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RESUMO



Estudo dos Mediadores Inflamatdrios Envolvidos na Patogénese da Cistite
Hemorragica Induzida por Ciclofosfamida
Dissertacdo de Mestrado em Farmacologia - UFC -1994
Marcos Venicio Alves Lima

Produziu-se cistite através da administracdo ip de ciclofosfamida, em
ratos Wistar machos, nas doses de 50, 100 ou 200 mg/kg, os quais foram
sacrificados 48 h depois, tiveram sua bexigas avaliadas quanto a diferenca dos
pesos Umido e dessecado.( A peso ). Dai por diante, na dependéncia do protocolo
experimental, passou-se a tratar os animais com CF na dose de 100mg/kg e
realizar os sacrificios apos 6, 12, 24, 48 ou 72 horas. Nesta etapas a aferi¢cdo dos
resultados foi realizada através do peso umido, extravasamento vascular pela
técnica do azul de Evans e microscopia 6tica com a coloragdo da hematoxilina e
eosina.

Observou-se que a CF, nas doses de 100 e 200 mg/kg, aumentou de
maneira significativa o A peso, sem que houvesse diferenca entre estas doses.
Embora o aumento da permeabilidade tenha sido méximo ap6s 12 horas, 0
aumento ponderai vesical e as alteracdes histopatoldgicas; tais como edema,
ulceracdes da mucosa e infiltrado de células inflamatérias, foram mais intensas
passadas 48 h do estimulo nocivo ( CF).

Os pré-tratamentos dos animais com dexametasonai inibidor da
fosfolipase A2), indometacina ( inibidora da cicloxigenase) e NDGA (inibidor
da ciclo e lipoxigenase ) bloquearam o aumento patolégico da permeabilidade
vascular e do peso Umido vesical induzidos pela CF, sendo que o bloqueio da
permebilidade ocorreu de forma mais intensa e em menores doses que 0
determinado no peso.

Utilizando a cinética da cistite induzida por ciclofosfamida(CIC)
observou-se que 0s pré-tratamentos com 0s compostos BN-52021 (inibidor do
PAF ) e HOE-140 ( inibidor da bradicinina ),propiciaram um bloqueio mais
precoce da permeabilidade e posteriormente do aumento ponderai vesical, sendo
aquele mais significativo que este ultimo.

A deplecdo dos granulos dos mastocitos, conseguida com o tratamento
crénico com o composto 48/80. foi eficiente em reduzir significativamente a
permebilidade vascular patoldgica, embora ndo tenha produzido alteracdes
consideraveis no peso vesical.

A utilizacdo do L-NAME. bloqueador da NO sintetase, comprovou
haver envolvimento do NO na patogénese da CIC. na medida em que a inibicdo
determinada pelo L-NAME diminuiu significativamente a permeabilidade
vascular e o peso vesical umido (ap06s 48 h) induzido pela CF, de uma maneira
dose-dependente. Adicionalmente demonstrou-se que o efeito do L-NAME na
permeabilidade vascular é revertido pela L-arginina, um precurso da sintese do
NO. de modo dose -dependente, mas ndo 0 é pela D-arginina com semelhante
posologia.
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Studies of the Mediators Involved in the Pathogenesis of
Cyclophosphamide-Induced Hemorrhagic Cystitis
Master Degree in Pharmacoiogy - UFC -1994
Marcos Venicio Alves Lima

Cystitis were produced in Wistar male rats by ip administration of
cyclophosphamide ( CP ) at doses of 50, 100 or 200 mg/kg. They were
sacrificed 48 h later , their bladders were extirpated and evaluated for the
differences in their wet and dry weights ( A weight ). Thereafter. depending on
the experimental protocol, it was decided to treat the animais with a 100 mg/kg
dose of CP and to kill them after 6, 12, 24, 48 or 72 hours. In these experiments,
comparison of results was accomplished from the wet weights, vascular leakage
as determined by Evans blue dye and light microscopy with Hematoxylin and
Eosin stain.

It was observed that the CP, at doses of 100 and 200 mg/kg significantly
increased the A weight, but show no differentiation at these doses. Although the
increase in vascular permeability attained to the maximum after 12 hours, the
increase in vesical weight and the histopathological alterations such as edema,
mucosal ulcerations and inflammatory cell infiltration were more intense after
48 hours of CP administration.

The pretreatment of animais with dexamethasone ( phospholipase A2
inhibitor ), indomethacin ( cycloxygenase inhibitor ) and NDGA ( dual cyclo-
lipoxygenase inhibitor ) blocked the CP-induced pathologic increase in vascular
permeability and the wet weight of bladder; the permeability being more intense
and occurred at smaller doses.

From the kinetic study of CIC, it was observed that pretreatment of rats
with compounds BN-52021 ( PAF antagonist ) and HOE-140 (bradykinin
antagonist ) produced much early blockade of vascular permeability and
subsequently the increase in vesical weight, the former being more significant
than the latter.

The mastocyte degranulation by chronic treatment of rats with compound
48/80, was efficient to reduce significantly the pathologic vascular permeability
but produced no considerable alterations in the vesical weight. However,
detectable reductions of edema and inflammatory cell exsudate was observed
when specimens were examined under light microscopy.

The utilization of L-NAME, a inhibitor of NO synthetase revealed the
involvement of NO in the pathogenesis of CIC as indicated by its ability to
decrease significantly the CP-induced increase in vascular permeability and
vesical wet weight( after 48 h ). In addition, the inhibitory effect of L-NAME on
vascular permeability was found to be reversed by L- arginine. the precursor of
NO synthesis in a dose dependent manner but not by D-arginine at similar
dosage.
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| - INTRODUCAO



O relato mais antigo do estudo de um agente anti-neoplasico
efetivo foi feito por Lissauer, e tratava-se do arsenito de potassio (solucéo
de Fowler ), datando do ano de 1875. Posteriormente, Coley demonstrou
a atividade de produtos bacterianos em pacientes com cancer; porém, 0s
efeitos eram irregulares, imprevisiveis e acompanhados de reacdes
adversas ( Horton & Hill, 1977).

A moderna era do tratamento sistémico do cancer iniciou-se em
1940, quando Huggins demonstrou que a administracdo de estrégeno
produzia melhora consideravel em pacientes com cancer prostatico
(Huggins & Hodges, 1941). Entretanto, 0 primeiro agente
guimioterapico citotéxico, a mustarda nitrogenada, sé foi utilizada com
finalidade terapéutica ao final da Segunda Guerra Mundial (Phillips,
1950 ).

O reconhecimento, em meados dos anos quarenta, de que a
cirurgia e radioterapia deveriam estar préximas de seus limites de
efetividade produziu um entusiasmo que foi fundamentado no incentivo a
descoberta de novas drogas anti-neoplasicas.

A terapéutica sistémica do cancer progrediu nos Gltimos anos
de uma disciplina unicamente experimental para se incorporar
definitivamente no arsenal clinico oncoldgico, produzindo beneficios
indiscutiveis a uma parcela enorme dos pacientes portadores de
neoplasias malignas, bem como, mais recentemente, daqueles portadores

de imunopatias e transplantados.



1 - CICLOFOSFAMIDA

Agentes alquilantes s&o farmacos citotoxicos que tém a
capacidade de estabelecer ligagbes covalentes com bases nitrogenadas do
acido desoxiribonucleico (DNA), através de grupos alquilas - radicais de
hidrocarbonetos que se ligam a cadeias principais de compostos
orgénicos - formando pontes entre as cadeias do DNA, interferindo na
integridade funcional cromossomial, notadamente na interpretacdo da
sequéncia do DNA no pareamento das bases nitrogenadas na duplicacéo
cromossoémica.

Arnold e Bourseaux, em 1957, intencionando melhorar a
seletividade dos agentes alquilantes, desenvolveram a ciclofosfamida
(CF), baseando-se no fato de que as células tumorais possuem altas
concentracBes de enzimas capazes de romper a ligagdo fosfato-nitrogénio
(P-N), liberando uma potente mustarda fosforamida. A CF pertence a
classe das mustardas nitrogenadas dos agentes alquilantes no qual ha dois
grupos B-cloroetil ligados a um atomo de nitrogénio ( Arnold &
Bourseaux, 1958 ).

A ciclofosfamida, na realidade trata-se de uma pré-droga, a
qual passa por diversas etapas até a formacdo do composto efetivo. O
primeiro metabolito, hidroxiciclofosfamida, é produzido por metabolismo
microssdmico hepatico. Este composto sofre tautomenzacao espontanea a
aldofosfamida, que se hidroliza dentro das células para originar como 0
composto ativo final a mustarda nitrogenada. e um produto secundario: a

acroleina.



A hidroxiciclofosfamida e a aldofosfamida sofrem a agdo de
enzima oxidantes tranformando-se em 4-cetociclofosfamida e
carboxifosfamida, respectivamente. Estes compostos tém baixa
toxicidade e representam produtos inativos excretados na urina,
equivalendo a 80% da CF administrada ( Colvin, 1982 ).

A figura que se segue é uma representacdo esquematica das
etapas pelas quais a ciclofosfamida passa até chegar a sua forma ativa, tal
como descrevemos nos paragrafos anteriores.

CICLOFOSFAMIDA 4-OH ciclofosfamida

Cl-c-Cc Cl-C-C
_______________ b-
CL-c-C micro3somos
hepaticos
espontaneamente
carboxifosfamida
+
. 4-cetociclofosfamida
tecidos .
periféricos aldofosfamida

MU STARDA FO SFORAMIDA ACROLEINA

Embora a farmacocinética da CF ndo seja amplamente
determinada, sobretudo devido a dificuldade de isolar os metabdlitos
desta droga, estudos clinicos comprovam que a mesma é bem absorvida
por via oral e sua biodisponibildade € de 74% quando comparada com a
via endovenosa ( Juma, 1980 ). Ap6s a administracdo oral de CF, o pico

de niveis plasmaticos, o qual é dose-dependente, se d& em uma hora e a



meia-vida plasmaética é de quatro a seis horas, quando administrada
endovenosamente ( Colvin, 1982 )

Através de estudos experimentais utilizando CF tritiada em
seres humanos, bem como técnica de cromatografia, demonstrou-se
radioatividade na urina apds noventa minutos da injecdo venosa dessa
droga. Setenta por cento da radioatividade foi excretada dentro de 72
horas. O percentual de recuperacdo da radiatividade nas fezes foi
desprezivel (Bolt e etal., 1961).

Mellet, usando também a CF marcada, recuperou 43% do total
de radiatividade 24 h apos a administracdo de | mg/kg de peso de CF. A
eliminacdo da droga ndo metabolizadai inativa ) foi de 11 a 14% do total
administrado (Mellet, 1963 ).

A mustarda produzida a partir da CF forma ligacdes covalentes
com &cidos nucleicos do DNA, através de um processo denominado
alquilacéo, inibindo a diviséo celular e consequentemente, produzindo,
desta forma, seu efeito citotoxico.

A toxicidade produzida pela CF é difente em alguns aspectos
da causada pelas demais mustardas nitrogenadas. A CF*é estavel, bem
absorvida por via oral e ndo poduz irritagdo local. Durante a sua
administracdo em regime de altas doses sdo observados freqiientemente
nauseas, vomitos e alopécia. Os tecidos hematopoiéticos, por terem uma
taxa de divisdo celular elevada, bem como devido a falta de seletividade
na acdo da CF, sofrem alteracdes consideraveis, sendo mais relevante a
leucopenia quando comparada com a trombocitopenia e anemia. Ao
contrario dos demais agentes alquilantes. o farmaco em questdo tem uma

predilecdo pelo epitélio urotelial, produzindo como para-efeitos a



retencdo inadequada de agua pelo néfron distai e a cistite hemorragica
(CIC) ( Stillwell & Benson, 1988; Fraiser et al.,1991 ).
Apesar da importancia da CIC, a ureterite e pielite também

estdo associadas com o uso da ciclofosfamida ( Efros etal. ,1990).

2 - CISTITE HEMORRAGICA

Este processo inflamatério vesical, secundario ao uso da CF,
foi relatado pela primeira vez em 1959 (Coggins et al. , 1959). A
incidéncia desta patologia varia de dois a quarenta por cento nos Usuarios
desta droga, e a mortalidade é em tomo de quatro por cento (Jerkins et aL
, 1986).

N&o ha predilecdo por sexo ou idade e a dose minima total oral
para causar cistite em adultos é de 100 g ( Bennet, 1974 ). O regime de
administracdo ndo é um fator preponderante, uma vez que se pode
observar CIC nos pacientes que receberam altas doses em uma unica
injecdo intravenosa, quanto naqueles tratados com pequenas doses orais
diarias. Ja Nissen, demonstrou a existéncia da CIC em dez por cento dos
pacientes tratados com CF, porém apenas naqueles que receberam altas
doses. No entanto, outros autores relatam que a CIC se desenvolve com
doses menores de CF nas criangcas quando comparada com adultos
(Coggins et al. 1959 ; Stiellwell & Benson, 1988).

A exata causa da lesdo vesical ¢ desconhecida. Entretanto,
parece estar relacionada com um metabdlito urotoxico da CF: a acroleina.

Cox sugeriu que o dano urotelial ocorre através do contato direto do



epitélio com a acroleina, a qual experimentalmente causa edema,
ulceracdo. neovascularizagdo, hemorragia e necrose ( Cox, 1979 ).

Pohl e colaboradores, baseados em dados clinicos indicando
que o cloacetaldeido ( CAA ) é um importante metabdlito da CF,
desenvolveu um estudo experimental no sentido de elucidar o real papel
do CAA. Apos ser injetado intraperitonealmente (ip), 0 CAA ndo causa
lesdo vesical, porém, instilado diretamente na bexiga, produz efeitos
urotoxicos, os quais sdo parcialmente revertidos com o uso do sodio-2-
mercaptoetanossulfonato (MESNA) ( Pohl et al. ,1989 ).

Bidpsias de pacientes com cistite induzida por CF revelam
processos inflamatorios agudo ou crénico, com mucosa hiperplasica ou
ulcerada, edema da submucosa, infiltrado celular, hemorragia das
mucosas ou intra-mural e fibrose ( Stillwell & Benson, 1988 ). Em casos
severos, 0 processo inflamatorio pode evoluir para necrose de toda a
espessura da parede e consequente perfuracdo ( Marsh et al. 1971).

Observa-se, dentre outras complicagbes do uso da CF,
sobretudo em pacientes que desenvolveram CIC, um aumento da
incidéncia de carcinomas de céluals transicionais da bexiga,
representando um risco relativo de 6,8 : risco acumulado de 3.5 em oito
anos e 10.7 % apds doze anos do uso desta droga ( Stillwell & Benson,
1988 ). Portanto, um seguimento clinico a longo prazo é mandatorio para
a deteccdo de recorréncias tardias de CIC ou desenvolvimento de

malignidade vesical.



2.1 - QUADRO CLINICO E DIAGNOSTICO:

O quadro clinico varia de uma hematuria microscopica em
pacientes assintomaticos, até episodios recorrentes de hematiria macica
associada a disuria, hipertermia, dor supra-pubica, incontinéncia urinaria
e noctlria. Numa revisdo de 100 casos, realizada por Stillwell, 56% dos
pacientes persistem sintomaticos depois da interrupcdo do tratamento;
40% , de uma semana a um ano; e 16% , de dois a oito anos. O mesmo
estudo demonstrou que 21% dos pacientes experimentaram recorréncia da
hematuaria de trés meses a dez anos apos o episddio inicial ( Stillwell &
Benson. 1988 ).

O diagnostico é sugerido pelo quadro clinico descrito,
confirmado pela cistoscopia seguida de bidpsia. A cistoscopia mostra na
fase aguda uma mucosa hiperemiada, areas de telangiectasia, edema e
ulceracdo, bem como diminuicdo da capacidade vesical consequente ao
espasmo do musculo detrussor. A urografia excretora também € um meio
propedéutico auxiliar importante, embora ndo tenha a mesma
especificidade e sensibilidade da endoscopia vesical. Mesmo assim, é
capaz de revelar achados tais como hidronefrose, obstrucdo uretral e
regularidade nas mucosas e diminuicdo da capacidade vesical ( Stiellwell
& Benson, 1988 ).

A ultrassonografia, a despeito de ndo ser um método efetivo no
diagnéstico da CIC. produz imagens que auxiliam no diagnostico,
representadas por hidronefrose. aumento da espessura da parede,
diminuicdo da capacidade vesical, bem como a presenca de formacdes
ecograficas sugestivas de coagulos dentro da bexiga ( Kumar &
Aggarwall. 1990 ).



2.2 - TRATAMENTO

Diversos métodos tém sido advogados na profilaxia e
tratamento da CIC, entretanto, a hiperidratacdo, associada ou ndo com
diuréticos osméticos de alca, continua como 0 meio mais eficaz e
difundido entre as alternativas protetoras no que concerne ao
desenvolvimento da CIC. Todavia, a CF produz um efeito direto nos
tabulos renais que induz a um estado de retencdo inapropriada da agua.
Desta forma, a hidratacdo excessiva submete 0s pacientes, sobretudo
idosos, cardiopatas e nefropatas, ao risco de hipervolemia, hiponatremia
e, em caso severo, a morte ( Reynolds et al., 1969; Cox, 1979; Droller et
al. ,1982; Jerkins et al. ,1986 ).

A N-acetilcisteina, composto tiol que produz substancias
sulfidrilas as quais se ligam a acroleina. foi usada na profilaxia da CIC
com sucesso relativo ( Cox, 1979 ). Objetivando impedir a ligacdo da
acroleina ao epitélio vesical, Parson usou o pentossanpolissulfato, um
analogo sintético da heparina, obtendo resultados satisfatorios (Parson,
1986).

Recentemente, 0 MESNA, composto que se liga a acroleina
tornando-a inativa, passou a ser usado na profilaxia da CIC ( Stepherd et
al., 1991; Letendre, 1992; Nicolau & Hogam, 1992 ). No entanto,
apesar dos bons resultados obtido com este composto, Stepherd e cols.
revelaram que ndo ha vantagem no seu uso quando comparado com a
hiperidratacdo ( Stepherd etal., 1991 ).

Embora ainda esteja sendo utilizados apenas no campo
experimental, andlogos de prostaglandinas. tais como o carboproste-
trometamina( PGF?) e misoprostoi(PGEi), em carater preliminar.



apresentam resultados satisfatérios na profilaxia da CIC, embora seja
totalmente desconhecidos os seus mecanismos de acdo (Grinberg, 1990;
Kranceiu/., 1992).

Em se tratando da CIC ja instalada, as terapias empregadas nos
dias atuais vao desde 0 uso de estrdégeno sistémico ( Liu etal.,, 1990 ),
uso de acido amino-caproico, vitamina E, instilacdo intra-vesical de
formalina ( Shrom et al., 1976 ) ou fenol ( Duckett et al., 1973 ),
aplicacOes de-balGes hidrostaticos intra-vesicais, fulguracéo, ligadura das
artérias iliacas internas, irrigacdo com sais de aluminio (Goel et al., 1985)
e nitrato de prata ( Kumar et al., 1985 ) e, em casos extremos,
cistectomia ( Jerkins etal., 1986 )

Como podemos observar, quase todos o0s procedimentos
utilizados, além de resultados duvidosos, tém elevadas morbidade e, em

alguns casos, mortalidade elevadas.

2,3 - MODELO EXPERIMENTAL

O modelo experimental da CIC foi idealizado por Philips e
cols. em 1961. A CIC foi desenvolvida atraves da administracdo de CF,
por via intra-peritoneal. em ratos Wistar machos. Observou-se, na
ocasido, que animais que receberam altas doses, tal como 222 mg/kg de
peso, desenvolveram perda ponderai de até 25 % do seu peso inicial. A
dose letal médiai DL 50 ) encontrada foi de 182 mg/kg. Por outro lado,
todos animais que receberam 100 mg/kg de peso desenvolveram cistite e

ndo se observou mortalidade neste grupo ( Philips etal, 1961 ).
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Os estudos microscopicos revelaram a existéncia de edema e
hemorragia flagrantes do primeiro ao quarto dia. além de extensivas areas
de ulceracdo da mucosa. Nos espacos de mucosa integra havia alteracoes
focais representadas por atipia celular e cariorrexis. A ulceragdo
permanecia proeminente atée o sexto dia; ndo obstante j& no quarto a
regeneracdo era evidente ( Philips et al., 1961 ).

A lesdo renal também pode ser apreciada neste modelo, porém
em menor proporcao e intensidade que as registradas na bexiga. Tais
lesBes traduziram-se por hemorragias, ulceracdo e necrose da mucosa da
pelve renal. Ainda nesse trabalho, os estudos microscépicos da prostata
ventral confirmaram a existéncia de edema, o qual ja havia sido
observado macroscopicamente( Philips etal., 1961 )

Por ocasido deste trabalho experimental, Philips propds, como
parametro de afericdo dos resultados, o peso vesical umido o qual
mostrou-se efetivo para tal. Posteriormente, mais precisamente em 1978,
Cox utilizou como parametro a proporcdo da diferenca dos pesos Umidos
e dessecados relativo a cada 100g de peso do animal. Tais métodos sdo
utilizados até os dias atuais . Vale resaltar que neste experimento Cox
concluiu que a acroleina era 0 metabdlito da CF envolvido com a
patogénese da CIC (Philips etal., 1961; Cox, 1979).

Outra metodologia de inducdo da cistite foi proposta por
Chaviano e cols.. 0 qual langou méo de mstilacdo intra-vesical de
acroleina, além de coloracdo das mucosas com azul de metileno,
verificando que o epitélio lesionado cora-se intensamente, ao contrario do
normal ( Chaviano etal, 1985).

Em 1985. Gray e colaboradores estabeleceram critérios para

guantificar os efeitos deletérios da CF na bexiga de ratos, tendo como
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base as alteracdes macroscocpicas ( edema e hemorragia ), bem como as
histologicas (hemorragias, edema e ulcerac@es) as quais foram atribuidos
valores de zero a trés. Entretanto, este método ndo permite com precisdo
0 estabelecimento de modificagcdes minimas (Gray etal, 1986).

Recentemente, Thermann e colaboradores desenvolveram um
estudo com microscopia eletronica na CIC, onde observaram que a
resposta inicial aos metabolitos da CF parecia ser a fragmentacdo da
membrana intraluminal. Isto, danificaria a barreira celular contra a urina
hipertdnica, provocando rotura das membranas laterais das celulas
superficiais e em todas membranas plasmaéticas das células intermediarias
e basais, produzindo edema inter e intra-celular e desintegracdo dos
desmossomos, levando a uma progressiva degeneracdo e descolamento
das células epiteliais com exposicdo das membranas basais. O
envolvimento dos vasos sanguineos independe dos diametros e
localizacbes indica a presenca de um tipo direto de dano, o qual é
precedido por um aumento da permebilidade induzida por mediadores
inflamatorios ( Thermann etal., 1987)

A despeito do valor da CIC como entidade ndsologica, ainda
ndo se deu a devida importancia, uma vez que a quantidade de estudos,
sobretudo experimentais, na literatura indexada é muito pequena.
Portanto , um aprofundamento dos conhecimentos desta patologia,
principalmente no que concerne a patogénese e terapéutica, traria como
consequéncia um ganho incalculavel pela possibilidade de ter amplas
aplicacbes nas mais diversas areas em que este farmaco utilizado
(Stiellwell & Bensor, 1988 ).
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3 - O PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacéo é mais bem definida como uma reagdo do tecido
vivo vascularizado a uma agressao local. Os invertebrados, desprovidos
de sistema vascular, possuem outras formas de respostas a agressoes. O
processo inflamatdrio, como o imune, pode ser gerado a partir de células
e por proteinas circulantes ( fatores humorais ). As diversas células
inflamatdrias sdo capazes de mediar as respostas através da liberacéo,
producdo de compostos quimicos e recrutamento de outras células que
liberem ou ativem mediadores quimicos adicionais ( Dale & Foreman,
1989 ).

3.1 - MODIFICACOES NO FLUXO E PERMEABILIDADE
VASCULAR

A resposta inflamatdria tem uma dinamica, bem como uma
interdependéncia entre os elementos envolvidos e ndo é possivel
compreender em toda sua plenitude através de estudos setoriais.
Entretanto, com a finalidade didatica, discorreremos sobre o papel das
principais células participantes deste processo biologico, bem como dos
mais importantes mediadores que dele participam.

A inflamacdo se divide em aguda e cronica. A aguda € de
duracéo relativamente curta, perdurando por alguns minutos, varias horas
ou poucos dias. Suas caracteristicas sdo exsudacdo de liquidos e proteinas

plasmaticas (edema) e migracdo de leucécitos. predominantemente
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neutrofilos, para o sitio da agressdo. Qualquer que seja 0 agente causai, a
inflamacdo aguda é de certa forma estereotipada. J& a cronica é de
duracdo maior, associa-se a presenca de linfécitos , macréfagos e a
proliferacdo vascular e do tecido conjuntivo no foco da lesédo
(Robbins,1991).

A despeito da auséncia de uma seqliéncia exata, a alteracdo no
fluxo e calibre da microvasculatura € uma etapa que ocorre de forma
precoce. Os-elementos mais importantes da microvasculatura sao o0s
capilares, os quais sdo estruturas extremamente delicadas com paredes de
uma s6é camada celular ( endotélio ), diametro de quatro a nove
micrémetros, formados a partir de minusculas arteriolas chamadas
metarteriolas terminais. Nas juncdes entre os capilares e as arteriolas
existem manguitos musculares ou esfincteres. Distai a estes manguitos,
muitos capilares se interligam em uma rede complexa que irdo formar as
tributarias venosas denominadas de vénulas ( Wallace & Waugh, 1990 ).

Os capilares sdo providos de diminutas fendas intercelulares
que estabelecem o contato do interior com o exterior vascular. Essas
fendas tém espassamento de aproximadamente seis nanémetros, o que é
ligeiramente menor que uma molécula de albumina, entretanto, na
dependéncia do equilibrio pressoérico, liquidos circulam livremente por
esses poros, em condi¢des normais (Guyton, 1992). Essas juncdes entre
as células endoteliais séo plasticas, no sentido de que certos agentes, tais
como a histamina ou o calor, podem acentuar o tamanho dos poros e ,
consequentemente, aumentar a permeabilidade vascular, permitindo o
extravazamento de moléculas de peso molecular acima de 100.000
Daltons ou mais ( Wallace & Waugh, 1990 ).
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Acredita-se que a histamina e a serotomna sejam os mediadores
que determinam a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
imediata. Desta forma, para que possa ser rapidamente ativada a resposta
inflamatoria, estes mediadores sdo estocados pré-formados em granulos
citoplasmaticos dos mastocitos, basofilos e plaquetas( Serafin & Austen,
1987 ).

Os mastdcitos séo células teciduais com proeminente papel na
fase inicial- da inflamacédo, sobretudo naquelas mediadas por
imunoglobulinas da classe E ( IgE ). Eles sdo especialmente abundantes
na pele, pulmdes, mucosas gastrointestinais e nasal. Como podemos
observar, estdo estrategicamente posicionados, 0 que 0s torna relevantes
no mecanismo de defesa contra agressfes externas ( Serafin & Austen,
1987 ). A ativacdo destas células pode ser através de mecanismos IgE-
dependente ou por estimulos outros como as fragcbes C3a e Cba do
complemento,, fator quatro de plaquetas e citocinas. Este evento comeca
com a desgranulagédo, liberacdo de histamina e mediadores associados,
tais como heparina e tetrapeptideo conhecidos como fatores quimiotaticos
de eosinoéfilos, cuminando com a geracdo e liberacdo de fatores neo-
formados como leucotrienos , PAF e citocinas ( Goetz & Stobo, 1990 )

Ao contrario dos mastdcitos, os basofilos sdo leucocitos
circulantes, os quais tém muitas fungdes destes primeiros. Estas celulas,
tal como os mastdcitos, possuem receptores de alta afinidade para IgE.
bem como granulos citoplasmaticos contendo histamina ( Lemanske &
Kaliner, 1988 ). Embora o conteddo de mediadores dos granulos
citoplasmaticos das plaguetas lembrem os das células descritas acima, a
impossibilidade de migrar do meio vascular limita a participacdo das

plaquetas. de forma direta, no processo mflamatorio. Ndo obstante este
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Obice, as plaquetas contribuem no mecanismo da inflamacdo e da
coagulacéo, os quais estédo interelacionados ( Ginsberg, 1986 ).

A histamina ¢ formada pela descaboxilagdo da L-histidina e
degradada por desaminacdo oxidativa e metilacdo. A sua liberacdo dos
granulos se d& através de um mecanismo calcio-dependente, envolvendo
proteinas celulares contrateis e uma mudancga nos niveis do 3,5-ciclo-
monofosfato de adenosina ( AMPc) ( Friedman & Kaliner, 1987 ) A
histamina exerce seu efeito bioldgico através da interacdo com receptores
especicficos nas células alvos. Na atualidade sdo conhecidos trés tipos de
receptores ( H1,H2 e H3), porém, apenas o H1 e possivelmente o0 H3, o
qual parece desempenhar uma funcdo regulatéria na producdo de
histamina. estdo diretamente envolvidos com a inflamacéao,
particularmente com a permeabilidade vascular ( Arrang etal, 1987 ).

O receptor H1 estd fartamente presente na musculatura
vascular, se ativado, determina relaxamento desta, sobretudo na sua
porcdo venular. No seu mecanismo de acdo é conhecida a participacdo da
hidrolise de fosfoinositois e formacdo de trifosfato de inositol, com
conseqiente aumento do célcio intra-celular ( Donaldson & Hill, 1985 ).

Embora apenas a histamina haja exclusivamente na fase inicial
da inflamacéo, outros mediadores participam ativamente dos fendmenos
vasculares que ocorrem nesta e em outras fases mais tardias. Entre outros,
a serotonina. bradicinina, substancia P (SP), derivados do é&cido
aracdonico pelas vias da ciclo e lipoxigenase e 0 PAF. A serotonina (5-
hidroxitriptamina. 5-HT ) é um mediador formado a partir da
descaboxilacdo do triptéfano, armazenada em granulos de plaquetas,
células neuro-enddcnnas do trato gastrointestinal e respiratorio e nos

mastocitos de roedores. A serotonina contrai masculos lisos e produz
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aumento da permeabilidade venular por desconexdo parcial das células
endoteliais. Entretanto, nos seres humanos, sua principal funcéo ¢,
provavelmente, a de um neuro transmissor ( Saria etal., 1983 ).

A bradicinina ( BK ) é formada no plasma a partir de uma alfa-
2-globulina chamada cinindgeno, a qual sofre a acdo de enzimas geradas
no figado e em outros tecidos ( cininogenases ) ( Proud e cols.,1984 ). O
evento inicial na sua formacdo € ativacdo do fator XIlI do sistema
intrinseco da coagulcdo ( fator Hageman ), resultante do contato direto
com ativadores como o colageno, membrana basal e endotoxinas. Um
fragmento do fator XIllI, ativador de pré-calicreina, o qual vai atuar na
formacdo de um co-fator da ativacdo do fator XlI, permite uma
amplificacdo auto-catalitica do estimulo inicial ( Saria etal., 1983 ). Esta
cinina tem sua acdo relaxadora na musculatura vascular possivelmente
mediada por prostaglandinas ( Barrow etal., 1986 ).

A BK produz contragdo vascular do musculo detrussor da
bexiga de diversas espécies animais através de um mecanismo que, pelo
menos parcialmente, é dependente de prostaglandinas . Possivelmente,
esta acdo em muito contribui para os espasmos vesicais'frequentes nos
caso de CIC (Anderson, 1993 ).

A substancia P faz parte de uma nova classe de moléculas que
funcionam como transmissores ou moduladores no sistema nervoso
central. Estdo presentes também em fibras nervosas periféricas, as quais
se distribuem na pele, trato gastrointestinal e praticamente todo o leito
vascular ( Hokfelt et al., 1975 ). A SP é um dos mais potentes
vasodilatadores conhecidos. Doses tdo pequenas quanto dez nanomoles
causam vasodilatacdo em tecidos adiposos e musculos esqueléticos de

cdes. Em humanos, a infusdo de 0.7 picomoles por um minuto na artéria
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braquial aumenta de maneira significativa o fluxo sangiiineo.E sabido que
o efeito da SP ndo é influenciado pela atropina, alfa ou beta bloqueadores
adrenérgicos ou anti-histaminicos. Isto indica que seu efeito
possivelmente se da de forma direta sobre a musculatura lisa vascular
(\Pernow & Rossell, 1975) O extravazamento plasmatico produzido pela
SP ndo sofre alteracbes com o tratamento com indometacina, 0 que
sugere que ndo ha participacdo dos derivados do AA ( Lenbeck &
Donnerer, 1981 )

Desde a identificacédo e isolamento da primeira prostaglandina
nos anos sessenta, os produtos do AA pela via da cicloxigenase tém sido
implicados nos mecanismos da inflamacdo, hipertermia e dor. Os
produtos mais importantes desta via sdo as prostaglandinas. As suas
sinteses ocorrem a partir da acdo da fosfolipase-A sobre os lipidios da
membrana celular, produzindo o AA. Este ultimo, por sua vez, sofre
oxidacdo pela cicloxigenase, transformando-se em um endoperoxido
denominado de PGG2, que é rapidamente reduzido para um instaval
endoperoxido PGH2, o qual da origem as PGF2-alfa, PGE2 e PGD2-
Outras vias enzimaticas para endoperoxido ciclico levam a formacéo de
tromboxano-A2 ( TXAZ2) e prostaciclina (PGI2) ( Barnes, 1988 ).

A classificacdo dos receptores prostanoides tem sido baseada
principalmente na seqiiéncia de poténcia agonista, sendo que ha indicios
da existéncia de receptores especificos para cada uma das prostaglandinas
( Coleman etal., 1984 ).

No que diz respeito a inflamacdo, os seguintes prostanoides,
derivados do AA. tem participacdo efetiva: o TXA2. um potente
agregante plaquetario, a PGI2, potente inibidor da agregacdo plaquetaria

e vasodilatador; as PGE2 e PGD2, as quais diminuem a resisténcia
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vascular sistémica ( vasodilat¢do ), inibem a agregacdo plaquetéaria e
aumentam a permeabilidade capilar ( Root, 1990 ).

A lipoxigenacdo do AA da origem a produtos de potentes
efeitos inflamatorios, particularmente os leucotrienos. Apesar de
identificados nos anos setenta, seus efeitos ja eram conhecidos desde 0s
anos trinta quando eram chamados de substancia de reacdo lenta da
anafilaxia ( SRS-A). Com respeito ao processo inflamatorio o leucotrieno
B4 desperta maior interesse devido sua capacidade de causar quimiotaxia.
Este composto é sintetisado em grande quantidade pelos neutréfilos e
macrofagos, e quando administrado por via iv causa neutropenia de forma
aguda pelo aumento da emigracdo de neutréfilos do leito vascular. O
LTC4 e LTD4 podem aumentar a permeabilidade microvascular e sdo
produzidos largamente pelos mastocitos e macréfagos (Samuelson, 1983)

O PAF ¢é um éter-fosfolipidio formado a partir de um lipidio
complexo, armazenado na forma de um precursor nas membranas
citoplasmaticas, através de uma acetilacdo catalisada pela acetil-
transferase. Sua formacédo pode ser inibida por antagonistas da fosfolipase
A2 . Seu nome deveu-se a propriedade de ativar plaguetas em coelhos,
entretanto, com o passar dos anos , descobriu-se uma série de atividades
bioldgicas , porém conservou-se a antiga denominacdo ( Albert, 1983 ).

O PAF tem a capacidade de ativar uma variedade de células,
incluindo plaquetas, cujo mecanismo de ativacdo envolve inducao de
agregacdo e liberacdo de mediadores dos granulos citoplasmaticos.
Dentre outras fungdes podemos citar a inducdo de migracédo leucocitaria,
além de inducdo da formacédo de superoxidos e derivados do AA nestas
celulas. Estes efeitos sdo suprimidos por diversos inibidores especificos,

entre eles 0 BN52021. O PAF ¢é produzido por polimorfonucleares,
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mondcitos, macréfagos, mastocitos e eosiofilos apos estimulacdo com
zymosan ou IgE ( Braquet, 1987 )

Ainda inerente as suas propriedades como mediador
inflamatoério, o PAF aumenta a permeabilidade vascular, induz a
producdo de uma substancia pro-adesiva para granuldcitos nas células
endoteliais, quando estas sdo estimuladas por trombina. histamina e
leucotrieno C4.; a0 mesmo tempo em que estimula os leucécitos a
expressarem o complexo CD11-CD18, o qual participa da
adesividade(Zimmerman,1992 ) .Finalmente o PAF produz edema ,
lesdo endotelial e trombose vascular quando injetado via sub-cutanea em
animais de experimentacédo ( Braquet, 1987 ).

O relaxamento da musculatura lisa dos vasos por
nitrovasodilatadores ocorre na presenca e auséncia de um endotélio
intacto, ao contrario, agentes tais como acetilcolina, histamina,
bradicinina requerem um epitélio integro. Isto levou Furchgott a crer que
estes agentes interagem com receptores especificos do endotélio e causam
a sintese ou liberacdo de um fator relaxante derivado do endotélio
(EDRF) (Furchgott,1984). Da mesma forma que os nitrovasodilatadores,
0s vasos dilatadores dependentes do EDRF produzem elevacdes nas
concentragdes intracelulares do GMP-ciclico de uma forma dose e tempo-
dependentes,0 que sempre precede o relaxamento da musculatura
(Rapaportei az, 1983).

Estudos recentes sugeriram que 0 EDRF e o éxido nitrico
(NO),liberados pelo endotélio ,sdo uma unica substancia.considerando o0s
fatos de terem atividades biolégicas semelhante,estabilidade e inibidores
comuns (Palmer et al., 1987). Tanto 0 EDRF quanto o NO produzem

relaxamento da musculatura vascular, bem como ambos inibem a
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agregacao plaquetariajnduzem desagregacdo de plaquetas previamente
agregadas e inibem adesdo plaquetaria (Radomski etal., 1987).

Apesar de todas evidéncias para a identificagdo do NO como
um mediador bioldgico e de que ele € o proprio EDRF ,ha uma série de
controvérsias que incluem observacdes sobre meia-vida do EDRF, efeitos
diferentes em preparacdes de masculos lisos e uma inesperada correlacéo
entre a atividade bioldgica e a quantidade de NO detectada por métodos
quimicos (Griffith etal., 1984; Palmer, 1987 e Longef al., 1987).

O precursor do NO é 0 aminoéacido L-arginina , o qual sofre
a acdo da enzima Oxido nitrico sintetase. Esta enzima existe em diversos
tecidos sob duas formas , uma constitutiva , citosolica, céalcio-
calmodulina dependente e que promove uma liberacdo de NO por um
curto periodo em resposta a uma estimulacdo. O NO liberado desta forma
age principalmente como um transdutor em diversos mecanismos
fisioldgicos, dentre os quais o controle homeostatico do fluxo
coronariano. A producdo do outro subtipo enzimatico é induzida apés a
ativacdo de macrofagos, células endoteliais, entre outras células, por
citocinas liberadas por elas. O estimulo de producéo do N*O por esta via é
duradouro, célcio-calmodulina independente, a enzima é citosolica.
necessita de um co-fator ( tetraidrobiopterina ) e sua producéo € inibida
por corticosteréides. O NO produzido por esta via esta relacionado com
funcBes bioldgicas tais como defesa ( citotoxicidade ), vasodilatacdo em
condicBes patoldgicas ( inflamacdo ) e lesao tecidual (Moncada et al.,
1991).

A conversdo de L-arginina em NO ¢é especifica, uma vez que
analogos, inclusive D-enantidbmeros, ndo sdo substratos para a NO

sintetase. Desta maneira comegou-se a desenvolver inibidores da sintese
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de NO, sendo o primeiro deles 0o L-N-monometil arginina ( L-NMA )
(Hibbs et al., 1987 ). Recentemnte outros analogos da L-arginina foram
descritos como inibidores do NO, dentre eles o N-iminoetil-L-ormtina (L-
NIO ), N-nitro-L-arginina ( L-NA ) e o nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME) ( Rees etal., 1990 ).

Em resumo, o NO age como um sistema regulador
autocrino para células como plaquetas; adaptador para o sistema
cardiovascular, onde o endotélio responde as mudancas do meio e regula
0 fluxo e a pressdo sanguinea. Além disto, tem um importante papel no
mecanismo de defesa, sobretudo no que concerne a infeccdo e a
vigilancia imunoldgica contra células neoplasicas ( Moncada et al.,
1991)..

Finalmente, consequente a acdo dos mediadores
supracitados, a vasodilatacdo determina a abertura de novos leitos
capilares , aumento do fluxo sanguineo local (rubor e calor) e elevacdo da
pressdo hidrostatica capilar o que produz transudacdo de liquidos
inicialmente pobre em proteinas (transudato), posteriormente, em funcgéo
do aumento da permeabilidade vascular, rico em proteinas (exsudato).
Todavia , 0 equilibrio dinamico entre as forcas pressoricas que aos
poucos se estabelece na microvasculatura determina uma estase relativa

que favorece a adesividade leucocitaria no endotélio capilar

3.2 ADESIVIDADE E MIGRACAO LEUCOCITARIAS

Existe uma capacidade celular inflamatéria movel

(circulante) e uma estacionaria. As circulantes tém vidas curtas



(neutrdfilos, eosindfilos e basofilos) e as estacionarias tém vidas longas e
sdo representadas por mastocitos e macrofagos. Ha ainda aquelas que
assumem dupla caracteristica no que diz respeito a mobilidade que séo 0s
linfocitos (teciduais e circulantes )(Broide,1992).

Os neutrdéfilos séo polimorfonucleares predominantes na
circulacdo, ricos em granulos citoplasmaticos onde estdo armazenadas
enzimas capazes de hidrolizar uma ampla variedade de substratos,
incluindo polissacarideos, proteinas e lipidios. Para desempenhar suas
funcdes nos tecidos estas células sdo dotadas da capacidade de aderir ao
endotélio vascular; migrar no intersticio, atraidos por substancias
produzidas no foco da agressdo chamadas de fatores quimiotaticos; e,
numa coordenada série de etapas, reconhecer e fagocitar os
microrganismos ou substancias toxicas ( Metcalf,1986).

O sangue periférico apresenta dois compartimentos
permutaveis de leucdcitos, um central e outro marginal. Neste ultimo os
leucdcitos se locomovem lentamente, o que facilita sobremaneira o
fendmeno de adesdo ao endotélio das vénulas pds-capilares, penetracéo
em suas paredes e migracdo unidirecional para o sitio cfa lesdo. Para o
eficaz desempenho destas funcdes, os leucoOcitos sdo providos de
moléculas de adesdo, as quais podem ser constitutivas ou sintetisadas a
partir da estimulacdo por substancias tais como citocinas ( IL-1, IL-8 e
TNF-alfa ) e produtos bacterianos como os lipopolissacaririos (LPS)
(Zimmerman etal., 1992 ).

Existem diversos grupos de moléculas de adesdo que
regulam a interacdo dos leucdcitos com o endotélio, entre elas as
selectinas. moléculas de adesdo intercelular (ICAM),integrinas

leucocitarias e carboidratos(McEver, 1992;Williams&Helewell, 1992).
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As selectinas se dividem em E. P e L-selectinas. A E-
selectina sdo um grupo de glicoproteinas expressas exclusivamente no
endotélio, através da ativacdo deste pela interleucina-! (IL-1),fator de
necrose tumoral (TNF) e LPS. Seu pico de sintese ocorre quatro a seis
horas do estimulo inicial e declina em 24 horas. A segunda, P-selectina, é
uma glicoproteina localizada no endotélio e granulos plaquetarios e é
expressa na superficie celular apds minutos da estimulacdo do endotélio
por substancias como trombina e histamina. Ao contrario da E-selectina,
citocinas como a IL-l e TNF ndo induzem sua producdo. ( Williams &
Hellewell,1992 ).

Dentre as trés categorias de selectinas, aquela em que ainda
ndo esta claro o seu papel na adesividade leucocitaria € a da L-selectina.
Acredita-se que esta participa na regulacdo da recirculacdo dos linfocitos
dos orgdos linfaticos para a corrente sanguinea (Springer,1990).

No segundo grupo de moléculas de adesdo estdo os ICAM,
representadas principalmente por ICAM-1, ICAM-2 e a molécula de
adesdo a células vasculares ( VCAM-1 ). Tanto o ICAM-1 quanto o
ICAM-2 estdo presentes nas celulas endoteliais, porém nad nos leucdcitos
( McEver,1992), e se ligam com integrinas leucocitarias chamadas de
LFA-1. O ICAM-1 ¢ expresso nas celulas endotelias a partir da acéo
sobre estas do interferon-gama (IFN-gama), IL-1 e TNF( Williams &
Hellewell, 1992 ). Ja 0 VCAM-1 é um glicoproteina que surge na
superficie celular do endotélio pela estimulagdo com as mesmas citocinas
citadas, exceto 0 IFN-gama. Esta proteina de adesdo funciona como um
receptor endotelial para a integrina leucocitaria VLA-4 (MacEver, 1992).

Com relacdo as integrinas, podem ser classificadas em dois

sub-grupos. alfa e beta: porém apenas esta Gltima participa da interacao
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entre os leucocitos e o endotélio. As 8-2 integrinas sdo compostas de trés
cadeias polipeptidicas chamadas de CD1la, CD 11b e CDllc que em
asssociacao com o CD 18 formam as integrinas conhecidas como LFA-1,
MAC-1 e p 150/95, respectivamente ( Williams & Helleweil,1992 ).
Quanto as B-l integrinas , 0 seu representante maior, 0 VLA-4 , esta
presente nos eosinofilos, linfocitos, porém ndo nos neutrofilos. O seu
papel parece estar relacionado a migracdo leucocitaria, uma vez que
funciona como receptor para proteinas da matriz extra-celular envolvidas
com o deslocamento leucocitario (Springer,1990).

Finalmente, carboidratos derivados da polilactosamina sao
reconhecidos como receptores leucocitarios da P e E-selectina e tém
importantes papéis na primeira fase da adesdo, que consiste numa ligacdo
menos consistente que permite ao leucocito desenvolver movimentos
semelhantes a cambalhotas ( “rolling“ ), a qual antecede a ligacdo mais
firme onde inicia-se a migracdo. Esta primeira fase é selectina-
dependente e € desencadeada pela ativacdo das células endoteliais por
mediadores como histamina, citocinas( IL-1JL-8 e TNF), bem como
toxinas bacterianas(LPS) (Zimmerman et al.,, 1992; McEver,
1992;Willliams & Hellewell, 1992) A ligacdo das lecitinas aos seus
receptores determina a expressdo superficial do complexo CD11-CD18
nos leucaocitos, o qual é fundamental no desenvolvimento de uma adesao
mais firme e inicio da migragédo leucocitaria (Zimmerman et al., 1992;
Mc Ever,1992).

A migracdo consiste no processo através do qual os
leucdcitos deixam a circulagdo em procura do intersticio e inicia-se logo
apos a adesdo, quando estas células inserem grandes pseudopodes dentro

das juncdes das ceélulas endoteliais. atravessam a membrana basal e
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deixam 0 espaco intravascular. O movimento destes pseuddpodes requer
ciclos de regulacdo positiva e negativa de integrinas em conjuncdo com
uma redistribuicdo ao longo do cito-esqueleto. Naturalmente, para que
haja migragédo unidirecional é necessario a producéo , no sitio da leséo, de
fatores quimiotaticos, os quais , por assim dizer, irdo recrutar leucécitos

para o sitio inflamatorio ( Mc Ever,1992 ).

3.3 - MEDIADORES QUIMIOTATICOS

Ao longo dos ultimos 30 anos, importantes grupos de
mediadores peptidicos foram isolados, identificados, caracterizados e
purificados. Estes mediadores, denominados de citocinas, amam como
reguladores das respostas imune e inflamatdria, sendo que, dentre eles a
IL-1, IL-8 e 0 TNF assumem um papel destacado neste Gltimo processo
bioldgico ( Hechtman etal., 1991). A IL-1 é produzida por macréfagos,
ceratindcitos, células dendriticas. astrdcitos, linfocitos B e T em culturas,
fibroblastos, neutréfilos e células endoteliais ( Dinarello, 1991 ).

Além do destacado papel na inflamacéo, *a IL-1 produz
hiperalgesia por um mecanismo que envolve a participacdo dos derivados
do AA pela via da cicloxigenase, ao contrario da IL-8 que tem um
mecanismo prostaglandina independente e, em estudo experimental, ha
sugestdo de que na dor produzida por esta citocina existe a participacao
do sistema nervoso simpatico ( Cunha etal., 1991 ).

Quanto a IL-8. ainda sabe-se que é uma citocina capaz de
determinar migracdo neutrofilica. de uma forma dose-dependente. em
cavidade peritoneal e bolsa subcutanea de ratos, por um mecanismo

dependente de células residentes. Possivelmente, sua forma indireta de
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atuar deve-se 'a liberacdo de um fator quimiotatico pelas células
residentes, particularmente mastdcitos ( Ribeiro et al., 1991).

Experimentalmente, Hechtman e colaboradores
demonstraram que a IL-8, da mesma forma que a IL-1, quando
administrada por via iv, diminui a migracdo leucocitaria, provavelmente
devido a um decréscimo na adesividade endotelial por diminui¢do da
expressdo de moléculas de adesdo ou por producdo de fatores anti-
adesivos pelos polimorfonucleares ( Hechtman etal, 1991).

O TNF consiste em dois peptideos com multiplas atividades
biolégicas O TNF-alfa foi conhecido inicialmente por caquectina,
sobretudo devido a sua propriedade de desenvolver nos pacientes em que
sua producdo é consideravel, um intenso consumo calorico-protéico. Esta
citocina é produzida por macrofagos ativados, mondcitos, fibroblastos em
resposta ao LPS, celulas tumorais e bactérias (Old, 1985 ).

Outras importantes funcdes do TNF sdo estimular os
linfécitos T a produzir linfocinas, bem como aumentar a expressdo de
receptores para a IL-2; incrementacdo da producdo de linfécitos B e de
anticorpos; aumento da producdo de prostaglandinas pelos macréfagos e,
finalmente , ama como fator quimiotatico para leucdécitos ( Old, 1985 )

Atuando conjuntamente com as citocinas e outros agentes
quimiotaticos temos o complemento. Este termo designa um conjunto de
proteinas que. de forma sequencial e interrelacionadas, produzem
componentes que estdo intimamente relacionados com a lise de bactérias,
rejeicdo de transplante e quimiotaxia ( Frank & Fries, 1989 ).

A cascata do complemento é ativada por duas vias distintas:
a classica, a qual necessita na maioria dos casos da presenca do complexo

antigeno-anticorpo para ser iniciada: ao contrario da via alternativa que
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que pode ser ativada por compostos tais como proteinas e acido teitdico
de germes Gram negativos, além de polissacarideos fungicos ( Root,
1990).

Dois subprodutos do complemento, o C3a e C5a, gerados a
partir da ativacdo de qualquer uma das vias, sdo proteinas sollveis,
termo-labeis, contendo 77 e 75 aminoacidos, respectivamente. Ambos sdo
inativados por um fator plasméatico que expressa uma funcéo
carboxipeptidase ( Barnes et al., 1988 ). Esta duas fracdes tém receptores
especificos nas membranas de mastocitos, mondcitos, plaquetas e
neutrofilos ( Regai etal, 1980 ).

Tanto o C3a quanto o Cba induzem aumento da
permeabilidade vascular através da ativacdo de neutréfilos e, apesar de
ndo estar bem esclarecido, existe sugestdo de que esta funcédo se deve a
inducdo da liberacdo de PAF pelos neutrofilos ( Wedmore & Williams,
1981 ).

Um dos mais estudados efeitos destas fracbes do
complemento é sua capacidade de induzir ativacdo e quimiotaxia de
células inflamatérias comparaveis, no caso do néutréfilo, a do
LTB4(Movat et al., 1984). O C5a tem atividade quimiotatica para
macrofago, basofilo e eosindfilo. O C3a e Cha elicitam a liberagéo de
derivados do AA, radicais livres, enzimas lisossdmicas de neutrofilos e
eosinofilos (Barnes etal., 1988 ).

Quanto ao leucotrieno B4, este € 0 mais potente agente
quimiotatico derivado do AA. O LB4 ainda estimula a liberagdo de
enzimas lisossomiais e aumenta a producdo de radicais livres dos
neutrofilos humanos. No que diz respeito ao seu efeito vascular, o LTB4.
a0 lado do LTC4, LTD4 e LTE4, aumentam a permeabilidade da
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microvasculatura, sendo no minimo de 100 a 1000 vezes mais ativo que a
histamina, provavelmente através de sua acdo direta nas células
endoteliais pos-capilares ( Barnes etal., 1988).

4 - OBJETIVOS

A gravidade da reacdo, sua causa especifica e tecido afetado,
introduzem modificagcdes nos padrbes basicos da resposta inflamatéria, as
quais incluem o contetdo liquido, proteico e celular do exsudato, a
extensdo da lesdo, a seletividade relativa por estruturas teciduais
especificas, bem como na participacdo em maior ou menor propor¢éo de
um grupo de mediador. A compreensao das particularidades de um
determinado modelo inflamatdrio € uma condicdo indispensavel para o
incremento das agBes profilaticas e terapéutica da patologia representada
pelo modelo em questéo.

A descoberta de uma grande variedade de mediadores
inflamatorios e de seus inibidores especificos tomou viavel a elaboragéo
de projetos de pesquisa visando determinar o papel destas substancias nas
diversas patologias inflamatorias, 0 que sobremaneira tem contnbuido
para a evolucdo dos conhecimento em diversas areas da medicina.

O objetivo inicial deste trabalho de tese foi demonstrar a
exequibilidade e a caracterizacdo dos eventos inflamatérios do modelo da
cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida. em ratos . uma vez que
tratava-se de um modelo jamais utilizado por nos e escassamente

pesquisado em todo o mundo. Apds esta etapa, denominada de estudo
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preliminar, passamos a estudar a participacdo de diversos mediadores
inflamatorios, incluindo os derivados do AA, bradicinina, PAF, oxido

nitrico, além de células como o0s mastdcitos na patogénese deste processo.
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Il - MATERIAIS E METODOS
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1 - ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para a execucdo deste trabalho de pesquisa utilizamos ratos
Wistar, machos, procedentes do Biotério Central da Universidade Federal
do Ceard ( UFC ) e do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFC.

Antes dos experimentos os animais, acondicionados em caixas
apropriadas, em numero maximo de seis, tinham livre acesso a agua e
comida até os momentos em que foram utilizados.

2 - APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

- Seringas de 1, 3 e 10 ml (IBRAS -CBO )

- Ladminas para microscopia.

- Balanca analitica ( METHER E MARTE )

- Microscoépio 6tico binocular ( NIKON )

- Estufa de secagem modelo 315 SE ( FANEM )

- Autoclave (FABE)

- pHmetro ( DIGIMED )
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- Banho-Maria modelo 100 ( FANEM )

- Pipetas ( LABSYSTEMS )

- Espectrofotémetro ( SPEKOL )

- Centrifuga modelo FR 15 ( FANEM )

- Camara de Neubauer

3 - SOLUCAO

- Salina tamponada com fosfato ( PBS )

Cloreto de s0dio P.A. ( MERCK )...c.ccovevviieiieiieie e, 8.00 ¢
Cloreto de potassio P.A. ( MERCK )......cccccevviiviiennnne, 0.20 g
Fosfato de sodio dibasico P.A. ( MERCK ).........cc....... 1-15¢
Agua destilada 0.5.p.....ccovevrvrvirieeiree e 1.001

Antes do uso, o pH foi elevado para 7.4 com NaOH 0.1 M e

solucédo autoclavada.
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4 - CORANTES

a) Azul de Evans ( SIGMA )...cccoooieiiiiieieceece e 2590
Agua destilada............ccovevvvereveceeeeeeeeecee e, 100 ml

b) Azul de toluidina.........cccovoviiiiiii e 100 mg
Agua destilada............c.ocervireeieisiees s 100 ml

5 - DROGAS E DISSOLUCOES
a) Ciclofosfamida ( ENDUXAN - ABBOTT ).
b) Dexametasona ( DECADRONAL - PRODROME ).
c) Indometacina ( MERCK SHARP & DOHME )- dissolvida
em solucdo de bicarbonato de sodio a 10 % e , a seguir , rediluida em
PBS
d) Composto NDGA (SIGMA)- dissolvida em etanol num

volume deste que representasse 10 % do total a ser administrado. Os 90

% restantes foram completados com agua destilada.
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e) Composto BN 52021 ( INSTITUTO PASTEUR -Franca )- o
liofilizado de 40 mg foi adicionado ao diluente especifico e em seguida
rediluido em solucgao tampéo ( PBS ).

f) L-nitro-arginina metil éster - L-NAME (SIGMA ).

g) L-ARGININA (SIGMA).

h) D-ARGININA (SIGMA ).

i) Composto 48/80 ( SIGMA ).

J) Composto HOE-140 ( HOECHST ).

1) Formamida (VETEC)

6 - INDUCAO DA CISTITE HEMORRAGICA

Ratos Wistar machos, pesando entre 180 e 220 gramas foram
submetidos a injecdo intraperitoneal de ciclofosfamida(CF) em
concentracdes de 10, 20. e 40 mg/ml. quando se queria administrar doses
de 50, 100 e 200 mg/kg, respectivamente ( Phillips . 1961 ). Os animais
foram mantidos com agua e comida ad. libitum até o momento dos
sacrificios, os quais foram realizados através de deslocamentos cervicais,
apés 6, 12, 24, 48 e 72 horas da administracdo da CF, na dependencia do

protocolo experimental a ser executado. Em seguida, através de uma
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inciséo abdominal mediana, procedemos a uma cuidadosa dissecgao
vesical, na qual dissecamos a prostata, ureteres, vesiculas seminais e,
finalmente, seccionamos as bexigas junto ao colo vesical. Tais Orgaos
foram imediatamente abertos, tiveram seus conteddos urinarios
desprezados e foram postos em contato com um papel absorvente para
retirar 0 excesso de liquidos. Apds a pesagem, as bexigas foram
acondicionadas em tubos de ensaios e, na dependéncia do que estava
estipulado no protocolo, levada a estufa, imersas em formol a 10 %

quando se desejava fazer histopatologia.

6.1 - ANALISE HISTOPATOLOGICA

Na primeira fase do nosso projeto, ou seja, etapas em que
utilizamos apenas 0 peso como parametro, as bexigas, apos fixadas em
formol a 10 %, foram submetidas a desidratacdo em alcool, em
concentracdes crescentes ( 70, 80 e 100 % ), imersas em xilol durante 30
minutos e impregnadas em parafina liquida a 60 °C. Os blocos formados
desta maneira foram seccionados no microtomo calibrado para 5
micrémetros. Os materiais obtidos foram corados pela técnica da
hematoxilina-eosina ( HE ) e analisados sob microscopia oOtica. Vale
ressaltar que o patologista somente apos a emissdo dos laudos tomou
conhecimento dos grupos a que pertenciam as bexigas analisadas.

Na segunda fase, ap0s submetidas a extracdo do corante (azul
de Evans) pela formamida, as bexigas foram retiradas dos tubos de ensaio

contendo esta Gltima droga e postas para fixar no formol a 10%,
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seguindo, a partir daguele momento, a mesma metodologia descrita para
histopatologia.

Convém destacar que a permaméncia dos espécimes vesicais na
formamida n&o produziu qualquer dano tecidual ou interferéncias com a
técnica de processamento das laminas, de tal sorte que todas poderiam ser
aproveitadas para estudo histopatolégico. Desta maneira, no curso dos
experimentos, utilizamos amostras vesicais para fazer correlagcao
histopatologica com o controle ou outros tratamentos, tomando como
base o0s critérios microscopicos estabelecidos por Gray e
colaboradores(Gray et al., 1986).

6.2 - DETERMINACAO DO EDEMA

A determinacdo do edema foi realizada de acordo com os
métodos propostos por Philips ( 1961) e Cox ( 1979 ).

Nos experimentos iniciais, quando 0 peso era 0 Unico parametro
utilizado, o edema foi quantificado mediante a utilizacdo da diferenca
entre 0 peso Umido e o dessecado ( A peso ). O primeiro era resultado da
pesagem realizada imediatamente apos o sacrificio do animal, enquanto
que 0 segundo era obtido ap6s manutencdo da bexiga em estufa de
secagem a 100°c por um periodo de 12 horas.

Os resultados foram dados em mg/100 g de peso do animal,
visando sobretudo a corrre¢cdo em funcdo da variacdo de peso dos ratos, e

expressos em medias e erros padrdes das medias (EPM).
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Nos experimentos subseqlientes. tendo em vista que passamos a
processar as bexigas para obtencdo do extravazamento vascular de azul
de Evans, adotamos apenas o0 peso Umido para representar 0 edema

vesical.

6.3 - DETERMINACAO DA PERMEABILIDADE VASCULAR

A metodologia empregada para medir o aumento da
permeabilidade vascular foi baseada naquela utilizada por Garcia e
Wilhelm, entretanto realizamos adaptacfes, uma vez que desconheciamos
0 seu uso para 0 modelo da cistite ( Garcia Leme &Wilheim, 1975 ).

Uma hora antes do momento pré-estabelecido para sacrificio,
os animais foram anestesiados com éter etilico, colocados em suporte
para fixacdo das patas de modo a permanecerem em decubito dorsal e,
seguidos de uma cuidadosa inspecdo peniana para identificar os seios
venosos dorsais, submetidos a injecdo endovenosa de uma solucgéo a 2,5
% de Azul de Evans, na dose de 25 mg/kg de peso.

Em continuidade, os animais foram sacrificados e tiveram suas
bexigas retiradas, conforme maneira ja tratada anteriormente, imersas em
formamida numa propor¢do de 0.01 ml para cada miligrama deste 6rgéo.
Os tubos contendo a formamida e as bexigas foram deixados no banho-
maria a uma temperatura de 56 °C por um periodo de 12 horas. Passada
esta etapa, retiramos as bexigas dos tubos de ensaios e procedemos as
leituras da formamida-tinta pelo azul de Evans extraido dos tecidos

vesicais- no espectrofotdmetro , utilizando para tanto um comprimento de



onda de 600 nm, tendo o tubo "branco™ o mesmo volume de formamida
que 0s demais.

Os dados obtidos em absorbancia foram convertidos em
micrograma (]ig) de azul de Evans atraves da utilizacdo de uma curva
padrdo que resultou, depois de uma analise de regressao e correlacdo , em
uma funcdo matematica. Os resultados foram dados em qg de azul de
Evans/bexiga e expressos em médias e EPM.

Esta metodologia foi padronizada ao longo de todos os

experimentos em que a permeabilidade vascular foi estudada.

6.4 - CURVA PADAO DE AZUL DE EVANS

A partir de uma solugdo-mée de 250 mg/ml de azul de Evans,
na qual usamos como solvente a formamida, realizamos redilui¢cGes
sucessivas de 1:1 com formamida pura até atingirmos a concentracéo de
0.061 gg/ml. Em seguida realizamos leitura no espectrofotémetro(600
nm) em cada uma das 13 diluicGes.

Os valores em absorbancia foram utilizados para realizar
analise de correlacdo e regressdo linear, obtendo desta forma a equacéo

de conversdo de absorbancia em qg de azul de Evans.
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7 - DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS

7.1-ANALISE PRELIMINAR DO MODELO

Objetivando avaliar a exequibilidade do modelo
experimental de cistite induzida por ciclofosfamida, bem como a
obtencdo de dados que norteassem o0s delineamentos posteriores,
estabelecemos alguns questionamentos que resultaram em tres

experimentos preliminares descritos a seguir:

a) EFEITO DA ADMINISTRACAO DE DOSES
CRESCENTES DE CICLOFOSFAMIDA NA VARIACAO DO

PESO VESICAL (A PESO)

Ratos machos, em numero de 24 animais, dividos em 6 por
grupos, foram tratados de maneira que no primeiro grupo administrou-se
apenas agua destilada(AD) via ip, enquanto que os trés seguintes foram
tratados com CF, via ip, nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, nesta
ordem.Os sacrificios ocorrem passadas 48 horas dos tratamentos.

b) CINETICA DO EDEMA(A PESO) VESICAL EM
RATOS TRATADOS COM 100 mg/kg DE CICLOFOSFAMIDA

Ratos machos,em namero de 24 animais, foram divididos em
quatro grupos, sendo que. excetuando-se o primeiro (controle), todos
receberam ciclofosfamida na dose de 100 mg/kg, via ip. Dentre os tres

grupos tratados, os sacrificios ocorreram passados 24. 48 e 72 horas(h) da
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administracdo da CF. Os animais foram avaliadas quanto ao A peso
vesical.

c) AVALIACAO TEMPORAL DAS MODIFICACOES
HISTOPATOLOGICAS DE BEXIGAS DE RATOS TRATADOS
COM CICLOFOSFAMIDA

Oito ratos machos foram submetidos a aplicacdes de CF na

dose de 100 mg/kg de peso, via ip,mantidos numa caixa com agua e

comida livremente e sacricados aos pares apds 12, 24, 48 e 72 h da CF,

repectivamente. As bexigas foram extirpadas, processadas conforme
descricdo anterior e analisadas sob microscopia otica.

Microscopia das bexigas de outros dois ratos néo

tratados(normais) serviram de controle para as avaliacOes.

7.2 - EFEITO DOS TRATAMENTOS COM
DEXAMETASONA, INDOMETACINA E NDGA NO PESO
VESICAL ( A PESO ) DE RATOS TRATADOS COM
CICLOFOSFAMIDA

Ratos Wistar, machos, em ndmero de 36 animais, dividos
em seis grupos, foram tratados da seguinte forma: um dos grupos recebeu
apenas ciclofosfamida na dose de 100mg/kg de peso intra-
pentonealmente. Noutro foi injetado,via subcutanea (sc), 2mg/kg de
indometacina 30 minutos antes e 24 h depois da admininstracdo de CF na

mesma dose anterior. Desta mesma maneira, 30minutos antes de tratar 0s
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demais grupos com semelhante dose de CF, os animais receberam
injecdes, via SC de Img/kg de dexametasona e 50 mg/kg do composto
NDGA, respectivamente. Doses idénticas de drogas com que cada grupo
foi tratado foram administradas passadas 24 horas da utilizagcdo da CF. Os
animais foram mantidos e sacrificados como exposto anteriormente, ao
final de 48 horas.

7.3 - EFEITO DA CICLOFOSFAMIDA NAS VARIACOES
DO PESO VESICAL UMIDO E DA PERMEABILIDADE
VASCULAR DE BEXIGAS DE RATOS .

Utilizamos 12 ratos Wistar machos, divididos em dois grupos
de igual nimero de animais. O primeiro grupo recebeu apenas AD via
intra-peritoneal, enquanto que nos demais aplicou-se CF na dose de 100
mg/kg, via ip. Uma hora antes dos sacrificios , os animais foram injetados
com azul de Evans, nas concentracBes e doses ja demonstradas
anteriormente, e suas bexigas foram avaliadas quanto ao éxtravazamento
do azul de Evans pela técnica exposta no item 6.3 e quanto ao peso umido
conforme item 6.2

7.4 - CINETICA DO PESO VESICAL UMIDO E DA
PERMEABILIDADE VASCULAR NA CISTITE INDUZIDA POR
CICLOFOSFAMIDA
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Um total de 50 ratos receberam injecdes intraperitoneais de CF
na dose de 100 mg/kg de peso. Dez outros animais, 0s quais ndo foram
tratados com CF, foram sacrificados e avaliados quanto ao pesos Umidos
e permeabilidade vascular de suas bexigas. Os demais animais foram
mortos em grupos de dez, apos 6, 12, 24, 48 e 72 horas, respectivamente.
As bexigas, de forma semelhante ao que ocorreu no grupo anterior, o qual
serviu de controle para o experimento, tiveram seus pesos Umidos e
permeabilidades vasculares determinadas pelas técnicas padronizadas
para este trabalho de tese.

Os dados obtidos foram utilizados para realizar um estudo de
correlacdo a fim de verificar a existéncia ou ndo de dependéncia entre as

duas variaveis estatisticas.

75 - EFEITOS DE DOSES CRESCENTES DE
DEXAMETASONA, INDOMETACINA E NDGA NO PESO
VESICAL UMIDO E PERMEABILIDADE VASCULAR NA
CISTITE INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

Um total de 50 ratos foram separados em numero de cinco por
caixa ( dez grupos ). Os animais do pnmeiro grupo receberam CF, via ip,
na dose de 100 mg/kg. Trés outros grupos foram submetidos a injecoes
subcutaneas( sc ) de dexametasona, 30 minutos antes da CFflOO mg/kg),
nas dose de 0.5. | e 2 mg/kg, respectivamente. Mais tres grupos,
obedecendo os mesmos horarios, foram pré-tratados ( 30 minutos antes
da CF) com 0.5, 2 e 5 mg/kg de indometacina, via sc, respectivamente.

As doses correspondentes a cada grupo foram repetidas . Os grupos
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restantes foram tratados nos mesmos termos que o0s anteriores no que diz
respeito aos horérios e vias de administragdes, com doses de 25, 50 e 100
mg/kg de NDGA além de CF.

Aos animais, sacrificados ap0s 48 horas, foram dados
tratamentos semelhantes aos de outros experimentos no sentido de obter

0S pesos vesicais Umidos e as permeabilidades vasculares.

7.6 - EFEITO DO COMPOSTO BN-52021 NA CINETICA
DA CISTITE INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

Quinze ratos, separados em grupos de cinco animais, foram
pré-tratados com 10 mg/kg de BN-52021, um inibidor do PAF, injetado
via sc 30 minutos antes de receberem 100 mg/kg de CF, via ip. Os
primeiros cinco animais foram sacrificados apos seis horas da CF; mais
cinco, apos 12 horas e os Gltimos, 48 horas. Este grupo recebeu um dose
adicional de BN-52021, idéntica a primeira, passadas 24 h da CF.

Cinco animais foram submetidos a injecdo de apenas
CF,objetivando exclusivamente avaliar a eficiéncia da droga em uso em
produzir cistite.

Mais uma vez, as bexigas foram analisadas pelas mesmas
metodologias ja descritas,objetivando determinar o peso Umido e
permeabilidade vascular. Os resultados obtidos foram comparados com

aqueles da cinética de animais que receberam somente CF.
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7.7 - EFEITO DO COMPOSTO HOE-140 NA CINETICA
DA CISTITE INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

Dezoito ratos receberam injecdes de 2.0 mg/kg de HOE-140,
um inibidor da bradicinina, via sc administradas 30 minutos antes de 100
mg/kg de CF, via ip. Seis animais foram sacrificados apds seis horas e
outros tantos ap6s 12 horas. Os restantes receberam novas doses de HOE-
140 idénticas- as primeiras, depois de 24 h da CF. As bexigas foram
utilizadas para avaliagbes dos pesos umidos e permeabilidades
vasculares.

Para efeito de comparacdo dos dados lancamos maos da
cinética do item 7.4.

7.8 - EFEITO DA DEPLECAO DE MASTOCITOS NA
CINETICA DA CISTITE INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

A diminuicdo do numero de mastocitos ‘teciduais foi
conseguido através de injecdes repetidas do composto 48/80. A solucdo a
ser administrada, numa concentracdo de 0.1%, foi conseguida através da
dissolucdo deste composto, em sua forma liofilizada, em solucéo
fisioldgica.

Os animais foram tratados durante 4 dias da seguinte forma:
duas injecOes, via ip diarias , com intervalos minimos de 10 e méaximo de
12 horas; nas doses de 0.6 mg/kg, do primeiro ao terceiro dia, e 1.2 mg/kg

no quarto dia. em mesmo ndmero, via e intervalo de tempo dos primeiros
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dias ( Di Rosa etal., 1971 ). Os experimentos foram realizados no quinto
dia.

A eficiéncia da deplecdo dos mastocitos foi determinada pelo
método de Souza & Ferreira (1985) e consistiu na contagem dos
mastocitos nas cavidades peritoneais de ratos que receberam(O0) ou
néo(06) o composto 48/80.

Para tanto, imediatamente apos os sacrificios, injetamos 10 ml
de uma solucdo contendo albumina( a 3%) , numa proporcéo de 1:100
com PBS e acrescida de 0.1 ml de heparina para cada 100 ml de PBS.
Massageamos os abdomens dos ratos por 90 segundos, aproximadamente,
abrimos os peritoneos e recolheu-se cerca de 5 ml do exsudato de cada
cavidade isoladamente.

Os exsudatos foram centrifugados por cerca de cinco minutos,
numa velocidade de 1000 rpm. Em seguida desprezou-se o0s
sobrenadantes e diluimos os sedimentos em 100pl de albumina. Aliquotas
de 40 pl destas solugcbes foram adicionadas em 160 pl de azul de
toluidina a 0.1 % e postas em camaras de Neubauer e praticou-se a
contagem nos quadrantes externos, em microscopio otico Os resultados
foram expressos em médias do percentual de mastocitos e erro padréo
(EPM).

Finalmente, uma vez depletados de mastocitos, 0s animais em
nimero de 18, foram tratados com CF na dose de 100 mg/kg,
sacrificadas,seis a seis, apds seis, doze e 48 horas apds. As bexigas foram

avaliadas quanto ao peso Umido e permeabilidade vascular.



7.9 - EFEITO DO L-NAME NO PESO VESICAL UMIDO
E NA PERMEABILIDADE VASCULAR NA CISTITE INDUZIDA
POR CICLOFOSFAMIDA

Utilizamos 30 ratos dividos em cinco grupos. O primeiro grupo
recebeu apenas CF na dose de 100 mg/kg , via ip,enquanto que os demais
grupos, 30 minutos antes de idéntica dose de CF, sofreram administracGes
de L-NAME.em doses de 2.5, 5, 10 e 20 mg/kg, respectivamente, via ip.
As doses correspondentes a cada grupo foram repetidas depois de seis
horas da aplicacdo de CF.

Os animais foram sacrificados passadas 12 horas dos
tratamentos com CF, avaliados seus pesos e permeabilidades vasculares
vesicais.

7.10 - EFEITO DO L-NAME NA CINETICA DA CISTITE
INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

Lancamos médo da mesma metodologia aplicada nos
experimentos anteriores no que diz respeito a avaliagdo vesical. Para
tanto, injetamos em vinte ratos, dividos em quatro grupos, 20 mg/kg de
peso de L-NAME. via ip divididos em duas doses iguais/dia. sendo a
primeira 30 minutos antes de ser administrada CF (100 mg/kg ).

Na sexta hora, enquanto sacrificavamos o primeiro grupo,
injetamos novas doses de L-NAME nos demais. Apds 12 horas novo
grupo foi sacrificado. Um terceiro, na 24a hora, a0 mesmo tempo que

outras doses de L-NAME eram administradas nos demais. Por fim. o
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ultimo grupo foi sacrificado apds 48 horas, tendo recebido uma nova dose
de L-NAME na trigéssima hora.

Os dados foram comparados com a cinética da cistite de
animais tratados exclusivamente com CF.

711 - EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE L-
ARGININA NA CISTITE INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA
EM ANIMAIS PRE-TRATADOS COM L-NAME

Em trés grupos, cujos animais haviam sidos submetidos a
injecdo intraperitoneal de 10 mg/kg de L-NAME, via ip, tratou-se, trinta
minutos apds,coml00 mg/kg de peso de CF. Ao mesmo tempo em que se
administrava esta droga, procedeu-se a injecoes de L-arginina, nas doses
de 75, 150 e 300 mg/kg , respectivamente. Uma segunda administracao
de semelhantes doses de L-NAME e L-arginina foi repetida para os
grupos especificos depois de seis horas da anterior. Um quarto grupo ,
cujo objetivo era servir como controle, recebeu apenas CF de forma
idéntica aos demais.

Todos os animais foram sacrificados na décima segunda hora
do uso da primeira dose da CF.

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

48



Um total de 24 ratos, distribuidos em quatro caixas e
denominados de grupo um a quatro, foram tratados da seguinte forma: o
primeiro grupo recebeu apenas CF(100 mg/kg), intraperitoneal. O
segundo, além de CF, recebeu 30 minutos antes e seis horas apos L-
NAME na dose de 10 mg/kg, via ip Quanto ao terceiro, este recebeu além
da CF e do L-NAME nos mesmos esquemas posologicos, 600 mg/kg/dia
de L-arginina, dividida em duas aplicacdes que obedeceram os mesmos
horérios e vias de administracdo do L-NAME. Finalmente, o altimo
grupo, tratado com CF e L-NAME da mesma maneira que 0 anterior,
adicionou-se 600 mg/kg/dia de D-arginina da mesma forma com que foi
usada a L-arginina.

Apobs sacrificios na décima segunda hora, obteve-se, por
semelhantes processos, 0s pesos umidos e permeabilidades vasculares das
bexigas destes ratos.

7.13 - ANALISE ESTATISTICA

Aos resultados obtidos foram aplicados tratamentos estatisticos
para determinacdes das estimativas pontuais das médias dos grupos . bem
como das medidas de dispersdo representadas pelo desvio padrdo e erro
padrdo da média (EPM), que nos deu os afastamentos com que as médias
amostrais se apresentavam em relacdo a média aritmética real da
populacao analisada.

Para verificacdo de diferencas significativas entre médias em
caso de apenas dois tratamentos, utilizamos o teste t (Student) para dados

independentes (ndo emparelhados). No caso de comparacdo de mais de
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uma media lancamos maos de andlises de variancias (ANOVA) e
aplicamos o teste de Fisher utilizando niveis de significancia maior que
95% (p<0.05) ( Fisher, 1966 ).

Para avaliarmos a dependéncia da absorbancia e concentracao
de azul de Evans estabelecemos uma correlacdo linear, seguido de analise
de regressdo a fim de expressar essa relacdo sob forma matematica,
através da representacdo de uma funcdo onde 0 x representasse a
absorbancia e o0 y as concentracfes de azul de Evans

No que diz respeito ao peso umido e a permeabilidade vascular
medida pelo método do azul de Evans, demos idéntico tratamento
estatistico referido no paragrafo anterior, objetivando estudar a

interdependéncia das duas variaveis( Rodrigues, 1986 ).
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11 - RESULTADOS



1 - ANALISE PRELIMINAR DO MODELO

O objetivo primordial desta etapa do nosso trabalho de tese foi
a obtencdo de elementos que contribuissem para tracar linhas gerais a
serem seguidas nas etapas subsequentes. Isto se deveu , sobretudo, ao fato
de que tratava-se de um modelo experimental jamais utilizado no
departamento em que desenvolvemos este trabalho, bem como de haver
apenas uma modesta, por que ndo dizer escassa, quantidade de trabalhos
experimentais na literaturra indexada que tratassem do modelo em
questao.

Como podemos verificar, na figura 01 o aumento do peso
vesical(A peso) é dose-dependente, sendo que a dose de ciclofosfamida
de 50 mg/kg ndo resultou em aumento estatisticamente significativo do A
peso, ao passo que as doses de 100 e 200 mg/kg de peso foram eficiente
em faze-lo, de forma significativa (pcO.001), ndo obstante nenhuma
diferenca estatisticamente significante haja entre estas ultimas duas doses.
Outro aspecto a se destacar é que ndo foram verificadas diferencas
estatisticamente significantes no peso dessecado nos animais tratados
com CF quando comparados com o controle, bem como entre si.

Consequente ao resultado anterior, decidimos, a partir dos
experimentos posteriores, adotar a dose-padrdo de 100 mg/kg de peso,
uma vez que nesta dosagem obtivemos a maxima resposta e, por
conhecimento prévio (Philips et al., 1961) sabiamos que a mortalidade
nas duas primeiras semanas de animais tratados com esta dose era

desprezivel estatisticamente.
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Figura 01. Efeito de doses crescentes de ciclofosfamida na diferenca
entre 0s pesos vesicais umido e dessecado- Cada grupo foi constituido por
seis animais, tratados individualmente com 50, 100 e 200 mg/kg de peso de
CF, via ip. Os animais do grupo controle (C) receberam injecGes ip de AD.
Todos os animais foram sacrificados ap0s 48 horas da CF. As barras
representam a medias £ EPM. (*) indica diferenca estatisticamente
significativa com relacdo ao controle (ANOVA, teste de Fisher).
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A figura 02 demonstra que o0 aumento do A peso é tempo-
dependente. sendo que ja no primeiro dia (24 h) o peso aumento de uma
maneira estatisticamente significante com relagdo ao controle (p<0.01) e
tornou-se maximo apos 48 horas da injecdo da CF. Observou-se uma
discreta tendéncia de queda do peso no terceiro dia, a despeito de ndo
haver diferenca estatisticamente significante com relacdo aos valores de
48 horas.

Em condic¢des normais, em face da pequena espessura parietal e
elasticidade, a bexiga de ratos, quando repleta de urina, apresenta-se
como um 6rgdo translucido, maleavel e tem uma coloracdo palida quando
comparada com o intestino. N&o ha exuberancia de vascularizacdo, ao
contrario, ha apenas as duas artérias vesicais emergindo, uma de cada
lado, de suas porgOes postero-laterais no sentido caudo-cranial. A figura
03- foto A mostra o0 aspecto microscopico de uma bexiga normal,
podendo-se observar as auséncias de descamacao do epitélio transicional,
edema e congestdo vascular, bem como um infiltrado leucocitario apenas
discreto.

Passadas seis horas da administracdo da CF, pode-se observar,
macroscopicamente. um aumento do volume vesical, edema dos lobos
prostaticos, aumento discreto da espessura da parede, porém nao é bem
evidente a hiperemia ou presenca de focos hemorragicos parietais. Apos
12 horas, a parede vesical apresenta-se espessada, opaca, com pontos
hemorragicos parietais e foco bem definidos na mucosa. Na vigéssima
quarta hora o incremento volumétrico vesical persiste, ha areas ( focos )
bem definidas de hemorragia, bem como diminuicdo da flexibilidade da

bexiga, 0 que dificulta sobremaneira a diseccdo e extirpacdo deste drgao.
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Figura 02. Cinética do edema vesical( A peso ) em ratos tratados com
100 mg/kg de ciclofosfamida - Cada simbolo ( ¢ ) representa a média +
EPM da diferenca entre os pesos vesicais imido e dessecado referente a seis
animais. O ponto correspondente no eixo do x diz respeito ao momento do
sacrificio apds a administracdo da CF. (*) e (**) indicam, respectivamente,
diferencas estatisticamente significativas com p<0.01 e pcO.OOIfANOVA,
teste de Fisher).

55



Figura 03 - foto A - Microfotografia de bexiga normal de rato. Observe a
integridade da mucosa, a auséncia de edema e exsudato celular.
Coloragado HE (4 x 10).

Figura 03 - foto B - Microfotografia de bexiga de ratos tratados com 100
mg/kg de CF e sacrificados ap6s 48 h.Nota-se trecho de ulceragéo,
acentuado edema e infiltrado leucocitario. Coloracdo HE (4 x 10 ).

56



A expressdo dos achados histopatoldgicos obedeceram aos
critérios estabelecidos por Gray e colaboradores ( Gray et al.~976 ), de
tal forma que na décima segunda hora as bexigas ja apresentavam edema
e erosdo leves, além de um infiltrado leucocitario constituido de
neutrofilos e macrofagos, com predominio deste ultimo. Vinte quatro
horas depois, observa-se um exsudato constituido de neutréfilos e
macrofagos, agora predominando o primeiro,bem como raros eosinofilos
na mucosa, associados a um leve edema, 0s quais se tornaram maximo
apos 48 horas da administracdo da CF ( Figura 03- foto B ). Nesse
momento,além do edema que atinge sua maxima intensidade, ainda se
pode observar areas de descamac6es e ulceragbes da mucosa ( erosdes ),
além de hemorragia ndo s6 na mucosa, as quais ja eram evidentes na
vigessima quarta horas, mas de toda a espessura da parede vesical. O
infiltrado inflamatério € marcante nesta etapa, preponderando o0s
neutrofilos com relagdo aos macrofagos Quanto a macroscopia, 0S
achados nesta etapa correlacionam-se com o0s descritos acima, na medida
em que a a bexiga atinge seu peso maximo, embora tenha o aspecto
retratil e excepcionalmente apresente-se repleta de urina/Soma-se a isto,
o fato de que a hemorragia é surpreendente, tanto na mucosa quanto na
parede vesical, bem como o fato de que, em funcdo do edema . a bexiga
adere as estruturas dos oOrgdos adjacentes, dificultanto a disseccao
necessaria para a individualizacdo do 6rgao.

Setenta e duas horas depois da CF. a inspecao ( macroscopia ),
as bexigas tém praticamente 0 mesmo aspecto descrito para aquelas de 48
h. exceto 0 edema que diminuiu, embora 0 estudo microscopico tenha
revelada, associado aos achados anteriores, a existéncia de um

pleomorfismo discreto do epitélio transicional com relacédo as bexigas de
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48 h. Importante ainda é a presenca de areas nucleares arredondadas,
claras e excéntricas, as quais, devido seu aspecto, assemelhavam-se com
depositos de glicogénio, bem como de uma diminuicdo do infiltrado
célular com relacéo ao dia anterior.

Desta forma, baseados nos resultados supracitados, passamos a
utilizar nos experimentos subsequentes, além da dose de 100 mg/kg, a
guadragéssima oitava hora como momento ideal para o estudo deste

fenomeno inflamatério.

2 - EFEITO DOS TRATAMENTOS COM DEXAMETASONA,
INDOMETACINA E O COMPOSTO NDGA NO PESO VESICAL(A
PESO) DE RATOS TRATADOS COM CICLOFOSFAMIDA

Como podemos observar na figura 04, o pré-tratamento do
animais com dexametasona! inibidor de fosfolipase A2 ) na dose de
Img/kg de peso foi capaz de bloquear, de maneira significativa
(pc0.00l), o edema vesical induzido por ciclofosfamida.

Quanto a indometacina! inibidor da cicloxigenase)(figura 04),
usada na dose de 2mg/kg de peso, foi eficiente na promocao do bloqueio
do aumento do peso vesical(p<0.01) em animais tratados com CF.
Entretanto, aqueles animais tratados com o composto NDGA(inibidor da
ciclo e lipoxigenase) ndo apresentaram bloqueio do edema vesical (figura
04). embora, do ponto de vista macroscopico era evidente a diminuicdo
dos focos hemorragicos, tanto parietais como da mucosa. Por este motivo
nos ocorreu a idéia de adaptar para nosso modelo a metodologia de

mensuracdo da permeabilidade vascular proposta por
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Figura 04. Efeito dos tratamentos com dexametasona, indometacina e
composto NDGA na diferenca entre os pesos vesicais Umido e dessecado
( A peso ) em ratos tratados com 100 mg/kg de peso de ciclofosfamida -
As barras representam a média + EPM referente a seis animais e 0s
resultados foram comparados com o0 grupo de animais que receberam
somente AD, via ip. (*) e (**) representam, respectivamente, diferencas
estatisticamente significativas com p<0.05 e p<0.001.( ANOVA. teste de
Fisher )
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Garcia e Wilhelm(1975), os quais utilizavam a técnica do azul de Evans

para aferir o aumento de permeabilidade em pele de ratos.

3 - EFEITO DA CICLOFOSMIDA NAS VARIACOES DO PESO
VESICAL UMIDO E NA PERMEABILIDADE VASCULAR.

Na figura 05 é evidente a eficiéncia da metodologia para avaliar
a permeabilidade vascular no modelo da CIC; haja vista que a
permeabilidade aumenta 17,8 vezes com relacdo ao controle, ao passo
que o peso, embora de forma significativa (p<0.001), aumentou apenas
3.47 vezes com relacdo ao controle.

A necessidade de expressar a permeabilidade vascular sob
forma de uma grandeza de mais facil compreensdo, nos levou a
desenvolver uma curva padrdo de azul de Evans( figura 06 ), segundo
metodologia descrita no item 11-6.4 , a qual nos revelou a existéncia de
uma correlagdo linear entre a concentracdo de azul de Evans e a
absorbancia. Esta relacdo pode ser expressa sob a forma de uma equacéo
matematica que passou a ser usada posteriormente para a‘conversao dos
valores dos experimentos posteriores. Vale salientar que. a julgar pelo
coeficiente de correlacdo e determinacéo, a propria unidade, ficou clara
uma relacdo direta e linear entre as concentracdes de azul de Evans e

absorbancia.
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Figura 05. Efeito da ciclofosfamida no peso vesical umido e
permeabilidade vascular de bexigas de ratos tratados com
ciclofosfamida - As barras representam a média + EPM do peso vesical e da
permeabilidade vascular, conforme legenda, referentes a seis animais
tratados com 100 mg/kg de peso de CF via ip.e sacrificados apds 48 h (*)
indica diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao controle
(administrado apenas AD ip) com p<0.001( teste t de student)
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Figura 06. Curva padrao da correlagdo entre concentracOes de azul de
Evans e absorbéancia - Os pontos representam o resultado da analise no
espectrofotdmetro, num comprimento de onda de 600 nm. das concentracdes
de azul de Evans correspondentes no eixo de y. r é o coeficiente de
determinacdo da regresséo linear.
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4 - CINETICA DO PESO VESICAL UMIDO E DA

PERMEABILIDADE VASCULAR NA CISTITE INDUZIDA POR
CICLOFOSFAMIDA

No que concerne ao peso vesical ( figura 07 ), curiosamente,
este ja se encontrava significativamente elevado (p<0.001) apos seis e
doze horas depois de administrada a CF; entretanto, s6 alcancaram
valores maximos na quadragessima oitava hora. J& no terceiro dia havia
uma discreta tendéncia de decréscimo dos valores dos pesos, embora
ainda fossem significantemente elevados(p<0.001).

Quanto a permeabilidade, ndo obstante ja estivesse aumentada
de maneira estatisticamente significativa na sexta hora(pcO.Ol), tornou-se
méaxima apds 12 horas, permanecendo asim até a quadragéssima oitava
hora, quando, tal como ocorreu com 0 peso, mostrou uma clara tendéncia
a decrescer.

O estudo de interdependéncia entre as variaveis utilizadas!peso
umido e permeabilidade vascular) mostrou haver uma correlagdo positiva
entre elas, sendo o coeficiente (r) de 0.718, o qual proporcionou a
obtencdo de um t (teste de hipdtese) maior que o tabelado, comprovando,

desta maneira, a dependéncia entre as variaveis ( figura 08)
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Figura 07. Cinética do peso vesical umido e da permeabilidade vascular
na cistite induzida por ciclofosfamida - Cada simbolo representa a média +
EPM da permeabilidade vascular ou do peso vesical, conforme as legendas,
referente a 10 animais. (*) e (**) indicam diferencas estatisticamente

significativas em relacdo aos controles especificos com p<0.01 e p<0.001,
respectivamente (ANOVA, teste de Fisher).
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PESO UMIDO VESICAL ( mg/100 mg)

Figura 08 Estudo de correlacdo entre o peso vesical Uumido e
permeabilidade vascular - Cada simbolo (¢) representa o valor individual

refrente a0 peso vesical e sua correspondente permeabilidade vascular,
avaliada pelo método do azul de Evans. O r indica o coeficiente de

correlacéo.
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5- EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE DEXAMETASONA,
INDOMETACINA E DO COMPOSTO NDGA NO PESO VESICAL
UMIDO E PERMEABILIDADE VASCULAR NA CISTITE
INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

Segundo podemos observar na figura 09 a dexametasona
produziu inibigdo tanto do peso (p<0.01) quanto da permeabilidade
vascular (pcO.00l), de uma forma dose-dependente. A dose de 0.5 mg/kg
ao dia foi eficiente em reduzir a permeabilidade, embora ndo tendo
inibido o0 aumento do peso determinado pela CF. Quanto a microscopia,
as laminas de bexigas dos animais pré-tratados com dexametasona
mostravam diminuicdo do edema, erosdo e abolicdo do acumulo de
células inflamatorias, embora tenha persistido um grau leve de congestdo
vascular ( Figura 10 - fotografia A )

A indometacina ( figura 11) conseguiu bloquear o aumento de
peso Umido e permeabilidade vascular vesicais de uma forma dose-
dependente, sendo que a maxima inibicdo da permeabilidade foi
conseguida com a dose de 5.0 mg/kg, mesma dose foi a Unica a bloguear
0 edema(peso umido). A indometacina. a despeito de ter produzido
diminuicdo expressiva do edema na analise histopatoldgica, ndo interferiu
no desenvolvimento das erosdes, congestdo vascular e do infiltrado

inflamatorio/Figura 14-foto A e B)
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DEXAMETASONA ( ma/kg )
CICLOFOSFAMIDA 100mglkg

Figura 09. Efeito do pre-tratamento com doses crescentes de
dexametasona no peso vesical umido e na permeabilidade vascular na
cistite induzida por ciclofosfamida - A dexametasona foi administrada nas
doses de 0.5, | e 2 mg/kg de peso, via sc, 30 minutos antes e 24 h depois da
CF e os sacrificio se deram passadas 48 horas. As barras representam
médias + EPM referentes a cinco animais cada. (*) e (**) indicam diferencas
estatisticamente significativas com relacdo ao controle com p<0.01 e
p<0.001, respectivamente (ANOVA, teste de Fisher).
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Figura 10 - foto A - Microfotografia de bexiga de ratos pré-tratados
com dexametasona nos quais se induziu CIC . Observe a diminuicdo do
edema e do infiltrado celular, embora ainda haja descamacao epitelial.

Figura 10- foto B - Microfotografia de bexiga de ratos pré-tratados com
NDGA nos quais se induziu CIC. A coloracdo HE ( 4 x 10 ). Observe
que ainda ha edema, porém diminuiu o infiltrado celular e as erosoes.
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CICLOFOSFAMIDA 100mg / kg

Figura 11. Efeito do pré-tramento com doses crescentes de indometacina
no peso vesical umido e na permeabilidade vascular na cistite induzida
por ciclofosfamida - A indometacina foi administrada nas doses de 0.5, 2 e
5 mg/kg de peso, via sc, 30 minutos antes e 24 h depois da CF e os animais
foram sacrificados 48 horas depois. As barras representam medias + EPM
referentes a cinco animais cada. (*) e (**) indicam diferencas
estatisticamente significativas com relacdo ao controle com p<0.01 e
pcO.00I, respectivamente ( ANOVA. teste de Fisher ).
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Quanto ao NDGA ( figura 12), somente produziu inibicdes
estatisticamente significativas do peso (p<0.01) e da permeabilidade
vascular (p<0.001) na dose de 100 mg/kg ao dia. Quanto as alteracOes
histopatoldgicas, 0 NDGA inibiu parcialmente o edema e a erosdo da
mucosa, ao passo que impediu totalmente o acumulo de células
inflamatorias. |

6 - EFEITO DO COMPOSTO BN-52021 NA CINETICA DO PESO
UMIDO E PERMEABILIDADE VASCULAR NA CISTITE

INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

O grafico da figura 13 revela que o tratamento pré-tratamento
com 0 BN-52021 foi capaz de bloquear de maneira significativa (p<0.01)
a permeabilidade vascular vesical dos ratos em que se tentou induzir
cistite com ciclofosfamida. Esta inibi¢do foi detectada apos doze horas da
CF, porém, no caso do edema (peso umido) s6 determinou blogueio
passadas 48 horas da CF.

O BN-52021 produziu bloqueio em todos 0s niveis dos critérios
microscépicos de Gray, de tal forma que praticamente ndo se observaram

edema, congestdo vascular, erosdes ou exsudato inflamatdrio celular.

7 - EFEITO DO COMPOSTO HOE-140 NA CINETICA DA CISTIE
INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

O tratamento com este inibidor da bradicinina produziu um
bloqueio significativo da permeabilidade vascular (p<0.05) a partir da
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CICLOFOSFAMIDA ( 100 mg/kg )

Figura 12. Efeito do pré-tratamento com doses crescentes do composto
NDGA no peso vesical umido e na permeabilidade vascular na cistite
induzida por ciclofosfamida - O NDGA foi administrado nas doses de 25,
50 e 100 mg/kg de peso, via sc, 30 minutos antes e 24 h depois da CF e 0s
animais foram sacrificados 48 h depois da inducdo da cistite. As barras
representam média £ EPM referentes a cinco animais cad. (*) e (**) indicam
diferencas estatisticamente significativas com relacdo ao controle com
p<0.01 e p<0.001. respectivamente ( ANOVA, teste de Fisher ).
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Figura 13. Efeito do composto BN-52021 na cinética da cistite induzida
por ciclofosfamida - Cada simbolo representa média = EPM do peso vesical
Uumido ou da permeabilidade vascular ,segundo a legenda apresentada no
gréfico, referentes a dez animais, no caso da CF( controle ) e cinco animais
nos grupos tratados com 10 mg/kg de peso/dia de BN-52021, via sc. O eixo
do x corresponde aos horarios, apoés a CF, em que os animais foram
sacrificados.(*) indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
controle ( animais tratados s6 com CF e sacrificados nos mesmos horarios)
com p<0.01 ( ANOVA. teste de Fisher ).
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Figura 14- foto A - Microfotografia de bexiga de rato pré-tratado com
indometacina no qual se induziu CIC. Coloracdo HE ( 10 x 10 ).
Observa-se a diminuicdo do edema muito embora permanegam as

erosoes e o infiltrado inflamatorio.

Figura 14 - foto B - Trata-se da mesma microfotografia acima em maior
aumento ( 40 x 10 ) demonstrando o infiltrado celular inflamatorio em

maior detalhe.
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Figura 15. Efeito do composto HOE-140 na cinética da cistite induzida
por ciclofosfamida - Cada simbolo representa média £ EPM do peso vesical
umido ou da permeabilidade vascular, conforme as legendas, referentes a
dez animais, no caso da CF ( controle ) e cinco nos grupos tratados com 2.0
mg/kg de peso/dia de HOE-140. via sc. O eixo do x corresponde aos
horéarios, apos a CF em que os animais foram sacrificados. (*) e (**) indicam
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle ( animais
tratados s6 com CF e sacrificados nos mesmos horarios ) com p<0.05 e
P<0.01, respectivamente( ANOVA, teste de Fisher ).
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décima segunda hora, tendo sido maximo 48 h depois da administracao
da CF (pcO.0l). Quanto ao edema, 0 HOE-140 somente proporcionou um
blogueio estatisticamente significativo apds 48 horas(p<0.01)( figura 15 ).

A histopatologia demonstrou que blogueou parcialmente todos
os eventos inflamatérios incluido nos critérios de Gray, embora ndo se

tenha observado uma agdo mais marcante em um deles especificamente.

8 - EFEITO DO COMPOSTO 48/80 NA CINETICA DO PESO
UMIDO E DA PERMEABILIDADE VASCULAR VESICAIS NA
CISTITE INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA

O tratamento cronico com o composto 48/80 foi eficiente(figura
16), uma vez que resultou em uma dréstica diminuigdo dos mastocitos da
cavidade peritoneal nos animais pré-tratados com 48/80 quando
comparados com os animais do grupo controle (pcO.OOl).

Ao mesmo tempo, a deplecdo dos mastécitos produziu uma
inibicdo estatisticamente significativa (pcO.00l) da permeabilidade
vascular ja na sexta horas depois da injecdo de CF, a qual*perdurou até a
guadragéssima oitava hora, embora em nenhum momento se observou
diminuicdo nos valores dos pesos umidos ( figura 17 ).

Excetuando-se o0 edema e a erosdo, o 48/80 determinou um
blogueio nos demais aspectos analisados, seja a congestdo vascular ou 0

infiltrado inflamatorio ( Figura 19 - foto A ) .
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Figura 16. Deplecdo de mastocitos com o composto 48/80 - A barra de
controle( escura ) corresponde a media + EPM do ndmero de mastocitos
visualizado pela coloracdo do azul de toluidina no lavado peritoneal de seis
ratos ndo tratados. A outra barra representa a media £ EPM do ndmero de
mastdcitos do lavado peritoneal em seis ratos tratados cronicamente com o
composto 48/80. O simbolo (*) indica diferenca estatisticamente significante
com relagao ao controle com p<0.001 ( teste t de studant).
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Figura 17. Papel da deplecdo dos granulos mastocitarios com o
composto 48/80 na cinetica da cistite induzida por ciclofosfamida - Cada
simbolo representa a média £+ EPM do peso vesical Umido ou da
permeabilidade vascular, conforme legendas, referentes a dez animais no
caso do controle(CF) e seis no grupo tratado com 48/80. O eixo do x
corresponde aos horarios, apos a CF, em que os animais foram sacrificados.
(*) e (**) indicam diferencas estatisticamente significativas com relacdo ao
controle (animais tratados so6 com CF e sacrificados nos mesmos horarios)
co p<0.01 e PcO.0OO0l. respectivamente ( ANOVA . teste de Fisher ).
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09 - EFEITO DO L-NAME NO PESO VESICAL UMIDO E NA

PERMEABILIDADE VASCULAR NA CISTITE INDUZIDA POR
CICLOFOSFAMIDA

O L-NAME produziu de uma forma does-dependente inibicéo
significativa (pcO.00l) da permeabilidade vasculari figura 18), porém,
ndo foi eficiente em inibir o aumento do peso vesical nos animais
sacrificados ap6s doze horas do tratamento com ciclofosfamida

O méximo efeito inibitério alcancado foi com a dose de
20mg/kg ad dia, ao passo que a dose de 5mg/kg, ndo blogueou de forma
significativa a permeabilidade vascular ou 0 peso vesical.

Quanto aos aspectos microscépicos, 0 L-NAME propiciou uma
inibicdo do desenvolvimento de erosdes e do acumulo do infiltrado
celular inflamatdrio, embora tenha persistido um leve edema e congestéo

vascular ( Figura 19 - foto B ).

10 - EFEITO DO L-NAME NA CINETICA DO PESO VESICAL
UMIDO E DA PERMEABILIDADE VASCULAR NA CISTITE
INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA.

A utilizacdo de L-NAME na dose de 20 mg/kg se deveu,
sobretudo ao fato de esta ter sido a dose de maxima efetividade no
tocante a inibicdo da permeabilidade vascular. O tratamento com esta
droga determinou uma inibicdo estatisticamente significativa da
permeabilidade vascular desde a sexta hora da administracdo da CF
(p<0.05), tornando-se méaxima ja na décima segunda hora (pcO.0O0l),

persistindo até o final do segundo dia( figura 20 ).
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L-NAME ( mg/kg )
CICLOFOSFAMIDA ( 100 mg/kg )

Figura 18. Efeito de doses crescentes de L-NAME no peso vesical umido
e permeabilidade vascular na cistite induzida por ciclofosfamida - O L-
NAME foi administrado via ip nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg de
peso/dia, dividido em duas aplicagbes, 30 minutos antes e 6 horas depois da
CF. As barras representam as médias £ EPM do peso vesical umido ou da
permeabilidade vascular, conforme as legendas, referentes a grupo de seis
animais. Todos os sacrificios ocorreram passadas 12 horas da CF. Os
simbolos (*) e (**) indicam diferencas estatisticamente significativas com
relacdo ao controle (tratados com CF + AD ) com p<0.01 e pcO.001.
respectivamente ( ANOVA. teste de Fisher ).
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Figura 19 - foto A - Microfotografia de bexiga de rato pré-tratado
cronicamente com o composto 48/80 no qual se induziu CIC. Coloragéo
HE ( 10 x 10 ). Observa-se a dimiuicdo do edema, apesar de serem
evidentes as erosoes epiteliais.

Figura 19 - foto B - Bexiga de ratos pré-tratados com 20 mg/kg de L-
NAME no qual se induziu CIC. Coloracdo HE ( 10 x 10 ). Observa-se a
diminuicdo do edema, infiltrado celular e das erosdes epiteliais.

80



120 30

Figura 20. Efeito do pré-tratamento com L-NAME na cinética da cistite
inuzida por ciclofosfamida - Cada simbolo representa a média £+ EPM do
peso vesical umido ou da permeabilidade vascular, conforme as legendas,
referentes a dez animais, no caso do controle ( CF ), cinco animais no grupo
tratado com a dose de 20 mg/kg/dia de L-NAME, via ip, divida em duas
aplicacdes. O eixo do x refere-se aos momentos dos sacrificios. (*), (**) e
(***) indicam diferencgas estatisticamente significativas com relagdo ao
ponto correspondente no controle com p<0.05 ; p<0.01 e p<0.001,
respectivamente ( ANOVA, teste de Fisher ).
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N&o obstante o bloqueio da permeabilidade tenha sido
verificado de forma precoce, a agdo inibitoria do L-NAME sobre o
aumento do peso umido vesical so se verificou ao final de 48 horas apos a
CF.

11- EFEITO DE DOSES CRESCENTES DE L-ARGININA NO
PESO UMIDO E PERMEABILIDADE VASCULAR VESICAIS NA
CISTITE INDUZIDA POR CICLOFOSFAMIDA EM ANIMAIS
PRE-TRATADOS COM L-NAME

Conforme podemos observar na figura 21, o bloqueio do
aumento da permeabilidade vascular determinado pelo pré-tratamento
com L-NAME na dose de 20 mg/kg ao dia, em ratos que receberam CF
na dose de 100 mg/kg, o qual foi altamente significativo(p<0,001), foi
revertido quase que totalmente, de uma forma dose-dependente, com a
administracdo de L-arginina, o substrato especifico da sintese de 6xido
nitrico (NO).

12 - EFEITO DE L-ARGININA E D-ARGININA NO PESO UMIDO
E NA PERMEABILIDADE VASCULAR NA CISTITE INDUZIDA
POR CICLOFOSFAMIDA EM ANIMAIS PRE-TRATADOS COM
L-NAME

A semelhanga do que ocorreu no experimento anterior, o L-

NAME produziu, em niveis significativos (p<0.001), inibicdo da

permeabilidade vascular vesical determinada pela CF, a qual foi
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completamente revertida quando se acrescentou a este tratamento o
substrato da sintese do NO. a L-arginina, na dose de 600 mg/kg/dia. Por
outro lado, dose semelhante do seu isdmero dextrogiro D-arginina. usada
da mesma forma, ndo afetou a capacidade do L-NAME em inibir a
permeabilidade vascular ( figura 22 ).

83



120 40

Figura 21. Efeito de doses crescentes de L-arginina na inibicdo do
aumento de permeabilidade vascular produzido pela L-NAME na cistite
induzida por ciclofosfamida - As doses utilizadas estdo representadas no
grafico e a via de administracédo foi a ip. Todos animais foram sacrificados
12 horas apds a CF. As barras representam as médias = EPM do peso vesical
umido e permeabilidade vascular, conforme as legendas, referentes a grupos
de seis animais. Os simbolos (*) e (**) indica diferenca estatisticamente
significativa com relagcdo ao controle (CF + AD ) com p< 0.01 e pcO.0O0l,
respectivamente ( ANOVA. teste de Fisher ).
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Figura 22. Efeito da L-arginina e D-arginina na inibi¢cao produzida pela
L-NAME no aumento da permeabilidade vascular na cistite induzida
por ciclofosfamida - As doses utilizadas estdo representadas no gréafico e a
via de administracdo em todos os caso foi ip. Os animais foram sacrificados
12 depois da CF.na dose de 100 mg/kg de peso, via ip. As barras
representam as médias + EPM do peso vesical imido e da permeabilidade
vascular, conforme as legendas, referentes a grupos de seis animais. O
simbolo (*) representa diferenca estatisticamente significativa com relacéo
ao controle (tratados s6 com CF ) com pcO.001 ( ANOVA, teste de Fisher ).
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IV - DISCUSSAO



A ciclofosfamida ( CF ) foi introduzida como um agente anti-
tumoral no final da década de cinglienta. Tdo logo se iniciou seu uso, ja
se observou a ocorréncia de cistite hemorragica como uma complicacao
tdo frequente quanto severa( Coggins etal. , 1959 ).

A integridade dos epitélios de todos os departamentos
organicos é uma condicdo importante no processo de defesa contra
agentes agressores de qualquer natureza. Adicionalmente, em condigGes
naturais, além da barreira epitelial, as células transicionais da bexiga
produzem uma camada de muco sobre a superficie epitelial, formada
sobretudo de glicosaminoglicans, a qual tem a funcdo anti-aderente,
evitando desta forma que bactérias e compostos tdxicos urinarios se
fixem a mucosa. Este efeito anti-aderente da camada polissacaridica é
importante na adaptacdo das células da mucosa vesical com seu
“ambiente” intra-vesical. protegendo-as, de uma forma inespecifica
contra muitos componentes urinarios potencialmente téxicosi Parson,
1986 ).

Therman e colaboradores, em um estudo experimental com
microscopia eletrénica, mostrou que a lesdo mais inicial na CIC era a
ruptura da membrana intra-luminal, o que viabilizaria sobremaneira o
contato dos produtos urinarios toxicos com as camadas mais profundas
do epitélio vesical, produzindo descolamento das células epiteliais e
exposicdo da membrana basal. Ndo obstante estas etapas ja estejam
clarificadas, ¢ desconhecido o mecanismo pelo qual a acroleina
desencadeia este processo ( Thermann etal., 1987 ).

Sabe-se que na inflamacgéo aguda, qualquer que seja 0 agente
agressor, as alteracdes subseqgéntes constituem uma resposta bastante

uniforme (Robins, 1991). Os mediadores mflamatorios originam-se do
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plasma, das células ou, em algumas cirscunstancias, do proprio tecido
agredido. Dentre estas substancias, assumem fundamental importancia as
aminas vasoativas ( serotonina e histamina ), proteases plasmaticas
(cimnas, C3a e C5a), metabolitos do AA ( PG e TX ), fator ativador de
plaguetas ( PAF ), e citocinas. Baseados no exposto acima, decidimos
dedicar a maior parte do tempo dispendido neste projeto de pesquisa ao
estudo de varios destes mediadores inflamatdrios e seus envolvimentos
na CIC, bem como estudar o papel do 6xido nitrico como um provavel
mediador pré-inflamatério nesta patologia ( Arrang etal., 1987; Saria et
al., 1983., Zimmerman, 1992, ; Anderson, 1993;).

Considerando o fato de que este, pelo menos para nés, era
um modelo inusitado de inflamacéo, foi fundamental dividirmos o projeto
em duas etapas. A primeira tratava-se de um estudo prévio intencionando
verificar a exequibilidade do modelo, compreender a sua cinética de
desenvolvimento e as alteracdes histopatologicas associadas,bem como
determinar a dose de CF ideal para se observar o fenébmeno inflamatorio.
Ao passo que na segunda etapa avaliamos 0 envolvimento de diversos
mediadores inflamatdrios no desenvolvimento da CIC.

Os resultados desta primeira etapa, denominadas de anélise
preliminar do modelo, revelaram que a CIC desenvolve-se como um
processso inflamatorio agudo com duracdo de dias, onde desde as
primeiras horas que se seguiram a administracdo de CF. pode-se observar
eventos tipicamente inflamatérios. incluindo o edema e a congestdo
vascular. Observa-se, no entanto que este modelo tem uma
particularidade com relacdo a maioria das patologias inflamatorias,
sobretudo no que concerne as alteracbes histopatoldgicas. que € a

preponderancia de fendmenos vasoativos, tais como congestdo e
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hemorragias, bem como a marcante presenca de erosGes do epitélio
transicional.

Ainda nesta etapa, a partir dos resultados obtidos com a
diferenca de peso ( A peso ) e ratificados pela microscopia, ficou claro
que a CIC é um processo inflamatdrio que atinge toda sua plenitude 48
horas depois do estimulo lesivo e em seguida apresenta uma tendéncia
para involucdo dos diversos eventos que dela fazem parte.

Véarios destes achados estdo em consonéancia com 0s
registrados por alguns autores em trabalhos experimentais, muito embora
ndo tenha havido preocupacéo por parte daqueles no sentido de fazer uma
descricdo temporal mais dealhada das modifigdes
histopatoldgicas( Phillips etalL, 1961).

Outro aspecto relevante desta etapa € que os resultados
revelam que a CIC, no que tange a quantidade de ciclofosfamida
administrada, desenvolveu-se de uma forma dose-dependente, sendo a
dose de 100 mg/kg de peso a mais efetiva na génese deste processo. Vale
ressaltar que, empregando-se esta Ultima dose, ao longo dos demais
experimentos, ndo se observou qualquer mortalidade dependente de CF
nos animais de experimentacdo. Baseados nos resultados desta fase do
projeto, optamos por trabalhar com doses de 100 mg/kg de peso e
sacrificar os animais apds 48 h da injecdo da CF.

Uma vez que os glicorticdides representam a classe de droga
mais efetiva na terapéutica das doencas inflamatorias. adotamos esta
droga, representada pela dexametasona. um dos mais potentes
componentes deste grupo, como droga padrdo no estudo de inibi¢do do

processo inflamatério da CIC. embora tenhamos, nesta mesma etapa
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utilizado inibidores da cicloxigenase ( indometacina ) e da ciclo e
Upoxigenase ( NDGA).

A acdo deste hormdnio esterdide se processa através de
varias etapas, as quais se iniciam com sua difusdo pela membrana
plasmatica, seguido de ligacdo ao receptor esteroidal citoplasmatico,
formando um complexo que atravessa a membrana nuclear, ligando-se a
um sitio especifico na cromatina. Este ultimo passo desencadeia a
producdo de RNAmM especificos que resultardo na producdo de novas
proteinas responsaveis pela acdo propriamente dita dos
corticoides(Barnes & Adcock, 1993)

Os neutréfilos ha muito tempo tém sido reconhecidos como
células da mais alta expressdo na imunidade natural a uma grande
variedade de agentes infecciosos e em doencas inflamatorias de diversas
etiologias. Estas células representam a grande maioria dos leucocitos
circulantes e sempre sdo as primeiras a chegarem no sitio da agressao. Ao
mesmo tempo em que o tratamento com corticdide determina reducdo de
até 80 % dos monocitos, linfécitos eosinofilos e basdfilos circulantes, a
mesma droga produz aumento dos neutréfilos na corrénte sanguinea,
embora haja substancial diminuicdo destas células no foco inflamatorio
(Cupps, 1989; Butterfield & Gleich, 1989 )

Segundo Scheleimer e colaboradores, o0s glicocorticoides néo
alteram funcionalmente os leucocitos. e sim inibem a producdo e
liberacdo de substancia quimiotaticas. as quais impedem a acumulacdo de
neutrofilos nos tecidos lesados! Butterfield & Gleich, 1989). Contrario a
estes conceitos, outros pesquisadores, estudando neutréfilo in vitro,
observaram que a incubacdo com dexametasona determina uma

diminuicdo significativa na capacidade de migracdo leucocitaria induzida
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por FMLP e zimosan. Este efeito é independente da sintese proteica ou
do periodo de incubacdo ( Lomas etal., 1991 ).

Outra acdo dos corticoides relacionada a inflamacdo diz
respeito a inibicdo da producéo dos derivados do AA pelas vias da ciclo e
lipoxigenase(Roderick, 1989). O mecanismo parece ser condicionado a
inducdo de producdo de uma proteina, denominada lipocortina-1, de peso
molecular de 37 kDa. a qual é termo-estavel, acido-resistente, tnpsina-
sensivel e que tem atividade inibitéria sobre a fosfolipase A2-
Possivelmente, boa parte da interferéncia dos corticdides na quimiotaxia
leucocitaria se da através da inibicdo dos derivados do AA, notadamente
0 LTB4, o mais potente agente quimiotatico entre eles ( Butterfield &
Gleich, 1989 ).

Os glicorticoides tém um potente efeito inibitorio na
transcricdo de diversas citocinas, incluindo a IL-1, TNF-alfa, IL-8, cujas
papéis na inflamacdo ja foram por demais destacados. Além de inibir suas
producbes, os corticosterdides também bloqueiam seus efeitos de
diversas formas, destacando-se a diminuicdo da expressao de receptores
para uma determinada citocina, como é o caso da IL-B ( Barnes &
Adcock, 1993 ).

No nosso modelo experimental, a dexametasona utilizada na
dose de | mg/kg produziu uma inibicdo estatisticamente
significativa(p<0.001 ) do aumento do peso vesical ( edema )(figura 04).

A atividade dos derivados do acido aracddnico na resposta
inflamatédria inclue quimiotaxia, vasodilacdo, ativacdo da secrecao
leucocitaria, sem contar com as atuacGes em eventos correlatos como
hipertermia e hiperalgesia. As variadas formas de atuacdo dos

prostanoides se deve as ac¢les diferenciais de seus multiplos derivados, as
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quais, de forma sintética poderiamos registrar a seguir: A PGE e a PGI
que se constituem provavelmente nos mediadores mais importantes na
vasodilacdo inflamatdria, aléem de potencializar os efeito quimiotatico de
outros mediadores; os leucotrienos C4, D4 e E 4 que causam intenso
aumento da permeabilidade vascular; o LTB4 que causa agregacéo e
adesdo dos leucocitos ao endotélio venular e € um dos mais poderosos
agentes quimiotaticos, finalmente, sem deixar de considerar a acdo menos
importante na inflamacéo de outros derivados do AA, a PGE? que esta
envolvida com a patogenia da dor e da febre na inflamacéo, eventos
muito frequentes na CIC ( Samuelson, 1983; Root, 1990: Robins,1991)

Tal como a dexametasona. embora nas doses utilizadas tenha
apresentado menor eficacia que esta ultima, a indometacina também
blogueou significativamente ( p<0.05 ) o edema, ao passo que 0 NDGA,
ndo obstante macroscopicamente tenha havido diminuicdo expressiva das
areas de hemorragias e hiperemia. na dose utilizada ( 50 mg/kg ), ndo
determinou bloqueio do peso ( A peso ). No caso da indometacina, ficou
claro que ha envolvimento dos derivados do AA pela via da
cicloxigenase no desenvolvimento do edema da CIC. No entanto, com
relacdo ao NDGA nos ocorreu dois questionamento: 0 primeiro dizia
respeito a dose, a qual poderia ndo ter sido suficiente para provocar
inibicdo, 0 segundo e mais razoavel para nés naquele momento, a
possibilidade de que o parametro utilizado na afericdo dos resultados nao
fora suficientemente sensivel para detectar as alteracdes induzidas pelo
NDGA, as quais relatamos como aspectos macroscopicos e tratavam-se
de fendmenos de cunho predominantemente vascular

Amparados nestas observagbes, procuramos adaptar a
metodologia preconizada por Garcia Leme e Wilhelm( 1975 ) para
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estudar permeabilidade vascular em pele de ratos, naturalmente fazendo
algumas modificbes de ordem operacional por se tratar de um modelo
diferente daquele utilizado pelos referidos pesquisadores.Esta técnica
baseia-se no fato do azul de Evans ser uma substancia que. devido ao seu
peso molecular e sua afinidade com albumina ( liga¢do ), em condicdes
normais, ndo extravaza para o espaco intersticial. Por outro lado, em
condi¢gbes em que haja aumento da permeabilidade vascular, tal como
ocorre na inflamacéo, este corante sai do intravascular, acumulando-se no
intersticio ( Garcia Leme & Wilheim., 1975 ).

Motivados pela rica expressdo de fenOmenos vasculares no
modelo em estudo, associado ao fato de que as alteragbes do fluxo e da
permeabilidade da microvasculatura sdo condi¢Ges indispensaveis para o
surgimento do edema, realizamos experimentos onde, além de lancar mao
do peso umido para mensuracdo do edema, utilizamos o método do
extravazamento do azul de Evans para expressar as modificdes ocorridas
na permeabilidade vascular. O primeiro passo consistiu em determinar a
exequibilidade e sensibilidade do método de extravazamento para o
modelo da CIC. Como podemos observar na figura 05, é flagrante a
eficiéncia desta metologia neste modelo, uma vez que as modificdes
ocorridas foram mais facilmente observadas quando comparadas com
aquelas verificadas no peso Umido. Para se ter uma idéia, a
permeabilidade vascular ao azul de Evans aumentou cerca de 18 vezes
com relacdo ao controle, ao passo que no peso houve um incremento de
aproximadamente trés vezes e meia.

Até entdo, expressavamos a permeabilidade através de
absorbancia. no entanto para tornar mais compreensiveis nossos

resultados desenvolvemos uma curva padrdo de concentracdes de azul de
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Evans relacionada com as correspondentes absorbancias obtidas. Como
podemos apreciar na figura 06, h4 uma correlagdo linear entre as
concentracbes de azul e a absorbancia. sendo o coeficiente de
determinacdo( r 2) de 1.0 Desta forma, a partir de entdo podiamos
expressar a permeabilidade em forma de quantidade de azul de Evans
extraida de cada bexiga, utilizando a equacdo da reta obtida no estudo de
regressao linear.

O passo seguinte consistiu no desenvolvimento de um estudo
temporal (cinética) do desenvolvimento do edema e das modificacBes da
permeabilidade vascular ( figura 07 ). De forma surpreendente, podemos
observar que o edema ja pode ser detectado, em forma de aumento
estatisticamente significativo do peso imido(p<0.01) na sexta hora apds a
injecdo da CF e que, assemelhando-se aos dados fornecidos pela
anatomopatologia, é¢ maximo passadas 48 horas. Quanto a
permeabilidade, esta também ja se encontrava significativamente elevada
(pcO.0l) apos seis horas, entretanto alcancou seu valor maximo ja na
vigéssima quarta hora, persistindo assim até o terceiro dia. Ainda como
parte desta etapa, realizamos um estudo estatistico de correlacdo entre o
peso vesical umido e a permeabilidade vascular medida pelo azul de
Evans ( figura 08) e verificamos uma correlacdo positiva destes
parametros, obtendo um coeficiente de correlagcdo)r) equivalente a 0.711.
No teste de hipotese, verificamos que o t obtido é maior que o tabelado,
de maneira que, seguramente, 0 extravazamento de azul de Evans
expressa também o desenvolvimento do edema na CIC; soma-se a isto 0
fato de que, neste modelo, a permeabilidade mostrou-se mais efetiva na
afericdo dos resultados.
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Relativo a permeabilidade vascular, sabe-se ainda que 0s
glicorticdides inibem o extravazamento protéico pela supressdo da
producdo de mediadores envolvidos com a permeabilidade ou
vasodilatacdo da microvasculatura. bem como, atraves da transcri¢do de
uma proteina, atua nas células endoteliais provocando alteracdo na
resposta aos mediadores vaso-ativos, tais como LTC4, PAF e bradicina,
dimuindo a vasodilatacdo produzidas por eles( Williams & Yarwood,
1990 ).

Na presente investigacdo foi demonstrado que o pré-
tratamento com dexametasona ( figura 09), inibidora da fosfolipase A2
mibiu, de maneira dose-dependente, 0 edema e a permeabilidade vascular
nas bexigas de ratos que receberam ciclofosfamida, sendo que a inibigéo
da permeabilidade j& pode ser observada com a dose de 0.5 mg/kg de
peso ao dia, enquanto que 0 peso somente foi bloqueado signicativamente
com a dose de ! mg/kg. Mais uma vez, a anatomopatologia revelou
diminuigcdes consideraveis do edema, erosdo do epitélio transicional e
inibicdo completa do infiltrado inflamatdrio, embora ainda tenha sido
demonstrado a existéncia de congestdo vascular.

Com a utilizacdo do inibidor da cicloxigenase. indometacina,
também foi possivel demonstrar a participacdo dos prostandides nos
aumentos do peso vesical e da permeabilidade vascular da CIC. uma vez
que esta droga foi capaz de inibir o extravazamento de azul de Evans, de
maneira dose-dependente( figura 11 ).A microscopia demonstrou que a
indometacina produziu inibicdo moderada do edema, diminuicdo
significativa da congestdo vascular, porém nédo foi eficiente em inibir 0
infiltrado inflamatdrio, notadamente 0 macrofagico. A proposito destes

resultados, devemos ressaltar que ha concordancia com os dados da

95



literatura, uma vez que, a despeito de atuarem na microvasculatura. os
blogeadores prostanodides ndo interferem no mecanismo de quimiotaxia
das celulas inflamatdrias.

De forma semelhante o bloqueador de lipo e cicloxigenase, o
composto NDGA, inibiu 0 edema e a permeabilidade vascular por um
mecanismo que provavelmente também e dependente da dose emprega da
( figura 12 ). Um aspecto esclarecedor deste experimento € que ele nos
possibilitou Fesponder as questdes que fizemos quando utilizamos apenas
0 A peso como parametro de afericdo dos resultados na CIC. Na realidade
a dose empregada naquelai 50 mg/kg ) ocasido era sub-6tima no que diz
respeito a inibicdo do edema entretanto, apesar de ndo ser
estatisticamente significativa, podia-se perceber uma tendéncia de
reducdo do extravazamento vascular. Quanto aos aspectos
histopatoldgicos, 0 NDGA, assim como ocorreu com a indometacina,
produziu bloqueios parciais do edema e da erosdo mucosa e de forma
adicional, diferentemente da indometacina, blogueou amplamente a
formacéo do infiltrado inflamatorio. A partir destes resultados, toma-se
licito especular que estes efeitos adicionais no acumulo de células
inflamatdrias da dexametasona e do NDGA. em parte, se deveram ao fato
de ambos serem também inibidores da formacdo de produtos da
lipoxigenase, uma vez que, reconhecidamente o LTB4 é um dos mais
potentes agentes quimiotaticos que existe ( Barnes et alL, 1988)

Embora individualmente os mediadores tenham efeito
especificos e de intensidades variaveis, o fato é que eles séo liberados
simultaneamente e agem sinergicamente na inducdo do edema, como é o
caso das prostaglandinas que potenciam o extravazamento da histamina.

bradicinae PAF. Este ultimo, é conhecido por uma diversidade de efeitos

96



pro-inflamatorios em adicdo ao seu efeito ativador de plaguetas. Entre
eles assume um papel relevante a capacidade de aumentar a
permeabilidade microvascular, tal como foi demonstrado na pata de rato
inicialmente e posteriormente em muitos outros tecidos (Williams &
Yarwood, 1990).

Incentivados pela abundancia de achados vasculares,
notadamente do extravazamento vascular, associado a eficiéncia do
método empregado para aferi-lo, somados ao fato de que o PAF, em
varios modelos experimentais, se relaciona com estes fenémenos, tanto
guanto com outros, tais como ulceracdes e inducdo de hemorragia da
mucosa intestinal ( Braquet et al., 1987 ), foi que decidimos estudar a
participacdo deste mediador na CIC.N&o menos importante para esta
decisdo foi o fato de que o PAF age por um mecanismo independente dos
produtos da cicloxigenase, histamina ou receptores adrenérgicos
(Braquet et al., 1990). Para tanto, utilizamos o composto BN-52021,
baseado no fato de que ele fora eficiente em inibir o0 edema em diversos
modelos de inflamagéo ( Braquet etal., 1987 ).

N&o obstante 0 BN-52021 somente tenha bloqueado o
edema( peso vesical umido ) apds 48 horas do tratamento com a CIC.
com 12 horas a inibicdo da permeabilidade foi maxima ( p<0.01 ). Os
dados do estudo de microscopia das bexigas dos animais pré-tratados
com BN-52021 se revestem da maior importancia por demonstrarem que
0 BN-52021 aboliu praticamente todos os achados referentes a eroséo,
congestdo e infiltrado de células inflamatdrias, persistindo apenas um
leve edema. Estes resultados sugerem que o PAF tem um papel destacado
na patogénese da CIC.
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Ainda como parte do estudo de mediadores inflamatérios de
acdo pronunciada na microvasculatura decidimos estudar a bradicina
(BK), uma cinina formada na resposta inflamatdria.a partir de precursores
plasmaticos. Outra cinina. a lisina-bradicinina (calidina), tem propriedade

farmacologica semelhante a BK. Existem dois tipos de receptores de BK,
0 B] que ¢ ativado por fragmentos tais como Lis-bradicinina e des-Arg-

bradicinina e o B2, ativado pela BK propriamente dita. Muitas das
respostas a cininas parecem ser mediadas via receptor B1, embora 0 B2
esteja involvido com a patogénese da asma e a inflamagdo experiental. A
bradicinina é um potente vasodilatador e também determina aumento da
permeabilidade vascular. Nestes casos especificos, seu efeito parece ser
mediado via prostaglandinas ( BarneseiaZ., 1988 ;| Karl-Erik, 1993).

Muito embora tenha promovido um bloqueio menos intenso
que 0 BN-52021, o HOE-140, inibidor de bradicinina, também inibiu a
permeabilidade, de maneira estatisticamente significante ap6s 12 h
(p<0,05) e 48 h (pcO.0Ol) do tratamento com ciclofosfamida. Por outro
lado, semelhante ao que ocorreu com o BN-52021, o HOE-140 s6
produziu inibicdo significativa do peso vesical umido ( p<0.01 ) passadas
48 h da CF. Concernente aos achados microscépicos, nos animais pré-
tratados com o referido inibidor da BK, verificou-se edema, erosdo da
mucosa e congestdo vascular leves, alem de diminuicdo do infiltrado de
células inflamatdrias. tanto no que diz respeito aos neutréfilos quanto aos
macrofagos.

Prosseguimos 0 estudo dos papéis dos mediadores
vasoativos na CIC, particularmente aqueles liberados pelos mastocitos,
utilizando o composto 48/80, conhecido por promover degranulacéo

mastocitaria in vivo e in vitro ( Paton, 1951 ). Na primeira etapa do



experimento ( figura 16) demonstramos que, com o tratamento crénico
com o0 composto 48/80, os animais apresentaram degranulacdo
mastocitaria praticamente completa (p<0.001) e que ao serem submetidos
a administracdes de ciclofosfamida. apresentaram bloqueio significativo
(p<0.001) da permeabilidade vascular a partir de doze horas do
tratamento com este agente citotoxico, embora ndo se tenha observado
inibicdo do aumento ponderai vesical.

Muito embora 0 peso Umido como parametro ndo tenha sido
revelador no que diz respeito ao edema, quando analisamos
microscopicamente 0s espécimes resultante deste experimento podemos
verificar que o composto 48/80 dimuiu sensivelmente o edema, a
congestdo vascular e o infiltrado neutrofilico e macrofagico, a despeito de
ainda existirem areas de erosodes.

Pelos resultados apresentados neste bloco conclui-se que 0s
mediadores liberados pelos mastocitos desempenham um papel
Importante na patogénes da CIC. sobretudo no que tange as sua atuagdes
na microvasculatura. Por outro lado, a auséncia de mastocitos
funcionalmente competentes ndo impede que se desenvolva alguns
eventos préprios da CIC, notadamente a erosdo do epitélio transicional e
0 aumento ponderai vesical. Isto sugere que outros mecanismos
independentes da ativacdo dos mastdcitos participam na manutengdo do
edema e lesbes da mucosa.

Finalmente, atraidos pelo vasto campo que recentemente se
abriu na investigacdo da importancia biologica do 6xido mtrico(NO) em
diversos setores/ Fisiologia. Fisiopatologia e Farmacologia ), associado

aos dados publicados nos ultimos anos relativos a atuacdo do NO nos
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fendbmenos vasculares e na inflamacao, € que resolvemos avaliar o papel
do NO na patogénese da CIC.

O envolvimento do NO na resposta inflamatéria ndo esta
totalmente esclarecido, embora existam algumas evidéncias de que este
mediador poderia modular a inflamacédo aguda participando de diversos
eventos correlacionados com este fendmeno. No controle do fluxo
sangiineo, em condi¢Bes normaisi regulacdo fisiologica ), o NO é
sintetizado mediante acdo catalitica da enzima constitutiva relaxando a
musculatura lisa dos vasos e produzindo vasodilatacdo. Entretanto em
condicdes patologicas, 0 NO € sintetisado a partir de uma enzima que tem
sua formacdo induzida por substancias tais como o LPS, IFN gama
(Peers, 1994). O mecanismo de acdo € dependente da estimulacdo da
sintese de GMPc, o qual determina uma sequéncia de fosforilacbes
protéicas associada com o relaxamento de musculos lisos ( Stambuk,
1993 ).Ja o seu efeito no aumento da permeabilidade vascular parece se
processar através de acdo direta sobre as células endoteliais e em muito se
parece com aqueles produzidos pelo PAF e histamina.! Rapoport et
alL, 1983; Moncada etal., 1991; Stambuk, 1993 )

O macréfago ativado por LPS. IFN-gama sintetisa NO e mais
que isto: h& experimentos demonstrando que o efeito citotoxico desta
célula é dependente da L-arginina e bloqueado pelo L-NAME
(Stambuck, 1993). O neutréfilo também produz NO e essa quantidade é
ampliada quando estas células sdo ativadas com FMLP( Moncada et
aL, 1991).

Ao se avaliar a capacidade do L-NAME, inibidor da sintese
de NO, em produzir bloqueio do aumento da permeabilidade vascular

patologica de bexiga de ratos tratados com 100 mg/kg de CF e
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sacrificados com 12 h , obtivemos um resultado que julgamos muito
interessante. O L-NAME de modo semelhante ao que ocorreu com outros
inibidores de mediadores inflamatorios utilizados anteriormente,
produziu uma inibicdo do aumento de permeabilidade vascular induzido
pela ciclofosfamida, de uma maneira dose-dependente ( figura 18 ), a
despeito de ndo ter inibido 0 aumento ponderai vesical.

De posse destes dados, procedemos a execucdo de um
experimento-que objetivava ter uma idéia da dinamica do blogueio do L-
NAME ( cinética ). Para tanto utilizamos a dose de 20 mg/kg/dia devido
ter sido a mais efetiva no experimento anterior. Como resultado ( figura
20), verificou-se que o L-NAME. ao contario dos efeitos dos antagonistas
de outros mediadores utilizados até entdo, foi capaz de bloquear o
extravazamento vascular do azul de Evans ja na sexta hora depois da
injecdo de CF( p<0.05 ), demonstrando estar envolvido no aumento de
permeabilidade numa fase precoce do processo inflamatorio da CIC. Por
outro lado, de forma semelhante a aqueles, somente foi eficiente em
inibir o aumento do peso vesical passadas 48 h ( p<0.01 ), muito embora
nas condigdes dos experimentos tenha sido mais eficaz em faze-lo que os
demais.

Com a finalidade de nos certificarmos de que o efeito do L-
NAME foi mediado exclusivamente pelo NO, testamos o efeito do L-
NAME( 20 mg/kg) em associacdo com doses excessivas e crescentes de
L-arginina. o substrato do oxido nitrico ( figura 21 ). Verificamos que o
bloqueio induzido pelo L-NAME no aumento da permeabilidade vascular
foi revertido, de modo dose-dependente. pela L-arginina (p<0.01). A
seguir, objetivando esclarecer se de fato a reversdo do blogueio se deveu

a uma acdo antagonista da L-arginina sobre o L-NAME e ndo a um efeito
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direto desta, lancamos mao do isémero dextrégiro da arginina. a D-
arginina. Os dados resultantes desse ultimo experimento ( figura 22 ),
ratificaram os anteriores, uma vez que a L-arginina na dose de 600 mg/kg
foi capaz de reverter a inibicdo do L-NAME. ao passo que a D-arginina,
na mesma dose, em nada modificou o efeito desta ultima droga.

Quanto aos aspectos histopatologicos, o0 L-NAME
proporcionou uma diminuicdo do edema, completo desaparecimento das
areas de erosfes, além de ter impedido o acumulo de neutrofilo e
macrofagos no sitio inflamatdrio nos espécimes vesicais examinados.

Os resultados do presente estudo sugerem o envolvimento do
NO na patogénese da cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida
(CIC), sobretudo no que concerne ao aumento da permeabilidade
vascular, producdo de edema e formacdo de erosdo -epitelial.
Adicionalmente, os achados histopatoldgicos indicam que o NO parece
tambem estar estar implicado na infiltragéo celular da CIC.

Experimentos recentes demonstraram que 0 L-NMA,
inibidor da NO sintetase, é capaz de inibir a formacdo de edema de pata
de rato induzido por BK, 5-HT e composto 48/80 , levando a crer que,
pelo menos naquele modelo o NO tem uma estreita relagdo com aqueles
mediadores vasoativos. podendo ser um agente amplificador da acdo de
alguma desta drogas ( Antunes etal., 1992 )

Recentemente, observou-se que o0s glicorticoides
(dexametasona e hidrocortisona) inibem a inducdo da oOxido nitrico
sintetase. mas ndo a agdo da enzima constitutiva, em células endoteliais
(Reeset al., 1990). Isto pode explicar a efetividade dos corticoides em
estados patolégicos como o choque séptico, que é caracterizado por uma

ampla liberacdo de citocinas. hipotenséo e reducdo da sensibilidade aos
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vasoconstrictores. Outro aspecto importante relativo a acdo desta droga
diz respeito a susceptibilidade para infeccdes dos pacientes em curso de
corticorticoterapia, tal como se observa nos transplantados. Pelo menos
em parte, esta acdo é resultante da diminuicdo da eficiéncia dos
macrofagos e neutrofilos devido a inibicdo da NO sintetase (Peers,
1994).

Na asma, no choque séptico e na artrite reumatodide. muito
provavelmente o NO ¢é responsavel pela vasodilatacdo patologica e dano
tecidual, assim, a inibicdo da NO sintetase pelos corticosterdides
explicaria o0s beneficios que esta terapia traria nestas
patologias(Moncada et al., 1991). Muito provavelmente, parte do efeito
da dexametasona na bexiga dos animais aqui utilizados se deveu ao
bloqueio que esta droga propicia na producéo de NO.

Por fim, o conjunto de todos dados obtidos demonstram que a
CIC desenvolve-se como um processo inflamatorio agudo e progressivo,
induzido de forma dose-dependente, caracterizando-se por uma
exulberancia de eventos vasculares, infiltrado neutrofilico-macrocitario e
erosdes epiteliais. Estes eventos atingem maximas intensfdades apds 48 h
da administracdo da CF. Na patogema da CIC ha participacdo dos
derivados do AA pela via da ciclo e lipoxigenase. bradicinina. PAF e
oxido nitrico. Os resultados ainda sugerem a participacdo dos mastocitos

no aumento da permeabilidade vascular patoldgica.
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