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“Um desejo pressupõe a possibilidade de 

ação para alcança-lo; ação pressupõe 

uma meta que vale a pena ser 

alcançada”. (Ayn Rand) 

“Para que a quimioterapia prossiga com 

sucesso é preciso olhar para as 

substâncias que possuem alta afinidade e 

alta potência (...), contudo com baixa 

toxicidade em relação ao corpo (...). Em 

outras palavras, temos de aprender a 

mirar em um alvo químico”. (Paul Ehrlich) 



	  

RESUMO 

Cistite hemorrágica (CH) induzida por ifosfamida (IFO) é uma importante 

complicação clínica em pacientes com câncer. Atualmente, mesna e hiper-

hidratação são utilizadas como profilaxia, a despeito de ainda ser observada CH 

através de cistoscopia e histopatologia mesmo com essas medidas. A participação 

de interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF) na patogênese da CH provê 

alvos para o tratamento dessa doença. Assim, esse trabalho objetivou avaliar o 

efeito protetor do antagonista do receptor da IL-1 (anakinra) e do anticorpo anti-TNF-

alfa (infliximabe) nas respostas inflamatórias, nociceptivas e funcionais da CH 

experimental induzida por IFO em camundongos. Foram utilizados camundongos 

Swiss, C57BL6, IL-1R-/-, CASP1-/-, TNFR1-/-, TNFR1/R2-/-. Os animais WT foram 

submetidos ao tratamento com anakinra 100 mg/kg i.p. ou infliximabe 5 mg/kgi.p. ou 

salina i.p., foram tratados 1h após com IFO 400 mg/kg i.p., e 12 h após a IFO foi 

realizado o sacrifício, com excisão das bexigas para avaliação macroscópica, 

histopatológica, permeabilidade vascular, mieloperoxidase, contratilidade, 

cistometrografia e citometria de fluxo para neutrófilos e macrófagos. Alguns animais, 

antes do sacrifício, foram submetidos a avaliação de nocicepção visceral. Anakinra 

foi capaz de atenuar hemorragia, edema, infiltrado neutrofílico, hipernocicepção 

visceral e disfunção vesical. Além disso, foi observada redução dos parâmetros 

inflamatórios e no infiltrado vesical de neutrófilos e macrófagos em animais IL-1R-/- 

em comparação a animais selvagens. Por outro lado, com animais caspase-1-/-, não 

houve mudança no padrão inflamatório. O infliximabe, por sua vez, inibiu o edema 

vesical e a hipernocicepção visceral, sem interferir na hemorragia, no infiltrado de 

neutrófilos e macrófagos e na disfunção vesical. Foi observada também uma 

melhora do edema vesical em animais TNFR1-/-, sem melhora no infiltrado de 

neutrófilos e macrófagos, e observou-se uma piora da CH em animais TNFR1/R2-/-. 

Com isso, o presente trabalho demonstra a eficácia de anakinra em prevenir a 

síndrome da CH induzida por IFO, e a eficácia do infliximabe em inibir a 

hipernocicepção. Adicionalmente, a patogênese da CH parece ser independente de 

IL-1β produzido por caspase-1, ou dependente de IL-1α. Além disso, a CH parece 

ser dependente parcialmente do receptor TNFR1, e possivelmente possui uma 

proteção fisiológica advinda do receptor TNFR2. 

Palavras-chave: cistite hemorrágica, ifosfamida, anakinra, infliximabe 



	  

ABSTRACT 

INTERLEUKIN-1 RECEPTOR BLOCKADE WITH ANAKINRA INHIBITS 
IFOSFAMIDE INDUCED HEMORRHAGIC CYSTITIS 

Hemorrhagic cystitis (HC) induced by ifosfamide (IFO) is an important clinical 

complication in patients with cancer. Despite prophylaxis, HC is observed. The role of 

interleukin-1 (IL-1) and tumor necrosis factor (TNF) in the pathogenesis of HC 

provides targets for treatment. Thus, this study aimed to evaluate the protective 

effect of the IL-1 receptor antagonist (anakinra) and anti-TNF-alpha antibody 

(infliximab) in experimental HC-induced by IFO in mice. Swiss , C57BL6 , IL -1R-/-, 

CASP1-/-, TNFR1-/-, TNFR1/R2-/- mice were used. Animals were submitted to pre-

treatment with anakinra 100 mg/ kg, ip or infliximab 5 mg/ Kg, ip, or saline ip, 1h 

after, they were treated with IFO 400 mg/ kg ip, and 12 h after IFO injection they 

were killed. Then, it was performed resection of the bladder for macroscopic and 

histopathological evaluation, vascular permeability assay, myeloperoxidase assay, 

muscle contractility, cistometrogram and flow cytometry to neutrophils and 

macrophages. Some animals prior to death, were subjected to evaluation of visceral 

nociception. Anakinra was able to attenuate hemorrhage, edema, neutrophil 

infiltration, visceral hypernociception and bladder dysfunction. In addition, it was 

observed reduction of inflammatory parameters and bladder infiltration of neutrophils 

and macrophages in IL -1R-/- mice, when compared to wild type animals. In contrast, 

caspase-1-/- mice did not change the inflammatory pattern when compared to wild 

type animals. Conversely, infliximab inhibited bladder edema and visceral 

hypernociception, but did not inhibit hemorrhage, infiltration of neutrophils and 

macrophages and bladder dysfunction. A reduction in bladder edema was also 

observed in TNFR1-/- mice, when compared with wild type animals, although 

TNFR1-/- mice did not block infiltration of neutrophils and macrophages. In other 

hand, TNFR1/R2-/- mice  treated with IFO showed a deterioration of HC. Thus, this 

study shows the efficacy of anakinra in preventing the HC syndrome induced by IFO, 

and efficacy of infliximab in inhibiting hypernociception. In addition, the pathogenesis 

of HC appears to be independent of IL- 1β produced by caspase-1 or IL-1α 

dependent. Furthermore, HC appears to be partially dependent of TNFR1, but 

possibly arising from a physiological protection TNFR2. 

Keywords: hemorrhagic cystitis, ifosfamide, anakinra, infliximab 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O câncer representa hoje um dos principais problemas de saúde pública, 

com incidência estimada em 14,1 milhões e mortalidade em 8,2 milhões de casos 

por ano no mundo, sendo, com isso, a principal causa de morte em todo o mundo 

(FERLAY et al., 2013). Essas estimativas são crescentes e relacionadas ao 

envelhecimento da população (DEGREGORI, 2013). 

Em contrapartida, importantes avanços terapêuticos contra o câncer 

foram sendo desenvolvidos no último século, dentre eles a quimioterapia, a qual 

limita o crescimento dos tumores através do uso de fármacos. Com esses avanços, 

houve também um aumento no número de pessoas vivendo com câncer no mundo. 

Assim, em 2012 a prevalência mundial de câncer girava em torno de 32,6 milhões 

de pessoas (BRAY et al., 2013). 

O tratamento quimioterápico pode, de fato, prolongar a sobrevida de 

pacientes com câncer, contudo, pode também provocar efeitos colaterais os mais 

diversos, uma vez que não possui especificidade para as células tumorais. Assim, 

determinados regimes de quimioterapia podem provocar tantos efeitos colaterais a 

ponto de comprometer a qualidade de vida dos pacientes e, por fim, limitar a 

utilização dos quimioterápicos, quer levando à redução na dose, no número de ciclos 

de tratamento, ou até mesmo à interrupção do tratamento (LYMAN, 2009). 

Os efeitos colaterais mais comuns da quimioterapia do câncer são 

inespecíficos, incluindo alopecia, náuseas e vómitos, anemia, fadiga, anorexia, 

dispepsia, mielossupressão (LIPP, 1999). Entretanto, a quimioterapia clássica pode 

também levar ao surgimento de uma série de efeitos adversos característicos de 

determinados fármacos ou de grupos de fármacos. Nesse contexto, podemos citar a 

cardiotoxicidade das antraciclinas; a nefrotoxicidade e a ototoxicidade dos 

compostos platínicos; as neuropatias sensitivas periféricas relacionadas à 

quimioterapia à base de paclitaxel ou de oxaliplatina; as mucosites gastrointestinais 

devido ao uso de antimetabólicos como o 5-fluorouracil e o metotrexato, e mais 

recentemente consequentes à utilização de regimes contendo irinotecano; a cistite 

hemorrágica provocada pelas oxazafosforinas (ciclofosfamida e ifosfamida), entre 

outros. Assim sendo, é  importante pontuar que o entendimento da patogênese 

desses efeitos torna-se cada vez mais fundamental para o seu manejo clínico 

adequado (SONIS; KEEFE, 2013). Dentre os efeitos colaterais mais graves, a cistite 
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hemorrágica induzida por alguns agentes quimioterápicos permanece ainda com 

desfecho desafiador (LIVSHITS et al., 2014). 

 

1.1 Cistite 
 

Cistite descreve uma síndrome clínica com acometimento da bexiga 

urinária  e caracterizada por disúria, polaciúria, urgência, noctúria, dor suprapúbica e 

hematúria microscópica ou macroscópica (WEIN et al., 2012). 

Em pacientes com câncer, cistite é uma entidade clínica de ocorrência 

comum, podendo ser dividida em três categorias (FIGURA 1): cistite consequente a 

tumores de bexiga ou tecidos/órgãos adjacentes que infiltrem a bexiga; cistite 

induzida por quimioterapia ou radioterapia; cistite infecciosa que ocorre em 

pacientes imunocomprometidos (MOY, 2013).  

 

Figura 1 – Causas de cistite em pacientes com câncer 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 
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Nesse contexto, a cistite hemorrágica (CH) é considerada a forma mais 

grave no espectro das lesões vesicais induzidas pela quimioterapia, e é definida 

como inflamação na bexiga na presença de hemorragia (COGGINS et al., 1960; 

MOY, 2013; STILLWELL; BENSON, 1988). Em pacientes com CH leve, a hematúria 

pode causar anemia, contudo, em casos mais graves, pode levar à instabilidade 

hemodinâmica devido a choque por hipovolemia induzida por perda sanguínea 

(MARINELLA, 2009). 

A etiologia da CH é variável, e, embora substâncias como o bussulfano, 

microorganismos como o adenovírus, vírus BK, citomegalovírus, e terapias como a 

radioterapia sejam agentes etiológicos importantes, há uma maior prevalência dessa 

entidade nosológica com uso de quimioterapia, principalmente em esquemas à base 

de oxazafosforinas (ciclofosfamida ou ifosfamida) (SEBER et al., 1999).  

 

1.2 Oxazafosforinas 
 

Ciclofosfamida e ifosfamida (FIGURA 2) são agentes alquilantes, mais 

especificamente mostardas nitrogenadas do grupo das oxazafosforinas, moléculas 

sintetizadas na década de 1960 pelo grupo do farmacologista alemão Norbert Brock 

na Asta-Werke (atualmente Baxter Oncology) (BROCK, 1996).  

 

Figura 2 – Estrutura molecular da Ifosfamida e Ciclofosfamida 

 
Fonte: Adaptado de Furlanut et al. (2003) 

 

Durante a primeira guerra mundial, ficou evidente que o gás mostarda 

liberado por motivos bélicos causava leucopenia, aplasia da medula óssea e 
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destruição de tecidos linfáticos. Com isso, Gilman et al. (1963) investigaram os 

mecanismos envolvidos no efeito deletério desse gás, e, logo após, conduziram o 

primeiro ensaio clínico de quimioterapia contra o câncer com o primeiro análogo de 

mostarda nitrogenada, a ciclofosfamida. Anteriormente, Gilman et al. (1963) haviam-

na testado com sucesso em um modelo de fibrossarcoma em ratos. 

A ifosfamida (N,3-bis(2-cloroetil)tetrahidro-2H-1,3,2-oxazafosforin-2-

amino, 2-óxido) foi sintetizada como uma modificação química da ciclofosfamida 

(FIGURA 2), provendo uma estrutura com maior solubilidade em água, menor 

mielotoxicidade (permitindo uso em maiores doses), e melhor atividade 

antineoplásica (BROCK, 1996). 

A ifosfamida (IFO) é metabolizada em uma variedade de metabólitos 

ativos e potencialmente tóxicos (FIGURA 3). Seu metabolismo é mediado pelo 

sistema de cadeias oxidativas do citocromo P450. A conversão de ifosfamida em 4-

OH-ifosfamida é catalisado pela isoforma CYP3A4, e essa reação compete com a 

reação de decloroetilação, a qual gera o metabólito neurotóxico e nefrotóxico 

cloroacetaldeído. 4-OH-ifosfamida é um metabólito instável, existindo em equilíbrio 

com aldofosfamida, a qual é convertida espontaneamente em mostarda de 

isofosforamida (metabólito ativo) e acroleína (metabólito urotóxico). A isofosforamida 

tem a capacidade de promover uma ligação alquilante estável ao DNA celular, com a 

formação de uma ligação cruzada. Por impossibilidade de reparo da ligação cruzada 

no DNA, a célula entra em apoptose (FURLANUT; FRANCESCHI, 2003). 

A ifosfamida tem indicação terapêutica em múltiplos tumores, incluindo 

câncer testicular de células germinativas, sarcoma de partes moles, câncer 

pancreático (recorrente ou refratário), câncer cervical (recorrente ou metastático), e 

pode ser usada ainda com indicaçãoo off-label para câncer de bexiga (metastático), 

câncer do colo do útero (recorrente ou metastático), câncer de ovário, câncer de 

pulmão de pequenas células (recorrente), linfoma de Hodgkin (recorrente ou 

refratário), linfomas não-Hodgkin, timoma (avançado), sarcoma de Ewing, 

osteossarcoma (IFOSFAMIDE: DRUG INFORMATION, 2013). 
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Figura 3 – Principais vias do metabolismo da Ifosfamida 

 
Fonte: Adaptado de Furlanut et al. (2003) 

 

1.3 Cistite hemorrágica induzida por oxazafosforinas 
 

A incidência de CH induzida por oxazafosforinas é variável e parece ser 

dependente do regime de tratamento realizado. Antes da utilização de esquemas 

profiláticos, CH ocorria em 10-40% dos pacientes com tumores sólidos expostos a 

altas doses de ciclofosfamida (WATSON; NOTLEY, 1973), e em até 70% dos 

pacientes submetidos a regime de indução com ciclofosfamida para transplante de 

medula óssea (SHEPHERD et al., 1991). A incidência foi reduzida para 6-50%, 

utilizando medidas profiláticas, tais como hiper-hidratação, irrigação da bexiga e uso 

do 2-mercapto-etano-sulfonato de sódio (Mesna) (MEISENBERG et al., 1994; 

SHEPHERD et al., 1991; VOSE et al., 1993). Em outro estudo, Hadjibabaie et al. 

(2008) submeteram pacientes com câncer hematológico a regime baseado em 

ciclofosfamida para realização de  transplante alogênico de medula óssea, e 

evidenciaram que a irrigação contínua da bexiga urinária com salina associado ao 

protocolo padrão com uso de mesna e hiper-hidratação pode reduzir a incidência de 

CH aguda (32,5% vs 50%) e tardia (7,7% vs 45%) quando comparado ao protocolo 

padrão de profilaxia. 
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O mesna (2-mercaptoetano sulfonato sódico) é um composto sulfidrila 

que age inativando a acroleína, identificada como o metabólito responsável pela 

urotoxicidade intrínseca ao tratamento com oxazafosforinas. Após injeção 

intravenosa, o mesna circula em sua forma dimérica, o dimesna, a qual é pouco 

absorvida, mas novamente reduzido a mesna por metabolismo renal, e excretado na 

urina. Talvez por esse motivo, o mesna seja capaz de prevenir a CH sem atuar na 

atividade antitumoral das oxazafosforinas (ELIAS et al., 1990).  

Apesar das abordagens profiláticas existentes, a CH continua sendo uma 

complicação comum quando o agente alquilante é usado em altas doses de 

quimioterapia durante o transplante de medula óssea, com consequente 

hospitalização prolongada (HADJIBABAIE et al., 2008; KOC et al., 2000) e em 

alguns casos morte (EL-ZIMAITY et al., 2004). O protocolo profilático padrão não 

protege completamente a cistite induzida pela quimioterapia, mesmo quando os 

sinais clínicos e os sintomas não são relatados pelos pacientes (LIMA et al., 2007). 

Em estudo clínico randomizado controlado com pacientes submetidos à 

quimioterapia baseada em ifosfamida, pesquisadores do Laboratório de 

Farmacologia da Inflamação e do Câncer (LAFICA) demonstraram que, mesmo com 

a profilaxia clássica com três doses de mesna, 66,7% dos pacientes apresentavam 

algum grau de lesão visto na cistoscopia, e 100% apresentaram danos no urotélio, 

tais como edema, exocitose, e hemorragia (LIMA et al., 2007), sugerindo a presença 

de uma "cistite hemorrágica subclínica." Ainda não se sabe se essa ocorrência pode 

ter consequências negativas. 

Assim, a CH permanece um problema clínico, e várias medidas 

preventivas e terapêuticas veem sendo analisadas na intenção de inibir a inflamação 

e principalmente a hemorragia. Em casos de hemorragia grave, diversas 

intervenções são utilizadas para produzir hemostasia, tais como a irrigação contínua 

da bexiga com solução salina isotônica, a evacuação do coágulo por cistoscopia, a 

eletrocoagulação de vasos hemorrágicos, a terapia intravesical com produtos 

químicos (alumínio, formalina, nitrato, fenol, prata e prostaglandina), e mais 

recentemente a oxigenoterapia hiperbárica. Em casos mais graves pode ser 

realizada a embolização ou a ligadura das artérias vesicais ou ilíacas internas (GINÉ 

et al., 2003), o desvio urinário, e até mesmo a cistectomia, embora tais medidas 

devam ser reservadas para aqueles casos de hemorragia refratária (MANIKANDAN 

et al., 2010). 



26 

Portanto, a compreensão da patogênese da CH induzida por 

oxazafosforinas deve ser melhor explorada para nortear o desenvolvimento de 

medidas preventivas e estratégias terapêuticas com maior eficácia. Por essa razão,  

modelos animais de CH induzia por oxazafosforinas foram desenvolvidos para 

contribuir no entendimento da patogênese da CH. A hipótese mais recente implica 

na participação de citocinas, enzimas induzíveis e fatores de transcrição. 

 

1.4 Modelo experimental de CH induzida por IFO 
 

Diversos modelos animais foram desenvolvidos na tentativa de mimetizar 

as alterações morfológicas e funcionais causadas por oxazafosforinas em humanos. 

Com base na evidência de que a CH é observada com maior frequência em 

pacientes submetidos a regimes à base de ifosfamida do que ciclofosfamida 

(ZHANG et al., 2006), Ribeiro et al. (2002) desenvolveram um modelo experimental 

para estudar a CH induzida por ifosfamida em camundongos. Esses pesquisadores 

realizaram experimentos de curva dose-resposta e tempo-resposta com pico de 

inflamação na dose de 400 mg/kg, 12h após a injeção de ifosfamida. Anteriormente, 

foram estabelecidos critérios macroscópicos e microscópicos para avaliar a CH 

induzida por ciclofosfamida (GRAY et al., 1986), os quais foram repetidos no modelo 

com uso de ifosfamida. Além disso, o aspecto microscópico das bexigas assemelha-

se aos encontrados na correspondente patologia humana, com congestão vascular, 

edema, hemorragia, deposição de fibrina, infiltração de neutrófilos e desnudação 

epitelial (LIMA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2002). Com esse modelo, foi possível 

avaliar a atividade de agentes preventivos de CH, como talidomida, pentoxifilina, 

(RIBEIRO et al., 2002) latex de Calotropis procera (ALENCAR et al., 2004), 

amifostina, glutationa (BATISTA et al., 2007), oprevelcina ou IL-11 (MOTA et al., 

2007), e ainda demonstrar alguns mediadores envolvidos na patogênese da CH, 

como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e a Interleucina-1beta (IL-1β), óxido 

nítrico (RIBEIRO et al., 2002), Interleucina-4 (IL-4) (MACEDO et al., 2012), entre 

outros (Para revisão, consultar Ribeiro et al., 2012). 
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1.5 Patogênese da CH induzida por oxazafosforinas 
 

Durante algumas décadas, os mecanismos envolvidos na patogênese da 

CH induzida por oxazafosforinas estiveram totalmente desconhecidos. 

A primeira descrição de hematúria e dano vesical após a administração 

de ciclofosfamida foi feita logo após sua liberação como agente antineoplásico em 

1958 (ARNOLD et al., 1958). Em seguida, a ciclofosfamida também foi capaz de 

causar CH quando experimentalmente utilizada em ratos e cachorros (PHILIPS et 

al., 1961).  

Inicialmente, acreditava-se que a ciclofosfamida era capaz de causar 

lesão direta no tecido vesical, contudo, Philips et al. (1961) demonstraram que o 

agente causador da CH poderia ser um metabólito da ciclofosfamida, uma vez que, 

cães que receberam injeção intravesical de urina proveniente de animais tratados 

com ciclofosfamida desenvolveram CH. Dez anos mais tarde, a acroleína foi 

identificada na urina de animais tratados com ciclofosfamida (ALARCON; 

MEIENHOFER, 1971).  

Em 1979, Cox et al. definitivamente identificaram a acroleína como o 

agente causador da CH induzida por ciclofosfamida. Apesar desse avanço no 

entendimento da etiologia da CH, foi apenas na década de 90 que se demonstrou 

pela primeira vez a participação de mediadores pró-inflamatórios, tais como óxido 

nítrico (SOUZA-FILHO et al., 1995) e citocinas (GOMES et al., 1997) na gênese da 

CH.  

Desde então vários outros mediadores pró- e anti-inflamatórios foram 

implicados na patogênese da CH. Nesse contexto, a partir da revisão do grupo de 

pesquisa do LAFICA (Ribeiro et al., 2012) foi possível vislumbrar a CH como um 

processo concatenado com múltiplas etapas. Nesse sentido, a CH foi dividida em 

quatro etapas principais (FIGURA 4):  

a) a primeira etapa (fase de iniciação) ocorre depois do acúmulo de 

acroleína na bexiga, levando a danos uroteliais.  

b) a fase 

seguinte (fase inflamatória) é marcada pela up-regulation dos fatores 

de transcrição, tais como o factor nuclear kappa-B (NF-kappaB) 

(KIUCHI et al., 2009; KORKMAZ et al., 2007) e a liberação de 

citocinas inflamatórias pelas células residentes epiteliais e 
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conjuntivas, tais como os macrófagos (GOMES et al., 1995; RIBEIRO 

et al., 2002). A resposta amplificada é marcada por grande 

quantidade de citocinas, além de espécies reativas de oxigénio 

(KORKMAZ et al., 2007) e nitrogênio (KORKMAZ et al., 2005) e a 

expressão de enzimas inflamatórias, tais como a óxido nítrico sintase 

induzida (OTER et al., 2004; SOUZA-FILHO et al., 1997) e a 

ciclooxigenase-2 (MACEDO et al., 2008a; MACEDO et al., 2008b).  

c) a terceira fase 

(fase sintomática) envolve o desnudamento urotelial e a formação de 

úlceras, também levando à dor (MARTINS et al., 2012) e disfunção 

vesical (MACEDO et al., 2011).  

d) a quarta etapa 

(fase de cicatrização) envolve o reparo dos tecidos, com a possível 

sinalização a partir de fibroblastos e a liberação de fatores de 

crescimento, tais como fator de crescimento de queratinócitos (ULICH 

et al., 1997). 
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Figura 4 – Sequência de fases da patogênese da cistite hemorrágica induzida por 

oxazafosforinas 

 
Fonte: Adaptado de Ribeiro et al. (2012) 

Através do conhecimento prévio da participação de mediadores 

inflamatórios Ribeiro et al. (2012) propuseram um modelo hipotético que representa 

as vias de sinalização celulares e moleculares presentes na patogênese da CH 

(FIGURA 5). 

Com os avanços no entendimento da patogênese de diversas doenças 

inflamatórias, tornou-se possível o desenvolvimento de moléculas com seu alvo 

direcionado às vias de sinalização responsáveis pela gênese de processos 

inflamatórios, constituindo uma nova modalidade terapêutica conhecida por terapia 

alvo dirigida (FELDMANN et al., 2008). Atualmente, terapias alvo dirigidas vem 
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sendo amplamente utilizadas em doenças inflamatórias dependentes da sinalização 

de TNF-α e IL-1β.  

Figura 5 – Mecanismos e mediadores envolvidos na patogênese da CH 

 
Fonte: Adaptado de Ribeiro et al. (2012) 
 
1.6 Interleucina-1 (IL-1) 
 

Durante séculos, a febre esteve diretamente associada a infiltração de 

leucócitos no organismo. Em 1943, o grupo do pesquisador Eli Menkin evidenciou 

que fatores solúveis presentes no sobrenadante de peritonite estéril de coelhos eram 

capazes de induzir febre ao serem injetados em outros coelhos. Outros 

pesquisadores obtiveram resultados semelhantes, contudo, com os recursos 

tecnológicos existentes na época, era inviável realizar a purificação das moléculas 

responsáveis pela indução da febre (DINARELLO, 2010). Três décadas depois, 

Dinarello et al. (1974) purificaram duas proteínas provenientes de leucócitos 
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humanos capazes de induzir febre, uma delas foi denominada de pirógeno 

leucocítico (LP), a qual, em 1979, passaria a ser denominada interleucina-1β. A 

segunda molécula pirógena atualmente é conhecida como IL-1α (DINARELLO, 

2010).  

O precursor de IL-1α está constitutivamente presente nas células de 

indivíduos normais, sendo encontrada nas células epiteliais da pele, das mucosas, 

nas células endoteliais, assim como em células do fígado, pulmão e rins. Como o 

precursor de IL-1α é uma molécula ativa, pode atuar na defesa inata. Quando 

exposto a condições patológicas, IL-1α migra para a membrana das células, 

podendo ligar-se ao receptor de IL-1 (DINARELLO et al., 2012). Durante uma 

inflamação estéril aguda, a morte celular por necrose pode causar a liberação do 

precursor de IL-1α, e este pode ser o primeiro passo para o recrutamento de 

neutrófilos (CHEN et al., 2007). 

Diferentemente da IL-1α, a IL-1β não está presente em células de 

indivíduos normais. IL-1β é, de fato, o produto de um número limitado de células, 

como monócitos, macrófagos e células dendríticas. A produção de IL-1β é 

dependente de sua transcrição, a qual pode ser estimulada por produtos 

microbianos e outras citocinas (TNF, IL-18, IL-1α ou até mesmo a própria IL-1β). O 

produto dessa transcrição é na verdade um precursor inativo, o qual precisa ser 

clivado pela caspase-1 para que seja liberado seu produto ativo. A caspase-1, por 

sua vez, também é um produto inativo, a qual é ativada por um complexo grupo de 

proteínas denominado inflamassoma (DINARELLO et al., 2012). 

Ambas, IL-1α e IL-1β ligam-se ao receptor IL-1R tipo I, que é um receptor 

amplamente expresso pelas células. Um terceiro ligante, o antagonista do receptor 

de IL-1 (IL-1RA), liga-se ao IL-1R com especificidade e afinidade similar aos outros 

dois ligantes, contudo sem produzir efeito biológico conhecido. O receptor IL-1R tipo 

II pode ligar-se aos ligantes IL-1α e IL-1β, contudo não denota sinalização 

intracelular, servindo como um receptor decoy (WEBER et al., 2010). Além disso, 

existem domínios solúveis no citoplasma (sIL-1RI, sIL-1RII, and sIL-1RAcP), os 

quais podem se unir aos ligantes inativando-os. (WEBER et al., 2010). 

A via de sinalização da IL-1 inicia com a reação entre o ligante e o 

receptor IL-1R1, a qual facilita a formação de um heterodímero entre IL-1R1 e IL-

1RAcP. Posteriormente, há a fosforilação de proteínas acopladas ao receptor, 

MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88) e IRAK4 (interleukin-1 
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receptor–activated protein kinase), a partir das quais ocorre uma sequência de 

fosforilações de proteínas (IRAK1, IRAK2 e TRAF6 [tumor necrosis factor–

associated factor]) que culminam na ativação de fatores de transcrição NF-κB 

(nuclear fator- kappa B) e AP-1 (activator protein 1) (FIGURA 6) (DINARELLO, 

2011a). 

 

Figura 6 – Via de sinalização intracelular da interleucina-1 

 
Fonte: Adaptado de Risbud et al. (2014). 
Legenda: L-1α e IL-1β são sintetizados como proteínas precursoras (pro-IL-1α e pro-IL-1β), que são 
submetidas a um processo de clivagem pela calpaina e caspase-1, respectivamente, para produzir 
suas formas ativas. Embora pro-IL-1β seja biologicamente inativa, a pro-IL-1α associada a membrana 
pode sinalizar através do receptor IL-1R nas células adjacentes. Adicionalmente, a translocação 
nuclear de pro-IL-1α ou a clivagem N-terminal podem induzri resposta biológica. pro-IL-1α, IL-1α e IL-
1β podem se ligar ao receptor IL-1R1, que é capaz de recrutar seu co-receptor IL-1RAcP. Uma 
cascata de eventos à jusante resulta em ativação de proteínas de sinalização, como quinases 
ativadas por mitógenos (JNK, p38, ERK1/2), fatores de transcrição, incluindo NFκB (subunidades p65 
e p50) e c-Jun (uma subunidade de AP-1), que controlam a expressão de uma série de genes 
envolvidos na inflamação e catabolismo. A sinalização de IL-1R é modulada por inibidores, como IL-
1R2, sIL-1R2, sIL-1RAcP e IL-1Ra. 
Abreviações: AP-1, proteína de ativação 1; ERK1/2, quinase reguladora de sinal extracelular 1/2; IκB, 
inibidor do fator nuclear κB; IKK, quinases IκB; IL-1R1, receptor da interleucina-1 1; IL-1R2, receptor 
da interleucina-1 2; IL-1Ra, antagonista do receptor de IL-1; IL-1RAcP, proteína acessoria do receptor 
da interleucina-1; IRAK, proteína quinase ativadora do receptor de IL-1; JNK, quinase c-Jun N-
terminal; MyD88, fator de diferenciação mielóide 88; NFκB, fator nuclear κB; sIL-1R2, IL-1R2 solúvel; 
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sIL-1RAcP, IL-1RAcP solúvel; TAK1, proteína quinase 1 ativadora do fator de crescimento 
transformador-β; TRAF6, fator 6 associado ao receptor de TNF. 
 

A IL-1β está fundamentalmente implicada na patogênese de diversas 

doenças, como a diabetes, o acidente vascular cerebral, a artrite reumatoide, entre 

outras (DINARELLO, 2011b).  

Gomes et al. (1997) avaliaram o efeito da injeção sistêmica de antissoro 

anti-IL-1β no modelo animal de CH induzida por ciclofosfamida, e evidenciaram 

prevenção de lesão vesical. Posteriormente, Ribeiro et al. (2002) realizaram um 

tratamento prévio em animais submetidos à CH induzida por ifosfamida com 

pentoxifilina, uma substância imunomoduladora que reduz a síntese de IL-1β e TNF-

α, e evidenciaram uma importante inibição dos danos vesicais. Além disso, foi 

demonstrado, através de imunohistoquímica, que  IL-1β encontra-se aumentada nas 

células epiteliais e subepiteliais de bexigas de ratos tratados com ifosfamida 

(MACEDO et al., 2011). 

Considerando-se a capacidade de IL-1β para modular diversos processos 

inflamatórios,  dentre eles a CH, a sua inibição seletiva torna-se um alvo terapêutico 

atraente. 

1.6.1 Antagonista do receptor de IL-1 (IL-1RA) 
 

Anakinra é uma forma recombinante do IL-1RA endógeno, que difere da 

forma nativa na medida em que não é glicosilado e tem uma metionina N-terminal 

adicional. Anakinra está aprovado para o tratamento de artrite reumatoide, com dose 

de 100 mg ao dia, contudo possui uma menor eficácia em comparação com os 

inibidores de TNF, e o uso concomitante com inibidores de TNF deve ser evitado 

devido ao risco aumentado de infecções graves (STONE, 2013a). Apesar disso, 

anakinra mostrou-se eficaz no tratamento de um grande espectro de doenças 

(DINARELLO et al., 2012), como:  

a) Doenças das articulações: 

– espondilite anquilosante; 

– osteoartrite erosiva das mãos; 

b) Doenças autoinflamatórias sistêmicas hereditárias: 

– febre familiar do Mediterrâneo; 

– síndrome periódica associada ao receptor TNF; 
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c) Doenças inflamatórias sistêmicas: 

– artrite idiopática juvenil sistêmica; 

– doença de Still; 

– doença de Behçet 

c) Doenças inflamatórias comuns: 

– gota; 

– diabetes tipo 2; 

– hidradenite supurativa; 

– insuficiência cardíaca sistólica; 

– síndrome do olho seco; 

– psoríase pustulosa. 

Apesar dos avanços no entendimento da biologia do IL-1, não se mostrou 

ainda quanto da eficácia do anakinra se deve à inibição de IL-1α e quanto à inibição 

de IL-1β. Contudo, o uso de anakinra é preferível em condições de fase aguda, 

devido sua habilidade de bloquear a ação das duas citocinas (DINARELLO et al., 

2012). 

Levando em consideração a eficácia do anakinra no tratamento de 

inúmeras doenças inflamatórias, em especial em fase aguda (DINARELLO et al., 

2012), torna-se atraente a realização de estudos pré-clínicos para investigar sua 

eficácia no tratamento da CH. 

 

1.7 Fator de necrose tumoral (TNF) 
 

Em 1893, o médico William Coley publicou um trabalho no qual tratava 

pacientes com sarcoma através do extrato de bactérias provenientes de erisipelas, 

evidenciando redução tumoral com presença de necrose hemorrágica. Quase um 

século depois, Carswell et al. (1975) identificaram um fator presente no soro de 

camundongos com endotoxemia capaz de induzir necrose hemorrágica em 

sarcomas de camundongos em modelo de tumor subcutâneo singeneico. Esse fator 

ficou conhecido como Fator de Necrose Tumoral (TNF), e seu correspondente 

humano foi clonado apenas em 1985 (PENNICA et al., 1985). Após a clonagem do 

TNF, foi possível identificar a semelhança estrutural e funcional com uma molécula 

produzida por linfócitos, a linfotoxina-α, com isso, o TNF passou a ser denominado 
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TNF-α e a linfotoxina-α  de TNF-β, e ambos pertencem a uma família de ligantes 

relacionados ao TNF (WAJANT et al., 2003). 

O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória produzida por diversas células, 

dentre elas macrófagos, linfócitos, neutrófilos (GRIVENNIKOV et al., 2005), nas 

quais atua como importante modulador da função imune durante a inflamação, 

proliferação celular, diferenciação e apoptose (ZELOVÁ; HOŠEK, 2013). 

O TNF-α apresenta-se como uma proteína de membrana tipo II (TNFm), 

que pode ser clivada por metaloproteases com a liberação de uma forma solúvel 

(TNFs) (FIGURA 7). Ambas as formas tem funções distintas in vivo, TNFs está 

envolvido principalmente no desenvolvimento da inflamação aguda e crônica, 

enquanto o TNFm participa do desenvolvimento de tecidos linfoides e da proteção 

contra infecções bacterianas intracelulares, inflamação crônica e autoimunidade 

(RICHTER et al., 2012).  

As respostas celulares provenientes do TNF são sinalizadas a partir de 

dois receptores, TNFR1 (p55, CD120a) e TNFR2 (p75, CD120b). O TNFR1 pode ser 

ativado por ambas as formas de TNF, já o TNFR2 é efetivamente ativado apenas 

pelo TNFm, apesar de também se ligar ao TNFs. Uma vez ativados, ambos os 

receptores utilizam vias distintas de sinalização intracelular, contudo podendo haver 

interações entre elas (FIGURA 7) (LOCKSLEY et al., 2001). 

O TNFR1 ativa a sinalização clássica do fator de transcrição (NF-κB) e, 

através do seu domínio de morte celular, pode ativar a via das caspases. Por outro 

lado, o TNFR2 não possui um domínio de morte celular e possui funções 

citoprotetoras através da ativação clássica e não clássica do NF-κB. Dessa forma, 

TNFR1 e TNFR2 podem transmitir sinalizações opostas, com TNFR2 suprimindo a 

resposta pró-inflamatória mediada pelo TNFR1 e exercendo funções de regeneração 

(NAUDÉ et al., 2011). 

A desregulação da sinalização proveniente do TNF pode exercer um 

importante papel em diversas doenças humanas, incluindo artrite reumatoide, 

psoríase, colite ulcerativa e doença de Crohn (FIGURA 8) (AGGARWAL et al., 

2012). 
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Figura 7 – Via de sinalização intracelular do fator de necrose tumoral e mecanismo 

de inibição do anticorpo infliximabe 

 
Fonte: Adaptado de Faustman; Davis (2010); Knight et al. (1993); Naudé et al. (2011). 
Legenda: O fator de necrose tumoral solúvel (sTNF) liga-se ao receptor de TNF tipo 1 (TNFR1), e o 
TNF transmembranar (mTNF) liga-se a ambos TNFR1 e TNFR2. Com isso, há a estimulação de dois 
processos diferentes. Em geral, a sinalização do TNFR1 resulta em estímulo de caspase-3 e resulta 
em apoptose, dependendo do tipo celular, do estado de ativação celular e do ciclo celular. TNFR1 
pode também produzir estímulos pró-inflamatórios, através da estimulação de fatores de transcrição. 
Em contraste, a sinalização de TNFR2 induz vias de sobrevivência e proliferação celular.  
Abreviações: AP1, proteína de ativação 1; cFLIP, proteína inibidora celular FLICE-like; cIAP, proteína 
inibidora de apoptose celular; FADD, domínio de morte associado ao Fas; IKK, quinase IκB; JNK, 
quinase Jun N-terminal; MAPK, proteína quinase ativada por mitógenos; NF-κB, fator nuclear κB; RIP, 
proteína interagindo ao receptor; TRADD, domínio de morte associado ao TNFR1; TRAF, fator 
associado ao receptor TNF; TAK1, proteína quinase 1 ativadora do fator de crescimento 
transformador-β. 
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Figura 8 – Doenças com patogêneses fortemente relacionadas ao TNF 

 
Fonte: Adaptado de Aggarwal et al. (2012) 

 

Na CH, a participação do TNF-α  foi investigada anteriormente por Gomes 

et al. (1995), que demonstraram claramente inibição na lesão tecidual induzida por 

ciclofosfamida ao utilizar antisoro anti-TNF-α. Essa evidência foi corroborada por 

Ribeiro et al. (2002) que evidenciou inibição nas lesões vesicais induzidas por 

ifosfamida ao utilizar talidomida, um inibidor seletivo da produção de TNF-α pelo 

aumento da degradação de seu RNAm (SAMPAIO et al., 1991). 

 

1.7.1 Anticorpo anti-TNF 
 

Atualmente, estão disponíveis para uso comercial cinco agentes com alvo 

no TNF: infliximabe, etanercept, adalimumabe, certolizumabe pegol e golimumabe 

(STONE, 2013b). 

O Infliximabe (FIGURA 7) é um anticorpo monoclonal quimérico humano-

murino com uma região constante humana (Fc) e uma região murina variável (Fv), 

que apresenta alta especificidade, afinidade e avidez ao TNF-α, tanto na forma 

solúvel como na forma transmembranar, contudo sem afinidade ao TNF-β 
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(FELDMANN, 2002). A administração clínica é realizada por via intravenosa, com 

doses variando de 3 a 10 mg/kg, com meia-vida em torno de 9,5 dias. O Infliximabe 

tem apresentado boa resposta no tratamento de doenças inflamatórias crônicas, 

com indicação clínica na artrite reumatóide (WIENS et al., 2010), doença de Crohn 

(PEYRIN-BIROULET et al., 2008),  espondilite anquilosante (INMAN et al., 2010), 

colite ulcerativa (OUSSALAH et al., 2010) e psoríase (MOSSNER; REICH, 2009). 

Contudo, apesar de em baixa proporção, o infliximabe também pode apresentar 

eventos adversos, como reação cutânea, cefaleia, náuseas, diarreia, elevação de 

transaminases, infecção de vias aéreas superiores (STONE, 2013b). 

Com a perspectiva de que a terapia anti-TNF-α é eficaz no tratamento de 

várias doenças (AGGARWAL et al., 2012), torna-se atraente a realização de estudos 

pré-clínicos que investiguem a eficácia de agentes moduladores específicos do TNF 

no tratamento da CH. 
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2 JUSTIFICATIVA 
 

Durante vários anos, estudos tem demonstrado o relevante efeito 

urotóxico induzido pelas oxazafosforinas em pacientes submetidos a regimes de 

quimioterapia do câncer (COGGINSet al., 1960; MOY, 2013; STILLWELL; BENSON, 

1988) ou regimes de condicionamento para transplante de medula óssea 

(HADJIBABAIE et al., 2008; SEBERet al., 1999). Clinicamente, os pacientes que 

desenvolvem CH apresentam queixas de disúria, hematúria, polaciúria, dor 

abdominal (WEIN et al., 2012).  

Com o objetivo de combater a CH, diversas condutas preventivas e 

terapêuticas são aplicadas no manejo da urotoxicidade, contudo,  nem sempre 

logram êxito (EL-ZIMAITY et al., 2004; HADJIBABAIE et al., 2008; KOC et al., 2000; 

LIMA et al., 2007). Esse fato aumenta a importância de se estudar a fisiopatologia 

das lesões vesicais resultantes do tratamento com oxazafosforinas para o 

desenvolvimento de medidas mais eficazes. 

O modelo de CH induzida por IFO em camundongos é de extrema 

relevância, uma vez que as alterações agudas evidenciadas nos camundongos, 

como inflamação da bexiga (RIBEIRO et al., 2002), disfunção do músculo liso 

vesical (MACEDO et al., 2011) e hiperalgesia (Martins et al., 2012), mimetizam a 

síndrome clínica apresentada por pacientes com CH. Através do modelo de CH 

induzida por IFO, foi possível demonstrar a participação de mediadores inflamatórios 

como o TNF-α , IL-1β, IL-6, IL-8, NO e outros e sua importância na gênese da CH 

(RIBEIRO et al., 2002). 

Com os avanços atuais da terapêutica de doenças inflamatórias, alguns 

medicamentos visam bloquear de forma seletiva moléculas essenciais para a 

fisiopatologia de algumas doenças. Nesse contexto, o Infliximabe (anticorpo anti-

TNF-α) foi aprovado para o uso em pacientes com artrite reumatóide, doença 

inflamatória intestinal, e o Anakinra (antagonista do receptor de IL-1) foi aprovado 

para o uso em pacientes com artrite reumatóide. 

Dessa forma, o presente estudo se justifica como uma  tentativa de se 

demonstrar que as novas terapias alvo dirigidas à citocinas, já utilizadas no 

tratamento de algumas doenças, poderiam proporcionar benefícios na CH. Para 

isso, foi adotado o modelo de CH induzida por IFO, o qual foi ampliado, visando 

investigar, além da inflamação, novos parâmetros, como disfunção e 
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hipernocicepção nos animais, assim, simulando a síndrome clínica de forma mais 

ampla. 

Portanto, o foco principal de investigação deste estudo foi avaliar os 

possíveis efeitos uroprotetores agudos do Infliximabe e do Anakinra nos eventos 

inflamatórios (edema, infiltração de neutrófilos, aumento de permeabilidade), na 

hipernocicepção e nas alterações funcionais observadas na cistite hemorrágica, 

utilizando o modelo experimental de CH induzida por IFO. 
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3 OBJETIVOS 
 

Objetivo geral 
 

Avaliar a inibição da CH ao bloquear o receptor da interleucina-1 e o TNF-

alfa, através da avaliação das respostas funcionais, inflamatórias e nociceptivas da 

cistite hemorrágica experimental induzida por ifosfamida. 

 

Objetivos específicos 
 

– Avaliar a uroproteção promovida pelo anakinra e infliximabe em relação 

a parâmetros inflamatórios, como edema, hemorragia, infiltrado 

neutrofílico, na cistite hemorrágica induzida por ifosfamida. 

– Avaliar a uroproteção do anakinra e do infliximabe na função contrátil 

do músculo liso da bexiga “in vitro”. 

– Avaliar a uroproteção do anakinra e do infliximabe na função contrátil 

da bexiga “in vivo”. 

– Avaliar a analgesia do anakinra e do infliximabe frente à 

hipernocicepção abdominal induzida por ifosfamida. 

– Investigar se os receptores de IL-1 e TNF estariam envolvidos na 

uroproteção promovida por anakinra e infliximabe. 

– Investigar se neutrófilos e macrófagos estariam envolvidos na lesão 

vesical induzida por ifosfamida, assim como se os receptores de IL-1 e 

TNF influenciam na presença dessas células. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Animais 
 

Foram utilizados camundongos Swiss, C57BL6 (wild type, WT), e 

camundongos deficientes para as proteínas TNFR1-/-, TNFR1/R2-/-, IL-1R-/-, CASP1-/-

, machos ou fêmeas, com peso entre 20-25g, idade entre 6-10 semanas. Os 

camundongos Swiss e C57Bl/6 foram fornecidos pelo Biotério Setorial do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceará e 

pelo Biotério do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da USP (FMRP/USP). Os camundongos deficientes foram criados e 

fornecidos pelo Centro de Criação de Camundongos Especiais da FMRP/USP. 

Todos os animais foram mantidos sob condições de temperatura (23-25 °C) e ciclo 

claro/escuro controlados, com livre acesso à ração e água. Os protocolos 

experimentais realizados neste trabalho estão de acordo com os Princípios Éticos de 

Experimentação Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA). Esta pesquisa recebeu aprovação do comitê de ética em pesquisa animal 

da FM-UFC protocolo 11/14. 

 

4.2 Drogas e reagentes 
 

Ifosfamida (EUROFARMA – São Paulo - Brasil); Infliximabe (Remicade®, 

Mantecorp - Brasil); Anakinra ou IL-1Ra recombinante (NIBSC, South Mimms, 

Hertfordshire, UK), Uretana, Carbacol (CCh) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, 

USA) 

 
4.3 Preparo de soluções e reagentes 
 
4.3.1 Solução de Cetamina e Xilazina: 
 
Cetamina 10% (Agener União) ....................................................................1,25 mg/ml 

Xilazina 2% (Agener União) .........................................................................0,5 mg/ml 

Salina 0.9 % q.s.p ..............................................................................................100 ml 

A solução foi estocada à 4 oC. 
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4.3.2 Formol 10%: 
 
Formol (Formol concentrado – Merck) ........................................................... 10,0 mL 

Água destilada q. s. p. ....................................................................................100,0 mL 

 

4.3.3 Azul de Evans 2,5%: 
 
Azul de Evans (Sigma) ..........................................................................................2,5 g 

Água destilada q.s.p. ..........................................................................................100 ml 

 

4.3.4 Solução de Tyrode modificada: 
 

Cloreto de Sódio (NaCl, Merck) ..........................................................................7,95 g 

Cloreto de Potássio (KCl, Merck) ........................................................................0,37 g 

Cloreto de Magnésio (MgCL2, Merck) .............................................................93,3 mg 

Cloreto de Cálcio (CaCL2, Merck) ......................................................................0,22 g 

Fosfato de dissódico (Na2HPO4, Merck) .........................................................51,1 mg 

Bicarbonato de Sódio (NaHCO3, Merck) .................................................................1 g 

Glicose (C6H12O6, Merck) ......................................................................................1 g 

Água destilada q.s.p. ........................................................................................1000 ml 

A solução foi estocada à temperatura ambiente. 

 

4.3.5 Solução Tampão Salina-fosfato (PBS) 10X (Solução Mãe): 
 
Cloreto de Sódio (NaCl, Merck) .............................................................................80 g 

Cloreto de Potássio (KCl, Merck) .............................................................................2 g 

Fosfato de Sódio dibásico (Na2HPO4, Merck) ...................................................11,5 g 

Fosfato de Potássio monobásico (KH2PO4, Merck) ..............................................20 g 

Água deionizada Milli-Q q.s.p. ..........................................................................1000 ml 

A solução foi estocada à 4 oC. 
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4.3.6 PBS 1X: 
 

PBS10X ..............................................................................................................100 ml 

Água Milli-Q q.s.p. ..............................................................................................900 ml 

O pH foi ajustado para pH 7.2, a solução foi filtrada e estocada à 4 °C. 

 

4.3.7 Meio RPMI incompleto 
 
Hepes (C8H18N2O4S, Sigma) ...........................................................................2,40 g 

RPMI 1640 (Sigma) – 1 frasco ............................................................................10,4 g 

Bicarbonato de sódio (NaHCO3, Merck) ............................................................. 2,0 g 

Água de Milli-Q q.s.p. ...............................................................................................1 g 

O pH foi ajustado para pH 7.2, a solução foi filtrada e estocada à 4 °C. 

 

4.3.8 Solução tampão de digestão: 
 
Colagenase tipo II (Sigma) ............................................................................... 100 mg  

DNAse tipo I (Sigma) ...........................................................................................10 mg 

RPMI incompleto q.s.p........................................................................................100 ml 

A solução foi preparada no dia do uso e utilizada gelada. 

 

4.3.9 Tampão de citometria de fluxo (Tampão de FACS): 
 
Soro Bovino Fetal inativado (SBF-I, Difco) 2% ......................................................2 ml 

PBS 1X q.s.p. .....................................................................................................100 ml 

A solução foi preparada no dia do uso e utilizada gelada. 

 

4.3.10 Tampão de lise: 
 
Cloreto de amônio (NH4Cl, Merck) .....................................................................4,01 g 

EDTA (Labsynth) .................................................................................................0,18 g 

Bicarbonato de sódio (NaHCO3, Merck) .............................................................0,42 g 

Água de Milli-Q q.s.p. .........................................................................................500 ml 

O pH foi ajustado para pH 7.2, a solução foi filtrada e estocada à 4 °C. 
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4.3.11 Paraformaldeído 2%: 
 
Paraformaldeído (Sigma) .........................................................................................2 g 

Água destilada q.s.p. ..........................................................................................100 ml 

A solução foi preparada e estocada à 4 °C. 

 

4.3.12 Tampões utilizados para o ensaio de ELISA: 
 
4.3.12.1. Solução de ligação (coating buffer) pH 8.4 

 

Bicarbonato de sódio (NaHCO3, Merk) .............................................................4,2 g 

Água de Milli-Q q.s.p. ......................................................................................500 ml 

 
4.3.12.2. Tampão de bloqueio (para ELISA da companhia BD) 

 

Soro Bovino Fetal inativado (SBF-I, Difco) 10% ....................................................5 ml 

PBS 1X q.s.p. .......................................................................................................50 ml 

 

4.4 Indução de Cistite Hemorrágica  
 

Os animais foram submetidos a uma injeção intraperitoneal (i.p.) de 

ifosfamida (IFO) (400 mg/kg). Após 12 h, foram sacrificados com dose elevada de 

anestésico. Em seguida, foi realizada uma incisão abdominal baixa, excisão da 

bexiga, com retirada da urina remanescente. As bexigas foram, então, analisadas 

macroscopicamente, pesadas e submetidas a algum dos métodos descritos a seguir. 
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4.5 Grupos experimentais 
 
4.5.1 Experimento 1: 
 

Camundongos Swiss foram randomizados nos seguintes grupos 

experimentais: 

Grupo 1: Salina (1 mL/kg. i.p.) 

Grupo 2: IFO (400 mg/kg. i.p.) 

Grupo 3: IL-1Ra (25, 50, 100 mg/kg) 1h antes de IFO (400mg/kg. i.p.) 

Em seguida, os animais foram submetidos aos protocolos dos itens 4.6, 

4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 e 4.12 

 

4.5.2 Experimento 2: 
 

Camundongos C57Bl/6 foram randomizados nos seguintes grupos 

experimentais: 

– Grupo 1: Salina (1 mL/kg. i.p.) 

– Grupo 2: Ifosfamida (IFO 400 mg/kg. i.p.) 

– Grupo 3: Infliximabe (1,67, 5, 15 mg/kg) 1h antes de IFO (400 mg/kg. 

i.p.) 

Em seguida, os animais foram submetidos aos protocolos dos itens 4.6, 

4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.13 

 

4.5.3 Experimento 3: 
 

Camundongos C57Bl/6 (wild type) ou TNFR1-/- ou TNFR1/R2-/- ou IL-1R-/-  

foram randomizados nos seguintes grupos experimentais: 

– Grupo 1: Salina (1 mL/kg. i.p.) 

– Grupo 2: Ifosfamida (IFO 400 mg/kg. i.p.) 

Em seguida, os animais foram submetidos aos protocolos dos itens 4.6, 

4.7 e 4.13 

 

 

 



47 

4.5.4 Experimento 4: 
 

Camundongos C57Bl/6 (wild type) ou CASP1-/-  foram divididos no 

seguintes grupos experimentais: 

– Grupo 1: Salina (1 mL/kg. i.p.) 

– Grupo 2: Ifosfamida (IFO 400mg/kg. i.p.) 

Em seguida, os animais foram submetidos aos protocolos dos itens 4.6 e 

4.7. 

 

4.5.5 Experimento 5: 
 

Camundongos C57Bl/6 receberam Ifosfamida (IFO 400 mg/kg. i.p.) e 

foram divididos em 4 grupos para serem sacrificados 0, 3, 6 ou 12 horas após a 

injeção de Ifosfamida e submetidos ao protocolo 4.14. 

 

 

4.6 Análise Macroscópica 
 

Na avaliação macroscópica foram quantificados o  edema e a hemorragia  

de acordo com os critérios de Gray et al. (1986), abaixo descritos : 

a) Edema:  

– Grave (+3): edema interno e externo; 

– Moderado (+2): edema interno (mucosa); 

– Leve (+1): intermediário; 

– Normal (0): nenhum. 

 

b) Hemorragia: 

– Grave (+3): coágulo intravesical; 

– Moderado (+2): hematomas na mucosa; 

– Leve (+1): telangiectasia ou dilatação dos vasos da bexiga; 

– Normal (0): nenhum. 
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4.7 Análise Microscópica 
 

As bexigas foram fixadas em formol a 10%, em seguida desidratadas em 

álcool a 70%, imersas em xilol e incluídas em parafina. Os blocos foram cortados e 

corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e analisados por microscopia 

óptica. As alterações microscópicas foram determinadas de acordo com os critérios 

de Gray et al (1986), que se seguem: 

– Histologia Normal: caracterizada pelo urotélio normal, bem como 

ausência de úlcera e infiltrado inflamatório. 

– Alterações discretas (+1): caracterizada por número de células 

epiteliais diminuídas pela descamação, “apagamento” das dobras 

habituais da mucosa em decorrência do edema submucoso, 

hemorragia discreta e poucas úlceras. 

– Alterações graves (+2): caracterizada por ulceração da mucosa, edema 

intenso, infiltrado inflamatório importante, depósito de fibrina e 

hemorragia. 

 

4.8 Avaliação da permeabilidade vascular vesical 
 

A permeabilidade vascular vesical foi avaliada pela técnica de 

extravazamento com injeção i.v. de azul de Evans. Resumidamente, foi injetado, por 

via i.v. retrorbital, 2.5% de solução de azul de Evans (25 mg/kg) 30 minutos antes do 

sacrifício dos animais. As bexigas foram excisadas e colocadas em tubos de ensaio 

contendo solução de formamida (1 mL/bexiga) à 56oC por 12 h para extração do 

corante presente nos tecidos. O corante total presente na solução foi mensurado 

pela absorbância em 630 nm (ELISA), concomitantemente, foi realizada uma curva 

de absorbância. Os resultados foram relatados em microgramas de azul de Evans 

por bexiga (média ± SEM). 

 

4.9 Ensaio de Mieloperoxidase (MPO) 
 

MPO é uma enzima abundantemente encontrada nos grânulos azurófilos 

dos neutrófilos, podendo ser usada como marcador de infiltração neutrofílica, 

seguindo um método colorimétrico previamente descrito (BRADLEY, 1982). A 
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amostra da bexiga foi homogeneizada em solução tampão de HTAB 

(hexadecyltrimethyl-ammonium bromide) na proporção de 50 mg de tecido/mL. O 

homogeneizado foi centrifugado em 2000 G por 15 min a 4°C. O pellet foi 

ressuspenso, e a atividade da MPO foi avaliada através da medição da variação de 

absorvância a 450 nm utilizando uma solução de leitura (5 mg O-dianisidine; 15 µL 

of 1% H2O2; 3 mL tampão de fosfato; 27 mL H2O). A mudança na absorbância foi 

gravada e plotada em uma curva padrão de densidade de neutrófilos, com os dados 

obtidos e expressa como atividade de MPO (neutrófilos/mg de tecido). 

 

4.10 Teste de nocicepção visceral  
 

O teste de nocicepção visceral (Figura 9) foi realizado utilizando um 

analgesímetro digital (von Frey, Insight) antes e 12 h após a injeção de ifosfamida. 

Resumidamente, os animais foram mantidos em caixas de acrílico de dimensões 

12x20x17 cm com o piso fenestrado, e um espelho posicionado abaixo das caixas. 

O von Frey é conectado a um transdutor de força, cuja ponta em polipropileno 

possui 0,7 mm2 e detecta as intensidades de estimulação (gramas/área) aplicadas 

ao animal na região abdominal inferior. A nocicepção é identificada de acordo com 

determinados comportamentos do animal como: retração acentuada do abdome, ato 

de lamber ou coçar imediatamente o local de aplicação da pressão, tremor com 

esquiva abrupta (LAIRD et al., 2001).  Evitou-se estimular o mesmo ponto 

sucessivas vezes, e estimular a área da genitália externa. As análises foram feitas 

antes (baseline ou T0) e após 12h (T1) a administração intraperitoneal de IFO. Os 

resultados foram obtidos pela diferença entre as forças aplicadas (ΔF=T0 – T1, em 

g).  
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Figura 9 – Teste de Nocicepção visceral (von Frey) 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

4.11 Avaliação funcional de bexigas isoladas  
 

Após o sacrifício dos animais, as bexigas foram transferidas para uma 

placa de Petri com solução de Tyrode modificada. Cada bexiga foi posicionada em 

cubas de 5ml contendo solução de Tyrode modificada, as quais eram aeradas 

continuamente e aquecidas a 37°C. A preparação foi mantida em equilíbrio por 30 

minutos, período no qual as bexigas foram submetidas a uma tensão de 1 g, 

registrada por um transdutor isométrico (modelo FT03C, Quincy, Mass., EUA) ligado 

a sistema de aquisição de dados DATAQ (PM-1000, WCE, USA) (FIGURA 10).  

Inicialmente, para avaliar a viabilidade do tecido, as preparações foram 

expostas a soluções despolarizantes com 60 mM de K+ por 30-60 min até a 

obtenção de duas respostas com mesma amplitude. Os pontos das curvas 

concentração-resposta foram construídos através da razão entre a resposta da 

bexiga a sucessivas concentrações de carbacol (CCh [10-9 a 10-5 M], com 60 s para 

cada concentração) e a resposta ao cloreto de potássio 60 mM. A amplitude 

contráctil foi medida no pico de deflexão. Os valores foram obtidos em porcentagem 

da resposta ao CCh/ 60mM de KCl. 
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Figura 10 – Sistema de avaliação da contratilidade do músculo liso da bexiga 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 
 

4.12 Avaliação funcional da pressão intravesical em camundongos 
anestesiados  

 

Após 12 horas da administração da IFO, os animais foram anestesiados 

com uretana a 50% na dose de 1,2 g/kg por via subcutânea (s.c.). Para o registro da 

pressão intravesical através da técnica de cistometrografia contínua, foi realizada 

uma incisão abdominal baixa, através da qual a bexiga foi exposta e submetida a 

pequena incisão no seu ápice, por onde foi introduzido um cateter de polietileno (PE-

50, Clay Adams, USA) com comprimento suficiente para que o extremo distal 

alcance o lúmen da bexiga. O cateter foi afixado à bexiga com fio de nylon 4-0, com 

a extremidade livre exposta, uma vez que a parede abdominal foi fechada com fio de 

algodão 3-0. Os registros urodinâmicos foram feitos mediante a conexão do cateter 

a um conector em T, para, ao mesmo tempo, infundir solução salina continuamente  

com uma seringa acoplada a uma bomba de infusão e ligar a um sistema de 

aquisição de pressão (PowerLab/8sp, ADInstruments) (FIGURA 11). Os registros 

foram gravados em um computador (FIGURA 12) e analisados no programa Chart v 

4.0 (ADInstruments). 
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Figura 11 – Sistema de avaliação de cistometrografia 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Figura 12 – Exemplo de traçado de cistometrografia com os parâmetros avaliados 

 
Fonte: Elaborado pelo autor 
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4.13 Citometria de fluxo 
 
4.13.1 Preparação da suspensão celular 
 

Após os camundongos serem sacrificados, as bexigas foram retiradas e 

colocadas em placas de 6 poços (Costar®) contendo 2 ml/poço de solução tampão 

de digestão, e mantidas em estufa (37oC) durante 1h. A seguir, as bexigas foram 

passadas em peneira de propietileno (Falcon® - separador de células – 100 µm) 

com auxilio do êmbolo da seringa de 3 ml (Plastipak®), e com acréscimo de RPMI 

incompleto com o objetivo de carrear as células remanescentes, formando uma 

única suspensão celular, a qual foi centrifugada a 400 G, por 10 min, à 4oC. As 

hemácias foram lisadas por choque hiposmótico utilizando um tampão de lise por 15 

min e uma nova centrifugação foi realizada. Subsequentemente, as células das 

bexigas foram ressuspensas em solução de FACS. As células foram contadas em 

contador automático (COULTER® AC T; Coulter Corporation, Miami, Florida, USA). 

 

4.13.2 Análise da expressão de marcador de neutrófilos e macrófagos 
 

Resumidamente, foi realizada a suspensão de células das bexigas como 

descrito no item 1.13.1. As células (1x106 células/tubo) foram incubadas com 

anticorpos 1,0 µl (0,2 µg) de CD45 APC (Biolegend), 1,0 µl (0,5 µg) de F4/80 FITC 

(eBioscience) e 1,0 µl (0,2 µg) de GR-1 Percp (BD Biosciences) (anticorpos 

monoclonais extracelulares), por 45 minutos, a 4 oC. Após a incubação, as amostras 

foram lavadas 2 vezes com tampão de FACS, centrifugadas a 400 G por 10 minutos 

e ressuspensas em 50 µl de solução de formaldeído a 2 % em PBS. Após esses 

procedimentos, as amostras foram analisadas em FACScanto (BD Immunocytometry 

System, Franklin Lakes, NJ), utilizando os canais de fluorescência 1 (FL1) para 

moléculas conjugadas a FITC; 4 (FL4) para moléculas conjugadas a APC;  3 (FL3) 

para moléculas conjugadas a Percp. As análises foram realizadas utilizando-se o 

programa FCS Express V3 (DE NOVO SOFTWARE) e os resultados foram 

expressos como porcentagem da expressão de marcadores ou como valores 

absolutos de neutrófilos e macrófagos. 
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4.14 Dosagem de citocinas 
 

A determinação dos níveis de IL-1β e TNF-α foi realizada por método 

imunoenzimático (ELISA). Resumidamente, as placas de microtitulação (96 poços) 

foram recobertas com 50 µl/ poço do anticorpo específico anti-IL-1β (RD) e anti-TNF-

α (RD) nas concentrações descritas pelos fabricantes. Esses anticorpos foram 

diluídos em solução de ligação (coating buffer) e incubados por 18-24 horas a 4oC. 

As placas foram lavadas por quatro vezes com PBS/Tween-20 (0,05 % Sigma). As 

ligações não-específicas foram bloqueadas com 200 µl de PBS contendo BSA 1 % 

durante 1 hora a 37 °C. As amostras e o padrão (curva-padrão) contendo as 

concentrações adequadas de IL-1β (5000 pg/ml) e TNF-α (10000 pg/ml) foram 

colocados nas placas (50 µl) e incubados por 12 h a 4 oC. Após esse período, as 

placas foram lavadas com PBS/Tween e 50 µl dos anticorpos biotinilados 

específicos para cada citocina foram adicionados nas concentrações descritas pelos 

fabricantes. Após uma hora, as placas foram lavadas com PBS/Tween e o 

conjugado avidina-peroxidase, na diluição de 1/5000, foi adicionado a cada poço. A 

seguir, as placas foram incubadas por 45 min. Posteriormente, elas foram lavadas 

com PBS/Tween e o substrato (TMB) foi adicionado. A densidade óptica foi medida 

a 630 nm em espectrofotômetro (Spectra Max-250, Molecular Devices). A 

concentração de citocinas nas amostras foi calculada a partir de uma curva padrão 

com 12 pontos obtidos por diluição seriada. Os resultados foram expressos em 

pg/ml. 

 
4.15 Análise estatística 
 

A análise estatística foi realizada empregando o teste de análise de 

variância (ANOVA) ou Kruskal Wallis conforme propriedade. Quando houve 

diferença significativa entre os grupos, foi realizado o teste de comparações 

múltiplas de Bonferroni ou teste de Dunn. Os resultados foram expressos como 

média ± E.P.M (variáveis com distribuição normal) ou pela mediana (mínimo-

máximo) (variáveis sem distribuição normal), sendo as diferenças consideradas 

estatisticamente significativas quando p<0,05. 
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5 RESULTADOS 
 
5.1 Efeitos do pré-tratamento com Anakinra e papel da deleção genética de 
IL-1R ou Caspase-1 na CH induzida por IFO 
 
5.1.1 Efeito da administração prévia de Anakinra sobre o peso úmido vesical 
(PUV)  e a permeabilidade vascular na CH induzida por IFO 

 

Como previamente descrito por Ribeiro et al. (2002), a dose de 400 mg/kg 

de IFO i.p. foi capaz de promover CH com aumento significativo de PUV (39,11 ± 

2,43 mg/ 20 g de animal) quando comparado ao controle tratado com salina (12,32 ± 

0,73 mg/ 20g de animal). O PUV nessa circunstância torna-se uma medida indireta 

do edema vesical (FIGURA 13). No mesmo experimento, foi realizado um pré-

tratamento com Anakinra nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, sendo evidenciada uma 

inibição significativa do aumento do PUV induzido por IFO quando se usou as doses 

de 50 mg/kg (28,84 ± 3,75 mg/ 20 g de animal) e 100 mg/kg (22,48 ± 1,78 mg/ 20g 

de animal) (FIGURA 13). 

 
Figura 13 – Efeito do pré-tratamento com doses crescentes de Anakinra sobre o 

aumento de PUV induzido por IFO 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores do peso úmido vesical após 12 h de 
injeção de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO (NaCl 0,9%, i.p. + 
Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.) Anakinra (anakinra 25, 50 ou 100 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). 
n=6/grupo. A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os valores 
significativos tinham *p< 0,05 vs salina e #p<0,05 vs IFO. 
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Subsequentemente, a dose de 100 mg/kg de Anakinra foi adotada como 

de escolha para os demais experimentos. Assim como o PUV, outro protocolo de 

avaliação de edema é o ensaio de permeabilidade vascular utilizando azul de Evans. 

Como observado na figura 14, os animais submetidos a uma injeção de IFO 

apresentaram aumento significativo do extravasamento de azul de Evans (28,81 ± 

8,47 µg/mL) quando comparado ao controle (2,00 ± 0,47 µg/mL), e, por outro lado, 

esse aumento foi prevenido com o uso de Anakinra (7,66 ± 0,38 µg/mL). 

 

Figura 14 – Efeito do pré-tratamento com Anakinra sobre o aumento de 

permeabilidade vesical induzido por IFO 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores do extravasamento de azul de Evans 
vesical após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO 
(NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.) Anakinra (anakinra 100 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 
mg/kg, i.p.). n=6/grupo.  A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os 
valores significativos tinham *p< 0,05. 
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5.1.2 Efeito da administração prévia de Anakinra sobre as alterações 
macroscópicas e microscópicas na CH induzida por IFO 
 

Como pode ser observado na figura 15A, as bexigas dos animais 

submetidos à injeção de IFO apresentaram hemorragia e edema macroscópicos, os 

quais foram avaliados pelos escores de Gray et al., (1986) mostrados na tabela 1, 

com hemorragia 3[1-3] e edema 2[1-3] evidentes, contrastando com os animais 

tratados com salina que tiveram suas bexigas macroscopicamente normais. Pro 

outro lado, o pré-tratamento com Anakinra foi capaz de atenuar significativamente a 

hemorragia 0[0-2] e o edema 0[0-2] presentes nas bexigas.  

A análise histopatológica, por sua vez, evidenciou a presença de CH nos 

animais submetidos ao tratamento com IFO, com descamação do urotélio, edema, 

hemorragia e infiltração leucocitária (FIGURA 15C). Os animais que receberam 

Anakinra previamente, por sua vez, apresentaram microscopicamente uma CH 

significativamente mais branda com mediana de 1[1-2], com descamação de urotélio 

e edema, quando comparado aos animais tratados apenas com IFO com mediana 

de 2[2-2] (FIGURA 15D). 
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Figura 15 – Efeito do pré-tratamento com Anakinra nas alterações macroscópicas e 

microscópicas na bexiga induzidas por IFO 

 
(A) Macroscopicamente, foi evidenciado aumento do volume da bexiga com hemorragia induzido por 
IFO (meio), em comparação com a bexiga do animal tratado com salina (esquerda). Por outro lado, 
alterações induzidas por IFO foram atenuadas com o pré-tratamento com Anakinra (à direita), (B, C, 
D) fotomicrografias de bexigas, HE, x40. (B) bexiga de animal que recebeu salina com urotélio 
intacto; (C) descamação do urotélio, edema (cabeça de seta), hemorragia (seta), a deposição de 
fibrina e infiltração leucocitária induzida por IFO; (D) efeitos deletérios da IFO foram amenizados com 
pré-tratamento com Anakinra. 
 

Tabela 1. Efeito do pré-tratamento com Anakinra nos escores macroscópicas e 

microscópicas de bexigas na CH induzida por IFO 

Grupos 
Escores macroscópicos Escores 

microscópicos Edema Hemorragia 

Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 

Ifosfamida 2(1-3)* 3(1-3)* 2(2-2)* 

Anakinra + Ifosfamida 0(0-2)# 0(0-2)# 1(1-2)# 
* p<0,05 quando comparado ao grupo salina e # p <0,05 quando comparado ao grupo tratado com 
ifosfamida por Kruskal-Wallis e teste de Dunn. 
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5.1.3 Efeito do pré-tratamento com Anakinra no infiltrado neutrofílico vesical e 
na hipernocicepção visceral  na CH induzida por IFO 
 

Na figura 16, pode-se observar que houve um aumento significativo no 

infiltrado de neutrófilos nas bexigas de animais tratados com IFO (2,84 ± 0,30 U/ mg 

de tecido) quando comparado aos animais controle que foram submetidos à uma 

injeção de salina (0,11 ± 0,11 U/ mg de tecido), e o pré-tratamento com Anakinra, 

por sua vez, foi capaz de inibir significativamente esse infiltrado neutrofílico (1,30 ± 

0,49 U/ mg de tecido). 

 

Figura 16 – Efeito do pré-tratamento com Anakinra sobre o infiltrado neutrofílico 

vesical induzido por IFO 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores de mieloperoxidase vesical após 12 h 
de injeção de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO (NaCl 0,9%, i.p. + 
Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.) Anakinra (anakinra 100 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). 
n=6/grupo. A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os valores 
significativos tinham *p< 0,05. 
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Segundo Wein et al., (2012) um dos principais sintomas referidos por 

pacientes com CH é a dor suprapúbica. Em concordância com esse fato, no modelo 

experimental de CH foi possível evidenciar, através de estímulo abdominal com 

analgesímetro digital, uma redução no limiar de nocicepção após 12 horas da 

injeção de IFO (6,76 ± 1,10 g) quando comparado aos animais controle (1,01 ± 0,72 

g). Essa redução do limiar de nocicepção foi significativamente atenuada com o uso 

do Anakinra (3,21 ± 1,05 g).  

 

Figura 17 – Efeito do pré-tratamento com Anakinra sobre hipernocicepção visceral 

induzida por IFO 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores de intensidade de nocicepção 
visceral após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO 
(NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.) Anakinra (anakinra 100 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 
mg/kg, i.p.). n=6/grupo. A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os 
valores significativos tinham *p< 0,05. 
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5.1.4 Efeito do pré-tratamento com Anakinra sobre a disfunção vesical “in 
vitro” e “in vivo”  na CH induzida por IFO 
 

Após a eutanásia dos animais, suas bexigas foram isoladas e 

estimuladas, primeiramente, com 60 mM de KCl e, em seguida, com concentrações 

crescentes de CCh (10-9 a 10-5 M), como mostrado na figura 18, evidenciando-se 

curvas concentração-resposta. Bexigas de animais tratados com salina obtiveram 

uma contração máxima de 285,62 ± 23,16 % da razão entre a contração observada 

com a maior concentração de CCh e a contração com 60 mM de KCl. O grupo que 

recebeu IFO, obteve uma razão máxima de 165,90 ± 23,16 %, valor 

significativamente menor que o apresentado pelos animais controle. Em contraste, o 

pré-tratamento com Anakinra preveniu significativamente a hiporresponsividade 

vesical induzida por IFO, correspondendo a 304,77 ± 47,87 %. 

 

Figura 18 – Efeito do pré-tratamento com Anakinra sobre a hiporresponsividade do 

músculo liso vesical induzida por IFO 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores de % da contração muscular máxima 
induzida por CCh dividido pela contração muscular induzida por 60mM de KCl após 12 h de injeção 
de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 
mg/kg, i.p.) Anakinra (anakinra 100 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). n=5/grupo. A análise 
estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 
0,05. 
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Na figura 19, estão apresentados traçados de urodinâmica dos animais. 

Os dados obtidos a partir desses traçados estão demonstrados na tabela 2. Nessa 

tabela, pode-se observar que o tempo de expulsão, a duração de contração, o limiar 

de pressão, a amplitude de pressão de gatilho e a pressão máxima intravesical não 

foram determinadas para o grupo de animais tratados com IFO, uma vez que os 

traçados desses animais não mostraram contrações típicas que pudessem ser 

associadas à micção. Por outro lado, a pressão intravesical de repouso dos animais 

que receberam apenas IFO (24,65 ± 8,52 cmH2O) foi significativamente maior que a 

do grupo controle (7,55 ± 2,78 cmH2O) e grupo Anakinra (10,91 ± 10,36 cmH2O) 

(FIGURA 19), estando estes dois últimos grupos, por sua vez, sem diferença 

significativa. Além disso, a frequência de micção dos animais tratados com IFO (1,04 

± 0,28 mic/ min) foi maior que no grupo controle (0,65 ± 0,25 mic/ min, p < 0,05) e no 

grupo Anakinra (0,55 ± 0,24 mic / min , p < 0,05). Embora o tempo de expulsão, a 

duração da contração e o limiar de pressão sejam significativamente iguais em 

animais que receberam apenas salina em comparação com aqueles que receberam 

Anakinra, existem diferenças significativas entre estes grupos quando analisada a 

amplitude de pressão de gatilho e a pressão máxima intravesical (FIGURA 19, 

TABELA 2). 
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Figura 19 – Efeito do pré-tratamento com Anakinra sobre o aumento da pressão 

intravesical induzida por IFO 

 
Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores de pressão intravesical após 12 h de 
injeção de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO (NaCl 0,9%, i.p. + 
Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.) Anakinra (anakinra 100 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). 
n=5/grupo. 
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Tabela 2. Parâmetros da cistometrografia durante o enchimento e esvaziamento em 

camundongos anestesiados 

Parâmetros Salina IFO Anakinra + IFO 

Tempo de expulsão 

(s) 

4,08 ± 2,44 - 5,74 ± 1,37 

Duração da 

contração (s) 

21,80 ± 7,93 - 20,45 ± 5,22 

Limiar de pressão 

(cmH2O) 

11,6 ± 2,63 - 16,29 ± 10,22 

Pressão de 

repouso (cmH2O) 

7,55 ± 2,78 24,65 ± 8,52 a 10,91 ± 10,36 b 

Amplitude de 

pressão de gatilho 

(cmH2O) 

41,52 ± 8,60 - 23,38 ± 12,42 c 

Pressão máxima 

intravesical 

(cmH2O) 

41,81 ± 10,94 - 25,27 ± 11,63 c 

Frequência de 

micção 

(micturition/min) 

0,65 ± 0,25 1,04 ± 0,28 a 0,55 ± 0,24 b 

a, p<0,05, versus controle, teste de Holm-Sidak; b, p<0,05, versus IFO, Holm-Sidak teste; c, p<0,05, 
versus controle, teste t de Student. 
 
 
5.1.5 Efeito da administração de Ifosfamida nos níveis vesicais de IL-1β  
 

Com o intuito de identificar o momento no qual a quantidade de IL-1β 

poderia estar alterada nas bexigas, IFO foi injetada em 4 grupos de animais, os 

quais foram sacrificados  em tempos diferentes, e quantificados os níveis de IL-1β. 

Esse experimento mostrou que houve um aumento significativo de IL-1β 3 horas 

após a injeção de IFO (250,80 ± 103,90 pg/mL) quando comparado ao tempo de 0h 

(42,59 ± 8,03 pg/mL) (FIGURA 20). 
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Figura 20 – Dosagem de IL-1β vesical 0, 3, 6 e 12 h após a injeção de ifosfamida 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores de IL-1β (pg/mL) após 0, 3, 6 e 12 h 
de injeção de Ifosfamida 400 mg/kg i.p. A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de 
Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05. 
 
 
5.1.6 Efeito da administração de Ifosfamida no PUV e parâmetros 
macroscópicos em camundongos C57BL/6 selvagens (wild type, WT) e 
knockout Caspase-1-/- ou IL-1R-/- 
 

A caspase-1 é um enzima que converte a pró-IL-1β em sua forma ativa, 

assim, sua deleção deveria causar uma prevenção da CH induzida por IFO, caso a 

IL-1β tenha um papel essencial na patogênese dessa doença. Contudo, ao utilizar 

animais knockout para caspase 1, observou-se aumento significativo de PUV (63,33 

± 7,16 mg/ 20 g de animal) quando comparado ao controle knockout tratado com 

salina (20,20 ± 0,91 mg/ 20 g de animal), apresentando também CH com hemorragia 

1[1-2] e edema 1[1-2] macroscópicos, e esses resultados foram semelhantes aos 

animais WT tratados com IFO que apresentaram PUV  de 55,25 ± 3,88 mg/ 20 g de 

animal, e escores de hemorragia de 2[1-2] e edema de 2[1-2] (FIGURA 21). 
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Figura 21 – Efeito da injeção de ifosfamida no PUV de animais WT e Caspase 1-/- 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores do PUV após 12 h de injeção de 
Ifosfamida. Grupos: WT Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), WT IFO (NaCl 0,9%, i.p. + 
Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.), CASP1-/- Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), CASP1-/- IFO (NaCl 
0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de 
Bonferroni. n=6/grupo.  Os valores significativos tinham *p< 0,05. 

 

Tabela 3. Escores macroscópicas de bexigas em modelo de CH induzida por IFO 

em camundongos C57BL/6 selvagens e Caspase-1-/- 

Animal Grupos 
Escores macroscópicos 

Edema Hemorragia 

WT 
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 

Ifosfamida 2 (1-2)* 2 (1-2)* 

Caspase-1-/- 
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 

Ifosfamida 1 (1-2)# 1 (1-2)# 
* p<0,05 quando comparado ao grupo  WT salina e # p<0,05 quando comparado ao grupo Caspase 
1-/- salina por Kruskal-Wallis e teste de Dunn. 

 

O receptor de IL-1, por sua vez, depende do estímulo de IL-1α ou IL-1β 

para dar início à transdução intracelular. Assim, os efeitos advindos da sua deleção 

podem estar relacionados a ausência de sinalização por uma dessas citocinas ou 

ambas. Como mostrado na figura 22, os animais knockout para IL-1R tem uma 

prevenção completa do aumento do PUV (24,52 ± 2,95 mg/ 20 g de animal  e dos 

parâmetros de hemorragia 0[0-1] e edema 0[0-1], de forma semelhante aos animais 

knockout que não receberam IFO, e significativamente menor que o PUV (45,95 ± 
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5,95 mg/ 20 g de animal), a hemorragia 2[1-2] e o edema 3[2-3] dos animais WT que 

receberam IFO. 

 

Figura 22 – Efeito da injeção de ifosfamida no PUV de animais WT e IL-1R-/- 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores do PUV após 12 h de injeção de 
Ifosfamida. Grupos: WT Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), WT IFO (NaCl 0,9%, i.p. + 
Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.), IL-1R-/- Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IL-1R-/- IFO (NaCl 0,9%, 
i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de 
Bonferroni. n=6/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05 IFO WT vs Salina WT. #IFO KO vs 
IFO WT. 
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Tabela 4. Escores macroscópicas de bexigas em modelo de CH induzida por IFO 

em camundongos WT e IL-1R-/- 

Animal Grupos 
Escores macroscópicos 

Edema Hemorragia 

WT 
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 

Ifosfamida 3 (2-3)* 2 (1-2)* 

IL-1R-/- 
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 

Ifosfamida 0 (0-1)# 0 (0-1)# 
* p<0,05 quando comparado ao grupo  WT salina e # p<0,05 quando comparado ao grupo IL-1R-/- 
salina e WT ifosfamida por Kruskal-Wallis e teste de Dunn. 
 
5.1.7 Efeito da administração de Ifosfamida na quantidade de neutrófilos e 
macrófagos nas bexigas de camundongos C57BL/6 WT e IL-1R-/- 
 

Como o tratamento prévio com Anakinra preveniu o aumento de MPO 

induzido por ifosfamida, investigamos através de citometria de fluxo a quantidade de 

neutrófilos presentes na bexiga em animais WT ou IL-1R-/-, buscando identificar se 

esse receptor estaria interferindo no infiltrado neutrofílico vesical induzido por IFO. 

Os camundongos WT e IL-1R-/- tratados com IFO apresentaram um aumento 

significativo no número de neutrófilos  (19,09 ± 4,61 x 103 células CD45+GR-1+) e 

(4,61 ± 1,11 x 103 células CD45+GR-1+), respectivamente, quando comparado aos 

animais WT e IL-1R-/- tratados com salina (1,96 ± 0,50 x 103 células CD45+GR-1+) e 

(0,94 ± 0,43 x 103 células CD45+GR-1+), respectivamente. No entanto, houve um 

aumento significativo no número de neutrófilos nas bexigas de animais WT tratados 

com IFO quando comparado aos animais IL-1R-/- tratados com IFO (FIGURA 23).  

A quantidade de macrófagos, por sua vez, nos animais WT tratados com 

IFO (4,48 ± 0,58 x 103 células CD45+F4/80+) está significativamente aumentada 

quando comparado ao grupo  WT tratado com salina (1,54 ± 0,42 x 103 células 

CD45+F4/80+). Por outro lado, não houve diferença significativa entre o número de 

macrófagos presentes nas bexigas de animais IL-1R-/- tratados com IFO (2,11 ± 0,46 

x 103 células CD45+F4/80+) e animais IL-1R-/- tratados com salina (1,20 ± 0,67 x 103 

células CD45+F4/80+). Além disso, observou-se um número significativamente maior 

de macrófagos no grupo WT tratado com IFO comparado ao grupo IL-1R-/- tratado 

com IFO (FIGURA 24). 
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Figura 23 –  Efeito da injeção de ifosfamida no número de neutrófilos nas bexigas de 

animais WT e IL-1R-/- 
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Os valores da figura (A) representam a média ± E.P.M. dos valores de células CD45+GR1+ presentes 
na bexiga após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: WT Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), 
WT IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.), IL-1R-/- Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, 
i.p), IL-1R-/- IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). A análise estatística foi feita por 
ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 0,05. n=6/grupo. Os 
valores da figura (B) estão representados em Dot Plot, mostrando a porcentagem de células CD45+ 
que são GR1+ ou GR1-. 
 
 

A 

B	  
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Figura 24 – Efeito da injeção de ifosfamida no número de macrófagos nas bexigas 
de animais WT e IL-1R-/- 
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Os valores da figura (A) representam a média ± E.P.M. dos valores de células CD45+F4/80+ 
presentes na bexiga após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: WT Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 
0,9%, i.p), WT IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.), IL-1R-/- Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ 
NaCl 0,9%, i.p), IL-1R-/- IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.).. A análise estatística foi 
feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 0,05. n=6/grupo. 
Os valores da figura (B) estão representados em Dot Plot, mostrando a porcentagem de células 
CD45+ que são F4/80+ ou F4/80-. 
 
 

A 
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5.2 Efeito do pré-tratamento com Infliximabe e papel da deleção genética 
dos receptor TNFR1 e TNFR2 na CH induzida por IFO 
 

5.2.1 Efeito do pré-tratamento com infliximabe sobre o PUV  e a 
permeabilidade na CH induzida por IFO 
 

Para avaliar os possíveis benefícios do Infliximabe nos animais 

submetidos à CH induzida por IFO, inicialmente, realizou-se o pré-tratamento com 

Infliximabe nas doses de 1,67, 5 e 15 mg/kg. 1 hora antes da administração de IFO. 

Foi observado que apenas a dose de 5 mg/kg (37,49 ± 3,26 mg/ 20 g de animal)  foi 

capaz de prevenir significativamente o aumento de PUV induzido por IFO (55,26 ± 

5,50 mg/ 20 g de animal (FIGURA 25). 

Estabeleceu-se, assim,  a dose de 5 mg/ Kg como padrão para os demais 

protocolos do modelo de CH induzida por IFO. Utilizando essa dose  foi possível 

também evidenciar uma inibição significativa do aumento da permeabilidade 

vascular vesical induzida por IFO (4,17 ± 0,33 µg/mL vs 9,33 ± 1,49 µg/mL). 

(FIGURA 26) 

 
Figura 25 – Efeito do pré-tratamento com múltiplas doses de Infliximabe sobre o 

aumento de PUV induzido por IFO 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores do PUV após 12 h de injeção de 
Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 
mg/kg, i.p.) Infliximabe (Infliximabe 1,67, 5 ou 15 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). A análise 
estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. n=6/grupo. Os valores significativos 
tinham *p< 0,05. 
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Figura 26 – Efeito do pré-tratamento com Infliximabe sobre o aumento de 

permeabilidade vesical induzido por IFO 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores do extravasamento de azul de Evans 
vesical após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO 
(NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.) Infliximabe (Infliximabe 5 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 
mg/kg, i.p.). A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. n=6/grupo. Os 
valores significativos tinham *p< 0,05. 

 

5.2.2 Efeito da administração prévia de Infliximabe sobre as alterações 
macroscópicas e microscópicas na CH induzida por IFO 
 

Na figura 27A, ao centro, observa-se uma bexiga de animal submetido à 

injeção de IFO, apresentando hemorragia e edema macroscópicos, os quais foram 

avaliados pelos escores de Gray et al., (1986) mostrados na tabela 5, com 

hemorragia 2[1-3] e edema 3[2-3] evidentes, contrastando com os escores de 

bexigas de animais  tratados com salina que tiveram suas bexigas 

macroscopicamente normais. Pro outro lado, o pré-tratamento com Infliximabe 

atenuou significativamente o edema vesical 1[1-2],  sem no entanto melhorar a efeito 

hemorragia 1[1-2].   

A análise histopatológica evidenciou mais uma vez CH nos animais 

submetidos ao tratamento com IFO (FIGURA 27C), no entanto, o uso de Infliximabe 

como pré-tratamento, diferentemente do que se preconizou no início da 

investigação, não foi capaz de atenuar os escores histopatológicos 2[1-2] quando 

comparado aos animais tratados apenas com IFO 2[2-2] (FIGURA 27D). 
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Figura 27 – Efeito do pré-tratamento com Infliximabe nas alterações macroscópicas 

e microscópicas na bexiga induzidas por IFO 

 
(A) Macroscopicamente, foi observado aumento do volume da bexiga com hemorragia induzido por 
IFO (meio), em comparação com a bexiga do animal tratado com salina (esquerda). Por outro lado, 
alterações induzidas por IFO foram atenuadas com o pré-tratamento com Infliximabe (à direita), (B, C, 
D) fotomicrografias de bexigas, HE, x40. (B) bexiga de animal que recebeu salina com urotélio 
intacto; (C) descamação do urotélio, edema, hemorragia induzida por IFO, sem atenuação com o pré-
tratamento com Infliximabe 5 mg/kg i.p. 
 

Tabela 5. Escores macroscópicas e microscópicas de bexigas em modelo de CH 

induzida por IFO e pré-tratamento com Infliximabe 

Grupos 
Escores macroscópicos Escores 

microscópicos Edema Hemorragia 

Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 

Ifosfamida 3(2-3)* 2(1-3)* 2(1-2)* 

Infliximabe + Ifosfamida 1(1-2)# 1(1-2)* 2(1-2)* 
* p<0,05 quando comparado ao grupo salina e # p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com 
ifosfamida por Kruskal-Wallis e teste de Dunn. 
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5.2.3 Efeito da administração prévia de Infliximabe sobre o infiltrado 
neutrofílico vesical e a hipernocicepção visceral  na CH induzida por IFO 
 

Como mostrado na figura 28, os níveis de MPO aumentaram 

significativamente nas bexigas dos animais tratados com IFO (2,18 ± 0,35 U/ mg de 

tecido) quando comparado ao grupo controle (0,54 ± 0,22 U/ mg de tecido), e o pré-

tratamento com Infliximabe não foi capaz de prevenir esse aumento do nível de 

MPO, ou seja, não evitou infiltrado neutrofílico vesical induzido por IFO (1,92 ± 0,27 

U/ mg de tecido), corroborando com os resultados anteriores da avaliação 

histopatológica. 

 

Figura 28 – Efeito do pré-tratamento com Infliximabe sobre o infiltrado neutrofílico 

vesical induzido por IFO 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores de mieloperoxidase vesical após 12 h 
de injeção de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO (NaCl 0,9%, i.p. + 
Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.) Infliximabe (Infliximabe 5 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). 
n=6/grupo. A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os valores 
significativos tinham *p< 0,05. 

 

Por outro lado, a redução no limiar de nocicepção após 12 horas da 

injeção de IFO (10,05 ± 0,55 g) quando comparado aos animais controle (1,76 ± 

0,87 g) foi significativamente melhorado com o pré-tratamento com Infliximabe (4,83 

± 0,80 g) (FIGURA 29). 
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Figura 29 – Efeito do pré-tratamento com Infliximabe sobre hipernocicepção visceral 

induzida por IFO 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores de intensidade de nocicepção 
visceral após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO 
(NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.) Infliximabe (Infliximabe 5 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 
mg/kg, i.p.). A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. n=6/grupo. Os 
valores significativos tinham *p< 0,05. 
 

5.2.4 Efeito da administração prévia de Infliximabe sobre a disfunção vesical 
“in vitro” na CH induzida por IFO 
 

Ao avaliar a contratilidade in vitro das bexigas de animais tratados com 

IFO, foi possível, mais uma vez, evidenciar uma hiporresponsividade ao estímulo 

com CCh, com uma contração máxima de 170,84 ± 27,64 % da razão contração 

máxima ao CCh pela contração com 60 mM de KCl, significativamente menor que a 

contração máxima dos músculos lisos das bexigas dos animais controle 281,18 ± 

50,12 %. Os animais que foram pré-tratados com Infliximabe, por sua vez, 

apresentaram hiporresponsividade semelhante aos animais tratados com IFO, com 

189,67 ± 20,32 % (FIGURA 30).  

Com isso, um novo grupo experimental não foi submetido ao protocolo de 

cistometrografia, uma vez que o Infliximabe não foi capaz de prevenir a 

hiporresponsividade do músculo liso vesical induzida por IFO. 
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Figura 30 – Efeito do pré-tratamento com Infliximabe sobre a hiporresponsividade do 

músculo liso vesical induzida por IFO 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores de % da contração muscular máxima 
induzida por CCh dividido pela contração muscular induzida por 60mM de KCl após 12 h de injeção 
de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 
mg/kg, i.p.) Infliximabe (Infliximabe 5 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). n=5/grupo. A análise 
estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 
0,05. 
 

5.2.5 Efeito da administração de Ifosfamida nos níveis vesicais de TNF-α 
 

Com o objetivo de identificar o momento no qual a quantidade de TNF-α 

poderia estar alterada nas bexigas, IFO foi injetada em 4 grupos de animais, os 

quais foram sacrificados em tempo diferentes, e quantificados os níveis de TNF-α. 

Esse experimento mostrou que houve um aumento significativo de TNF-α 3 horas 

após a injeção de IFO (399,60 ± 121,40 pg/mL) quando comparado ao tempo de 0h 

(42,73 ± 4,10 pg/mL) (FIGURA 31). 
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Figura 31 – Dosagem de TNF-α vesical 0, 3, 6 e 12 h após a injeção de ifosfamida 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores de TNF-α (pg/mL) após 0, 3, 6 e 12 h 
de injeção de Ifosfamida 400 mg/kg i.p. A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de 
Bonferroni. n=5/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05. 

 

5.2.6 Efeito do pré-tratamento com Infliximabe sobre a quantidade de 
neutrófilos e macrófagos nas bexigas de camundongos com CH induzida por 
IFO 
 

Com o intuito de investigar se algumas das principais células 

inflamatórias, como neutrófilos e macrófagos, estariam envolvidas na patogênese da 

CH, foi realizada citometria de fluxo, através da qual foi evidenciado um aumento 

vesical significativo no número de neutrófilos  (11,50 ± 2,56 x 103 células CD45+GR-

1+)  (FIGURA 32) e macrófagos (2,59 ± 0,17 x 103 células CD45+F4/80+) (FIGURA 

33) quando comparado ao grupo controle (0,82 ± 0,22 x 103 células CD45+GR-1+) e 

(0,71 ± 0,17 x 103 células CD45+F4/80+), respectivamente . Contudo, o pré-

tratamento com infliximabe não foi capaz de prevenir a infiltração vesical de 

neutrófilos (13,11 ± 2,51 x 103 células CD45+GR-1+) e macrófagos (2,92 ± 0,64 x 103 

células CD45+F4/80+). 
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Figura 32 – Efeito do pré-tratamento com Infliximabe sobre o aumento de neutrófilos 

na bexiga de animais tratados com IFO 
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Os valores da figura (A) representam a média ± E.P.M. dos valores de células CD45+GR1+ presentes 
na bexiga após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), IFO 
(NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.) Infliximabe (Infliximabe 5 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 400 
mg/kg, i.p.). A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni.  n=6/grupo. Os 
valores significativos tinham *p< 0,05. Os valores da figura (B) estão representados em Dot Plot, 
mostrando a porcentagem de células CD45+ que são GR1+ ou GR1- 
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Figura 33 – Efeito do pré-tratamento com Infliximabe sobre o aumento de 

macrófagos na bexiga de animais tratados com IFO 
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Os valores da figura (A) representam a média ± E.P.M. dos valores de células CD45+F4/80+ 
presentes na bexiga após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, 
i.p), IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.) Infliximabe (Infliximabe 5 mg/kg, i.p. + 
Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. 
n=6/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05. Os valores da figura (B) estão representados em 
Dot Plot, mostrando a porcentagem de células CD45+ que são F4/80+ ou F4/80- 
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5.2.7 Efeito da administração de Ifosfamida no peso úmido vesical e 
parâmetros macroscópicos em camundongos C57BL/6 WT e TNFR1-/- ou 
TNFR1/R2-/- 

 

Para investigar qual dos receptores de TNF poderia estar envolvido na 

patogênese da CH induzida por IFO, animais knockout para TNFR1 foram 

submetidos ao protocolo de indução de CH por IFO. Assim, foi observado que os 

animais TNFR1-/- que foram submetidos ao uso de IFO desenvolveram hemorragia 

2[1-2] e edema 1[1-2] (TABELA 6), com aumento de PUV (38,79 ± 3,21 mg/ 20 g de 

animal)  em comparação ao animal TNFR1-/- que recebeu salina, (20,06 ± 1,43 mg/ 

20 g de animal), contudo o valor observado para o PUV foi significativamente menor 

quando comparado aos animais WT que receberam IFO (52,51 ± 1,13 mg/ 20 g de 

animal) (FIGURA 34).  

 

Figura 34 – Efeito da injeção de IFO no PUV de animais WT e TNFR1-/- 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores do PUV após 12 h de injeção de 
Ifosfamida. Grupos: WT Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), WT IFO (NaCl 0,9%, i.p. + 
Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.), TNFR1-/- Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), TNFR1-/- IFO (NaCl 
0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). n=6/grupo. A análise estatística foi feita por ANOVA seguida 
do teste de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 0,05. 
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Tabela 6. Escores macroscópicas de bexigas em modelo de CH induzida por IFO 

em camundongos C57BL/6 selvagens e TNFR1-/- 

Animal Grupos 
Escores macroscópicos 

Edema Hemorragia 

WT 
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 

Ifosfamida 1 (1-2)* 2 (2-2)* 

TNFR1-/- 
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 

Ifosfamida 1 (1-2)# 2 (1-2)# 

* p<0,05 quando comparado ao grupo  WT salina e # p<0,05 quando comparado ao grupo TNFR1-/- 
salina por Kruskal-Wallis e teste de Dunn. 

 

Ao utilizar animais knockout para TNFR1 e TNFR2, intrigantemente, foi 

evidenciado que os animais TNFR1/R2-/- tratados com IFO apresentavam 

hemorragia 3[3-3] e edema 3[3-3] significativamente mais intensos que os animais 

WT tratados com IFO, os quais apresentaram hemorragia de 2[2-2] e edema de 1[1-

2] (TABELA 7). Além disso, os animais TNFR1/R2-/-  tratados com IFO apresentaram 

um aumento de PUV (80,89 ± 4,91 mg/ 20 g de animal)  em comparação ao animal 

TNFR1-/- que recebeu salina, (20,36 ± 1,54 mg/ 20 g de animal), e aos animais WT 

que receberam IFO (52,51 ± 1,13 mg/ 20 g de animal) (FIGURA 35).  
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Figura 35 – Efeito da ifosfamida no PUV de animais WT e TNFR1/R2-/- 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores do PUV após 12 h de injeção de 
Ifosfamida. Grupos: WT Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), WT IFO (NaCl 0,9%, i.p. + 
Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.), TNFR1/R2-/- Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), TNFR1/R2-/- IFO 
(NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.). A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do 
teste de Bonferroni. n=6/grupo. Os valores significativos tinham *p< 0,05. 

 

Tabela 7. Escores macroscópicas de bexigas em modelo de CH induzida por IFO 

em camundongos C57BL/6 selvagens e TNFR1/R2-/- 

Animal Grupos 
Escores macroscópicos 

Edema Hemorragia 

WT 
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 

Ifosfamida 1 (1-2)* 2 (2-2)* 

TNFR1/R2-/- 
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 

Ifosfamida 3 (3-3)# 3 (3-3)# 

* p<0,05 quando comparado ao grupo  WT salina e # p<0,05 quando comparado ao grupo 
TNFR1/R2-/- salina e WT ifosfamida por Kruskal-Wallis e teste de Dunn. 
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5.2.8 Efeito da administração prévia de Infliximabe sobre o peso úmido 
vesical camundongos TNFR1/R2-/- 

 

Com o intuito de investigar se o aumento no PUV nos animais TNFR1/R2-

/- seria dependente da ligação do TNF a outros receptores, realizamos um pré-

tratamento com Infliximabe nos animais TNFR1/R2-/- que seriam submetidos a 

injeção de IFO. Contudo, não evidenciamos prevenção no aumento do PUV do 

grupo pré-tratado com Infliximabe  (92,20 ± 1,58 mg/ 20 g de animal) versus o grupo 

tratado com IFO (100,40 ± 3,78 mg/ 20 g de animal) (FIGURA 36). 

 

Figura 36 – Efeito do pré-tratamento com Infliximabe sobre o aumento do PUV de 

animais TNFR1/R2-/- tratados com IFO 
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Os valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores do PUV após 12 h de injeção de 
Ifosfamida. Grupos: TNFR1/R2-/-Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), TNFR1/R2-/- IFO (NaCl 
0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.) TNFR1/R2-/- Infliximabe (Infliximabe 5 mg/kg, i.p. + Ifosfamida 
400 mg/kg, i.p.). n=6/grupo. A análise estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. 
n=4/grupo.  Os valores significativos tinham *p< 0,05. 
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5.2.9 Efeito da administração de Ifosfamida na quantidade de neutrófilos e 
macrófagos em bexigas de camundongos C57BL/6 selvagens e TNFR1-/- ou 
TNFR1/R2-/- 

 

A despeito de não ter sido encontrada interferência do Infliximabe no 

infiltrado vesical de neutrófilos induzidos por IFO através do ensaio de MPO, 

realizamos citometria de fluxo de bexigas de animais WT ou TNFR1-/- ou TNFR1/R2-

/- na tentativa de evidenciar se algum desses receptores estaria interferindo 

especificamente na infiltração neutrofílica induzida por IFO. Os camundongos 

TNFR1-/- e TNFR1/R2-/- tratados com IFO apresentaram um aumento no número de 

neutrófilos  (13,65 ± 2,76 x 103 células CD45+GR-1+)  (FIGURA 37) e (17,35 ± 0,82 x 

103 células CD45+GR-1+) (FIGURA 39), respectivamente, quando comparado aos 

animais TNFR1-/- e TNFR1/R2-/- tratados com salina (1,05 ± 0,16 x 103 células 

CD45+GR-1+) e (4,51 ± 1,40 x 103 células CD45+GR-1+), respectivamente. Contudo, 

quando comparado os animais WT e knockout tratados com IFO, não houve 

diferença significativa do número de neutrófilos por bexiga.  

A quantidade de macrófagos nos animais TNFR1-/-  tratados com IFO 

(2,24 ± 0,26 x 103 células CD45+F4/80+) está aumentada quando comparado ao 

grupo knockout tratado com salina (1,16 ± 0,23 x 103 células CD45+F4/80+), porém 

sem diferença significativa quando comparado com o número de macrófagos nas 

bexigas dos animais WT tratados com IFO (2,59 ± 0,74 x 103 células CD45+F4/80+) 

(FIGURA 38). Já os animais TNFR1/R2-/- tratados ou não com IFO apresentaram 

quantidades semelhantes de macrófagos vesicais  (4,57 ± 0, 70 x 103 células 

CD45+F4/80+) e (4,24 ± 1,59 x 103 células CD45+F4/80+), respectivamente, e essas 

quantidades não tiveram diferença significativa quando comparado ao grupo WT 

tratado com IFO (2,59 ± 0,74 x 103 células CD45+F4/80+), contudo com aumento 

significativo quando comparado aos animais WT tratados com salina (0,71 ± 0,17 x 

103 células CD45+F4/80+) (FIGURA 40). 
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Figura 37 – Efeito da injeção de ifosfamida no número de neutrófilos nas bexigas de 

animais WT e TNFR1-/- 
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Os valores da figura (A) representam a média ± E.P.M. dos valores de células CD45+GR1+ presentes 
na bexiga após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: WT Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), 
WT IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.), TNFR1-/- Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, 
i.p), TNFR1-/- IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.).. A análise estatística foi feita por 
ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 0,05. n=6/grupo. Os 
valores da figura (B) estão representados em Dot Plot, mostrando a porcentagem de células CD45+ 
que são GR1+ ou GR1-. 

A 
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Figura 38 – Efeito da injeção de ifosfamida no número de macrófagos nas bexigas 

de animais WT e TNFR1-/- 
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Os valores da figura (A) representam a média ± E.P.M. dos valores de células CD45+F4/80+ 
presentes na bexiga após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: WT Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 
0,9%, i.p), WT IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.), TNFR1-/- Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ 
NaCl 0,9%, i.p), TNFR1-/- IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.).. A análise estatística foi 
feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 0,05. n=6/grupo. 
Os valores da figura (B) estão representados em Dot Plot, mostrando a porcentagem de células 
CD45+ que são F4/80+ ou F4/80-. 
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Figura 39 – Efeito da injeção de ifosfamida no número de neutrófilos nas bexigas de 

animais WT e TNFR1/R2-/- 

	  

0

5

10

15

20 #

*

Salina IFO Salina IFO

WT TNFR1R2-/-

C
él

ul
as

 C
D

45
+  G

R
-1

+   
(x

10
 3 )

 

 

Os valores da figura (A) representam a média ± E.P.M. dos valores de células CD45+GR1+ presentes 
na bexiga após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: WT Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), 
WT IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.), TNFR1/R2-/- Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 
0,9%, i.p), TNFR1/R2-/- IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.).. A análise estatística foi 
feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 0,05. n=6/grupo. 
Os valores da figura (B) estão representados em Dot Plot, mostrando a porcentagem de células 
CD45+ que são GR1+ ou GR1-. 
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Figura 40 – Efeito da injeção de ifosfamida no número de macrófagos nas bexigas 

de animais WT e TNFR1/R2-/- 
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Os valores da figura (A) representam a média ± E.P.M. dos valores de células CD45+F4/80+ 
presentes na bexiga após 12 h de injeção de Ifosfamida. Grupos: WT Salina (NaCl 0,9%, i.p.+ NaCl 
0,9%, i.p), WT IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.), TNFR1/R2-/- Salina (NaCl 0,9%, 
i.p.+ NaCl 0,9%, i.p), TNFR1/R2-/- IFO (NaCl 0,9%, i.p. + Ifosfamida 400 mg/kg, i.p.).. A análise 
estatística foi feita por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Os valores significativos tinham *p< 
0,05. n=6/grupo. Os valores da figura (B) estão representados em Dot Plot, mostrando a porcentagem 
de células CD45+ que são F4/80+ ou F4/80-. 
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6 DISCUSSÃO 
 

Clinicamente, a inflamação aguda é caracterizada por cinco sinais 

cardinais: rubor, calor, inchaço, dor e perda de função. Os quatro primeiros foram 

descritos por Celsius (cerca de 30 a.C. a 38 d.C.), o quinto foi posteriormente 

adicionado por Virchow, no século XIX (PLYTYCZ; SELJELID, 2003). Sendo a cistite 

hemorrágica consequente ao uso clínico das oxazafosforinas uma doença 

inflamatória aguda, há a presença de características semelhantes às descritas há 

séculos, com disúria (dor ao urinar), dor suprapúbica, hematúria, edema vesical e 

polaciúria (WEIN et al., 2012). Desde algum tempo, assume-se que esse processo 

inflamatório vesical é desencadeado pelo contato entre a acroleína, metabólito 

urotóxico das oxazafosforinas, e as células do urotélio (COX, 1979). A partir de 

então, ocorre a participação de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-1β), as quais 

parecem ser os pivôs da patogênese da cistite hemorrágica (GOMES et al., 1995; 

RIBEIRO et al., 2002). 

O Laboratório de Farmacologia da Inflamação e do Câncer (LAFICA) da 

Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará foi, sem dúvida, o 

pioneiro na investigação dos mediadores inflamatórios envolvidos na patogênese  da 

cistite hemorrágica. Dessa forma, em 1995, Gomes et al. evidenciaram, pela 

primeira vez, a participação de citocinas pró-inflamatórias, TNF-α e IL-1β, na 

patogênese da CH induzida por ciclofosfamida. Essa evidência experimental foi 

baseada no fato de que eventos inflamatórios associados à CH de camundongos 

foram atenuados  através do pré-tratamento dos animais com antissoros anti-TNF-α 

e anti-IL-1β. Posteriormente, o mesmo grupo viria a reiterar tal evidência, por sua 

vez, com um modelo experimental de CH induzida por ifosfamida em camundongos, 

em que, além do pré-tratamento  com anticorpos anti-TNF-α e anti-IL-1β, os autores 

lançaram mão de ferramentas farmacológicas, tais como inibidores não seletivos da 

síntese de TNF-α e IL-1β  (pentoxifilina) ou seletivos da síntese de TNF-α 

(talidomida), os quais foram capazes de atenuar significativamente a CH (RIBEIRO 

et al., 2002).  

Corroborando com esses estudos, o presente trabalho forneceu 

evidências experimentais as quais mostram que o antagonista do receptor de IL-1 

(anakinra) foi capaz de inibir os parâmetros inflamatórios, a  hipernocicepção e 

também a disfunção vesical, que se seguem à injeção de ifosfamida. Além disso, o 
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anticorpo monoclonal anti-TNF (Infliximabe) foi capaz de inibir o edema vesical e a 

hipernocicepção induzidos por ifosfamida. Finalmente, com o intuito de estudar quais 

receptores estariam envolvidos na patogênese da CH, o presente trabalho 

evidenciou também a importância do receptor de IL-1 (IL-1R), e dos receptores de 

TNF (TNFR1 e TNFR2) na CH, através do uso de animais geneticamente 

modificados com deleção dos genes responsáveis pela produção desses receptores. 

IL-1 é pertencente a uma família de citocinas inflamatórias composta por 

9 membros, incluindo IL-1β , IL-1α , IL-18 e IL-33. IL-1β pode ser produzida por 

macrófagos, células endoteliais, fibroblastos e células musculares lisas, e está 

envolvida na resposta inflamatória aguda (DINARELLO 2011b). Em experimentos in 

vitro, utilizando cultura de células endoteliais, a adição de IL-1β é capaz de causar 

aumento de permeabilidade de forma dose dependente (PUHLMANN et al., 2005). 

Esse aumento de permeabilidade vascular in vitro inicia-se com 15 minutos após o 

acréscimo de IL-1β no meio de cultura, e é mediado por proteínas da via de 

sinalização dependente de IL-1R-MyD88-NF-κB (ZHU et al., 2012). Similarmente, IL-

1α é capaz de promover aumento de permeabilidade vascular, de forma dose-

dependente, em experimentos in vitro utilizando células endoteliais (ROYALL et al., 

1989). 

Em experimentos in vivo, utilizando coelhos, Goldblum et al. (1989) 

realizaram infusões endovenosas de IL-1β ou IL-1α recombinantes humanas, e 5 

horas depois evidenciaram nos pulmões dos animais que receberam qualquer uma 

das citocinas, edema perivascular, lesão endotelial e extravasamento de líquido. 

Corroborando com esse trabalho, Ganter et al. (2008), utilizando modelo 

experimental de lesão aguda pulmonar por adenovírus em camundongos, 

evidenciaram um aumento de permeabilidade vascular e edema nos pulmões de 

animais que receberam adenovírus geneticamente modificado para expressar IL-1β 

humano, quando comparado aos animais que receberam o adenovírus selvagem. 

Adicionalmente, em modelo de artrite induzida por colágeno em camundongos, o 

qual cursa com edema articular, há um aumento de IL-1β (ZHU et al., 2012), e o 

tratamento com anakinra é capaz de atenuar esse edema articular (LIU et al., 2012). 

Na presente investigação, foi mostrado aumento do edema vesical em 

animais submetidos à injeção de IFO, evidenciado através de parâmetros 

macroscópicos e microscópicos, aumento do peso úmido vesical e aumento do 

extravasamento vesical de azul de Evans. O pré-tratamento com anakinra 100 
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mg/kg, por sua vez, atenuou todos esses parâmetros de mensuração de edema 

vesical, apontando para a relevância de IL-1β e/ou IL-1α na formação do edema 

vesical, bem como para a eficácia de anakinra em inibir esse processo. 

Outra importante característica inflamatória relacionada à IL-1, é sua 

capacidade de induzir migração de neutrófilos. Em experimentos in vitro, utilizando 

monocamada de células endoteliais humanas, Moser et al. (1989) evidenciaram a 

migração de neutrófilos através da camada de células endoteliais quando o meio de 

cultura foi estimulado com IL-1. Em experimentos in vivo, Faccioli et al. (1990) 

demonstraram que injeções intraperitoneais de IL-1β ou IL-1α eram capazes de 

induzir migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal. Tal efeito, entretanto, 

parecia ser absolutamente dependente da presença de células peritoneais 

residentes, uma vez que a depleção dessas células pela lavagem prévia da 

cavidade peritoneal dos animais e o aumento da população dessas células 

residentes, principalmente macrófagos, pelo tratamento prévio com tioglucolato, 

promoveram inibição e potenciação da migração de neutrófilos, respectivamente. 

Posteriormente, Ribeiro et al. (1991) evidenciaram que a migração de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal induzida por IL-1 era, de fato, dependente da 

presença de macrófagos residentes.  

No trabalho ora em discussão, observou-se que nas bexigas de animais 

tratados com IFO houve um aumento de MPO, sugerindo ter ocorrido infiltração de 

neutrófilos. Quando utilizado o pré-tratamento com anakinra, houve uma clara 

diminuição na quantidade de MPO, demonstrando a importância da sinalização de 

IL-1, via seu receptor, na migração de neutrófilos para a bexiga urinária de animais 

tratados com IFO e a relevância do anakinra, como antagonista do receptor de IL-1, 

no bloqueio da CH. 

IL-1β e IL-1α também estão historicamente relacionadas ao processo de 

dor. Apesar de atuarem no mesmo receptor e terem atividades biológicas 

semelhantes, a sequência de aminoácidos das duas moléculas tem apenas 26% de 

homologia. Assim sendo, Ferreira et al. (1988) evidenciaram que IL-1β, injetado 

sistemicamente em ratos, apresenta uma atividade hiperalgésica cerca de 3000 

vezes maior que IL-1α. Com isso, os autores investigaram qual a região da molécula 

de IL-1β seria capaz de induzir hiperalgesia e desenvolveram um tripeptídeo análogo 

capaz de antagonizar a hiperalgesia induzida por IL-1β e por carragenina. O KdPT, 
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como foi chamado pelos autores, foi uma das primeiras terapias alvo direcionada a 

uma citocina.  

Corroborando com o trabalho de Ferreira et al. (1988), Cunha et al. (1991) 

demonstraram que IL-1β quando injetada na pata de ratos era capaz de reduzir o 

limiar nociceptivo a estímulos mecânicos, e Cunha et al. (2000) observaram que IL-

1ra injetado concomitantemente nas patas dos ratos era capaz de inibir a resposta 

hiperalgésica à IL-1β de forma dose-dependente, além de inibir a hiperalgesia 

plantar causada pela injeção intraplantar de LPS, carragenina, bradicinina ou TNF-α.  

Há dados na literatura que dão conta de que a hipernocicepção associada 

à IL-1 pode estar associada ao aumento de expressão de cicloxigenase-2 e 

consequentemente a níveis aumentados de prostaglandina E2 no sistema nervoso 

central (SAMAD et al., 2001). O grupo do LAFICA acrescentou nova contribuição 

nesse mister, ao demonstrar que a enzima cicloxigenase-2 encontrava-se expressa 

em níveis aumentados na CH, e parecia desempenhar um papel importante na 

patogênese da CH induzida por IFO, uma vez que inibidores seletivos dessa enzima 

são capazes de atenuar os eventos inflamatórios observados na CH (MACEDO et 

al., 2008a). Além disso, Miki et al. (2011) evidenciaram que o uso de um inibidor do 

receptor EP1 de prostaglandinas (ONO-8130) foi capaz de atenuar a 

hipernocicepção visceral causada por ciclofosfamida.  

Nessa perspectiva, diversos trabalhos demonstraram que a CH 

experimental induzida por oxazafosforinas está acompanhada de hipernocicepção 

visceral (DORNELLES et al., 2014; LIMA-JUNIOR et al., 2007; MIKI et al., 2011; 

PEREIRA et al., 2013). Seguindo essa lógica, o presente trabalho evidenciou a 

ocorrência de hipernocicepção visceral induzida por IFO e a eficácia do pré-

tratamento com Anakinra na prevenção desse evento. Assim, é bem possível que o 

Anakinra, ao bloquear o receptor de IL-1, promova inibição da expressão de COX-2, 

com consequente inibição da liberação de PGE2 e da ativação de EP1. 

Outro problema clínico proeminentemente  presente na CH é a disfunção 

contrátil da bexiga, que culmina com sintomas clínicos de disúria e polaciúria. No 

sentido de melhor compreender os mecanismos envolvidos na disfunção contrátil 

como consequência do processo inflamatório da CH, a literatura registra diversos 

estudos que vão desde experimentos com cultura de células musculares lisas 

vesicais até experimentos de urodinâmica em animais anestesiados.  
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Nesse contexto, Johansson et al.  (2002) realizaram experimentos com 

culturas primárias de células musculares de bexiga, e evidenciaram um aumento da 

enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e de óxido nítrico (NO), quando essas 

células eram estimuladas com IL-1β. Posteriormente, o mesmo grupo de 

pesquisadores (JOHANSSON et al.,  2003) estimulou tecidos musculares de bexigas 

com IL-1β e TNF-α por 24 horas e avaliou a resposta contrátil a estímulos elétricos 

ou ao carbacol. Nesse estudo, foi evidenciado uma hiporresponsividade da 

musculatura lisa vesical aos estímulos elétricos nos tecidos pré-incubados com as 

citocinas, contudo, a resposta ao carbacol permaneceu inalterada (JOHANSSON et 

al., 2003). 

 Considerando o importante papel de IL-1β e TNF-α na CH induzida por 

oxazafosforinas (GOMES et al., 1995; RIBEIRO et al., 2002) e a capacidade de 

ambas em estimular iNOS (RIBEIRO et al., 2002), esses trabalhos (JOHANSSON et 

al.,  2002; JOHANSSON et al.,  2003) estão  em plena sintonia com o dados obtidos  

por Macedo et al. (2011), os quais demonstraram  que o tratamento com ifosfamida 

400 mg/kg leva a uma  hiporresponsividade do músculo detrusor a estímulos como 

cloreto de potássio e carbacol. Em outro estudo, no qual se utilizou o modelo 

experimental de cistite induzida por injeção intravesical de acroleína, observou-se 

uma hiporresponsividade do tecido muscular a estímulos elétricos, a qual era 

prevenida com inibidores de iNOS (WANG et al., 2013). 

O presente estudo, por sua vez, mostrou uma hiporresponsividade vesical 

nos animais tratados com IFO, detectada através de estímulo vesical com carbacol. 

Provavelmente, as diferenças entre os resultados aqui apresentados e aqueles de 

Johansson et al. (2003), os quais realizaram pré-incubação de tecido vesical com IL-

1β e TNF-α, sejam consequentes a uma maior quantidade de mediadores 

envolvidos na CH induzida por IFO, os quais podem agir com sinergismo na 

produção da hiporresponsividade. Outra possibilidade seria que o tempo e a 

concentração das citocinas na pré-incubação produzida por Johansson et al. (2003) 

poderiam não ser suficientes para modificar o tecido muscular vesical.  

Além disso, intrigantemente, Haddad et al. (1996), em um estudo in vitro 

utilizando fibroblastos, evidenciou que a adição de IL-1β e TNF-α  foi capaz de 

induzir downregulation  dos receptores muscarínicos M2. Em outro trabalho, foi 

evidenciado downregulation dos receptores M2 e M3 no modelo de CH induzida por 

ciclofosfamida (KAGEYAMA et al., 2008), mostrando que é possível que essa 
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redução de receptores seja consequente à liberação de IL-1β e TNF-α na 

patogênese da CH. Esses trabalhos corroboram com a investigação ora 

apresentada, uma vez que essa redução nos receptores pode se relacionar à 

hiporresponsividade do músculo detrusor em resposta ao estímulo com carbacol, e o 

pré-tratamento com anakinra, por sua vez, foi capaz de prevenir a disfunção do 

músculo vesical, provavelmente por prevenir o downregulation  dos receptores 

muscarínicos. 

A hiperatividade do músculo detrusor induzida por IFO repercute com a 

urodinâmica dos animais. No presente trabalho, observou-se aumento da pressão 

intravesical nos animais tratados com IFO, com aumento da frequência de micção. 

Corroborando com esse resultado, Macedo et al. (2011) evidenciaram semelhantes 

alterações, utilizando modelo experimental de CH induzida por IFO em ratos Wistar. 

Adicionalmente, observou-se uma melhora dos padrões urodinâmicos dos animais 

com pré-tratamento com inibidores da cicloxigenase, indometacina e etoricoxibe 

(MACEDO et al., 2011). Alguns outros trabalhos realizaram avaliação urodinâmica 

dias após a injeção de outra oxazafosforina, a ciclofosfamida (CHUANG et al.,  2009; 

KIUCHI et al., 2009), e evidenciaram uma hiperatividade do músculo detrusor. 

Além disso, o pré-tratamento com anakinra foi capaz de atenuar as 

alterações presentes à cistometrografia quando comparado aos animais tratados 

com IFO. A despeito dessa avaliação urodinâmica tardia, Kiuchi et al. (2009) 

evidenciaram melhora da função vesical ao fazer um tratamento com um inibidor de 

NF-kB, corroborando com o resultado do presente trabalho, uma vez que a via de 

sinalização desencadeada por IL-1 regula positivamente NF-kB (DINARELLO, 

2011a). 

O mecanismo de ação do anakinra consiste no antagonismo do receptor 

IL-1R, inibindo a ligação entre o receptor e os ligantes IL-1α e IL-1β, a qual 

desencadeia uma via de sinalização à jusante responsável pelos efeitos biológicos 

da IL-1 (DINARELLO, 2011a). Com isso, a identificação do momento no qual os 

níveis dessas citocinas estão aumentados na patogênese da CH induzida por 

oxazafosforinas é essencial. Em experimento de CH induzida por ciclofosfamida em 

ratos, observou-se um aumento da expressão de RNAm vesical de IL-1β a partir da 

quarta hora, o qual se manteve aumentado até o décimo dia após a injeção de 

ciclofosfamida 150 mg/kg i.p. A IL-1α, por outro lado, não apresentou aumento de 

RNAm vesical nos momentos avaliados (4h, 48h e 10 dias após a injeção de IFO) 
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(MALLEY; VIZZARD, 2002). Em outro trabalho, o qual utilizou o mesmo protocolo de 

indução de cistite do anterior, foi avaliado os níveis de citocinas presentes na urina 

dos animais nos tempos 0, 2, 4, 6 e 10 horas após a injeção de ciclofosfamida. 

Observou-se um aumento nos níveis de IL-1α a partir da quarta hora, o qual se 

manteve até a décima hora, e os níveis de IL-1β aumentaram significativamente 

apenas na quarta hora avaliada (SMALDONE et al., 2009). 

O precursor de IL-1α está constitutivamente presente nas células 

epiteliais que revestem a mucosa vesical, assim como nas células endoteliais 

(DINARELLO et al., 2012), com isso, a lesão vesical induzida pela acroleína no 

modelo de CH induzida por oxazafosforina pode cursar com morte celular, como 

mostrado por Zupancic et al. (2008), com a consequente liberação de IL-1α na urina. 

Em concordância com esse fato, foi mostrado por Chen et al. (2007) que células em 

necrose injetadas na cavidade peritoneal eram capazes de induzir migração de 

neutrófilos, e esta migração era inibida por anticorpo anti-IL-1α, mas não por anti-IL-

1β, sugerindo, portanto, que as células em necrose liberam IL-1α e não α IL-1β.  

Outro estudo realizou experimento in vivo com injeções subcutâneas de 

matrigel contendo lisados de células necróticas e apoptóticas para avaliar a 

migração celular. Foi evidenciado que células necróticas presentes no matrigel eram 

capazes de recrutar células de linhagem mielóide, e quando se utilizou anticorpo 

anti-IL-1α, as células necróticas eram incapazes de recrutar tais células. Em 

contrapartida, os lisados de células apoptóticas, as quais não liberam seu conteúdo 

intracelular quando morrem,  eram incapazes de recrutar células (COHEN et al., 

2010). Assim, sugeriu-se que o conteúdo intracelular liberado pelas células 

necróticas era capaz de recrutar células por um mecanismo dependente de IL-1α. 

Este mesmo grupo evidenciou posteriormente que, a despeito de IL-1α ser pivô na 

iniciação da inflamação com estímulo de células necróticas, a IL-1β é importante na 

manutenção da inflamação através do recrutamento constante de macrófagos 

(RIDER et al., 2011). 

A IL-1β precisa de uma reação catalisada pela caspase-1 para que haja a 

sua formação a partir da pró-IL-1β. Essa reação deve estar ocorrendo, sobretudo na 

camada submucosa, por isso, pode estar havendo uma menor concentração urinária 

dessa proteína, quando comparado à IL-1α (SMALDONE et al., 2009). Por outro 

lado, quando se atenta para a expressão de RNAm, ocorre um aumento de 

expressão de IL-1β já na quarta hora, algo não observado com a IL-1α (MALLEY; 
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VIZZARD, 2002), talvez pelo constante estímulo da produção de IL-1β no processo 

inflamatório (DINARELLO et al., 2012). No presente estudo, avaliou-se os níveis de 

IL-1β  no tecido vesical nas horas 0, 3, 6 e 12, e observou-se o aumento de seus 

níveis ocorrem apenas na terceira hora após a injeção de IFO, fato este, em sintonia 

com a literatura. 

Com o intuito de avaliar especificamente a importância do IL-1β  na 

patogênese da CH induzida por IFO, utilizou-se animais geneticamente modificados 

com deleção do gene responsável pela produção de caspase-1. Assim, os animais 

knockout para caspase-1 não apresentaram  prevenção ou mesmo atenuação do 

edema e/ou da hemorragia quando comparados aos animais selvagens. Com isso, 

os eventos vesicais protegidos com o uso de anakinra parecem não depender 

apenas de IL-1β, mas também da ação de IL-1α. 

Foram utilizados também animais knockout para o gene que codifica a 

proteína IL-1R, para estudar se os efeitos advindos do anakinra seriam compatíveis 

com a ausência desse receptor. Com isso, observou-se que os animais IL-1R-/- 

apresentaram uma prevenção completa da lesão vesical, no tocante aos parâmetros 

de edema e hemorragia. Esses animais também obtiveram uma inibição no infiltrado 

vesical de neutrófilos e macrófagos, fato este que corrobora com a literatura 

(COHEN et al., 2010; RIDER et al., 2011) no tocante a inibição do infiltrado celular 

ao se inibir a via de IL-1, e acentua a possibilidade da participação de IL-1α como 

um gatilho para a ativação da cascata inflamatória na CH induzida por IFO. 

Ainda remetendo-se aos trabalhos desenvolvidos pelo grupo do 

Laboratório de Farmacologia da Inflamação e do Câncer (LAFICA), GOMES et al., 

(1995) e RIBEIRO et al., (2002) demonstraram que o TNF-α  desempenha um 

importante papel na gênese da CH induzida por oxazafosforinas. 

O TNF-α é uma citocina que regula vários processos da resposta imune e 

faz parte de uma família de citocinas, dentre elas, TNF-α, TNF-β ou linfotoxina-α, e 

linfotoxina-β. A sinalização do TNF ocorre através da ativação de dois receptores 

(TNFR1 e TNFR2) (ZELOVÁ; HOŠEK, 2013). 

Assim como a IL-1, o TNF-α é capaz de produzir aumento de 

permeabilidade vascular em modelos in vitro utilizando células endoteliais 

(HOFMANN et al., 2002; ROYALL et al., 1989). As células polimorfonucleares 

quando adicionadas ao meio de cultura de células endoteliais também induzem 

aumento de permeabilidade, o qual é intensificado quando as células endoteliais 
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ficam em contato prévio com TNF-α (GIBBS et al., 1990). Em experimentos in vivo, a 

injeção endovenosa de TNF-α foi capaz de aumentar a permeabilidade vascular em 

pulmões de ovelhas (REDL et al., 1990) e pulmões de ratos, e nesses últimos induz 

também um processo inflamatório pulmonar (BARTON-PAI et al., 2011). Em outro 

estudo, foi realizado um modelo experimental de otite média em ratos, o qual cursa 

com inflamação e aumento de permeabilidade vascular na orelha média, e foi 

testada a eficácia do tratamento com infliximabe, mostrando uma redução da 

permeabilidade vascular (LEE et al., 2008).  

Gomes et al. (1995), por sua vez, evidenciou redução de permeabilidade 

vascular nas bexigas de camundongos submetidos à CH por ciclofosfamida de 

animais que eram pré-tratados com antissoro anti-TNF-α, e, corroborando com esse 

achado, Ribeiro et al. (2002) encontraram resultado semelhante de redução da 

permeabilidade vesical em modelo de CH induzida por IFO ao realizar o pré-

tratamento com anticorpo anti-TNF-α e talidomida (inibidor da síntese de TNF-α). 

Similarmente, o presente estudo investigou o efeito do pré-tratamento com o 

infliximabe no edema vesical induzido por IFO, e observou-se que, quando utilizada 

a dose de 5 mg/kg de infliximabe, houve uma redução do peso úmido vesical, 

redução nos parâmetros macroscópicos de edema e do extravasamento vascular 

por azul de Evans. 

Assim como a IL-1, o TNF possui a característica de induzir migração de 

neutrófilos. Esse fato foi demonstrado in vitro, através da indução de migração de 

neutrófilos quando se adicionava TNF em ao meio de cultura contendo células 

endoteliais humanas (MOSER et al., 1989). Tal efeito foi observado também em 

ratos, através da injeção intraperitoneal de TNF-α ou TNF-β, os quais induzem 

migração de neutrófilos. Da mesma forma que com IL-1, esse efeito parecia ser 

absolutamente dependente da presença de células peritoneais residentes 

(FACCIOLI et al. 1990). No presente trabalho, foi possível observar um aumento no 

infiltrado neutrofílico vesical nos animais tratados com IFO, através da observação 

de um aumento na mensuração do MPO e na presença de células CD45+GR-1+ nas 

bexigas, quando comparado aos animais controle. O pré-tratamento com infliximabe, 

no entanto, foi incapaz de prevenir esse infiltrado. Além disso, foi observado também 

por citometria de fluxo um aumento na quantidade de monócitos (células 

CD45+F4/80+) nas bexigas dos animais tratados com IFO, quando comparado aos 

animais controle, e esse aumento também não foi inibido com o uso do infliximabe. 
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Como destacado anteriormente, é possível que o IL-1α seja o mediador inflamatório 

gatilho na patogênese da CH, com liberação de TNF-α após o infiltrado celular já ter 

sido deflagrado. 

No final da década de 1980, já se sabia que IL-1β era capaz de causar 

hiperalgesia quando aplicada na região intraplantar de ratos (FERREIRA et al., 

1988). Pouco tempo depois, Cunha et al. (1992) demonstraram que a injeção 

intraplantar de TNF-α também causava hiperalgesia, a qual era atenuada com uso 

de inibidores da cicloxigenase e antissoros anti-IL-1, anti-IL-6 e anti-IL-8. Nesse 

mesmo estudo, foi evidenciado que a inflamação da pata de ratos induzida por 

carragenina era inibida com pré-tratamento com antissoro anti-TNF-α. Em 

concordância com esses resultados, Ribeiro et al. (2000) demonstraram que o pré-

tratamento com talidomida era capaz de inibir a hipernocicepção apresentada por 

ratos que foram submetidos a injeções intraplantares de carragenina e bradicinina, 

as quais eram relacionadas a um aumento de TNF intraplantar. Contudo, talidomida 

não foi capaz de reduzir o edema promovido pela carragenina. Ainda nesse trabalho, 

foi observado que o pré-tratamento com talidomida promovia uma redução no 

número de contorções abdominais induzidas por ácido acético ou zimozam 

intraperitoneal. Ribeiro et al. (2000) relacionaram a resposta analgésica da 

talidomida a uma redução na expressão de RNAm da proteína TNF-α. Além disso, 

descartaram a possibilidade de analgesia por mecanismos centrais, uma vez que, 

diferentemente da morfina, a talidomida não apresentou alteração na resposta do 

animal ao experimento de placa quente. 

Similarmente, no presente trabalho, foi evidenciada uma prevenção à 

redução do limiar nociceptivo com o pré-tratamento com infliximabe, a despeito da 

pequena resposta benéfica a nível de edema e da ausência de inibição no infiltrado 

celular vesical. 

O quinto elemento da resposta inflamatória, ou perda de função, por sua 

vez, foi avaliado no presente estudo através da contratilidade do músculo vesical. 

Como mostrado anteriormente, a injeção de IFO induz uma hiporresponsividade ao 

estímulo muscular com carbacol, e o anakinra foi capaz de prevenir essa disfunção. 

Por outro lado, o pré-tratamento com infliximabe não foi suficiente para promover 

inibição da disfunção vesical. Provavelmente, esse fato ocorra devido a cascata 

inflamatória já estar deflagrada antes do TNF exercer seu papel. 
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O mecanismo de ação do infliximabe consiste na ligação específica do 

anticorpo ao TNF-α, evitando a ligação entre ligante e receptor (KNIGHT et al., 

1993). Com isso, a identificação do momento no qual os níveis dessa citocina estão 

aumentados na patogênese da CH induzida por oxazafosforinas parece ser 

fundamental. Em experimento de CH induzida por ciclofosfamida em ratos, 

observou-se um aumento da expressão de RNAm vesical de TNF-α apenas na 

quarta hora após a injeção de ciclofosfamida 150 mg/kg i.p. (MALLEY; VIZZARD, 

2002). Em um outro trabalho, utilizando o mesmo protocolo do anterior, foi avaliado 

os níveis de citocinas presentes na urina dos animais nos tempos 0, 2, 4, 6 e 10 

horas após a injeção de ciclofosfamida, sendo observado apenas uma tendência a 

aumento nos níveis de TNF-α a partir da quarta hora (SMALDONE et al., 2009). No 

presente estudo, avaliou-se os níveis de TNF-α no tecido vesical nas horas 0, 3, 6 e 

12, e observou-se o aumento de seus níveis apenas na terceira hora após a injeção 

de IFO, fato este, pouco diferente da literatura, muito embora diferentemente de 

Smaldone et al. (2009), aqui a matéria prima avaliada  foi o tecido vesical e não a 

urina. 

Na tentativa de procurar entender se algum dos receptores do TNF, 

TNFR1 ou TNFR2, participam do processo inflamatório da CH, foram realizados 

experimentos com animais geneticamente modificados para os genes que codificam 

a proteína TNFR1 ou ambas TNFR1 e TNFR2.  

Nessa questão, em modelo de lesão pulmonar induzida por ventilação 

forçada durante duas horas, foi observada a presença de edema e infiltrado 

neutrofílico nos pulmões. Em estudo para identificar o papel dos receptores de TNF, 

foi observado que animais knockout para o receptor TNFR1 apresentam menor 

edema pulmonar sem menor infiltrado neutrofílico, quando comparado aos animais 

selvagens, contudo, ao se analisar os animais knockout para TNFR2, observou-se 

aumento no edema e na mortalidade desses animais. Nesse mesmo estudo, foi 

demonstrado que os animais selvagens submetidos à ventilação forçada 

apresentaram os receptores solúveis de TNFR1 e TNFR2 no lavado broncoalveolar, 

contudo a quantidade de TNFR2 foi, pelo menos, duas vezes maior que a 

quantidade de TNFR1 (WILSON et al., 2007). 

Em modelo de sepse polimicrobiana com ligação e perfuração do ceco, 

Ebach et al. (2005) demonstraram que os animais TNFR1-/- apresentam melhor 

sobrevida, enquanto os animais TNFR2-/- tinham pior sobrevida quando comparados 
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aos animais selvagens. Em modelo de lesão na retina por isquemia e reperfusão, foi 

evidenciado que animais TNFR1-/- tinham menores índices de neurodegeneração 

morfológica da retina em comparação aos animais selvagens. Por outro lado, os 

animais TNFR2-/- mostravam piores índices (FONTAINE et al., 2002). 

Similarmente, observou-se, no presente estudo, que os animais TNFR1-/- 

submetidos à CH induzida por IFO apresentaram menor peso úmido vesical em 

comparação aos animais selvagens, contudo sem alterar a quantidade de infiltrado 

de neutrófilos e macrófagos. Em contrapartida, os animais TNFR1/R2-/- submetidos à 

injeção de IFO apresentaram maior peso úmido vesical, e tendência a apresentar 

um número maior de neutrófilos e macrófagos quando confrontados com os animais 

selvagens tratados com IFO. 

Uma primeira hipótese advinda da análise dos dados supramencionados, 

seria a possibilidade de que o  TNF pudesse estar atuando em algum outro receptor, 

contudo ao se pré-tratar os animais TNFR1/R2-/- que receberam IFO com infliximabe, 

não houve diferença no peso úmido vesical ou no aspecto das bexigas avaliadas 

macroscopicamente.  

Ao analisar as bexigas dos animais TNFR1/R2-/- normais, verificou-se uma 

maior quantidade de macrófagos, e isso pode estar influenciando no pior fenótipo 

desses animais quando tratados com IFO. 

 Outra hipótese levantada a partir dos dados de Wilson et al. (2007), seria 

a de que poderia estar havendo na CH induzida por IFO uma liberação de 

receptores solúveis TNFR1 e TNFR2, os quais podem ser importantes para a 

proteção da cistite. Outra hipótese aventada a partir dos dados de Fointaine et al. 

(2002), seria uma transativação intracelular entre os receptores, em que a via 

PI3K/Akt seria uma via de proteção ativada pelo TNFR2. 

Em suma, os dados da presente investigação sustentam a idéia de que 

na cistite hemorrágica consequente ao uso de agentes antineoplásicos do grupo das 

oxazofosforinas, a cascata de mediadores se inicia com a agressão urotelial pela 

acroleína levando à morte celular e consequente liberação de IL-1α, a qual por sua 

vez promove ativação do receptor de  IL-1 com transdução de sinais intracelulares, 

que culminam com a liberação de outras citocinas, como TNF-α e IL-1β, além de 

quimiocinas capazes de atrair neutrófilos e macrófagos. A partir de então, há uma 

amplificação da cascata inflamatória, com aumento de expressão de iNOS e COX-2, 

os quais são responsáveis pela produção de óxido nítrico e prostaglandinas, 
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respectivamente. Esses produtos participam então da promoção de edema, 

hemorragia, dor e disfunção muscular, caracterizando, assim, a cistite hemorrágica 

(FIGURA 41). 
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Figura 41 – Modelo hipotético sequencial da participação de IL-1, TNF, neutrófilos e 

macrófagos na cascata inflamatória da CH induzida por IFO 

 

Fonte: Elaborado pelos autores. 
Legenda: Parede urotelial normal dividido por camadas. O metabolismo da ifosfamida desencadeia a 
presença de acroleína na bexiga, a qual pode ser relacionada com a morte das células uroteliais, que 
liberam IL-1α do seu conteúdo intracelular. IL-1α, por sua vez é responsável pelo recrutamento inicial 
de neutrófilos e macrófagos, os quais liberam TNF, IL-1 e outras citocinas e quimiocinas que 
amplificam o processo patológico. Há então o aumento da expressão de cicloxigenase-2, com 
produção de PGE2 e estímulos álgicos, além de disfunção do músculo detrusor. Ocorre ainda o 
aumento da expressão de iNOS, com produção de óxido nítrico e peroxinitrito, responsáveis pelos 
danos vesicais, no tocante a inflamação e disfunção. O uso de terapias alvo direcionadas ao IL-1R e 
TNF são capazes de interferir na patogênese da CH. COX2, cicloxigenase 2; ERO, espécies reativas 
de oxigênio; NO, óxido nítrico; ONOO, peroxinitrito; PGE2, prostaglandina E2; QC, quimiocinas. 
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7 CONCLUSÕES 
 

Os dados apresentados nos permitem concluir que: 

a) O bloqueio do receptor de IL-1 com um antagonista seletivo, 

anakinra, atenua de forma expressiva todos os eventos associados 

ao processo inflamatório (edema, hemorragia, aumento de 

permeabilidade vascular, infiltração neutrofílica, hipernocicepção e  

disfunção vesical) da cistite hemorrágica induzida por Ifosfamida; 

b) A Interleucina-1α parece ser o pivô da iniciação do processo 

inflamatório da cistite hemorrágica induzida por ifosfamida; 

c) A Interleucina-1β produzida pela caspase-1 parece ter menor 

importância na deflagração da patogênese da cistite hemorrágica 

induzida por ifosfamida; 

d) Por outro lado, o bloqueio seletivo de TNF, com um anticorpo, 

infliximabe, foi capaz de atenuar apenas o aumento de 

permeabilidade vascular e a hipernocicepção presentes na cistite 

hemorrágica induzida por Ifosfamida sem inibir, contudo, o infiltrado 

inflamatório e disfunção vesical; 

e) O receptor TNFR1 parece ter um papel deletério no edema da 

cistite hemorrágica induzida por ifosfamida; 

f) O TNFR2 parece ter uma papel protetor fisiológico na patogênese 

da cistite hemorrágica induzida por ifosfamida. 
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