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Resumo: A Cistite Hemorrágica é um problema de saúde importante no mundo causado pelo uso da oxazoforinas. Apesar 
dos tratamentos disponíveis, há uma incidência de 2 até 40% em pacientes tratados com Ciclofosfamida (CYP). O objetivo 
deste trabalho foi caracterizar um modelo experimental de cistite induzida por CYP em camundongos Swiss. Para isto, ca-
mundongos fêmeas foram distribuídos em 5 grupos com 7 animais, onde 4 grupos sofreram eutanásia após 0,5, 6, 12 e 24h 
da aplicação de 150mg/kg de CYP via intraperitoneal. O grupo controle recebeu salina tamponada pela mesma via. Foram 
avaliados o peso da bexiga e seu aspecto histopatológico, o hemograma, e a contagem celular de medula óssea e linfonodo 
ilíaco.  Os  resultados  demonstraram  que  houve  aumento  significativo  do  peso  da  bexiga  nos  tempos  de  6  e  12h.  Houve  au-
mento  na  infamação  aguda  nestes  dois  tempos.  Após  24  horas  houve  diminuição  da  resposta  inflamatória  aguda  e  início  da  
fibrose.  O  número  de  leucócitos  foi  menor  em  todos  os  tempos  em  relação  ao  controle.  Da  mesma  forma,  o  número  de  células  
da medula óssea foi menor nos tempos de 6, 12 e 24h. Por outro lado, o número de células do linfonodo aumentou após 12 
horas.  Concluímos  que  houve  aumento  progressivo  da  inflamação  até  as  12h    e  que  após  24h  já  há  um  processo  de  resolução  
do  quadro  inflamatório.  Sendo  assim,  sugerimos  a  utilização  do  tempo  de  12h  como  padrão  experimental  por  ser  o  de  maior  
disponibilidade  de  parâmetros  elevados  para  avaliação  da  inflamação.
Descritores: Cistite; Ciclofosfamida; Camundongo; Modelo experimental.

Abstract:  Characterization  of  cyclophosphamide-­induced  cystitis  inflammatory  model  in  Swiss  mice.  The Hemorragic 
Cystitis (HC) is an important health problem over the world caused by oxazoforines. Despite the available treatments, still 
have an incidence of 2 to 40% of HC in patients following treatment with Cyclophosphamide (CYP). The aim of this work 
was characterize a model of CYP-induced cystitis in Swiss mice. Female mice were divided in 5 groups with 7 animals 
each, 4 groups were killed 0.5, 6, 12 and 24h after an injection of CYP (150mg/kg). The control group received phosphate 
buffered saline at the same way. In each time the bladders were collected, weighted and prepared to histopathology analyses. 
The  complete  blood  count  was  evaluated.  The  cell  number  from  lymph  nodes  and  bone  marrow  was  quantified.  The  results  
showed that bladder weight was increased at 6th and 12th  hour  pos  cystitis  induction.  There  was  acute  inflammation  increased  
after  6  and  12h.  After  24h  there  was  an  initial  fibrosis.  The  leucocytes  count  was  decreased  in  all  times.  The  cells  number  was  
decreased at 6th, 12th, and 24th hours in bone marrow and it was increased at 12th in lymph nodes. We concluded that there is an 
increase  in  inflammatory  parameters  until  the  12th hour pos CYP injection which are decreased at 24th hour. We suggest using 
the time of 12h as the standard experimental time because of the biggest availability parameters for evaluating.
Descriptors: Cyclophosphamide; Cystitis; Mice; Experimental model.
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INTRODUÇÃO

A ciclofosfamida (CYP) é um agente alqui-
lante de DNA do tipo mostarda nitrogenada que 
faz parte do grupo das oxazoforinas. Os agentes 
alquilantes foram sintetizados no século 19 e clas-
sificados  como  agentes  de  guerra  química  até  por  
volta da Segunda Guerra Mundial, quando Gilman, 
Goodman e T.F. Dougherty iniciaram os estudos 
de sua ação citotóxica sobre os tecidos linfoides 
inaugurando a era da moderna terapia do câncer25. 

A CYP, que foi sintetizada pela primeira 
vez em 1954 por Friedman e Seligman14, é hoje o 
agente alquilante mais utilizado no mundo. É um 
composto que pode ser usado por via intravenosa 
ou, sendo bem absorvido, por via oral. Uma vez 
na circulação, ela necessita de ativação bioquímica 
pelo citocromo P450 no fígado onde logo após é 
clivada em mostarda de fosforamida, responsável 
pelos efeitos desejados, e acroleína. Sua ação é ci-
totóxica a todos os tipos celulares, mas atua prefe-
rencialmente e de forma acentuada em tecidos de 
proliferação rápida como elementos da medula ós-
sea e mucosa intestinal. Apesar de não estar claro o 
mecanismo de citotoxicidade da CYP, sabe-se que 
é secundário à ação danosa ao DNA8.

A utilização da CYP vem crescendo desde 
seu lançamento como Endoxan® e Procytox® na 
década de 6041.  Já em 1995 era utilizada por apro-
ximadamente 500.000 pessoas por ano no mundo51. 
A CYP é hoje utilizada clinicamente como antine-
oplásico em uma variedade de cânceres incluindo 
linfomas, mielomas, leucemia, micose fungóide, 
neuroblastoma, adenocarcinoma, retinoblastoma, 
e carcinoma de mama6. É utilizada também como 
imunossupressor em transplantes e doenças reu-
máticas como artrite reumatóide, granulomatose 
de Wegener e síndrome nefrótica9. 

Os principais efeitos tóxicos dose-dependen-
tes da CYP são: a aplasia medular, sendo que tem 
menor efeito sobre o número de plaquetas em rela-
ção aos outros agentes alquilantes, a esterilidade, 
o linfoma e a leucemia, podendo afetar até 5% dos 
pacientes32,33, a neoplasia de bexiga5, a ulceração da 
mucosa oral e a desnudação intestinal, a alopecia 
acentuada,  há  casos  de    fibrose  pulmonar  e  a  doen-

ça venoclusiva do fígado, a toxicidade no Sistema 
Nervoso Central, representada por náuseas e vômi-
tos8  e,  finalmente,  e  não  menos  importante,  a  cistite  
hemorrágica estéril, que ocorre em aproximada-
mente 4% dos casos tratados por via intravenosa37. 
É também uma medicação com alta morbidade 
ocupacional42 e potencial teratogênico53.

A cistite induzida por CYP é causada pela 
excreção renal de urina contendo um de seus me-
tabólitos, a acroleína, que é tóxica. Por ser um re-
servatório, a bexiga urinária pode sofrer danos por-
que  fica  mais  tempo  em  contato  com  a  acroleína,  
presente na urina já a partir de 30 minutos após 
aplicação intravenosa da CYP. Essa deposição gera 
a  expressão  de  mediadores  inflamatórios  tais  como  
Fator  de  Necrose  Tumoral  alfa  (TNF-­α),  Interleu-
cina 6 (IL-6) e Ciclooxigenase tipo 2 (COX-2)44 e 
causa edema, dilatação vascular e incremento da 
fragilidade capilar na mucosa da bexiga, levando à 
hemorragia38 comumente dentro das primeiras 48h. 
Em  casos  crônicos,  a  fibrose  progressiva  de  parede  
vesical leva a uma diminuição da capacidade de 
armazenamento da bexiga, que se torna pequena, 
fibrótica  e  não  continente36. 

A irritação causada pela acroleína gera tam-
bém  incremento  das  contrações  reflexas  da  bexi-
ga em ratos, levando ao aumento da frequência 
urinária e urgência miccional17, além de dor, refe-
rida em humanos, comprovada por meio de testes 
comportamentais em modelos animais4,39,40 e au-
mento  da  densidade  das  fibras  sensitivas  da  pare-
de da bexiga20. Em alguns casos, há sensibiliza-
ção  periférica  e  central  gerando  cronificação  des-
sa dor e alodínea28. Atualmente estima-se até 3% 
de prevalência dos sintomas de síndrome de bexiga 
dolorosa na população americana com uma propor-
ção de mulheres de 5:1 em relação aos homens30.

Atualmente trabalha-se com dois termos 
para as duas principais entidades nosológicas da 
bexiga simuladas por modelos animais que utili-
zam a CYP: Cistite hemorrágica, expressa em um 
modelo que utiliza usualmente uma aplicação de 
CYP,  é  análoga  à  inflamação  aguda  que  ocorre  em  
humanos e pode ser provocada também por ou-
tros quimioterápicos, radiação, infecção ou mes-
mo   doenças   inflamatórias38 e Cistite Intersticial/
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Síndrome da Bexiga Dolorosa (IC/PBS), chama-
da assim devido o componente neuropático do fe-
nômeno, que em modelos animais utiliza várias 
doses  de  CYP  para  gerar  um  processo  inflamató-
rio crônico18 e assim simular um estado mórbido 
que ocorre em humanos. Na Cistite Intersticial a 
etiologia gira em torno, principalmente, de infec-
ção e autoimunidade, e a patogenia, de disfunção 
urotelial, ativação de mastócitos e up-regulation 
de nervos sensoriais da bexiga47. 

A Cistite hemorrágica (CH) em humanos 
possui uma incidência de 2 a 40% em pacientes 
tratados com Ciclofosfamida38. Ela é a forma mais 
severa de acometimento gênito-urinário entre as 
doenças induzidas por quimioterapia em humanos 
e é caracterizada por disúria e hematúria micro 
ou macroscópica, associadas à dor hipogástrica e 
aumento da frequência urinária com urgência mic-
cional. Há perda de sangue com consequências va-
riadas  de  acordo  com  sua  intensidade,  desde  defi-
ciência de ferro na CH moderada, até instabilidade 
hemodinâmica na severa45. 

Para evitar essa condição é prescrito o uso 
de MESNA, usualmente quando o tratamento é 
realizado por via intravenosa, e/ou a hiper-hidra-
tação, usada geralmente no tratamento oral. Ape-
sar de ser comprovada a utilidade do MESNA na 
profilaxia  da  cistite  hemorrágica,  através  da  liga-
ção na acroleína e anulação de sua toxicidade13, 
é conhecido também que mesmo sobre esse re-
gime é possível desenvolver cistite41. Além des-
te  problema  na  eficiência  no  MESNA,  ainda  há  
efeitos colaterais no seu uso, como hipersensibi-
lidade cutânea e reações sistêmicas35. Devido a 
esse quadro a cistite hemorrágica ainda é muito 
estudada, não só para desvendar os seus meca-
nismos, mas para desenvolver possíveis antago-
nistas  mais  eficientes  e  baratos.

Na tentativa de elucidar os mecanismos 
dessa forma de cistite hemorrágica foi estabele-
cido o modelo experimental in vivo em roedores 
utilizando CYP para a indução da CH. Nesse mo-
delo a análise dos parâmetros ocorre na vigência 
da   inflamação,   podendo-­se   testar   compostos  pro-
filáticos,  utilizados  antes  da  indução  e  compostos  
terapêuticos, utilizados após, candidatos a agir na 

gênese   da   inflamação   ou   na   prevenção   da   ação  
da acroleína21. Esse modelo é utilizado tanto para 
trabalhos que investigam a CH quanto a IC/PBS. 
Apesar de o modelo seguir o mesmo mecanismo 
da cistite hemorrágica em humanos, outros fatores 
como os ligantes de CXCR3 estão presentes tanto 
em pacientes com Cistite Intersticial quanto em ca-
mundongos que tiveram cistite aguda induzida por 
CYP46,  mesmo  a  CYP  não  figurando  na  etiologia  
da IC/PBS em humanos.

Camundongos vêm sendo utilizados para 
modelos experimentais de pesquisas biomédi-
cas desde o início do século 2049. Esses animais 
destacam-se entre as outras espécies de uso cien-
tífico,   como   os  mais   conhecidos   e   aproveitados  
para  compor  uma  infinidade  de  modelos  existes11. 
É uma espécie de destaque, mesmo entre os roe-
dores, por ser pequeno, muito prolífero, ter perío-
do de gestação curto, ser de fácil domesticação e 
manutenção48. Graças a isso, ele utiliza menor pro-
porção de compostos experimentais nos ensaios e 
possui  maior  quantidade  de  protocolos  científicos  
e reagentes industriais disponíveis.

A  classificação  genética  das  espécies  de  ca-
mundongos utilizadas nos modelos experimentais 
(Mus musculus) se dá pelo modelo de cruzamento. 
Há dois sistemas: inbred ou isogênico, onde os ani-
mais possuem cerca de 99% de consanguinidade e 
portanto, são utilizados em modelos que requerem 
uniformidade genética e o outbred ou heterogêneo, 
onde o cruzamento é feito de maneira a obter gran-
de variabilidade genética48. 

Estima-se que entre janeiro de 2002 e julho 
de 2005 aproximadamente 33% de toda publica-
ção do banco de dados americano Pubmed utili-
zando camundongos foi realizada com linhagens 
heterogêneas10. Apesar de sua grande participação 
em trabalhos, os animais outbred são caracteriza-
dos como estoque e não como linhagem em grande 
parte dos laboratórios. Isso demonstra menor re-
conhecimento pela comunidade a despeito de suas 
características únicas e essenciais aos tipos de tra-
balhos  que  delas  se  beneficiam.  

Esses camundongos contam com um grande 
pool genético, característica muito importante por 
ser similar à diversidade da população humana. As 
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linhagens outbred podem ser utilizadas preferen-
cialmente para desenvolvimento de novos mode-
los,  estudos  toxicológicos  e  para  identificar  traços  
quantitativos de loci, onde se espera descobrir efei-
tos complexos que poderiam ser omitidos por uma 
população sem diversidade genética. Como des-
vantagens, podemos citar a necessidade de muitos 
animais para pesquisas que exigem grande poder 
de análise e o desconhecimento das variações ge-
néticas em cada população10.

As particularidades do modelo animal de 
indução da cistite por CYP tornam-no propí-
cio   ao   teste  de  possíveis   anti-­inflamatórios  que  
atuem de maneira sistêmica ou diretamente no 
trato urinário inferior de humanos, além de bus-
car  um  tratamento  mais  eficaz  que  os  atualmente  
disponíveis para os estados mórbidos relaciona-
dos à bexiga. Há, porém, margem para seu aper-
feiçoamento através da aproximação com o per-
fil  epidemiológico  da  doença  em  humanos  e  da  
utilização da espécie mais viável, os camundon-
gos.  É  possível  simular  de  maneira  mais  fidedig-
na  o  processo  de  inflamação  e  seu  antagonismo  
ao utilizar a linhagem heterogênea, aproximan-
do-se do padrão populacional humano natural, e 
o gênero feminino, devido à prevalência maior 
de sintomas de síndrome da bexiga dolorosa nas 
mulheres e à ação imunomoduladora dos hor-
mônios sexuais. Deste modo, através da análise 
de  parâmetros  inflamatórios  sistêmicos  e  locais,  
esse trabalho se propõe a padronizar um modelo 
inflamatório   de   cistite   utilizando   camundongos  
de linhagem Swiss fêmeas.

MATERIAL E MÉTODOS

Animais
Foram utilizados 35 camundongos, fêmeas, 

da linhagem Swiss, obtidos no Biotério central 
da Universidade Federal do Maranhão, São Luís, 
Maranhão, Brasil, pesando 40g em média, com 
idade entre 4-8 meses. Os animais foram manti-
dos a temperatura média de 26 +/- 2ºC e umidade 
relativa de 44-56%, respeitando-se ciclos normais 
de dia e noite. Os animais receberam ração e água 
ad libitum. Todos os procedimentos foram avalia-

dos e aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
da Universidade Federal do Maranhão (Protocolo: 
012975/2008-43).

Este trabalho demonstrou variação nos ci-
clos das fêmeas de camundongo dentro de cada 
grupo e ausência de anestro, conforme desejado 
para mimetizar a condição humana. Esses animais 
foram divididos em grupos de sete fêmeas que fo-
ram acondicionadas em uma mesma gaiola, porém, 
apesar dos tempos variáveis em que cada grupo es-
teve em mesma gaiola, parece não ter transcorrido 
tempo hábil para que ocorresse o Efeito Whitten, 
quando cerca de 20 a 30 animais fêmeas são acon-
dicionados próximos por certo tempo, tendendo a 
apresentar ciclos erráticos e anestro52.

Indução da cistite e eutanásia dos animais
Para  definição  da  dose  de  CYP  a  ser  aplica-

da nos camundongo foi realizada uma revisão na 
literatura no site PubMed utilizando todas as pa-
lavras: cystitis, cyclophosphamide e mice. Foram 
encontrados 84 trabalhos, destes, foram retirados 
aqueles que tratavam de outras drogas, somente 
da acroleína ou que não disponibilizavam as doses 
utilizadas. Os trabalhos de mesma autoria conta-
ram apenas uma vez. Restaram 35 trabalhos, todos 
com aplicações em doses únicas (Tabela 1). Foi es-
colhida a dose de 150 mg/kg, que foi uma das mais 
prevalentes, devido ao uso anterior em nosso la-
boratório e ao encontrado na literatura que associa 
doses superiores a 200mg/kg de CYP a problemas 
cardiovasculares e dislipidemia15.

Tabela 1-Doses encontradas em trabalhos com cistite em 
camundongos. Revisão de literatura realizada no 
banco de dados PubMed com as palavras cystitis, 
cyclophosphamide e mice. 

Doses (mg/kg) N° de trabalhos
150 9
200 8
300 9

+ de uma dose 5
outras 4
Total 35

Os animais foram distribuídos em cinco gru-
pos experimentais com sete fêmeas acondicionadas 
em mesma gaiola por período inferior a dois meses 
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em média. Nos quatro primeiros grupos da cinética 
foi induzida cistite com ciclofosfamida (Sigma®) 
em dose de 150mg/Kg, via intraperitoneal, e então 
realizada a eutanásia após 0,5 horas no primeiro 
grupo, 6 horas no segundo, 12 horas no terceiro e 
24 horas no quarto, o quinto grupo, que correspon-
de ao controle, recebeu 200µL de PBS via ip. e a 
eutanásia foi realizada após 24h (Tabela 2).

Em todos os grupos foi realizada a anes-
tesia dos animais com associação do cloridrato 
de xilasina (10 mg/kg) e cloridrato de quetamina 
(25 mg/kg) por via intramuscular, em dose cres-
cente, induzindo primeiramente sedação e analge-
sia para a retirada do sangue por via retro orbital 
e em seguida para a eutanásia. Durante o procedi-
mento, foi realizada laparotomia xifo-púbica para 
adentrar a cavidade e permitir a retirada da bexiga 
vazia, linfonodo ilíaco e fêmur esquerdo dos ani-
mais, respectivamente.

Avaliação do exame histológico e peso da bexiga
As bexigas foram retiradas dos animais após 

a eutanásia, seccionadas anteriormente seguin-
do o plano sagital, pesadas e acondicionada para 
conservação em formol 10% tamponado, depois 
foram  colocadas  em  parafina  para  confecção  dos  
blocos, realizados os cortes de cinco micrômetros 
seguidos da coloração das lâminas com hemato-
xilina e eosina. O estudo das lâminas foi realizado 
por um patologista, utilizando microscópio ópti-
co tetra-ocular (OLYMPUS® CH-30), desconhe-
cendo o grupo do animal correspondente à lâmina 
estudada e que atribuiu valores para parâmetros 
de  inflamação  aguda,  crônica,  proliferação  fibro-
blástica,  fibrose,  extensão  do  infiltrado  na  parede  
e neoformação capilar segundo critérios estabele-
cidos por Ramzi43 (1999).

Na   inflamação  aguda,  houve  subdivisão  e  
atribuição de notas de acordo com a presença de 
neutrófilos,   congestão   vascular   e   edema.  Neste  
item o valor atribuído foi a soma dos escores, a 
saber, escore 0 quando ausentes, escore 1 quan-
do presentes em menos de 50% do campo e es-
core  2  quando  em  mais  de  50%.  O  valor  final  do  
critério  inflamação  aguda  variou  de  um  a  quatro  
conforme  a  soma  dos  escores:  inflamação  aguda  

ausente (soma 0), discreta (soma 1 ou 2), mode-
rada (soma 3 ou 4) e acentuada (soma 5 ou 6). 
Nos demais critérios foram atribuídos valores de 
um a quatro de acordo com a intensidade: au-
sente, valor 1, leve, valor 2, moderada, valor 3 e 
acentuada,  valor  4.  No  item  extensão  do  infiltra-
do de parede, foi atribuído valor de acordo com 
a profundidade alcançada27.

Avaliação do hemograma
O hemograma foi realizado para avaliação 

da  ação  sistêmica  da  CYP  nos  animais  e  do  reflexo  
inflamatório  sistêmico  da  cistite.  Deu-­se  por  meio  
da realização do exame de hemograma (Analisador 
hematológico pocH-100i™) a partir de sangue co-
letado por via retro-orbital, após sedação e analge-
sia, durante a preparação para a eutanásia. Foram 
analisadas a contagem total de leucócitos (WBC), 
a contagem de hemácias (RBC), a concentração 
de hemoglobina (HGB), o hematócrito (HCT), o 
volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina 
corpuscular média (MCH), concentração de hemo-
globina corpuscular média (MCHC) e a contagem 
de plaquetas (PLT). 

Quantificação  das  células  de   linfonodo   ilíaco  e  
medula óssea

Avaliou-se a contagem celular de um lin-
fonodo da cadeia ilíaca, que é responsável pela 
drenagem da bexiga e reto, localizado na bifur-
cação da artéria aorta para artérias ilíacas, e da 
medula óssea retirada sempre do fêmur da pata 
esquerda. Os dados foram obtidos pela contagem 
do material em microscópico óptico utilizando-
se o hemocitômetro (câmara de Neubauer) e 
corante azul de Tripan. Para isso eles tiveram 
alíquotas de 10µL retiradas e coradas em 10µL 
de solução contendo Azul de Tripan para conta-
gem em câmara de Neubauer, considerando-se o 
resultado de todos os campos multiplicado pelo 
fator 104. Os linfonodos foram preparados para 
contagem após sua trituração em ambiente es-
téril e suspensão em meio RPMI e a células de 
medula óssea, obtidas depois de lavado do canal 
medular com 01 (um) mL de PBS no fêmur es-
querdo dos animais com PBS.
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Análise  estatística
Os dados foram expressos como a média ± 

erro padrão da média (S.E.M.) ou ± desvio padrão 
da média (D.P.). A análise estatística foi feita por 
ANOVA seguida do teste de comparação múltipla 
de Tukey ou teste t de Student, sendo o nível de 
significância  <  0,05.  

RESULTADOS

Avaliação do peso da bexiga
A avaliação do peso das bexigas demostrou 

que houve aumento nos tempos de 6 e 12 horas 
após a indução, quando comparados ao controle e 
aos demais tempos que foram estatisticamente ig-
uais entre si (Figura 1).
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Figura 1-Peso das bexigas dos animais com cistite. As 
bexigas foram retiradas seguindo a eutanásia de 
camundongos Swiss, após 0,5, 6, 12 e 24 horas do 
tratamento com CYP e 24 horas após receber PBS 
no controle. As bexigas foram esvaziadas e pesadas. 
Os dados representam a média+S.E.M.  *p<0,05  em  
relação ao controle (n=7/grupo). 

Avaliação do exame histológico da bexiga
A avaliação dos valores atribuídos nos es-

cores histológicos indicou que no parâmetro in-
flamação  aguda  o  controle  e  o  tempo  de  0,5  horas  
foram  semelhantes,  houve  aumento  significativo  
nos três últimos tempos em relação ao controle. 
O  grupo  de  6  horas  foi  significativamente  maior  
que o de 24 horas e semelhante ao de 12 horas, 
e o grupo de 12 horas foi semelhante ao grupo 

de  24  horas.  Na  inflamação  crônica,  extensão  do  
infiltrado  na  parede  e  neoformação  capilar,  houve  
igualdade entre o tempo de 0,5 horas e o controle 
e aumento nos três últimos tempos, estatistica-
mente  semelhantes  entre  si.  Na  proliferação  fibro-
blástica  e  fibrose  houve  aumento  significativo  do  
tempo de 24 horas em relação aos demais, seme-
lhantes entre si (Figura 2).
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Figura  2-­Análise  histológica  da  cinética  da  inflamação  em  
bexiga induzida por CYP. As bexigas foram reti-
radas seguindo a eutanásia de camundongos Swiss, 
após 0,5, 6, 12 e 24 horas do tratamento com CYP e 
24 horas após receber salina no controle. As bexigas 
foram conservadas em formol 10% tamponado e de-
pois  colocadas  em  parafina  para  confecção  dos  blo-
cos, foram obtidos os cortes de cinco micrômetros e 
em seguida realizada a coloração das lâminas com 
HE. Os dados representam a média+S.E.M.  *p<0,05  
em  relação  ao  controle,  §p<0,05  em  relação  ao  tem-
po  de  0,5h,  #p<0,05  em  relação  ao   tempo  de  6h  e  
¤p<0,05  em  relação  ao  tempo  de  12h  (n=7/grupo).  

Avaliação do hemograma
A avaliação do hemograma demonstrou 

que, na contagem de leucócitos dos animais de 
cada grupo, os tempos que receberam CYP foram 
significativamente   menores   que   o   controle,   ha-
vendo pequena diminuição nos tempos 0,5 e 6 
horas e maior nos tempos de 12 e 24 horas. Na 
contagem de hemácias, houve diminuição do 
grupo 24 horas em relação ao de 0,5 horas. Na 
avaliação da concentração de hemoglobina e no 
hematócrito houve ligeiro aumento nos tempos de 
0,5, 6 e 12 horas. No volume corpuscular médio 
houve  diminuição  significativa  do  grupo  24  horas  
em relação ao de 12 horas. Nos parâmetros res-
tantes não houve diferença estatística em relação 
ao controle (Tabela 2).
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Figura 3-Cortes histológicos de bexiga. As bexigas foram 
retiradas após eutanásia dos animais com 0,5, 6, 12 
e 24 horas do tratamento com CYP e 24 horas após 
receber salina no controle. (HE x100). (A) Corte da 
bexiga de um animal do grupo controle mostrando o 
urotélio  (seta  grossa)  e  a  mucosa  (seta  fina)  íntegros.  
(B) Corte de bexiga de animal do grupo 0,5h, similar 
ao controle. (C) Corte de bexiga de animal do grupo 
6h   mostrando   edema   importante   (seta   fina).   (D) 
Corte de bexiga de animal do grupo 12h mostrando 
edema  (seta  fina)  e   infiltrando  celular   (seta  grosa).  
(E) Corte de bexiga de animal do grupo 24h most-
rando zona de neoformação vascular. (n=7/grupo).

Figura  4-­Cinética  da  contagem  de  células  da  medula  ós-­-­Cinética  da  contagem  de  células  da  medula  ós-­Cinética  da  contagem  de  células  da  medula  ós-
sea  e  linfonodo  ilíaco  após  tratamento  com  CYP. 
(A) Células da medula obtidas do fêmur de camun-
dongos Swiss. (B) Células do linfonodo obtidas da 
cadeia ilíaca de camundongos Swiss. Ambas foram 
obtidas após 0,5, 6, 12 e 24 horas do tratamento com 
CYP. As células foram então coradas com Azul de 
Tripan e contadas ao microscópio ótico. Os dados 
representam a média+S.E.M.  *p<0,05  em  relação  ao  
controle (n=7/grupo). 

Contagem  de  células
A contagem de células da medula demon-

strou que houve uma redução tempo-dependente 
do  número  de  células,  a  qual  foi  significativa  em  
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Tabela 2-Análise dos parâmetros do hemograma após tratamento com CYP. O hemograma foi realizado a partir de 
sangue coletado por via retro-orbital momentos antes da eutanásia, realizada 0,5, 6, 12 e 24 horas após tratamento 
com CYP e 24 horas após injeção de salina. Os dados representam a média+D.P..  *p<0,05  em  relação  ao  controle,  
§p<0,05  em  relação  ao  tempo  de  12h,  #p<0,05  em  relação  ao  tempo  de  0,5h  (n=7/grupo).

Controle 0,5h 6h 12h 24h
WBC (x10³/µL) 9,5±1,2 4,8±0,5* 4,8±0,8* 3,2±0,6* 3,5±0,4*
RBC (x106/µL) 10,7±0,5 11,5±0,4 11,4±0,2 11,2±0,3 10,5±0,6#
HGB (g/dL) 15,1±0,8 16,9±0,9* 16,6±0,6* 16,3±0,5* 15,2±0,8
HCT % 53,9±1,5 56,9±1,1* 57,2±1,2* 57,3±0,3* 53,5±1,2
MCV (fL) 49,8±0,9 50,1±0,6 50,3±0,7 50,6±0,9 49,4±0,7§
MCH (pg) 14,0±0,3 14,5±0,2 14,6±0,4 14,5±0,3 14,4±0,3
MCHC (g/dL) 28,2±0,6 28,9±0,3 29,1±0,4 28,7±0,5 28,8±0,5
PLT (x10³/µL) 1103,4±224,0 1245,1±112,0 1426,2±57,0 1282,7±58,0 1229,8±85,0
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relação ao controle após 6, 12 e 24 horas do trata-
mento com a CYP (Figura 4A). Na análise da ce-
lularidade do linfonodo ilíaco observou-se que os 
grupos com eutanásia nos tempos de 0,5, 6 e 24h e 
controle não possuem diferença estatística entre si. 
Porém  o  grupo  de  12h  mostrou  aumento  significa-
tivo em relação aos demais (Figura 4B).

DISCUSSÃO

Neste  estudo  foi  confirmado  o  efeito  inflama-
tório da CYP na bexiga. Houve uma elevação sig-
nificativa  do  peso  da  bexiga  vazia  após  6  e  12  horas  
da aplicação da CYP em relação ao controle e aos 
demais tempos estudados (Figura 1). O resultado 
pode  indicar  indiretamente,  um  processo  inflama-
tório, já que esse aumento pode representar edema, 
congestão  vascular  e/ou   infiltrado   leucocitário  no  
local27. Esses dados estão em conformidade com 
o  que  está  preconizado  na  literatura:  infiltrado  de  
neutrófilos  a  partir  de  cerca  de   seis  horas  após  o  
estímulo  inflamatório,  que  no  caso  acredita-­se  ser  
a acroleína, presente já a partir de 30 minutos após 
a aplicação de CYP via ip16.

Na análise histológica das lâminas (Figura 2) 
foi  confirmado  o  processo  inflamatório  inferido  pelo  
aumento  de  peso  da  bexiga.  A  análise  da  inflamação  
aguda  mostra  aumento  significativo  em  relação  ao  
controle a partir de 6 horas, seguindo por 12 horas e 
diminuindo no tempo de 24 horas. Nos parâmetros 
inflamação  crônica,  extensão  do  infiltrado  na  parede  
e  neoformação  vascular,  houve  aumento  significati-
vo entre os três últimos tempos em relação ao con-
trole, não havendo diferença entre os três tempos. 

Já   em   relação   à   proliferação   fibroblástica   e  
colagenização,  o  tempo  de  24  horas  foi  significativa-
mente maior em relação aos demais, que foram iguais 
ao  controle,  indicando  que  nesse  tempo  a  inflamação  
já se encontrava em processo de resolução mais avan-
çado conforme já descrito anteriormente16. 

A CYP é eliminada rapidamente, mas, en-
quanto possui taxa de ligação a proteínas plasmá-
ticas de apenas 13%, seus metabólitos se ligam 
em proporção de 50%, o que é determinante em 
sua meia-vida mediana de eliminação que é de 6 
a 9 horas5. Sendo que CYP e seus metabólitos são 

quase todos recuperados na urina 24 horas após 
o início do tratamento19. Em modelo animal foi 
demonstrado que desses metabólitos destaca-se a 
acroleína como o agente irritativo do uroepitélio. 
Sua deposição pode causar um processo caracte-
rizado respectivamente por edema, ulceração, he-
morragia e necrose no uroepitélio7. 

Ribeiro45 et al (2012) citaram quatro fases 
que  ilustram  o  processo  inflamatório  típico  na  be-
xiga: A fase inicial é caracterizada pelo acúmulo 
da acroleína na bexiga causando dano ao urotélio.  
Na  segunda  fase,  de  sinalização  (inflamatória),  as  
células epiteliais e do tecido conjuntivo, como os 
macrófagos, promovem um aumento local de ci-
tocinas  inflamatórias,  principalmente  do  fator  de  
necrose   tumoral   alfa   (TNF-­α)   e   da   interleucina-­
1β,  pela  via  do  fator  de  transcrição  nuclear  kappa  
B  (NFκB).     Destaca-­se  aqui  o  aumento  de  espé-
cies reativas de oxigênio (ROS) e da expressão 
de   enzimas   inflamatórias,   como   a   óxido   nítrico  
sintetase induzível (iNOS) e a  cicloxigenase-2  
(COX-2).  A combinação de óxido nítrico (NO) e 
radicais superóxidos pode levar à produção do ra-
dical livre peroxinitrito (ONOO-). Na fase ulcera-
tiva (sintomática) há o desnudamento do epitélio 
e o aparecimento de úlceras que causam LUTS e 
disfunção vesical.  A última etapa, de resolução, 
dá início à reparação tecidual, possivelmente a 
partir   da   sinalização   dos  fibroblastos   e   aumento  
local de fatores de crescimento, como o fator de 
crescimento de queratinócitos27. 

Assim, o momento ideal para a eutanásia 
dos animais pode variar conforme os parâmetros 
escolhidos para análise e o tipo de ação do an-
tagonista testado: Podemos supor que a primei-
ra  fase  seria  propícia  para  verificar  a  eficácia  de  
compostos diluidores, a segunda, para realização 
de  trabalhos  que  aferissem  marcadores  inflama-
tórios,  e  a   terceira,  o  pico   inflamatório  e   sinto-
mático, para testar compostos que anulassem sua 
toxicidade  ou  fossem  anti-­inflamatórios.  Desta-
camos aqui que a quarta fase traria um panorama 
de todo o processo por conter características que 
indicam se houve deposição, por ter a presença 
de  citocinas  e  por  demonstrar  o  grau  da  inflama-
ção  por  meio  da  extensão  da  fibrose.  
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Vários tempos de eutanásia são relatados 
pela literatura em trabalhos com cistite induzi-
da por CYP, havendo modelos utilizando ratos e 
camundongos1,34.  Esse  comportamento  da  inflama-
ção com incremento em 6 e 12 horas após aplicação 
da CYP, está em conformidade com o descrito na 
literatura em camundongos segundo trabalhos que 
demonstram  pico  da   inflamação  após  12  horas  da  
indução da cistite12,26 e com o adotado por outros 
protocolos que escolhem o tempo de 6 horas para a 
eutanásia dos animais3. Chama a atenção uma dife-
rença entre esses protocolos que comumente encon-
tra-se nas doses que são maiores nos trabalhos com 
tempos menores. Em humanos, CYP é administra-
da em uma ampla faixa de doses que pode variar 
de 2 a 6 mg/kg até mais 6000mg/m²19.  Isto reforça 
a discussão desse trabalho que se alinha com o os 
grupos de eutanásia mais tardia e doses menores. 

Por meio da contagem de células do linfono-
do ilíaco, que compõe a cadeia drenante da bexiga, 
foi  verificado  aumento  significativo  no  tempo  de  12  
horas após a aplicação de CYP na dose de 150mg/
kg em relação ao controle e demais tempos (Figura 
4). Esse aumento pode representar indiretamente 
atividade  inflamatória  na  bexiga  que  estaria  sendo  
fonte de antígenos, induzindo proliferação e qui-
miotaxia  de  células  inflamatórias  para  este  linfono-
do, e gerando hiperplasia29. 

Neste estudo foi demonstrado que houve di-
minuição no número de células na medula óssea 
nos grupos que realizaram a eutanásia 6, 12 e 24 
horas após a injeção de CYP via Intraperitoneal 
(Figura 4) e que estes mesmos grupos tiveram pro-
porcional diminuição no total de leucócitos circu-
lantes (Tabela 4). Porém houve uma discordância 
de dados no grupo que sofreu eutanásia no grupo 
de 30 minutos após a injeção de CYP, onde não 
houve  diminuição  significativa  na  contagem  de  cé-
lulas da medula em relação ao controle (Figura 3), 
mas houve diminuição na contagem de leucócitos 
em relação ao controle (Tabela 2). 

A Ciclofosfamida causa mielotoxicidade 
tanto em humanos quanto em camundongos. Ela 
se dá nas linhagens eritrocítica, preferencialmen-
te, granulocítica, linfocítica, e com menor atuação 
na megacariocítica8, principalmente, em relação 

às outra oxazoforinas. Epstein22 et al (2009) de-
monstraram em camundongos de linhagem CBA 
que, após 48 horas da aplicação de CYP ip. na 
dose  de  250mg/kg,  o  número  de  neutrófilos  e  lin-
fócitos circulantes apresentavam acentuada que-
da, porém, menor que a queda demonstrada pelos 
mesmos tipos celulares ainda na medula óssea.

Os primeiros resultados demonstrando a que-
da tanto na celularidade da medula quanto no nú-
mero  de  leucócitos  nos  tempos  finais.  Esses  dados  
estão de acordo com o preconizado por Hellman31 
(1976) que demonstraram que a CYP em 24 horas 
mata grande parte das células precursoras na me-
dula, além de diminuir o potencial eritropoiético 
das células restantes. Mas, o resultado do primeiro 
tempo indica uma ausência de ação citotóxica da 
CYP nas células medulares e presença desta mes-
ma nos leucócitos circulante em um tempo precoce 
já que a leucopenia é normalmente um produto da 
deficiência  das  células  precursoras.  

Isso pode ser explicado pelo aumento preco-
ce na multiplicação de leucócitos circulantes esti-
mulada  pela  inflamação  na  bexiga,  já  que  a  acro-
leína já está presente no urotélio no tempo de 0,5 
horas após aplicação, tornando-os alvos preferen-
ciais da CYP8  enquanto ela ainda não alcançou a 
medula, ou devido à natureza dos parâmetros do 
hemograma que podem exigir maior poder estatís-
tico de pesquisa10,23.

A aplicação única de CYP na dose escolhida 
de 150 mg/kg parecer não ser capaz de provocar que-
da na concentração de hemoglobina e no hematócri-
to em relação ao controle, o que sugeriria perda de 
sangue (Tabela 2). Esse resultado é favorável ao de-
monstrado por Stillwell50 et al (1988) que relataram 
hematúria, provocada por cistite induzida por CYP 
até dentro das primeiras 48 horas de tratamento, e 
assim possibilita um tempo maior do que o estudado 
para o início da perda de sangue. Porém, chamamos 
atenção para o esperado em cistite que é a queda 
nesses parâmetros secundária à hemorragia na be-
xiga e a sua possível diminuição resultante da ação 
da CYP nos precursores da eritropoese impedindo a 
liberação de novas hemácias na circulação31. 

Essa variação de tempos está também rela-
cionada à linhagem, já que há relatos de respos-
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tas diferentes ao modelo de indução da cistite com 
CYP de acordo com aquela utilizada, como na 
diferença   de   intensidade   na   resposta   inflamatória  
aguda entre a linhagem ICR e a C57Bl/6n24 e na 
toxicidade tardia seguida ao tratamento com CYP 
entre DBA/2 e C57BL/62.

Na linhagem e doses utilizadas, e de acordo 
com os dados, entendemos que o tempo de 12 horas 
deve ser o padronizado para a eutanásia dos animais. 
Defendemos que possibilita a aferição de um maior 
número  de  parâmetros  inflamatórios.  Assim  não  su-
gerimos o tempo preconizado por AL-YAHYA1 et al 
(2009), que com mesma dose e linhagem desse tra-
balho, utilizou o tempo de 24 horas, mas baseado em 
trabalhos prévios de sua linha de pesquisa que de-
monstravam máximo dano na bexiga neste tempo.

CONCLUSÕES

Segundo a dose de CYP e gênero dos animais, 
estudados no modelo proposto, esse trabalho de-
monstrou a ação sistêmica da CYP por meio da di-
minuição na contagem celular da medula óssea nos 
três últimos grupos e do número de leucócitos em 
todos os grupos em relação ao controle. Não conse-
guiu representar uma possível hemorragia na bexiga 
por meio dos parâmetros do hemograma. Mas, ob-
teve  sucesso  em  demonstrar  a  cinética  da  inflama-
ção com início em 0,5 horas, similar ao controle, 
crescimento por volta de 6 e 12 horas, demonstrado 
pelos aumentos na contagem do linfonodo, peso da 
bexiga   e   inflamação   aguda   e   declínio   às   24  horas  
com  presença  de  fibrose.  Defendemos  a  utilização  
do tempo de 12 horas como padrão para a eutanásia 
por ser o tempo mais recente a conter quase comple-
tamente  os  parâmetros  inflamatórios.
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