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Resumen. Se estudió el papel de la sustancia P, el óxido nítrico(ON) y las
prostaglandinas (PGs) en la cistitis inducida por acroleína(ACR), para lo cual
se estudiaron los cambios de las actividades de la óxido nítrico sintasa induci-
ble(iNOS) y de la mieloperoxidasa(MPO) vesicales, así como en los niveles de
PGs y de metabolitos del ON. Ratas macho Sprague-Dawley recibieron ACR
(5mg/Kg, i.p), más uno de los siguientes tratamientos: Grupo 1: Salina,
0,10mL/100g i.p.; Grupo 2: Win-51.708(WIN), 25mg/Kg i.p.; Grupo 3: S-me-
tilisotiourea(MITU), 35 mg/Kg i.p.; Grupo 4: Rofecoxib(ROF), 20mg/Kg v.o.;
Grupo 5: Meloxicam(MEL), 25mg/Kg i.p.; Grupo 6: combinación MITU+
MEL. La mortalidad inducida por ACR fue parcialmente prevenida por WIN
(antagonista NK1) y MITU (inhibidor iNOS). En los animales que sobrevivie-
ron a 24 horas de exposición a ACR se encontraron cambios histológicos infla-
matorios en vejiga, que se acompañaron de aumentos en la actividad MPO.
También se observaron aumentos de nitratos+nitritos y PGs. El WIN no previ-
no ninguno de estos cambios. El ROF y el MEL (inhibidores COX-2) protegie-
ron parcialmente contra la inflamación vesical, mientras que el tratamiento
con MITU fue capaz de prevenir estos cambios así como también el aumento
de metabolitos del ON. La combinación MITU+MEL produjo una mayor pro-
tección contra los efectos inducidos por ACR. Estos resultados indican que el
ON producido vía de la iNOS y las PGs producidas por la COX-1/COX-2, de-
sempeñan un papel en la patogénesis de la cistitis por ACR. La ACR podría es-
timular a la iNOS y a las COX-1/COX-2, induciendo la migración linfocitaria,
aumentos de nitratos+nitritos y de PGs.
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Changes in nitric oxide, prostaglandins and mieloperoxidase
activity in acrolein-induced cystitis in rats.
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Abstract. To investigate the role of substance P(sP), nitric oxide (ON)
and prostaglandins (PGs) in acrolein(ACR)-induced cystitis, we studied the
changes induced by ACR on bladder inducible nitric oxide synthase(iNOS) and
mieloperoxidase(MPO) activities, along with PGs and NO metabolites levels.
Sprague-Dawley male rats received i.p. ACR (5mg/Kg) plus one of the follow-
ing treatments: Group 1: saline 0.10 mL/100g i.p.; Group 2: Win-51.708
(WIN) 25mg/Kg i.p.; Group 3: S-metilisothiourea(MITU) 35mg/Kg i.p.; Group
4: Rofecoxib(ROF) 20mg/Kg o.p.; Group 5: Meloxicam(MEL) 25mg/Kg i.p.;
Group 6: combination MITU+MEL. ACR-induced mortality was partially pre-
vented by WIN (NK1 antagonist) and MITU (iNOS inhibitor). Animals that sur-
vived after 24h of ACR exposure, had histological inflammatory changes in
bladder along with increased MPO activity. There was augmentation of ni-
trates+nitrites and of PGs. WIN didn’t prevent any of these effects. ROF and
MEL (COX-2 inhibitors) partially protected against bladder inflammation;
MITU pre-treatment was able to prevent these changes and those of NO me-
tabolites levels. The MITU+MEL combination produced the highest protec-
tion against ACR-induced damage. These results suggest that NO produced
via iNOS and PGs produced by COX-1/COX-2, have an important role in the
pathogenesis of cystitis induced by ACR. ACR could stimulate iNOS and
COX-1/COX-2, producing lymphocyte migration and increases of NO and PGs.
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INTRODUCCIÓN

La ciclofosfamida (CFM), un agente
quimioterapéutico utilizado para el trata-
miento de enfermedades neoplásicas y au-
toinmunes ha sido asociada con la produc-
ción de cistitis neurogénica. Este importan-
te efecto adverso es responsable de la alta
morbilidad asociada al citotóxico, con dete-
rioro de la calidad de vida de los pacientes
que lo reciben; de allí el interés por enten-
der su mecanismo etiológico. Existe eviden-
cia que demuestra que la acroleína (ACR),
su principal metabolito urinario, está invo-
lucrada en la cistitis inducida por la CFM.
En efecto, se ha descrito que la administra-

ción a ratas de la mostaza fosforamida (el
ultimo metabolito alquilante de la CFM) o
la 5,5-dimetil CFM (la cual no se metaboli-
za a ACR) provoca daños mínimos en las ve-
jigas, mientras que la administración de la
CFM (la cual forma ACR), ocasiona un in-
cremento significativo en el peso de las veji-
gas asociado a presencia de daño y edema
en las mismas (1). De hecho, la administra-
ción de ACR a animales de laboratorio, tan-
to por vía intravesical como por vía intrape-
ritoneal (i.p.) es capaz de producir cistitis
(2, 3). La ACR también produce la contrac-
ción de tiras de vejiga urinaria de rata, al
estimular las fibras aferentes primarias sen-
sibles a capsaicina (FAPSC) y este efecto es
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reducido significativamente por el pretrata-
miento combinado con antagonistas NK1 y
NK2; concomitantemente, la extravasación
de proteínas plasmáticas inducida por CFM
es inhibida significativamente por el pretra-
tamiento con antagonistas NK1 ó capsaicina
(4), otorgándosele así un papel a la sP en
este proceso inflamatorio. Adicionalmente
se ha demostrado que la óxido nítrico sinta-
sa inducible (iNOS) se encuentra involucra-
da en la cistitis inducida por CFM y ha sido
propuesto que la ACR podría inducir libera-
ción de sP desde las FAPSC y que este pépti-
do estaría involucrado en los pasos iniciales
del proceso inflamatorio a través de la esti-
mulación de la síntesis del óxido nítrico
(ON) y/o las prostaglandinas (PGs) (5,6). De
hecho, la cistitis inducida por CFM puede
ser prevenida con fármacos inhibidores de la
iNOS y de la ciclooxigenasa-2(COX-2) (7).
Con base a estos resultados, en el presente
trabajo se investigó el papel de la sP, el ON y
las PGs en la cistitis inducida por ACR. Con
esa finalidad se estudiaron los cambios de
las actividades iNOS y MPO en vejiga urina-
ria, así como en los niveles de PGs y de me-
tabolitos del ON. Otros parámetros, como
alteraciones histológicas inflamatorias en ve-
jiga urinaria y porcentaje de mortalidad de
los animales fueron evaluados como paráme-
tros adicionales de toxicidad.

MATERIALES Y MÉTODOS

A ratas macho Sprague-Dawley (250-
350g) les fue administrada la ACR en una
dosis de 5 mg/kg i.p. y fueron sacrificados
después de 24 horas, bajo anestesia con ure-
tano (1,5 mg/kg;0,10mL/100g). Tales dosis
y tiempo de exposición a la ACR i.p. fueron
elegidos después de evaluar un rango de do-
sis de ACR (2,5-6 mg/kg) y diferentes tiem-
pos de sacrificio (6-72 horas). Este esquema
inductor de cistitis fue seleccionado por ser
capaz de producir cambios significativos en
vejiga urinaria asociados a baja mortalidad.

El antagonista selectivo Win-51,708
(WIN) fue utilizado para bloquear el recep-
tor NK1 de la sP; la metil-isotiourea
(MITU) se utilizó para inhibir la iNOS. El
Rofecoxib (ROF), inhibidor altamente se-
lectivo de la COX-2 y el Meloxicam (MEL),
inhibidor selectivo de la COX-2, fueron es-
cogidos para inhibir dicha enzima. El ROF
fue preparado en forma de suspensión oral,
utilizando las tabletas disponibles comer-
cialmente (Vioxx®, de Merck) y el MEL fue
utilizado como solución parenteral (Mo-
bic®, Boehringer-Ingelheim). El resto de los
fármacos eran de Laboratorios Sigma Che-
mical Co. (St Louis, MO, USA) y fueron for-
mulados en agua destilada el día del experi-
mento, a excepción del WIN, que fue prepa-
rado en dimetil sulfóxido (DMSO).

El día del experimento los animales re-
cibieron ACR (5 mg/kg, i.p.) más uno de los
siguientes tratamientos: Grupo 1: Salina,
0,10 mL/100g i.p.; Grupo 2: WIN, 25mg/kg
i.p.; Grupo 3: MITU, 35 mg/kg i.p; Grupo 4:
ROF, 20mg/kg v.o; Grupo 5: MEL, 25
mg/kg i.p.; Grupo 6: Tratamiento combina-
do con MITU y MEL, según régimen de ad-
ministración individuales. El grupo control
estuvo conformado por animales que sólo re-
cibieron solución salina, 0,10mL/100g i.p.
Las dosis de cada antagonista e inhibidor
fueron fraccionadas en 3 partes y adminis-
tradas a diferentes tiempos (tomando en
consideración sus parámetros farmacociné-
ticos) (5, 8, 9), con la finalidad de asegurar
niveles plasmáticos adecuados durante el
período de 24 horas de exposición a la ACR.
Cada grupo experimental estuvo conforma-
do por 8 animales que completaron con
vida las 24 horas de exposición a ACR, así
como el procedimiento de obtención de
muestras biológicas. Adicionalmente, los
efectos per se del WIN, MITU, ROF, MEL y
DMSO fueron determinados en animales no
tratados (8 animales/experimento).

La orina de los animales de cada grupo
fue recolectada utilizando jaulas metabóli-
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cas individuales, desde la hora 18 a la 24
posterior a la administración de la ACR. Al
finalizar el período de 24 horas, los anima-
les fueron anestesiados y se tomaron mues-
tras sanguíneas del ventrículo izquierdo co-
locándolas en tubos con citrato de sodio;
inmediatamente fueron sacrificados y las
vejigas fueron removidas. El plasma fue ob-
tenido por centrifugación de las muestras
sanguíneas. Todas las muestras (tejidos,
orina y plasma) fueron congeladas a -60ºC
hasta el momento del análisis, con la excep-
ción de las vejigas destinadas a la realiza-
ción de estudios histológicos, las cuales fue-
ron fijadas inmediatamente con formaldehí-
do. En todo momento se siguieron los linea-
mientos sobre el cuidado y uso de animales
de laboratorio de los Institutos Nacionales
de Salud de Estados Unidos. Se realizaron
esfuerzos para minimizar el estrés y el sufri-
miento de los animales y para hacer uso de
un número mínimo de estos.

Actividad iNOS en vejiga urinaria
La actividad de la iNOS fue determina-

da en la vejiga urinaria a través de la forma-
ción de L-3H-citrulina a partir de L-3H-argi-
nina, utilizando un estuche comercial para
ensayo de NOS, de Calbiochem® (San Die-
go, CA, USA). El día del experimento las ve-
jigas fueron descongeladas, cortadas y ho-
mogenizadas en buffer 250mM Tris-HCl,
pH:7,4, que contenía EDTA 10 mM y EGTA
10 mM e inhibidores de proteasas. Poste-
riormente, el homogenado fue centrifugado
por 1 minuto a 4°C, a máxima velocidad. El
sobrenadante fue incubado por 1 hora junto
a la mezcla de reacción constituida por:
buffer Tris-HCl (pH:7,4), tetrahidrobiopteri-
na 6 µM, FAD, 2 µM, FMN 2 µM, NADPH 10
mM y L-3H-arginina 1 µCi/µl. El tiempo de
reacción fue de una hora a temperatura am-
biente, tiempo en el cual la formación de
citrulina es lineal. La reacción fue termina-
da con el añadido de buffer Hepes 50 mM,
pH 5,5, conteniendo EDTA 5 mM. El exceso

de L-3H-arginina fue removido utilizando
una resina catiónica Dowex equilibrada,
mediante centrifugación a 10.000 rpm por
30 segundos, transfiriéndose el eluato a un
vial de centelleo. Allí se añadió el líquido de
centelleo y se cuantificó la radiactividad en
un contador de centelleo líquido. La con-
centración de proteínas fue medida según
el método de Lowry (10) y la actividad de la
iNOS expresada como picomoles de citruli-
na/mg de proteína/minuto.

Cuantificación de nitratos+nitritos
urinarios y plasmáticos

Los niveles de nitratos+nitritos fueron
determinados en la orina y plasma obteni-
dos de ratas controles y tratadas. El día del
ensayo, las proteínas de las muestras fueron
precipitadas y los nitratos fueron converti-
dos en nitritos, utilizando perlas de cadmio
para producir la reducción no enzimática.
Los nitritos se cuantificaron mediante la
reacción de Griess (ácido sulfanílico 1%, en
ácido fosfórico al 15% y N-(1-naftil)-etilen-
diamino 0,1%) (11). La reacción produjo un
cromóforo rosado cuya intensidad del color
fue proporcional a la concentración de ni-
tritos, cuantificada espectrofotométrica-
mente a 540 nm. La creatinina fue determi-
nada por medio de una modificación de la
reacción de Jaffé, utilizando ácido pícrico
en solución alcalina. Los nitratos+nitritos
fueron expresados como µmol/g creatinina
en orina y pmol/mL en plasma.

Determinación de los niveles urinarios
de PGE2

Los niveles de PGE2 fueron medidos
utilizando un estuche comercial (Oxford
Biomedical Research), el cual opera en base
a la competencia entre la enzima conjugada
con PGE2 y la PGE2 en la muestra, por un
número limitado de sitios de unión (anti-
cuerpos) en la placa. Para ello se utilizaron
las muestras de orina recolectadas tal y
como fue descrito previamente. Brevemen-
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te, las muestras de orina fueron descongela-
das y centrifugadas a 10.000 rpm; el sobre-
nadante fue añadido en la placa del ensayo.
Inmediatamente se añadió la enzima conju-
gada, se mezcló bien y se incubó a tempera-
tura ambiente por 1 hora. Posteriormente,
la placa fue lavada vigorosamente 3 veces
con buffer de lavado, con la finalidad de eli-
minar tanto enzima conjugada libre como
muestra no ligada. Finalmente, se añadió el
sustrato de la enzima y se incubó a tempe-
ratura ambiente por 30 minutos. La reac-
ción de la enzima con su sustrato generó
un cromóforo, cuya absorbancia fue deter-
minada a 650 nm, mediante un espectrofo-
tómetro de placas. Los resultados fueron
expresados en ng de PGE2/mL de orina.

Actividad mieloperoxidasa en vejiga
urinaria

La actividad MPO fue determinada se-
gún la metodología descrita por Stucchi y
col (12) para la mucosa colónica, con algu-
nas modificaciones realizadas en nuestro la-
boratorio. Brevemente, se prepararon ho-
mogenados con 50 mg de vejiga fresca en
buffer fosfato frío que contenía bromuro de
hexadeciltrimetilamonio al 0,5%. Los homo-
genados fueron congelados, descongelados
y sonicados 3 veces, para posteriormente
ser centrifugados a 40,000 g, por 15 min.
El sobrenadante se usó para la reacción fi-
nal, la cual se realizó mediante el añadido
de buffer fosfato de sodio que contenía
o-dihidrocloruro de dianisidina y peróxido
de hidrógeno 0,0005%, e incubación por 40
minutos (tiempo en el cual la producción
del cromóforo es lineal). El cambio en ab-
sorbancia fue medido a 450 nm. Los resul-
tados fueron expresados en términos de ac-
tividad específica, como absorbancia por
mg de tejido, en 40 minutos, a 25°C.

Estudios histológicos
Las vejigas de los animales de los gru-

pos control y de tratamiento se tomaron

para los estudios histológicos. Las muestras
frescas provenientes de los animales inme-
diatamente después de su sacrificio fueron
fijadas por 12-16 horas en solución tampo-
nada neutra de formaldehído, embebidas en
parafina, seccionadas en cortes de 3-4 mi-
cras y teñidas usando hematoxilina-eosina y
ácido tricrómico. Todos los cortes fueron
examinados para buscar evidencias de cual-
quier cambio con respecto a los controles,
particularmente los asociados con inflama-
ción.

Análisis estadístico
Los resultados fueron reportados como

la media ± error estándar de la media
(EEM), y fueron analizados utilizando Análi-
sis de Varianza (ANOVA) seguido de la
prueba de Duncan, con la excepción del
análisis de la mortalidad, para lo cual se
utilizó una Prueba de Chi Cuadrado (�2).
Valores de p<0,05 se consideraron estadís-
ticamente significativos

RESULTADOS

Mortalidad y evaluación histológica
La ACR a una dosis de 5 mg/kg i.p.

por 24 horas, produjo una mortalidad que
osciló entre el 28-33% (promedio 29,8%)
(Tabla I). Sólo los animales que completa-
ron las 24 horas de exposición a ACR fue-
ron considerados y utilizados para estudios
posteriores. En contraste con las vejigas de
los animales controles, aquellas de los ani-
males tratados con la ACR (5 mg/kg, i.p.,
mostraron cambios histológicos en el urote-
lio, edema intersticial moderado, con infil-
tración de neutrófilos y mastocitos corrobo-
rándose así el daño inducido por este agen-
te. Cuando se administraron los tratamien-
tos con el inhibidor de la iNOS (MITU), o
con los inhibidores de la COX-2 (ROF or
MEL) o con la combinación de MITU+SE
ME observaron menores cambios histologi-
cos compatibles con inflamación. Los trata-
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TABLA I
EFECTO DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS SOBRE LA MORTALIDAD Y CAMBIOS

HISTOLÓGICOS Y EN LA ACTIVIDAD MPO EN VEJIGA URINARIA INDUCIDOS POR LA ACR

Tratamiento Mortalidad
(%)

Descripción histológica
de la vejiga

Actividad MPO
Absorbancia/mg proteína/40 min

SALINA 0 Urotelio intacto, sin edema inters-
ticial

0,53 ± 0,11

ACR 30°°° En comparación con vejigas con-
troles, hay presencia de edema mo-
derado en submucosa y capas sero-
sas, con alta infiltración de neutró-
filos y mastocitos

2,32 ± 0,31°

ACR+ WIN 17* Edema leve en las capas submuco-
sas y serosas, con infiltración de
neutrófilos y mastocitos. No dife-
rente de la ACR sola

1,53 ± 0,19

ACR+ MITU 22 Edema leve en las capas submuco-
sas y serosas, con menos infiltra-
ción de neutrófilos comparado con
ACR sola

1,34 ± 0,12*

ACR+ ROF 30 Edema leve en las capas submuco-
sas, con baja infiltración de neu-
trófilos en relación con ACR sola

0,75 ± 0,15**

ACR+ MEL 25 Edema leve en las capas submuco-
sas y serosas con baja infiltración
de neutrófilos y mastocitos, en
comparación con ACR sola

1,06 ± 0,17**

ACR+
MITU+MEL

10*** En comparación con ACR sola, hay
edema leve en las capas submuco-
sas con baja infiltración de neutró-
filos. Algunas zonas de los tejidos
están intactas, presentando un as-
pecto similar al de los controles

1,28 ± 0,17*

Los animales recibieron los diferentes tratamientos. Posteriormente fueron sacrificados bajo anestesia. Las veji-
gas fueron removidas y utilizadas para el estudio histológico o para la determinación de la actividad MPO. Se re-
porta la mortalidad observada por grupo de tratamiento; para la realización de los estudios histológicos,
bioquímicos y de actividad enzimática se completaron grupos de 8 animales sobrevivientes en cada tratamiento.

Para mortalidad: °°°Significativamente diferente de los valores controles a p<0,001. * significativamente dife-
rente de los valores de ACR a p<0,05. *** significativamente diferente de los valores de ACR a p<0,001.

Para actividad MPO: se muestran los valores promedio ± EEM de 8 animales que completaron con vida la exposi-
ción a ACR y la toma de muestra tisular (vejiga). ° significativamente diferente de los valores controles a
p<0,05. * significativamente diferente de los valores de ACR a p<0,05. ** significativamente diferente de los
valores de ACR a p<0,01.



mientos con MITU+MEL y con WIN fueron
capaces de reducir significativamente la
mortalidad asociada con la administración
de la ACR (P=0,0004 y p=0,03, respectiva-
mente) indicando una protección sistémica
(Tabla I). Salvo la ACR, ninguno de los fár-
macos utilizados mostró efecto per se sobre
la vejiga urinaria.

Actividad MPO en vejiga urinaria
La determinación de la actividad MPO

en las vejigas de ratas tratadas con ACR
(5mg/kg i.p.; 24 horas) puso en evidencia
que el agente tóxico es capaz de inducir un
aumento significativo en dicha actividad, en
un 377% (p < 0,05) (Tabla I). La inhibición
del receptor de sP no fue capaz de prevenir
este incremento, mientras que la MITU, el
MEL y el ROF previnieron parcialmente los
cambios en la actividad enzimática induci-
dos por el agente citotóxico, resultando en
un aumento moderado de la actividad MPO
del 45%, 30% y 12% (p < 0,05; p < 0,01 y
p < 0,01), respectivamente. El tratamiento

combinado con MITU+MEL no produjo pro-
tección adicional a la conferida por los tra-
tamientos separados (47% de aumento con
respecto a los controles; p < 0,05).

Actividad de la iNOS y niveles de
nitratos+nitritos urinarios y plasmáticos

La ACR fue capaz de inducir un incre-
mento significativo en los metabolitos del
ON, tanto urinarios (144%) como plasmáti-
cos (117%), comparado con los controles
(p<0,05 y p<0,01, respectivamente) (Ta-
bla II). No obstante, no se observaron dife-
rencias significativas entre la actividad de la
iNOS en vejiga urinaria (pmol citrulina/mg
proteina/min 1,1±0,2 en controles vs.
1,0±0,2 en tratados). El incremento en los
metabolitos del ON fue prevenido significa-
tivamente por el pretratamiento con MITU
o con la combinación de MITU+MEL
(p<0,05). El bloqueo del receptor NK1 o la
inhibición de la enzima COX-2 no evitó los
cambios en la producción del ON inducida
por ACR (Tabla II).
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TABLA II
CAMBIOS EN LOS METABOLITOS DEL ON Y EN LA PGE2 INDUCIDOS POR ACR. EFECTOS

DE LOS TRATAMIENTOS CON EL ANTAGONISTA Y LOS INHIBIDORES

Tratamiento Metabolitos plasmáticos
del ON (pmol/mL)

Metabolitos urinarios
del ON (µmol/g Cr)

PGE2 urinaria
(ng/mL)

SALINA 7,78 ± 0,28 0,36 ± 0,10 2,69 ± 0,26

ACR 16,88 ± 1,08�� 0,88 ± 0,19° 4,73 ± 0,22°

ACR + WIN 13,98 ± 1,05 0,69 ± 0,01 4,58 ± 0,18

ACR + MITU 7,38 ± 1,04** 0,16 ± 0,06* 4,72 ± 0,23

ACR + ROF 19,00 ± 4,79 0,85 ± 0,10 4,54 ± 0,26

ACR + MEL 17,30 ± 3,12 0,84 ± 0,16 4,17 ± 0,20

ACR + MITU + MEL 9,78 ± 2,34* 0,09 ± 0,02** 2,92 ± 0,38**
Las ratas fueron colocadas en jaulas metabólicas individuales 18 h luego de recibir la ACR. Toda la orina produci-
da en las siguientes 6 h fue recolectada (tiempo del efecto máximo de la ACR). Al final de las 24 h luego de la ad-
ministración de la ACR, los animales se anestesiaron y se obtuvo una muestra sanguínea por punción cardiaca.
Las muestras de orina y de plasma fueron congeladas a –60°C hasta el momento de ser analizadas.
Se muestran los valores promedio ± EEM de 8 animales que completaron con vida la exposición a ACR, la reco-
lección de orina y la toma de muestra sanguínea.
° Significativamente diferente de los valores controles a p<0,05. °° significativamente diferente de los valores
controles a p<0,01. * significativamente diferente de los valores de ACR a p<0,05. ** significativamente dife-
rente de los valores de ACR. p<0,01.



Cuantificación de PGE2 en orina
La ACR indujo un incremento signifi-

cativo (76%) en los niveles de PGE2 urina-
ria (p<0,05). Este incremento no fue preve-
nido por el pretratamiento con WIN, MITU,
ROF ó MEL; sólo con la combinación de
MITU+MEL hubo una prevención significa-
tiva del aumento de PGE2 (88% de preven-
ción; p<0,01) (Tabla II).

DISCUSIÓN

La ACR, un aldehído altamente reacti-
vo y uno de los metabolitos de la CFM, ha
sido relacionada con la producción de la
cistitis neurogénica inducida por este anti-
neoplásico (1). Este importante efecto ad-
verso asociado al uso de la CFM es respon-
sable del significativo deterioro de la cali-
dad de vida de los pacientes que deben reci-
birlo, lo cual muchas veces dificulta su ad-
ministración o lleva al abandono prematuro
del tratamiento; por este motivo existe gran
interés en entender su mecanismo etiológi-
co y así poder manejarlo adecuadamente. El
papel que juega la ACR en la generación de
la cistitis hemorrágica ha sido sugerido des-
de el año 1.979, cuando Cox encontró que
tanto la mostaza fosforamida (último meta-
bolito alquilante de la CFM), como la
5,5-dimetil CFM (la cual se metaboliza sin
formar productos tóxicos), provocaban da-
ños mínimos en vejiga (1). Se ha propuesto
que la ACR actúa como un irritante quími-
co, induciendo la liberación de sP desde las
FAPSC; este péptido liberado estaría entre
los desencadenantes del proceso inflamato-
rio en el cual mediadores como el ON o las
PGs también estarían involucrados (6). De
hecho, se ha encontrado que en la cistitis in-
ducida por CFM ocurre un incremento del
ARNm de la COX-2 así como de las PGs uri-
narias y que dichos efectos pueden ser pre-
venidos con el pretratamiento con fármacos
inhibidores de la COX y de la NOS (7-13).

En el presente estudio se evaluó el pa-
pel de la sP, del ON y de las PGs en la cisti-
tis inducida por la ACR. El tratamiento con
ACR a una dosis de 5 mg/kg, i.p., produjo
una mortalidad cercana al 30%. Este pará-
metro de mortalidad fue considerado para
la determinación de toxicidad y de preven-
ción asociada a los tratamientos utilizados.
Sin embargo, para los estudios histológicos,
bioquímicos y de actividad enzimática se
completaron grupos de 8 animales sobrevi-
vientes a cada tratamiento, y estos son los
que se reportan. La ACR produjo cambios
significativos en vejiga urinaria, evidencia-
dos como edema moderado con infiltración
de neutrófilos, asociados con aumento de la
actividad MPO. Se ha descrito que la ACR
puede causar, entre otras, la muerte de cé-
lulas vesicales por oncosis (14), y esto po-
dría explicar el daño observado y el edema
en los tejidos.

En concordancia con estudios previos
que demostraron incrementos de PGs indu-
cidos por ACR en vías respiratorias de bovi-
no (15) y relajación de aorta de rata evoca-
da por la ACR debido a un mecanismo de-
pendiente de ON (16), en el presente estu-
dio se encontró que la ACR induce un in-
cremento de PGs urinarias y de metabolitos
del ON (urinarios y plasmáticos), que fue-
ron parcialmente prevenidos por un inhibi-
dor selectivo de la iNOS. Sin embargo, no
se observó ningún cambio de la actividad de
la iNOS en vejiga, después de 24 horas de
exposición al tóxico, lo que sugiere que la
iNOS se debe inducir durante la primera
fase del proceso inflamatorio (lo que produ-
ce el aumento de la síntesis del ON), pero
más tarde la enzima es inactivada o destrui-
da probablemente por la misma ACR. De
hecho, se ha descrito que esta sustancia es
capaz de conjugarse rápidamente in vitro

con los grupos sulfidrilos libres de enzimas,
lo cual provoca una rápida reducción de su
actividad (17).
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En este estudio, WIN no proporcionó
protección contra los cambios histológicos,
bioquímicos y enzimáticos en vejiga induci-
dos por ACR; sin embargo, hubo una reduc-
ción importante de la mortalidad en los ani-
males tratados con este fármaco (17% vs
30% observado con ACR sola; p=0,03). Este
resultado sugiere que el bloqueo de los re-
ceptores NK1 en otros tejidos, como los
pulmones, el corazón o el riñón es capaz de
prevenir parcialmente los daños sistémicos
inducidos por el tóxico, reduciendo la mor-
talidad, pero sin prevenir la cistitis. De he-
cho, otros grupos han demostrado que ra-
tas expuestas por 10 minutos a ACR en el
aire tuvieron una reducción de sP en la trá-
quea, dependiente de la dosis, indicando
que el agente induce liberación del neuro-
péptido desde las fibras aferentes primarias
de las vías respiratorias (19). Esto permite
sugerir que la ACR sistémica podría inducir
liberación de sP en pulmones, corazón y
otros órganos vitales, induciendo cambios
sistémicos importantes que pueden ser par-
cialmente prevenidos por el WIN, refleján-
dose como una reducción de la mortalidad,
pero sin conferir protección contra la cisti-
tis, probablemente por la alta capacidad de
la ACR de concentrarse en vejiga urinaria.
Estos resultados sugieren que, a diferencia
del modelo de cistitis por CFM (7), la sP no
es un mediador importante de los daños in-
ducidos por la ACR i.p.

La administración de la MITU (un inhi-
bidor selectivo de la iNOS) produjo una re-
ducción moderada de la mortalidad de los
animales expuestos a ACR. Este tratamien-
to, solo o combinado con MEL, impidió el
aumento de los metabolitos del ON, reafir-
mando que esta isoforma de la NOS es la
responsable del aumento de este mediador
observado con el tratamiento con ACR. El
ON juega un papel importante, pero no úni-
co en este modelo de citotoxicidad; situa-
ción similar fue observada en el modelo de
cistitis por CFM (7). Asimismo, la MITU fue

capaz de prevenir los cambios en la activi-
dad de la MPO, asociándose a una menor
infiltración de neutrófilos en vejiga urina-
ria. No hubo cambios en la producción de
PGs.

El tratamiento con los inhibidores de
la ciclooxigenasa (iCOX) (MEL y ROF) no
fue capaz de prevenir la mortalidad induci-
da por ACR. En los animales sobrevivientes
tampoco previno el aumento de los metabo-
litos del ON, ni de las PGs. En cuanto a la
actividad de la MPO, ambos iCOX fueron
capaces de inhibirla significativamente, aso-
ciándose a este efecto una menor migra-
ción de células inflamatorias, corroborada
histológicamente. El hecho de que los inhi-
bidores de la COX1 y de la COX2 no hayan
disminuido significativamente la produc-
ción de PGE2 pero sí hayan prevenido la in-
flamación (evaluada histológicamente y
como actividad MPO en vejiga) parece indi-
car que otras prostaglandinas diferentes a
la PGE2 u otros mecanismos mediados por
COX podrían tener un papel relevante en
este modelo de cistitis. La falta de preven-
ción en la producción de metabolitos del
ON observada con los iCOX sugiere al me-
nos en este modelo, no hay un modulación
cruzada de las actividades de la COX y la
NOS, a diferencia de lo reportado por otros
autores (19).

Por último, la combinación de la MITU
+ MEL confiere gran protección, con una
reducción de la mortalidad (10% vs 30%
con ACR sola; p=0,0004). Este tratamiento
combinado fue capaz de prevenir el aumen-
to de la producción de metabolitos ON, de
PGs urinarias, de la actividad MPO, así
como de daños histológicos en la vejiga. Ta-
les resultados sugieren que la inhibición
combinada de la iNOS y la COX es efectiva
para controlar el proceso inflamatorio indu-
cido por ACR, ya que la menor producción
de ON y de inflamación podría conducir a
una inducción mas moderada de la
COX-1/COX-2, así como a niveles de activi-
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dad que pueden ser prevenidos por las dosis
de iCOX utilizadas.

Los resultados de este estudio indican
que el ON producido por vía de la iNOS así
como las PGs producidas por la actividad
COX-1/COX-2 desempeñan un papel en la
patogénesis de la cistitis inducida por ACR.
La administración i.p. de ACR es capaz de
estimular a la iNOS y a las isoformas de la
COX, induciendo la migración de linfocitos
en la vejiga, provocando aumentos de nitra-
tos+nitritos en la orina y en plasma y de
PGs urinarias. El hecho de que los iCOX no
fueron capaces de prevenir estos cambios
sugiere que al menos en este modelo no hay
modulación cruzada entre PGs y ON.
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