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RESUMO 

 

O desenvolvimento deste trabalho, deu-se devido a necessidade de se compreender melhor o 

sistema imune, levando-se em consideração a diversidade dos modelos experimentais de 

imunossupressão, bem como a variedade de respostas imunológicas e genotóxicas, diferenças 

estas, relacionadas  às espécies, ao medicamento e doses  utilizadas. Desta maneira, objetivo do 

presente estudo foi analisar os efeitos no sistema imunológico e os efeitos genotóxicos em Rattus 

norvegicus da linhagem Wistar, após a inoculação do agente alquilante Ciclofosfamida (CY). A 

administração de 50 mg/kg de CY nos roedores, possibilitou observar uma significativa 

diminuição dos parâmetros de celularidade e peso relativo dos órgãos linfóides. A imunidade 

humoral dos roedores sofreu supressão, visto que foi realizada a análise da titulação de 

anticorpos, o ensaio sobre as células formadoras de placa e o teste de hemólise. Foram realizadas 

quatro inoculações desse imunossupressor e a periodicidade entre as inoculações foi determinada 

pela recuperação dos níveis de normalidade dos parâmetros supracitados. Nas duas vezes que foi 

administrada a droga, houve redução no número de linfócitos e posteriormente diminuição de 

neutrófilos, porém somente no segundo contato com a CY foi observada a imunossupressão. A 

análise da genotoxicidade da ciclofosfamida (CY) foi analisada através do ensaio cometa e foi de 

suma importância, pois dectamos danos genômicos ocorridos no DNA , expostos às diferentes 

doses da ciclofosfamida (CY), que foram de 50 mg/kg nas duas primeiras fases e de 25 mg/kg 

nas duas últimas fases do experimento. Além disso, foi verificado que os efeitos genotóxicos são  

cumulativos a cada dose de CY aplicada, pois  mesmo sendo administrado na terceira fase, a 

metade da concentração (25 mg/kg) das duas inoculações inicias CY, o índice de danos não 

correspondeu a metade dos índices de danos da primeira e da segunda administração. Entretanto, 

ao analisarmos imunologicamente e genotoxicamente os roedores, nosso trabalho possibilitará 

testar novos esquemas terapêuticos de imunossupressão.  

 

Palavras-chave: Ratos Wistar, Imunologia, Ciclofosfamida, Ensaio Cometa. 
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ABSTRACT 

 

 

The development of this work has given up due to the need to better understand the immune 

system, taking into account the diversity of experimental immunosuppression models as well as 

the variety of immunological responses and genotoxic differences these, related species, the drug 

and doses used. Thus, aim of this study was to analyze the effects on the immune system and 

genotoxic effects in Rattus norvegicus Wistar, after inoculation of the alkylating agent 

cyclophosphamide (CY). The administration of 50 mg / kg in rodents CY, possible to observe a 

significant decrease in the parameters of cellularity and relative weight of lymphoid organs. The 

humoral immunity of rodents has undergone deletion, since the analysis of the antibody titration 

was performed on the test plate forming cells and hemolysis testing. four inoculations that 

immunosuppressant and the intervals between the inoculations was determined by recovery of 

normal levels of the above parameters were performed. Both times the drug was administered, 

there was a reduction in the number of lymphocytes and neutrophils subsequently decreased, but 

only the second contact CY was observed immunosuppression. The analysis of the genotoxicity 

of cyclophosphamide (CY) was analyzed using the comet assay and was of paramount 

importance because dectamos genomic damage occurring in DNA exposed to different doses of 

cyclophosphamide (CY), which were 50 mg / kg in the first two phases and 25 mg / kg during the 

last two phases of the experiment. Furthermore, it was found that the genotoxic effects are 

cumulative with each CY dose applied, because even being administered in the third phase, the 

middle concentration (25 mg / kg) of the two inoculations initial CY the damage index does not 

correspond to half damage indices of the first and second vaccination. However, the analysis and 

immunologically genotoxicamente rodents, our work will enable testing new therapeutic 

immunosuppression regimens. 

 

Keywords: Wistar rats, Immunology, Cyclophosphamide, Comet assay. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 SISTEMA IMUNE 

O sistema imune dos vertebrados é constituído por duas camadas interligadas de 

defesa contra a infecção, sendo uma controlada pelo inato (não antígeno específico) e pelo 

adaptativo (específicas para o antígeno), respectivamente (MURPHY et al., 2012). Levando 

em consideração o primeiro, os fagócitos profissionais são como macrófagos, neutrófilos e 

células dendríticas. As células imunitárias inatas fornecem a primeira linha de defesa, 

aprisionando e destruindo patógenos, os quais se identificam pela expressão de estruturas 

evolutivas conservadas, conhecidos como Padrões Moleculares Associados a Patógenos 

(PAMPs) (IWASAKI et al., 2010). Estes incluem componentes da parede celular de bactérias 

e fungos, tais como Lipopolissacarídeo (LPS) e β-glucanos (IWASAKI et al., 2010). Na 

superfície da célula hospedeira existe um receptor que detecta um PAMP é conhecido como 

um Padrão de Reconhecimento do Receptor (PRR) e não é específico do antígeno (IWASAKI 

et al., 2010). Outras células que compõem o sistema imune inato, são os neutrófilos, que 

possuem papel crítico na depuração bacteriana, na inflamação e na cicatrização de feridas e 

este é bem reconhecido, porém,quando o desenvolvimento de neutrófilos, migração ou função 

é defeituoso, conduz a efeitos deletérios graves para o hospedeiro (MAYADAS et al., 2014). 

No entanto, além de destruir agentes patogênicos de maneira direta, as células imunitárias 

inatas, incluindo os neutrófilos, desempenham uma função importante na iniciação e 

modulação das respostas imunes adaptativas subsequentes (IWASAKI et al., 2010; 

IWASAKI et al., 2015).  

 A segunda linha de defesa imune, a imunidade adaptativa, é mediada por células T 

específica de antígeno e linfócitos B presentes nos órgãos linfóides tais como o baço e 

nódulos linfáticos (QI et al., 2014). Neste caso, atuando em conjunto com antígenos de sinais 

co-estimuladores são entregues por células imunitárias inatas para as células T e B específicas 

do antígeno raras (RANDOLPH et al., 2008). A resposta imunitária resultante conduz à 

geração de duas classes de células ativadas, isto é, as células efetoras, incluindo uma gama de 

células assassinas (HICKMAN et al., 2008) e as células secretoras de anticorpos (WU et 

al.,1997), bem como células de memória (MCHEYZER-WILLIAMS et al., 1995) 

responsáveis pela proteção de longa duração contra a reinfecção.  

 As células dendríticas, em conjunto com os macrófagos, atuam como o principal 

responsável pelo transporte celular de antígenos do local da infecção para os linfonodos 

regionais (RANDOLPH et al., 2008).  
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Os neutrófilos são as primeiras células a migrar para os órgãos linfóides secundários, 

transportando partículas bacterianas (ABADIE et al., 2005; HAMPTON et al., 2015), que 

podem ser processados e apresentados aos linfócitos T e B . Isto coloca neutrófilos em uma 

posição única para participar nos estágios iniciais de ambas as respostas imunes inata e 

adaptativa na drenagem dos linfonodos. Diversos estudos in vitro têm caracterizado o diálogo 

cruzado entre os neutrófilos e as células do sistema imunológico inato e adaptativo em 

humanos (COSTANTINI et al., 2011; PUGA et al., 2012) e foram revistos em outros lugares 

(SCAPINI et al., 2014; MANTOVANI et  al., 2011). 

 Os monócitos são cada vez mais reconhecidos como constituintes celulares críticos de 

respostas imunitárias inatas e adaptativa contra uma ampla gama de micróbios (SERBINA et 

al., 2008), além de desempenharem a função de estado estável na semeadura dos fagócitos 

mononucleares em tecidos periféricos durante a vida pós -natal (YONA et al., 2013). 

 Monócitos circulantes são originados a partir de células-tronco hematopoiéticas 

pluripotentes, isto ocorre através de um progressivo comprometimento de uma série de 

progenitores oligopotentes na medula óssea (FOGG et al., 2006; GINHOUX et al., 2014). O 

Progenitor Comum de Monócitos (CMoP) representa um progenitor proliferativo 

comprometido que é restrito a monócitos e macrófagos derivados de monócitos em condições 

homeostáticos (HETTINGER et al., 2013). 

 

1.2 IMUNOTOXICOLOGIA  

É definida como sendo a ciência que estuda a ação deletéria de xenobióticos sobre o 

sistema imune. Sendo um dos ramos mais recentes da toxicologia, seu início está relacionado 

ao cenário clínico da década de 1960. Nesteperíodo, observa-se a introdução e ampla 

utilização de potentes drogasimunossupressoras, resultando nas primeiras descrições de 

efeitos adversoscausados por estes novos tratamentos e,consequentemente, estimulando 

ointeresse pela área de imunossupressão induzida por xenobióticos (COSTA, 2001). 

 A imunotoxicologia adquiriu credibilidade quando produtos químicos, tais como 

toxafeno (ALLEN et al., 1982), pentaclorofenol (KERKVLIET et al., 1982), de chumbo, e 

dos chamados Bifenilos Policlorado - PCBs (Polychlorinated Biphenyls) (KOLLER et al., 

1982) foram utilizados em dosagens mais baixas,  em comparação com os índices 

toxicológicos, visando produzir imunossupressão. Estatécnica foi fundamental para revelar 

que o sistema imunológico era de fato, um indicador sensível para detectar efeitos químicos 

induzidos e, na verdade, ser um órgão alvo desses efeitos. Além disso, tornou-se claro que ao 
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identificar a imunossupressão, esta poderia ser responsável não só por um aumento na 

susceptibilidade a agentes infecciosos, mas também um aumento no risco de desenvolver 

câncer. Estudos enfatizaram os efeitos das substâncias químicas sobre a resposta imune e a 

sua relação com a patogênese de vírus e agentes cancerígenos oncogênicos (KOLLER, 1975; 

KOLLER, 1977; KERKVLIET et al., 1979 ; TALCOTT et al., 1984; PARNELL et al., 1986 ; 

TALCOTT et al., 1990). 

Atualmente, existem diversos meios de se avaliar a indução de imunossupressão, entre 

eles, testes relacionados à imunidade não-específica (atividade das células natural killer (NK), 

fagocitose, etc), à imunidade humoral (ensaio das células formadoras de placa, proliferação de 

células B, etc) ou relacionados à imunidade mediada porcélulas T (proliferação in vitro ou in 

vivo). Estas avaliações, via de regra, acompanham testes de toxicidade crônica, em que os 

animais são submetidos alongo período de exposição ao xenobiótico em questão, e então 

avaliados por meio dos testes acima relacionados. Tais estudos, além de longos, são bastante 

complexos. Uma vez que envolvem mão de obra especializada, um grande número de 

animais, reagentes e sistemas caros, e ainda, devido à longa duração da exposição, 

representam um investimento alto na manutenção dos animais em teste (COSTA, 2001). 

Diante disso, observa-se uma preocupação crescente com o desenvolvimento e 

aperfeiçoamento de novos modelos que apresentem potencial preditivo para a avaliação de 

risco em imunotoxicologia. Tais modelos devem sermais simples e contribuir num primeiro 

momento para a avaliação de risco dexenobióticos, permitindo uma análise inicial sobre o 

potencial imunomodulador de determinada substância e, desta forma direcionando estudos 

posteriores mais complexos. Tais modelos atenderiam às necessidades rotineiras de avaliação 

de segurança e teriam aplicação importante, por exemplo, em estudos pré-clínicos de novos 

produtos (COSTA, 2001). 

 

1.3 IMUNOSSUPRESSÃO 

A imunossupressão é uma disfunção do sistema imune, que pode ser desencadeada 

através de uma diversidade de agentes biológicos (vírus, bactérias, fungos, parasitas), fatores 

químicos (contaminação da água e de alimentos por animais, antibióticos, metais pesados, 

desinfectantes) e fatores físicos (estresse, temperatura abaixo do ideal, concentrações 

excessivas de poeira e gases nocivos). Entretanto, a exposição prolongada a estes fatores 

adversos, pode levar à deterioração da saúde, à reduzidos ganhos de peso corporal, à menor 

eficácia da vacinação preventiva, maior susceptibilidade ao câncer, doenças infecciosas e 
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parasitárias, indução de latente infecções (HOERR, 2010; BORASCHI et al., 2013; 

DEVAUD et al., 2013; LA HOZ et al., 2013; SUNDAR et al., 2013) e consequentemente, ao 

aumento da mortalidade que contribui de maneira direta para perdas econômicas. Para 

neutralizar efetivamente os efeitos adversos, os pesquisadores estão à procura de substâncias 

que aumentem a resposta imune do corpo. Essas substâncias são conhecidas como 

imunoestimulantes e  podem acelerar, aumentar ou prolongar a resposta imune, dependendo 

do estado imunitário do hospedeiro, a via de administração e a dose aplicada (BLECHA, 

2001;  NELSON et al., 2003; FOSTER, 2004; THACKER, 2010; WHITLEY et. al., 2011). 

Uma das principais funções do sistema imunológico é a defesa contra a infecção. 

Crianças nascidas com um defeito numa área crítica desse sistema sofrem infecções contínuas 

e, em muitos casos, dependendo do grau de comprometimento dos componentes 

imunológicos afetados ao nascimento, podem vir a morrer se não houver acesso à tecnologia 

médica avançada (COSTA, 2001). 

A resposta específica, flexível e mais eficaz à invasão de agentes estranhos ao 

organismo é uma habilidade que está relacionada a filogenia associada ao aparecimento dos 

vertebrados. Enquanto animais inferiores possuem os chamados mecanismos imunológicos 

inatos ou inespecíficos, tais como a fagocitose, animais superiores desenvolveram uma 

resposta imunológica adaptativa ou adquirida (ABBAS et al., 2008). 

A característica essencial dos componentes do sistema imune adaptativo, presente em 

vertebrados é a habilidade desenvolvida por membros deste filo no reconhecimento daquilo 

que não é próprio e na destruição/eliminação subsequente do corpo estranho que pode 

representar risco ao organismo. Os mecanismos específicos de resistência do hospedeiro 

(memória, especificidade e capacidade de discriminar entre o que lhe é próprio e não-próprio) 

conferem aos organismos superiores importantes vantagens (ABBAS et al., 2008). Entretanto, 

esta reatividade imunológica contra agentes estranhos ao organismo pode estar comprometida 

em diversas situações. Um exemplo é o acometimento de determinados indivíduos com 

conhecida predisposição genética para imunodeficiências específicas. A doença de Brutton 

(ou a gamaglobulinemia ligada ao sexo), a deficiência isolada da IgA, a síndrome de Di 

George (hipoplasia tímica), a imunodeficiência combinada grave (de células T e B), a 

síndrome de Wiskott-Aldrich (imunodeficiência com trombocitopenia), a síndrome do 

linfócito exposto, a deficiência de proteína de adesão leucocitária e as deficiências genéticas 



5 
 

do sistema complemento são os exemplos deste grupo de doenças, comumente conhecidas 

como imunodeficiências primárias (REY, 1999). 

As manifestações clínicas e o tratamento proposto para cada tipo de imunodeficiência 

primária dependem fortemente do componente do sistema imune por ela afetado. Assim 

sendo, não causa espanto a constatação de que as deficiências genéticas do sistema 

complemento, por exemplo, possam predispor o paciente a infecções piogênicas, ou seja, 

aquelas usualmente causadas por bactérias que só são fagocitadas com sucesso após 

opsonização (papel do complemento). Por outro lado, pacientes acometidos com deficiência 

seletiva de células T, isto é, síndrome de Di George, apresentam vulnerabilidade a um padrão 

acentuadamente mais abrangente de infecções, sendo suscetíveis a aqueles vírus e fungos, que 

em indivíduos imunocompetentes seriam erradicados por componentes da imunidade do tipo 

celular. De um modo geral pode-se dizer que o estudo dos casos de imunodeficiência primária 

vem contribuindo muito para ampliar os conhecimentos sobre imunologia, tendo revelado as 

causas precisas de grande número de enfermidades devidas a erros genéticos (COSTA, 2001).  

A imunidade de tipo celular, por exemplo, pode estar comprometida em indivíduos 

desnutridos (COSTA, 2001). A deficiência de ferro é particularmente importante neste 

contexto. Por outro lado, animais e pacientes humanos obesos mostram alterações em vários 

componentes da resposta imune, incluindo citotoxicidade, atividade das células NK e 

capacidade de fagócitos em destruir bactérias e fungos (ROITT et al., 1999).  

A imunossupressão é uma característica universal da infecção parasitária e 

compromete tanto as respostas mediadas por anticorpo como as mediadas por células. Com 

certa frequência, infecções virais estão igualmente associadas à presença de imunodeficiência 

secundária. O sarampo no homem, a doença de Newcastle em aves e a peste bovina no gado 

são exemplos de condições patológicas associadas à imunossupressão, que nestes casos tem 

sido atribuída a um efeito citotóxico direto do vírus sobre as células linfóides (ROITT, 1989). 

Enquanto alguns vírus e outros agentes infecciosos, como por exemplo larvas jovens de T. 

spiralis que liberam um fator solúvel linfocitotóxico, podem causar rompimento das células 

ou dos tecidos linfóides diretamente, muito da supressão pode resultar da interferência com a 

função macrofágica. Na hanseníase lepromatosa e na infecção malárica há provas de uma 

restrição na reatividade imunológica, imposta por uma distorção nas vias de tráfego normal 

dos linfócitos e, em última análise, a função dos macrófagos parece também ser aberrante. 

Fatores plasmáticos de pacientes com sífilis secundária bloqueiam in vitro a transformação de 
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linfócitos de indivíduos normais pela fitohemaglutinina e podem ser os responsáveis pela 

redução geral da imunidade do tipo celular observada nesta doença (COSTA, 2001).  

Muitos agentes, tais como raio X, drogas citotóxicas e os corticosteróides, embora 

freqüentemente empregados como agentes terapêuticos num contexto não imunológico, 

podem não obstante, ter efeitos adversos severos sobre componentes do sistema imune 

(COSTA, 2001).  

 

1.4 TERAPIA IMUNOSSUPRESSORA 

Além do grande interesse em relação à investigação dos efeitos adversos mediados por 

substâncias imunossupressoras; há um forte ímpeto pelodesenvolvimento de novos fármacos e 

de esquemas de tratamentos mais seguros e eficazes para a realização de transplantes de 

órgãos bem sucedidos e tratamento de muitas doenças provocadas por respostas imunológicas 

aberrantes (COSTA, 2001). Houve um considerável avanço, nas duas últimas décadas, na 

identificação de compostos capazes de produzir inibição inespecífica, ou seja, inibição da 

resposta imunológica independente de qual antígeno a inicia (ROITT et al., 1999). 

Os agentes citotóxicos fazem parte de um grupo de substâncias químicas com 

propriedade farmacológica de destruir células capazes de auto-replicação, entre elas linfócitos 

imuno-competentes. Em 1959, estes fármacos foram originalmente introduzidos na medicina 

clínica como agentes anti-neoplásicos. Porém, estudos posteriores revelaram que muitos 

destes fármacos possuem também atividade imunossupressora e, por conseguinte, seu uso foi 

ampliado para o tratamento de doenças do tipo auto-imune e na inibição de reações de 

rejeição a transplantes (COSTA, 2001). 

De acordo com Stites et al., (2000) os agentes citotóxicos não são seletivamente 

tóxicos para os linfócitos e podem afetar, em graus variáveis, todas as células 

imunologicamente competentes, resultando em supressão generalizada do sistema 

imunológico e, consequentemente tornando os pacientes tratados mais suscetíveis a infecções 

oportunistas, bem como a certas neoplasias. 

De acordo com Michinori et al., (2016), os efeitos dos agentes quimioterapêuticos 

sobre células natural killer são ajustados de acordo com o tipo de doença e intensidade da 

quimioterapia. 
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As atividades linfocitotóxicas dos diferentes agentes citotóxicos podem estar 

relacionadas com suas toxicidades para células em fases específicas do ciclo-mitótico. Os 

grupos de fármacos que incluem a azatioprina e o metrotexano são denominados “fase-

específicos”, pois são citolíticos para as células apenas quando estas se encontram na fase S 

(síntese de DNA). A CY e o clorambucil são classificados como “ciclo-específicos”, pois são 

tóxicos para as células em todas asfases do ciclo mitótico, incluindo linfócitos na fase 

intermitótica (G0). Entretanto, o grupo de fármacos “ciclo-específicos” exibem atividades 

catalíticas diferenciais, sendo mais tóxicos para as células que ativamente se encontram no 

ciclo celular do que para células em repouso (G0). Já o terceiro grupo de substâncias, 

constituído pelos agentes “ciclo-inespecíficos”, é igualmente citotóxico para as células tanto 

em repouso como em mitose. A radiação é considerada uma modalidade terapêutica “ciclo-

inespecífica” (COSTA, 2001). 

 

1.5 CICLOFOSFAMIDA (CY) 

A Ciclofosfamida (figura 1) comumente empregada na quimioterapia de pacientes 

com câncer (MONGA, 1983; SMITH et al., 1994; CENCI et al., 1998; CHILLER et al., 

2002; MEHRAD et al., 2002; SELVAKUMAR et al., 2006). Ela provoca diminuição na 

celularidade e peso de órgãos linfóides (BIN-HAFEEZ et al., 2001), agindo em células com 

alto índice mitótico e demonstrando propriedades inibitórias sobre as respostas imunes tanto 

humoral quanto celular (BACH & STROM, 1986).  Funciona, também, como uma droga 

supressora do sistema imune para estudos envolvendo transplante de órgãos; e é utilizada no 

tratamento do lúpus eritematoso sistêmico e da esclerose múltipla, além de ser administrada 

em outras doenças benignas (SELVAKUMAR et al., 2006). Esta substância é um agente de 

alquilação que tem propriedades imunossupressoras potentes e atividade antineoplásica. 

Consequentemente, altas doses de CY é um amparo na maioria dos regimes condicionados 

para o Transplante de Células-tronco Hematopoiéticas (HSCT) (SANTOS et al., 1972; 

NAGLER  et al., 2013). Sua utilização pelos pesquisadores, ocorre devido à sua capacidade 

de desencadear resultados confiável e repetível dentro de um curto período de tempo. Ela  

também influencia nas células de tecidos normais, incluindo células do sistema imunológico, 

osso células da medula (em particular as células sanguíneas em desenvolvimento), ativados 

linfócitos (que proliferam e produzem anticorpos), as células fetais, células foliculares do 

cabelo e as células epiteliais intestinais (DANYSZA  et al., 1996). A Ciclofosfamida 
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enfraquece tanto a resposta imune celular como a resposta imune humoral. Seu efeito 

dependente da dose, mas mesmo uma única administração pode prejudicar temporariamente o 

sistema imune (AL-GHAZLAT,  2009). 

 

 

Figura 1 - Fórmula estrutural da ciclofosfamida.Fonte:Modificado de Germanas, Pandya (2002). 

 

A ciclofosfamida é oxidativamente metabolizada pelo citocromo P450 hepático em 

dois poderosos metabólitos, mostarda de fosforamida e acroleína e impede divisão celular por 

reticulação de cadeias de DNA. Apesar da alquilação, o efeito dos metabólitos ativos ocorre 

ao longo o ciclo celular, que é mais pronunciado durante a G1 e S as fases da divisão celular 

(EMADI et al., 2009). Além destes dois metabólitos produzidos na biotransformação da 

ciclofosfamida, ocorre a produção de outros metabólitos farmalogicamente ativos e 

citotóxicos (CHANG et al., 1993). 

A CY é metabolizada principalmente por isoenzimas CYP2B1, com participação 

significativa de CYP2C6 e CYP2C11 em ratos. Já em humanos, a ativação ocorre, sobretudo, 

por CYP2B6, com participação de CYP2A6, -2C8 e –2C9 (CHANG et al., 1993) (figura 2). 

Tanto no homem como em animais, a ativação da CY pelos citocromos P450 parece ser a 

principal via de metabolização deste xenobiótico, apesar de existirem evidências de sua 

ativação por outras enzimas em outros órgãos (SMITH & KEHRER, 1991). 

 A fosforamida de mostarda possui um papel importantíssimo, atuando como mediador 

do principal efeito da ciclofosfamida. Este metabólito só se forma em células com baixos 

níveis de Aldeído Deshidrogenase (ALDH). A fosforamida mostarda forma entre e dentro do 

DNA reticulações, bem como em ambas as vertentes e dentro das cadeias de DNA em posição 

guanina N-7 (conhecidas como enrolamento transversal-reticulação, interfilamentoso e 

intrafilamentoso, respectivamente). Este evento é irreversível e leva a apoptose celular 

(HALL et al., 1992) .  
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 A ciclofosfamida apresenta níveis relativamente baixos de toxicidade típica da 

quimioterapia, quando os níveis de ALDH presentes nas células da medula óssea, fígado e 

epitélio haste intestinal, estão relativamente elevados. As enzimas ALDH atuam protegendo 

estes tecidos proliferantemente ativos, contra os efeitos tóxicos fosforamida mostarda e 

acroleína e isto ocorre, pois através da conversão na aldofosfamida carboxifosfamida, o que 

impede a formação de metabólitos tóxicos e acroleína. A ciclofosfamida induz efeitos 

imunomoduladores que beneficia a imunoterapia adaptativa. Os mecanismos sugeridos 

incluem  (SISTIGU et al., 2011): 

1. A eliminação de células T-reguladoras (células T CD4 + CD25 +) em hospedeiros 

sem tratamento prévio e portadores de tumor. 

2. Indução de fatores de crescimento de células T, tal como interferon (IFN) do tipo I. 

3. Enxerto do tumor reativo melhorada de células T efetoras, eventualemente 

transferidas através da criação de um nicho imunológico espacial.” 

 Em consequência do pré-condicionamento com a ciclofosfamida de hospedeiros 

destinatários (de células T de um doador) tem sido usadas para melhorar a imunidade dos 

hospedeiros sem tratamento prévio e melhorar os regimes de imunoterapia adaptativa baseada 

em células T, assim como em estratégias de vacinação ativa e para induzir a imunidade 

antitumoral objetiva.  
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Figura 2 – CYP2B6 e o metabolismo da ciclofosfamida.Fonte: Adaptado por Tamayo-Chuc a partir de 

McDonald et al., 2003; Emadi A. et al., 2009. 

 

Após sua metabolização, os efeitos citotóxicos da CY são primariamente devidos a sua 

capacidade de ligar-se a cadeias de DNA e efetuar ligações cruzadas. Contudo, a CY também 

pode reagir e, consequentemente, alterar a função de outras moléculas intracelulares. A 

atividade alquilante no DNA pode resultar em morte imediata da célula-alvo, ou lesão letal 

expressa durante a divisão mitótica seguinte. Nesta última circunstância, a célula lesada pode 

funcionar normalmente na fase intermitótica (G0). Por outro lado, se for possível reparar o 

DNA, a célula pode sobreviver funcionando normalmente (DANTAS et al., 2006). 

Sabe-se que tanto em nível experimental quanto clínico, este fármaco ciclo-específico 

é um importante imunossupressor linfocitotóxico. Pode, porém, apresentar uma alta 

toxicidade, ocasionando uma série de quadros clínicos como por exemplo,  depressão da 

medula óssea, reações gastrointestinais, cistite hemorrágica, esterilidade, malformações 

congênitas, alopecia, infecções oportunistas, neoplasias (linfoma, carcinoma da bexiga, 

leucemia mielógena aguda), síndrome de Goodpasture, entre outros (SILVA, 1994). 

A CY parece causar supressão mais pronunciada das respostas humorais do que 

aquelas atribuídas a reações celulares (BURNS et al., 1996). Seus efeitos sobre os 

componentes da resposta imune celular são extremamente variáveis. A CY pode prolongar a 

sobrevida de enxertos cutâneos alogênicos quando administrada após o enxerto. Entretanto, 

quando utilizada antes do transplante, constitui um potente intensificador imunológico, fato 
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que tem sido atribuído, em parte, a uma maior toxicidade para células T supressoras do que 

para linfócitos T auxiliadoras (STITES et al., 2000). 

Alguns estudos clínicos sugerem que os efeitos sobre diferentes subpopulações de 

linfócitos é altamente dependente da dose da CY administrada. Assim, doses baixas de CY 

causam depleção primária das células B e de linfócitos CD8+, enquanto doses mais altas 

resultam em redução semelhante no número totalde linfócitos CD4+ e CD8+ (STITES et al., 

2000). 

É valido ressaltar que o espectro de citotoxicidade da CY também se aplica às células 

normais de seres humanos e de animais de experimentação. Os efeitosagudos da 

citotoxicidade estão associados primariamente a sua genotoxicidade (KRISHNA et al., 2000). 

Em células somáticas a CY tem mostrado induzir mutações gênicas, aberrações 

cromossômicas, micronúcleos e trocas de cromátides-irmãs (MADLE et al., 1986).  

 

1.6 RATOS DA LINHAGEM WISTAR (Rattus norvegicus) 

Os ratos da linhagem Wistar (Figura 3) são 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 Musmusculus (CLAUSE, 1998). A 

maioria das linhagens de ratos de laboratório descende de uma colônia estabelecida no 

Instituto Wistar em 1906 pelo fisiologista americano Henry Donaldson, pelo administrador 

científico 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 padrão albino, cabeça grande, 

orelhas alongadas, e comprimento da cauda menor que o comprimento corporal.  Fonte: Biotério Central-UFSJ, 

2016. 

A linhagem Wistar é uma das mais utilizadas mundialmente em pesquisas de 

laboratório e sua importância deve-se ao fato de o Dr. Donaldson e sua equipe terem realizado 

inúmeras pesquisas para obter dados fundamentais, principalmente curvas de crescimento do 

animal, do crânio, do esqueleto e de vários órgãos 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 edição foi 

publicada em 1915 (BIOTÉRIO DE PRODUÇÃO E EXPERIMENTAÇÃO DA FCF-

IQ/USP, 2016). Os ratos da linhagem Wistar são caracterizados pelas orelhas alongadas, 

cabeça grande e comprimento da cauda sempre menor que o comprimento corporal. A 

gestação dura de 20 a 22 dias e o desmame ocorre com 17 a 19 dias de idade.São 

considerados animais dóceis, de fácil manipulação e têm boa capacidade de aprendizado. 

Apresentam, em geral, baixa incidência tumoral e a alopécia, algumas vezes temporária, é 

uma característica comum. A partir da linhagem Wistar, foram desenvolvidas as linhagens 

Sprague Dawley e Long-Evans (BIOTÉRIO DE PRODUÇÃO E EXPERIMENTAÇÃO 

DA FCF-IQ/USP, 2016). 

 

1.7   MODELOS EXPERIMENTAIS DE IMUNOSSUPRESSÃO  

Mediante a necessidade de se conhecer melhor o sistema imune, os modelos 

experimentais de imunossupressão vêm sendo estabelecidos há muitos anos, servindo como 

importante ferramenta para pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de técnicas de 
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mensuração da resposta imune, a avaliação de novas substâncias voltadas ao combate à 

imunodepressão, além de possibilitar os estudos experimentais de transplante de órgãos e, 

também, o de condições patológicas potencializadas pela supressão do sistema imunológico 

como o câncer (BIN-HAFEEZ et al., 2001; GARCIA  et al., 2004). 

De acordo com Garcia et al., (2004), diversas drogas tem sido empregadas sem 

modelos de imunossupressão em diferentes espécies, tais como, a dexametasona, a 

ciclosporina, o metotrexato e a CY. Todavia os efeitos destas drogas não são 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 única (ROMANYCHEVA et al., 1978). 

Entretanto, outros autores como GREENWOOD & KENY (1978), não conseguiram provocar 

alterações hematológicas em ovinos tratados durante 3 dias com 5 mg/Kg de metotrexato. Em 

camundongos, Doherty (1981) demonstrou que a CY inibe a produção de anticorpos, mas não 

conseguiu demonstrar o efeito da droga na resposta celular cutânea. Já Tarayre et al., (1990) 

encontraram leucopenia em camundongos tratados com essa droga. Outro exemplo, desta 

diversidade de efeito é a dexametasona, um potente glicocorticóide, usado em diversos 

modelos de imunossupressão. Tal efeito foi bem documentado em várias 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 suínos. 

Por fim, Minton & Blecha (1991) e Garcia et al., (1999) também não conseguiram demonstrar 

tal efeito em ovinos.  

Neste trabalho, analisamos fatores imunológicos e genotóxicos em Rattus norvegicus 

da linhagem Wistar imunossuprimidos com o agente alquilante CY. 
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2    OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar as respostas imunológicas e a ação genotóxica em Rattus norvegicus da 

linhagem Wistar, após a administração do agente alquilante CY. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Estabelecer e caracterizar um modelo de imunossupressão com o agente alquilante 

CY, em Rattus  norvegicus da linhagem Wistar; 

• Identificar o momento exato do início da depressão imune nestes animais; 

• Identificar o período de tempo em que a depressão imune se sustenta; 

• Identificar o período em que esses animais recobram sua resposta imunológica; 

• Avaliar os efeitos genotóxicos da CY através do Ensaio Cometa. 
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

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. Os 

animais foram mantidos sob as condições padrões de laboratório e cada espécie recebeu 

alimentação adequada. Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa com Animais de Experimentação da Universidade Federal do Pará (CEPAE) 

(PARECER MED 002/2007). 

 

3.2 DOSAGEM E APLICAÇÃO DE CY 

Bin-Hafeez et al. (2001) utilizaram a concentração de CY de 50 mg/kg (uma única 

dose) em camundongos Suíços albinos e avaliaram alguns parâmetros de imunossupressão. 

Parêmtros estes que também foram avaliados neste trabalho. 

Neste projeto, foi utilizado CY na forma de Cytoxan®, ampolas contendo uma 1g, 

(Bristol – Meyers Oncology, Princenton, NJ). Para os testes de imunossupressão em Rattus 

norvegicus da linhagem Wistar foram utilizados 185 animais em 4 fases experimentais, nos 

quais foram administrados na 1ª e 2ª fase a dose de 50 mg/kg, e, na 3ª e 4ª 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 pesorelativo e a celularidade dos órgãos. 

A CY foi suspensa em solução salina, e aplicada por injeção intraperitoneal, no 

quadrante inferior esquerdo do abdome, visto que nessa área não há órgãos vitais, exceto o 

intestino delgado. Os animais do grupo controle receberam o mesmo volume em solução 

salina. As soluções de CY foram preparadas no dia da inoculação. 
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Figura 4–Fluxograma do grupo experimental em Rattus novergicus da linhagem Wistar. 

1ª Fase 

Dose de 50 mg/Kg 

185 animais 

Duração 28 dias 
 

2ª Fase 

Dose de 50 mg/Kg 

157 animais 

Duração de 35 dias 
 

3ª Fase 

Dose de 25 mg/Kg 

122 animais 

Duração 54 dias 
 

4ª Fase 

Dose de 25 mg/Kg 

55 animais 

7 animais morreram entre o 2ª e 5ª dia após o 

início dessa fase 

Restaram 38 animais 

Estes animais foram monitorados por 6 meses 

Nenhum animal foi sacrificado nesta fase 
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3.3  ANESTESIA E EUTANÁSIA DOS ANIMAIS 

Os Rattus norvegicusda 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 eutanásia dos Rattus norvegicus da linhagem Wistar foi realizada por inalação de 

dose letal de éter dietílico, seguindo rigorosamente os princípios internacionais para a 

pesquisa biomédica envolvendo animais (CIOMS, 1985). 

 

3.4 PESO RELATIVO DE ÓRGÃOS E CELULARIDADE EM Rattus norvegicus DA 

LINHAGEM WISTAR 

Nos ratos Wistar, foi analisado o peso relativo (peso do órgão/ peso corporal em g) do 

baço, rim, timo e fígado com auxílio de balança de precisão. A celularidade foi avaliada a 

partir da suspensão celular preparada em meio de cultura RPMI-1640, provenientes da medula 

óssea (femoral), do baço e do timo, sendo sua contagem realizada usando a câmara de 

Neubauer (RAISUDDIN et al., 1991). 

 

3.5  AVALIAÇÃO DAS FUNÇÕES DA IMUNIDADE HUMORAL EM Rattus norvegicus 

DA LINHAGEM WISTAR 

Os roedores tratados com CY e controles receberam 0,2 mL de 10% de SRBC 

(eritrócitos de carneiro – sheep red blood cells) via intraperitoneal, antes da avaliação dos três 

parâmetros seguintes. 

 

3.5.1   HEMOAGLUTINAÇÃO 

Com a finalidade de coletar o sangue para análise, no momento da eutanásia, os 

animais foram anestesiados segundo o protocolo já descrito, e foi realizada laparotomia xifo-

púbica para posterior punção da Veia Cava Abdominal com agulha 30x8, acoplada em seringa 

descartável de 3mL. Foram utilizadas seringas e agulhas individuais para cada animal. Este 

parâmetro foi conduzido segundo o protocolo de Mungantiwar et al., (1999) com 

modificações de Bin-Hafeez et al., (2001). 
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O sangue foi armazenado em tubo Vacutainer, centrifugado a 4000 rpm por 10 

minutos e armazenado em refrigerador entre 2 e 8ºC. Diluições seriadas, em duplicada, de 

amostras do soro foram realizadas em 50μl de PBS (tampão fosfatosalino, pH 7,2), em 96 

micro-titulações misturadas com 50μl de 1% SRBC suspenso em PBS. Após mistura, os 

recipientes foram mantidos a temperatura ambiente por 2 horas. O valor do título do anticorpo 

foi determinado no soro mais diluído que apresentava visível hemoaglutinação. 

 

3.5.2   ENSAIO SOBRE AS CÉLULAS FORMADORAS DE PLACA EM Rattus norvegicus 

DA LINHAGEM WISTAR 

O ensaio sobre as células formadoras de placa (PFC) foi executada usando o método 

de Raisuddin et al., (1991). Foi injetado intra peritonealmente 0,2 mL de 10% de SRBC 

preparado em solução salina. Os animais foram submetidos à eutanásia a partir do primeiro 

dia durante 107 dias de imunização. Após a remoção do baço foi feita uma suspensão de 10 

células/ml a partir daquele órgão em meio RPMI-1640. Para analisar o PFC, foi preparado 

SRBC à uma densidade celular de 5x10 células/ ml em PBS. Foi adicionado 1 ml de SRBC e 

0,5 ml do complemento do porco guinea diluído (1 mL do soro + 1 mL solução salina) a 1 mL 

da suspensão de células do baço. 

As câmaras de Cunningham foram preparadas utilizando pedaços de vidro, as bocas 

foram cobertas e marcadas em ambos os lados. As câmaras foram preenchidas com o volume 

da mistura, seladas com petróleo gelatinoso e incubadasa 37ºC por uma hora. As placas foram 

contadas sob microscopia ótica tomando como unidade a PFC por 106 células do baço. Os 

outros órgãos, timo e fígado, seguiram o mesmo protocolo. 

 

3.5.3  TESTE DE HEMÓLISE 

Na análise do teste de hemólise foi utilizado o método Simpson & Gozzo (1978) com 

modificações de Bin-Hafeez et al., (2001). O baço foi removido para se obter uma suspensão 

de 10 x 10 células/ml de PBS. Um mililitro de SRBC (0,2%) e1 ml de soro de guinea pig 

(10%) foram misturados com a suspensão e incubados a 37ºC por 1 hora. Após centrifugação 

a 3.000 rpm durante 3 minutos a densidade óptica do sobrenadante foi medida a 413 nm 

usando espectrofotômetro (Eppendorf Biophotometer). Os outros órgãos, timo e fígado, 

seguiram o mesmo protocolo. 

 

6 

8 

6 
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3.6    AVALIAÇÃO DOS EFEITOS GENOTÓXICOS DA CICLOFOSFAMIDA 

3.6.1 ENSAIO COMETA 

O ensaio cometa alcalino foi executado de acordo com o trabalho (SPEIT et al., 2006), 

com pequenas alterações (PICADA et al., 2007).  As amostras de sangue (50 ul) foram 

colocadas em 5 mL de anticoagulante (heparina de sódio, 25000 UI, Liquaemin®). As 

suspensões de células do sangue (5 ul) foram embebidos em 95 mL de 0,75% de agarose de 

baixo ponto de fusão (Gibco BRL) e espalhada sobre lâminas de microscópio previamente 

revestidas de agarose. Após a solidificação, as lâminas foram colocadas em tampão de lise 

(2,5 mol / L de NaCl, 100 mmol / L de EDTA, e 10 mmol / L de Tris, pH 10,0), adicionado 

fresco com 1% de Triton X-100 (Sigma) e 10% de DMSO durante 48 h a 4 ℃. As lâminas 

foram subsequentemente incubadas em tampão alcalino (300 mmol / l de NaOH e 1 mmol / L 

de EDTA, pH> 13) durante 20 min a 4 ℃. Uma corrente eléctrica de 300 mA e 25 V (0,90 V / 

cm) foi aplicado durante 15 min para realizar a eletroforese do DNA. As lâminas foram então 

neutralizadas (0,4 mol / L de Tris, pH 7,5), corada com prata, e visualizados sob um 

microscópio. Foram selecionadas aleatoriamente 100 células e depois analisadas (50 células 

de cada uma das duas lâminas replicadas) a partir de cada animal. As células também foram 

visualmente classificadas de acordo com o tamanho da cauda em cinco classes, que vão desde 

não danificado (0) a um máximo de danificado (4), resultando em um único ponto de dano de 

DNA para cada animal e, consequentemente, para cada grupo estudado. O índice de dano 

(ID), variam de 0 (completamente intatas, 100 células × 0) 400 (Máxima danificado, 100 

células × 4). A frequência da lesão (%) foi calculada com base no número de cauda contra 

células sem cauda. 

De acordo com García (2004), o ensaio cometa possui cinco categorias para 

classificação dos resultados, mostrados na Figura 3, a seguir:  

 

 

Figura 5 -  Classes de Cometas e seus respectivos scares na determinação dos Danos no DNA. 

Classificação de danos ao DNA (efeito genotóxico) detectados por meio do Ensaio Cometa. Fonte: Malagutti-

Ferreira, 2016. 
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4  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

O teste de Mann-Whitney (teste-U) foi utilizado para determinar diferenças 

significativas entre valores encontrados para: a) Peso relativo dos órgãos; b) Parâmetros da 

imunidade humoral. 
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5   RESULTADOS 

5.1 IMUNOSSUPRESSÃO EM Rattus norvegicus DA LINHAGEM WISTAR 

 A imunossupressão foi realizada em quatro fases, onde os animais foram divididos em 

dois grupos, um com administração de CY, grupo tratado (185 ratos) e outro sem 

administração de CY, grupo não-tratado (63 ratos). A primeira fase teve duração de 28 dias a 

partir do dia zero, quando foi administrada a primeira dose de CY (50 mg/kg). Neste período 

foram eutanasiados diariamente, um animal de cada grupo com a finalidade de se obter o peso 

relativo e a celularidade dos órgãos. No terceiro e no quarto dia após a inoculação, os 

parâmetros de imunossupressão utilizados foram os mais baixos. Não houve morte após 

intoxicação nesta fase. As médias e os desvios padrão destes parâmetros estão resumidos nas 

Tabelas 1 e 2. 

 Na segunda fase foi administrada novamente CY (50mg/kg), nos animais, aos 28 dias 

após a primeira administração 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 

parâmetros de celularidade e peso relativo dos órgãos, que o maior efeito imunosupressor da 

droga aconteceu no segundo dia e ficou estável até o sétimo dia. Da mesma forma que na 

primeira fase do experimento foram eutanasiados diariamente um animal de cada grupo. Com 

35 dias após a administração da segunda dose (63 dias após a administração da primeira 

dose), os ratos Wistar recuperaram sua capacidade imune. 

 Na terceira fase do experimento, os 122 ratos Wistar remanescentes receberam a 

terceira injeção de CY, na metade da concentração (25mg/kg), administrada com 63 dias a 

partir do dia zero. Nessa fase, no primeiro dia os ratos apresentaram os menores parâmetros 

de imunodepressão, essa baixa celularidade permaneceu estável por 12 dias, durante esse 

período 13 roedores morreram por intoxicação. Independente da morte esporádica dos ratos, 

todo dia foi eutanasiado um animal do grupo tratado, não foram utilizados animais do grupo 

controle visto que os valores de celularidade e peso relativo dos órgãos estava estabelecido. 

Após 54 dias, os 55 ratos remanescentes do grupo tratado tiveram recuperação imune (117 

dias após a primeira administração). Os resultados foram sumarizados nas Tabelas 1 e 2. 

 Foi administrada CY pela quarta vez, após 117 dias do início do experimento, 

novamente na metade da concentração inicial (25 mg/kg) e 17 dos 55roedores remanescentes 

da terceira fase do experimento morreram no período entre o segundo e quinto dia após a 

inoculação. Nesta fase do experimento não foi eutanasiado nenhum animal. O peso relativo 
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dos órgãos e a celularidade não foi avaliado nos roedores mortos, visto que não se podia 

definir o momento exato da morte. Assim dos 38 roedores restantes de todo o experimento 

foram monitorados por seis meses e em seguida foram eutanasiados. 

 

5.2 EFEITO DA CY SOBRE O PESO RELATIVO DE ÓRGÃOS E CELULARIDADE EM 

Rattus norvegicus da LINHAGEM WISTAR 

 Não foi detectado ganho de peso corporal, significante, entre os animais utilizados 

neste projeto. O peso relativo do baço e do timo do grupo tratado com CY foi 

significantemente inferior (P<0.05) quando comprado com o grupo controle (tratado com 

solução salina padrão) nas três fases do experimento (Tabela 1). Para o fígado, o peso 

relativo, somente foi inferior, significativamente, em relação ao controle somente a partir da 

terceira administração de CY (Tabela 1). Não houve redução significante de peso nos rins dos 

animais tratados com CY em relação ao grupo controle (P>0.05). 

 

Tabela 1 – Efeito do tratamento com ciclofosfamida sobre o peso dos órgãos em Rattus norvegicus da Linhagem 

Wistarª. 

 

Tratamento                                        Peso relativo dos órgãos (Média  ± Desvio Padrão) em gramas 

                                                                   Baço                          Timo                      Fígado                   Rim 

Controleᵇ                                          0,42±0,41                   0,12±0,32                4,2±0,29             0,07±0,37 

CY (1 dose 50 mg/kg)                            0,19±0,09ᶜ                 0,04±0,17ᶜ               4,0±0,29             0,06±0,06 

CY (2 dose 50 mg/kg)                            0,14±0,12ᶜ                 0,03±0,25ᶜ               3,8±1,54             0,05±0,12  

CY (3 dose 25 mg/kg)                            0,14±0,23ᶜ                 0,03±0,37ᶜ             2,1±2,33ᶜ           0,06±0,09 

ªOs valores são médias e desvios padrão de cinco ratos eutanaziados entre o primeiro e quinto dia após a 

administração de CY. 

ᵇOs valores são médias e desvios padrão de 63 ratos controle negativo. 

ᶜP<0,05 quando comparado com o grupo controle. 

 O tratamento com CY também induziu a um decréscimo da celularidade da medula 

óssea, do baço e do timo (P<0.001) quando comparado com o grupo controle de animais 

(Tabela 2). 
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Tabela 2 – Efeito do tratamento com ciclofosfamida sobre a celularidade dos órgãos linfoides de Rattus 

norvegicus da Linhagem Wistarª. 

 

           Tratamento                           Peso relativo dos órgãos (Média  ± Desvio Padrão) em gramas 

                                   Baço                                   Timo                             Fígado 

           Controleᵇ                              305,44±14,57                      62,81±9,92                      21,33±1,92 

           CY (1 dose 50 mg/kg)          47,22±9,76ᶜ                    16,44±5,78ᶜ                  13,04±1,67ᶜ 

           CY (2 dose 50 mg/kg)          40,41±0,12ᶜ                    12,59±6,65ᶜ                     10,81±1,49ᶜ 

           CY (3 dose 25 mg/kg)          39,88±0,23ᶜ                    12,26±5,74ᶜ                  9,15±1,22ᶜ 

ªOs valores são médias e desvios padrão de cinco ratos eutanaziados entre o primeiro e quinto dia após a 

administração de CY. 

ᵇOs valores são médias e desvios padrão de 63 ratos controle negativo. 

ᶜP<0,01 quando comparado com o grupo controle. 

 

5.3 EFEITO DA CICLOFOSFAMIDA SOBRE A IMUNIDADE HUMORAL DE Rattus 

norvegicus DA LINHAGEM WISTAR 

 A administração de CY induziu uma significante redução em todos os parâmetros da 

imunidade humoral dos animais tratados em relação ao grupo controle (P<0.05). Como já foi 

descrito anteriormente, esses parâmetros incluem: os títulos do anticorpo (Tabela 3), a 

formação de PFC (Figura 5) e o teste de hemólise (Figura 6). 

 

Tabela 3 – Efeito supressor da ciclofosfamida sobre a titulação de anticorpos emRattus norvegicus da Linhagem 

Wistar. 

                                                  Tratamento                                                      Título 

 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)                                         1:1 

*Valores referentes ao quinto dia após a inoculação de CY. 
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Figura 6 – Supressão da imunidade humoral induzida pela ciclofosfamida analisada através do ensaio sobre 

células formadoras de placa. Os valores são médias e desvios padrão de cinco ratos eutanaziados entre o 

primeiro e o quinto dia após a administração de ciclofosfamida.  

 

*P<0,05 quando comparado com o grupo controle. 

 

Figura 7 – Supressão da imunidade humoral induzida pela ciclofosfamida analisada através do teste de 

hemólise. Os valores são médias e desvios padrão de cinco ratos eutanaziados entre o primeiro e o quinto dia 

após a administração de ciclofosfamida. 

 

*P<0,05 quando comparado com o grupo controle. 

 

 

 

 

 

 

1 Controle 

2 CY (1 dose 50 mg/kg)* 

3 CY (1 dose 50 mg/kg)* 

4 CY (1 dose 25 mg/kg)* 

1 Controle 

2 CY (1 dose 50 mg/kg)* 

3 CY (1 dose 50 mg/kg)* 

4 CY (1 dose 25 mg/kg)* 
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5.4    AVALIAÇÃO DOS EFEITOS GENOTÓXICOS DA CICLOFOSFAMIDA 

5.4.1 ANÁLISE DO ENSAIO COMETA EM Rattus norvegicus DA LINHAGEM WISTAR 

 O ensaio cometa permitiu a detecção de danos genômicos ocorridos no núcleo das 

células sanguíneas, expostos às diferentes doses da ciclofosfamida (CY), que foram de 50 

mg/kg nas duas primeiras fases e de 25 mg/kg nas duas últimas fases do experimento. O 

gráfico 2 apresenta o desvio padrão do grupo controle e dos grupos que participaram do 

tratamento com CY. 

 O desvio padrão do índice de dano no genoma observado no núcleo das células 

sanguíneas do grupo controle foi de ±1,68. Já o desvio padrão do grupo participante da quarta 

fase,  foi de ±12,24  (Gráfico 1). Dados estes que nos possibilita inferir que mesmo os animais 

da quarta fase ficando 6 meses em observação, sem administração de imunossupressor, 

mesmo tendo a imnunidade reestabelecicida e leões genômicas reduzidas, Estas açlterações 

não se mostraram completas, ou seja, eles ainda demonstraram um nível considerável de 

índice de dados. 

 A administração de CY aumentou significativamente o índice de danos no DNA e 

provocou efeito genotóxico, o qual ficou evidente ao analisarmos as células sanguíneas 

através do ensaio cometa (Gráfico 2).  

 Os índices de danos se apresentaram de maneira muito expressiva nas três primeiras 

fases do experimento, nos primeiros dias da administração da ciclofosfamida e com o tempo, 

estes índices eram reduizdos, pois havia uma recuperção e/ou renovação das células 

sanguíneas. Esta recuperação pode estar relacionada ao tipo de dano, pois o ensaio cometa 

identifica lesões pré-mutagênicas, lesões estas, que podem ser reversíveis. 
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Gráfico 1–Relação entre a quantidade de animais do grupo controle, do grupo dos animais monitorados durante 

seis meses e seus respectivos desvios padrão referente aos seus índies de danos. 

 

 

Gráfico 2 - Análise do índice de danos do DNA nas três primeiras fases do tratamento com ciclofosfamida 

relacionado com o número de dias em Rattus norvegicus da Linhagem Wistar. 
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6    DISCUSSÃO 

6.1 ANÁLISE IMUNOLÓGICAEM Rattus norvegicus DA LINHAGEM WISTAR 

 Para avaliação da imunossupressão foram analisados como parâmetros o peso relativo 

do baço, rim, timo e fígado e a celularidade da medula óssea, do baço e do timo. Embora seja 

freqüente na literatura experimentos de imunossupressão em roedores, utilizando CY, não 

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 concentração de CY (uma única dose de 

50 mg/kg) e avaliaram os mesmos parâmetros de imunossupressão, usados neste experimento, 

em camundongos Suíços albinos. Da mesma forma que os nossos resultados, na primeira e na 

segunda administração de CY, em ratos Wistar, somente o baço e o timo tiveram diminuição 

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 baço e também encontraram uma redução significante do 

seu peso relativo. Na terceira aplicação da droga (25 mg/kg), os rins e o fígado também 

passaram a apresentar diminuição do peso relativo, o que coincide com o inicio da morte dos 

roedores, provavelmente uma intoxicação sistêmica tenha provocado esse fenômeno e não o 

efeito imunossupressor da CY. Por este motivo, na quarta administração da CY mantivemos a 

mesma concentração (25 mg/kg), porém a morte dos roedores aumentou de 13 para 17 

animais, esta observação reforça nossa hipótese de que houve intoxicação letal dos ratos 

Wistar e que os animais não morreram por qualquer tipo de infecção. Estudos realizados em 

pacientes revelam que a CY induz toxicidade cardiovascular, a qual pode variar desde 

arritmias até condições fatais (VIALE & YAMAMOTO, 2008). 

 Com relação à celularidade dos órgãos, o tratamento com CY também induziu a um 

decréscimo significativo do número de células da medula óssea, do baço e do timo quando 

comparado com o grupo controle de animais. Nossos resultados também são semelhantes aos 

encontrados em camundongos tratados com a mesma concentração de CY que neste 

experimento (BIN-HAFEEZ et al., 2001; THARAKAN et al., 2007). Uma observação 

interessante consiste em que independente do Rattus norvegicus da linhagem Wistar ser um 

roedor de pesocorporal maior que o camundongo Suíço albino, a celularidade dos seus órgãos 

não é superior. 
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 A administração de CY também induziu uma significante redução em todos os 

parâmetros da imunidade humoral dos animais tratados em relação ao grupo controle. O efeito 

supressor da CY sobre o título 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 redução significante da imunidade humoral em todas as três 

administrações de CY avaliadas neste projeto. Os valores encontrados foram semelhantes aos 

descritos em camundongos Suíços albinos intoxicados com CY (LADICS, 2007). 

 O terceiro ensaio que avalia a diminuição da imunidade humoral utilizado neste 

projeto foi o teste de hemólise. 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 hemólise, também são semelhantes aos da 

literatura com camundongos Suíços, na mesma concentração de CY. 

 Nos testes de imunossupressão em Rattus norvegicus da linhagem Wistar podemos 

observar que na terceira dose administrada de CY (25 mg/kg) os valores de todos os 

experimentos realizados são semelhantes, do ponto de vista da função imune, que os da 

segunda e da primeira dose, embora a concentração de CY administrada em cada uma das 

duas primeiras injeções da droga tenha sido o dobro (50 mg/kg). 

 Estes resultados revelam que embora exista um aumento da celularidade e do peso 

relativo dos órgãos linfóides, que se equipara numericamente aos dos ratos controle, a 

recuperação do sistema imune não é completa. Adicionalmente, os resultados nos levam a 

concluir que a partir da terceira administração de CY (25 mg/kg), quando os ratos começam a 

sofrer toxicidade letal, não é mais necessária a administração de altas concentrações da droga 

para suprimir o sistema imune dos roedores. Uma concentração inferior como a de 25 mg/kg é 

suficiente para manter os Rattus norvegicus da linhagem Wistar imunodeprimidos. 

 A nossa hipótese de que não existe recuperação total da função imune e que a CY 

induz colateralmente toxicidade, pode ser constatada ao observar que osperíodos de 

recuperação dos parâmetros de normalidade, da celularidade e do peso relativo dos órgãos 

linfóides, nos roedores, aconteceram num intervalo de tempo maior a partir da primeira dose. 

Na terceira dose, embora os ratos recebessem a metade da quantidade de CY, o tempo de 
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recuperação foi de 54 dias em comparação com os 35 dias da segunda dose e os 28 dias da 

primeira administração. 

 

6.2 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS GENOTÓXICOS DA CICLOFOSFAMIDA 

 A redução da funcionalidade dos órgãos reprodutivos é uma das conseqüências 

fundamentais da quimioterapia e acomete tanto mulheres quanto homens (BINES; OLESKE; 

COBLEIGH, 1996; BLUMENFELD; HAIM, 1997; GHOSH et al., 2001; GREENBERG; 

URBACH, 2006; IHA et al., 2001; MARHHOM; COHEN, 2006; OKTAY et al., 2007; 

SKLAR et al., 2006; SÖNMEZER; OKTAY, 2006; WALLACE; ANDERSON; BAIRD, 

2004). A Falência Ovariana Prematura (FOP) ou a perda da função ovariana durante ou logo 

após o tratamento ocorre em número alto de mulheres que são submetidas à quimioterapia, 

principalmente quando o tratamento é realizado com agentes alquilantes como a 

ciclofosfamida. Esses agentes agem quimicamente, com o ácido desoxirribonucleico (DNA) 

desses tecidos, provocando queda na fertilidade e diminuição da reserva folicular, em 

consequência ao dano no tecido gonadal. Mulheres pré-púberes são menos sensíveis aos 

efeitos deletérios da quimioterapia sobre as gônadas (ABSOLOM et al., 2006; RIVKEES; 

CRAWFORD, 1988; WALLACE et al., 1993), provavelmente porque os danos são maiores 

nas células germinativas em maturação (MALTARIS et al., 2006; TILLY, 1998). 

 Estudos com ratas observaram que a administração de ciclofosfamida é capaz de levar 

à redução no volume uterino, número total de folículos e células da granulosa (ATAYA; 

VALERIOTE; RAMAHI-ATAYA, 1989; MULLER; COLE, 1970; PLOWCHALKB; 

MATTISON, 1992). 

 Em Rattus norvegicus da linhagem Wistar as três administrações de CY aumentaram 

significativamente o índice de danos no DNA das células e isto foi verificado ao  avaliarmos o 

ensaio cometa nos animais do experimento, comprovando o efeito genotóxico. Este efeito era 

esperado, visto que a CY é utilizada como controle positivo em vários estudos de 

genotoxicidade descritos na literatura (LI et al., 1988; BORROTO et al., 2002; HAMADA et 

al., 2003; SELVAKUMAR et al., 2006; OLIVEIRA-MARTINS & GRISOLIA, 2007; 

VIKRAM  et al., 2007; ANDRADE et al., 2008). 

 Nossos resultados revelaram que a média do índice de danos dos 5 primeiros dias de 

cada fase experimental, foi de 217,8 na primeira, 254,2 para a segunda e 325 para a terceira 

fase, dados estes que superam 6 vezes o valor do índice de danos no grupo controle, que foi 

de 32. Deixando claro, os efeitos genotóxicos da ciclofosfamida.  
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 Embora a terceira administração de CY tenha ocorrido com a metade da concentração 

(25 mg/kg) das duas inoculações inicias, o índice de danos não corresponde a metade dos 

dados dos índices de danos da primeira e da segunda administração. Esta observação sugere 

que existe um efeito genotóxico cumulativo a cada dose de CY aplicada.  

 O efeito genotóxico cumulativo da CY fica evidente na aplicação da terceira dose do 

imunossupressor, que coincide com a morte dos roedores. Este efeito se potencializa na quarta 

inoculação de CY, quando o número de roedores mortos por intoxicação aumentou, em 

relação a terceira inoculação, de 13 para 17, embora ambas administrações de CY tenham a 

mesma concentração (25 mg/kg). 

 Podemos concluir que, para efeitos de imunossupressão de Rattus norvegicus da 

linhagem Wistar, a partir da terceira inoculação da droga, concentrações inferiores a 50 mg/kg 

são aconselháveis para evitar a morte massiva de roedores. 
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7   CONCLUSÕES 

 Ao realizarmos as análises imunológicas e genotóxicas, após a inoculação de CY, em 

Rattus norvegicus da linhagem Wistar, observamos que inicialmente o baço e o timo tiveram 

diminuição do seu peso relativo e posteriormente esse fenômeno se repetiu nos rins e o 

fígado, concomitante com o inicio da morte dos roedores, provavelmente por intoxicação 

sistêmica e não pelo efeito imunossupressor da CY. 

 O tratamento com CY também induziu a um decréscimo significativo do número de 

células da medula óssea, do baço e do timo e induziu uma significante redução em todos os 

parâmetros da imunidade humoral dos animais tratados em relação ao grupo controle. 

 Após a análise do efeito imunossupressor das três administrações de CY, nos Rattus 

norvegicus da linhagem Wistar, podemos concluir que: 

a) Embora exista um aumento da celularidade e do peso relativo dos órgãos linfóides, após 

um período de recuperação imunológica, que se equipara numericamente aos ratos controle, o 

restabelecimento do sistema imune não é completo. 

 

b) A partir da terceira administração de CY, quando os ratos começam a sofrer toxicidade 

letal, não é mais necessária a administração de altas concentrações de CY, para suprimir o 

sistema imune dos roedores. Uma concentração inferior como a de 25 mg/kg é suficiente para 

manter os Rattus norvegicus da linhagem Wistar imunodeprimidos. 

Com relação às análises de genotoxicidade da CY podemos concluir que: 

 

a) Em Rattus norvegicus da linhagem Wistar, as três administrações de CY aumentaram 

significativamente o índice de danos do DNA nas células. 

 

b) Existe um efeito genotóxico cumulativo a cada dose de CY aplicada em ratos Wistar.  

 

c) Para efeitos de imunossupressão de ratos Wistar, a partir da terceira inoculação da CY, 

concentrações inferiores a 50 mg/kg são aconselháveis para evitar a morte massiva de 

roedores. 

 

d) Ao realizarmos as análises imunológicas e genotóxicas, nos 38 animais da quarta fase do 

experimento, observamos que mesmo após os seis meses, os animais se recuperam 
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imunologicamente, mas não conseguiram se recuperar totalmente geneticamente, 

apresentando efeitos genotóxicos. 

 Os resultados encontrados neste estudo reforçam a possibilidade de danos futuro na 

fertilidade em animais, devido ao potencial genotóxico da ciclofosfamida, associada a 

dosagem administrada. Devemos salientar que os dados obtidos, em experiências com 

roedores, podem ser úteis para os seres humanos devendo ser utilizados com cuidado, 

principalmente, levando em consideração as diferenças entre a foliculogênese dos roedores e 

humanos. 
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Projeto: AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO BIOPRODUTO MÉTODO CANOVA EM MODELO EXPERIMENTAL DE CÂNCER 

GÁSTRICO EM PRIMATAS NÃO HUMANOS E RATOS WISTAR. 

Coordenador: Rommel Mario Rodríguez Burbano 

Área Temática: Medicina 

Vigência:01-01-2008 a 31-12-2009 

 

 

 O Projeto intitulado “AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO BIOPRODUTO MÉTODO CANOVA EM MODELO 

EXPERIMENTAL DE CÂNCER GÁSTRICO EM PRIMATAS NÃO HUMANOS E RATOS WISTAR” foi avaliado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa com Animais de Experimentação da Universidade Federal do Pará (CEPAE) e 

os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para manipulação 

e uso de animais de experimentação. Portanto, o CEPAE, através de seu presidente, no uso das suas 

atribuições, resolve APROVAR a utilização de animais de experimentação nas atividades do projeto 

em questão, no período de vigência estabelecido. As atividades experimentais fora deste período 

devem receber nova autorização deste comitê. 
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