente como externamente caso a molécula nao tenha sido
totalmente vesiculada.

Os sistemas lipossomais sao dispersdes coloidais e por isso comportam-se fisico-
quimicamente como particulas parcialmente sollveis. Os lipossomas podem sofrer fuséo,
agregacao ou se romper durante o periodo de estocagem (GENNARO, 2000).

Um dos motivos da instabilidade do sistema € o potencial elétrico em sua superficie.
Vesiculas com uma camada elétrica maior apresentam um maior potencial zeta. Esta
camada dificulta a aproximagdo de uma vesicula com a outra, impedindo a fusdo ou
agregacao das mesmas. A medida que potencial zeta se afasta de zero, mais estavel sera a
disperséao, pois as particulas tende a se repelir umas as outras.

A formulacao lipossomal sem o farmaco apresentou diminuicdo do potencial zeta
(Figura 19) ao final de 7 dias (-40 mV). Esta diminuigdo demonstrou uma estabilizagdo do
sistema, porém apds 14 dias, o potencial volta a subir (-34 mV).
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Figura 19. Potencial zeta dos lipossomas

Problemas de estabilidade nas formulagdes coloidais sao geralmente esperados nos
valores de pH menores que 4,0 (alta concentragcado de cargas positivas) ou maiores que 7,5
(concentracdo de cargas negativas aumentada). O limite de potencial zeta para a
instabilidade de sistemas coloidais fica entre -30 mV e +30 mV.

O potencial zeta das formulagées contendo ou ndo o farmaco permaneceu menor
que -30 mV apo6s 14 dias de experimento. Apesar dos valores obtidos encontrarem-se
proximos ao limiar da estabilidade, foi observado que permaneceu constante. Segundo
CENTES E VERMETTE (2008) a floculagéo ocorre entre 5 e 15 mV.

A medida do tamanho das vesiculas é outro parametro importante para a observacao
da estabilidade do sistema coloidal.
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Figura 20: Tamanho das vesiculas sem (A) e com (B) capsaicina nos tempos 1, 7 e 14 dias.

O tamanho das vesiculas ap6s 14 dias de preparo nao variou, excetuando as
vesiculas sem capsaicina que ap6s uma semana apresentaram ligeiro aumento. O tamanho
médio das vesiculas foi inferior a 100 nm, sendo que as formulagdes contendo capsacina
apresentaram tamanho menor (68 a 78 nm) do que as vesiculas sem o farmaco (78 a 106
nm) (Figura 20). O didmetro médio encontrado nas vesiculas estudadas esta de acordo com
as encontradas na literatura (CENTES E VERMETTE, 2008; SONG E KIM, 2006).

O indice de polidispersividade (IP) determina o nivel de homogeneidade dos
tamanhos das vesiculas. Valores de IP < 0,2 indicam uma homogeneidade das vesiculas ao
passo que IP > 0,3 indicam uma heterogeneidade da particula (CENTES E VERMETTE,
2008; SONG E KIM, 2006). Os valores de IP foram da ordem de 0,2 para as formulagdes
com e sem capsaicina, demonstrando homogeneidade do tamanho das vesiculas no
sistema lipossomal. Foi observado também que apds 14 dias o indice permaneceu
constante (Tabela 5).

Tabela 5. indice de polidispersividade das formulagdes lipossomais

Indice de polidispersividade

Tempo (dias) Lipossoma sem capsaicina Lipossoma com capsaicina
1 0,279 0,273
0,257 0,273
14 0,261 0,276
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3.3.3 Avaliagao Histolégica

Em relacdo a analise histologica dos tecidos, no grupo LIP, verifica-se apenas areas
de hiperemia discreta, sem infiltrado inflamatério, com aspecto muito semelhante ao grupo
SAL, desprovido de alteragdes histolégicas (Figura 21, LIP 1 e 2). No grupo CPS, apds
24horas, observa-se uma reacdo inflamatéria intensa, com areas de edema, ulceracdo e
hemorragia (Figura 21, CPS A e B). O infiltrado inflamatério atinge a camada muscular na
sua totalidade até a superficie urotelial. Evidenciou-se a presenga de neutrdfilos, linfocitos e
plasmacitos. Na coloragao picrossirius foi verificado a predominéncia de fibras do tipo Ill, lise
do colageno com aumento do espaco interfibrilar (Figura 22).

Figura 21. Secc¢des histolégicas das bexigas ap6s 24 horas da instilagdo das
formulacdes com a coloragdo Hematoxilina/eosina aumento 100X (A) e aumento 400X (B)
dos grupos salina (SAL), lipossoma (LIP), capsaicina (CPS) e capsaicina em lipossomas
(LIPCPS).

No grupo com CPSLIP, foi observado edema e hiperemia, ndo se evidenciando
areas de ulceracao ou infiltrado inflamatério. Na coloracao picrossirius, o aspecto do tecido
foi semelhante ao grupo controle.
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Figura 22. Secgdes histoldgicas das bexigas apds 24 horas da instilagcao das
formulagdes com a coloragéo picrossirius aumento 100X dos grupos salina (SAL), lipossoma
(LIP), capsaicina (CPS) e capsaicina em lipossomas (LIPCPS).

Foi verificada uma agressao tecidual importante no grupo CPS, com presenca
macica de neutrofilos, linfocitos e plasmdcitos. A lesdo ocorreu em quase todas as camadas,
consonante com o trabalho de SHUPP BYRNE et al, (1998), onde também foi utilizada
capsaicina intravesical em solucao etandlica a 30%, na concentracdo 1 mM . Neste estudo,
foi feita a avaliagdo em 30 minutos, 24 horas, 72 horas e 7 dias. A recuperagao epitelial
completa foi verificada apés 7 dias, entretanto, ndo houve a formagéo de areas ulceradas.
Isto se deu provavelmente pela dose menor de capsaicina utilizada. No trabalho de VERIT
et al. (2002), foi realizada instilagdo intravesical de capsaicina em ratos na dose de 2,4 e
40 mM, durante 30 minutos, seguida de lavagem da cavidade vesical apés os dias 0,2,5,7,e
10. No 10° dia as bexigas foram extraidas e o exame histolégico demonstrou
adelgagamento do epitélio, edema, infiltrado inflamatério agudo, hiperemia em todos os
grupos, sem porém, encontrar areas de ulceragdo. No grupo com 40 mM, foi encontrado
infiltrado eosinofilico em apenas um animal, sugerindo uma possivel reagao alérgica. Neste
estudo a analise histolégica se deu apenas no 10° dia, além de ter sido realizada lavagem
vesical ap6s 30 minutos de cada instilacao, retirando o contato da capsaicina com o urotélio.

O grupo CPSLIP na coloragdo HE mostrou uma reagcdo mais modesta (Figura 21),
compreendendo um infiltrado inflamatério cronico residual e hiperemia moderada. Néo foi
visualizado areas de edema ou hemorragia, apresentando epitélio integro. Na coloragéao

picrossirius, o colageno apresentou-se semelhante ao controle negativo.

3.4 CONCLUSAO

A extracdo da capsaicina e diidrocapsaicina a partir da Capsicum frutescens foi
eficiente. Os sistemas lipossomais propostos apresentaram estabilidade apdés 14 dias de
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preparo com tamanho médio de vesiculas menores que 100 nm. A associagdo da
capsaicina aos lipossomas foi capaz de reduzir a agressao tecidual, com dano minimo apo6s

24horas da instilaco.
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4. CONCLUSAO GERAL

Apbs o desenvolvimento do presente trabalho, conclui-se que o uso de lipossomas
promove uma protecdo a bexiga diante da toxicidade de farmacos como a oxibutinina,
resiniferatoxina e capsaicina, atenuando a leséo tecidual de forma significativa. Ap6s 7 dias,
vé-se a reconstituicdo epitelial em todos os grupos estudados, exceto no grupo com
resiniferatoxina, que mostrou um dano tecidual maior, seguido pela oxibutinina, quando

comparado aos demais grupos.

Apoés 60 dias, ainda existe reacao inflamatéria nas bexigas ap6s a administracao de

farmacos com e sem lipossomas.

Os lipossomas administrados pela via intravesical continuam presentes na cavidade
vesical apés 60 dias da instilagao inicial.

Os sistemas lipossomais mostraram-se estaveis in vitro durante o periodo estudado,
mantendo o tamanho das goticulas menor que 100nM.

Diante dos resultados, tem-se a veiculagdo de farmacos pela via intravesical
associados a lipossomas como uma segura opgao ao tratamento da bexiga hiperativa.
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