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Metabadlitos de oxido nitrico no intersticio da medula
espinhal lombossacral e no liquido cefalorraquidiano em
ratas com cistite aguda induzida por ciclofosfamida.

Um estudo in vivo com microdialise

Nitric oxide metabolites in the lumbosacral spinal cord interstice and cerebrospinal fluid in
female rats with acute cyclophosphamide-induced cystitis. An in vivo microdialysis study

Jeova Nina Rocha!, Gustavo Ballejo!

RESUMO

Objetivo: Determinar a concentragdo de nitrato/nitrito no liquido
cefalorraquidiano e no intersticio do corno dorsal entre L6-S1 da medula
espinhal em ratas com ou sem cistite induzida por ciclofosfamida.
Métodos: Todos os experimentos foram conduzidos usando ratas
Wistar. Um probe de microdilise foi implantado no espago subaracnoide
ou no tecido da medula espinhal nos segmentos L6-S1 (confirmado
histologicamente). Dois dias depois, o probe demicrodialisefoiperfundido
com liquido cefalorraquidiano artificial, contendo ou ndo NG-monometil-
L-arginina. As amostras foram coletadas a cada 15 minutos e mantidas
a -20°C. As concentragoes de nitrito/ nitrato foram determinadas por
quimiluminescéncia. Resultados: Nos animais normais, os valores
médios das concentragdes de nitrito/nitrato, na primeira amostra
de microdialisado de liquido cefalorraquidiano e do intersticio da
medula espinhal, foram semelhantes (482,5+90,2pmol/75uL, n=20,
e 505,7+11,5pmol/75uL, n=6, respectivamente), enquanto nas
amostras de ratas com cistite, esses valores foram significativamente
maiores (955,5+66,3pmol/75uL, n=8, e 926,5+131,7pmol/75uL,
n=11, respectivamente). Em ambos os grupos, a NG-monometil-L-
arginina causou uma significativa reduc@o na concentracéo de nitrito/
nitrato. Curiosamente, a redugdo méxima de concentragéo de nitrito/
nitrato causada pela NG-monometil-L- arginina nao foi maior que 30%
dos valores iniciais. Conclusées: Esses resultados constituem a
primeira demonstragao de que as concentragoes de nitrito/nitrato no
liquido cefalorraquidiano e no intersticio da medula espinhal estao
elevadas entre 20 e 22 horas ap6s a cistite induzida por ciclofosfamida,
e indicando que a cistite esta associada a alteragoes na producéo de
oxido nitrico, nos segmentos da medula espinhal, nos quais termina a
maioria dos aferentes primdrios da bexiga.

Descritores: Cistite/quimicamente induzida; Oxido nitrico; Microdiélise,
Ciclofosfamida; Omega-N-metilarginina

ABSTRACT

Objective: To determine the concentration of nitrate/nitrite in the
cerebrospinal fluid and in the dorsal horn interstice of the L6-S1
spinal cord boundary in rats with or without cystitis induced by
cyclophosphamide. Methods: All experiments were conducted
using Wistar female rats. A microdialysis probe was implanted in the
subarachnoid space or in the spinal cord tissue at the L6-S1 segments
(confirmed histologically). Two days later, the microdialysis probe
was perfused with artificial cerebrospinal fluid, containing or not NG-
monomethyl-L-arginine. Samples were collected every 15 minutes
and kept at -20°C. Nitrite/nitrate concentrations were determined by
chemiluminescence. Results: In normal animals, the mean values
of nitrite/nitrate concentrations in the first microdialysate sample of
the cerebrospinal fluid and of the spinal cord interstice were similar
(482.5+90.2pmol/75uL, n=20, and 505.7=11.5pmol/75uL, n=6,
respectively), whereas, in the samples from rats with cystitis, these
values were significantly greater (955.5+66.3pmol/75uL, n=8, and
926.5+131.7pmol/75uL, n=11, respectively). In both groups, NG-
monomethyl-L- arginine caused a significant reduction in the nitrite/
nitrate concentration. Interestingly, the maximal reduction of nitrite/
nitrate concentration caused by NG-monomethyl-L- arginine was no
greater than 30% of the initial values. Conclusions: These results
constitute the first demonstration that nitrite/nitrate concentrations in
the cerebrospinal fluid and spinal cord interstice are elevated between
20- and 22 hours after cyclophosphamide-induced cystitis, and
indicate that cystitis is associated with changes in the production of
nitric oxide in the spinal cord segments, where most primary bladder
afferents end.
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INTRODUGAO

A funcao do trato urinario inferior ¢ armazenar e elimi-
nar a urina. Essa funcao é regulada por um mecanismo
neuronal complexo, que envolve neurotransmissores
colinérgicos (detrusor, musculo estriado da uretra e si-
napses ganglionares), neurotransmissores adrenérgicos
e nitrérgicos (musculo liso uretral), além de neurotrans-
missores glutaminérgicos e peptidérgicos, nos niveis
espinhal e supraespinalV. H4 muitas evidéncias, espe-
cialmente de estudos farmacoldgicos usando inibidores
de 6xido nitrico sintase (NOS), indicando que a neuro-
transmissao dependente de 6xido nitrico (NO) ou NOS
em segmentos espinhais lombossacrais esta relacionada
a hiperreflexia do detrusor, associada a inflamacao ve-
sical®, Entretanto, falta documentacio direta sobre a
produgao/liberacao de NO nos segmentos da medula
espinhal que recebem aferentes primarios da bexiga em
animais com cistite induzida quimicamente.

Por isso, os experimentos do presente estudo foram
concebidos para responder as seguintes questoes:

- em condicOes normais, existem metabdlitos de NO
presentes no liquido cefalorraquidiano ou no in-
tersticio da medula espinhal no nivel entre L6-S1?

- acistite induzida por ciclofosfamida (CYP) est4 as-
sociada a alguma mudanca significativa na quanti-
dade desses metabolitos presentes no intersticio da
medula espinhal ou no liquido cefalorraquidiano?

- em ambas as condi¢des, os niveis de metabolitos de
NO em intersticio da medula espinhal ou liquido
cefalorraquidiano sio modificados pela L-N-mono-
metil- arginina (L-NMMA), um inibidor da NOS?

OBJETIVO

Determinar a concentracao de nitrato/nitrito no liqui-
do cefalorraquidiano e no intersticio do corno dorsal
da medula espinhal entre L6-S1 em ratas com ou sem
cistite induzida pela CYP.

METODOS

Todos os experimentos foram realizados usando ratas
Wistar que pesavam entre 230- e 260g, mantidas em cai-
xas especiais, com ciclo claro/escuro sincronizado a ca-
da 12 horas e temperaturas de 24+2,0°C.

Os experimentos foram aprovados e conduzidos
de acordo com as diretrizes para experimentos em ani-
mais, tendo sido e aprovados pela Comissio de Etica
em Experimentacao Animal da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo (USP),
sob protocolo nimero 028/2004. Os animais receberam
uma injecdo de CYP 150mg/kg, intraperitoneal (ip),
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sob anestesia com etil-éter, entre 20 e 22 horas antes
dos procedimentos de microdidlise e foram colocados
em caixas especiais, sem agua para beber durante as
primeiras 12 horas. Todos os experimentos foram rea-
lizados no Laboratério de Neurologia — da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo (USP).

O probe para microdialise também foi preparado
no nesse laboratoério, usando uma fibra tubular (Filtral
AN 69, microdialise 200uM, Hospital Industrie, Gambro),
medindo 6,0cm de comprimento e revestido de uma
fina camada de epdxi, exceto uma porcao sem reves-
timento de 2mm no meio, que foi considerada a zona
efetiva para didlise. Os procedimentos para implanta-
¢ao do probe de microdialise foram modificados em re-
lacdo aqueles descritos por Sluka e Westlund® e ja fo-
ram descritos anteriormente”. Em poucas palavras, os
animais foram anestesiados com 2,5% tribromoetanol
(0,25mg/g de peso corporeo, ip, suplementado com do-
ses de 0,1mg/g de peso corpdreo, se necessario). Usan-
do uma broca dentdria (broca de aco — didmetro de
300um), um pequeno furo foi feito nas laminas da ver-
tebra L2, tomando cuidado de para evitar dano a medu-
la espinhal. O probe foi introduzido através desses fu-
ros, a fim de ser implantado no intersticio do segmento
L6-S1 da medula espinhal (para dialisar o corno dorsal
e a comissura dorsal) ou no espago subaracnoide (nivel
L6-S1) e fixado as laminas vertebrais com cianoacrilato.
Ambas as pontas do probe foram afixadas a um tubo de
polietileno (PE-20, didmetro interno de 0,38mm; dia-
metro externo de 1,09mm, Clay Adams, Parsippany, NJ,
EUA) e coladas com cianoacrilato. Esses tubos foram
exteriorizados através de um tdnel subcutaneo na area
dorsal cervical do animal. Os tubos de PE e o probe
foram enchidos com liquido cefalorraquidiano artificial
(aCSF) contendo heparina a 10% e as pontas exter-
nas foram seladas com cautério. Apds a cirurgia, foi
administrada uma injecao intramuscular profunda de
penicilina (8.000UI/animal). A microdialise foi feita 2
dias apds a implantacido do probe nos animais aneste-
siados com uretano, 1,0 g/kg, por via subcutinea (sc).
A temperatura corpdrea dos animais foi continuamen-
te monitorada com um microssensor térmico colocado
no reto, tendo sido mantida em 37°C durante o experi-
mento com manta aquecida (CMA/150, - Temperature
Controller).

Canulas de fluoretilenopropileno (FEP) previamen-
te perfundidas com etanol 30% (30 a 40 minutos) e
lavados com agua Mill-Q por 20 minutos foram co-
nectadas aos tubos de PE exteriorizados e aCSF (com-
posicao em g/L: NaCl=8,1; KC1=0,25; Na2HPO4=0,08;
MgCI26H20=0,1; NaHC03=1,72; CaCl2 2H20=0,14;
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(NH2)2CO=1,3; Glucoseglucose=0,6, pH=7,4, pre-
viamente enchidos com gas O, 95% / CO, 5%) que foi
perfundido (5uL/minuto) por 30 a 40 minutos, para es-
tabelecer equilibrio em difusdo. Apos esse periodo de
estabilizacdo, amostras de 75uL do dialisado foram co-
letadas (a cada 15 minutos) em tubos plasticos especiais
com um coletor automatico (coletor de microdialise
CMA/142) e mantidas a -20°C até anélise. Ao final do
experimento, os animais foram perfundidos com 500mL
de solugdo salina gelada contendo heparina (1,0UI/mL)
e nitrito de sédio (1,0mg/mL), através de uma agulha
colocada na aorta ascendente por 10 a 15 minutos, com
velocidade de 40 a 45mL/min; os animais foram, entao,
perfundidos com uma solucio de paraformaldeido tam-
ponada 4% (em solugdo salina tamponada de fosfato,
PBS) por mais 45 minutos (velocidade de 25mL/min). A
bexiga foi removida e processada para andlise histolo-
gica convencional e histoquimica para NADPH diafo-
rase conforme descrito em publicacdo anterior®. A me-
dula espinhal foi seccionada na regiao toracica média e
a porc¢ao inferior (incluindo os segmentos toracico infe-
rior e lombossacral, além da cauda equina) foi removida
em bloco e colocada em uma placa revestida de Sylgard;
as fibras da cauda equina foram identificadas e isoladas
a fim de localizar os segmentos L6-S1 (Figura 1). Esse
segmento foi, entao, dissecado e fixado posteriormente,
no mesmo fixador, por 2 a 4 horas. Para determinacoes
imunohistoquimicas (IHQ), esse segmento foi embu-
tido em parafina e cortes transversais de 6,0um foram
processadas para IHQ de NOS neuronal (nNOS). Um

Figura 1. Demonstracéo da técnica usada para isolar e identificar o segmento da
medula espinhal L6-S1, onde no qual foi implantado o probe. A figura a esquerda
corresponde & medula espinhal logo apés sua remocéo. A linha preta desta
figura identifica fibras aferentes/eferentes de L6. Na figura central, setas laterais
identificam os nervos espinhais L5, L6, S1, e o retangulo na medula espinhal
indica o local da implantacéo do tubo de microdiélise (zona de microdiélise)
neste nesse segmento. A figura a direita corresponde & ampliagéo do local de
implantagao do probe
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conjunto de ratas normais sem probe implantado tam-
bém foi perfundido da mesma forma, com suas medulas
espinhais removidas e posteriormente fixadas da mes-
ma maneira, mas criopreservadas em sacarose a 30%
a 4°C por 24 horas e depois embutidas em tissue-tek e
mantidas a -70°C até processamento para histoquimica
de diaforase nicotinamida adenina dinucleotideo fos-
fato (NADPH diaforase).

Determinacao histoquimica de NADPH diaforase e
determinacao IHQ de nNOS

Os procedimentos para determinacdes histoquimicas
e IHQ foram modificados a partir daqueles descritos
em uma outra publicacdo anterior®. Em suma, cortes
transversais criostdticos (-17°C) (40um) foram incuba-
dos (free-floating) em tampao de fosfato 0,1 M (pH=7,4)
contendo 0,35% triton X-100, 0,1mg/mL nitroblue te-
trazdlio (Sigma), e 1,0mg/mL B-NADPH (Sigma) a
37°C por 1 hora. Os cortes foram lavados com tampao
de fosfato 0,1 M, montados em laminas gelatinizadas e
cobertas com Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn,
NJ, EUA).

IHQ de nNOS

Os cortes foram incluidos em parafina (6,0um) e mon-
tados em laminas, pré-incubados com H,0,a 1% em so-
lugdo salina de fosfato de potassio tamponada (KPBS)
por 10 minutos. Apds a lavagem, os cortes foram incu-
bados com uma solucdo de bloqueio (soro ndo imune
de cabra a 10%) por 30 minutos. Os cortes foram, en-
tao, incubados com o anticorpo primario (policlonal de
coelho anti-nNOS SC R-20) 0,1ug/mL em 0,1 M KPBS
contendo soro nao imune de cabra a 5% e 0,3% triton
X-100, por 16 a 20 horas, em temperatura ambiente com
agitacao leve. Apods extensivas lavagens com KPBS, os
cortes foram incubados com IgG anti-coelho de cabra
biotinilada (1,0mg/mL) por uma 1 hora e, ap6s lavagem,
novamente incubados com 1mg/mL do complexo ABC
(avidina-biotina-peroxidase de rabano silvestre, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA) por uma 1
hora. A coloracéo foi visualizada com 3,3 “diaminaben-
zidina tetra-hidrocloreto (Vector Laboratories, Inc).
Os cortes foram lavados e cobertos com Permount. Os
controles negativos foram ensaios em que o anticorpo
primério foi omitido nas incubacdes. Os cortes foram
observados em microscopio Olympus BX50, e imagens
de alta definicdo (4140x3096 pixels) foram captadas
com uma camera Olympus DP72 e digitalizadas usan-
do software especifico (Image Pro-Plus 6.0 da Media
Cybernetics, Silver Springs, MD, EUA).



Determinacao das concentracoes de nitrito/nitrato (NOx)
A quantificacdo de metabdlitos de NOx presentes nas
amostras foi feita por quimiluminescéncia, usando um
analisador de NO (NOA, Sievers). Em poucas palavras,
as amostras foram adicionadas a uma camara de rea-
¢coes contendo uma solucao saturada de cloreto de va-
nadio (III) (VCI3) em HCI (1,0 M), mantidas em 95°C
e purgadas continuamente com nitrogénio. O nitrogé-
nio leva o NO formado na reacao de nitrito/nitrato com
VCI3 primeiramente a uma solucao de NaOH, que re-
tém o gas de cloro, e, depois, para a cdmara de 0zdnio, a
-18°C, na qual ocorre a reagao de quimiluminescéncia.
Esse procedimento detecta NO derivado tanto do nitri-
to quanto do nitrato, e também de nitrosotidis e outros
compostos que contém um grupo nitro (nitro-arginina,
por exemplo). Apos estabelecer os valores de concen-
tracoes conhecidas (usando 20uL de solucdo de nitrato
de diferentes concentragoes 1, 3, 10, 20, 30uM), as con-
centracoes de NOx presentes em 20uL. do aCSF e das
amostras do microdialisado foram determinadas em
duplicata. A concentracdo de NOx presente nas amos-
tras foi calculada usando a equacao de regressao linear,
que relaciona as concentracdes padrao e a area dos
picos (Figura 2). A concentracao de NOx presente no
aCSF foi subtraida dos valores das amostras e os valores
do NOx final presente nas amostras de microdialisado
foram expressos empmol/75uL. (equivalentes apmol/15
minutos). Os valores de NOx presente no aCSF foram
40,0%2,5pmol/75uL (média=DPM).
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Figura 2. Tragado original representativo dos sinais de quimiluminescéncia
correspondentes aos metabdlitos de NOx presentes em 20uL de amostras de
microdiélise obtidas de uma rata fémea anestesiada com uretano e com um

probe de microdialise implantado no segmento da medula espinhal (L6-S1) e
continuamente perfundido com liquido cefalorraquidiano artificial (aCSF) (5uL/min).
A, B, e C correspondem aos sinais produzidos por concentragdes padrao de nitrato.
Os valores mostrados em cima dos picos de sinal representam a concentragéo
média (pmol/20uL) de metabdlitos de NOx (nitrito/nitrato) presentes nas amostras
calculada pela érea de cada pico. Para cada amostra foi feito um ensaio em
duplicata. Os sinais produzidos por 20uL do aCSF também sao mostrados
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Os experimentos com o probe no espago subarac-
noide foram conduzidos em animais normais (sem cis-
tite) sem a adicio de L-NMMA (n=7) ou com a adi-
cao de 100uM L-NMMA (100uM) (n=6) ou (300uM)
(n=7) a solugdo dialisante, assim como em animais com
cistite induzida por CYP (n=8). Experimentos com o
probe no intersticio dos segmentos L6-S1 foram reali-
zados em animais normais (n=6) e em animais com cis-
tite induzida por CYP sem a adicio de LNMMA (n=5)
ou com a adicao de 100uM L-NMMA (100uM) (n=06)
a solugao dialisante. Foram considerados para anélise
apenas valores de NOx de amostras de microdialisa-
do de animais que tiveram o probe inserido de forma
transversal, entre 200 e 250uM dorsalmente no canal
central da medula espinhal.

A concentracido de NOx da primeira amostra do mi-
crodialisado foi expressa empmol/75uL. Para a andlise
de tempo, as concentragdes de NOx, tanto no liquido
cefalorraquidiano e no intersticio da medula espinhal,
foram expressas como porcentagens do valor observado
na primeira amostra. A avaliagio estatistica das mudan-
cas observadas durante o curso do tempo dos experi-
mentos ou apods a adicao de L-NMMA a solucao diali-
sante foi feita usando one-way ANOVA seguido do teste
de multiplas comparagdes de Dunnett; a significincia
estatistica foi definida como p<0,05. A médiax EPM
da concentragdo de NOx presente na primeira amostra
de dialisados de liquido cefalorraquidiano ou intersti-
cio foi comparada entre animais normais e animais com
cistite induzida por CYP; a significancia estatistica das
diferencas foi determinada usando o teste ¢ bicaudal de
Student para amostras independentes; p<0,05 foi con-
siderado significante. As drogas usadas neste estudo
incluiram tribromoetanol e nitrato de sédio (Aldrich
Chemical Co.), uretano,, e ciclofosfamida CYP (Sigma-
Aldrich Co.), NG-monometil-L-arginina (L-NMMA -
Peninsula Lab Inc.), penicilina procaina (Lab Teuto), e
heparina (Cristalia S.A.).

RESULTADOS

No dia da microdiéalise (20 a 22 horas apds a administra-
cao de CYP), os animais tratados com CYP apresenta-
ram hematudria macroscépica. A andlise histopatoldgica
das bexigas desses animais, removidas apds a microdia-
lise, mostrou intensa inflamacao hemorréagica da parede
da bexiga urinaria (dados nao mostrados).

Como pode ser observado na figura 3B, a posigao
do probe de microdidlise na medula espinhal € revela-
da pela descontinuidade de tecido facilmente aparente
na secao processada para IHQ de nNOS. Nesse corte
representativo, o probe estava em uma perfeita orien-
tacao transversal, de cerca de 200uM dorsalmente ao
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Figura 3. (A). Microfotografia de uma secéo transversal criostatica (40uM) do
segmento da medula espinhal (L6-S1) mostrando neurdnios NADPH-diaforase-
positivos (setas azuis) e neuropil. As linhas tracejadas mostram o local onde
onde o probe estava localizado nos experimentos em que o tecido do intersticio
foi microdialisado. Pode-se notar que a posicao do probe é de aproximadamente
200uM dorsalmente ao canal central (seta branca). (B). Microfotografia de um
corte transversal (6uM) obtido de um segmento de medula espinhal incluido
em parafina (L6-S1) mostrando neurdnios imunorreativos (setas azuis) e fibras
nNOS-positivos, além do tinel deixado pelo probe de microdialise. Note que o
tunel esté aproximadamente 200uM dorsalmente ao canal central (seta azul)

canal central; como é mostrado na figura 3 A, essa re-
gido inclui os ndcleos comissurais sacral e dorsal paras-
simpaticos, que contém numerosos neurdnios e fibras
NADPH-diaforase-positivas. Também ¢ possivel ob-
servar a ocorréncia, dorsalmente ao probe, de fibras
NADPH-positivas e alguns pequenos neuronios locali-
zados nas laminas mais superficiais do corno dorsal. Na
figura 3B, neurdnios e fibras que exibem imunorreati-
vidade positiva para nNOS sao vistos no ntucleo sacral
parassimpatico e ao redor do canal central.

A concentracao de NOx na primeira amostra do
microdialisado de liquido cefalorraquidiano de todos
os animais normais foi de 482,5+90,22pmol/75uL
(médiax=EPM; n=20). Durante o tempo experimental
(135 minutos), esses valores ndo mostraram nenhu-
ma alteracdo significante (p>0,5; anélise de variancia
unidirecional - ANOVA) (Figura 4). Em animais nor-
mais, houve uma significante reducao na concentracao
de NOx 30 minutos apds L-NMMA (100 ou 300uM)
ser adicionada ao aCSF (p<0,05; anélise de variancia
unidirecional - ANOVA, teste de multiplas compara-
¢oes de Dunnett). L-NMMA (300uM) também causou
a reducao da concentracdo de NOx 30 minutos apos
sua adicdo (p<0,05; anélise de variancia unidirecional
ANOVA, teste de multiplas comparagdes de Dunnett),
mas, curiosamente, a redugdo maxima nao foi dife-
rente da que foi causada por 100uM (Figura 4). A
concentracao de NOx na primeira amostra do micro-
dialisado de animais com cistite induzida por CYP foi
955,5+66,3pmol/75uL (média=EPM; n=38); esse valor
foi significativamente maior que o valor corresponden-
te em animais normais (p<0,05). Nesses animais, a
adicdo de L-NMMA (100uM) ao aCSF dialisante cau-
sou uma significante reducao na concentracdo de NOx
(p<0,05; analise de variancia unidirecional ANOVA,
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* p<0,05, teste t bicaudal de Student para amostras independentes.

Figura 4. (A) Curso de tempo das concentragoes dos metabdlitos de 6xido nitrico
(NOx) (média+DPM) presentes nas amostras obtidas por meio de um probe
implantado no espaco subaracndide (nivel de segmento L6-S1) de um grupo de
ratas normais (normal), um grupo de ratas normais em que a NG-monometil-L-
arginina (L-NMMA, 100uM) foi adicionada ao liquido cefalorraquidiano artificial
dialisante (aCSF), um grupo de ratas normais em que foi adicionada L-NMMA
(300uM) ao aCSF dialisante, e um grupo de ratas com cistite induzida por
ciclofosfamida com a adicao de L-NMMA (100uM) ao liquido cefalorraquidiano
(aCSF) dialisante. (B). Grafico de barras mostrando a média=DPM (normal n=20
e cistite n=38) das concentracdes de NOx presentes na primeira amostra do
microdialisado de liquido cefalorraquidiano
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* p<0,05, teste t bicaudal de Student para amostras independentes.

Figura 5. (A) Curso de tempo das concentragoes de metabdlitos de dxido nitrico
(NOx, em) (média=DPM) presentes em amostras obtidas por meio de um probe
de microdialise implantado no corno dorsal da medula espinhal (nivel de segmento
L6-S1) de um grupo de ratas normais (normal), um grupo de ratas com cistite
induzida por (CYP) (cistite), e um grupo de ratas com cistite induzida por CYP em
que foi acrescentada NG-monometil-L-arginina (L-NMMA, 100uM) ao liquido
cefalorraquidiano artificial dialisante (aCSF,) (cistite + L-NMMA). (B). Gréfico de
barra mostrando a média-=DPM (normal n=6 e cistite n=11) das concentracdes
de NOx presentes na primeira amostra do microdialisado do corno dorsal

teste de multiplas comparagdes de Dunnett) (Figura 4).
E chama atengao o fato de, mesmo apds a perfusio do
inibidor por 90 minutos, a redugio méxima da concen-
tracao de NOx nao foi maior que 30% dos valores ini-
ciais, tanto em animais normais e como naqueles com
cistite induzida por CYP.

A concentracdo de NOx, na primeira amostra do
microdialisado do intersticio da medula espinhal, foi de
505,7+11,5pmol/75uL (média=DPM, n=6) em animais
normais, e de 926,5+131,7pmol/75uL (média+EPM,
n=11) em animais tratados com CYP. Essa diferenga
foi estatisticamente significante (p<0,05). Durante o
tempo (os 135 minutos), esses valores ndo mudaram de
forma significativa (Figura 5). A concentracao de NOx



em animais com cistite induzida por CYP diminuiu sig-
nificativamente 30 minutos ap6s a adicdo de L-NMMA
(100um) ao aCSF dialisante; € interessante notar que
essa reducdo foi de ndo mais que 30% do valor das
amostras iniciais, mesmo ap6s 90 minutos de perfu-
sao com aCSF contendo o inibidor de NOS (Figura
5), como € observado com os valores de NOx no fluido
subaracnoidesubaracnoide, ndo mais que 30% do valor
das amostras iniciais, mesmo apds 90 min de perfusao
com aCSF contendo o inibidor de NOS (Figura 5).

DISCUSSAO

O presente estudo constituiu a primeira demonstragao
direta de que NOx estd aumentado tanto no liquido
cefalorraquidiano e no intersticio do corno dorsal dos
segmentos L6-S1 da medula espinhal entre 20 e 22 ho-
ras ap6s a administracdo de CYP, o que causa cistite he-
morragica. Estudos anteriores em que determinacoes
similares foram realizadas incluem: (1) — um estudo em
que a concentracao de NOx em amostras de microdiali-
sado do intersticio da medula espinhal foi determinada
ap0s injecao de capsaicina em uma pata traseira”; (2)
—um estudo em que a concentragcdo de NOx no micro-
dialisado do liquido cefalorraquidiano foi determina-
da apds uma injecao intratecal de NMDA!; (3) — um
estudo em que a concentragao de NOx no intersticio
dos cornos dorsais (segmento L4) foi determinada em
animais apo6s injecoes subcutaneas de formalina ou zi-
mosan em uma pata traseira’; e (4) — um estudo em
que a concentracao de NOx no microdialisado de liqui-
do cefalorraquidiano foi determinada apds administra-
¢ao intratecal de alta dose de morfina®. Como a cistite
hemorragica causada por CYP estd associada a intensa
hiperreflexia vesical®), os resultados do presente estu-
do sugerem que a producido aumentada de NO obser-
vada nos segmentos L6-S1 pode contribuir para essa
hiperreflexia. De fato, a hiperreflexia vesical associa-
da a inflamacao ou a irritacdo da bexiga envolve sen-
sibilizagao central (no nivel segmentar), que tem sido
proposta como sendo dependente da sintese de NO@>
na base dos efeitos de drogas que inibem a atividade
de NOS. Consequentemente, os achados do presente
estudo, em que as determinagodes da producao de NO
(por meio de medidas de seus metabdlitos estaveis) no
intersticio dos segmentos L6-S1 foram obtidos onde
termina a maioria dos aferentes vesicais primarios"?,
constituem evidéncia direta para o aumento postu-
lado na neurotransmissao espinhal mediada por NO
em animais com cistite induzida quimicamente. Nao é
provavel que os metabdlitos de NO medidos no inters-
ticio reflitam predominantemente NO produzido por
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neurdnios, ja que o probe estava posicionado na area
adjacente ao nucleo sacral parassimpatico e nicleo co-
missural dorsal, no qual ha grande densidade de neuro-
nios contendo NOS; todavia, nao podemos excluir certa
medida de contribuicio das células gliais e endoteliais
presentes na medula espinhal, que também sao capazes
de produzir NO. Também ¢ possivel que uma fragao do
NO possa ter tido origem em alguns neurénios NOS-
positivos no corno dorsal. A respeito de metabdlitos
de NO presentes no liquido cefalorraquidiano, e con-
siderando que suas concentracoes foram semelhantes
aqueles encontrados no intersticio da medula espinhal,
¢ mais provavel que se originem dos metabdlitos de NO
presentes no intersticio, que se difundiram para o liqui-
do cefalorraquidiano; ademais, esses achados revelam
a existéncia de um estado de equilibrio difusional de
concentragoes de NOx entre os dois compartimentos.
Também nao se pode descartar a possibilidade de que
uma parte do NOX possa ter tido origem em neurdnios
NOS-positivo encontrados nas camadas mais super-
ficiais dos segmentos L6-S1 dos cornos dorsais, ou de
neurdnios localizados mais cranialmente no liquido ce-
falorraquidiano.

Considerando que as trés isoformas de NOS capa-
zes de formar NO estao presentes nas células da me-
dula espinhal®®), surge outra questao: qual isoforma de
NOS poderia estar contribuindo para o NOx presente
no liquido cefalorraquidiano ou no intersticio da me-
dula espinhal, tanto em ratas normais € como naque-
las com cistite induzida por CYP? Embora nao tenham
sido usados inibidores seletivos para cada uma das
isoformas, considerando que a isoforma NOS II néo é
expressa nas células do sistema nervoso central sob con-
dicoes normais, a resposta mais provavel é que, nos ani-
mais sem cistite, os metabolitos de NO derivam de NO
produzido por NOS constitutiva (NOS I ou NOS III).
Em relacido aos metabdlitos de NO presentes em ani-
mais com cistite, que estavam elevados no intersticio da
medula espinhal e no liquido cefalorraquidiano, esses
mais provavelmente derivam também do NO produzido
pela sintase de NO tipo I, ja que previamente mostra-
mos foi mostrado que € essa isoforma que se encon-
tra aumentada nos neurdnios espinhais de ratas com
cistite induzida quimicamente®; além disso, tem sido
observado consistentemente que, durante um processo
inflamatorio periférico, também seré essa isoforma que
estard mais aumentada nos segmentos da medula espi-
nhal que recebem os aferentes da regiao inflamada®®.

E importante destacar que a concentracio de NOx
observada em amostras de microdialisado do liquido
cefalorraquidiano em normais sub condig¢des basais
foi similar aquela relatada por Kawamata e Omote'?;
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semelhantemente, os valores basais normais de NOx
no microdialisado do intersticio da medula espinal em
animais normais foram comparaveis aos relatados por
Wu et al.?), no segmento LS5, e por Vetter et al.!), no
segmento L4.

Outra observagao nao menos intrigante do presente
estudo € o fato de que o inibidor nao seletivo de NOS,
L-NMMA, embora capaz de diminuir significantemen-
te a concentracao de NOx tanto no liquido cefalorra-
quidiano e no intersticio da medula espinhal nos dois
grupos de animais, apenas parcialmente reduziu os ni-
veis de NOx, mesmo apds uma concentracao suprama-
xima. E interessante notar que resultados similares
foram relatados por Kawamata e Omote'” nos em
seus experimentos com probes implantados no espa-
¢o subaracnoide, usando uma concentracdo maior de
L-NMMA (10mM), e por Yamada e Nabeshima”, nos
em seus experimentos com um probe implantado no ce-
rebelo de rato, usando 1,0mM de L-NMMA. Conside-
rando que concentracdoes supramaximas de L-NMMA
foram usadas, uma interpretacao simples desse achado
poderia ser de que a concentracao de NOx presente no
liquido cefalorraquidiano e no intersticio da medula es-
pinhal (ou no cerebelo) nao somente reflete a produgao
em tempo real de NO sintetizado de novo por NOS,
mas também os metabolitos de NO sintetizados ante-
riormente, ou NO derivado de compostos que contém
NO diferentes de nitrito e de nitrato, como, por exem-
plo, S-nitrosotidis!®.

CONCLUSAO

Em suma, este estudo mostrou que metabdlitos de NO
estao presentes no espacgo subaracnoide e no intersticio
dos cornos dorsais dos segmentos L6-S1 da medula es-
pinhal em ratas normais e também em ratas com cistite
induzida por CYP, e que a inflamacdo da bexiga esta
associada a um aumento na producao de NO nesses
segmentos da medula espinhal. Os resultados deste es-
tudo também indicam que, em ambas as circunstancias,
o inibidor de L-NMMA nao € capaz de completamente
reduzir a produgao dos metabdlitos de NO, sugerin-
do que existe a possibilidade de um caminha caminho
alternativo aquele da enzima NOS, que é responsavel
pela producdo de NO que gera esses metabdlitos.

AGRADECIMENTOS

Apoio financeiro fornecido pela Fundagao de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) e

einstein. 2013;11(1):88-94

Fundacao de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Assisténcia
(FAEPA) do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao
Paulo (USP), e Dra. Eleni T. Gomes pela sua excelente
assisténcia técnica.

REFERENCIAS

1. Fowler CJ, Griffiths D, de Groat WC. Neural control of micturition. Nat Rev
Neurosci. 2008;9(9):453-66.

2. Rice AS. Topical spinal administration of a nitric oxide synthase inhibitor
prevents the hyperreflexia associated with a rat model of persistent visceral
pain. Neurosci Lett. 1995;187(2):111-4.

3. Kakizaki H, de Groat. Role of spinal nitric oxide in the facilitation of the
micturition reflex by bladder irritation. J Urol. 1996;155(1)5:355-60.

4. Callsen-Cencic P Mense S. Expression of neuropeptides and nitric oxide
synthase in neurons innervating the inflamed rat urinary bladder. J Auton
Nerv Syst. 1997:65(1)33-44.

5. Lagos P Ballejo G. Role of spinal nitric oxide synthase-dependent processes
in the initiation hyperreflexia associated with cyclophosphamide-induced
cystitis. Neuroscience. 2004;125(3):663-70.

6. Sluka KA, Westlund KN. An experimental arthritis in rats: dorsal horn
aspartate and glutamate increases. Neurosci Lett. 1992;145 (2):141-4.

7. Rocha JN, Smith C, Chancellor MB, de Groat WC, Boone T, et al. Changes in
spinal transmitters release patterns during volume or noxious evoked bladder
afferent activity. J Urol. 2003;169 (4 Suppl): 372 A.

8. Souza-Filho MV, Lima MV, Pampeumm, Ballejo G, Cunha FQ, et al. Involvement
of Nitric Oxide in the pathogenesis of cyclophosphamide-induced hemorrhagic
cystitis. Am J Pathol. 1997; 150(1):247-56.

9. Wu J, Lin Q, Lu'Y, McAdoo D, Willis WD. Nitric oxide contributes to central
sensitization following intradermal injection of capsaicin. Neuroreport. 1998;
9(94):589-92.

10. Kawamata T, Omote K. Activation of spinal N-methyl-D-Aspartate receptors
stimulates a nitric oxide/cyclic guanosine 3”-5"-monophosphate/glutamate
release cascade in nociceptive signaling. Anesthesiology. 1999;91(5):1415-24.

11. Vetter G, Geisslinger G, Tegeder . Release of glutamate, nitric oxide and
prostaglandin E2 and metabolic activity in the spinal cord of rats following
peripheral nociceptive stimulation. Pain. 2001;92(1-2):213-8.

12. Watanabe C, Sakurada T, Okuda K, Sakurada C, Ando R, Sakurada S. The role
of spinal nitric oxide and glutamate in nociceptive behaviour evoked by high-
dose intrathecal morphine in rats. Pain. 2003; 106(6):269-83.

13. Maggi CA, Lecci A, Santicioli P, Del Bianco E, Giuliani S. Cyclophosphamide
cystitis in rats: involvement of capsaicin-sensitive primary afferents. J Auton
Nerv Syst. 1992;38(3):201-8.

14. Applebaum AE, Vance WH, Coggeshall RE. Segmental localization of sensory
cells that innervate the bladder. J Comp Neurol. 1980;192(2):203-9.

15. Ruscheweyh R, Goralczyk A, Wunderbaldinger G, Schober A, Sandkiihler J.
Possible sources and sites of action of the nitric oxide involved in synaptic
plasticity at spinal lamina | projection neurons. Neuroscience. 2006;141(2):
977-88.

16. Schmidtko A, Tegeder |, Geisslinger G. No NO, no pain? The role of nitric oxide
and cGMP in spinal pain processing. Trends Neurosci. 2009;32(6):339-46.

17. Yamada K, Nabeshima T. Two pathways of nitric oxide production through
glutamate receptors in the rat cerebellum in vivo. Neurosci Res. 1997;28(2):
93-102.

18. Chvanov M, Gerasimenko OV, Petersen OH, Tepikin AV. Calcium-dependent of
NO from intracellular S-nitrosothiols. EMBO J. 2006; 25(13):3024-32.



262

Erratum

Erratum para: Rocha JN, Oliveira GB. Metabdlitos de éxido nitrico no intersticio da medula espinhal lombossacral e no liquido cefalorra-
quidiano em ratas com cistite aguda induzida por ciclofosfamida. Um estudo /in vivo com microdialise. einstein. 2013;11(1):88-94.
Na referéncia citada acima o nome do segundo autor é: Ballejo G.

einstein. 2013;11(2):261-2





