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RESUMO

Foi estabelecido um modelo de imunossupressao em roedores por inoculacdo do
agente alquilante Ciclofosfamida (CY). A administragéo de 50 mg/kg de CY em ratos
Wistar provocou uma significante diminuicdo dos parametros de celularidade e peso
relativo dos 6rgéos linféides. Pela analise da titulagdo de anticorpos, do ensaio sobre
as células formadoras de placa e do teste de hemdlise foi comprovada que a
imunidade humoral dos roedores sofreu supressdo. Foram realizadas quatro
inoculagdes desse imunossupressor e a periodicidade entre as inoculagbes foi
determinada pela recuperacdo dos niveis de normalidade dos parametros
supracitados. A alteracdo na contagem diferencial de células sanguineas brancas
representou o maior efeito adverso da CY, observado nos parametros de laboratorio
analisados nos Cebus apella. Nas duas vezes que foi administrada a droga houve
reducdo no numero de linfocitos e posteriormente diminuicdo de neutréfilos, porém
somente na segunda foi observada a imunossupressédo. Visto a proximidade
filogenética dos primatas ndo humanos, este desenho experimental sera de suma
importancia para o estudo de tumores em diversas fases do desenvolvimento e
principalmente para testes de novos farmacos e esquemas terapéuticos. Com
relacdo as analises de genotoxicidade da CY podemos concluir que em ratos Wistar,
as administragbes de CY aumentaram significativamente a frequéncia de
micronucleos em eritrcitos policromaticos (MN PCES) e provocaram efeito citotdxico
(P<0.05). Em C. apella, os linfécitos do sangue periférico, apos o tratamento com CY
apresentaram um aumento significativo da media de MN/1000 células em relacéo
aos linfocitos controle (P<0.05). A concentracdo de CY de 50mg/kg, em C. apella,
corresponde a concentracdo DL50 da droga, visto que 50% desses animais
morreram durante o experimento de imunossupressdo. Até o desenvolvimento deste
trabalho, ndo se conhecia a concentracdo correspondente ao DL50 nessa espécie.
Ao comparamos as duas espécies de animais utilizadas neste trabalho, os primatas
ndo humanos tém uma recuperacao imune mais rapida em relagdo aos ratos Wistar.
Provavelmente a capacidade de metabolizacdo da droga seja mais eficaz em C.
apella. Nossos resultados apodiam, portanto, que 0s primatas nao humanos
constituem os melhores modelos experimentais devido a sua grande proximidade
evolutiva e filogenética com o ser humano.

Palavras-chave: Ratos Wistar, Cebus apella, Imunossupresséo, Ciclofosfamida.



ABSTRACT
We established a model of immunosuppression in rats by inoculation of the alkylating
agent Cyclophosphamide (CY). The administration of 50 mg/kg CY in Wistar rats
caused a significant decrease in the parameters of cellularity, and relative weight of
lymphoid organs. For analysis of antibody titre of the test on the plaque forming cells
and hemolysis test was proven that the humoral immunity of rodents suffered
suppression. Four inoculations were carried out and this immunosuppressive
intervals between inoculations was determined by recovery of normal levels of the
aforementioned parameters. The change in differential counts of white blood cells
represented the greatest adverse effect of CY, observed in laboratory parameters
analyzed in Cebus apella. Both times it was administered the drug decreased the
number of lymphocytes and neutrophils subsequently decreased, but only in the
second was observed immunosuppression. Since the phylogenetic proximity of non-
human primates, this experimental design is of paramount importance for the study
of tumors at various stages of development and mainly for testing new drugs and
therapeutic regimens. With respect to genotoxicity analysis of CY can conclude that
in Wistar rats, the administration of CY significantly increased frequency of
micronuclei in polychromatic erythrocytes (MN ECPs) and caused a cytotoxic effect
(P <0.05). In C. apella, the peripheral blood lymphocytes after treatment with CY
showed a significant increase in media MN/1000 lymphocyte cells compared to
control (P <0.05). The concentration of 50mg/kg of CY in C. apella, LD50 is the
concentration of the drug, whereas 50% of these animals died during the trial of
immunosuppression. Until the development of this work, do not know the
concentration corresponding to the LD50 in this species. In comparing the two
species of animals used in this work, non-human primates have a more rapid
immune recovery compared to rats. Probably the ability to metabolize the drug is
more effective in C. apella. Our results support, therefore, that non-human primates
are the best experimental models due to its great evolutionary and phylogenetic

proximity to humans.

Key-words: Wistar rats, Cebus apella, Immunosuppression, Cyclophosphamide.
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Molécula de CY, um agente alquilante que é ativado
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desativacéo e toxicidade.
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membros e cauda escuros.
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llustracédo de varias alteracdes que podem ser avaliadas pelo
teste do micronacleo com bloqueio da citocinese pela

citocalasina-B.

Fluxograma do grupo experimental em Rattus norvegicus da

linhagem Wistar

Fluxograma experimental em Cebus apella

Supressdo da imunidade humoral induzida pela
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guando comparado com o grupo controle.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistema Imune

O sistema imune consiste em todas as estruturas e processos que provéem
uma defesa do organismo multicelular contra potenciais patdégenos, sejam eles virus,
bactérias, fungos, parasitas, substéncias toxicas, neoplasias ou até mesmo
medicacBes cujo objetivo primordial era sua acdo terapéutica. E um sistema
bastante singular que pode ser dividido em duas categorias com mecanismos de
acdo distintos, porém que interagem entre si, que sdo: a imunidade inata ou
inespecifica e a imunidade adaptativa ou especifica (FOX, 2007; PRADO et al.,
2007).

A imunidade inata ou inespecifica (FOX, 2007), também denominada de
imunidade natural (ABBAS et al., 2008) inclui mecanismos de defesa inespecificos,
externos e internos, ndo necessitando de exposicao prévia. Os genes necessarios
para a imunidade inata sdo herdados, o que limita o niumero de genes que podem
ser dirigidos a essa tarefa, portanto, os mecanismos imunoldgicos inatos combatem
todas as categorias de patégenos (FOX, 2007).

Os principais componentes externos da imunidade inata séo: a barreira fisica
e quimica da pele, a secrecdo de lisozima, a alta acidez gastrica, a secrecédo de
muco no trato respiratorio, a acidez urinaria e o acido latico vaginal (FOX, 2007). Os
principais componentes internos sdo: os neutrdfilos, os fagocitos mononucleares,
células dendriticas, células Natural Killer (NK) (ABBAS et al., 2008). Além de
interferons, proteinas do sistema de complemento e pirogénio enddgeno (FOX,
2007).

As defesas imunolégicas inatas prporcionam a primeira linha de defesa do
hospedeiro contra microorganismos, ou seja, sao as primeiras utilizadas para
combater a invasdo e a disseminacdo de infeccbes (FOX, 2007; ABBAS et al.,
2008). Quando essas defesas ndo sdo suficientes para destruir os patdégenos, 0s
linfécitos podem ser requisitados e suas agdes especificas utilizadas para reforcar as
respostas imunolégicas inespecificas (FOX, 2007; PRADO et al., 2007).

A imunidade adaptativa ou especifica (FOX, 2007), ou também denominada
adquirida (ABBAS et al.,, 2008) é estimulada pela exposicdo aos antigenos. O

namero de genes necessarios para essa tarefa € muito grande para ser herdado. Em
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vez disso, a variacdo é produzida por alteragdes genéticas dos linfocitos durante a
vida de cada pessoa apds o nascimento (FOX, 2007).

Os antigenos sdo moléculas que estimulam a producdo de anticorpos e se
combinam especificamente com os anticorpos produzidos. A maioria dos antigenos
sdo moléculas ou partes de moléculas, que comumente sdo grandes, complexas e
estranhas ao sangue e a outros liquidos corporais, pois 0 sistema imune consegue
diferenciar suas “préprias” moléculas das de outros organismos, ou seja, “ndo
proprias”, e normalmente fornece uma resposta imunolégica somente contra
antigenos ndo proprios. Os antigenos possuem um numero de diferentes sitios
antigénicos determinantes ou determinantes antigénicos, 0s quais sao areas da
molécula que estimulam a producao de diferentes anticorpos e a combinacdo com
0s mesmos (FOX, 2007; ABBAS et al., 2008).

Os anticorpos sao proteinas plasmaticas da classe das gama-globulinas
denominadas imunoglobulinas. Existem 5 subclasses de imunoglobulinas,
abreviadas como Ig: 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE. Estima-se que existem
aproximadamente 100 milhdes de trilhdes (10%°) de moléculas de anticorpos em
cada individuo (FOX, 2007).

A imunidade adaptativa ou especifica compreende um sistema composto
pelos linfocitos B naive (células que nunca encontraram antigenos), linfécitos B
(células plasmaticas e de memoria), linfécitos T naive, células T (células T
assassinas ou citotoxicas, células T auxiliares e supressoras), além das proteinas do
sistema do complemento (FOX, 2007).

Os linfécitos sdo as Unicas células do corpo capazes de reconhecer e
distinguir de modo especifico diversos determinantes antigénicos, e sao,
consequentemente, responsaveis por duas caracteristicas definidoras da imunidade
adaptativa ou especifica, a especificidade e memaéria (ABBAS et al., 2008).

Os linfocitos B combatem infecgbes bacterianas, assim como infec¢des
virais, secretando anticorpos no sangue e na linfa, denominada de imunidade
humoral ou imunidade mediada por anticorpos. Quando um linfocito B naive é
exposto a um antigeno adequado, isso resulta no crescimento celular seguido por
muitas divisdes celulares, em que parte se torna células de memdria e as outras sao
transformadas em células plasmaticas, responsaveis pela producdo dos anticorpos
(FOX, 2007; ABBAS et al., 2008).
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Os anticorpos secretados pelas células plasmaticas ligam-se aos antigenos
de uma maneira especifica. Essa ligagdo estimula uma cascata de reacdes através
da qual um sistema de proteinas plasmaticas, denominada complemento é ativado.
Algumas das proteinas do complemento ativadas matam as células que contém o
antigeno, outras promovem a fagocitose, proporcionando uma defesa mais eficaz
contra patdégenos (FOX, 2007).

Diferentemente dos linfécitos B, os linfécitos T provéem uma protecéo
imunologica especifica sem secretar anticorpos. Tais células atacam células
hospedeiras que foram infectadas por virus ou fungos, células humanas
transplantadas e células cancerosas. Para que sua funcdo seja realizada, elas
devem estar proximas da célula-vitima, ou ter um contato fisico real com a célula
para que esta seja destruida. Por esta razao, os linfécitos T sdo responsaveis pela
imunidade mediada por células. O mecanismo de imunidade compreende 3
subpopulacdes de linfécitos T: as células T assassinas ou citotoxicas, os linfocitos T
auxiliares e os linfocitos T supressores (FOX, 2007).

As células T assassinas ou citotoxicas realizam a destruicdo mediada por
células de especificas células vitimas, contudo somente sdo ativadas por antigenos
a elas apresentados sobre a superficie de determinadas células apresentadoras de
antigenos (FOX, 2007). As principais células apresentadoras de antigenos sédo o0s
macrofagos e as células dendriticas, as quais sdo especializadas em capturar
microorganismos e outros antigenos, apresenta-los aos linfocitos e fornercer sinais
que estimulam a proliferacéo e diferenciagéo de linfocitos (ABBAS et al., 2008). Apos
a ativacdo, as ceélulas T assassinas secretam moléculas denominadas de perforinas
e enzimas denominadas granzimas, que provocam a destruicdo da célula vitima
(FOX, 2007).

Os linfocitos T auxiliares e supressores participam indiretamente da resposta
imunoldgica especifica regulando as respostas dos linfocitos B e das células T
assassinas. A atividade dos linfocitos B e das células T assassinas € aumentada
pelos linfécitos T auxiliares e diminuida pelos linfocitos T supressores. A quantidade
de anticorpos secretados em resposta a antigenos é, portanto, afetada pela
guantidade relativa entre linfocitos T auxiliares e supressores que se desenvolvem
em resposta a um determinado antigeno (FOX, 2007).

E importante salientar que este complexo mecanismo também possui falhas

as quais repercutem diretamente na qualidade de vida dos individuos acometidos.
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As doencas auto-imunes, as leucemias, alergias e imunodeficiéncias sdo um
exemplo do impacto que essas imperfeicdes do sistema imunitario podem acarretar
a saude de uma populacdo. Em algumas doencas malignas, como o cancer, a
depressdo das funcdes da imunidade ganham especial destaque por seu efeito
potencializador. Pacientes portadores de doencas neoplasicas e infiltrativas
possuem uma série de defeitos imunolégicos, os quais facilitam a progressao
daquela entidade (PRADO et al., 2007).

Entre os defeitos no sistema imune daqueles pacientes, citam-se: a perda do
reconhecimento da célula tumoral como estranha ao hospedeiro, diminuigcdo no
namero de linfocitos, reducdo da resposta de hipersensibilidade retardada,
decréscimo na proliferacdo de linfécitos T, em face de mitdgenos, menor producéo
de imunoglobulinas, menor resposta oxidativa dos mondcitos, aumento da atividade
supressora dessas células e resposta diminuida as citocinas (PRADO et al., 2007).

Com base nessas informacdes, torna-se imprescindivel a obtencdo de
conhecimento detalhado acerca da funcionalidade e nuances do sistema imune. Por
essa razao a elaboracdo de modelos experimentais de imunossupressao mostra-se
como uma importante forma de avaliacdo do sistema imunoldgico. Esses modelos
qguando bem desenvolvidos e de boa reprodutibilidade, possibilitam a realizacdo de
muitos outros experimentos, como por exemplo, o desenvolvimento de técnicas de
mensuracdo da resposta imune, a avaliacdo de novas substancias voltadas ao
combate a imunossupressao e possibilita também o estudo de condi¢bes patologicas
potencializadas pela depresséo do sistema imune, como o cancer (BIN-HAFEEZ et
al, 2001; GARCIA et al, 2004).

1.2 Imunotoxicologia

Imunotoxicologia € a ciéncia que estuda a acdo deletéria de xenobibticos
sobre o sistema imune. Sendo um dos ramos mais recentes da toxicologia, esta
ciéncia teve seu inicio relacionado ao cenario clinico da década de 1960. Neste
periodo observa-se a introdugcdo e ampla utilizagdo de potentes drogas
imunossupressoras, resultando nas primeiras descricoes de efeitos adversos
causados por estes novos tratamentos e, consequentemente, estimulando o

interesse pela area de imunossupressao induzida por xenobioticos (COSTA, 2001).
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De acordo com o mesmo autor, assim sendo, a introducdo da terapia
imunossupressora foi um marco importante que contribuiu ndo somente no
progresso do campo de transplantes de orgédos, mas também colocou em evidéncia
os efeitos adversos induzidos por substancias imunossupressoras, gerando a
preocupagcdo com a possibilidade de que condicdbes semelhantes de
imunossupressdo pudessem ser acidentalmente induzidas via exposicao
ocupacional ou ambiental. Isso fez com que nas décadas de 1970 e 1980,
imunologistas e toxicologistas trabalhassem juntos na busca de estratégias para a
avaliagdo nao-clinica de imunotoxicidade. O produto final do esforgo destas duas
areas foi o desenvolvimento de alguns modelos preditivos de imunossupressao
induzida. Neste periodo, varias substancias (entre elas, medicamentos, aditivos
alimentares, pesticidas etc.) foram avaliados quanto ao seu potencial
imunossupressor, enquanto outros aspectos menos estudados, porém de igual
importancia, isto €, inducdo de hipersensibilidade e auto-imunidade, foram
posteriormente avaliados.

Hoje, ha diversos meios de se avaliar a indu¢do de imunossupressao, entre
eles, testes relacionados a imunidade ndo-especifica (atividade das células natural
killer (NK), fagocitose, etc), a imunidade humoral (ensaio das células formadoras de
placa, proliferacdo de células B, etc) ou relacionados a imunidade mediada por
células T (proliferacdo in vitro ou in vivo). Estas avaliacbes, via de regra,
acompanham testes de toxicidade crénica, em que 0s animais sdo submetidos a
longo periodo de exposicdo ao xenobidtico em questdo, e entdo avaliados por meio
dos testes acima relacionados. Tais estudos, além de longos, sdo bastante
complexos. Frequentemente envolvem méao de obra especializada, um grande
namero de animais, reagentes e sistemas caros, e ainda, devido a longa duracéo da
exposicao, representam um investimento alto na manutencao dos animais em teste
(COSTA, 2001).

Diante disso, observa-se uma preocupacdo crescente com O
desenvolvimento e aperfeicoamento de novos modelos que apresentem potencial
preditivo para a avaliacdo de risco em imunotoxicologia. Tais modelos devem ser
mais simples e contribuir num primeiro momento para a avaliacdo de risco de
xenobidticos, permitindo uma analise inicial sobre o potencial imunomodulador de
determinada substancia e, desta forma direcionando estudos posteriores mais

complexos. Tais modelos atenderiam as necessidades rotineiras de avaliacdo de
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seguranca e teriam aplicacdo importante, por exemplo, em estudos pré-clinicos de
novos produtos (COSTA, 2001).

1.3 Imunossupressao

Abbas et al. (2008) definiu a imunossupressdo como a inibicdo de um ou
mais componentes do sistema imune adaptativo ou inato em decorréncia de uma
doenca subjacente ou induzida intencionalmente por farmacos com a finalidade de
prevenir ou tratar rejeicao de enxertos ou doencga auto-imune.

Uma das funcdes essenciais do sistema imunoldgico € a defesa contra a
infeccdo. Criancas nascidas com um defeito numa area critica desse sistema sofrem
infec¢des continuas e, em muitos casos, dependendo do grau de comprometimento
dos componentes imunolégicos afetados ao nascimento, podem vir a morrer se néo
houver acesso a tecnologia médica avancada (COSTA, 2001). A habilidade do
organismo em responder de forma especifica, flexivel e mais eficaz a invasédo de
agentes estranhos ao organismo esta filogeneticamente associada ao aparecimento
dos vertebrados. Enquanto animais inferiores possuem os chamados mecanismos
imunoldgicos inatos ou inespecificos, tais como a fagocitose, animais superiores
desenvolveram uma resposta imunolégica adaptativa ou adquirida (ABBAS et al.
2008). A caracteristica fundamental de componentes do sistema imune adaptativo,
presente em vertebrados é a habilidade desenvolvida por membros deste filo no
reconhecimento daquilo que ndo € proprio e na destruicdo/eliminacao
subsequentemente do corpo estranho que pode representar risco ao organismo. Os
mecanismos especificos de resisténcia do hospedeiro (memoria, especificidade e
capacidade de discriminar entre o que lhe é proprio e ndo-préprio) conferem aos
organismos superiores importantes vantagens (ABBAS et al., 2008).

Entretanto, esta reatividade imunolégica contra agentes estranhos ao
organismo pode estar comprometida em diversas situacdes. Um exemplo é o
acometimento de determinados individuos com conhecida predisposicdo genética
para imunodeficiéncias especificas. A doencga de Brutton (ou agamaglobulinemia
ligada ao sexo), a deficiéncia isolada da IgA, a sindrome de DiGeorge (hipoplasia
timica), a imunodeficiéncia combinada grave (de células T e B), a sindrome de

Wiskott-Aldrich (imunodeficiéncia com trombocitopenia), a sindrome do linfocito
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exposto, a deficiéncia de proteina de adesao leucocitaria e as deficiéncias genéticas
do sistema complemento sdo os exemplos deste grupo de doengas, comumente
conhecidas como imunodeficiéncias primarias (REY, 1999) e relacionadas a erros
genéticos que afetam a imunidade especifica (humoral ou celular) ou os
mecanismos imunolégicos inespecificos do hospedeiro (mediados por proteinas do
sistema complemento e células como os fagocitos e as células NK). As
manifestacdes clinicas e o tratamento proposto para cada tipo de imunodeficiéncia
primaria dependem fortemente do componente do sistema imune por ela afetado.
Assim sendo, ndo causa espanto a constatacdo de que as deficiéncias genéticas do
sistema complemento, por exemplo, possam predispor o paciente a infeccoes
piogénicas, ou seja, aquelas usualmente causadas por bactérias que sO sao
fagocitadas com sucesso ap0s opsonizacao (papel do complemento). Por outro lado,
pacientes acometidos com deficiéncia seletiva de células T, isto &, sindrome de
DiGeorge, apresentam vulnerabilidade a um padrdo acentuadamente mais
abrangente de infeccbes, sendo suscetiveis a aqueles virus e fungos, que em
individuos imunocompetentes seriam erradicados por componentes da imunidade do
tipo celular. De um modo geral pode-se dizer que o estudo dos casos de
imunodeficiéncia primaria vem contribuindo muito para ampliar os conhecimentos
sobre imunologia, tendo revelado as causas precisas de grande numero de
enfermidades devidas a erros genéticos (COSTA, 2001).

Entretanto, erros genéticos ndo sdo os unicos fatores que podem levar ao
comprometimento de componentes do sistema imune. Também a presenca de
determinados fatores exdgenos pode induzir o aparecimento de imunodeficiéncias. A
imunidade de tipo celular, por exemplo, pode estar comprometida em individuos
desnutridos (COSTA, 2001). A deficiéncia de ferro é particularmente importante
neste contexto. Por outro lado, animais e pacientes humanos obesos mostram
alteragcbes em varios componentes da resposta imune, incluindo citotoxicidade,
atividade das células NK e capacidade de fagécitos em destruir bactérias e fungos
(ROITT et al., 1999). A imunossupressao € uma caracteristica universal da infeccao
parasitaria e compromete tanto as respostas mediadas por anticorpo como as
mediadas por células. Com certa frequéncia, infecgBes virais estdo igualmente
associadas a presenca de imunodeficiéncia secundaria. O sarampo no homem, a
doenca de Newcastle em aves e a peste bovina no gado sdo exemplos de condi¢cdes

patologicas associadas a imunossupressao, que nestes casos tem sido atribuida a
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um efeito citotdéxico direto do virus sobre as células linféides (ROITT, 1989).
Enquanto alguns virus e outros agentes infecciosos, como por exemplo larvas jovens
de T. spiralis que liberam um fator soltvel linfocitotoxico, podem causar rompimento
das células ou dos tecidos linféides diretamente, muito da supressao pode resultar
da interferéncia com a funcdo macrofagica. Na hanseniase lepromatosa e na
infeccdo malarica ha provas de uma restricdo na reatividade imunoldgica, imposta
por uma distorcdo nas vias de trafego normal dos linfocitos e, em ultima andlise, a
funcdo dos macréfagos parece também ser aberrante. Fatores plasmaticos de
pacientes com sifilis secundaria bloqueiam in vitro a transformacao de linfécitos de
individuos normais pela fitoemaglutinina e podem ser os responséaveis pela reducao
geral da imunidade do tipo celular observada nesta doenca (COSTA, 2001).

Muitos agentes, tais como raio X, drogas citotoxicas e os corticosteroides,
embora frequentemente empregados como agentes terapéuticos num contexto nao-
imunoldgico, podem nado obstante, ter efeitos adversos severos sobre componentes
do sistema imune (COSTA, 2001).

1.4 Complicagdes decorrentes de imunossupressao

A imunossupressao, sobretudo quando prolongada, pode acarretar em
danos estruturais e/ou funcionais com consequéncias irreversiveis ao organismo.
Alguns agentes imunossupressores sao toxicos para Varias células, além de
apresentarem o potencial de ativar infeccdes latentes e aumentar muito a
susceptibilidade a infeccdes sérias, tais como aquelas provocadas por fungos,
bactérias e virus prevalecentes e que ordinariamente apresentam pouca
patogenicidade, como por exemplo, Candida, Nocardia, citomegalovirus e
herpesvirus (COSTA, 2001).

Além disso, individuos submetidos a terapias que induzem imunossupressao
cronica, assim como 0s que possuem imunodeficiéncias congénitas, apresentam um
aumento de incidéncia de varios tipos de canceres, especialmente linfomas e
reticulo-sarcomas. Embora haja uma incidéncia elevada de tumores em pacientes
imunossuprimidos, 0 aumento mais drastico ocorre em tumores associados aos virus

oncogénicos (Tabela 1). Tal constatacdo apoia 0 conceito de que a vigilancia
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imunoldgica provavelmente atue mais eficientemente contra os virus do que contra
os tumores (ROITT et al., 1999).

Tabela 1 — Incidéncias de tumores em individuos com imunodeficiéncia

Causas da Tipos de tumores Virus envolvidos

Imunodeficiéncia

Imunodeficiéncia Linfoma EBV
congénita
Imunossupressao por Linfoma EBV
transplantes de 6rgaos Cancer cervical Papilomavirus
ou por AIDS Cancer de pele Papilomavirus (?)
Hepatoma Virus da hepatite B
Sarcoma de Kaposi Herpes virus humano 8

Roitt et al., 1999

1.5 Terapia Imunossupressora

Segundo Prado et al. (2007), os agentes imunossupressores podem ser
classificados em trés grandes grupos: quimicos, biologicos e fisicos. Os quimicos
sao representados pelas drogas citotéxicas como metotrexato, ciclofosfamida (CY),
azatioprina, ciclosporina, tacromus, corticosterdides, antiinflamatorios nao—
hormonais, anticonvulsivantes, talidomida e dapsona. Ja entre os biolégicos
destacam-se a globulina antitimocito, gamaglobulina, anticorpos monoclonais,
citocinase, receptores soluveis de citocinas. Enquanto que os fisicos séo
representados pelas radiacfes ionizantes.

Somando-se ao interesse em relacdo a investigacdo dos efeitos adversos
mediados por substancias imunossupressoras; ha um forte impeto pelo
desenvolvimento de novos farmacos e de esquemas de tratamentos mais seguros e
eficazes para a realizagdo de transplantes de 6rgdos bem sucedidos e tratamento de
muitas doencas provocadas por respostas imunologicas aberrantes (COSTA, 2001).

No decorrer das duas ultimas décadas, houve consideravel progresso na

identificagcdo de compostos capazes de produzir inibicdo inespecifica, ou seja,
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inibicdo da resposta imunologica independente de qual antigeno a inicia (ROITT et
al., 1999).

De acordo com Costa (2001), com base em experimentos realizados com
estes compostos em animais, descobriu-se que a resposta imunologica primaria é
mais facilmente inibida que uma reacdo secundaria ou anamnéstica, ou seja,
farmacos eficazes na supressao da resposta imune em animais nao sensibilizados,
geralmente s6 exibem atividade inibidora minima no animal ja sensibilizado. Além
disso, a eficacia de um agente imunossupressor huma resposta primaria depende
fortemente do momento de sua administracdo em relacdo ao estimulo antigénico
inicial. Com isso, agentes imunossupressores inespecificos dividem-se em trés
grupos:

|. Este grupo inclui formas de tratamento que exercem atividade
imunossupressora maxima quando o farmaco é administrado imediatamente antes
do antigeno, sendo menos eficaz quando utilizado apds o estimulo imunolégico.
Neste grupo estdo incluidos os corticosteroides, a irradiacdo e a citotoxina ciclo-
inespecifica mostarda nitrogenada;

ll. Este grupo inclui farmacos que s6 possuem atividade imunossupressora
guando administrados imediatamente apds o estimulo antigénico. Incluem-se aqui os
agentes citotoxicos azatioprina e 0 metrotexano;

lll. Este grupo inclui farmacos que exibem atividade inibidora quando
administrados tanto antes quanto apdés a estimulacdo antigénica, entretanto
possuem maior atividade imunossupressora apés estimulo antigénico. A

ciclofosfamida (CY) constitui o principal agente imunossupressor deste grupo.

1.5.1. Agentes citotéxicos

Os agentes citotoxicos constituem um grupo de substancias quimicas com
propriedade farmacologica de destruir células capazes de auto-replicacao, entre elas
linfécitos imuno-competentes. Estes farmacos foram originalmente introduzidos na
medicina clinica como agentes anti-neoplasicos em 1959. Contudo, estudos
posteriores revelaram que muitos destes farmacos possuem também atividade

imunossupressora e por conseguinte, seu uso foi ampliado para o tratamento de
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doencas do tipo auto-imune e na inibicdo de reacOes de rejeicdo a transplantes
(COSTA, 2001).

Os agentes citotoxicos ndo sao seletivamente toxicos para os linfocitos e
podem afetar, em graus variaveis, todas as células imunologicamente competentes,
resultando em supressdo generalizada do sistema imunolégico e,
consequentemente tornando os pacientes tratados mais suscetiveis a infec¢des
oportunistas, bem como a certas neoplasias (STITES et al., 2000).

As atividades linfocitotoxicas dos diferentes agentes citotoxicos podem estar
relacionadas com suas toxicidades para células em fases especificas do ciclo
mitotico. Os grupos de farmacos que incluem a azatioprina e 0o metrotexano sao
denominados “fase-especificos”, pois sao citoliticos para as células apenas quando
estas se encontram na fase S (sintese de DNA). A CY e o clorambucil séo
classificados como “ciclo-especificos”, pois séo téxicos para as células em todas as
fases do ciclo mitético, incluindo linfocitos na fase intermitética (G0). Entretanto, o
grupo de farmacos “ciclo-especificos” exibem atividades cataliticas diferenciais,
sendo mais toxicos para as células que ativamente se encontram no ciclo celular do
gue para células em repouso (GO0). J& o terceiro grupo de substancias, constituido
pelos agentes “ciclo-inespecificos”, é igualmente citotdxico para as células tanto em
repouso como em mitose. A radiacdo é considerada uma modalidade terapéutica
“ciclo-inespecifica” (COSTA, 2001).

Como se sabe, 0s eventos celulares associados a um estimulo antigénico
podem ser subdivididos em fase de inducdo e fase estabelecida ou efetora. A
primeira refere-se ao intervalo entre a exposi¢cdo ao antigeno e a producdo de
células T sensibilizadas ou de plasmécitos maduros, caracterizando-se pela rapida
expansdo proliferativa de precursores sensiveis ao antigeno. Posteriormente, a
reacdo passa para uma fase estabelecida. Os agentes citotoxicos sdo, em sua
maioria, eficazes quando o periodo de administracdo coincide com a fase de
inducdo, tornando-se consideravelmente menos ativos quando administrados na

fase estabelecida da resposta imune (COSTA, 2001).
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1.6 Ciclofosfamida

A CY (Figura 1) € um agente alquilante da classe das mostardas
nitrogenadas, que foram utilizadas na quimioterapia do cancer a partir de 1942
(CHABNER et al., 1996). E consiste em uma substancia comumente empregada na
guimioterapia de pacientes com cancer (CENCI et al, 1998; CHILLER et al, 2002;
MEHRAD et al, 2002; MONGA, 1983; SELVAKUMAR et al, 2006; SMITH et al.,
1994) e provoca diminuicdo na celularidade e peso de 6rgéos linfoides (BIN-
HAFEEZ et al, 2001), agindo em células com alto indice mitético e demonstrando
propriedades inibitérias sobre as respostas imunes tanto humoral quanto celular
(BACH & STROM, 1986).

Figura 1. Molécula de CY, um agente alquilante que é ativado enzimaticamente no
organismo em mostarda de fosforamida, acroleina e outros metabolitos
farmacologicamente ativos e citotoxicos. (Fonte: PUBCHEM COMPOUND, 2011).

Funciona, também, como uma droga supressora do sistema imune para

estudos envolvendo transplante de 6rgdos; e € utilizada no tratamento do lupus
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eritematoso sistémico e da esclerose multipla, além de ser administrada em outras
doencas benignas (SELVAKUMAR et al, 2006).

Este farmaco, assim como outros agentes alquilantes, necessita de ativacéo
metabdlica prévia para exercer seus efeitos terapéuticos. As enzimas citocromo
P450 hepaticas participam da biotransformacdo da CY gerando mostarda
fosforamida, acroleina e outros metabdlitos farmacologicamente ativos e citotoxicos.
Em ratos, a CY €& metabolizada principalmente por isoenzimas CYP2B1, com
participacéo significativa de CYP2C6 e CYP2C11. Em humanos, a ativacao ocorre,
sobretudo, por CYP2B6, com participacdo de CYP2A6, CYP2C8 e CYP2C9
(CHANG et al., 1993) (Figura 2). Tanto no homem como em animais, a ativacao da
CY pelos citocromos P450 parece ser a principal via de metabolizacdo deste
xenobidtico, apesar de existir evidéncias de sua ativacdo por outras enzimas em
outros 6rgaos (SMITH & KEHRER, 1991).
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Figura 2: A figura demonstra os genes envolvidos na biotransformacgao da CY e seus
metabodlitos e inclui as vias de ativacdo, desativacdo e toxicidade. (Fonte:
PHARMGKB, 2011).
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Apbs sua metabolizacdo, os efeitos citotoxicos da CY sdo primariamente
devido a sua capacidade de ligar-se a cadeias de DNA e efetuar ligacdes cruzadas.
Porém, a CY também pode reagir e consequentemente alterar a funcédo de outras
moléculas intracelulares. A atividade alquilante no DNA pode resultar em morte
imediata da célula-alvo, ou lesao letal expressa durante a divisdo mitética seguinte.
Nesta Ultima circunstancia, a célula lesada pode funcionar normalmente na fase
intermitética (GO0). Por outro lado, se for possivel reparar o DNA, a célula pode
sobreviver funcionando normalmente.

Sabe-se que tanto em nivel experimental quanto clinico, este farmaco ciclo-
especifico € um importante imunossupressor linfocitotoxico. Pode, porém, apresentar
uma alta toxicidade: depressdo da medula éssea, reacfes gastrointestinais, cistite
hemorrédgica, esterilidade, malformacdes congénitas, alopecia, infec¢cbes
oportunistas, neoplasias (linfoma, carcinoma da bexiga, leucemia mielégena aguda),
sindrome de Goodpasture, entre outros (SILVA, 1994).

A CY parece causar supressao mais pronunciada das respostas humorais
do que aquelas atribuidas a reacdes celulares (BURNS et al., 1996). Seus efeitos
sobre os componentes da resposta imune celular sdo extremamente variaveis. A CY
pode prolongar a sobrevida de enxertos cutaneos alogénicos quando administrada
apos o enxerto. Entretanto, quando utilizada antes do transplante, constitui um
potente intensificador imunolégico, fato que tem sido atribuido, em parte, a uma
maior toxicidade para células T supressoras do que para linfocitos T auxiliadoras
(STITES et al., 2000).

Alguns estudos clinicos sugerem que os efeitos sobre diferentes
subpopulacdes de linfécitos é altamente dependente da dose da CY administrada.
Assim, doses baixas de CY causam deplecdo primaria das células B e de linfécitos
CD8+, enquanto doses mais altas resultam em redugdo semelhante no numero total
de linfocitos CD4+ e CD8+ (STITES et al., 2000).

Por ser um potente indutor de alteracbes no DNA, dados referentes a
citotoxicidade provocada por CY nao podem ser ignorados. De acordo com
Anderson et al. (1995) e Selvakumar et al. (2006), essa citotoxicidade esta
diretamente relacionada ao seu metabolismo e a 4-Hidroxiciclofosfamida (4-OHCY),
fosforamida mustarda e a acroleina sédo seus maiores metabdlitos alquilantes. Os

principais alvos daqueles metabolitos sdo células em rapida divisdo, perturbando
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dessa maneira o crescimento celular, a atividade mitética, a diferenciacdo e a
funcionalidade dessas células, via alquilacdo do DNA na posicdo N7 da guanina
(COLVIN, 1999).

E valido ressaltar que o espectro de citotoxicidade da CY também se aplica
as ceélulas normais de seres humanos e de animais de experimentacéo. Os efeitos
agudos da citotoxicidade estdo associados primariamente a sua genotoxicidade
(KRISHNA et al., 2000). Em células somaticas a CY tem mostrado induzir mutaces
génicas, aberragcdes cromossémicas, micronucleos e trocas de cromatides-irmas
(MADLE et al., 1986). Rao et al. (2005), em estudo utilizando primatas da espécie
Macaca mulatta defendem que a extenséo das aberracfes cromossdmicas induzidas
por agentes quimioterapicos em primatas ndo humanos depende da dose de

administracdo dessas substancias.

1.7 Modelos Experimentais de Imunossupressao

Modelos experimentais de imunossupressdo vém sendo estabelecidos h&
muitos anos com o intuito de melhor avaliar as fun¢des da imunidade, servindo como
importante ferramenta para pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de técnicas
de mensuracdo da resposta imune, a avaliacdo de novas substancias voltadas ao
combate a imunodepressédo, além de possibilitar os estudos experimentais de
transplante de 6rgdos e, também, o de condi¢cdes patologicas potencializadas pela
supressdo do sistema imunolégico como o cancer (BIN-HAFEEZ et al, 2001;
GARCIA et al, 2004).

A maioria dos estudos descritos tem como substrato de analise ratos e
camundongos, entretanto os primatas nao humanos constituem excelentes modelos
experimentais face sua grande proximidade filogenética com o homem. S&o
considerados animais nobres para as pesquisas cientificas e seu uso € restrito,
portanto, sendo utilizado somente na impossibilidade de se obter resultados
satisfatorios a partir de outros animais de laboratorio tradicionalmente reproduzidos
para esta finalidade, como os roedores (ANDRADE, 2002).

De acordo com Garcia et al. (2004), diversas drogas tem sido empregadas
em modelos de imunossupressdo em diferentes espécies, tais como, a

dexametasona, a ciclosporina, o metotrexato e a CY. Todavia os efeitos destas
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drogas ndo sdo os mesmos em todas as espécies. O metotrexato, por exemplo, é
capaz de inibir a resposta imune em camundongos tratados com 2,5 mg/Kg em dose
unica (ROMANYCHEVA et al., 1978). Entretanto, outros autores como Greenwood &
Keny (1978), ndo conseguiram provocar alteracdes hematolégicas em ovinos
tratados durante 3 dias com 5 mg/Kg de metotrexato.

Em camundongos, Doherty (1981) demonstrou que a CY inibe a produgéo
de anticorpos, mas ndo conseguiu demonstrar o efeito da droga na resposta celular
cutanea. Ja Tarayre et al. (1990) encontraram leucopenia em camundongos tratados
com essa droga.

Outro exemplo, desta diversidade de efeito é a dexametasona, um potente
glicocorticoide, usado em diversos modelos de imunossupressado. Tal efeito foi bem
documentado em varias espécies, como em bovinos (ROTH & KAERBELE, 1985;
PRUETT et al.,, 1987; DOHERTY et al., 1995), ratos (BAKKER et al., 1997) e até
galinhas (ISOBE & LILLEHOJ, 1993). Todavia, Saulnier et al. (1991), falharam ao
tentar demonstrar o efeito imunossupressor da dexametasona em suinos e Minton &
Blecha (1991) e Garcia et al. (1999) também n&o conseguiram demonstrar tal efeito
em ovinos.

Esses resultados ressaltam a necessidade de serem desenvolvidos modelos
préprios para cada espécie, ja que as conclusfes obtidas em uma espécie nao

podem necessariamente ser 0s mesmos resultados em outra.

1.7.1Ratos da Linhagem Wistar (Rattus norvegicus)

Os ratos da linhagem Wistar (Figura 3) sdo uma linhagem albina da espécie
Rattus norvegicus, desenvolvida no Instituto Wistar na Filadélfia — Estados Unidos.
Esta linhagem foi a primeira a ser utilizada como organismo-modelo numa época em
que pesquisadores utilizavam primariamente camundongos da espécie Mus
musculus (CLAUSE, 1998). A maioria das linhagens de ratos de laboratorio
descende de uma colbnia estabelecida no Instituto Wistar em 1906 pelo fisiologista
americano Henry Donaldson, pelo administrador cientifico Milton Greenman e a
embriologista Helen Dean King (THE WISTAR INSTITUTE, 2007).
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Figura 3 - Exemplar da espécie Rattus novergicus linhagem Wistar. Observar o padréao

albino, orelhas alongadas, cabeca grande e comprimento da cauda menor que O

comprimento corporal. (Fonte: Mahidol University, 2011)

A linhagem Wistar é uma das mais utilizadas mundialmente em pesquisas
de laboratério e sua importancia deve-se ao fato de o Dr. Donaldson e sua equipe
terem realizado inimeras pesquisas para obter dados fundamentais, principalmente
curvas de crescimento do animal, do créanio, do esqueleto e de varios Orgaos
individualmente. Todos esses resultados foram reunidos no famoso livro "The Rat:
Data and References Tables for the Albino Rat (Mus norvegicus albinis) and The
Norway Rat (Mus norvegicus)", cuja primeira edicdo foi publicada em 1915
(CENTRO DE BIOTERISMO FMUSP, 2011)

Os ratos da linhagem Wistar sdo caracterizados pelas orelhas alongadas,
cabeca grande e comprimento da cauda sempre menor que o comprimento corporal.
A gestacao dura de 20 a 22 dias e o desmame ocorre com 17 a 19 dias de idade.
Sao considerados animais doceis, de facil manipulacdo e tém boa capacidade de
aprendizado. Apresentam, em geral, baixa incidéncia tumoral e a alopécia, algumas
vezes temporaria, € uma caracteristica comum. A partir da linhagem Wistar, foram
desenvolvidas as linhagens Sprague Dawley e Long-Evans (CENTRO DE
BIOTERISMO FMUSP, 2011).
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1.7.2Primatas Nao Humanos da Espécie Cebus apella

O uso de primatas ndo humanos como modelos experimentais in vivo é de
grande importancia em trabalhos voltados a area da saude humana, pela grande
proximidade filogenética, anatdbmica e bioquimica destes organismos com O0s
primatas humanos, gerando resultados que podem ser interpretados de forma mais
proxima e segura para o organismo humano. O tamanho dos 6rgéos torna possivel a
repeticdo de diagnadsticos, tais como, exames endoscopicos, coleta de amostras de
sangue e biopsia de um mesmo animal por um longo periodo; além disso, a
incidéncia de tumores espontaneos € baixa em comparagdo aos roedores e a
longevidade vital dos macacos permite a exposicdo a carcindOgenos por longos
intervalos de tempo, assim como ocorre em humanos (TAKAYAMA, 2008). Assim,
sao considerados animais nobres para as pesquisas cientificas.

Os Cebus apella (Figura 4), que sdo um dos objetos de estudo deste
trabalho, por exemplo, se reproduzem em todas as esta¢des do ano, sua gestacao
dura cerca de 8 meses. Os filhotes pesam aproximadamente 260g enquanto os
adultos encontram-se entre 1,1 e 3,3 kg, segundo De Cicco (2009). Esses animais
vivem em florestas tropicais, em bandos de 20 macacos, tem hébito diurno e
possuem uma longevidade em torno de 40 anos. Atingem a maturidade do aparelho
reprodutor em volta dos 4 anos (fémeas) e 8 anos (machos), a partir de entdo estao
aptos a iniciar sua vida reprodutiva (DE CICCO, 2009). De acordo com Riviello &
Wirz (2001) no que diz respeito a faixa etéria, esses primatas sdo considerados
jovens até os 4 anos de idade, dos 5 anos em diante ja sédo tidos como animais

adultos.
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Figura 4 - Exemplar adulto da espécie Cebus apella. A espécie apresenta como
caracteristica principal o desenvolvimento de tufos de pelos escuros na cabeca
(localizados nas témporas e apice) e coloracdo corporal amarela e dos membros e
cauda escuros.

(Fonte: CENP, 2008)

O Brasil € um pais privilegiado em relagcéo a fauna primatoldgica, possuindo
a maior diversidade de espécies do mundo, atualmente sendo aceitas, de acordo
com Rylands et al. (2000), a ocorréncia de representantes de todas as 5 familias de
primatas neotropicais, 16 dos 17 géneros, sendo 2 géneros, Brachyteles (muriqui) e
Leontopithecus (micos-lebes) de ocorréncia exclusiva no Brasil, totalizando 91
espécies, muitas endémicas. Entretanto, a legislacdo brasileira, corretamente, exige
gue somente 4 exemplares dessas espécies sirvam de modelos experimentais e que

sejam utilizados apenas os animais nascidos em cativeiros regulamentados pela Lei.

1.8 Teste do Micronucleo (MN)

Os agentes quimicos e fisicos que sdo capazes de induzir mutacdes em

nivel cromossdmico, ou seja, capazes de gerar quebras no cromossomo, Sao

chamados de agentes clastogénicos. A clastogenicidade pode resultar da interacéo
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direta desses agentes com o DNA ou de mecanismos indiretos que interferem com a
replicacé@o e o reparo da molécula (EVANS, 1977).

Existem varios testes para detectar o potencial clastogénico de um agente, e
entre estes, o teste do micronucleo (MN), o qual é amplamente aceito pelas
agéncias internacionais e instituicbes governamentais, como parte da bateria de
testes recomendada para estabelecer a avaliacdo e o registro de novos produtos
quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial (CHOY,
2001). O teste do MN foi originalmente desenvolvido para conhecer a atividade
genotoxica de produtos quimicos em mamiferos (HEDDLE et al., 1983), baseia-se
na observagao de fragmentos cromossdmicos acéntricos ou de cromossomos que
se atrasam em sua migracao para os poélos da célula, na anafase. O teste indica se
nas células, houve a atuacdo de agentes clastogénicos ou que interferem na
formagéo do fuso mitético.

Em roedores foram observadas correlacdes entre alteracdes cromossomicas
e 0 aparecimento de MN em eritrocitos jovens, antes da expulsdo do nucleo. Foi
verificado que a incidéncia dessa anomalia era dose dependente, para 0 composto
Trenimon, e que o teste de microndcleos era similar as tradicionais analises
citogenéticas, sendo considerado um método rapido e simples no teste de
mutagenicidade (MATTER & SCHMID, 1971).

Hooftman & Raat (1982) empregaram o teste de micronucleos em eritrocitos
do sangue periférico de peixes, para realizar a avaliacdo do potencial genotoxico de
componentes presentes em ambientes aquaticos poluidos. Segundo Manna &
Sadhukhan (1986), o teste pode ser util ndo somente para detectar aberracdes
induzidas por agentes genotoxicos, mas para o estudo da radio-sensibilidade relativa
e quimiosensibilidade de diferentes tecidos frente as potencialidades mutagénicas
de diferentes mutdgenos.

Os estudos baseados em micronucleos podem ser empregados para
determinar o potencial genotoxico de componentes do meio ambiente de diferentes
regides, permitindo conhecer 0s agentes quimicos poluidores e o potencial
genotoxico dos mesmos. A formacdo de MN pode ocorrer espontaneamente em
células de peixes e com frequéncia variavel (WILLIAMS & METCALFE, 1992). A
temperatura € um fator importante na variacao da freqiéncia de MN, pois determina
variacao no ciclo celular (AL-SABT & METCALFE, 1995).
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Fatores intraespecificos podem atuar alterando ocorréncia de MN, como:
idade, sexo, alimentacdo, saude, periodo de reproducdo, e status hormonal.
Diferencas no numero de MN entre machos e fémeas foram observadas em
roedores (URLANDO & HEDDLE, 1990). Nos peixes, a maior sensibilidade aos
agentes genotdxicos, ocorre nos estagios iniciais de desenvolvimento. Em
mamiferos, individuos mais velhos sdo mais propensos a sofrerem danos genéticos.
(CHRISTIE & COSTA, 1983).

Os MNs podem ser formados a partir de aberragcbes cromossdmicas em
células de diferentes tecidos que sofrem divisdo celular constantemente in vivo ou
em células que sdo submetidas a divisdes celulares in vitro. Trata-se de um pequeno
nacleo adicional e separado do nudcleo principal de uma célula, formado durante a
divisdo celular por cromossomos ou fragmentos de cromossomos que se atrasam
em relacdo aos demais. Esta pequena formacéo resulta de alteracdes estruturais
cromossOmicas espontaneas ou experimentalmente induzidas, ou ainda, de falhas
no fuso celular, sendo, portanto, excluido do novo nucleo formado na tel6fase. Os
MNs podem estar presentes em numero de um ou mais por célula, com dimensdes
de até 1/3 do tamanho do nudcleo (Figura 4) (RIBEIRO et al., 1991; RAMIREZ, 2000;
TOLBERT et al, 1991, 1992)

Para que os MNs possam ser visualizados é necessaria a administracdo da
Citocalasina-B as culturas. As citocalasinas sao produtos fungicos que impedem a
polimerizacdo dos filamentos de actina se ligarem as extremidades “mais” dos
microfilamentos (ALBERTS, 1997). A Citocalasina-B é um inibidor de polimerizagcéo
da proteina actina requerida para a formagdo do anel contratil, que induzem a
contracao do citoplasma e clivagem da célula em duas células filhas (citocinese). Na
técnica de MN in vitro, utiliza-se a Citocalasina-B para paralisar as células em
citocinese (Figura 3), desse modo, permitindo que a célula complete a divisdo
nuclear e que estas possam aparecer mono, bi ou trinucleadas (FENECH, 1993;
OECD GUIDELINE 487, 2004).
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Figura 5- llustracdo da origem do MN a partir de um fragmento cromossomico
acéntrico ou de um cromossomo inteiro (a); em (b), a formacdo de uma ponte
citoplasmatica e de um MN a partir de um fragmento cromossémico acéntrico;
ressalta ainda a acéo da citocalasina-B que bloqueia a citocinese.

Fonte: FENECH (2000).

A técnica do MN por bloqueio da citocinese € considerada como um dos
meétodos preferidos para mensurar danos cromossdmicos em células humanas, por
ser uma técnica de boa sensibilidade, requerer menor tempo de analise e apresentar
uma boa relacdo dose-resposta frente a varios agentes genotoxicos. Além disso,
esta técnica demonstra uma precisdo satisfatoria, pois os dados obtidos ndo séo
confundidos com alteragcbes da divisdo celular causadas pela citotoxidade dos
agentes testados. Esta técnica pode prover a mensuracdo da genotoxidade,
fornecendo boas indicagGes da ocorréncia de diversos tipos de danos, tais como
guebras, rearranjos cromossdmicos, dentre outros (FENECH, 2000; FENECH &
CROTT, 2002).

A andlise do MN em células binucleadas, além de permitir a comparacéo da
frequéncia de danos cromossomicos entre populagdes celulares que podem diferir
em sua cinética de divisdo, permite uma medida mais precisa da frequéncia de

células micronucleadas, considerando que seria necessario analisar o dobro de
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células mononucleadas para observar o0 mesmo nivel de danos observados em
células binucleadas (FENECH, 1997).

O teste do MN com citocalasina-B (MNCtB) pode ser usado para o
biomonitoramento genotéxico de populacbes, para avaliacdo do potencial
mutagénico de agentes quimicos e fisicos e para estudos especificos como variacao
interindividual para radiosensibilidade e predicdo da radiosensibilidade de tumores
(FENECH, 2000).

Embora o teste do MN com bloqueio de citocinese tenha sido inicialmente
desenvolvido para ser aplicado em cultura de linfécitos humanos (FENECH &
MORLEY, 1985), apos adaptagfes, vem sendo também empregado com outros tipos
celulares e para a identificacdo de parametros que refletem instabilidade gendémica
(Figura 6). Assim, o0 MNCtB é hoje um ensaio bastante utilizado em estudos in vivo
(monitoramento genotdoxico de populacdes), in vitro (avaliagdo do potencial
mutagénico de agentes quimicos e fisicos e seus possiveis mecanismos de acao) e

in vivo (radiosensibilidade individual).

Agente
Genotoéxico
Citotoxico

Amplificacao
génica

Apoptose

dicéntrica

Figura 6 - llustracdo de varias alteragbes que podem ser avaliadas pelo teste do
micronucleo com bloqueio da citocinese pela citocalasina-B.
Fonte: FENECH (2000).



37

Segundo Fenech (2000), para a analise da frequéncia de MNs e de células
micronucleadas néo deve ser incluido na amostra de células analisadas aquelas que
apresentam um ou mais de dois nudcleos, as células necroticas e aquelas em
apoptose. Deve-se contar 1000 células binucleadas por lamina; levar em
consideracdo somente células com ndcleos intactos, com tamanhos
aproximadamente iguais, mesmo padrdo de coloracdo e dentro do limite
citoplasmatico; membrana celular intacta; células facilmente distinguiveis das células
adjacentes.

Os ensaios com MN permitem identificar um aumento na frequéncia das
mutagcbes cromossOmicas, condicdo Sine qua non para a carcinogénese, e vem
sendo muito utilizado em estudos in vivo, no monitoramento genotdxico de
populacdes, e in vitro, para a avaliacdo do potencial mutagénico de agentes
guimicos e fisicos. Os MN sédo formados durante a tel6fase, quando o envelope
nuclear é reconstituido ao redor dos cromossomos e sao resultantes de fragmentos
cromossOmicos acéntricos ou de cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no
nacleo principal. Desta forma, a deteccdo de MN representa perda de cromatina em
consequéncia de dano cromossémico estrutural ou dano no aparelho mitético
(FENECH, 2000).

E importante ressaltar que uma quantidade basal de MN é formada durante
a mitose devido aos mais variados tipos de erros, espontaneos ou nao, ocorridos
durante o ciclo. Isso quer dizer que os possiveis danos ao DNA causados, por
exemplo, pela exposicdo a agentes mutagénicos, somente sdo expressos em MN
apos um ciclo de divisdo celular, sendo dependentes da proporcdo de células que
estédo se dividindo. (FENECH, 1997).

Dentre muitos testes de mutagénese, o teste de MN €& um ensaio
tecnicamente simples, confiavel e sensivel. Ele propicia a detec¢cdo de agentes
clastogénicos (que quebram cromossomos) e aneugénicos (que induzem
aneuploidia ou segregacdo cromossdémica anormal), podendo ser repetido varias
vezes, para a prevencao e monitoramento de individuos sob risco carcinogénico,
como consumo crénico e abusivo de alcool, tabaco e/ou outras substancias
mutagénicas (RAMIREZ et al. 1999, GATTAS, 2001).
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2 OBJETIVO

Estabelecer e caracterizar um modelo de imunosupressdao com 0 agente
alquilante CY, em Rattus norvegicus da linhagem Wistar e primatas ndo humanos da
espécie Cebus apella da Amazoénia brasileira e avaliar a acdo mutagénica de CY,

sobre estes animais, através do teste do MN.

2.1 Objetivos Especificos

. Estabelecer e caracterizar um modelo de imunossupressdao com o
agente alquilante CY, em primatas ndo humanos da espécie Cebus

apella;

. Identificar o0 momento exato do inicio da depressdo imune nestes

animais, através da analise frequente do leucograma em C. apella;

. Identificar o periodo de tempo em que a depressdo imune se sustenta

nas duas espécies;

. Identificar o periodo em que esses animais recobram sua resposta

imunoldgica;

. Avaliar os efeitos da CY através do Teste de MN.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 248 ratos da espécie Rattus norvegicus da linhagem
Wistar, machos (0,20 — 0,25 kg), com 90 a 120 dias de idade provenientes do
Instituto Evandro Chagas e 4 primatas ndo humanos da espécie Cebus apella,
machos (2,80 a 3,20 kg), com 6-8 anos de idade provenientes do Centro Nacional de
Primatas (CENP). Os animais foram mantidos sob as condicbes padrbes de
laboratorio e cada espécie recebeu alimentacdo adequada. Este projeto de pesquisa
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacio da
Universidade Federal do Para (CEPAE) (PARECER MED 002/2007).

3.2 Dosagem e Aplicagao de CY

Foi utilizado neste projeto CY, na forma de Cytoxan®, ampolas contendo
uma 1g, (Bristol — Meyers Oncology, Princenton, NJ). Para o0s testes de
imunossupressao em R. norvegicus da linhagem Wistar foram utilizados 185 animais
em 4 fases experimentais, nos quais foram administrados na 12 e 22 fase a dose de
50 mgl/kg, e, na 32 e 42 fase a dose de 25 mg/Kg de CY. Em cada fase foram
eutanasiados 1 animal/dia de cada grupo com a finalidade de se obter o peso

relativo e a celularidade dos érgéos.

A CY foi suspensa em solucao salina, e aplicada por injecéo intraperitoneal,
no quadrante inferior esquerdo do abdome, visto que nessa area ndo ha orgaos
vitais, exceto o intestino delgado. Os animais do grupo controle, composto por 63

individuos, receberam o mesmo volume em solugéo salina.

Na imunossupressédo de C. apella, a dose utilizada foi de 50 mg/kg de CY, a
qual foi diluida em solucéo salina, e injetada por via endovenosa. As solucdes de CY

foram preparadas no dia da inoculacgéo.



40

3.2.1 Fluxograma do grupo experimental em R. norvegicus da linhagem Wistar

7

12 Fase
Dose de 50 mg/Kg
185 animais
Duracao 28 dias

22 Fase
Dose de 50 mg/Kg
157 animais
Duracéo 35 dias

32 Fase
Dose de 25 mg/Kg
122 animais
Duracao 54 dias

42 Fase
Dose de 25 mg/Kg
55 animais
17 animais morreram entre 0 22 e 52 dia ap0s o inicio dessa fase
Restaram 38 animais
Estes animais foram monitorados por 6 meses
Nenhum animal foi sacrificado nesta fase
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3.2.2 Fluxograma experimental em C. apella

4 )
12 Fase
Dose de 50 mg/Kg de CY
4 animais
Duracéo de 20 dias
\ J
4 A
22 Fase

Dose de 50 mg/Kg de CY

3.3 Anestesia e Eutanasia dos Animais

Os R. norvegicus da linhagem Wistar foram anestesiados com Vetanarcol
(Cloridrato de Cetamina, 50mg/ml - Sigma®), 0,5ml/kg de Kenzol (Cloridrato de
Xilazina, 20mg/ml - Sigma®). A dosagem correspondeu a 1,8ml/kg de Vetanarcol e
0,5ml/kg de Kenzol.

A eutanasia dos R. norvegicus da linhagem Wistar foi realizada por inalacao
de dose letal de éter dietilico, seguindo rigorosamente 0s principios internacionais

para a pesquisa biomédica envolvendo animais (CIOMS, 1985).

No caso dos C. apella com doenca terminal por intoxicacdo, envolvendo
sofrimento, foram conduzidos a eutanasia através da administracdo intravenosa da
associacdo medicamentosa de Ketaral® (Cloroidrato de cetamina, 50 mg/kg,
anestésico geral de acao rapida), Dormonid® (Midazolam 50 mg/kg agente indutor
do sono) e Methotrimeprazine® (Levomepromazine 50 mg/kg, tranquilizante
antipsicotico). A eutanasia aconteceu pela sobre dose desta associacdo. No CENP,

os animais foram submetidos a eutanasia em ambiente apropriado, afastado dos
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outros animais que participam deste projeto. Este método é confidvel e produz uma
morte humanitaria ao primata, a qual foi comprovada pelo Médico Veterinario
participante do presente projeto. A metodologia atende a Resolucdo n° 714, de 20 de
junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria. Apés a eutanasia 0s
cadaveres foram submetidos a necropsia. Amostras de 6rgaos e fluidos bioldgicos
foram coletados para analises laboratoriais. Apos estes procedimentos 0s cadaveres

foram incinerados no CENP.

3.4 Andlises e Avaliagcdes em R. norvegicus

3.4.1 Peso Relativo de Orgidos e Celularidade em R. norvegicus da

Linhagem Wistar

Para este parametro ndo foram utilizados primatas ndo humanos visto que
seria necessario eutanasiar muitos animais. Em R. norvegicus da linhagem Wistar,
foram analisados o peso relativo (peso do 6rgado/ peso corporal em g) do baco, rim,
timo e figado com auxilio de balanca de precisdo. A celularidade foi avaliada a partir
da suspensao celular preparada em meio de cultura RPMI-1640, provenientes da
medula 6ssea (femoral), do baco e do timo, sendo sua contagem realizada usando a
camara de Neubauer (RAISUDDIN et al., 1991).

3.4.2 Avaliagdo das Fungbes da Imunidade Humoral em R. norvegicus da

linhagem Wistar

Os roedores tratados com CY e controles receberam 0,2 ml de 10% de
SRBC (eritrocitos de carneiro — sheep red blood cells) via intraperitoneal, antes da

avaliacdo dos seguintes parametros:
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3.4.2.1 Hemoaglutinacao

Com a finalidade de coletar o sangue para analise, no momento da
eutanasia, os animais foram anestesiados segundo o protocolo ja descrito, e foi
realizada laparotomia xifo-pubica para posterior puncdo da Veia Cava Abdominal
com agulha 30x8, acoplada em seringa descartavel de 3mL. Foram utilizadas
seringas e agulhas individuais para cada animal. Este parametro foi conduzido
segundo o protocolo de Mungantiwar et al. (1999) com modificacées de Bin-Hafeez
et al. (2001).

O sangue foi armazenado em tubo Vacutainer, centrifugado a 4000 rpm por
10 minutos e armazenado em refrigerador entre 2 e 8°C. Diluicdes seriadas, em
duplicada, de amostras do soro foram realizadas em 50ul de PBS (tampé&o fosfato
salino, pH 7,2), em 96 micro-titulacdes misturadas com 50ul de 1% SRBC suspenso
em PBS. ApOs mistura, os recipientes foram mantidos a temperatura ambiente por 2
horas. O valor do titulo do anticorpo foi determinado no soro mais diluido que

apresentava visivel hemoaglutinagéo.

3.4.2.2 Ensaio sobre as células formadoras de placa em R. norvegicus da

linhagem Wistar

O ensaio sobre as células formadoras de placa (PFC) foi executada usando
0 método de Raisuddin et al. (1991). Foi injetado intra peritonealmente 0,2 ml de
10% de SRBC preparado em solucdo salina. Os animais foram submetidos a
eutanasia a partir do primeiro dia durante 107 dias de imunizacdo. Apés a remocao
do baco foi feita uma suspenséo de 10° células/ml a partir daquele 6rgdo em meio
RPMI-1640. Para analisar o PFC, foi preparado SRBC a uma densidade celular de
5x10® células/ ml em PBS. Foi adicionado 1 ml de SRBC e 0,5 ml do complemento
do porco guinea diluido (1 ml do soro + 1 ml solucdo salina) a 1 ml da suspensao de

células do baco.
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As cameras de Cunningham foram preparadas utilizando pedacgos de vidro,
as bocas foram cobertas e marcadas em ambos os lados. As cameras foram
preenchidas com o volume da mistura, seladas com petroleo gelatinoso e incubadas
a 37°C por uma hora. As placas foram contadas sob microscopia 6tica tomando
como unidade a PFC por 10° células do baco. Os outros érgdos, timo e figado,

seguiram 0 mesmo protocolo.

3.4.2.3 Teste de hemolise

Na andlise do teste de hemdlise foi utilizado o método Simpson & Gozzo
(1978) com modificacdes de Bin-Hafeez et al. (2001). O baco foi removido para se
obter uma suspenséo de 10 x 10° células/ml de PBS. Um mililitro de SRBC (0,2%) e
1 ml de soro de guinea pig (10%) foram misturados com a suspensao e incubados a
37°C por 1 hora. Apos centrifugacdo a 3.000 rpm durante 3 minutos a densidade
Optica do sobrenadante foi medida a 413 nm usando espectrofotémetro (Eppendorf

Biophotometer). Os outros 6rgéos, timo e figado, seguiram o mesmo protocolo.

3.5 Analises e Avaliacbes em C. apella

A imunossupressao foi realizada em duas fases. Para esta avaliacdo foram
utilizados quatro primatas da espécie C. apella. Esses animais foram inspecionados
diariamente e os sintomas clinicos foram registrados. Em intervalos regulares,
durante as fases de tratamento, foi verificado o peso corporal e sangue periférico foi
retirado para testes de laborat6rio, que incluiram bioquimica do soro, hematologia e

exposicdo a CY.

As andlises quimicas de rotina incluiram glicose, uréia nitrogenada, creatina,
proteina total, albumina, globulina, bilirrubina total, colesterol, triglicerideos, alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, gamma glutametiltransferase, lactato

dehidrogenase, creatina kinase, amilase, calcio, fosforo inorganico, sédio, potassio e
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cloro. A hematologia clinica incluiu a contagem de células sanguineas vermelhas,
hemoglobina, hematdcrito, volumem corpuscular médio, concentracdo de
hemoglobina corpuscular media, hemoglobina corpuscular media contagem de
reticulocitos, contagem de plaquetas, contagem diferencial de células sanguineas
brancas (contagem de neutréfilos segmentados, linfécitos, monécitos, eosindfilos e
basdfilos). A metodologia e os valores de referéncia foram os descritos por Riviello &
Wirz (2001).

A alteracdo nos parametros hematologicos, em particular a contagem
diferencial de células sanguineas brancas representa o maior efeito adverso
observado nos parametros de laboratorio analisados em primatas ndo humanos
(SCHUURMAN et al., 2005). Os dados apresentados nesta tese enfocam somente
este parametro, visto que as outras analises nao estado relacionadas com o efeito
imunossupressor da droga, além de ndo detectarmos diferencas significativas, nas

analises quimicas, entre os grupos controle e tratado com CY.

O experimento de imunossupressao teve duas fases, em cada uma foram
administradas 50 mg/kg de CY. Essa concentracao foi padronizada de acordo com
0S experimentos realizados neste projeto com R. norvegicus da linhagem Wistar.
Todos os quatro animais receberam essa dose de CY. Antes da injecao dessa
droga, foi coletado mostras de sangue periférico da veia femoral dos C. apella, para

analises laboratoriais, as quais serviram como controle negativo do experimento.

3.6 Avaliagédo dos Efeitos Genotoxicos da Ciclofosfa ~ mida.

3.6.1Técnica de cultura temporaria de linfocitos

Células foram cultivadas de acordo com Moorhead et al. (1960) com
modificacdes, em meio completo contendo 76,8% de meio de cultura HAM-F10
(Sigma®) suplementado com 1% de estreptomicina (0,01 mg/ml), 1% penicilina
(0,005 mg/ml), 19,2% de soro bovino fetal (Cultilab®) e 2% de fitohemaglutinina.
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Colocaram-se os frascos de meio de cultura em estufa a 37° C para o
descongelamento e aquecimento, adicionou-se 0,2 ml de fitohemaglutinina (PHA)
que provocou a desdiferenciacdo de linfocitos, transformando-os em blastos e
induzindo-os a sucessivas mitoses. Agitou-se com leveza a seringa que continha o
sangue para ressuspenderem-se os globulos brancos e em cada frasco contendo 5
ml de meio, depositou-se 20 gotas do plasma agora contendo os linfécitos. Apés a

homogeneizacao os frascos foram levados a estufa a 37°C durante 72hs.

3.6.2 Teste do micronucleo

Em R. norvegicus da linhagem Wistar, o protocolo utilizado foi o descrito por
Schmid et al. (1971), com modificagdes introduzidas por Heddle (1973). Antes da
eutanasia dos animais, controle e tratados com CY, uma amostra de sangue
periférico foi coletada por puncéo cardiaca, a qual foi ressuspendida em 3 ml de soro
bovino fetal. Essa suspensdo foi centrifugada por 5 minutos a 1000 rpm e o
sobrenadante foi descartado. O sedimento foi ressuspendido em 0,5ml de soro
bovino fetal. Os esfregacos foram preparados com a solucdo ressuspendida de
modo a se obter uma Unica camada de ceélulas. A coloracao foi realizada a fim de
diferenciar eritrécitos policromaticos (PCE) de normocromaticos (NCE) usando o
corante Giemsa. A analise teve como finalidade identificar PCEs contendo MN, que
séo estruturas arredondadas ou ovais, com contorno liso e definido, coloragéo azul-
escuro e que devem ter de 1/10 a 1/20 do tamanho da célula. Para cada animal

foram examinados dois mil PCEs e dois mil NCEs.

Em C. apella, 24 horas apos a administracdo de CY, foi coletado amostras
de sangue periférico da veia femoral, dos quatro animais, para o cultivo temporario
de linfécitos. Quarenta e quatro horas apds inicio da cultura, adicionou-se a
Citocalasina-B, na concentracdo de 3 pg/ml, deixando agir por 24 horas antes da
coleta, nesse momento transferiu-se as culturas para tubos de centrifuga realizando-
se centrifugacdo a 1000 rpm por 5 mim. Apds este procedimento, removeu-se 0
sobrenadante, deixando um pellet de 1 ml e ressuspendeu-se o conteudo em 5 ml

de solucéo isotdnica gelada (4C), no caso Citrato de Sédio 1%, centrifugando-se
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novamente a 1000 rpm por 5 minutos. Em seguida, removeu-se novamente o
sobrenadante, deixando um pellet de 1 ml e ressuspendeu-se em 5 ml de fixador
Carnoy (5 metanol:1 acido acético), adicionando-se gotas de formaldeido no fixador,
com posterior centrifugacdo a 1000 rpm por 5 minutos. ApoOs este procedimento,
realizou-se mais duas lavagens com fixador Carnoy (3 metanol:1 acido acético),
deixando na ultima lavagem apenas 0,3 ml no volume final do pellet. A preparacéo
das laminas iniciou-se com uma limpeza adequada das mesmas e armazenamento
em agua destilada gelada. Ao final da coleta, foram confeccionadas as laminas

histologicas com posterior coloragdo com Giemsa.

3.6.3 Analise do micronucleo

Toda a andlise foi realizada em teste cego. Os critérios de identificacdo do
micronucleo foram os descritos por Sarto et al. (1987) e por Tolbert et al. (1991,
1992), como estruturas que apresentem distribuicdo cromatinica e coloracdo igual
(ou mais clara) a do nucleo, que estejam no mesmo plano que este, apresentem
limites definidos e semelhantes aos nucleares e o seu tamanho néo ultrapassar 1/3
do tamanho do nudcleo. Foram computadas apenas células que apresentavam
citoplasma integro. Foram considerados MN somente as estruturas com as
caracteristicas descritas e que se encontravam distintamente separadas do nucleo

principal.

3.7 Analise Estatistica

O teste de Mann-Whitney (teste-U) foi utilizado para determinar diferencas
significativas entre valores encontrados para: a) peso relativo dos oOrgaos; b)
parametros da imunidade humoral c) contagem de células sangiineas brancas e de

MN. Nas analises sera estabelecido em 5% o nivel de significancia.
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4 RESULTADOS

4.1 Imunossupressdo em R. norvegicus da linhagem Wistar

A imunossupressao foi realizada em quatro fases, onde os animais foram
divididos em dois grupos, um com administracdo de CY, grupo tratado (185 ratos) e
outro sem administracédo de CY, grupo nao-tratado (63 ratos). A primeira fase teve
duracéo de 28 dias a partir do dia zero, quando foi administrada a primeira dose de
CY (50 mg/kg). Neste periodo foram eutanasiados diariamente, um animal de cada
grupo com a finalidade de se obter o peso relativo e a celularidade dos 6rgaos. No
terceiro e no quarto dia apds a inoculacdo, os parametros de imunossupressao
utilizados foram os mais baixos. Ndo houve morte apos intoxicacdo nesta fase. As

médias e os desvios padréo destes parametros estdo resumidos nas Tabelas 2 e 3.

Na segunda fase foi administrada novamente CY (50mg/kg), nos animais,
aos 28 dias apos a primeira administracdo da droga, visto que neste intervalo de
tempo os ratos recuperaram a capacidade de resposta imune pela metodologia
utilizada. Cento e cinquenta e sete ratos restaram do grupo tratado da primeira fase
do experimento. Foi observado pelos parametros de celularidade e peso relativo dos
orgaos, que o maior efeito imunosupressor da droga aconteceu no segundo dia e
ficou estavel até o sétimo dia. Da mesma forma que na primeira fase do experimento
foram eutanasiados diariamente um animal de cada grupo. Com 35 dias apds a
administracdo da segunda dose (63 dias apos a administragdo da primeira dose), 0s

ratos Wistar recuperaram sua capacidade imune (Tabelas 2 e 3).

Na terceira fase do experimento, os 122 ratos Wistar remanescentes
receberam a terceira injecdo de CY, na metade da concentracdo (25mg/kg),
administrada com 63 dias a partir do dia zero. Nessa fase, no primeiro dia 0s ratos
apresentaram 0s menores parametros de imunodepresséo, essa baixa celularidade
permaneceu estavel por 12 dias, durante esse periodo 13 roedores morreram por

intoxicacao.

Independente da morte esporadica dos ratos, todo dia foi eutanasiado um
animal do grupo tratado, ndo foram utilizados animais do grupo controle visto que os

valores de celularidade e peso relativo dos Orgdos estava estabelecido. Apos 54
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dias, os 55 ratos remanescentes do grupo tratado tiveram recuperagédo imune (117
dias ap0ls a primeira administragdo). Os resultados foram sumarizados nas Tabelas
2e3.

Foi administrada CY pela quarta vez, apés 117 dias do inicio do
experimento, novamente na metade da concentracao inicial (25 mg/kg) e 17 dos 55
roedores remanescentes da terceira fase do experimento morreram no periodo entre
0 segundo e quinto dia apdés a inoculacdo. Nesta fase do experimento nao foi
eutanasiado nenhum animal. O peso relativo dos 6rgéos e a celularidade nao foi
avaliado nos roedores mortos, visto que ndo se podia definir o momento exato da
morte. Assim dos 38 roedores restantes de todo o experimento foram monitorados

por seis meses.

4.2 Efeito da CY sobre o peso relativo de 6rgédos e  celularidade em R.

norvegicus da linhagem Wistar

Néo foi detectado ganho de peso corporal, significante, entre os animais
utilizados neste projeto. O peso relativo do baco e do timo do grupo tratado com CY
foi significantemente inferior (P<0.05) quando comprado com 0O grupo controle
(tratado com solucéo salina padréo) nas trés fases do experimento (Tabela 2). Para
o figado, o peso relativo, somente foi inferior, significativamente, em relacdo ao
controle somente a partir da terceira administracdo de CY (Tabela 2). Nao houve
reducao significante de peso nos rins dos animais tratados com CY em relacdo ao

grupo controle (P>0.05).
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Tabela 2 - Efeito do tratamento com ciclofosfamida sobre o peso relativo dos 6rgaos
em Rattus norvegicus Linhagem Wistar®.

Tratamento Peso relativo dos 6rgaos (Média + Desvio Padrédo) em
gramas
Baco Timo Figado Rim
Controle® 0,42+0,41 0,12+0,32 4,2+0,29  0,07+0,37

CY (1 dose 50 mg/kg)  0,19+0,09° 0,04+0,17 ¢ 4,0+0,76  0,06+0,06
CY (2 dose 50 mg/kg) 0,14+0,12° 0,03+0,25°¢ 3,8+1,54 0,05+0,12
CY (3 dose 25 mg/kg) 0,14+0,23° 0,03+0,37 ¢ 2,142,.33°  0,06+0,09

20s valores sdo medias e desvios padrdo de cinco ratos eutanasiados entre o primeiro e o quinto dia
apos a administracdo de CY.

®Os valores s&o medias e desvios padrdo de 63 ratos controle negativo.

°P<0.05 quando comparado com o grupo controle.

O tratamento com CY também induziu a um decréscimo da celularidade da
medula 6ssea, do baco e do timo (P<0.001) quando comparado com 0O grupo
controle de animais (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito do tratamento com ciclofosfamida sobre a celularidade dos 6rgaos
linféides de Rattus norvegicus Linhagem Wistar®.

Tratamento Peso relativo dos 6rgdos (MédiatDesvio Padréo) em
gramas
Baco Timo Medula 6ssea
Controle® 305,44+14,57 62,81+9,92 21,3341,92
CY (1 dose 50 mg/kg) 47,22+9,76° 16,44+5,78° 13,04+1,67 ¢
CY (2 dose 50 mg/kg) 40,41+0,12° 12,59+6,65° 10,81+1,49°¢
CY (3 dose 25 mg/kg) 39,88+0,23°¢ 12,2645,74° 9,15+1,22°¢

20s valores s3o medias e desvios padrdo de cinco ratos eutanasiados entre o primeiro e o quinto dia
apo6s a administragéo de CY.

®Os valores s3o medias e desvios padréo de 63 ratos controle negativo.

°P<0.01 quando comparado com o grupo controle.
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4.3 Efeito da ciclofosfamida sobre a imunidade humo ral de R.

norvegicus da linhagem Wistar

A administracdo de CY induziu uma significante reducdo em todos o0s
parametros da imunidade humoral dos animais tratados em relacdo ao grupo
controle (P<0.05). Como j& foi descrito anteriormente, esses parametros incluem: os
titulos do anticorpo (Tabela 4), a formacdo de PFC (Figura 5) e o teste de hemdlise

(Figura 6).

Tabela 4 - Efeito supressor da ciclofosfamida sobre a titulagdo de anticorpos em
Rattus norvegicus linhagem Wistar

Tratamento Titulo
Controle® 1:1456
CY (1 dose 50 mg/kg) 1:4
CY (2 dose 50 mg/kg) 1:2
CY (3 dose 25 mg/kg) 11

*Valores referentes ao quinta dia apds a inoculacdo de CY.

1 Controle

1200 2 CY (1 dose 50 mg/kg)

1000 3 CY (2 dose 50 mg/kg)
800 = 4 CY (3 dose 25 mg/kg)

s 2 3 4

Figura 7 - Supressdo da imunidade humoral induzida pela ciclofosfamida analisada
através do ensaio sobre as células formadoras de placa. Os valores séo
medias e desvios padrdao de cinco ratos eutanasiados entre o primeiro e o
quinto dia apos a administracdo de ciclofosfamida.*P<0,05 quando
comparado com o grupo controle.
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Figura 8 - Supressdo da imunidade humoral induzida pela ciclofosfamida analisada
através do teste de hemdlise. Os valores sdo medias e desvios padrdo de cinco
ratos eutanaziados entre o0 primeiro € 0 quinto dia apdés a administracdo de
ciclofosfamida.*P<0,05 quando comparado com o grupo controle.

4.4 Imunossupressédo em C. apella

Os 4 animais foram utilizados como grupo controle antes de serem
submetidos a imunossupressdo. No DO do experimento foram inoculados nos 4
animais a dose de 50 mg/Kg de CY. Entre o quarto e o décimo dia apds a inoculacdo
de CY, o numero de células sanguineas brancas teve seus menores valores (Tabela
5). Nao houve morte apoés intoxicacdo nesta fase, também n&o foi constatada

variacao significativa no peso corporal dos primatas.

Na segunda fase do experimento foi administrada novamente CY (50mg/kg)
aos 20 dias apoOs a primeira administracdo do imunossupressor, visto que neste
intervalo de tempo o numero de células sanguineas brancas aumentou. Os quatro
primatas utilizados neste experimento tiveram dieta balanceada, ndo enriquecida
com cloreto de sédio. Nessa fase, no segundo dia os primatas apresentaram 0s

menores valores na contagem de células sanguineas brancas, essa baixa
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celularidade permaneceu estavel por 10 dias (Tabela 5). Durante esse periodo dois

primatas morreram por intoxicacao.

Tanto na primeira como na segunda fase deste experimento a diminuicao
das células sanguineas brancas foi resultado da reducédo no numero de linfocitos e
posteriormente pela diminuicdo de neutrofilos. N&o foi constatada mudanca

significativa no peso corpéreo dos C. apella.

Tabela 5 - Contagem de células sanguineas brancas de Cebus apella submetidos a
tratamento com ciclofosfamida®.

N Antes do tratamento Primeira dose Segunda dose Teste U LN

CSB Média+DP MédiatDP  Média+DP
Eritrocitos 4 60,35+6,42 42424643 38671852 P<0.05 "7
Basofilos 4 0 0 0 NS 0
Eosinofilos 4 0 0 0 NS 0
Linfécitos 4 38,7+4,98 2213:933  17,7947,87* P<005 4%
Monécitos 4 0 0 0 NS 0

CSB= células sanguineas brancas, N= niumero de amostra, DP= Desvio Padrdo, U= Teste Mann —
Whitney, LN= Limites de normalidade extraidos de Riviello et al. (2001).

% Media e Desvio Padrdo dos dez primeiros dias de tratamento.

*Abaixo dos pardmetros de normalidade.

4.5 Avaliagéo dos efeitos genotoxicos da ciclofosfa mida

4.5.1 Analise do micronucleo em R. norvegicus da linhagem Wistar

A administracdo de CY aumentou significativamente a frequéncia de MN
PCEs e provocou efeito citotoxico, o qual ficou evidente pela diminuicdo da
percentagem dos PCEs em relacdo aos NCEs, no sangue periférico dos ratos Wistar
(Tabela 6). A segunda dose inoculada de CY (50 mg/kg) foi a que apresentou maior
citotoxicidade e frequéncia de MN, dos animais tratados em relacdo aos controles

negativos (Tabela 6).
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Tabela 6 - FregUéncia de micronucleos no sangue periférico de Rattus norvegicus
linhagem Wistar apds tratamento com CY?

Tratamento MN PCE PCE/NCE (%)
(MédiatDesvio Padrdo) (MédiatDesvio Padrao)
Controle® 1,68+2,45 13,65
CY (1 dose 50 mg/kg) 28,32+6,46° 4,33°
CY (2 dose 50 mg/kg) 30,69+8,65° 3,80°
CY (3 dose 25 mg/kg) 19,52+7,44° 9,32°

?0s valores s&o medias e desvios padréo de trés ratos eutanaziados entre o primeiro e o terceiro dia
apo6s a administragéo de CY.

®Os valores s3o medias e desvios padréo de 63 ratos controle negativo.

°P<0.05, Mann-Whitney U-test, quando comparado com o grupo controle.

4.5.2 Analise do micronucleo em C. apella

O estudo consta de dois grupos distintos, um controle negativo composto
pelos linfécitos dos quatro animais antes da administragéo de CY e o outro objeto do
estudo, composto pelos linfécitos dos mesmos primatas apés dois tratamentos de 50
mg/kg de CY. A média de MN/1000 células apresentou um aumento significativo nos
linfécitos dos C. apella apos o tratamento (P<0.05). Houve um ligeiro aumento da
frequéncia de MN da segunda administracdo de CY em relagdo a primeira, porém
este ndo foi significativo. A maioria dos linfocitos apresentou apenas um MN por
célula binucleada (Tabela 7). Foram analisadas 2000 células binucleadas para cada

C. apella.
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Tabela 7 - Frequéncia, distribuicdo dos micronucleos (MN) em linfécitos binucleados
(BN) de quatro Cebus apella expostos e indice de proliferacdo de célula

binucleada (IPCB).

Tratamento Distribuicdo de MN Total MN  MN/1000 células BN
1 2 3 Média + S.D.
Controle?® 9 3 0 15 1,85 +0,85

CY (1 dose 50 mg/kg) 87 248 118 1537
CY (2dose 50 mg/kg) 726 274 137 1669

192,12+11,59°
208,62+12,45°

N= Tamanho amostral

% Sangue periférico de Cebus apella antes da administracdo da CY
2000 células binucleadas foram analisadas/individuo

® estatisticamente diferente dos demais grupos (P<0,05)
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5. DISCUSSAO

5.1 Imunossupressao e inoculagdo tumoral em R. norvegicus da

Linhagem Wistar

Para avaliagdo da imunossupressao foram analisados como parametros o
peso relativo do baco, rim, timo e figado e a celularidade da medula 6ssea, do baco
e do timo. Embora seja freqliente na literatura experimentos de imunossupressao em
roedores, utilizando CY, ndo encontramos um desenho experimental semelhante ao
realizado neste projeto (FRANCES et al., 1973; CHU et al., 2005; DANTAS et al.,
2006; RAMPRASATH et al., 2006; GRAIM et al., 2008).

Bin-Hafeez et al. (2001) utilizaram a mesma concentracdo de CY (uma unica
dose de 50 mg/kg) e avaliaram os mesmos parametros de imunossupressao, usados
neste experimento, em camundongos Suicos albinos. Da mesma forma que o0s
nossos resultados, na primeira e na segunda administracdo de CY em ratos Wistar,
somente 0 baco e o timo tiveram diminuicdo significante do seu peso relativo.
Frances et al. (1973) em experimentos com CY (15 mg/kg), em ratos Wistar,
avaliaram o efeito dessa droga no bago e também encontraram uma reducdo

significante do seu peso relativo.

Na terceira aplicacdo da droga (25 mg/kg), os rins e o figado tambéem
passaram a apresentar diminuicdo do peso relativo, o que coincide com o inicio da
morte dos roedores, provavelmente uma intoxicagdo sistémica tenha provocado
esse fendbmeno e ndo o efeito imunossupressor da CY. Por este motivo, na quarta
administracdo da CY mantivemos a mesma concentracao (25 mg/kg), porém a morte
dos roedores aumentou de 13 para 17 animais, esta observacdo reforca nossa
hipotese de que houve intoxicacdo letal dos ratos Wistar e que os animais nao
morreram por qualquer tipo de infeccéo. Estudos realizados em pacientes revelam
que a CY induz toxicidade cardiovascular, a qual pode variar desde arritmias até
condicOes fatais (VIALE & YAMAMOTO, 2008).

by

Com relacdo a celularidade dos 6rgaos, o tratamento com CY também
induziu a um decréscimo significativo do niumero de células da medula Gssea, do

baco e do timo quando comparado com 0 grupo controle de animais. No0ssos
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resultados também sdo semelhantes aos encontrados em camundongos tratados
com a mesma concentracdo de CY que neste experimento (BIN-HAFEEZ et al.,
2001; THARAKAN et al.,, 2007). Uma observacdo interessante consiste em que
independente do R. norvegicus da linhagem Wistar ser um roedor de peso corporal
maior que o camundongo Suico albino, a celularidade dos seus 6rgdos ndo e

superior.

A administracdo de CY também induziu uma significante reducdo em todos
0s parametros da imunidade humoral dos animais tratados em relagdo ao grupo
controle. O efeito supressor da CY sobre o titulo dos anticorpos teve valores
semelhantes aos encontrados em camundongos (BIN-HAFEEZ et al., 2001) e em
humanos (VLACHOYIANNOPOULOS et al., 2008).

O ensaio sobre as PFC, que é um dos melhores testes para prever
imunotoxicidade em camundongos, apresentou uma reducgdo significante da
imunidade humoral em todas as trés administracbes de CY avaliadas neste projeto.
Os valores encontrados foram semelhantes aos descritos em camundongos Suicos
albinos intoxicados com CY (LADICS, 2007).

O terceiro ensaio que avalia a diminuicdo da imunidade humoral utilizado
neste projeto foi o teste de hemodlise. Existem apenas dois relatos na literatura que
fazem uso deste teste para avaliar a imunotoxicidade da CY in vivo (BIN-HAFEEZ et
al.,, 2001; CHEN et al., 2006) e da mesma forma que os ensaios discutidos
anteriormente, os valores encontrados neste trabalho com ratos Wistar, para o teste
de hemdlise, também sdo semelhantes aos da literatura com camundongos Suicos,

na mesma concentracao de CY.

Nos testes de imunossupressdo em R. norvegicus da linhagem Wistar
podemos observar que na terceira dose administrada de CY (25 mg/kg) os valores
de todos os experimentos realizados sdo semelhantes, do ponto de vista da funcéo
imune, que os da primeira e da segunda dose, embora a concentracdo de CY
administrada em cada uma das duas primeiras injecdes da droga tenha sido o dobro
(50 mg/kg).

Estes resultados revelam que embora exista um aumento da celularidade e
do peso relativo dos 6rgaos linfoides, que se equipara numericamente aos dos ratos

controle, a recuperacdo do sistema imune ndo € completa. Adicionalmente, os
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resultados nos levam a concluir que a partir da terceira administracdo de CY (25
mg/kg), quando os ratos comecam a sofrer toxicidade letal, ndo € mais necesséria a
administracdo de altas concentracfes da droga para suprimir o sistema imune dos
roedores. Uma concentracao inferior como a de 25 mg/kg é suficiente para manter

os R. norvegicus da linhagem Wistar imunodeprimidos.

A nossa hipotese de que ndo existe recuperacao total da funcdo imune e
que a CY induz colateralmente toxicidade, pode ser constatada ao observar que os
periodos de recuperacédo dos parametros de normalidade, da celularidade e do peso
relativo dos 6rgaos linféides, nos roedores, aconteceram num intervalo de tempo
maior a partir da primeira dose. Na terceira dose, embora 0s ratos recebessem a
metade da quantidade de CY, o tempo de recuperacdo foi de 54 dias em
comparacdo com os 35 dias da segunda dose e os 28 dias da primeira

administracao.

5.2 Imunossupressdo em C. apella

No nosso conhecimento n&o existem relatos da literatura utilizando esta
espécie de primata ndo humano em experimentos de imunossupressdo. Estudos
similares ao descrito neste projeto foram realizados em babuinos e Macaca
fascicularis. A alteracdo na contagem diferencial de células sanguineas brancas
representou o maior efeito adverso, da CY, observado nos parametros de laboratorio

analisados nesses primatas ndo humanos (SCHUURMAN et al., 2005).

O experimento de imunossupressao teve duas fases e, em ambas as
etapas, houve diminuicdo significativa das células sanguineas brancas como
consequéncia da reducdo no numero de linfocitos e posteriormente pela diminuicdo
de neutrdfilos. Experimentos utilizando uma Unica aplicacdo de 40 mg/kg de CY em
babuinos e M. fascicularis apresentam resultados semelhantes ao deste trabalho
para a primeira administracado de CY (SCHUURMAN et al., 2005) .

Na primeira dose do imunossupressor administrado nos 4 exemplares de C.

apella, tanto os valores dos eritrocitos quanto dos linfOcitos apresentaram
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diminuicdo, porém ndo significativa, em relacdo ao grupo controle e o que € mais
importante, somente na segunda aplicagdo de CY a contagem de células
sanguineas brancas saiu do padrdo de normalidade, se estabelecendo assim a

imunossupressao nos animais.

Os padrdes hematologicos e quimicos do sangue da espécie Cebus apella,
em relacdo a sexo e idade, foram descritos por Riviello & Wirz (2001) em 36
representantes da espécie. Esta € a Unica referéncia da literatura que apresenta o
intervalo de normalidade para o numero de células sanguineas brancas e outros
parametros nesses primatas. Os valores encontrados nas amostras de sangue
periférico que foram utilizadas como controle negativo deste trabalho, antes da

aplicacao da CY, nao diferem dos encontrados nessa publicacao.

Como citado anteriormente, Schuurman et al., (2005) somente
administraram uma Unica dose de CY em babuinos e Macaca fascicularis, porém
numa concentragdo menor (40 mg/kg), provavelmente isso provocou a diminui¢do no
namero de células sanguineas brancas atingindo seu menor valor entre o quinto e o
nono dia apos a inoculacdo da droga, em compara¢cdo com nossos resultados onde
as menores contagens se apresentaram mais cedo e tiveram uma duragdo maior,

entre quarto e o décimo dia apds a inoculacdo da CY.

Em relacdo a recuperacdo da imunidade dos Cebus apella, os mesmos
adquiriram o padrdo de normalidade no nimero de células brancas do sangue aos
20 dias ap0s a primeira administracdo do imunossupressor e aos 24 dias apos a
segunda inoculacéo da CY. Novamente comparando nossos resultados com os de
Schuurman et al. (2005), em babuinos, podemos observar que a recuperagado destes
antropoides aconteceu mais cedo, com 15 dias. Provavelmente esta diferenca
ocorreu porque os babuinos receberam uma dose menor de CY (40 mg/kg),

independentemente de ter um peso corporal superior, de até 35 Kg

O fato da recuperacdo imune da segunda dose de CY ter sido em um
intervalo de tempo maior em relacdo a recuperacdo da primeira administracdo da
droga, refor¢ca nossa hipétese levantada a partir dos resultados da imunossupresséo
com os ratos Wistar, de que embora os valores de referéncia voltem aos padrbes da
normalidade, a recuperacdo imune ndo € completa, visto que a CY provoca

toxicidade sistémica. Como consequéncia do efeito citotoxico, que discutiremos
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posteriormente, apds a segunda administracdo de CY dois dos quatro primatas que

iniciaram o experimento, morreu por intoxicagao.

5.3 Avaliagéo dos efeitos genotoxicos da ciclofosfa mida

Em R. norvegicus da linhagem Wistar as trés administracbes de CY
aumentaram significativamente a freqiéncia de MN PCEs e provocaram efeito
citotéxico, o qual ficou evidente pela diminuicdo da percentagem dos PCEs em
relacdo aos NCEs, no sangue periférico dos animais. Este efeito era esperado, visto
que a CY é utilizada como controle positivo em varios estudos de genotoxicidade
descritos na literatura (LI et al., 1988; BORROTO et al., 2002; HAMADA et al., 2003;
ACEVEDO et al., 2006; SELVAKUMAR et al.,, 2006; OLIVEIRA-MARTINS &
GRISOLIA, 2007; VIKRAM et al 2007; ANDRADE et al., 2008).

Embora a terceira administracdo de CY tenha ocorrido com a metade da
concentracdo (25 mg/kg) das duas inoculacdes inicias, a frequéncia de MN PCEs
nao corresponde a metade das freqiéncias da primeira e da segunda administracao.
Esta observacdo sugere que existe um efeito genotoxico cumulativo a cada dose de
CY aplicada. Por outro lado este efeito cumulativo é parcial visto que o aumento
observado na freqiéncia de MN PCE, da primeira aplicacdo da droga para a

segunda, ndo é estatisticamente significativo.

Na andlise do efeito citotoxico da CY observamos o mesmo fenémeno. O
aumento da percentagem dos MN PCEs em relacdo aos MN NCEs na terceira dose
de CY (25 mg/kg), € menor do que o dobro da percentagem MN PCE/NCE obtida na

primeira e na segunda administracdo de CY (50 mg/kg).

O efeito genotdxico cumulativo da CY fica evidente na aplicacdo da terceira
dose do imunossupressor, que coincide com a morte dos roedores. Este efeito se
potencializa na quarta inoculacdo de CY, quando o numero de roedores mortos por
intoxicacdo aumentou, em relacdo a terceira inoculacdo, de 13 para 17, embora

ambas administragdes de CY tenham a mesma concentracdo (25 mg/kg).
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Podemos concluir que, para efeitos de imunossupressdo de Rattus
norvegicus da linhagem Wistar, a partir da terceira inoculacdo da droga,
concentracdes inferiores a 50 mg/kg sado aconselhaveis para evitar a morte massiva

de roedores.

Ao comparamos as duas espécies de animais utilizadas no presente
trabalho, podemos observar que os primatas ndo humanos tém uma recuperacao
imune mais rapida, de 20 dias, em relacdo aos 28 dias necessarios para que 0S
Rattus norvegicus da linhagem Wistar recuperem a celularidade dos 6érgéos
linféides, embora a concentracdo de CY tenha sido a mesma para as duas espécies
de animais. Provavelmente a capacidade de metabolizacdo da droga seja mais
eficaz nos Cebus apella. Por este motivo a extrapolacdo dos dados obtidos, em
experiéncias com roedores para os seres humanos, deve ser realizada com cuidado.
Nossos resultados apdiam a conclusao de que os primatas ndo humanos constituem
excelentes modelos experimentais devido a sua grande proximidade evolutiva e
filogenética com o ser humano. Por este motivo, sdo considerados animais nobres

para as pesquisas cientificas.

Em Cebus apella, comparamos a frequéncia de MN de quatro primatas
antes e depois do tratamento com CY. Os linfécitos do sangue periférico, ap6s o
tratamento com CY apresentaram um aumento significativo da media de MN/1000
células em relacdo aos linfocitos controle. A frequéncia de MN controle dos Cebus
apella foi semelhante a frequéncia controle encontrada em humanos (EHRLICH et
al., 2008; EVENTI et al., 2009). Trabalhos in vitro envolvendo CY e linfocitos
humanos sdo escassos e ndao servem de parametro de comparagdo com o presente
projeto, visto que a CY € um agente clastogénico que precisa da ativacéo da fracao
hepatica sub celular S9 (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003).

Os unico trabalhos da literatura que associam a frequéncia de MN com o
tratamento de CY, em primatas ndo humanos, sdo os de Zufiga-Gonzalez et al.
(2005) e Hotchkiss et al. (2008) com Callithrix jacchus e Macaca mulatta
respectivamente. Nessas espécies, utilizando citometria de fluxo e microscopia, para
uma concentragdo de CY de 5 mg/kg, a frequéncia de MN aumentou

significativamente.

Nossos resultados revelaram uma frequéncia de MN/1000 células de 192,12

para a primeira administracdo de CY e de 208,62 para a segunda, estas frequéncias
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sdo aproximadamente cem vezes superiores as dos linfécitos controle (1,85).
Nossos resultados estdo de acordo com os Hotchkiss et al. (2008), que encontraram
uma frequéncia de MN 10 vezes inferior a nossa (29 MN/1000 células), porém numa
concentracdo de CY (5 mg/kg) também 10 vezes inferior a que utilizamos no

presente trabalho (50 mg/kg).

Neste experimento podemos observar que, houve um ligeiro aumento da
frequéncia de MN da segunda administracdo de CY em relacdo a primeira, porém
este nado foi significativo. Assim provavelmente, no intervalo de 20 dias entre a
primeira e a segunda aplicacao de CY, o sistema de reparo celular dos Cebus apella

foi capaz de repara e/ou eliminar a maioria das células com alteragbes mutagénicas.

Também podemos concluir que a concentracdo de CY de 50mg/kg, em
Cebus apella, corresponde a concentragdo DL50 da droga, visto que 50% desses
animais morreram durante o desenvolvimento do projeto. Até o desenvolvimento

desta proposta, ndo se conhecia a concentracao correspondente ao DL50.
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6. CONCLUSOES

No desenvolvimento de um modelo de imunossupressdo, através da
inoculacdo de CY, em R. norvegicus da linhagem Wistar, observamos que
inicialmente o bago e o timo tiveram diminuicdo do seu peso relativo e
posteriormente esse fenbmeno se repetiu nos rins e o figado, concomitante com o
inicio da morte dos roedores, provavelmente por intoxicacdo sisttmica e nao pelo

efeito imunossupressor da CY.

O tratamento com CY também induziu a um decréscimo significativo do
namero de células da medula 6ssea, do baco e do timo e induziu uma significante
reducdo em todos os parametros da imunidade humoral dos animais tratados em

relacdo ao grupo controle.

Apés a analise do efeito imunossupressor das trés administracées de CY,

nos R. norvegicus da linhagem Wistar, podemos concluir que:

a) Embora exista um aumento da celularidade e do peso relativo dos 6rgaos
linféides, apos um periodo de recuperacdo imunoldgica, que se equipara
numericamente aos ratos controle, o restabelecimento do sistema imune

nao é completo.

b) A partir da terceira administragcdo de CY, quando os ratos comecam a
sofrer toxicidade letal, ndo € mais necessaria a administracdo de altas
concentracfes de CY, para suprimir o sistema imune dos roedores. Uma
concentracdo inferior como a de 25 mg/kg é suficiente para manter os R.

norvegicus da linhagem Wistar imunodeprimidos.

A alteracdo na contagem diferencial de células sanguineas brancas
representou o maior efeito adverso, da CY, observado nos parametros de laboratorio
analisados nos C. apella. Nas duas vezes que a droga foi administrada houve
reducdo no numero de linfocitos e posteriormente diminuicdo de neutrdéfilos, porém

somente na segunda administracao de CY foi observada a imunossupressao.
Com relacéo a recuperacdo da imunidade dos C. apella podemos concluir que:

a) Pelo fato da recuperacdo imune da segunda dose de CY ter sido em um

intervalo de tempo maior em relacdo a recuperacdo da primeira
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administracdo da droga, é provavel que embora os valores de referéncia
voltem aos padrbes da normalidade, a recuperacdo imune ndo é

completa, visto que a CY provoca toxicidade organica.

b) Como consequéncia do efeito citotoxico, apos a segunda administracéo de

CY, dois dos quatro primatas que iniciaram 0 experimento, morreram por

intoxicacao.

Visto a proximidade filogenética dos primatas ndo humanos, este desenho

experimental sera de suma importancia para o estudo do tumor em diversas fases

do desenvolvimento e principalmente para testes de novos farmacos e esquemas

terapéuticos.

Com relacéo as analises de genotoxicidade da CY podemos concluir que:

a)

b)

d)

f)

Em R. norvegicus da linhagem Wistar, as trés administracbes de CY
aumentaram significativamente a frequéncia de MN PCEs e provocaram
efeito citotdxico.

Existe um efeito genotdxico cumulativo a cada dose de CY aplicada em
ratos Wistar. Porém este efeito € parcial, visto que o0 aumento observado

na freqiéncia de MN PCE nao é estatisticamente significativo.

Para efeitos de imunossupressao de ratos Wistar, a partir da terceira
inoculacdo da CY, concentracfes inferiores a 50 mg/kg sdo aconselhaveis

para evitar a morte massiva de roedores.

Em C. apella, os linfécitos do sangue periférico, apds o tratamento com
CY apresentaram um aumento significativo da media de MN/1000 células

em relacdo aos linfocitos controle.

A frequéncia de MN controle dos C. apella foi semelhante a freqiiéncia

controle encontrada em humanos.

O sistema de reparo celular dos C. apella, no intervalo entre as aplicacdes
de CY, foi capaz de repara e/ou eliminar grande parte das células com
alteracbes mutagénicas, visto que um houve discreto aumento da
frequéncia de MN, porém ndo significativo, quando comparamos a

segunda administracdo do imunossupressor em relagédo a primeira.
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g) A concentracdo de CY de 50mg/kg, em C. apella, corresponde a
concentracdo DL50 da droga, visto que 50% desses animais morreram
durante o experimento de imunossupressao. Até o desenvolvimento desta

proposta, ndo se conhecia a concentracéo correspondente ao DL50.

h) Ao comparamos as duas espécies de animais utilizadas no presente
trabalho, os primatas ndo humanos tém uma recuperagdo imune mais
rapida em relacdo aos R. norvegicus da linhagem Wistar. Provavelmente

a capacidade de metabolizacédo da droga seja mais eficaz nos C. apella.

Finalmente devemos salientar que a extrapolagcdo dos dados obtidos, em
experiéncias com roedores, para os seres humanos deve ser realizada com cuidado.
Nossos resultados apdiam a conclusao de que os primatas hdo humanos constituem
os melhores modelos experimentais devido a sua grande proximidade evolutiva e
filogenética com o ser humano. Por este motivo, sdo considerados animais nobres

para as pesquisas cientificas.
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