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RESUMO

CISTITE INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA E
IFOSFAMIDA -~ ENVOLVIMENTO DE CITOCINAS E OXIDO NITRICO Na

PATOGENESE DA LESAQ INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

A cistite hemorragica (CH) surge como um efeito adverso
do uso clinico de ciclofosfamida (CFS) e ifosfamida (IFS).
No presente estudo avaliou-se o envolvimento de citocinas
(ITNF-o, IL~1B, IL-6 e IL-8) e de oOxido nitrico (NO) nos
eventos inflamatérios da CH. Para tanto produziu-se CH
atraves da administracdo de CFS e IFS (100-400 mg/kg, ip) em
camnundongos Swiss machos que foram sacrificados apbds 6, 12,
24, 48 e 72 horas e tiveram suas bexigas avaliadas quanto ao
peso umido, extravasamento vascular pela técnica do azul de
Evans (25 mg/kg, iv, 1 hora antes do sacrificio) e andlise
histopatoldgica com classificacdo efetuada segundo ©s
critérios de Gray (descamagdo urotelial, tulcera, edema,
congestdo, hemorragia e infiltracdo leucocitéaria).

Observou-se que CFS e IFS induziu de forma dose e tempo
dependente significativo aumento do extravasamento vascular
e do peso Umido vesical, com efeito maximo em 12 horas, onde
hé& severas alteracdes a histopatologia. A utilizacéo de 2~
mercaptoetanosulfonato sddico {(mesna), um uroprotetor de
comprovada eficdcia clinica, conferiu protecdo vesical tanto
na CH induzida por CFS, quanto na induzida por IFS.

O pré-tratamento dos animais com soros anti-TNE-q
reduziu significativamente os eventos inflamatdrios da CH
induzida por CFS nos tempos de 6 e. 12 horas. O pré-
tratamento com soros anti-IL-18, anti-IL-6 e anti-IL-8
também resultou em atenuacgdo da lesédo, contudo sendo
significativa somente em 12 horas, sugerindo que TNF-a Jja
participe dos eventos inflamatdérios que ocorrem na cistite

hemorrédgica em etapa mais precoce.

viii



RESUMO

CISTITE HEMARRAGICA INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA E
IFOSFAMIDA - ENVOLVIMENTO DE CITOCINAS E OXIDO NITRICO NA
PATOGENESE DA LESAO INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

A cistite hemorragica (CH) surge como um efeito adverso
do uso clinico de ciclofosfamida (CFS) e ifosfamida (IFS).
No presente estudo avaliou-se o envolvimento de citocinas
(TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8) e de o6xido nitrico (NO) nos
eventos inflamatérios da CH. Para tanto produziu-se CH
através da administracéo de CFS e IFS (100-400 mg/kg, ip) em
camundongos Swiss machos que foram sacrificados apds 6, 12,
24, 48 e 72 horas e tiveram suas bexigas avaliadas quanto ao
peso Umido, extravasamento vascular pela técnica do azul de
Evans (25 mg/kg, iv, 1 hora antes do sacrificio) e anélise
histopatoldgica com classificacédo efetuada segundo os
critérios de Gray (descamacdo urotelial, tuUlcera, edema,
congestao, hemorragia e infiltracdo leucocitaria).

Observou-se que CFS e IFS induziu de forma dose e tempo
dependente significativo aumento do extravasamento vascular
e do peso Umido vesical, com efeito méximo em 12 horas, onde
héd severas alteragdes a histopatologia. A utilizagdo de 2-
mercaptoetanosulfonato sdbédico (mesna), um uroprotetor de
comprovada eficdcia clinica, conferiu protecdo vesical tanto
na CH induzida por CFS, quanto na induzida por IFS.

0O pré-tratamento dos animais com soros anti-TNF-o
reduziu significativamente os eventos inflamatdérios da CH
induzida por CFS nos tempos de 6 e- 12 horas. O pré-
tratamento com soros anti-IL-1B, anti-IL-6 e anti-IL-8
também resultou em atenuagdo da lesdo, contudo sendo
significativa somente em 12 horas, sugerindo que TNF-a ja
participe dos eventos inflamatdrios que ocorrem na cistite

hemorrdgica em etapa mals precoce.

viii



O pré~-tratamento dos animais com os inibidores da

sintese de TNF-¢, dexametasona (0,5~2,0 ng/kg),
pentoxifilina (15-4%5ng/kg) ou talidomida (10-40 mg/kg),
resultou em redugdo significativa e dose dependente da lesao
vesical induzida por CFS.

A associacio de dexametasona, pentoxifilina e
talidomida nas menores doses resultou em marcante reducgdo da
lesdo wvesical, possivelmente por acgdo sinérgica, uma vez gue
elas afetam a sintese de TNF-a em pontos distintos da via
biossintética dessa citocina.

Em adicdo, o pré-tratamento dos animais com L-NAME,
inibidor da sintese de NO, induziu um bloqueio significativo
e dose dependente dos eventos inflamatdédrios da CH induzida
por CFS, sendo tal efeito revertido pelo co-tratamento com
L-arginina.

Os dados acima indicam ser expressiva a participacdo de

citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8) e de NO na CH induzida

por CFS e sugerem que TNF-o possa ser o mediador inicial que
desencadeia a cascata de outros mediadores envolvidos na

lesdo da CH.
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HEMORRHAGIC CYSTITIS INDUCED BY CYCLOPHOSPHAMIDE AND
IFOSFAMIDE -~ THE INVOLVEMENT OF CYTOKINES AND NITRIC OXIDE
IN THE PATHOGENESIS OF THE LESION INDUCED BY
CYCLOPHOSPHAMIDE

Hemorragic cystitis (HC) develops as an adverse side
effect of the clinical use of cyclophosphamide (CYP) and
ifosfamide (IFS). In the present study, the involvement of
cytokines (TINF-a, IL-1B, IL-6 and IL-8) and nitric oxide
(NO) in the inflammatory events of HC was evaluated. HC was
induced by injecting CYP and IFS (100-400 mg/Kg, i.p.) in
male Swiss mice. The animals were sacrificed after
6,12,24,48 and 72 hours and their urinary bladders were
evaluated for wet weight and wvascular leakage by Evans blue
leakage method (25 mg/Kg, i.v., 1 hour before sacrifice), as
well as histopathological analysis using Gray’s criteria
(urothelial shedding, wulcer, edema, congestion, hemorrhage
and leukocyte infiltration).

It was observed that CYP and IFS induced, in a dose and
time~dependent manner, a significant increase 1in vascular
leakage and wet bladder weight, with maximum effect at 12
hours, when severe histopathological alterations occurred.
The wuse of 2-sodium mercaptoethanosulfonate (mesna)- a
proven, clinically-efficient uroprotector - conferred
urinary bladder protection against HC induced by both CYP
and IFS.

The pretreatment of animals with antisera against TNE-«
significantly diminished the inflammatory events of HC
induced by CYP, in 6 and 12 hour periods. Pretreatment with
antisera against IL-1f, IL-6 and IL-8, also resulted in the
attenuation of the lesion, but the result was significant
only at 12 hour ©period, thus suggesting that TNF-o
participated in the early stages of inflammatory events

occurring in HC.



The pretreatment of animals with TNF-a synthesis
inhibitors - dexamethasone (0.5 -2.0 mg/KG), pentoxyphillin
(15 - 45 mg/Kg) or thalidomide (10 -40 mg/Kg) - resulted in
a significant and dose-dependent reduction of the bladder
lesion caused by CYP.

Dexamethasone, pentoxyphillin and thalidomide
assocation, in smaller doses, caused a marked reduction in

the vesical lesion, possibly by synergistic action, as they

interfere with the synthesis of TNF-a at different stages
of the biosynthesis of this cytokine.

In addition, pretreatment of the animals with L-NAME,
an inhibitor of the synthesis of NO, induced a significant
and dose-dependent blockade of inflammatory events of HC
induced by CYP, with the effect being reversed by co-

treatment with L-arginine.



I-INTRODUCAO

1~ OXAZAFOSFORINAR

As oxazafosforinas, Ciclofosfamida e Ifosfamida, séao
farmacos alquilantes que tém a capacidade de estabelecer
ligacgdes covalentes com Dbases nitrogenadas do acido
desoxiribonucleico (DNA), através de grupos alquilas, ou
seja, através de radicais de hidrocarbonetos que se ligam a
cadeias principails de compostos orgénicos. O resultado dessa
alquilagdo é a produgdo de quebra na molécula do DNA e da
ligacdo cruzada em seu duplo filamento. Como consequéncia,
ha interferéncia com a duplicacdo do DNA e transcricdo do
RNA impedindo,dentre outras coisas, a ocorréncia da diviséao
celular. Nesses féarmacos, as fragdes alquilantes ativas séo
geradas in vivo, apds reacdes degradativas complexas, muitas
das quais, enzimaticas. A ativagdo metabdlica inicial ocorre
no sistema de oxidase de funcdo mista do citocromo P450, no
reticulo endoplasmatico liso, sendo seguida pela liberacéo
na circulacdo de metabdlitos ativados que, muito embora
possam causar regressdo tumoral, também s8o0 responsavelis
pelo aparecimento de efeitos colaterais citotdxicos, dose-
limitantes, comprometendo tecidos importantes do hospedeiro,
tais como a medula o6ssea e os rins (CALABRESI & CHABNER,
1992). Elas s&o, portanto, prdé-drogas terapeuticamente
inativas, que precisam ser primeiro biotransformadas pelo

metabolismo hepédtico, para tornarem—-se citotdxicas.
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lfosfamida Ciclofostamida

Estrutura da Ifosfamida e Ciclofosfamida
8itios 1 e 2 indicam as posicdes do metabolisme primario

1.1- CICLOFOSFAMIDA

A ciclofosfamida ¢é inicialmente convertida em 4~
hidroxiciclofosfamida, que estd em estado de equilibrio
dindmico com a aldofosfamida, um tautdmero aciclico. Esses
compostos podem ser depois oxidados pela aldeido-oxidase
hepatica e por outras enzimas, produzindo os metabdlitos 4-
cetociclofosfamida e carboxifosfamida, sendo que estes ndo
tém atividade bioldégica significativa e representam produtos
inativos excretados na urina, equivalendo a 80% da
ciclofosfamida administrada (COLVIN, 1982). ©Nas células

suscetiveis a citdlise, a aldofosfamida pode ser clivada por

uma reacgdo de B-eliminacdo, resultando na producgdo dos
compostos alquilantes ativos, que sdo a mostarda de
fosforamida e a acroleina. A mostarda de fosforamida forma
ligagdes covalentes com as bases nitrogenadas do DNA, por
alquilacdo, com sequente inibicdo da divisdo celular. A
acroleina, por sua vez, um aldeido altamente citotdxico, & o
responsavel pelo desenvolvimento de <cistite hemorragica
{(KOLB, HUNSAKER & VANDER, 1994).

A ciclofosfamida pode ser administrada por wvia oral,
intramuscular, intravenosa, intrapleural e intraperitoneal,
sendo mais utilizadas as vias oral e intravenosa. Observan-
se concentragdes plasmaticas maximas uma hora apds a

administracdo oral, e quantidades significativas do composto



in natura sdo encontradas nas fezes quando esta via é
emnpregada (BAGLEY, BOSTIK & DeVITA, 1973). Apds a

administracdo intravenosa, héa uma meia-vida biféasica com um
t.,2B variando de 6 a 9 horas. Menos de 20% do farmaco in
natura sdo encontrados na urina, o0 que sugere Iimportante

reabsorcdo tubular (BROCK & HORHORST, 1967).

A ciclofosfamida apresenta um amplo espectro de
atividade «clinica, sendo um componente essencial de
numerosas assocliacdes eficazes de drogas e usada com bons
resultados em doencgas linfoproliferativas, nos carcinomas de
mama, pulmdo, colo uterino e ovario, no neuroblastoma e
retinoblastoma, dentre outras (FRAISER, KANEKAL & KEHRER,
19981). Por serem os linfécitos muito sensiveis a sua acgédo
destrutiva, exerce efeito imunossupressor sendo, entéo,
indicada no controle da rejeicédo de brgdos apos
transplantes, no preparo de pacientes para transplante de
medula Ossea e em doencas auto-imunes tais como artrite
reumatdide e Granulomatose de Wegener (GRINBERG~FUNES,
SHELDON & WEISS, 1990).

Os efeitos colaterais mais comuns sdo alopecia, nauseas
e vbmitos, mielossupresséo, sendo a leucopenia mais
importante, quando comparada a trombocitopenia e anemia e
cistite hemorragica estéril. A incidéncia de carcinoma de
células transicionais na bexiga é aumentada em relagdo &
populagdo normal, representando um risco relativo de 6.8%,
risco acumulado de 3.5% em oito anos e de 10.7% apds doze
anos do uso desta droga (STILLWELL & BENSON, 1988) .
Cardiotoxicidade e sindrome de secrecdo inadequada do
horménio antidiurético podem também ocorrer face ao uso de
doses elevadas (FRAISER, KANEKAL & KEHRER,1991).
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1.2 - IFOSFAMIDA

A ifosfamida é um isdémero estrutural da ciclofosfamida.
Enquanto que a ciclofosfamida possui dois grupos cloroetil
sobre o atomo de nitrogénio exociclico, um dos dois grupos
cloroetil da ifosfamida situa-se sobre o nitrogénio
fosfamidico ciclico do anel de oxazafosforina. Isso causa
uma mudanca consideravel no metabolismo inicial, wmulto
embora o metabolismo como um todo permaneca o mesmo (WAGNER,
1994) .

A ifosfamida é também ativada no figado, por oxidacéo,
em 4-hidroxiifosfamida, que estd em equilibrio com a
aldofosfamida. A aldofosfamida sofre, éntéo, transformacgio
esponténea em mostarda de ifosfamida e acroleina. O composto
antitumoral ativo é a mostarda de ifosfamida, ao passo que a
acroleina €& a responsavel ©pela urotoxicidade. Além da
formacdo da 4-hidroxiifosfamida, existe uma segunda via, com

liberacdo de cloroacetaldeido. Portanto, a quantidade de



metabdlitos ativos formada durante o metabolismo da
ifosfamida é& menor comparativamente aco que ocorre durante o
metabolismo da ciclofosfammidadaida.Esse fato pode talvez
explicar porque doses mals elevadas de ifosfamida sdo

necesgssarias durante o tratamento (WAGNER, 1994).,
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Depois de uma uUnica injecdo em bolus ou curta infusdo
intravenosa de IFS, a meia-vida de eliminacdo terminal
(t1/2B) no soro, plasma ou sangue varia de 4 a 8 horas, tendo
sido descrita uma larga variacdo interindividual (WAGNER,
1994) . Possivelmente, a dependéncia de ativacdo metabdlica

da IFS no sistema do citocromo P450 possa explicar a grande

variabilidade interindividual do ti,.f relatada em muitos
estudos farmacocinéticos.

No que diz respeito a excrecgdo, ndo ha, até o momento,
nenhum relato sobre a excrecdo fecal de IFS e, com base na
excrecdo fecal de CFS (BAGLEY et alii, 1973; BROCK &
HORHORST, 1967), pode ser suposto que essa rota de excrecdo
ndo exceda a 1% da dose de IFS administrada (WAGNER, 1994),
Desse modo, em comum com a CFS, o clearance total da IFS é

principalmente via metabolismo, que consiste na ativacdo da



IFS por oxidases de fungdo mista (via citocromo P450),

predominantemente no figado e, em menor extensdo, no pulméo

(BROCK & HORHORST, 1967).

IFS é wusualmente administrada wvia i.v., em doses
divididas, porvum periodo de varios dias (BRADE, HERDRICH &
VARINI, 1985). Quanto a administracdo oral, em comum com a
CFs, tem sido visto que a biodisponibilidade da
administracdoc oral de IFS ¢é prdoxima de 100% (KUROWSKI et
alii, 1991; WAGNER & DRINGS, 1986) . A tolerancia
gastrointestinal ¢é boa, contudo, a alta incidéncia de
toxicidade (cerca de 50%) no Sistema Nervoso Central (SNC)
foi inaceitavel (LIND et alii, 1989). Essa incidéncia de
toxicidade sobre o SNC é incomum quando doses convencionais
da droga (1.3 a 2.0 g/m°) sdo administradas intravenosamente
(BRADE, HERDRICH & VARINI, 1985). A administragdo oral de
IFS resulta em concentracdes de cloroacetaldeido mais
elevadas que as obtidas apds administracdo i.v. e & sugerido
ser essa a causa da elevada incidéncia dos efeitos
neurotdxicos (KUROWSKI et alii, 1991).

Ifosfamida apresenta um amplo espectro de atividade
antitumoral quando usada s6 ou em combinagdo com outras
drogas, no tratamento de carcinomas de colo uterino e
pulmdo, de certos tipos de sarcomas e em linfomas Hodgkin e
nao-Hodgkin. Quanto aos seus efeitos adversos, observam-se
toxicidade sobre o) SNC, especialmente sonoléncia ou
confusgdo, nauseas, vémitos e mielossupressio, sendo
inexpressiva a trombocitopenia, e toxicidade sobre o trato
urindrio, manifestada por disfuncéo tubular proximal
{(sindrome de Fanconi), decorrente de acéo do
cloroacetaldeido (ZAMLAUSKI et alii, 1994) e cistite

hemorradgica estéril causada pela acroleina (WAGNER, 1994).



9 - CISTITE HEMORRAGICA

2.1 - CONSIDERACOES GERAIS

Os paclentes que receberam ou estdo em uso de CFS ou
IFS podem apresentar uma emergéncia uroldgica com risco para
a vida - a cistite hemorragica (CH).

CFS foi introduzida como agente antitumoral em 1958
(COX, 1979) e desde que seu uso clinico comecou a ser
revisto, J& no final da década de 50 e no principio da de
60, ficou claro que CH era causa importante de morbidade
(BETTHELL et alii, 1960; HOST & NISSEN-MELYER, 1960). Nas
duas ultimas décadas, a incidéncia de CH induzida por CFS
tem sido estimada em torno de 68% (FOAD et alii, 1976) e en
estudo retrospectivo mais recente héd relato de que 78% dos
pacientes revistos desenvolveram CH apds receberem CFS
(STILLWELL & BENSON, 1988; GRINBERG-FUNES et alii, 1990).

Quanto a IFS, essa é malis urotdxica que CFS (BRADE,
HERDRICH & VARINI, 1985). Em modelos pré-clinicos e logo
apds sua instituicdo na clinica, ficou claro que para o
tratamento de algumas neoplasias malignas, Como, por
exemplo, o carcinoma de pegquenas células do pulmdo e o0s
sarcomas de partes moles, IFS era malis efetiva que CFS
(BRADE et alii, 1985; GOLDIN, 1982; BRAMWELL et alii, 1987).

O agente tido como responsavel pelo desenvolvimento de
CH induzida por CFS e IFS é a acroleina (COX, 1979; BROCK et
alii, 1979; KOLB et alii, 1994; WAGNER, 1994). As seguintes
informacdes sugerem a afirmacido de que a acroleina que induz
CH é formada dentro da proépria bexiga por quebra da
aldofosfamida: (i) acroleina tem pequena meia vida bioldgica
por ser muito reativa, {(ii) quando libe:ada por metabolismo
de CFS e de IFS, é largamente excretada ha urina, como Aacido
3-hidroxipropilmercaptourico (COX, 1979).

Particularmente em relacdo a IFS, ha na literatura
sugestdo de que a urotoxicidade sequente ao seu uso possa
ser multifatorial em sua etiologia resultando ndo sé da acao

da acroleina, como também da acdo de 4-hidroxi-IFS e do



cloroacetaldeido (WAGNER et alii, 1981; COLVIN, 1982;
NORPOTH, 1976). A possibilidade de que 4-~hidroxi-IFS possa
contribuir diretamente com o0s efeitos urotdéxicos decorre da
observacdo de que sua concentracdo na urina é 50 vezes maior
do que sua concentracdo plasmatica (WAGNER et alii, 1981).
Quanto ao cloroacetaldeido, ele J4 tem sido associado a
lesdo tubular renal induzida por IFS (MONCRIEFF & FOOT,
1989; ZAMLAUSKI et alii, 1994).

0 guadro clinico da CH sequente ao uso de
oxazafosforinas inclui desde hemattria microscopica,
presente em pacientes assintomaticos, até episddios
recorrentes de Thematlria maciga associada a disuria,
hipertermia, dor supra-pubica, incontinéncia urinaria e
nictaria, essas Ultimas decorrentes da diminuicdc da
capacidade vesical por espasmo do musculo detrussor da
bexiga (STILLWELL & BENSON, 1988). O diagnéstico é sugerido
pelc quadro c¢linico, tendo sua confirmacldo pela cistoscopia,
seguida de bidpsia.

A macroscopia de bexigas com CH completamente
desenvolvida, observam-se hiperemia e edema acentuados,
areas de hemorragia puntiformes, erosdes e Ulceras, podendo
haver inclusive coagulos intravesicais. Pode ocorrer também
hemorragia ureteral se houver obstrucdo do coleo vesical
(THEMANN et alii, 1987). As alteracdes histopatoldgicas, a
microscopia Optica, compreendem  descamacio quase que
completa do urotélio, ulceras, edema submucoso severo e
infiltrado leucocitario, depdsito de fibrina e hemorragia
(STILLWELL & BENSON, 19888; GRAY et alii, 1986). Em casos
severos, o processo 1nflamatdédrio pode evoluir para necrose
de todas as camadas da parede, com perfuracgado vesical
secundaria (STILLWELL & BENSON, 1988). Observagées feitas a
microscopia eletrdnica, em Dbexigas de ratos com lesédo
induzida por CFS indicam que a agresséo primadria dos agentes
urotdxicos parece envolver inicialmente a membrana
citoplasmatica apical, sendo o complexo unitivo lesado
secundariamente (HICKS, 1966; LEESON, 1962; THEMANN et alii,



1987). Fol visto que as alteracdes que ocorrem nas células
superficiails incluem degeneracgdo hidrépica, com vacuolizagdo
de mitocdndrias, reorientacgcdo dos tonofilamentos apicais e
desintegracdo do citoplasma. O escape dos agentes nocivos
para © espa¢o intercelular das camadas mais profundas
decorre de ruptura de membrana nas células superficiais
(BROCK, POHL & STEKAR, 1981). O edema intercelular acentuado
e a coesdo celular reduzida devido a desintegracdo dos
desmossomas causa, durante as primeiras 6 horas apds a
administracdao de CFS, progressiva descamacdo das c¢élulas
epiteliais degeneradas resultando em exposicido da membrana
basal. O nucleo de mnuitas células epiteliais exibe
marginacdo da cromatina e pequenos granulos centrais, que
podem ser interpretados como sinais de lesdo do DNA
(FUKUSHIMA et alii, 1981). A membrana basal, por sua vez,
nas Areas desnudas, esté alterada e os capilares
subepitelials exibem alteragdes endoteliais mais severas do
que o0s situados sob membrana basal que ainda contem
urotélio. As alteracdes endoteliais envolvem tanto capilares
quanto vénulas, enquanto que o) endotélio arteriolar
encontra~se menos afetado. Telangiectasia ¢é vista mnuito
precocemente e edema submucoso acentuado desenvolve-se Ja a
partir da terceira hora apds a administracdo de CFS. Esse
edema tem como bases morfoldgicas o aparecimento de “gaps”
nas células interendoteliais, sempre acompanhados de reducdo
do sistema de microfilamentos (THEMANN et alii, 1987).

Ao longo dos anos, varios métodos, tanto de tratamento,
quanto de profilaxia da CH tém sido desenvolvidos e esses
variam de pouco invasivos a muito radicais. A prevencado &,
obviamente, o melhor tratamento, efetuada através da
manutengdo de uma diurese volumosa, a fim de diminuir as
concentragdes dos metabdlitos na bexiga e da correcgdo de
qualquer disturbio da coagulagdo (DROLLER, SARAL & SANTOS,
1982) . Atencdes tém se voltado no sentido de detoxificar a
acroleina com agentes tals como N-acetilcisteina e o 2-

mercaptoetanosulfonato sédico {(mesna) (BROCK et alii, 1981;
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BROCK & POHL, 1983; BLACKLOCK et alii, 1983; WAGNER, 19%94).
0 tratamento conservador, com culdado de assegurar uma
excelente diurese ¢é, com frequéncia, adequado depois que
ocorre CH. Pode ser necessaria a infusdo de hemoderivados. O
uso de cateteres uretrais para remover os metabdlitos e
deixar a bexiga em repouso ¢é controvertido, uma vez que
podem provocar espasmo e impedir a eliminacgdo de coagulos
(FRAISER, KANEKAL & KEHRER, 1991). E também indicada a
irrigacdo vesical com solucdo de formol a 0.37% ou 0.74%
durante 10 minutos, por sustar em cerca de 85% dos casos o
sangramento (KLEIN et alii, 1984). Pode ser necessaria a
ligadura das artérias hipogédstricas com derivacdo ureteral
e, em casos extremos, a cistectomia, se a formalina néo

conseguir controlar a hemorragia (ELIAS et alii, 1990).

2.2 - MESHNA

As informag¢des disponiveils sobre a reatividade quimica
dos metabdlitos urotdéxicos das oxazafosforinas conduziu ao
estudo dos tio compostos como agentes detoxificantes
regionais (BROCK et alii, 1984). O grupo sulfidrila dos
tidis serve Como pares nucleofilicos que s8o
preferencialmente algquilados (CONNORS, 1966). Apenas poucos
dentre os tio- compostos testados sdo eliminados por via
renal em tempo suficientemente rapido para detoxificar os
metabdlitos téxicos das oxazafosforinas presentes na urina
e, dentre esses, o0 mesna ocupa um lugar especial, pPor ser um
exemplo de agente uroprotetor de sucesso. A administracéo
sistémica de mesna resulta em detoxificacdo regional do
trato urinario (ELIAS et alii, 1990; SCHEULEN et alii,
1983) . Comparagdo entre a eficacia da acetilcisteina e do
mesna como agentes uroprotetores revelou que mesna oferece
melhor protecdo urotelial e ¢é melhor tolerado que a
acetilcisteina (MUNSHI et alii, 1992). Resultados obtidos em
trabalhos experimentais e em estudos clinicos tém indicado

que nido ha efeito sobre a eficacia citostatica das
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oxazafosforinas (MILLAR et alii, 1983; ARAUJO & TESSLER,
1983). A eliminacdo relativamente réapida do mesna na urina,
comparada com & eliminacdo urindria  prolongada dos
metabdlitos das oxazafosforinas {GOREN, 1991) impde
administracdes zrepetidas do mesna, a serem dadas em
intervalos de 4 horas por, no ninimo, 8 horas apds a
administracdo de oxazafosforinas.

A interacdo entre a acroleina e o mesna, resultando em

um composto inativo, ocorre do seguinte modo (WAGNER, 1994):

CH,=CH-CHO + SH-CH,CH,S0;~ Na’ ¥  OHC-CH,CH,S~
CHZCH2 SOg~ Na‘*

Mesna €& um tiecl mnmuito polar e em virtude dessa
polaridade, ele ndo atravessa passivamente as membranas
lipidicas soluveis, ndo penetrando, portanto, em mnmuitas
células, com excecdo das tubulares renais e das intestinais
(SHAW, 1987). Essa polaridade pode muito bem explicar porque
ele ndo interfere com a eficédcia citostatica dos metabdlitos
ativos da CFS e IFS,.

Mesna, portanto, & indicado para prevenir a ocorréncia

de CH, n&do sendo util quando a lesdo j& estd estabelecida.

3 - INFLAMACAO AGUDA

A inflamacdo aguda é uma resposta imediata e precoce ao
agente lesivo, na qual os fendmenos vasculares desempenhan
um papel malor. Ela tem, portanto, trés componentes: (i)
alteracdes no calibre wvascular, que levam a um aumento no
fluxo sanguineo, (ii) alteracdes. estruturais na
microvasculatura, que permitem que as proteinas plasmaticas
e 0s leucdcitos deixem a circulagdo e (iii) migracdo dos
leucécitos da microcirculacdo com subsequente acumulo no

foco lesado (WEISSMAN, 1992).
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3.1 - EVENTOS VASCULARES

As alteracgdes no calibre e fluxo vascular comegam muito
cedo apbds o estimulo lesivo e se desenvolvem com velocidade
variada na dependencia da severidade da lesdo. Apds uma
vasoconstricgdo arteriolar inconstante e transitéria que
dura poucos segundos, ocorre vasodilatacdo. Esta envolve
primeiro arteriolas, resulta na abertura de novos leitos
capilares e € seguida de estase. A medida que a estase se
desenvolve, o0s leucdcitos, principalmente os neutrdfilos,
comecam a sSe dispor na periferia do wvaso ao longo do
endotélio, um processo denominado marginacdo neutrofilica.
Eles, entdo, aderem ao endotélio, primeiro transitoriamente
(rolling), depois mails avidamente e, em seguida migram
através da parede vascular para o intersticio (SPRINGER,
1994) .

As condigbes normais de permeabilidade do leito
microvascular sdo dependentes de um endotélio intacto e, na
inflama¢do aguda, podem ser citados pelo menos quatro
mecanismos que contribuem para o aumento da permeabilidade:
(1) contracéo das células endoteliais levando & formacdo de
“gaps” intercelulares (MAJNO, 1992); (ii) reorganizacdo do
citoesqueleto endotelial e alteracdes no complexo unitivo
levando & retracdo endotelial (BRETT et alii, 1989); (iii)
lesdo endotelial direta, resultando em descamacdo e necrose
da célula e (iv) lesdo endotelial mediada por leucdcitos
que, quando ativados, liberam enzimas protecliticas e

radicails téxicos do oxigénio (McEVER, 1992).

3.2~ EVENTOS CELULARES

Nos estédgios iniciais da maioria dos processos
inflamatérios agudos, a célula leucocitéiia que predomina no
sitio da les&o é o neutréfilo. A sequéncia de eventos na
jornada dos leucécitos da luz para o intersticio compreende
as  seguintes etapas: na luz hé& marginacéo, rolling

(deslizamento) e adesdo. Em seguida, as células migram
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através do endotélio e, uma vez no intersticio, migram em
direcdo a um estimulo quimiotaxico.

A adesdo e a migracdo na parede vwvascular séo
determinadas pela ligacéao de moléculas de adesédo
complementares presentes nos leucdcitos, a superficie
endotelial. Os receptores de adesdo envolvidos pertencem a

trés familias moleculares que sdo as selectinas, as

imunoglobulinas e as integrinas {(SPRINGER, 1994), As
selectinas sdo compostas por E-selectina (ELAM~1:
Endothelial leucocyte adhesion molecule~1), que é encontrada

somente no endotélio e expressa apds ativagdo com LPS, TNF
ou IL-1; P-selectina, também chamada GMP 140, presente no
endotélio apds ativacgdo com trombina, histamina e substéncia
P, e em plaquetas; e L-selectina, também chamada LAM~-1,
expressa constitutivamente ©por todos os leucdcitos e
desaparecendo destes logo que se 1inicia a firme adesdo ao
endotélio (MACKAY et alii, 1993). As moléculas da familia
das imunoglobulinas incluem ICAM-1 (Intercellular adhesion
molecule 1) e VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule 1).

Ambas interagem com as integrinas, S&0 exXpressas no
endotélio e podem ser induzidas por IFN-y, IL-1, TNF e LPS
(MCEVER, 1992). As integrinas participam da interacgdo do

neutréfilo com o endotélio e sdo divididas em trés
subfamilias principais: B, B. e Bs, sendo as . exclusivas
dos leucédcitos e desmpenhando papel importante na sua
interacédo com o endotélio (McEVER, 1992).

Com base nos estudos sobre as mwmoléculas de adesdo,
postula-se atualmente que, por ocasido da adesdo e migragdo
dos leucécitos, primeiro héa uma adesao rapida e
relativamente frouxa, que contribui para o Mrolling”,
envolvendo principalmente as P~ e L-selectinas de ocorréncia
natural e, no endotélio, as E-selectinas induzidas por
citocinas; os leucécitos sdo entdo ativados por agentes
produzidos pelo endotélio ou oriundos do sitio da lesdo, o

que aumenta a avidez de suas integrinas, possibilitando

ligagdo mais estavel ao endotélio, sobretudo via B,
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integrina, com subsequente migracdo através da parede
vascular (BUTCHER, 1991). Depois de atravessar as Jjuncdes
endoteliais, os leucdbcitos s&o transitoriamente retardados
na sua Jornada, pela membrana basal, mas perfuram-na,
provavelmente através da secrec¢do de colagenase, que degrada
a membrana basal (BUTCHER, 1991). Em seguida, eles migram
para o sitio da lesdo sob a influéncia de agentes

quimiotaxicos.

3.3 - MEDIADORES QUIMICOS

Os mediadores quimicos da inflamacdo s&o substancias
que contribuem para a ocorréncia dos eventos vasculares e da
exsudacdo leucocitéria anteriormente descritos. A histamina
e a serotonina, por exemplo, sdo mediadores que determinam
vasodilatagdo e aumento de permeabilidade vascular
imediata, causando contracao endotelial venular e
alargamento nas jungdes interendoteliais. Histamina atua na
microcirculacdo principalmente via receptores H;, é estocada
pré~-formada em grédnulos citoplasmdticos dos mastdcitos,
bas6filos e plaquetas e liberada em resposta a vVvarios
estimulos, tais como: reacdes imunes envolvendo a ligacdo de
anticorpos aos mastdcitos: fragmentos do complemento
denominados anafilatoxinas (C3a e Cba); e citocinas (IL-1 e
IL-8) (SERAFIN & AUSTEN, 1987).

Fatores derivados do complemento estdo relacionados a
uma variedade de fendémenos na inflamacdo aguda, sendo que C3
e C5 sdo, dentre os componentes do complemento, considerados
08 mediadores mails importantes. C3a, e Cba aumentam a
Permeabilidade vascular e causam vasbdilatagéo, nédo s6
através da liberacdo de histamina dos mastdcitos, como
também através da ativacdo dos neutrdfilos, possivelmente
por inducdo da liberacdo de PAF dos neutrdéfilos (BRAQUET et
alii, 1987). Cba ¢é um poderoso agente quimiotaxico para

neutréfilos, mondcitos e eosindéfilos, aumenta a adesdo dos
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leucdcitos ao endotélio através da ativacldo dos leucdcitos e
aumenta a avidez das integrinas de superficie ao endotélio
(SPRINGER, 1994).

0 acido araquiddnico (AA), um acido graxo
poliinsaturado, €& liberado dos fosfolipidios da membrana
celular em virtude de ativacdo de fosfolipases celulares por
estimulos inflamatdrios ou por outros mediadores quimicos,
tais como Cbha (LEWIS, AUSTEN & SOBERMAN, 1990) . 0
metabolismo do AA prossegue ao longo de uma de duas
principais wvias, cujo nome é o das enzimas que iniciam as
reacdes. Ha, portanto, a via das ciclooxigenases e a via das
lipoxigenases.,

A via das ciclooxigenases leva, de inicio, a formacdo
de prostaglandina G; (PGG;) que é convertida em PGH,. PGH, é

precursora dos produtos finais biologicamente ativos da via

das ciclooxigenases, quais sejam: PGE,, PGD;, PGF,,, PGI;
(prostaciclina) e tromboxano (TXA;). Cada um desses produtos
¢ derivado de PGH, por acdo de- uma enzima especifica. As
plaquetas contém tromboxano-sintetase, sendo, portanto, o
TXA, o principal produto da PGH; nessas células. TXA, & um
poderoso agregador plaquetdrio e vasoconstritor. O endotélio
possul prostaciclina-sintetase, que leva a formacdo de PGI,,
sendo esta vasodilatadora e potente inibidora da agregacéo
plagquetaria. PGD; é o principal metabdlito ‘dessa via nos
mastdcitos; juntamente com PGE, e PGF,, causa vasodilatacdo e
potencializa a formacdoc de edema (SPRINGER, 1994).

A 5-lipoxigenase, uma das enzimas responsaveis pelo
metabolismo do AA na via da lipoxigenase, é predominante em
neutrdéfilos. Seu derivado inicial, o 5~hidroperoxi de AR (5~
HEPTE), ou é reduzido para 5-HETE, que ¢é quimiotaxico para
neutrdéfilos, ou é convertido em leucofrienos, O primeiro
leucotrieno gerado é o leucotrieno A; (LTA;), que origina o
LTB; ou o LTC,. O LTC; é convertido em LTD,, gue por sua vez
¢ convertido em LTE,. O LTB; , que & um potente agente
quimiotdxico, promove a adesido de leucdcitos ao endotélio

venular, estimula também a liberacdo de enzimas lisossomiais
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e aumenta a producgdc de espécies reativas de 02 dos
neutr6filos humanos. LTCy;, LTDy e LTE; causam vascconstricao,
broncoespasmo e aumento da permeabilidade wvascular. Os
neutrdéfilos também produzem triidroximetabdlitos do AA
denominados lipoxinas, dque possuem potentes efeitos prod-
inflamatbérios. No entanto, seu papel “in vivo” ainda néo
parece claro (LEWIS, AUSTEN & SOBERMAN, 1990).

0 fator ativador de plaquetas (PAF) é produzido por uma
variedade de tipos celulares, incluindo bas6éfilos,
neutrdéfilos, mondcitos e células endoteliais. Sua estrutura
quimica & o acetil-glicerol-éter-fosfocolina, sintetizado a
partir de fosfolipidios de membrana por ativagdo da
fosfolipase A;. Atua diretamente nas c¢élulas alvo, vwvia
receptores especificos, promovendo o aumento da adesdo
leucocitaria ao endotélio e a sintese de outros mediadores,
particularmente elicosandides. PAF, em concentragdes
extremamente baixas, induz vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular com uma poténcia de 100 a 10.000
vezes malilor do que a histamina (BRAQUET et alii, 1987).

O oxido nitrico (NO) fol por um longo periodo de tempo
considerado apenas um gas téxico de péssima reputacdo:
destruidor da camada de ozdnio,precursor da chuva Aacida,
além de ser um carcindgeno potencial. A estrutura de radical
livre dessa molécula a torna altamente reativa e 1abil, com
uma meia-vida em torno de 5 a 10 segundos (STAMLER et alii,
1992). Nos ultimos oito anos, entretanto, uma série de
evidéncias tém apontado o NO como um mediador endbégeno
envolvido em funcgdes importantes no cérebro, artérias,
Sistema imune, figado, pulmdo e outras partes do corpo
(STAMLER et alii, 1992).

A biossintese do NO a partir da L-arginina é hoje
considerada uma via de regulacdo de fungdes celulares e da
comunicacdo intercelular. Em todos os tipos celulares
estudados, o NO é gerado apds a oxidacdo e clivagem do grupo -
amino terminal da L-arginina por uma enzima, a NO-sintase
(MONCADA, PALMER & HIGGS, 1991). Pelo menos dois tipos de
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NO-sintase foram identificados. A enzima encontrada no
endotélio e cérebro é constitutiva, Cat++-dependente e libera
quantidades picomolares de NO por curtos periodos de tempo,
seguindo-se & estimulacdo de receptores. Em contraste, a
enzima encontrada em macrdfagos é induzida por estimulos
tipo LPS e citocinas, é calcio-independente e libera NO em
concentracdes nanomolares e por periodos de Lempo
prolongados (ASSREUY et alii, 1993).

0O NO produzido pela enzima constitutiva modula varias
fungbdes tais como tdédnus vascular e neurotransmissdo no
sistema nervoso central, via ativacdo de guanilato ciclase
soluvel. A produgdo de NO pela enzima induzida tem sido
identificada como o principal mecanismo de agdo citostatico
e cltotdéxico de macrbdbfagos ativados (HIBBS, 1990). Essa
enzima é regulada de maneira importante por citocinas, gquais
sejam TNF-o, IL-1, IL-6 e IFN-y (MONCADA, 1994),

Estudos recentes demonstraram gque o NO participa de
diversos eventos da resposta inflamatédéria aguda:controle do
fluxo arterial através do relaxamento da microvasculatura
(PERSON et alii, 1990; FORTES et alii, 1990), inibicédo da
adesdo e agragagdo plaquetédria “in vitro” (SNEDDON & VANE,
1988) e MYin vwvivo” (MAY et alii, 1991),controle da
permeabilidade vascular induzida por diversos estimulos como
PAF e bradicinina, controle da migracdo de neutrdfilos
(MONCADA, 1992; TAVARES-MURTA et alii,1994) e da dozx
inflamatéria (FERREIRA, DUARTE & LORENZETTI, 1991).

A conversdo de L-arginina em NO é especifica, uma vez
que andlogos, inclusive D-enatidmeros, naéo sdo substratos
para a NO-sintase. Dessa maneira, comegou-se a desenvolver
inibidores da sintese de NO, sendo o primeiro deles o L~N-
monometil arginina (L-NMMA) (HIBBS et aiii, 1967). A partir
dail, outros andlogos da L-arginina foram descritos como
inibidores da sintese de NO, dentre eles o N-nitro-L-
arginina (L-NOarg), o N-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME) e o N-iminoetil-L-ornitina (L-NIO) (REES et alii,
1990) .



18

3.4 - CITOCINAS E A RESPOSTA INFLAMATORIA

Citocinas sdo polipeptideos envolvidos em varios
eventos da resposta inflamatdédria e J& héd muito conhecidas
por seu papel na imunorregulagdo e hematopoese (ARAI et alii,
1990) . Inicialmente, pensou—-se gque as citocinas eram
especificas nas suas fungdes. No entanto, tem sido visto que
muitas das citocinas sdo mnultifuncionais e mais de uma
citocina age sobre as mesmas células-alvo e mediam funcgdes
similares. Além disso, tem sido demonstrado que essas
citocinas sao produzidas nao apenas por células
imunocompetentes, mas também por varios outros tecidos e
células, tais como fibroblastos, ceratindécitos epidérmicos,
células endoteliais, células do estroma da medula Ossea e
astrocitos (AKIRA et alii,1990).

No contexto da resposta inflamatdria, ocupam um papel

de destaque o fator de necrose tumoral (TNF-o) , a
interleucina 1 (IL-1), a interleucina 6 (IL-6) e a

interleucina 8 (IL-8).

O TINF-a €& o principal mediador da resposta do
hospedeiroc a Dbactérias gram-negativas e pode  também
desempenhar papel importante em resposta a outros agentes
infecciosos (ABBAS, LICHTMAN & POBER, 1994).

INF-a fol originalmente identificado como um mediador
de necrose tumoral presente no soro de animais tratados com
LPS. Em baixas concentracdes, LPS estimula as fungdes dos
fagécitos mononucleares e age como um ativador policlonal de
células B, respostas do hospedeiro que contribuem para a
eliminacao de bactérias invasoras. Contudo, altas
concentracgdes de LPS causam lesdes tissulares, coagulacédo
intravascular disseminada (CID), e choque, sempre resultando

em morte( FONG & LOWRY, 1990).

A principal fonte <celular de TINF-ao é o fagdcito
mononuclear estimulado por LPS, muito embora células T

estimuladas por antigeno, células NK ativadas, e mastdcitos

ativados também possam secretar essa proteina. IFN-v,
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produzido por células T, aumenta a sintese de TNF-o por
fagdébcitos mononucleares estimulados por LPS. Desse modo,
TNF-o € um mediador tanto da imunidade natural como da
adquirida e um importante elo de ligagdo entre a resposta
imune especifica e a inflamacdo aguda (TRACEY & CERAMI,
1994). Monodcitos e macrofagos produzem TNF~-o apds serem
estinulados também com: IL-1, GN-CSF, o préprio TNF-q,
enterotoxinas, fator corda de micobactérias, virus,
antigenos fungicos ou parasitarios e Cb5a (BEUTLER & CERAMI,
1988). Nos fagdcitos mononucleares, TNF-o é inicialmente
sintetizado como uma proteina transmembrana ndo glicosilada
de aproximadamente 25 kD. O TNF-a ativo assume uma forma
piramidal triangular de tal modo que, cada lado da pirémide
é formado por uma subunidade monomérica diferente. Os sitios
de ligacdc a receptores estdo situados na base da piramide,
permitindo ligacdo simulténea a mails de um receptor (TRACEY
& CERAMI, 1994).

As acgdes do TNF-a sédo iniciadas através da ligacgdo do
trimero soluvel a receptores de superficie celular. Existen
dois receptores distintos para o TINF-a: de 55 e 75kD,
respectivamente, cada um codificado por um gene diferente. A

afinidade do TNF-a por seus receptores ¢é excepcionalmente

baixa para uma citocina. No entanto, TNF-o ¢é sintetizado em
grandes quantidades e pode facilmente saturar seus
receptores. Receptores para o TNF-a estdao presentes em
quase todos os tipos celulares examinados. Células ativadas
liberam seus receptores para o TNF-o; tais receptores
soluveis podem agir como inibidores competitivos dos
receptores de superficie celular (ADERKA et alii, 1991).

As agdes Dbioldgicas do TNF-a sdo divididas em
enddécrinas ou sistémicas, paracrinas ou tecido-especificas e
autdécrinas. Como exemplos das agdes paracrinas ou tecido-
especificas do TNF-a, as mais estudas sdo aquelas

relacionadas a sua participacdo na mediacdo de varios dos
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eventos que ocorrem nos processos 1nflamatdérios agudos e
crénicos, entre as quais, destacam-se: ativacgdo de
neutréfilos, com consequente degranulacgdo, produgdo de
intermedidrios reativos de oxigénio, aumento de citoxidade
para certos patdgenos e aumento de atividade fagocitica
(KLEBANOFF et alii, 1986; TSUJIMOTO et alii, 1986) ;
quimiotaxia de neutrdédéfilos e de mondcitos; aumento da adesdo
de neutdéfilos ao endotélio; estimulacdo da producdo de
prostaglandina E; e de colagenase por células sinoviais e
condrocitos; proliferacédo de fibroblastos; aumento da
reabsorcdo Ossea por osteoclastos e diminuicdo da sintese
b6ssea por osteoblastos; inducdo de proteinas de fase aguda
no figado; producdo de IL-1, IL-6, do prdoéprio TNF e IL-8 por
células endoteliais e por macrofagos; producdo de GM-CSF e
G-CSF por células endoteliais(BEUTLER & CERAMI, 1988;
LARRICK & KUNKEL, 1988). Varios dos efeitos descritos acima
podem se dar por estimulacgdo direta sobre as células ou
tecidos—alvo. Entretanto, o TNF-oa pode exercer alguns desses
efeitos indiretamente, iniciando uma intensa resposta
inflamatéria, com participacgéo de outros mediadores
secundarios, como leucotrienos e PAF, além de uma série de
outras citocinas pré~inflamatdrias (BEUTLER & CERAMI, 1988).
As principais acgdes sistémicas do TINF-a sdo as
seguintes: (i) TNF-a é um pirdgeno enddbgeno que age nas
células em regides regulatdérias hipotalédmicas para produzir
febre. Ele divide essa propriedade com IL-1, e ambas as
citocinas s&o encontradas no soro de animais ou pessoas
expostas a LPS, que funciona como um pirdgeno exdgeno.
Produgdo de febre em resposta a TNF-oo ou IL-1 é mediada
Por aumento na sintese de prostaglandinas pelas células
hipotalamicas estimuladas por citocinas (TRACEY & CERAMI,
1994; DINARELLO & WOLFF, 1993). Inibidores da sintese de
Prostaglandinas, como a aspirina por exemplo, reduz a febre
bloqueando essa acdo do TNF-a ou IL-1. (ii) TNF-o age sobre

0s fagbdbcitos mononucleares e células endoteliais estimulando
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a secrecdo de IL-1 e IL-6. Esse & um exemplo de uma cascata
de citocinas que dividem muitas atividades bioldégicas. (iii)
TNE-0 age sobre os hepatdcitos aumentando a sintese de
determinadas proteinas séricas, tais como o amildide A
sérico (TRACEY, 1991). O espectro de proteinas produzidas
pelos hepatécitos e induzidas por TNF-o & i1déntico ao
induzido por IL-1 mas difere do induzido por IL-6 (ARAI et
alii, 1990). A combinacgdo de proteinas plasmaticas derivadas
dos hepatdcitos e induzidas por TNF-a ou IL-1 somadas as

induzidas por IL-6 constituli a resposta da fase aguda a

estimulo inflamatério. (iv) TNF-q ativa o sistema de
coagulagdo, alterando o equilibrio entre a atividade pré-

coagulante e anti-coagulante do endotélio wvascular. (v) TNF-
o suprime as divisdes da célula fonte da medula O6ssea.

Administragdo crénica de TNF-a pode levar a linfopenia e
imunodeficiéncia. (vi) Administragéo sistémica prolongada de
TNF-a a animais experimentais causa as alteracoes
metabbélicas da caquexia (TRACEY, 1992).

Muito embora IL-1 tenha sido descoberta como uma co-
estimuladora da ativacdo de células T, agora estd claro que
sua principal funcdo, semelhante ao que ocorre com TNF, é
atuar como um mediador da resposta inflamatdéria na imunidade
natural (DINARELLO & WOLFF, 1993).

Entre os varios tipos celulares capazes de sintetisar e
liberar moléculas de IL-1, sdo citados: macrofagos,
ceratindcitos, células endoteliais, células T, células B,
astrécitos, micréglia e fibroblastos (AKIRA et alii, 1990).

Varias substéncias séo capazes de induzir a producédo de
IL-1 em monécitos e macrofédgos, tais como fatores exdgenos
como as endotdxinas, exotdxinas, hemaglutininas de virus,
protozoarios (DURUM & OPPENHEIM, 1989) e substancias

endégenas como C5a, fator estimulador de coldnia-1 (CSF-1),
INF-a, a proépria IL-1 (AKIRA et alii, 1990), além de

opidides endoégenos como a P-endorfina (APTE, DURUM &

OPPENHEIM, 1990).
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Purificacédo bioquimica de IL-1 secretada por fagdcitos
momonucleares revelou que a atividade Dbioldgica dessa
citocina residia em dois grandes polipeptideos, cada um com
cerca de 17kD mas com pontos isoelétricos distintos (ARAI et

alii, 1990). Sabe-se atualmente que essas duas formas,

denominadas IL-lc e IL-1B, sdo produtos de dois genes
diferentes. Elas apresentam menos de 30% de homologia
estrutural, mas ambas ligam-se aos mesmos receptores de
superficie celular e suas atividades Dbioldgicas sé&o
essencialmente idénticas. As moléculas de IL-1 s&do também
estruturalmente relacionadas as varias formas do fator de
crescimento fibrobléastico. Ambos os polipeptideos de IL-1
sdo sintetizados na forma precursora com cerca de 33kD que

sdo proteoliticamente clivados para gerar proteinas maduras
com 17kD. A forma ©precursora de IL-laa com 33kD ¢

biologicamente ativa, mas IL-1B precisa ser processada a
forma com 17 kD antes que possa exercer efeitos bioldgicos.
Uma protease IL-1 especifica tem sido identificada em
fagbcitos momonucleares e é responsavel por grande parte da
conversdo de IL-1B a sua forma ativa (WOOD, 1994).

As atividades Dbioldégicas da IL-1 s&o multiplas e
diversificadas tanto no que diz respeito ao tipo de efeito,
como em relagdo ao sitio celular envolvido (DINARELLO &
WOLF, 1993). Entre estes sitios celulares destacam~-se o0s
envolvidos no processo inflamatério, tais como: neutréfilos,
fibroblastos, células endoteliais, hepatdcitos e
osteoclastos, bem como os participantes da resposta imune:
linfécitos T, linfécitos B e macrofagos (MIZEL, 1989).

IL-1 induz febre, como o resultado de sua acgdo direta
sobre o centro termorregulador hipotaldmico, mediada por
aumento de sintese e liberacgdo de prostaglandinas E;;

aumenta a sintese e secrecdo de proteinas de fase aguda
(ceruloplasmina, haptoglobulina, g-2-macroglobulina,

amiloéide A e P, proteina C reativa) pelos hepatédcitos;

Promove o acumulo de neutréfilos nos sitios de inflamacgéo,
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através do aumento da expressdo de moléculas ICAM-1; causa

edema; induz secrecgdo de outras citocinas como TNF-o, IL-6 e
11-8; estimula a proliferacdo de fibroblastos, a reabsorcédo
bssea, a sintese de colagenase e ¢ crescimento e
diferenciacdo de células T e B (DINARELLO, 1988; DINARELLO &
WOLLF, 1993; MIZEL,1989; AKIRA et alii, 1990).

IL-1 é a unica citocina para qual inibidores de
ocorréncia natural tém sido descritos. Esses s&do produzidos
por fagbécitos momonucleares, sendo estruturalmente homdlogos
a IL-1 e portanto ligando-se a receptores para IL-1, contudo
sdo biologicamente inativos, de tal modo que funcionam como
inibidores competitivos para IL-1 (ABBAS, LICHTMAN & POBER,
1994) .

A IL-6 ¢é wuma citocina de aproximadamente 26 kD
produzida por uma grande variedade de células incluindo
macrofagos, células T e B, ceratinocitos, células
endoteliais, <fibroblastos, astrécitos, células mesangiais,
células do estroma da medula Ossea e por inUmeros tipos de
células tumorais. Com excecdo das 'células tumorais que
constitutivamente produzen IL~-6, células normais néo

produzem IL-6 sem a presenca de estimulos apropriados, quais

sejam: IL-1, TNF-o, fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento da epiderme (EGF),
fatores estimuladores de coldénias (CSF), IL-2, IL-4 e a
propria IL-6 (MIZEL, 1989; SEHGAL, 1990).

No que diz respeito as atividades bioldgicas, IL-6
induz a diferenciacdo de células B, a diferenciacdo e
ativagdo de células T, o crescimento de células fonte
hematopoéticas, a maturacgéo de mnegacaridcitos, a
diferenciagdo de célula neural e a proliferacdo de
mesangio., A IL-6 ¢é talvez o mails importante mediador na
Tesposta de fase aguda desencadeada pelos hepatédcitos. Tem
sido demonstrado que a injecdo de IL-6 em ratos, induz uma
tipica reagdo de fase aguda com rapida expressdo de RNAs-m

bara varias proteinas de fase aguda (AKIRA et alii, 1990).

Como a administracdo in vivo de IL-1 e TNF-a pode induzir a
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produgdo de IL-6, tem sido proposto que, pelo menos em
parte, OS efeitos dessas duas citocinas na inducdo de
proteinas de fase aguda podem ser mediados via liberacdo de
TL~6 (AKIRA, et alii, 1990).

IL-8 foil identificada com base em dois efeitos
biolégicos sobre neutrédfilos humanos, que sdo a quimiotaxia
e a liberacdo das enzimas dos granulos dos neutréfilos
(SCHRODER et alii, 1987). A quimiotaxia é seletiva para os
neutrdfilos, uma vez que mnmondcitos e eosindfilos ndo
respondem (YOSHIMURA, MATSUSHIMA & TANAKA, 1987). Essa
citocina foil, portanto, extensamente estudada por seus
efeitos sobre neutrdfilos e fol comparada com quimiotaxinas
j& bem conhecidas, tais como CSa (FERNANDEZ et alii, 1978),
FMLP, PAF e leucotrieno B4 (BAGGIOLINI, DEWALD, THELEN,
1988), o0s quais elicitam um padrdo caracteristico de
respostas biloldgicas incluindo ativacdo da motilidade,
exocitose e burst respiratdrio.

Produzem e secretam IL-8 ndo sé mondcitos e macrofagos,
mas também células endoteliais, linfécitos T e fibroblastos.
Linhagens de hepatdcitos humanos sdo também capazes de

expressar RNAm e atividade bioldgica para IL-8, em resposta

a mediadores inflamatdérios tais como IL-1la, IL-1B e TNF-a
(THORNTON et alii, 1990). IL-8 tem sido dimplicada, por
diversos pesquisadores Como importante mediador pro-
inflamatério. Nesse sentido, tem sido detectada em exsudatos
inflamatérios (FINCHAM et alii, 1988) e parece desencadear
eventos inflamatdérios tais como hiperalgesia (CUNHA et alii,
1991y, febre (ZAMPRONIO et alii, 1991), liberacdo de
histamina, degranulacdo de neutré6filos, ativacdo do burst
respiratério, quimiotaxia de neutr6filos (SCHRODER et alii,
1987) e, ainda, migracdo de neutréfilos in vivo, em pele de
coelhos (COLDITZ et alii, 1989) e em cavidades peritoneais

de ratos (RIBEIRO et alii, 1991).
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Produzem e secretam IL-8 ndo sd mondcitos e macrofagos,
mas também células endoteliais, linfdécitos T e fibroblastos.
Linhagens de hepatbécitos humanos s&o também capazes de
expressar RNAm e atividade bioldgica para IL-8, em resposta
a mediadores inflamatérios tais como IL-la, IL-1B e INF-a
(THORNTON et alii, 1990). IL-8 tem sido implicada, por
diversos pesquisadores Como importante mediador pré-
inflamatério. Nesse sentido, tem sido detectada em exsudatos
inflamatérios (FINCHAM et alii, 1988) e parece desencadear
eventos inflamatdédrios tais como hiperalgesia (CUNHA et alii,
1991), febre (ZAMPRONIO et alii, 1991), 1liberacédo de
histamina, degranulacdo de neutrdfilos, ativacdo do burst
respiratério, quimiotaxia de neutréfilos (SCHRODER et alii,
1987) e, ainda, migracado de neutréfilos‘in vivo, em pele de
coelhos (COLDITZ et alii, 1989) e em cavidades peritoneais

de ratos (RIBEIRO et alii, 1991).
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expressar RNAm e atividade bioldgica para IL-8, em resposta

a mediadores inflamatérios tais como IL-la, IL-1f8 e TNF-o
(THORNTON et alii, 1990). IL-8 tem sido implicada, por
diversos pesquisadores como importante mediador pro-
inflamatdério. Nesse sentido, tem sido detectada em exsudatos
inflamatédrios (FINCHAM et alii, 1988) e parece desencadear
eventos inflamatdérios tais como hiperalgesia (CUNHA et alii,
1991), febre (ZAMPRONIO et alii, 1991), liberacédo de
histamina, degranulacdo de neutrdfilos, ativacdo do burst
respiratdério, quimiotaxia de neutrd6filos (SCHRODER et alii,
1987) e, ainda, migracédo de neutréfilosmin vivo, em pele de
coelhos (COLDITZ et alii, 1989) e em cavidades peritoneais
de ratos (RIBEIRO et alii, 1991).
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4 - O MODELO EXPERIMENTAL DE CISTITE HEMORRAGICA INDUZIDA
POR OXAZAFOSFORINAS

O modelo experimental de cistite hemorragica foi
idealizado por Phillips et alii (1961), tendo sido ben
caracterizada em bexigas de ratos a sequéncia de eventos
apds Unica administracdo (i.p.) de CFS (200 - 400 mg/kg). Os
animais que receberam 100 mg/kg desenvolveram cistite, néo
se observando mortalidade neste grupo, e o0 edema, hemorragia
e Ulceras eram vistos do primeiro ao gquarto dia, sendo que
também no quarte dia Ja havia sinais de regeneracgdo
incipiente.

O desenvolvimento de um modelo experimental padronizado
no rato tornou possivel estudar as origens da urotoxicidade
dos compostos oxazafosforinas e identificar os “carreadores”
desse severo efeito colateral (COX, 1979; ALARCON &
MEIENHOFER, 1971). Os “carreadores” dessa urotoxicidade sdo
as 4-hidroxioxazafosforinas, sendo a acroleina
espontaneamente formada a partir desses metabdlitos.

Ao longo do tempo, foram desenvolvidos trabalhos
experimentais tendo como base o modelo em ratos e a partir
desses trabalhos foram elaborados critérios histopatoldgicos
a fim de que, & microscopia O6ptica, cistite hemorrigica
pudesse ser diagnosticada (GRAY et alii, 1986). Estudos a
microscopia eletrdnica também foram efetuados, fato que
possibilitou a ampliacdo das informacdes Jjé& disponiveils
acerca das alteracgdes pelas quals passam as diversas camadas
do urotélio por acasido da agressdo pela acroleina,
resultando, em Ultima insténcia, em exposicdo da lamina
propria (THEMANN et alii, 1987).

Outros trabalhos desenvolvidos no modelo em ratos
tinham como objetivo bésico avaliar é protecdo vesical
exercida por determinados compostos. Seguindo essa
abordagem, ha relatos de que prostaglandinas podem ser
Uteis na profilaxia de CH induzida por CFS, particularmente
prostaglandina F2a (GRINBERG-FUNES et alii, 1990; KRANC et

alii, 1992). O regime profildtico através da adogdo do uso
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de diuréeticos acidificantes, uma vez gue reduzem a liberacdo
da acroleina, também foi recomendado (DROLLER et alii, 1982;
SLADEK et alii, 1982). Varias substancias tém sido estudadas
a fim de que sejam identificadas aquelas com acdo
detoxificante sobre os metabdélitos urotdxicos da CFS e IFS e
cuja acéo seja, mesmo apds administracéo sistémica,
limitada, tanto quanto possivel, aos rins e ao trato
urindrio eferente, tails como N-acetilcisteina (TOLLEY, 1977;
BROCK et alii, 1981), dissulfiram, e neste caso a CH foi
desenvolvida em camundongos (HACKER, NEWMAN & ERSHLER, 1982)
e mesna (2-mercaptoetanosulfonato sédico) (BROCK et alii,
1981) .

No que diz respeito aos mecanismos fisiopatogénicos
envolvidos na inflamagdo vesical sequente ao uso de CFS e
IFS, estes ainda n&o foram elucidados. Entretanto, a
reprodugdo do modelo de CH induzida por CFS em ratos
permitiu que fosse demonstrado o envolvimento do NO, PAF e
metabdlitos da ciclo e lipoxigenase na patogénese dessa
les&o (LIMA et alii, 1994) .,

Dado que a maioria dos anticorpos contra citocinas
disponiveis sdo especificos para material humano ou o séo
para camundongos, decidimos avaliar, nesse trabalho, a
possibilidade de provocar CH nestes animais a fim de dar
continuidade a investigacgdo dos mecanismos operativos na
cinética do processo inflamatdédrio vesical seqliente ao uso de

oxazafosforinas.

5 - OBJETIVOS

No que diz respeito & fisiopatogénese do processo
inflamatério vesical por uso de oxazafésforinas, até onde
pesquisamos, nada h& na literatura além do descrito
anteriormente. Tendo como perspectiva principal investigar a
possibilidade de que citocinas préo-inflamatdrias atuem nesse

processo, nossos objetivos foram os gue se seguem:
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1- Avaliar a exequibilidade de inducdo de CH por CFS e

por IFS em modelo murino.

2—- Tendo em vista validar o modelo, verificar se mesna,
um protetor do urotélio, previne a lesdo vesical induzida

por CFS e IFS em camundongos, tal como ocorre com sucesso na

clinica.

3- Utilizar o modelo para verificar se hé envolvimento
de citocinas tais como TNF-q, IL-1, IL-6 e 1IL-8 na
patogénese da lesdo, além de verificarmos também se, a

semelhanga do observado em ratos, héd participacdo de PAF e

NO no processo inflamatédrio.
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I - MATERIAIS E METODOS

1 ~ ANIMAIS

Foram usados camundongos Swiss, machos, pesando de 25 a
30 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceaid (UFC) e do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC.

Todos os animais foram mantidos em caixas apropriadas,
em numero maximo de seis, recebendo adgua e racdo balanceada

tipo purina “ad libitum”.

2 -~ APARELHOS E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

e Autoclave vertical PHOENIX;:

e Agitador modelo 4721-20 - Cole-Parmer;
® Balanca analitica modelo AE 240 - Mettler Instrument
Corporation;

e Beckers de 5, 10 e 50 ml (Pyrex);

e Centrifuga modelo 5415 - Brinkmann Instruments, Inc.
USA;

® Capela de fluxo laminar modelo NU - 425-400 - NUAIRE:
® Espectrofotbédmetro ( aus JENA - GERMANY DDR.);
e Grau e pistilo de porcelana;

e Histotécnico modelo 2A ~ Technicon Company - New
York, USA;

® Laminas e laminulas para microscopia;
® Material CirtGrgico: pincas, bisturi e tesouras;

e Micrétomo modelo 820 SPENCER - American Optical

Corporation;
e Microscépio éptico (aus JENA - GERMANY DDR) ;
® Medidor de pH micronal (pH - metro B374);
® Pipetas, micropipetas e ponteiras;

® Seringas de 1 e 3 ml e agulhas 29 G e 25 G;Tubos
Falcon (50 ml) de plastico;
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e Tubos de ensaio de vidro,capacidade de 10 ml (Pyrex);

e Tubo Capilar para microhematédcrito (Perfecta).

3 - DROGAS E DISSOLUCOES

a)Ciclofosfamida (ENDUXAN® - Abbott) - dissolvida em &gua
destilada.
b)Ifosfamida (HOLOXANE® - Asta Medica) - dissolvida em

dgua destilada.

c)Mesna (MITEXAN® - Labofarma) - diluido em Agua
destilada.

d) Soro de carneiro anti-TNF-¢ murino - diluido em salina a
0,9%.

e)Soro de carneiro anti-IL 1§ humano - diluido em salina
a 0,9%.

f)Soro de carneiro anti-IL 6 humano - diluido em salina
a 0,9%. :

g) Soro de carneiro anti-IL 8 humano - diluido em salina
a 0,9%.

Todos o0s soros foram gentilmente cedidos pelo Dr. T,
Meager e Dr. Steeve Poole, obtidos do National Institute
for Biological Standards and Control (NIBSC), Herts, U.K.,
através do Prof. Dr. Fernando Cunha do Departamento de
Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
USP~-SP.ghg

h) Dexametasona (DECADRONAL® - Prodrome) - dissolvida em

Agua destilada.

i)Pentoxifilina (TRENTAL® - Hoechst) - diluida em &agua
destilada.
j)Talidomida (Fundagdo Ezequiel Dias - FUNED - CEME) -

dissolvida em aAgua destilada.

k) Composto BN 52021 (Instituto Pasteur =~ Paris) -
liofilizado de 10 mg que foli adicionado ao diluente
especifico e, em seguida, rediluido em solucéao tampdo
(PBS) .
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1)L-nitro~arginina metil éster - L-NAME (Sigma Chemical Co.)

- disscolvida em agua destilada.

m)L-arginina (Sigma Chemical Co.) - dissolvida em A&gua
destilada.

n)D-arginina (Sigma Chemical Co.) - dissolvida em &gua
destilada.

o)Aldeido Férmico (Reagen) - dissolvido em &gua destilada,

com obtengdo de solucdo aquosa a 10% e, em seguida,
tamponado.

p) Formamida (Vetec).

4- SOLUCOES E CORANTES
a)Salina tamponada com fosfato (PBS)

Cloreto de sédio P.A. (Merck). . . . . « . . . . 8,00 ¢g
Cloreto de potéassio P.A. {(Merck) . . . . . . . 0,20 ¢g
Fosfato de sédio dibésico P.A. (Merck) . . . . . 1,15 g
Fosfato de s6dio monobasico P.A. (Merck) . . . . 0,20 g
Agua destilada g.S.D. + « o « v 4 ve o .. 1,001 ml

O pH foi elevado para 7,4 com NaOH O0,1M e a solucéo
autoclavada antes do uso.

b) Solucdo tampdo de aldeido fdormico

Formol a 40% . . . . . . . o e s e s 4 o .« . 100,00 ml
Fosfato de sé6dio monobéasico P.A. (Merck) .. . . . .4,0 g
Fosfato de sdédio dibésico P.A. (Merck) . .. . . . .6,5 g
Agua destilada g.S.P. . « « + « ¢ 40 o o + . . .900,0 ml
c)Azul de Evans
Azul de EVansS . . « o o s o o o o o o o o o & « . 2,59
Agua destilada. . . . . . +« « +« « « 4 « « . . . 100,0 ml
d) Hematoxilina de Harris
Hematoxilina . . . « .. & & « o« o o o « &« « « - - 0,54g
Alcool absoluto . . . . v « v 4o o 4 e 4 4 4 o . 25,0ml
AlUmen de potéssioc ou aménio . . .. . . . . . . . 10,0°g
Oxido vermelho de merctrio . . . ... .. . . . . . 0,25 ¢g

Agua destilada . . . . . . . +« « . « < o . . . .100,0 ml
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e) Eosina
Eosina Y (amarela hidrossoltvel) . . . . . . . . .0,5 g
Agua destilada . . . . . . . . . . .. . .« .+ . . 10,0 ml
Alcool a 95% . . . . . . . . . . . . . . < . . .90,0 ml
Acido acético . . . . . . . . .. . . .. . . . . .1 gota

5 - INDUCAO DE CISTITE HEMORRAGICA

Camundongos Swiss machos (25-30 ¢g) foram submetidos a
injecdo intraperitoneal de CFS ou IFS nas doses de 100, 200
e 400 mg/kg. Sacrificados, por deslocamento cervical, apds
6, 12, 24, 48 e 72 horas da administracdo da droga. Em
seguida, através de uma inciséo abdominal mediana,
realizamos cuidadosa disseccdo vesical, sendo as bexigas
seccionadas Jjunto ao colo e abertas, desprezando-se o
contetdo urinario.

Os resultados tém como base observagdes feitas sobre os
seguintes pardmetros: o peso vesical Umido, a permeabilidade
vascular vesical e a histopatologia das bexigas, efetuada

conforme descricdo que se segue.

5.1 - DETERMINACAO DO PESO VESICAL UMIDO
Apbs secgdo e abertura das bexigas, essas foram pesadas
e 0 peso umido vesical expresso em mg/20g de peso do animal,
visando, sobretudo a corregdo em funcdo da variacdo de peso

dos animais no grupo.

5.2 -~ DETERMINAQAO DA PERMEABILIDADE VASCULAR VESICAIL

A metodologia empregada para medir o aumento da
permeabilidade wvascular foli baseada naguela utilizada por
Garcia~Leme e Wilhelm (1975). Contudo, seguimos adaptacdes
feitas a fim de adequar o seu uso para o modelo da cistite
hemorrédgica (LIMA et alii, 1994).

Uma hora antes do sacrificio, os animals foram
submetidos a injecéo endovenosa, via plexo Venoso

retroorbitario, de uma solucgdo a 2.5% de Azul de Evans, na
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dose de 3,75 mg/kg de peso. Posteriormente, os animais foram
sacrificados e, no minimo seis animais por grupo, tiveram
suas bexigas retiradas, pesadas, conforme descrito
anteriormente, e imersas em 1,0 ml de formamida. Os tubos de
ensalo contendo formamida e as bexigas foram mantidos a
temperatura ambiente por um periodo de 24 horas. Em seguida,
procedemos a leitura da formamida tinta pelo azul de Evans
extraido dos tecidos vesicals, em espectrofotdmetro,

utilizando um comprimento de onda de 600 nm. Os dados
obtidos em absorbancia foram convertidos em micrograma (ug)
de azul de Evans através da utilizagdo de uma curva padrao
que resultou em uma funcdo matemédtica. Os resultados foram
dados em pg de azul de Evans/bexiga e expressos em média +

EPM.

5.3 - ANALISE HISTOPATOLOGICA
Bexigas de cinco animais de cada grupo, apds resseccio,
foram fixadas em formol a 10%, desidratadas, diafanizadas

em xi1lol e incluidas em parafina. Cortes com espessura de 5

um foram obtidos, corados pela técnica da hematoxilina-
eosina (HE) e analisados a microscopia dptica. As alteracgdes
histoldégicas foram enquadradas de acordo com os critérios

estabelecidos por Gray et alii (1986), que sdo os seguintes:

(0) - histologia normal - caracterizada por epitélio
urotelial normal, auséncia de infiltradeo inflamatdrio,
auséncia de Ulceras.

(1+)~ alteracdes discretas - caracterizadas por redugdo
no numero de células epiteliais urotelials em decorréncia de
descamacdo, apagamento das dobras de mucosa habituals emn
virtude do edema submucoso, hemdrragia discreta e poucas
ulceras.

(2+) - alteracbes intensas - caracterizadas por
exulceracdo da mucosa, multiplas ulceras, edema acentuado,

infiltrado inflamatdrio, depdsito de fibrina e hemorragia.
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& - AVALIAQ§Q DA CITOPROTEQ@Q VESICAL EXERCIDA PELO MESNA
NA CISTITE HEMORRAGICA
Cistite hemorragica foi induzida com CFS ou IFS na dose
de 200 mg/kg, via ip, nos animais do grupo controle. Outros
animais foram tratados com mesna, sendo a quantidade
administrada correspondente a 20% da dose de CFS ou IFS e
dada, wvia ip, concomitantemente, 4 e 8 horas depols, em
relagdo a injecédo de CFS ou IFS. A um outro grupo de animais
administramos apenas salina a 0,9%. O0s sacrificios foram
feitos 6 e 12 horas apds a administracdo das drogas ou de

dgua destilada.

7 - PAPEL DE CITOCINAS NA CISTITE HEMORRAGICA INDUZIDA POR
CICLOFOSFAMIDA

7.1 - AVALIAGAQ DO EFEITO DO SORO ANTI-TNF-¢

Cistite hemorragica foi induzida com CFS na dose de
200 mg/kg, via 1ip, nos animais do grupo controle. Outros
animais receberam, 30 minutos antes da administracdo de CFS
(200 mg/kg, via ip), injecdo intraperitoneal de soro anti-
TNF-o murino de carneiro (25 ou 50 pul diluidos em 500 pl de
salina a 0,9%). A outros grupos foi administrado soro pré-
imune de carneiro (soro controle; 50 pl diluidos em 500 pl
de salina a 0,9%). Os sacrificios foram feitos 6 e 12 horas

apds a injecgdo de CFS.

7.2 - AVALIACAO DO EFEITO DO SORO ANTI-IL-1PB
Cistite hemorragica foli induzida com CFS na dose de
200 mg/kg, via ip, nos animais do grubo controle., Outros
animais receberam, 30 minutos antes da administragdo de CFS
(200 mg/kg, via 1ip), injecdo intraperitoneal de soro anti-
IL~1f humano de carneiro (25 ou 50 ul diluidos em 500 pl de

salina a 0,9%). A outros grupos foi administrado soro pré-

imune de carneiro (so;o controle; 50 pl diluidos em 500 pl
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de salina a 0,9%). 0s sacrificios foram feitos 6 e 12 horas

apds a injecgdo de CFS.

7.3 - AVALIACAO DO EFEITO DO SORO ANTI-IL-6

Cistite hemorrédgica foi induzida com CFS na dose de
200 mg/kg, via 1ip, nos animais do grupo controle. Outros
animais receberam, 30 minutos antes da administracgdo de CFS
(200 mg/kg, via ip), injecdo intraperitoneal de soro anti-
IL-6 humano de carneiro (25 ou 50 pl diluidos em 500 ul de
salina a 0,9%). A outros grupos fol administrado soro pré-
imune de carneiro (soro controle; 50 pl diluidos em 500 pl
de salina a 0,9%). 0Os sacrificios foram feitos 6 e 12 horas

apbds a injecgdo de CFS,

7.4 - AVALIACAO DO EFEITO DO SORO ANTI-IL-8

Cistite hemorrédgica foi induzida com CFS na dose de
200 mg/kg, via 1ip, nos animals do grupo controle. Outros
animais receberam, 30 minutos antes da administragdo de CFS
(200 mg/kg, via ip), injecdo intraperitoneal de soro anti-
IL-8 humano de carneiro (25 ou 50 ul diluidos em 500 upl de
salina a 0,9%). A outros grupos fol administrado soro pré-
imune de carneiro (soro controle; 50 pl diluidos em 500 ul
de salina a 0,9%). Os sacrificios foram feitos 6 e 12 horas

apds a injecdo de CFS.

8 - EFEITO DE DEXAMETASONA, PENTOXIFILINA E TALIDOMIDA NA
CISTITE HEMORRAGICA INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

g.1 -~ AVALIA@@O DO EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE
DEXAMETASONA SOBRE A LESAO
Cistite hemorragica foi induzida com CFS na dose de

200 mg/kg, via 1p, nos animais do grupo controle. Outros
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grupos de camundongos tratados 12 horas antes com CFS (200
ng/ kg, via ip) também foram submetidos a injecao
intraperitoneal de dexametasona, nas doses de 0,5, 1,0 e 2,0
mg/ kg, 30 minutos antes da administracdo de CFS. Os

sacrificios foram feitos 12 horas apds a injecdo de CFS,

8.1.1 - AVALIACAO DO EFEITO DE DEXAMETASONA NO CURSO
TEMPORAL DA LESAO

Nos grupos controle, cistite hemorragica foi induzida
com CFS na dose de 200 mg/kg, via ip e os animais
sacrificados 6, 12, 24 e 48 horas apds o estimulo. Outros
grupos de camundongos tratados antes com CFS (200 mg/kg, via
ip) também foram submetidos & injecdo intraperitoneal de
dexametasona, na dose de 2,0 mg/kg, 30 minutos antes da
administracdo de CFS. Os sacrificios foram feitosg 6, 12, 24

e 48 horas apds a injecdo de CFS.

8.2 - AVALIAQAO DO EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE
PENTOXIFILINA SOBRE A LESAO

Cistite hemorrédgica foi induzida com CFS na dose de
200 mg/kg, via 1ip, nos animais do grupo controle. Outros
grupos de camundongos tratados 12 horas antes com CFS (200
mg/ kg, via ip) também  foram  submetidos a injecédo
intraperitoneal de pentoxifilina, nas doses de 5, 15 e 45
mg/kg, 30 mwminutos antes da  administracdo de CFS. Os

sacrificios foram feitos 12 horas apds a injecgdo de CFS.

8.2.1 - AVALIAQAO DO EFEITO DE PENTOXIFILINA RO CURSO
TEMPORAL DA LESAO
Nos grupos controle, cistite hemorrédgica foi induzida
com CFS na dose de 200 mg/kg, via 1ip, e os animais
sacrificados 6, 12, 24 e 48 horas apds o estimulo. Outros
grupos de camundongos tratados antes com CFS (200 mg/kg, via
ip) também foram submetidos & injecdo intraperitoneal de

pentoxifilina, na dose de 45 mg/kg, 30 mninutos antes da
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administracdo de CFS. Os sacrificios foram feitos 6, 12, 24

e 48 horas apds a injecdo de CFS.

8.3 - AVALIACAO DO EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE
TALIDOMIDA SOBRE A LESAO

Cistite hemoirradgica foil induzida com CFS na dose de
200 mg/kg, via ip, nos animais do grupo controle. Outros
grupos de camundongos tratados 12 horas antes com CFS (200
mg/ kg, via ip) também foram submetidos a injecdo
intraperitoneal de talidomida, nas doses de 10, 20 e 40
mg/ kg, 30 minutos antes da administracdo de CFS. Os

sacrificios foram feitos 12 horas apds a injecdo de CFS.

8.3.1 - AVALIACAO DO EFEITO DE TALIDOMIDA NO CURSO
TEMPORAL DA LESAO

Nos grupos controle, cistite hemorragica foil induzida
com CFS na dose de 200 mg/kg, via ip, e os animais
sacrificados 6, 12, 24 e 48 horas apbds o estimulo. OQutros
grupos de camundongos tratados antes com CFS (200 mg/kg, via
ip) também foram submetidos a injecdo dintraperitoneal de
talidomida, na dose de 40 mg/kg, 30 mnminutos antes da
administragdo de CFS. Os sacrificios foram feitos 6, 12, 24

e 48 horas apds a injecado de CFS.

9- AVALIACAO DO EFEITO DA ASSOCIAGCAD DE DEXAMETASONA,
PENTOXIFILINA E TALIDOMIDA NA CISTITE HEMORRAGICA INDUZIDA
POR CICLOFOSFAMIDA.

Nos grupos controle, cistite hemorragica foi induzida
com CFS na dose de 200 mg/kg, via_ 1ip, e os animais
sacrificados 6, 12 horas apds o estimulo. Dois outros grupos
de camundongos tratados com CFS (200 mg/kg, via ip) também
foram submetidos a injecdo intraperitoneal de dexametasona
(0,5 mg/kg), pentoxifilina (5 mg/kg) e talidomida (10
ng/kg), 30 minutos antes da administracdo de CFS. Os
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sacrificios foram feitos 6 e 12, respectivamente para cada

um dos grupos.

10 - EFEITO DO COMPOSTO BN-52021 NA CISTITE HEMORRAGICA
INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

10.1 - AVALIACAO DO EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE BN-52021
SOBRE A LESAO

Cistite hemorréagica foil induzida com CFS na dose de

200 mg/kg, via ip, nos animais do grupo controle. Outros
grupos de camundongos tratados 12 horas antes com CFS (200
mg/kg, via ip) também foram submetidos a injecdo subcuténea
de BN-52021, um antagonista do PAF, nas doses de 2,5, 5 e 10
mng/ kg, 30 minutos antes da administracdo de CFS. Os

sacrificios foram feitos 12 horas apds a injecdo de CFS.

10.2 - AVALIACAO DO EFEITO DO BN~52021 NGO CURSO TEMPORAL
DA LESAO ‘

Nos grupos controle, cistite hemorrégica foi induzida
com CFS na dose de 200 mg/kg, via 1p, e os animais
sacrificados 6 e 12 horas apds o estimulo. Outros grupos de
camundongos tratados antes com CFS (200 mg/kg, via ip)
também foram submetidos a injecdo subcuténea do composto BN-
52021, na dose de 10 mg/kg, 30 minutos antes da
administracdo de CFS. Os sacrificios foram feitos 6 e 12

horas apds a injecdo de CFS.

11 -~ EFEITO DO L-NAME NA CISTITE HEMORR@GICA INDUZIDA POR
CICLOFOSFAMIDA
Cistite hemorragica foi induzida com CFS na dose de
200 mg/kg, via 1ip, nos animais do grupo controle. Outros
grupos de camundongos tratados 12 horas antes com CFS (200
mg/ kg, via ip) Lambém foram submetidos a injecdo

intraperitonel de L-NAME, um antagonista da sintese de NO,
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nas doses de 5, 10 e 20 mng/kg, 30 minutos antes da
administracdo de CFS. Os sacrificios foram feitos 12 horas

apds a injecdo de CFS.

12 - EFEITO DE L-ARGININA E D-ARGININA NA CISTITE
HEMORRAGICA INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA EM ANIMAIS PRE-
TRATADOS COM IL-NAME

Cistite hemorragica foi induzida com CFS na dose de
200 mg/kg, via 1ip, nos animais do grupo controle. Quatro
grupos de camundongos tratados 12 horas antes com CFS (200
mg/ kg, via ip) também foram submetidos a injecdo
intraperitoneal de L-NAME, 20 mg/kg, 30 minutos antes da
administracdo de CFS, tendo side também administrado a trés
dos grupos L-arginina nas doses de 150, 300 e 600 mg/kg, via
ip, e, a um dos grupos, D-arginina na dose de 600 mg/kg, via
ip. Os sacrificio foram feitos 12 horas apds a injecdo de
CFS.

13 - ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos experimentos foram expressos como
média + EPM ou mediana, acompanhado pelo nUmero de
observagdes (n).

Para comparag¢des entre grupos, o0s seguintes testes
estatisticos foram utilizados, tendo sido considerado como

significativo p<0,05;

a) Analise de varidncia (ANOVA) e aplicagdo do teste de
Fisher, utilizando niveis de significancia maior gque 95%
(FISHER, 1966).

b) Teste de Mann-Whitney-U para comparagao das
alteracgdes histoldgicas entre os grupos (GRINBERG-FUNES,
SHELDON & WEISS, 1990).
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III - RESULTADOS

1 - MODELO EXPERIMENTAL COM CICLOFQSFAMIDA
1.1- Efeito de doses crescentes de ciclofosfamida em
bexigas de camundongos em 12 horas.

A injecgdo intraperitonial de CFS induziu aumento de
118% e de 136% no peso umido vesical, com as doses de 200 e
400 mg/ kg respectivamente, sendo tais aumentos
estatisticamente significativos, quando comparados com ©
grupo controle (p<0,05). O aumento do peso Umido com a dose
de 100 mg/kg ndo foi significativo, sendo de apenas 21% em
relacdo ao grupo controle.

Quanto a permeabilidade vascular, essa foil
expressivamente aumentada com as trés doses, sendo o aumento
de 274%, 827% e 898%, respectivamente, para 100, 200 e 400
mg/kg (p<0,05) (figura 1).

A analise histopatolégica, observamos alteracdes
vesicalis discretas nos animais que receberam 100 mg/kg, e
cistite hemorrédgica completamente desenvolvida nos que
reberam as demals doses. Nesses, as bexigas tinham urotélio
extensamente exulcerado, sendo fregiiente a ocorréncia de
Ulceras, acentuado o) edenma, presente o} exsudato
leucocitédrio, no gqual predominavam os neutrdéfilos e, em meio
a esses, multiplos os depdsitos de fibrina e as areas de
hemorragia. As alteracgdes vistas nos grupos gue receberam
200 e 400 mg/kg foram classificadas como intensas, segundo

os critérios de Gray et alii (1986).

1.2- Cinética da Cistite Hemorragica induzida por
ciclofosfamida.

A administracdo intraperitoneal de CFS, na dose de 200
mg/kg, induziu aumento estatisticamente significativo no
peso umido vesical e na permeabilidade wvascular ja na sexta
hora apdés a inducdo da cistite (61% e 576%). Valores maximos
foram alcancados doze horas apds a administragdo da droga

(118% e 827%) e, a partir dai, observamos decréscimo
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progressivo destes valores, muitc embora permanecessenm
significativamente elevados até 48 horas (p<0,05) (figura
2).

Verificamos ser direta a correlacdo entre o peso umido
vesical e a permeabilidade vascular, sendo positivo o
coeficiente de correlacdo entre estas variaveis (r=0,99).

O estudo histopatolédgico revelou, no grupo sacrificado
6 horas apds, CH intensa em trés das béxigas e discreta nas
demais, sendo vistas, comumente, &reas hemorragicas. No
grupo sacrificado 12 horas apds, encontramos CH intensa em
todos os animails, sendo fregiiente a ocorréncia de vasculite,
muito embora ndo considerada pelos critérios que adotamos.
No tempo de 24 horas as bexigas, mnuito embora ainda
exibissem Ulceras, edema e infiltrado histioneutrofilico,
estes eram Imenocs intensos quando comparados com  as

alteracdes dos grupos sacrificados com 12 horas, sendo

N

particularmente reduzidas a vasculite e as E

8]

reas
hemorragicas (prancha 1). A partir de 24 horas da injecdo de
CFS, as alteragdes presentes foram progressivamente menos
intensas, restando apenas discretos edema e congestdo no

terceiro dia.
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"igura 01. Ciclofosfamida e Ifosfamida induzem de forma dose dependente wm
umento no peso Umido e permeabilidade vascular de bexigas de
amundongos. Os painéis (a) e (b) mostram, respectivamente, o peso timido € a
ermeabilidade vascular de bexigas de camundongos tratados 12 h antes com
Yiclofosfamida ( e Ifosfamida ( I4 ) nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg. Os
esultados sdo expressos em média + EPM (n> 6). (*) p<0.05 comparado com o
rupo controle (bexigas normais); ANOV A-teste de Fisher.




TEMPO (h) TEMPO (h)

ira 02. Cinética do aumento do peso timido vesical e da permeabilidade

:ular na cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida e ifosfamida. Os
éis (a) e (b) mostram, respectivamente o peso timido e a permeabilidade
ular de bexigas de camudongos tratados 6, 12, 24, 48, ou 72 h antes com
ofosfamida ( © - 200 mg/Kg, via ip ) ou Ifosfamida ( ® -200mg/Kg, viaip ).
esultados sdo expressos como média + EPM ( n> 6). (*) p<.0.05 comparado
o grupo controle (bexigas normais) ; ANOVA - teste de Fisher.

AZUL DE EVANS (ug/bexiga)
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[CHA 1.

A~ Bexliga normal.
B- Cistite hemorragica(2 +) induzida por ciclofosfamida (6 h)

C- Cistite hemorragica(2 +) induzida por ciclofosfamida (12

D- Cistite hemorrdgica(2 +) induzida por ciclofosfamida (24
h)

Classificacgdo de Gray. Coloragdao H & E. Aumento 40x,
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2.

A~ Bexiga normal.

B~ Cistite hemorrdgica (2 +) induzida por ifosfamida
C- Cistite hemorrdgica (2 +) induzida por ifosfamida
D- Cistite hemorragica (2 +) induzida por ifosfamida

Classificagdo de Gray. Coloracdo H & E. Aumento 40x.

(6 h)
(12 h)
(24 h)







2 - MODELO EXPERIMENTAL COM IFOSFAMIDA
2.1- Efeito de doses crescentes de ifosfamida em bexigas
de camundongos em 12 horas.

A  injecdo intraperitoneal de IFS induziu aumento
significativo no peso umido vesical, sendo de 44%, 81% e
126%, respectivamente, para 100, 200 e 400 mg/kg.

A permeabilidade wvascular, aumentou acentuadamente e ©
aumento também foil dose dependente, sendo de 379%, 874% e
990%, respectivamente, para 100, 200 e 400 mg/kg (figura 1).

As alteracdes histoldgicas observadas permitiram
classificagdo de cistite hemorrédgica discreta em trés dentre
os cinco animals que receberam a menor dose de IFS, e
cistite hemorragica intensa nos demais animails desse grupo.
Cistite hemorragica completamente desenvolvida fol vista em

todos os animais que receberam 200 e 400 mg/kg.

2.2~ Cinética da Cistite Hemorrigica induzida por
ifosfamida.

As alteracdes vesicals relacionadas a0 peso, a
permeabilidade wvascular e a histologia, observadas nos
tempos de 6, 12, 24, 48 e 72 horas por ocasido de inducdo de
cistite com IFS na dose de 200 mg/kg, foram semelhantes as
vistas com CFS. Ou seja, na sexta hora Ja& houve aumento
significante no peso vesical e na permeabilidade wvascular
(36% e 670%), com ocorréncia de valores maximos no tempo de
12 horas (81% e 874%). A partir dai, houve reducdo crescente
destas variaveis, sendo que a tendéncia a retomada de
medidas prboximas as vistas em bexigas do grupo controle deu-
se em tempo mais rapido gue o observado com CFS, de modo que
no segundo dia 0s aumentos eram ‘discretos e nao
significantes (figura 2).

O estudo de interdependéncia entre o peso uUmido e a
permeabilidade vascular, mostrou haver uma correlacgdo
positiva entre elas (r=0,96).

Os achados histopatoldédgicos nos tempos de 6, 12 e 24

horas foram semelhantes aos vistos nos animais em que foi
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administrada CFS. As bexigas dos grupos sacrificados no
segundo e terceiro dia apresentavam apenas edema e congestao

que variou de discreta a moderada (prancha 2).

3~ AVALIA@AO DA CITOPRQTEﬁAO VESICAL EXERCIDA PELO MESHNA NA
CISTITE HEMORRAGICA

3.1- Efeitoc do mesna na cistite hemorragica induzida por
ciclofosfamida.

O tratamento dos animais com mesna inibiu de forma
significante o aumento do ©peso Umido vesical e da
permeablidade vascular nos tempos de 6 e 12 horas apds a
injecdo de CFS. Com 6 horas, a inibicdo do peso e da
permeabilidade foi, respectivamente, de 91% e 77%, e com 12
horas foi de 69% e 78%, respectivamente para o peso e
permeabilidade vascular (figura 3).

A analise histopatoldgica revelou auséncia de CH em
praticamente todos os animais, cujas bexigas exibiamn
urotélio integro e apenas congestdo discreta confinada a
lémina ©propria (tabela 1) (prancha 3). Observamos CH
discreta em um dos animals sacrificados no tempo de 6 horas

e em dois no tempo de 12 horas.

3.2~ Efeito do mesna na cistite hemorragica induzida por
ifosfamida.

O tratamento dos animais com mesna inibiu de forma
significativa o aumento do peso umido vesical e da
permeabilidade vascular nos tempos de 6 e 12 horas apds a
inducdo de cistite por IFS, sendo os resultados comparaveis
aos vistos apds a inducdo de cistite por CFS. Com 6 horas, a
inibicdo do peso e da permeabilidade foi, respectivamente,
de 92% e 87%, e com 12  horas, foi de 86% e 83%,
respectivamente para o peso e permeabilidade vascular
(figura 4).

O resultado da histopatologia fol muito semelhante ao
visto nos animals tratados com mesna e cuja cistite foi

induzida com CFS, ou seja, auséncia de CH em quase todos os



47

animais, com bexigas exibindo urotélio integro e apenas
congestdo discreta da lémina prépria (tabela 1) (prancha 3).
CH discreta fol observada em apenas um animal de cada

grupo.

TABELA 1. Comparacdo das alteracgdes histolégicas® entre o
grupo controle e o grupo tratado com Mesna na Cistite

Hemorragica induzida por Ciclofosfamida e por IfosfamidaZ.

Tempo (h)  Controle CFS Mesna CFS Controle IFS  Mesna IFS
06 2 (1,2) 0 (0,1)* 27(1,2) 0 (0,1)*
12 2 (2,2) 0 (0,1)* 2 (2,2) 0 (0,1)*

1- De acordo com os critérios de Gray.

2- Cada nUmero representa a mediana dos valores
obtidos de 5 bexigas de camundongos, comparado
com o grupo controle e o grupo tratado com mesna.

* Teste Mann~-Whitney-U, p<0,05.
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A 03. Efeito protetor do MESNA na Cistite Hemorragica induzida por
sfamida . Os painéis (a) e (b) mostram, respectivamente, o peso imido € a
silidade vascular de bexigas de camundongos injetados com Ciclofosfamida
Y0 mg/ kg, via ip) e tratados com MESNA (e - 20% da dose de CFS
>nte, 4 € 8 h apds CFS, via ip).Os resultados sdo expressos como média +
=6). (*) p<0.05 comparado com o grupo controle especifico (grupo nfo
om MESNA); ANOV A-teste de Fisher.
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35 -

AZUL DE EVANS (ug/b

TEMPO (h) TEMPO (h)

URA 03. Efeito pm&emr do MESNA na Cistite Hemorragica induzida por
Cndofﬁsfamida Os painéis (a) e (b) mostram, respectivamente, o peso mido € a
permeabilidade vascular de bexigas de camundongos injetados com Ciclofosfamida
(o - 200 mg/ kg, via ip) e tratados com MESNA ( ® - 20% da dose de CFS
,Juntamente, 4 € 8 h ap6s CFS, via ip).Os resultados sdo expressos como média +
EPM (n=6). (*) p<0.05 comparado com o grupo controle especifico (grupo nfo
tratado com MESNA); ANOV A-teste de Fisher.
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FIGURA 04. Efeito protetor do MESNA na Cistite Hemorragica induzida por

Ifofosfamida . Os painéis (a) e (b) mostram, respectivamente, o peso tmido € a
permeabilidade vascular de bexigas de camundongos injetados com Ifofosfamida (© -
200 mg/ kg, via ip) e tratados com MESNA (e - 20% da dose de IFS ,juntamente, 4 €
8 h ap6s IFS, via ip).Os resultados sfo expressos como média + EPM (n=6). (*)
p<0.05 comparado com o grupo controle especifico (grupo ndo tratado com
MESNA); ANOV A-teste de Fisher.
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NCHA 3.

A- Cistite hemorrdgica(2 +)induzida por ciclofosfamida (12 h)
B- Bexiga de camundongo que recebeu mesna e ciclofosfamida
(12 h). Observa-se discreta descamacdo de células uroteliais
das camadas mais superficiais, e discreto edema. Auséncia de
cistite,

C- Cistite hemorrégica (2 +) induzida por ifosfamida (12 h)
D- Bexiga de camundongo que recebeu mesna e ifosfamida
(12h) . Observa-se urotélio preservado e, apenas, leve edema.
Auséncia de cistite,

Classificagédo de Gray. Coloracdo H & E. Aumento 40x,
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4~ PAPEL DE CITOCINAS NA CISTITE HEMORRAGICA INDUZIDA POR
CICLOFOSFAMIDA

4.1~ Efeito do sorc anti-TNF~g na cistite hemorragica
induzida por cicleofosfamida.

As alterag¢bes vesicals, do ponto de wvista do peso
umido, permeabilidade wvascular e histopatologia, induzidas
por CFS na dose de 200 mg/kg, foram significantemente
menores quando o0s camundongos foram pré-tratados com soro
anti-TNF-o nas duas diluicgdes usadas.

A reducdo, 6 e 12 horas apds a administracdo de CFS,
foli de 82% e 60% e 87% e 61%, respectivamente, para © peso e
permeabilidade wvascular, com o soro anti-TNF-o na maior
concentracdo (figura 5).

A andlise histopatolégica, observamos, em quase todos
os animais submetidos ao pré-tratamento com o soro anti~TNF-
o, nos dois tempos de avaliagdo, urotélio preservado em area
mals extensa, menores edema, exsudacdo neutrofilica e Aareas
hemorragicas, em comparagdo com o0s vistos nos animais dos

grupos nado tratados (tabela 2) (prancha 4).
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~——o—  VEICULO —a— ANTI-TNF-o (25ul)
—e—  SORO CONTROLE (50ul) ¥ ANTI-TNF-a (50u)

o ® |

AZUL DE EVANS (ug/bexiga)

0 6 12 0 6 12
TEMPO (h) TEMPO (h)

Figura 05. O pré-tratamento com soro anti-TNF-o inibe o aumento do peso vesical
e da permeabilidade vascular na Cistite Hemorragica induzida por Ciclofosfamida.
Os painéis (a) e (b) mostram, respectivamente, o peso timido e a permeabilidade
vascular de bexigas de camundongos injetados com Ciclofosfamida (200 mg/Kg, via ip)
e pré-tratados (30 minutos antes, via ip) com veiculo, soro controle (50 ul) ou soro anti-
TNF-o. (25 e 50 ul). Os resultados sfo expressos em média + EPM (n>6). (*) p<0.05
comparado com o grupo controle (veiculo); ANOVA - teste de Fisher.
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em

ANCHA 4.

Cistite hemorrdgica(2 +)induzida por ciclofosfamida (6 h)
Cistite hemorrdgica(l +) induzida por ciclofosfamida (6 h)
camundongo pré-tratado com soro anti-TNF-«.

Cistite hemorragica(2 +)induzida por ciclofosfamida (12 h)
Cistite hemorréagica(l +)induzida por ciclofosfamida (12 h)

camundongo pré-tratado com soro anti-TNF-a.

Classificacdo de Gray. Coloracgdo H & E. Aumento 40x.
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TABELA 2. Comparacdo das alteracdes histolégicas' entre o

grupo controle e o grupo pré-tratado com soro anti-TNF-o’ na

Cistite Hemorragica induzida por Ciclofosfamida’.

Pré-tratamentos

Tempo (h) Controle (PS)
Soro controle Soro anti-TNEF-o
06 2(1,2) 2(1,2) 1{1, 1)*
12 2(2,2) 2(2,2) 1(1,2)*

1- De acordo com os critérios de Gray.

2- Na diluigdo de 50 pul em 500 pl de salina a 0,9%.

3- Cada numero representa a mediana dos valores
obtidos de 5 bexigas de camundongos comparados com
o grupo controle e o grupo pré-tratado com soro
controle.

PS- Pré-tratamento com salina.

* Teste Mann-Whitney-U, p<0,05.

4.2- Efeito do soro anti-IL-1B na cistite hemorragica
induzida por ciclofosfamida.

A reducdo do peso Umido vesical, permeabilidade

vascular e da intensidade das alteracdes histopatoldgicas,

na CH induzida por CFS na dose de 200 mg/kg, também foi

observada gquando os animails foram pré-tratados com soro

anti-IL~-1B nas duas diluigdes usadas, contudo apenas no
tempo de 12 horas os resultados foram significantes quando
comparados com 0s grupos nao tratados.

Com 12 horas, a inibicdo do aumehto do peso umido
vesical fol de 46% e da permeabilidade vascular de 50% com o
soro anti-IL-1f na maior concentragdo. Quando o soro foi
usado na menor concentracdo a inibicdo foli de 45% e 43%,
respectivamente, para o peso e permeabilidade vascular

(figura 6).
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respectivamente, para o peso e permeabilidade wvascular
(figura ©).

A histopatologia, pudemos observar cistite hemorragica
intensa em apenas um dos animais dentre os submetidos ao
pré~tratamento com o soro anti-IL-1B, 12 horas apds a
injegdo de CFS. 0Os demais animails deste grupo exibiam
cistite discreta. Quanto ao grupo dos pré-tratados com o
soro contendo o anticorpo e sacrificados 6 horas apds, neste
vimos c¢istite intensa em dols dos animails (tabela 3)

{prancha 5).

TABELA 3. Comparacdo das alteragdes histolégicas® entre o

grupo controle e o grupo pré-tratado com soro anti-IL-1B° na

Cistite Hemorragica induzida por Ciclofosfamida’.

Pré-tratamentos

Tempo (h) Controle(PS) Soro controle Soro anti-IL1J

06 2(1,2) 2(1,2) 1
12 2(2,2) 2(2,2) 1

1- De acordo com os critérios de Gray.

2- Na diluicgdo de 50 ul em 500 ul de salina a 0,9%.

3~ Cada numero representa a mediana dos valores
obtidos de 5 bexigas de camundongos comparado com
o grupo controle e o grupo pré-tratado com soro
controle.

PS— Pré~tratamento com salina.

* Teste Mann-Whitney-U, p<0,05
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—o— VEICULO it ANTI-IL-1p (25pl)
—e—  SORO CONTROLE (50pl) —t—— ANTI-IL-18 (50uD)

AZUL DE EVANS (pg/bexiga)

o 6 oz 0 s 12
TEMPO (h) TEMPO (h)

igura 06. O pré-tratamento com soro anti-IL-1f inibe o aumento do peso vesical e
a permeabilidade vascular na Cistite Hemorragica induzida por Ciclofosfamida.
)s painéis (a) e (b) mostram, respectivamente, o peso Umido e a permeabilidade
ascular de bexigas de camundongos injetados com Ciclofosfamida (200 mg/Kg, via ip)
pré-tratados (30 minutos antes, via ip) com veiculo, soro controle (50 pl) ou soro anti-
1B (25 e 50 pl). Os resultados sdo expressos em média + EPM (n>5). (*) p<0.05
omparado com o grupo controle (vefculo); ANOVA - teste de Fisher.
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A- Cistite hemorragica(2 +) induzida por ciclofosfamida (6 h)
B~ Cistite hemorragica(l +) induzida por ciclofosfamida (6 h)
em camundngo pré-tratado com soro anti-IL-10.
C~ Cistite hemorragica (2 +)induzida por ciclofosfamida (12 h)
D- Cistite hemorragica(l +)induzida por ciclofosfamida (12 h)
em camundongo pré-tratado com soro anti~-IL-1f.

Classificacédo de Gray. Coloracdo H & -E. Aumento 40x.
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4.3~ Efeito do soro anti-IL-6 na c¢istite hemorragica
induzida por ciclofosfamida.
As alteracdes vesicals, do ponto de wvista do peso

umido, permeabilidade wvascular e histopatologia, induzidas
por CFS na dose de 200 mg/kg, foram menores quando os
camundongos foram pré-tratados com soro anti-IL-6. No
entanto, a redu¢gdo fol significativa no tempo de 6 horas
apenas com o soro anti-IL-6 na malor concentracdo e quanto
ao peso e permeabilidade wvascular, n&do havendo diferenca
estatisticamente significativa quando avaliamos as
alteracdes histoldgicas em relagdo ao grupo ndo tratado.

A reducgdo, 6 horas apds a administracdo de CFS, foil de
51% e 39%, respectivamente, para o peso e permeabilidade
vascular com o soro anti-IL-6 na malior concentracdo. No
tempo de 12 horas ela fol de 69% e 48%, respectivamente,
para o peso e permeabilidade com o soro contendo o anticorpo
na maior concentracido e de 58% e 40% com o referido soro na
menor concentracdo (figura 7).

A analise histopatolégica, observamos, no tempo de 12
horas, cistite discreta em 60% dos animails pré-tratados com
0o soro contendo o anticorpo, ao passo que todos ©0s animais
do grupo controle apresentavam cistite hemorragica intensa

(tabela 4) (prancha 6).

TABELA 4. Comparacdo das alteracdes histolégicas' entre o

grupo controle e os grupos pré-tratados com soros’ anti-IL-6

e anti-IL-8 na Cistite Hemorragica induzida por
Ciclofosfamida®.
Tempo (h) Controle (PS) Pré-tratamentos

Soro controle Soro anti-IL-6 Soro anti-IL-8

06 2(1,2) 2(1,2) 1(1,2) 2(1,2)
12 2(2,2) 2(2,2) 1(1,2)* 1(1,2)*

1- De acordo com o0s critérios de Gray.

2~ Na diluicdo de 50 pl em 500 pl de salina a 0,9%.
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3- Cada numero representa a mediana dos valores
obtidos de 5 bexigas de camundongos comparado com
o grupo controle e o grupo pré-tratado com soro
controle.

PS—~ Pré-tratamento com salina.

* Teste Mann-Whitney-U, p<0,05.

4.4~ Efeito do soro anti-IL-B na gistite hemorragica
induzida por ciclofosfamida.

Reducgao significante do peso umido vesical,
permeabilidade wvascular e da intensidade das alteracdes
histopatoldgicas, na CH induzidas por CFS na dose de 200
mg/kg, fol observada quando os animais foram pré-tratados
com soro anti-IL-8 no tempo de 12 horas e com as duas
diluicdes. Nesse tempo, a inibicdo do aumento do peso umido
vesical fol de 57% e da permeabilidade wvascular de 48% com o
soro anti-IL-8 na maior concentracdo. Quando o soro foi
usado na menor concentracdo, a inibicgdo foi de 38% e 27%,
respectivamente, para o peso e permeabilidade wvascular
(figura 8).

A histopatologia revelou cistite hemorragica discreta
em 60% dos animals pré-tratados com soro contendo o
anticorpo e nos quais CFS foi administrado 12 horas antes do
sacrificio. Todos os animais do grupo controle apresentavanm

cistite intensa (tabela 4) (prancha 6).
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Figura 07. O pré-tratamento com soro anti-IL-6 inibe o aumento do peso vesical e
da permeabilidade vascular na Cistite Hemorragica induzida por Ciclofosfamida.
Os painéis (a) e (b) mostram, respectivamente, o peso Umido e a permeabilidade
vascular de bexigas de camundongos injetados com Ciclofosfamida (200 mg/Kg, via ip)
e pré-tratados (30 minutos antes, via ip) com vefculo, soro controle (50 ul) ou soro anti-
[L-6 (25 e 50 ul). Os resultados sfo expressos em média + EPM (n>6). (*) p<0.05
comparado com o grupo controle (veiculo); ANOVA - teste de Fisher.
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gura 08. O pré-tratamento com soro anti-IL-8 inibe o aumento do peso vesical e
1 permeabilidade vascular na Cistite Hemorragica inuzida por Ciclofosfamida. Os
inéis (a) e (b) mostram, respectivamente, o peso timido e a permeabilidade vascular de
xigas de animais injetados com Ciclofosfamida (200 mg/Kg, via ip) e pré-tratados (30
inuos antes, via ip) com veiculo, soro controle (50 ul) ou soro anti-IL-8 (25 e 50 ul).
5 resultados sfo expressos em média + EPM (n>6). (*) p<0.05 comparado com o
upo controle (veiculo); ANOVA - teste de Fisher.



62



PRANCHA 6.

A- Cistite hemorragica (2 +)induzida por ciclofosfamida (12 h)
B- Maior aumento de A - Observam~-se vasos congestos, com
marginacgio neutrofilica, circundados por exsudato

fibrinoneutrofilico em meio a edema.
C- Cistite hemorrdgica (l+)induzida por ciclofosfamida (12 h)
em camundongo pré-tratado com soro anti-IL-6. Observam-se

menor marginacdo neutrofilica e reducdo dos fendmenos

hemorragicos.

D~ Cistite Themorragica (1+)induzida por ciclofosfamida
(12 h) em canmnundongo pré-tratado com sSoro anti-IL-8.
Observa-se menor exsudacdao neutrofilica, apesar dos

depdsitos de fibrina.
Classificacé&o de Gray. Coloracdo H & E. Aumento 40x em A, C

e D. Aumento 100x em B.
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5~ EFEITO DE DEXAMETASONA, PENTOXIFILINA E TALIDOMIDA NA
CISTITE HEMORRAGICA INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

O pré-tratamento com dexametasona produziu inibicao
significante, tanto do peso quanto da permeabilidade
vascular, de forma dose dependente, sendo tal inibicdo
observada em 6, 12, 24 e 48 horas apds a inducdo da cistite
(figuras 9 e 10)

Quando o pré-tratamento foi feito com pentoxifilina, o
peso e a permeabilidade vascular foram inibidos
significativamente com as doses de 15 e 45 mg/kg,
observando-se, com essa ultima dose, reducdo de até 82% e
72%, respectivamente, para o peso e a permeabilidade e no
tempo de 12 horas. A administracido de uma unica dose de
pentoxifilina (45 mg/kg) 30 minutos antes da inducdo de
cistite com CFS foi capaz de impedir o aumento do peso e
permeabilidade até o) tempo de 24 horas, de  modo
significativo quando comparado com o grupo controle (figuras
11 e 12).

O pré-tratamento com talidomida também resultou em
inibigdo significativa do aumento de peso umido vesical e da
permeabilidade wvascular, com as doses de 20 e 40 mg/kg,
sendo tal inibicdo méxima com a ultima dose (52% e 48%,
respectivamente, para o peso e permeabilidade). Vimos que a
administragdo de uUnica dose de talidomida (40 mwmg/kg) 30
minutos antes da injegdo de CFS foi capaz de impedir o
aumento do peso e da permeabilidade nos tempos de 6 e 12
horas (figuras 13 e 14).

A anadlise histopatolégica vimos, em todos os grupos
submetidos a pré-tratamento e cujo sacrificio foi feito 12
horas apdés a administracdo de CFS, edema mais reduzido,
infiltrado histioneutrofilico menor, redugéo importante dos
depdésitos de fibrina e das &reas hemorragicas, quando

comparados com o grupo controle (tabela 5) (prancha 7).
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TABELA 5. Comparacdo das alteracdes histoldgicas' entre o
grupo controle e os grupos pré-tratados® com Dexametasona,
Pentoxifilina e Talidomida na Cistite Hemorragica induzida

por Ciclofosfamida®.

Pré-tratamentos

Tempo (h) Controle{(PS)
Dexametasona Pentoxifilina Talidomida

06 2(1,2) 1(1,2) 1(1,2) 1(1,2)
12 2(2,2) 1(1,2)* 1(1, 1)* 2 (1, 2)*

1- De acordo com os critérios de Gray.

2- Nas doses de 2, 45 e 40 mg/kg, respectivamente
para, dexametasona, pentoxifilina e talidomida.

3- Cada numero representa a mediana dos valores
obtidos de 5 bexigas de camundongos comparado com
o grupo controle.

PS- Pré-tratamento com salina.

* Teste Mann-Whitney-U, p<0,05.
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figura 09. Efeito dose-resposta no aumento do peso wmido vesical e da
rermeabilidade vascular na Cistite Hemorragica induzida por Ciclofosfamida. As
)arras mostram o peso Umido (B ) e a permeabilidade vascular ( [ ) de bexigas de
amundongos injetados com Ciclofosfamida (200 mg/Kg, via ip) e pré-tratados (30
ninutos antes, via ip) com Dexametasona (0.5, 1.0 e 2.0 mg/kg). Os resultados so
xpressos em média + EPM (n>5). (*) p<0.05 comparado com o grupo especifico
grupo ndo tratado com Dexametasona); ANOVA - teste de Fisher.
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igura 10. Efeito da Dexametasona no curso temporal da Cistite Hemorragica
duzida por Ciclofosfamida. Os simbolos representam o peso tmido (¢ -CFS;» -DEX)
a permeabilidade vascular ( e -CFS;s -DEX) de bexigas de animais injetados com
iclofosfamida (200 mg/Kg, via ip) e pré-tratados (30 minutos antes, via ip) com
exametasona (2.0 mg/kg). Os resultados sdo expressos em média + EPM (n>6). (*)
<0.05 comparado com o grupo especifico (grupo néo tratado com Dexametasona);
NOVA - teste de Fisher.
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Figura 11. Efeito dose-resposta da Pentoxifilina no aumento do peso umido
vesical e da permeabilidade vascular ma Cistite Hemorragica induzida por
Ciclofosfamida. As barras mostram, respectivamente, o peso dmido ( fll) ¢ a
permeabilidade vascular ([ ) de bexigas de camundongos injetados com
Ciclofosfamida (200 mg/Kg, via ip) e pré-tratados (30 minutos antes, via ip) com
Pentoxifilina (5, 15 e 45 mg/kg). Os resultados sdo expressos em média + EPM
(n>6). (*) p<0.05 comparado com o grupo controle especifico (grupo néo tratado
com Pentoxifilina); ANOVA - teste de Fisher.
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Figura 12. Efeito da Pentoxifilina no curso temporal da Cistite Hemorragica
induzida por Ciclofosfamida. Os simbolos representam o peso tmido € -CFS3 -
PTX) e a permeabilidade vascular (@ -CFS;a PEX) de bexigas de animais }I_HJ@‘MdOS
com Ciclofosfamida (200 mg/Kg, via ip) e pré-tratados (30 minutos antes, via ip)
com Pentoxifilina (45 mg/kg). Os resultados sdo expressos em média + EPM
(n>6). (*) p<0.05 comparado com o grupo controle especifico (grupo néo tratado
com Dexametasona); ANOVA - teste de Fisher.
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"igura 13. Efeito dose-resposta da Talidomida no aumento do peso timido vesical e
la permeabilidade vascular na Cistite Hemorragica induzida por Ciclofosfamida.
\s barras mostram o peso imido (@) e a permeabilidade vascular (I ) de bexigas de
amundongos injetados com Ciclofosfamida (200 mg/Kg, via ip) e pré-tratados (30
ninutos antes, via ip) com talidomida (10, 20 e 40 mg/kg). Os resultados sdo expressos
m média + EPM (n>6). (*) p<0.05 comparado com o grupo especifico (grupo néo
ratado com Talidomida); ANOVA - teste de Fisher.
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Figura 14. Efeito da Talidomida no curso temporal da Cistite Hemorragica
induzida por Ciclofosfamida. Os simbolos representam o peso imido (o -CFS;e -TAL)
> a permeabilidade vascular (e -CFS;» -TAL) de bexigas de camundongos injetados com
Ciclofosfamida (200 mg/Kg, via ip) e pré-tratados (30 minutos antes, via ip) com
I'alidomida (40 mg/kg). Os resultados sdo expressos em média + EPM (n>6). (*) p<0.05
comparado com o grupo controle especifico (grupo nfo tratado com Talidomida);
ANOVA - teste de Fisher.
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CHA 7.

A- Cistite hemorragica(l +)induzida por ciclofosfamida(l2 h)
em camundongo pré-tratado com dexametasona.

B- Cistite hemorrégica(l +)induzida por ciclofosfamida (12 h)
em camundongo pré-tratado com pentoxifilina.

C- Cistite hemorréagica(l +)induzida por ciclofosfamida (12 h)
em camundongo pré-tratado com talidomida.

D~ Maior aumento de C - Observam-se vasos contendo
neutrdéfilos, contudo, com menor marginagdo.

Classificacgdo de Gray. Coloracgdo H & E. Aumento 40x em A, B

e C. Aumento 100x em D.







72

6~ EFEITO DA ASSOCIA(;AO DE DEXAMETASONA, PENTOXIFILINA E
TALIDOMIDA HNA CISTITE HEMORRAGICA INDUZIDA POR
CICLOFOSFAMIDA.

O pré-tratamento com a assoclacdo de dexametasona,
pentoxifilina e talidomida resultou em inibicdo marcante do
aumento do peso umido vesical e do extravasamento vascular
nos tempos de 6 e 12 horas apds a injecdo de CFS. Com 6
horas a inibicdo do peso e da ©permeabilidade foi,
respectivamente, de 93% e 76%, e com 12 horas foi de 94% e
71% (figura 15).

Na histopatologia, observamos sensivel preservacido da
mucosa, sendo poucas as areas de descamacdo, tendo sido
diagnosticada cistite discreta em apenas dois dos animais
sacrificados no tempo de 6 horas e em trés dentre os
sacrificados no tempo de 12 horas (tabela 6).

TABELA 6. Comparacdo das alteragdes histoldgicas' entre o
grupo controle e o grupo pré-tratado com a associacado de
Dexametasona, Pentoxifilina e Talidomida? na Cistite

Hemorragica induzida por Ciclofosfamida®.

Tempo (h) Controle (PS) Associacadao de drogas
06 2(1,2) 0 (0, 1)*
12 2(2,2) 10, 1)*

1- De acordo com os critérios de Gray.

2- Nas doses de 0,5, 5 e 10 mg/kg, respectivamente.

3- Cada numero representa a mediana dos valores
obtidos de 5 bexigas de camundongos comparado com
0 grupo controle.

PS~ Pré~tratamento com salina.

* Teste Mann-Whitney-U p<0,05.
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igura 15. O pré-tratamento com a associacéio de talidomida (TAL), pentoxifilina
PTX) e dexametasona (DEX) inibe o aumento do peso vesical e da permeabilidade
ascular na Cistite Hemorragica induzida por Ciclofosfamida. Os painéis (a) e (b)
10stram, respectivamente, o peso Umido e a permeabilidade vascular de bexigas de
amundongos injetados com Ciclofosfamida (200 mg/kg, via ip) e pré-tratados (30
unutos antes, via ip) com TAL (10 mg/kg), PTX (5mg/kg) e DEX (0.5mg/kg). Os
zsultados sdo expressos em média + EPM (n>6). (*) p<0.05 comparado com o grupo
ontrole especifico (grupo ndo tratado com a associagio de drogas); ANOVA - teste de

1sher.
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7- EFEITO DO COMPOSTO BN-52021 NA CISTITE HEMORRAGICA
INDUZIIDA POR CICLOFOSFAMIDA
o) pré~tratamento com 0 composto BN-52021, um

antagonista de PAF, foli capaz de inibir significativamente o
aumento do peso umido vesical e da permeabilidade vascular,
com as doses de 5 e 10 mg/kg. Os animais que receberam 2,5
mg/kg exibiram inibicdo significativa do aumento da
permeabilidade mas nédo do peso, quando comparado com O grupo
controle. A inibicdoc observada, em 6 e 12 horas apds a
inducdo da cistite, para o aumento do peso e permeabilidade
quando a malor dose do composto fol usada foi de, 53% e 35%
e 67% e 41%, respectivamente para o peso e permeabilidade
(figuras 16 e 17).

A histopatologia, observamos cistite classificada como
discreta, de acordo com os critérios de Gray, em 60% dos
animais submetidos ao pré-tratamento e sacrificados 12 horas
apbs a administracdo de CFS. No grupo controle, cistite

intensa fol wvista em todos os animais (tabela 7).

TABELA 7. Comparacdo das alteracgdes histolégicas' entre o
grupo controle e o grupo pré-tratado com o composto BN-

52021 na Cistite Hemorradgica induzida por Ciclofosfamida’®.

Tempo (h) Controle (PS) BN-52021
06 2(1,2) 2(1,2)
12 2(2,2) 1(1,2)*

1~ De acordo com os critérios de Gray.

2~ Na dose de 10 mg/kg.

3- Cada numero representa a mediana dos valores
obtidos de 5 bexigas de camundongos comparado com
o grupo controle,

PSS~ Pré-tratamento com salina.

* Teste Mann-Whitney-U p<0, 05,
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Figura 16. Efeito do composto BN-52021 no aumento do peso tmido
vesical e permeabilidade vascular na Cistite Hemorragica induzida por
Ciclofosfamida. As barras mostram o peso dmido-( @ ) e a permeabilidade
vascular ( I ) de bexigas de camundongos tratados 12 horas antes com
Ciclofosfamida (200 mg/kg,via ip) e pré-tratados (30 minutos antes, via sc)
com BN-52021 (2.5, 5, e 10 mg7kg). Os resultados sdo expressos como média
+ EPM (0=6). (*) p<0.05 comparado com o controle especifico (grupo ndo
tratado com BN-52021); ANOV A-teste de Fisher.
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Figura 17. Efeito do composto BN-52021 na cinética da Cistite Hemorragica
induzida por Ciclofosfamida. Os painéis (a) e (b) mostram, respectivamente, o
peso Umido e a permeabilidade vascular de bexigas de camundongos tratados com
Ciclofosfamida (200 mg/kg, via ip) e pré-tratados com BN-52021 (10mg/kg, via sc,
30 minutos antes). Os resultados s@io expressos como média + EPM (n=6). (*)
p<0.05 comparado com o controle especifico (grupo ndo tratado com BN-52021);
ANOV A-teste de Fisher.
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8- EFEITO DO L-NAME NA CISTITE HEMORRAGICA INDUZIDA POR

CICLOFOSFAMIDA
O L-NAME produziu inibic&o significante do aumento do

reso e da permeabilidade vascular, de forma dose dependente,
nas bexigas dos animails sacrificados 12 horas apds o
tratamento com CFS. A inibicdo méxima foil obtida com a dose
de 20 mg/kg e foi de 82% e 69%, respectivamente para o peso
e permeabilidade (figura 18).

A histopatologia, observamos, no grupo pré-tratado,
auséncia de lesdo vesical em dois dos animais e cistite
discreta nos demals [valor mediano: controle = 2(2, 2); L~
NAME = 1(0, 1)*; p<0,05 - n = 5; teste Mann-Whitney-U]

(prancha 8).

9~ EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE L-ARGININA NA CISTITE
HEMORRAGICA INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA EM ANIMAIS PRE-
TRATADOS COM L-NAME
A inibigdo do aumento do peso uUmido vesical e da
permeabilidade vascular resultante do pré-tratamento com L-
NAME (20 mg/kg) foi revertida parcialmente, de forma dose
dependente, com a administracédo de L-arginina (figura 19).
Os achados histopatolégicos foram de cistite
hemorrdgica intensa em até 60% dos animais que receberam a
maior dose de L-arginina. Conforme Ja& citamos, nos dque
receberam apenas L-NAME, 12 horas apds a administracdo de
CFS, dois dos animails exibiam bexigas compardveis as normais
e nos demals havia cistite discreta [valor mediano: controle
= 2(2, 2); L-NAME = 1 (0, 1)*; L-NAME+L-~arginina, 600 mg/kg
2(1, 2); L-NAME+D~arginina = 1(1, 1)*; p<0,05 - n=5, teste

i

Mann-Whitney-U] (prancha 8).
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Figura 18. Efeito do L-NAME no aumento do peso timido vesical e
permeabilidade vascular na Cistite Hemorragica induzida por
Ciclofosfamida. As barras mostram o peso Gmido ( B ) e a permeabilidade
vascular ( F] ) de bexigas de camundongos tratados 12 horas antes com
Ciclofosfamida (200 mg/kg,via ip) e pré-tratados (30 minutos antes, via ip)
com L-NAME (5, 10 e 20 mg/kg). Os resultados sdo expressos como média +
EPM (n=6). (*) p<0.05 comparado com o controle especifico (grupo ndo
tratado com L-NAME); ANOV A-teste de Fisher.
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Figura 19. Efeito da L-arginina na reversiio do aumento do peso timido
vesical e permeabilidade vascular produzidos pelo L-NAME na Cistite
Hemorragica induzida por Ciclofosfamida. As barras mostram o peso tmido
( e a permeabilidade vascular (F]) de bexigas de camundongos tratados 12
horas antes com Ciclofosfamida (200 mg/kg,via ip) e pré-tratados (30 minutos
antes, via ip) com L-NAME (20 mg/kg) juntamente com L-arginina (150,300
ou 600 mg/kg, via ip) ou D-arginina (600 mg/kg, via ip). Os resultados sdo
expressos como média + EPM (n=6). (*) p<0.05 comparado com o grupo
tratado apenas com L-NAME; ANOV A-teste de Fisher.
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ANCHA 8.

A~Cistite hemorragica(2 +) induzida por ciclofosfamida(l2 h)
B~ Cistite hemorréagica(l +)induzida por ciclofosfamida (12 h)
em camundongo pré~tratado com L-NAME.

C~ Cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida (12 h) em
camundongo pré~tratado com L-NAME e que também recebeu L-
arginina.

D~ Cistite hemorragica (1 +) inﬁuzida por ciclofosfamida
(12 h) em camundongo pré-tratado com L-NAME e que também
recebeu D-arginina.

Classificacdo de Gray. Coloragdoc H & E. Aumento 40x.
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IV- DISCUSSAOC

As oxazafosforinas CFS e IFS, classificadas como
agentes alquilantes, sédo ilmportantes na terapia de pacientes
com doengas malignas. Os agentes alquilantes tém sido usados
ao longo de varios anos, estando as mostardas nitrogenadas
J4 no seu quinquagésimo ano desde o aparecimento de resumos
de pesquisas clinicas feitas por Goodman e colaboradores
(1946) . Apesar da potencial toxicidade inerente, os agentes
alquilantes permanecem parte do bem sucedido e algumas vezes
curativo, regime terapéutico de multidrogas para o)
tratamento de pacientes com linfomas, céncer de mama, tumor
de células germinativas e alguns sarcomas.

CFS, «clinicamente introduzida em 1958, tornou-se o
agente alquilante mais largamente usado pelo fato de néo
causar lesdo no trato gastrointestinal, mesmo em doses
elevadas, e por poupar, relativamente, a medula obssea. A
mielossupressdo induzida por CFS consiste primariamente de
leucopenia e a recuperacdo ¢ relativamente répida, comparada
com outros agentes antineopléasicos (FRAISER, KANEKAL &
KEHRER, 1991).

IFSs, um  analogo isomérico da CFS, foli primeiro
introduzida clinicamente na década de setenta. Desde entdo,
IFS tem sido usada crescentemente com base na premissa de
que €& mals efetiva em certas doencas, tais como nos tumores
testiculares (LOEHRER et alii, 1988).

Muito embora ocorra com IFS um metabolismo
qualitativamente similar ao que ocorre com CFS, a oxidacgédo
das cadeias laterais de cloroetil da CFS contribui com
aproximadamente 10% do metabolismo total do composto, ao
passo que a proporcdo de IFS metabolisada por essa via pode
ser tdo elevada quanto 50%, sendo varidvel de paciente para
paciente. Tal fato, possivelmente, explique porque, para
uma mesma situacdo terapéutica, usa-se trés a quatro vezes
mais IFS do que CFS (FIELDS et alii, 1995; IBRAHIM et alii,
1993).
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A urotoxicidade vesical, manifestada por cistite
hemorragica estéril, &, com frequéncia, fator dose-
limitante, comum as duas drogas, cujos sintomas variam desde
irritacdo transitéria até lesdo vesical hemorrédgica que
ameaca a vida (BROCK et alii, 1982).

Em modelo murino, ha relatos de variacgdo da
sensibilidade entre as diversas cepas de camundongos, quanto
a toxicidade secundaria ao uso de CFS. O C57BL/6N (C-57),
por exemplo, ¢é resistente ao desenvolvimento de fibrose
pulmonar por uso de CFS, enguanto que essa fibrose
desenvolve-se com frequéncia no camundongo Balb/c sendo
sugerido que tal distincdo resulte de diferencas nos
processos de reparo (HOYT & LAZO, 1989).

CH induzida por CFS fol encontrada em intensidade
significativamente maior no camundongo ICR em comparacdo ao
C-57 (FRAISER & KEHRER, 1992). A variacdo nas cepas murinas
quanto a susceptibilidade para o desenvolvimento de CH
induzida por CFS pode ser modulada por vArios processos “in
vivo”. Por exemplo, diferengas nas cepas gquanto ao
metabolismo oxidativo da droga pelo figado; quanto a
distribuicdo dos metabdélitos ativos para os O6rgdos alvo;
quanto a permeabilidade dos metabdlitos ativos nas células
dos o6rgdos alvo ou ainda quanto & resposta citotdxica das
células dos o6rgdos alvo (HASHMI, VAMVAKAS & ANDERS, 1992).
Fatores intrinsecos vesicals podem também ser responsavels
por parte da resisténcia ao desenvolvimento de CH vista no
C~57. Apoic a essa hipbdtese tem como base a resposta
hemorradgica aumentada e a maior permeabilidade das bexigas
dos ICR expostas a acroleina por instilacdo direta (FRAISER
& KEHRER, 1992).

A decisdo de avaliar a possibilidade de reproduzir
modelo experimental de CH em camundongo induzida tanto por
CFS como por IFS teve como base o que se segue: (a) a
importancia ocupada pela CFS dentro do arsenal terapéutico
e, na ultima década, a crescente difusdo do uso de IFS; (b)

0 interesse em estabelecer comparacdo entre as duas drogas
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guanto ao potencial urotdxico em uma determinada cepa
murina, uma vez que ha diferencas terapéuticas entre CFS e
IFS, assim como relatos de diferengas entre cepas mnurinas
quanto ao metabolismo e toxicidade wvesical induzida por CFS
(FRAISER & KEHRER, 1992).

No presente estudo, observou-se que, em canundongos
Swiss, CFS e IFS induziram o desenvolvimento de CH de forma
dose dependente, com resultados praticamente equiparaveis,
inclusive quando o curso temporal da lesdo foi avaliado,
tendo sido méxima no tempo de 12 horas apds a administracéo
de CFS ou IFS. Destacamos que CFS na dose de 100 mg/kg néo
produziu lesdo vesical significante em relacgdo ao Jgrupo
controle, ao passo que IFS na dose de 100mg/kg produziu e,
quanto a cinética da lesdo, a recuperacdo vesical foi mais
rapida quando a lesdo foi induzida por IFS comparada a
induzida por CFS na mesma dose (200 mg/kg). Possivelmente,
por haver niveis mais baixos de acroleina na bexiga, 48
horas apds a administracdo de IFS em comparacdo aos niveis
presentes no mesmo tempo apds a administragdoc de CFS
(figuras 1 e 2).

A microscopia o6ptica, verificou-se que, seis horas apds
a administracdo guer de CFS como de IFS, Jé& havia Areas
extensas de descamacgdo das células uroteliails superficiais,
dreas de exulceracdo e Areas ulceradas, recobertas por
induto fibrinogranulocitédrio. Nos trechos em que persistia
urotélio, era frequente a existéncia de células tumefeitas,
assim como de microvacuolos intercelulares correspondendo,
provavelmente, a edema intercelular por lesdao do complexo
unitivo. Na lamina proéopria, a densidade capilar estava
nitidamente aumentada, havia congestéo'e edema importante,
que dissociava os elementos do conjuntivo. Nos vasos, a
marginacdo neutrofilica era comumente vista, havia tumefacgdo
endotelial, vasculite em alguns vasos, assim como necrose
transmural coagulativa em pequenos vasos circundados por

material fibrindide.
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Areas com depdsito de fibrina e hemorragia também
estavam presentes. Observou-se que, no tempo de doze horas,
as lesdes descritas anteriormente haviam se intensificado,
com extensdo do edema para a camada muscular propria. A
partir do segundo dia da inducdo da lesdo, as alteracgdes
histolégicas tornmaram—-se progressivamente menos dJgraves,
sendo vistas areas de urotélio com aspecto regenerativo e,
no terceiro dia, recomposicéo do pregueado mucoso
caracteristico, restando apenas leves congestdo e edema
(pranchas 1 e 2). Vale salientar a ocorréncia de faixa de
células fusiformes, fibroblasto-similes, em meio a colageno,
situada sob o epitélio e ausente em Dbexigas normais,
contudo, presente no modelo em estudo. Tal camada de células
fol observada nas bexigas em todos os tempos de sacrificio
apds a inducdo da lesdo, sendo mais conspicua no tempo de
doze horas e mais delgada no tempo de setenta e duas horas.

Com o propdsito de conferir wvalidade a0 mnmodelo
experimental reproduzido, os animais tratados com CFS e IFS,
também o foram com mesna que, do ponto de vista clinico, & a
droga por meio da qual a urotoxicidade das oxazafosforinas
tem sido prevenida com seguranca. Em nosso modelo
experimental, mesna, a semelhangca do dgue ocorre no uso
clinico, conferiu uroprotecdo tanto quando CFS foi usada
quanto IFS, conforme vemos nas figuras 3 e 4, na tabela 1 e
na prancha 3.

Considerando que a reproducdo de cistite hemorragica no
carmundongo Swiss foi obtida com CFS e com IFS em condicgdes
equiparaveis do ponto de vista da dose e do comportamento
temporal da lesdo, passou-se a estudar, no modelo de CH
induzida por CFS, no referido camundongo, a possivel
participacdo de algumas citocinas nos mecanismos envolvidos

na inflamacdo vesical.
Aliado ao fato de que algumas citocinas como TNF-a, IL-
1B, IL-6 e IL~-8 participam direta ou indiretamente na génese

dos eventos da resposta inflamatdéria aguda (edema,

marginacdo e migracgdo neutrofilica, dor, febre, dentre
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outros), o reconhecido efeito do TNF-oo na inducdo de
fendmenos hemorragicos nos enxerteos tumorais tornou-se um
outro atrativo para se imaginar que tais citocinas pudessem
estar envolvidas na patogénese da cistite Themorragica

induzida por ciclofosfamida.
TNF-o, IL-1 e IL-6 s&do exemplos tipicos de citocinas

multifuncionais envolvidas na resposta inflamatdéria e, as
duas primeiras, consideradas protdétipos de citocinas pro-
inflamatérias. A produgdo de TNF-a, IL-1 e IL-6 nao ¢&
constitutiva, mas induzidd transitoriamente numa variedade
de células e por estimulos diversos (DINARELLO, 19%92). A
constatacgdo da existéncia de uma rede de citocinas na qual a

expressdo dessas citocinas influenciam umas as outras, € um
aspecto importante nesse campo. Por exemplo, IL-1 e TNF-«

sdo potentes indutores de I1IL-6, e IL-6, por sua vez, regula

a expressdo de TNF-o. Muito embora essas citocinas sejam
pleotrbépicas, elas s&o capazes de participar da reacédo
inflamatéria de modo especifico “in vivo”, talvez através da
regulacdo da expressdo de receptores e ligantes (AKIRA et
alii, 1990).

Em nosso trabalho, vimos que a administragado de soro
anti-TNF-a, como pré-tratamento de CH induzida por CFS,
reduziu significativamente a lesdo, Dbloqueando tanto a
permeabilidade vascular como o peso (figura 5). O exame
histoldégico revelou menor edema, mwmenor numero de vVvVasos
exibindo marginacdo neutrofilica, vasos mais preservados no
que diz respeito as alteracdes degenerativas endoteliais e
mesmo & necrose, além de significante reducdo dos fendmenos
hemorragicos e maior preservagdo urotelial.

0O pré-tratamento com soro anti-IL-1 também resultou em
atenuacdo da lesdo. A inibicdo do aumento do peso, do
aumento da permeabilidade vascular e alterag¢des histoldgicas
menos intensas ocorreram de maneira significante nos animais
sacrificados doze horas apds a indugdo de CH, muito embora

tenhamos observado, a microscopia optica, &areas hemorragicas



36

mais reduzidas e menor intensidade de fibrina na lamina
propria das bexigas dos animais sacrificados no tempo de
seis horas, em relacdo ao grupo pré-tratado com o soro
controle.

Atenuacédo da lesdo também foi vista quando ©s animais
foram pré-~tratados com os soros anti-IL-6 e anti~IL-8, sendo
esse efeito significante em doze horas conforme mostram as
figuras 7 e 8, a tabela 4 e a prancha 6. Devemos ressaltar
que, com ambos o0s anticorpos,observamos menor marginagdo
neutrofilica, com evidente redugdo da exsudagdo
neutrofilica, particularmente nos pré-tratados com anti~-IL-
8.

Os resultados obtidos nesse estudo compdem fortes

evidéncias indicativas de que as citocinas prod-inflamatdrias

TNF-o, IL-1B, IL-6 e IL-8 desempenham um papel importante na
patogénese da CH induzida por CFS. £ importante notar que
nos tempos em que a lesdo é méaxima (6 e 12 horas apds a

administracdo de CFS), dentre os anti-soros usados o soro

anti~-TNF-a foi o que conferiu maior protegdo wvesical. A
atenuacdo da lesdo vesical vista com os demais anti-soros,
gquando levamos em consideracdo todos os parametros aqui
utilizados para avaliar a CH (peso vesical, permeabilidade
vascular, alteracgdes histoldgicas com base nos critérios de
Gray) foi significante apenas no tempo de 12 horas. Essa

observacdo ¢ importante uma vez que ela pode sugerir uma

participacdo do TNF-a em etapa mals precoce dos eventos
inflamatérios que ocorrem na CH.

Brett et alii (1989), demonstraram gque a exposigao de
monocamadas de endotélio ao TNF resulta em alteragdes
progressivas e marcantes na disposig¢do da actina, que compde
o citoesqueleto celular, levando & ruptura da continuidade
da monocamada por retracdo celular, com formacado de fendas
intercelulares. Tais alteracgdes estruturais estéo
correlacionadas com um aumento na permeabilidade endotelial
a macromoléculas e, portanto, a alteracido importante na

funcdo de barreira da célula endotelial.
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Themann et alii (1987), em estudo a microscopia
eletrénica efetuado em bexigas de ratos com CH induzida por
CFS, verificou que, sobretudo os capilares situados sobre as
dreas exulceradas, exibiam células endoteliais destacadas da
membrana basal, protruindo para a luz, tendo verificado
também acentuada degeneracgdo nas organelas dessas células,
além de reducdo de seus microfilamentos.

Conforme j& descrito, a agressdo priméria do metabdlito
urotdéxico das oxazafosforinas se faz sobre as células do
epitélio transicional vesical, resultando em destruigdo da
barreira existente entre a urina hiperténica e o tecido
isotdénico que compde a lémina proépria havendo, portanto,
exposigdo de macrdéfagos residentes, fibroblastos e endotélio
aos elementos irritantes presentes na urina. Nesse sentido,
& licito especular que, apds a lesdo inicial descrita acima,
haveria a ativacdo de macrbéfagos presentes no tecido, com
seqiente liberacdo de TNF-o.  que atuaria nos vasos
circunvizinhos resultando nos seguintes efeitos: (i)
alteragdao do citoesqueleto do endotélio com retragdo celular
e formacdo de fendas, levando a descontinuidade do endotélio
e, por conseguinte, ao edema. (ii) Aumento da adesdo dos
neutr6filos ao endotélio por induzir a sintese e expressao
de moléculas de adesdo tanto no endotélio como nos
neutrdfilos, ativando os neutrdfilos e facilitando sua
degranulacdo, o que resulta em liberacgdo de espécies de
oxigénio tdxicas e de enzimas proteoliticas que podem causar
lesdo grave ou descolamento endotelial. (iii) Estimulacgdo da
producdo de IL-1 e IL-6 pelo endotélio. TNF-a também atuaria
sobre o0s proéprios macrdéfagos do microambiente vesical
resultando em maior liberacdo de TNF-a, IL-1 e IL-6, e ainda
estimularia a proliferacdo fibroblastica.

Os fibroblastos, uma vez em franca atividade de
sintese, também sdo capazes de produzir IL-1, IL-6 e IL-8. A
presencga de TNF-a e de IL-1, provavelmente também
estimularia maior producgcdo e liberagcdo de IL-8 ©por

macroéfagos e por células endoteliais. Baggiolini et alii,



88

1992, relatam a ocorréncia de liberacdo de niveis elevados
de IL-8 por células sinoviais de pacientes com artrite
reumatdéide quando estimuladas por IL-1 ou TNF. Os mesmos
autores também sugerem que a deteccdo de nivels mails
elevados de IL-8 Jjuntamente com IL-1 em pacientes com
psoriase, pode ser indicativo de que IL-1 atue localmente
como indutora da producdo e liberacdo de IL-8,

No que diz respeito a sobreposicdo de atividades

bioldgicas observadas entre TNF-o e IL-1, podemos citar
que, em culturas de células endoteliais tratadas com IL-1 ou
com TNF-a , hé& aumento na expressdo de moléculas de adesio,
na produgdo de PGI2, PAF, IL-1 e IL-6, além de elementos que
estimulam a tividade pré-coagulante, como o inibidor do
ativador do plasminogénio e trombina (DINARELLO, 1992).

Vemos a lesdo sobre o endotélio como evento importante
para a compreensdo das alteracdes morfoldgicas observadas no
curso da CH induzida por CFS. O endotélio serve como uma
barreira celular retendo os componentes do sangue dentro do
espaco intravascular. Ademais, as células endoteliais
intactas s&o multifuncionais, ou seja, se por um lado
possuem propriedades antiplaquetéaria, anticoagulante e
fibrinolitica, por outro, exercem funcdes prod-coagulantes.
Portanto, quanto mais severa a lesdo endotelial, maior o
desequilibrio nos mecanismos hemostdticos associados ao
endotélio, uma vez que essas células modulam varios aspectos
da seqliéncia hemostasia-coagulacdo. Essa pode ser a base
morfoldgica dos fendmenos hemorragicos que s&o téo
particulares da lesé&o vesical induzida por CFS e IFS.

Muito embora TNF-a e IL~1 estimulem a atividade prd-
coagulante, em determinadas situacdes, gquando administrados
juntos, induzem hemorragia pulmonar (OKUSAWA et alii, 1988)
e TNF-a sozinho ¢é capaz de produzir acentuada necrose
hemorréagica tumoral (OLD, 1985).

No modelo de CH induzida por CFS, a lesdo endotelial
pode decorrer n&o sb de agdo direta dessas citocinas, como

também indireta, uma vez que elas propiciam a ocorréncia de
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varios outros fatores que resultam em resposta pro-
inflamatdédria cooperativa. Por exemplo, a malilor produgdo de
PGI2 e de PAF decorrente da acdo sinérgica dessas ciltocinas
sobre o endotélio, comporia elemento amplificador do edema
por aumento da vasodilatacdo, e da hemorragia por inibicao
da agregacado plaquetédria. O aumento na adesdo leucocitéria e
na ativacdo neutrofilica resultaria ndo s6 em maior
liberacdo de radicais 1livres derivados do oxigénio, como
também na liberacgdoc de enzimas lisossdmicas. Essas ultimas,
por sua vez, ativam o complemento gerando C3a e Cba, que por
seu turno, ativariam a via da lipoxigenase do metabolismo do
AA causando maior liberacido de mediadores inflamatdrios.
Além do mais, os tecidos vesicais destituldos de wurotélio
estdo expostos a componentes da urina, como por exemplo a
uroquinase que, por ser ativadora do plasminogénio, pode ser
vista como contribuinte adicional para a ocorréncia da
hemorragia.

Tem sido descrito que algumas prostaglandinas e seus
andlogos sédo agentes efetivos no tratamento da CH induzida
por CFS, em animais e no homem (GRAY et alii, 1986;
GRINBERG-FUNES et alii, 1990 & FRAISER et aldii, 1991). Por
outro lado é sabido que PGE2 exdgena suprime a liberagdo “in
vitro” de TNF-a assim como a expressdo do gene de TNF-g de
modo dose~dependente, indicando que produtos da
ciclooxigenase podem atuar como parte da alga de “feedback”
inibitdério que 1limita a produgdo de TNF por parte de
mondcitos~-macrdfagos (MARCINKIEWICZ, 1991). Portanto, o
efeito benéfico de prostaglandinas no controle da CH poderia
ser explicado por essa acdo inibitdéria sobre a sintese de
TNF-o, dado que reforga ainda mais o papel dessa citocina na
patogénese da CH induzida por CFS.

A observacdo do envolvimento de TNF-o na patogénese da
CH induzida por CFS, somado ao fato de dque dexametasona,
pentoxifilina e talidomida inibem sua produg¢ao, nos motivou
a pré-tratar os animais com essas drogas a fim de verificar

seu efeito no modelo em estudo.
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Vimos que quando cada uma dessas drogas foi
administrada houve reducdo significativa do peso umido
vesical, do extravasamento vascular e das alteracdes vistas
a microscopia optica, sendo tal efeito dose dependente e
maximo nos tempos de seis e doze horas (figuras 9~14, tabela
5, prancha 7).

Os glicocorticdéides representam a classe de droga mais
efetiva na terapéutica das doencas inflamatérias. Sua acgéo
se processa através de varias etapas que se iniciam com sua
difusdo pela membrana plasmatica, seguida de ligacdo a
receptor esteroidal citoplasmético, formando um complexo que
atravessa a membrana nuclear, ligando~se a um sitio
especifico da cromatina. Esse uUltimo passo desencadeia a
produgdo de RNAm especificos que resultardo na producdo de
novas proteinas responsavels pela acédo propriamente dita dos
corticdides. A dexametasona, um dos mais potentes
componentes do grupo dos glicocorticdides, inibe a producéo
dos derivados do AA pelas vias da ciclo e lipoxigenase,
através de mecanismo que parece ser condicionado a inducdo
de producdo de uma proteina, a lipocortina 1, que tem
atividade 1nibitéria sobre a fosfolipase A2 (BARNES &
ADCOCK, 1993).

Dexametasona tem também marcante efeito inibitério

sobre a transcricgdo de diversas citocinas, tais como TNF-d,
IL-1 e 1IL-8, devendo ser destacado que, além de inibir sua
producgdo, também blogueia seus efeitos de diversas formas,
como € o caso da diminuicgdo da expressdo de receptores para
IL-8, por exemplo (BARNES & ADCOCK, 1993).

Estudos recentes tém demonstrado que a pentoxifilina
[3,7~dimetil-1-(5~0oxohexil)xantinal, que é usada no
tratamento de doengas circulatédrias cerebrais e
arteriovenosas periféricas, é capaz de inibir o aparecimento
de TNF no soro de camundongos, de ratos e do homem, quando
tratados com LPS (SCHADE, 1990; NOEL et alii, 1990 & ZABEL
et alii, 1989).
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Essa droga age principalmente melhorando a
deformabilidade das hemdcias e reduzindo a viscosidade
sanguinea, a agregacdo plaquetadria e as concentragdes de
fibrinogénio plasmatico (SANTUCCI et alii, 1994). Estudos
que apontam para suas propriedades antiinflamatdrias indicam
que ela inibe a =ativacgdo de neutrdfilos (SCHADE, 1990), a

adesdo neutrofilica ao endotélio mediada por IL-2 (SJOLIN et

alii, 1990) e reduz também a sintese e liberacgdo de TNF-q,
IL~6 e IL~-2, tanto ™in vivo” quanto “in vitro” (FLORES et
alii, 1989). Santucci et alii (1994) em modelo de gastrite
aguda induzida por indometacina, viram gque pentoxifilina
previnia a lesdo gastrica aguda por inibir a marginagdo
neutrofilica e nesses animais havia redug¢do na liberacdo de
TNEF~t.

Em nosso trabalho, vimos que as bexigas dos camundongos
pré-tratados com pentoxifilina, apresentavam significante
reducdo do edema, da marginacdo neutrofilica e das areas
hemorragicas. A reducdo da marginacéo neutrofilica na
microcirculacdo, associada a menor ativacdo dos neutrdfilos,

resulta em maior preservacdo endotelial.

A talidomida (o-N-ptalimidoglutarimida) tem sido usada
ao longo do tempo como agente sedativo, Como
antiinflamatério e como agente imunossupressor. Atualmente é
usada na terapia do eritema nodoso leproso, ou reacdo do
tipo II, um estado inflamatdério agudo gque ocorre na lepra
lepromatosa, caracterizado por sintomas sistémicos severos
incluindo febre, lesdes cutaneas dolorosas, artrite,
glomerulonefrite e presenga de imunocomplexos circulantes.
Nessa grave complicacdo da lepra, a talidomida tem um efeito
benéfico muito importante, permanecendo-por isso a droga de
escolha para o tratamento do eritema nodoso leproso
(BARNHILL & McDOUGALL, 1982). Recentemente, foram detectados

niveis séricos elevados de TNF-a e IL-1f nos pacientes com
eritema nodoso leproso, tendo sido detectado também reducgédo

dessas citocinas apds o tratamento com talidomida (SARNO, E.
N., GRAU, G. E., VIEIRA, L. M. M. & NERY, A. C., 1990).
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Sampaio et alii (1991) observaram que talidomida inibe

seletivamente a produgdo de TNF-o por mondcitos humanos
quando essas células sdo estimuladas por LPS e por outros
agonistas em cultura. Nessa situacdo, as gquantidades de IL-
1, IL-6 e GM-CSF produzidos por mondcitos permaneceram
inalteradas.

Em trabalho posterior, Sampaio et alii (1993),

examinando o mecanismo de inibicdo da talidomida sobre a

produgdo do TNF-«a, constataram que a inibicdo decorre de
maior degradacéo de RNAm  para a sintese do TNF,
Pentoxifilina, por sua vez, reduz a transcricdo do gene do
TNF e dexametasona atua a nivel pobds—-transcripcional
reduzindo a sintese dessa citocina.

A redugdo da lesdo vesical induzida por CFS vista nos
animais pré-tratados com talidomida, somado ao fato de que
essa droga inibe seletivamente a producdo de TNF-a, confere
a ela a condicdo de boa candidata para o tratamento dessa e
de outras condigdes inflamatdrias nas quais a Iimunidade
precisa permanecer intacta. Deve ser enfatizado que essa
inibigdo seletiva ndo significa que talidomida n&do tenha
impacto sobre outras citocinas inflamatérias. Como vimos,
TNF é conhecido como modulador da sintese de citocinas e de

outras moléculas inflamatérias, de modo que sua inibicgéao
resultaria em reducdo de IL-1B, IL-6, IL-8, PAF, PGIZ2,

dentre outros.

Uma vez que talidomida, pentoxifilina e dexametasona

afetam a sintese de TNF-g em pontos distintos da via
biossintética dessa citocina, ¢é possivel supor que elas
atuem sinergicamente.

Os resultados obtidos no experimenﬁo em que os animails
foram pré-tratados com a associagdo das trés drogas em doses
mais baixas sugeriram fortemente a ocorréncia de
sinergismo. A inibicdo do aumento do peso Umido vesical, do
extravasamento vascular e a marcante preservagdo vesical do

ponto de vista da observacdo histoldégica foi vista tanto em
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seis como em doze horas apds a administracgdo de CFS (figura
19).

Como Jja& citamos, TNF-a e IL-1 induzem aumento na
producdo de PAF pelas células endoteliais (DINARELLO, 1992).
PAF ¢é conhecido ©por uma diversidade de efeitos pro-
inflamatérios, com papel relevante na capacidade de aumentar
a permeabilidade microvascular. Com o objetivo de estudar a
participacdo desse mediador na CH induzida por CFS emn
camundongo, utilizamos o composto BN-52021

Como podemos ver na figura 16 e 17 tabela 7, o BN-52021
inibiu a CH induzida por CFS, sugerindo que PAF tem um papel
importante na patogénese dessa lesao. Participacéo
importante de PAF também foi demonstrada no mcdelo de CH
induzida por CFS em ratos (LIMA et alii, 1994).

No presente trabalho, sao demonstrados dados
experimentais que indicam o envolvimento do NO na patogénese
da CH induzida por CFS. Duas linhas de evidéncias dao
suporte a essa afirmativa: (i) owpré~tratamento dos animais
com L-NAME, um antagonista de NO, Dblogueou de forma
significante e dose~dependente tanto o aumento do peso
vesical como da permeabilidade wvascular; além disso, a
histopatologia das bexigas tratadas com L-NAME revelou
reducdo importante do edema, da migracdo neutrofilica e da
erosdo urotelial; (ii) o co-tratamento com o© precursor da
sintese de NO, L-arginina, mas ndo com seu enantidmero
inativo, D-arginina, reverteu, de forma significativa e
dose~dependente, o efeito inibidor do L-NAME sobre os
eventos inflamatdérios da CH induzida por CFS descritos
acima.

Recentemente, foi demonstrado que © PAF estimula a
formacdo de NO por ativagdo e/ou indugdo da NO-sintase in
vivo (SZABO et alii, 1993). Em adicdo, estudos anteriores
haviam mostrado que o PAF é um dos mediadores envolvidos na
patogénese da CH induzida por CFS em ratos, Ja gque um
antagonista de PAF, BN52021, foil capaz de bloquear todos o0s

eventos inflamatdédrios ocorridos no curso da mesma (LIMA et
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alii, 1994). E possivel, portanto, sugerir que durante a CH
induzida por CFS, o PAF deve ser um dos mediadores iniciais
capaz de desencadear a cascata de eventos pré-inflamatodrios,
via ativacdo de NO-sintase, gerando NO.

O presente trabalho, associado aos dados da literatura
anteriormente citados, sugerem  que a acroleina lese
inicialmente o urotélio, resultando em exposicdo dos
elementos da lamina prbépria (macrdfagos, endotélio,

fibroblastos) a urina. Como consequéncia, macrdofagos
liberariam TNF-o que, por seu turno, ativaria a liberacgdo de

IL-1B, 1IL-6, 1IL-8, além de NO e PAF. Esses mediadores
causariam cistite hemorragica tanto por sua acdo sobre os
componentes da lamina prdpria, quanto por agravarem a lesdo
urotelial. A atenuacdo do edema, da exsudagdo neutrofilica,
dos fendmenos hemorragicos e a maior preservagdo urotelial
vista quando bloqueadores desses mediadores foram usados,

sdo consistentes com essa proposicdo (figura 20).
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Figura 20. Esquema tebrico proposto para a cascata
de mediadores envolvidos nos eventos inflamatdrios

da Cistite Hemorragica induzida por Ciclofosfamida.
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5- CONCLUSOES

e Ciclofosfamida e ifosfamida induziram de forma dose-
dependente o desenvolvimento de CH em camundongos Swiss,
com resultados praticamente equiparéaveis.

e Mesna atua comc uroprotetor eficaz no modelo CH induzida
por CFS e IFS em camundongos Swiss.,

e A atenuacdo da CH induzida por CFS apbds o pré-tratamento

dos camundongos com soros anti-TNF-o, anti-IL~1B, anti~IL-
6 e anti-IL-8 compde evidéncia indicativa de dJue essas
citocinas pro-inflamatdrias desempenham papel importante
na patogénese dessa lesao.

e Dentre os anti-soros usados, o soro anti-TNF-o fol o que
conferiu maior protecdo vesical, com inibicdo significante
da lesdo nos tempos de 6 e 12 horas. A atenuacdo da lesdo
vesical vista com os demals anti-soros foil significante
apenas no tempo de 12 horas. Tais dados sugerem uma

participacdo do TNF-o em etapa mais precoce dos eventos
inflamatdédrios que ocorrem na CH,

e Inibidores seletivos (Talidomida) ou ndo (Pentoxifilina e

Dexametasona) da producdo de TNF-a, isoladamente ou em
associacdo, blogueiam os eventos inflamatdédrios da CH.

e O pré~tratamento con o L-NAME, resultando em Dblogqueio

significativo e dose-dependente das alteracdes
inflamatérias vesicais dinduzidas por CFS, assim como a
reversao desse Dblogueio com © co-tratamento com a L-

arginina, mas ndo com a D-arginina, sdo dados indicativos
do envolvimento do NO na patogénese da CH induzida por
CFS,
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