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EFEITOS TÓXICOS DA QUIMIOTERAPIA METRONÔMICA A BASE DE 
CICLOFOSFAMIDA OU METOTREXATO EM RATOS WISTAR 

 

RESUMO – A quimioterapia metronômica é uma estratégia de uso crescente 
em Medicina Veterinária, que emprega fármacos em baixas doses e por longos 
períodos de tempo para controlar o crescimento tumoral. Objetivou-se avaliar os 
efeitos tóxicos de dois quimioterápicos antineoplásicos em animais livres de tumores 
seguindo esquemas metronômicos, assim como os efeitos residuais uma vez que a 
terapia foi suspensa. Para tanto, foram empregados 54 ratos Wistar, divididos em 3 
grupos de tratamento de 18 animais cada, que receberam doses baixas de 
ciclofosfamida (CPX), metotrexato (MTX) ou placebo (grupo controle, CTR), via oral, 
por meio de gavage, durante 45 dias. Os animais tiveram acompanhamento 
periódico para pesagem e monitoramento clínico e do consumo de alimento e água. 
Realizou-se eutanásia em seis animais de cada grupo aos 30 (M1), 45 (M2) e 60 
dias (M3), para coleta de amostras para hemograma, bioquímica sérica, citologia de 
medula óssea e análise histopatológica de baço, fígado, rim, intestino, pulmão, 
coração, cérebro e artéria. Empregou-se o teste de Qui-quadrado para análise 
estatística das variáveis não paramêtricas e o teste T-student para amostras não 
pareadas ou uma ANOVA seguida de uma comparação múltipla de Tukey para as 
variáveis paramêtricas. Seis animais do grupo CPX morreram, portanto a terapia foi 
suspensa aos 30 dias de tratamento, mantendo o período de observação até 45 
dias. Os animais tratados com CPX exibiram significativa redução de peso e do 
consumo de alimento e água (p<0,05), assim como múltiplas alterações clínicas com 
comprometimento respiratório e neuromuscular, principalmente, que persistiram 
após a suspensão do fármaco. Em M1, houve aumento significativo de neutrófilos e 
redução de leucócitos, linfócitos e albumina no sangue, assim como diminuição de 
linfócitos, plasmócitos e das populações eritroides maduras na medula óssea 
(p<0,05). Em M2, somente a redução de linfócitos e o aumento de neutrófilos 
persistiram de forma significativa, junto com a depleção de populações eritroides 
maduras (p<0,05). Os animais tratados com MTX mostraram sinais clínicos 
inespecíficos de leves a moderados. Estes animais em M1 exibiram aumento 
significativo de leucócitos no sangue e das populações mieloides imaturas na 
medula óssea (p<0,05), e para M3, significativo aumento de neutrófilos no sangue, e 
depleção das populações mieloides imaturas e linfócitos, com aumento das 
mieloides maduras (p<0,05). Na avaliação histopatológica, para ambos os fármacos, 
observou-se significativa hipocelularidade esplênica (p<0,05), alterações 
pulmonares, degeneração hidrópica hepatocelular, principalmente. As doses 
metronômicas de MTX e CPX causaram leve a moderada mielotoxicidade, junto com 
as consequências clínicas decorrentes da imunossupressão. Diferenças mínimas 
nas doses destes esquemas podem causar efeitos biológicos opostos, sugerindo 
uma estreita margem de segurança da quimioterapia metronômica, assim como 
possíveis efeitos residuais uma vez a terapia é suspensa. Sugere-se realizar novas 
pesquisas para estabelecer as doses metronômicas biologicamente ótimas 
conciliando efetividade e tolerância, de preferência na espécie alvo. 

 
Palavras-chave: baixa dose, câncer, imunossupressão, quimioterápico, toxicidade 
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TOXIC EFFECTS OF METRONOMIC CHEMOTHERAPY USING 
CYCLOPHOSPHAMIDE OR METHOTREXATE IN WISTAR RATS 

 

ABSTRACT – Metronomic chemotherapy is a growing strategy in veterinary 
medicine that uses low doses of antineoplastic drugs for sustained periods of time to 
control tumor growth. This work aimed to evaluate toxic effects of metronomic 
chemotherapy schemes in tumor-free animals, and residual toxicity once treatment 
was suspended. There were used 54 healthy Wistar rats, divided in 3 groups (18 
animals each), that received low-doses of cyclophosphamide (CPX), methotrexate 
(MTX) or placebo (control group, CTR) by oral gavage during 45 days. Clinical 
alterations, body weight, water and food intake were monitored periodically. 
Euthanasia was practiced within 6 animals from each group at 30 (M1), 45 (M2) and 
60 days (M3) to perform hematological, biochemical and histopathologic analysis 
(spleen, liver, kidney, gut, lung, heart, brain and artery), and bone marrow cytology. 
An unpaired T-student test or a one-way ANOVA in conjunction with a Tukey multiple 
comparison test were done to analyze parametrical data, as a Chi-square test for 
semi-quantitative parameters. Six animals treated with CPX died and therapy was 
suspended at 30 days, within 15 days of observation after withdrawal. CPX treated 
animals exhibited significant reduction of weight gain, water and food intake (p<0.05), 
and clinical alterations related to respiratory and neuromuscular involvement, which 
even persisted after CPX withdrawal. At M1, significant neutrophil augmentation and 
reduction of leukocytes, lymphocytes and albumin was predominant in blood, as 
bone marrow reduction of lymphocytes, plasmatic cells and mature erythroid 
populations were significantly prevalent (p<0.05). At M2, only higher neutrophils 
count and reduction of lymphocytes persisted, as depletion of mature erythroid 
populations (p<0.05). MTX treated animals only evidenced mild to moderate 
unspecific clinical signs. At M1, MTX treated showed significant leukocytosis and 
augmentation of immature myeloid populations from bone marrow (p<0.05), as well 
as, significant neutrophils augment in blood, depletion of lymphocytes and immature 
myeloid cells, with high mature myeloid populations in bone marrow (p<0.05) at M3. 
At histopathological level, both treatment groups mainly evidenced significant 
reduction of splenic cellularity (p<0.05); pulmonary compromise; and hepatocellular 
hydropic degeneration. Metronomic doses of CPX and MTX caused mild to moderate 
myelotoxicity, with immune suppression and associated clinical signs. Slight 
differences within metronomic doses can result in opposite biological effects, which 
suggest that metronomic chemotherapy has narrow margins of safety, and that 
residual effects may even persist after treatment withdrawal. More research is 
encouraged to establish optimal biological doses, effective and tolerable, for 
metronomic schedules and within target species. 
 

Keywords: cancer, chemotherapeutical, immune suppression, low-dose, toxicity 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

 O câncer é um fenômeno cada vez mais frequente tanto em medicina humana 

como na prática veterinária. Para seu controle são empregados protocolos 

quimioterápicos agressivos, com um ou vários agentes antiproliferativos, 

administrados em altas doses, tentando destruir o maior número possível de células 

neoplásicas. No entanto, estes protocolos causam efeitos adversos acentuados, 

fazendo necessária a interrupção ou suspensão da terapia para permitir a 

recuperação dos tecidos normais. Porém, estes períodos de descanso podem 

facilitar a recidiva tumoral, assim como o aparecimento de metástases ou clones 

resistentes à terapia (MUTSAERS, 2007; TORIMURA et al., 2013; BILLER, 2014). 

 Tanto em medicina humana quanto em veterinária existe a necessidade de 

utilizar novas estratégias terapêuticas que favoreçam o controle de diferentes 

neoplasias com menores efeitos adversos. Baseado nisso, a quimioterapia 

metronômica, ou de dose baixa, destaca-se por seu potencial terapêutico e reduzida 

toxicidade. No entanto, os estudos toxicológicos desta modalidade de quimioterapia 

são escassos, desconhecendo os efeitos tóxicos decorrentes de tratamentos 

prolongados, assim como a toxicidade residual, uma vez que a terapia é suspensa. 

 A ciclofosfamida e o metotrexato são alguns dos fármacos mais utilizados em 

esquemas metronômicos. Porém, possuem escassos estudos farmacocinéticos e as 

doses e intervalos utilizados são empíricos, muitas vezes baseados em estudos 

prévios que não seguem protocolos padronizados. Os estudos pré-clínicos são 

fundamentais para determinar os efeitos tóxicos associados ao uso desta 

modalidade de quimioterapia, sendo necessários para avaliar a margem real de 

segurança destes fármacos e garantir maior confiança na sua utilização em longo 

prazo, com aplicabilidade em medicina veterinária e humana, uma vez que os 

roedores podem ser empregados como modelo experimental em ambas as ciências. 

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos tóxicos de um 

esquema metronômico a base de ciclofosfamida ou metotrexato em ratos Wistar 

livres de tumores, assim como os efeitos residuais após o término da terapia. 
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2 REVISÃO DE BIBLIOGRAFIA 

 

 

2.1  Câncer 

 O câncer é uma prioridade em termos de saúde mundial, devido ao seu alto 

índice de morbidade e mortalidade em todas as espécies (PANG; ARGYLE, 2016). 

Em humanos, considera-se uma das principais causas de morte, sendo o câncer de 

pulmão e o de mama os tipos mais comuns, com 12,7% e 10,9% dos casos, 

respectivamente (FERLAY et al., 2010).  

 Em Medicina Veterinária, o panorama é igualmente preocupante, tanto pelo 

impacto econômico para as espécies de produção, especialmente quando 

relacionado a causas infecciosas (doença de Marek em aves ou leucose bovina em 

gado, por exemplo), quanto em animais de companhia, pelo aumento na expectativa 

de vida destas espécies e o forte vínculo afetivo que representam. Embora os dados 

epidemiológicos sejam escassos, estima-se uma incidência aproximada de 30% em 

cães e de 20 a 25% em gatos (PANG; ARGYLE, 2016), sendo o tumor de mama o 

mais frequentemente diagnosticado em fêmeas caninas, seguido do linfoma e os 

tumores de pele (os mais prevalentes em machos); e em felinos, os tumores de 

origem linfoide são os mais representativos seguidos dos tumores de pele e mama 

(BREEN, 2009).  

O câncer é um conjunto de doenças com mais de 100 diferentes tipos e subtipos 

que acometem diversos órgãos, envolvendo mudanças dinâmicas no genoma 

(HANAHAN; WEINBERG, 2000), que se refletem em alterações dos mecanismos 

homeostáticos que controlam o crescimento, a divisão e a morte celular, fazendo 

com que um grupo de células perca o controle intrínseco destes processos (PANG; 

ARGYLE, 2016). Estabeleceram-se oito alterações essenciais na fisiologia celular 

que comandam o crescimento neoplásico, listadas como: 1) autosuficiência em 

sinais de desenvolvimento; 2) insensibilidade a sinais inibitórios de crescimento; 3) 

evasão da morte celular programada ou apoptose; 4) potencial de replicação celular 

ilimitado; 5) estimulação da angiogênese; 6) favorecimento da invasão tecidual e 

metástase; 7) reprogramação do metabolismo energético; e 8) evasão do sistema 

imune (HANAHAN; WEINBERG, 2011).  
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 As diferentes estratégias terapêuticas para o controle do câncer baseiam-se 

em afetar os mecanismos fisiopatológicos das células neoplásicas. Destaca-se que o 

conceito “a cura do câncer” é sobrestimado, pelo fato de ser um conjunto de diversas 

doenças que se comportam de forma heterogênea, precisando de tratamentos 

igualmente variados. A aproximação que vem sendo realizada contempla terapias 

locais ou sistêmicas, que incluem remoção cirúrgica, radioterapia, quimioterapia 

antineoplásica, imunoterapia, terapias moleculares ou alvo, entre outras, todas elas 

foco de múltiplas pesquisas (WITHROW; VALE; PAGE, 2012). 

 

2.2  Quimioterapia Convencional  

 A quimioterapia é peça fundamental em oncologia para o tratamento de 

neoplasias regionais ou avançadas (GNONI et al., 2015). A quimioterapia 

antineoplásica convencional, ou de dose máxima tolerada (DMT), representa o 

modelo mais usado durante os últimos 70 anos para o tratamento sistêmico do 

câncer (TAKIMOTO, 2009).  

 Consiste na administração de altas doses de fármacos citotóxicos seguida de 

períodos de descanso para permitir a recuperação dos tecidos normais (HANAHAN; 

BERGERS; BERGSLAND, 2000). Estes esquemas induzem diminuição significativa 

do volume tumoral (BILLER, 2014) ao causar morte celular logarítmica de 

populações de rápida divisão, como seriam as células neoplásicas (MUTSAERS, 

2007). Seus mecanismos de ação são inespecíficos e se relacionam com indução de 

dano ao DNA, interferência com a sua replicação ou alteração da formação de 

microtúbulos (TAKIMOTO, 2009). 

 Muitos destes esquemas antineoplásicos são inicialmente efetivos, causando 

regressão tumoral, estabilização da doença e/ou aumento dos tempos de sobrevida 

dos pacientes (HANAHAN; BERGERS; BERGSLAND, 2000). No entanto, o 

envolvimento de populações celulares normais de rápida divisão, como a mucosa 

gastrointestinal, os folículos pilosos e as células da medula óssea, explica as 

toxicidades associadas, que podem incluir: náusea, vômito, diarreia, alopecia e 

pancitopenias (TAKIMOTO, 2009), que além de agir em detrimento da qualidade de 

vida do paciente (HANAHAN; BERGERS; BERGSLAND, 2000), fazem necessária a 

realização de interrupções ou encurtamentos na terapia, que podem levar a 

recrescimento tumoral, resistência aos fármacos ou apresentação de metástase 
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(BILLER, 2014). Por exemplo, permitindo a recuperação das células endoteliais 

tumorais durante o período de interrupção da terapia (GNONI et al., 2015). 

 Os fatores acima citados, junto com a reduzida efetividade destes esquemas 

em pacientes com câncer avançado ou metastático, fazem com que a eficácia 

antitumoral dos esquemas convencionais seja passível de discussões, evidenciando 

suas limitações e estimulando a pesquisa de novas estratégias de tratamento 

(KERBEL; KAMEN, 2004; MUTSAERS, 2007; GNONI et al., 2015). 

 

2.3  Quimioterapia metronômica 

2.3.1 Definição 

 A quimioterapia metronômica, também conhecida como quimioterapia 

contínua de baixa dose ou quimioterapia antiangiogênica (antiga denominação), 

envolve a administração de quimioterápicos antineoplásicos em baixas doses, em 

intervalos regulares, com redução ou eliminação das interrupções ao tratamento 

entre cada dose e por longos períodos de tempo (HANAHAN; BERGERS; 

BERGSLAND, 2000).  

 

2.3.2 Importância e utilidade 

 A quimioterapia metronômica surge como conceito há mais de 15 anos, na 

busca de novas estratégias para o controle sistêmico do câncer, devido às múltiplas 

limitações da quimioterapia antineoplásica convencional (HANAHAN; BERGERS; 

BERGSLAND, 2000). De modo interessante, o controle dos mecanismos indiretos de 

sobrevivência tumoral, a importância do microambiente tumoral e o controle da 

formação de novos vasos sanguíneos se destacam como estratégia terapêutica 

(PASQUIER; KAVALLARIS; ANDRÉ, 2010), sendo as células endoteliais o alvo 

terapêutico inicial, devido a sua estabilidade genética, o que confere menor chance 

de desenvolver resistência farmacológica a tratamentos prolongados (KERBEL; 

KAMEN, 2004; GNONI et al., 2015). Desde então, inúmeras pesquisas têm sido 

realizadas, acrescentando elementos e reformulando outros, mostrando que a 

compreensão do potencial desta modalidade de quimioterapia, assim como seu uso 

apropriado ainda precisa de maiores pesquisas (ROMITI et al., 2013; BARBOLOSI et 

al., 2014). 
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 A quimioterapia metronômica se apresenta como uma tendência 

relativamente nova, especialmente em Medicina Veterinária, oferecendo uma 

resposta duradoura e estável no controle da doença (BILLER, 2014), particularmente 

em casos nos quais quimioterapia convencional não foi efetiva, pois se considera 

bem tolerada, de fácil administração (quando usada oralmente), de baixo custo e 

menor toxicidade, reduzindo inclusive o emprego de medicamentos de suporte 

(TORIMURA et al., 2013; CHEN; DOLOFF; WAXMAN, 2014; GNONI et al., 2015). 

Consolida-se como opção paliativa viável para pacientes com câncer resistente e/ou 

avançado, de difícil abordagem cirúrgica, pacientes muito debilitados, com 

morbidades concomitantes, geriátricos ou com câncer recorrente (GNONI et al., 

2015). Relata-se eficácia terapêutica contra mais de 18 tipos de câncer, que 

acometem o trato gastrointestinal, o sistema respiratório, hematopoiético, 

neurológico, tegumentar e genitourinário (TORIMURA et al., 2013). Inclusive, 

emprega-se conjuntamente com outros fármacos ou associada à quimioterapia 

convencional (LOVEN et al., 2013; GNONI et al., 2015). Porém, o esquema 

metronômico não substitui modalidades mais intensivas de citorredução 

(MUTSAERS, 2009).  

 

2.3.3 Mecanismos de ação 

 Os mecanismos de ação reconhecidos da quimioterapia metronômica, 

incluem: controle da angiogênese; modulação imune; inibição direta do crescimento 

tumoral; e indução de dormência tumoral (GNONI et al., 2015). 

 A angiogênese, definida como o desenvolvimento de novos vasos sanguíneos 

a partir de vasos pré-existentes, é um fenômeno fundamental para o crescimento e a 

sobrevivência dos tumores, os quais favorecem a proliferação endotelial no seu 

próprio benefício em um processo conhecido como “switch” angiogênico, que altera 

o balanço normal entre moléculas pró e antiangiogênicas, com aumento de diversos 

fatores de crescimento (do endotélio vascular – VEGF, de fibroblastos e o derivado 

das plaquetas, por exemplo), assim como inibição de fatores supressores da 

proliferação endotelial, como a trombospondina 1 (TSP-1), antagonista do VEGF e 

causador de apoptose ou supressão direta na proliferação endotelial. Similarmente, 

os tumores estimulam a formação de novos vasos a partir de células progenitoras 

endoteliais (CEP’s) que migram da medula óssea para os locais de 
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neovascularização (KERBEL; KAMEN, 2004; BILLER, 2014). O controle da 

angiogênese é considerado um objetivo viável em terapêutica oncológica. Os 

mecanismos antiangiogênicos da quimioterapia metronômica envolvem: 

citotoxicidade intrínseca das células endoteliais (KERBEL; KAMEN, 2004; GNONI et 

al., 2015); controle da regeneração e viabilidade das CEP’s (TORIMURA et al., 

2013); instabilidade dos fatores de crescimento promotores de expansão vascular; 

aumento de inibidores de angiogênese endógenos (MUTSAERS, 2009; CHEN; 

DOLOFF; WAXMAN, 2014); e paradoxalmente, normalização vascular ou destruição 

seletiva de vasos ineficientes, por facilitar a ação dos quimioterápicos 

antineoplásicos (MA; WAXMAN, 2008). No entanto, a ação antiangiogênica é 

plausível de debate, devido à evidência de disseminação hematógena de células 

tumorais e maior risco de metástase (MARTIN-PADURA et al., 2012; BILLER, 2014).  

 Outra característica dos tumores é a habilidade de crescer sem ser 

detectados pelo sistema imune, favorecendo ambientes imunossupressores para 

evadir o ataque das células T citotóxicas, T helper e Natural Killer (NK), assim como 

permitir a ação de células supressoras como linfócitos T reguladores (Treg’s), 

citocinas anti-inflamatórias e células supressoras derivadas da medula óssea, 

ajudando a estabelecer tolerância tumoral e facilitando o desenvolvimento de 

metástases (FINN, 2012). A modulação imune associada com a quimioterapia 

metronômica envolve o recrutamento de células de imunidade inata antitumoral 

(CHEN; DOLOFF; WAXMAN, 2014), com maior proliferação de linfócitos e células 

de memória, favorecendo a maturação de células dendríticas, recrutamento de 

macrófagos e NK, assim como redução seletiva das populações de Treg’s 

(TORIMURA et al., 2013).  

 A inibição no crescimento tumoral relaciona-se também com uma ação 

citotóxica direta (GNONI et al., 2015), principalmente sobre as células tronco 

tumorais, um fenótipo neoplásico com diferentes características de auto renovação, 

responsável pela iniciação tumoral, aparecimento de metástases ou recidivas 

(MARTIN-PADURA et al., 2012). 

 A dormência tumoral é um estadio evolutivo de desenvolvimento neoplásico, 

no qual células tumorais residuais estão presentes, mas permanecem inativas em 

resposta a parada do ciclo celular ou equilíbrio entre apoptose e proliferação 

(AGUIRRE-GHISO, 2007). A indução de dormência tumoral obriga às células a 
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permanecer na fase inicial de inatividade, por meio de dormência angiogênica e 

vigilância imune efetiva (GNONI et al., 2015).  

 Adicionalmente, o efeito 4D é um mecanismo ainda controverso, com alguns 

estudos in vitro e limitada evidência clínica. Com a administração prolongada de 

quimioterapia, as células tumorais vão ficando quimicamente dependentes destes 

fármacos durante o tempo de tratamento, uma vez que a terapia é suspensa, o 

microambiente tumoral se torna instável e as células tumorais morrem (GNONI et al., 

2015). No entanto, este mecanismo ainda é passível de discussão e precisa de mais 

pesquisas. 

 

2.3.4 Esquemas e fármacos utilizados 

 Existe controvérsia em relação à frequência de administração dos esquemas 

metronômicos assim como às doses empregadas (TORIMURA et al., 2013; GNONI 

et al., 2015).   

 Acreditava-se que a administração diária era mais efetiva, porém, estudos 

recentes demonstraram que esquemas regulares a cada 3 ou 6 dias poderiam ser 

inclusive mais vantajosos (CHEN; DOLOFF; WAXMAN, 2014).  

 Até então, a seleção das doses metronômicas tem sido um processo 

completamente empírico (LIEN et al., 2013), embora se aconselhe o uso de uma 

terceira a uma décima parte da dose convencional (SHI et al., 2014) ou 2 a 6% da 

dose máxima tolerada – DMT (PENEL; ADENIS; BOCCI, 2012). Estes valores não 

se baseiam em fundamentos científicos, pelo que devem usar relatos prévios que 

conciliem eficácia e toxicidade, devido à falta de estudos farmacocinéticos 

suficientes para esta modalidade (BOCCI; KERBEL, 2016). Em alguns casos, outras 

espécies podem ser utilizadas como modelos de extrapolação alométrica. A Food 

and Drug Administration (FDA) viabiliza a extrapolação, recomendando o emprego 

da superfície de área corporal e fatores de conversão específicos para cada espécie 

(REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2008).  

 Apesar de algumas limitações fisiológicas, os roedores de laboratório são 

considerados modelos fundamentais na pesquisa biomédica, por assemelharem-se 

em respostas clínicas com outros mamíferos (SENGUPTA, 2013). Estudos referem 

que aproximadamente um dia de vida de um rato pode equivaler a 34,8 dias de vida 
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humana, permitindo fazer estudos em meses e ter resultados equiparáveis com anos 

de tratamento em pessoas ou animais domésticos (ANDREOLLO et al., 2012).  

 Em humanos, dentre os fármacos propostos como viáveis para os esquemas 

metronômicos, encontram-se: ciclofosfamida, vinorelbina, capecitabina, 

metrotrexato, bevacizumab, etoposídeo, gencitabina, sorafenib, everolimus, 

temozolomida, entre outros, que mostram efetividade para o manejo de neoplasias 

tanto de primeira quanto de segunda linha de tratamento, além disso, são utilizados 

sinergicamente com outros agentes antineoplásicos (inclusive associados a 

esquemas de DMT), anti-inflamatórios, terapias alvo, terapias moleculares ou 

radiação (BILLER, 2014; GNONI et al., 2015).  

 Em veterinária, a quimioterapia metronômica é considerada uma opção 

interessante pela facilidade de administração, custo razoável e baixo perfil de 

toxicidade. Biller, em 2014, agrupou nove pesquisas clínicas com boa tolerância e 

resposta antitumoral favorável, sendo a maioria prospectivas e de fase I e II, a base 

de ciclofosfamida, clorambucil ou lomustina, e somente uma delas realizada em 

gatos. No entanto, estão faltando mais estudos com condições padronizadas que 

permitam fazer melhores comparações de eficácia, toxicidade crônica, doses e 

associações. A quimioterapia metronômica está se consolidando como uma opção 

terapêutica muito popular, infelizmente, usada de forma indiscriminada em 

veterinária, pois se baseia em poucas evidências clínicas (BILLER, 2014). 

 

2.3.4.1 Ciclofosfamida 

 A Ciclofosfamida (CPX) é um agente alquilante, pertencente ao grupo das 

mostardas nitrogenadas (PENEL; ADENIS; BOCCI, 2012), apresenta alta 

biodisponibilidade oral (ZHANG; TIAN; ZHOU, 2006) e sofre hidroxilação hepática 

pelo citocromo P450, produzindo dois metabólitos ativos: a fosforamida, com maior 

potencial terapêutico, e a acroleína, relacionada com efeitos tóxicos (JALALI; 

HASANZADEH; MALEKINEJAD, 2012). Sua citotoxicidade é explicada pela 

formação de ligações cruzadas e adutos que inibem a síntese do DNA (LIVSHITS; 

RAO; SMITH, 2014). 

 A CPX é usada convencionalmente para tratar tumores sólidos e vários tipos 

de carcinomas (mamário, ovárico, prostático, testicular, pulmonar de pequenas 

células, por exemplo), alguns sarcomas, neoplasias hematopoiéticas, como leucemia 
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linfocítica crônica, mieloma múltiplo, diferentes tipos de linfoma, entre outros 

(ROZADOS et al., 2004; PENEL; ADENIS; BOCCI, 2012; LIVSHITS; RAO; SMITH, 

2014), assim como para a artrite reumatoide, o lúpus eritematoso sistêmico e como 

imunossupressor no transplante de medula óssea (ZHANG; TIAN; ZHOU, 2006). 

Adicionalmente, é o fármaco mais frequentemente utilizado e estudado em 

esquemas metronômicos, tanto como agente único quanto em protocolos de 

poliquimioterapia (PENEL; ADENIS; BOCCI, 2012), porém, os estudos 

farmacocinéticos são etapas fundamentais deste processo, mas infelizmente são 

escassos (BOCCI; KERBEL, 2016). Assim como outros quimioterápicos, a CPX 

metronômica favorece a resposta imune antitumoral efetiva, usando uma dose 

suficientemente alta para lesar as células neoplásicas, mas incapaz de afetar às 

células imunes antitumorais que possam ser particularmente sensíveis à 

citotoxicidade dos quimioterápicos (CHEN; DOLOFF; WAXMAN, 2014).  

 Em humanos, diferentes doses metronômicas de CPX têm sido propostas, 

mas 50 mg por dia é a dose mais frequentemente utilizada, sendo na maioria dos 

casos, empregada em associação com diversos fármacos (BILLER, 2014).  

 Em ratos, baixas doses de CPX mostraram atividade antiangiogênica, 

desaparecimento de neoplasias induzidas experimentalmente e redução de 

crescimento de tumores resistentes a altas doses da mesma droga (DAHL 

BORKAMO et al., 2008). Doses de 5 e 10 mg/kg de CPX três vezes por semana 

bloquearam o crescimento metastático em 100% dos linfomas implantados e em 

83% dos sarcomas, e em todos os casos melhorou a sobrevivência dos animais 

tratados e reduziu o crescimento do tumor (ROZADOS et al., 2004). Ratos que 

receberam 20 mg/kg de CPX duas vezes por semana durante 12 semanas, 

evidenciaram redução significativa de tumores intra-hepáticos, menor expressão de 

marcadores tumorais, redução da densidade de microvasos, menor taxa de 

metástase e aumento dos tempos de sobrevida com relação ao grupo tratado com 

terapia convencional (JANG et al., 2011). Em camundongos, a dose biológica ótima 

(DBO) de esquemas metronômicos a base de CPX estabeleceu-se como: 140 mg/kg 

a cada 6 dias, associada a regressão tumoral por ativação de resposta imune 

antitumoral (DOLOFF; WAXMAN, 2012), ou 20 mg/kg diariamente, relacionada com 

diminuição do volume tumoral, inibição significativa da angiogênese com redução de 

CEP’s (EMMENEGGER et al., 2004; SHAKED et al., 2005; MARTIN-PADURA et al., 
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2012). Entretanto, reconhece-se que os efeitos terapêuticos podem ser opostos, 

principalmente no relacionado à modulação imune, quando diferentes doses são 

utilizadas (PENEL; ADENIS; BOCCI, 2012). 

 O panorama em veterinária não é muito diferente, pois somente foi achado 

um estudo em cães com sarcoma de tecidos moles grau I e II que receberam CPX 

12,5 mg/m²/d durante 28 dias e mostraram redução significativa de Treg’s, mas só 

aqueles que receberam 15 mg/m2/d tiveram redução da densidade da 

microvasculatura tumoral em 14 dias, considerando uma resposta antitumoral 

favorável, porém, dependente da dose  (BURTON et al., 2011).  

 

2.3.4.2 Metotrexato 

 O Metotrexato (MTX) é um antimetabólito, análogo estrutural do folato, 

inibidor competitivo da dihidrofolato redutase (SATOH et al., 2011), que leva à 

acumulação de folatos inativos, causando depleção dos substratos do folato e 

inibição direta das enzimas que dependem do mesmo, refletindo na inibição da 

replicação do DNA e da síntese do RNA (DANK et al., 2010). Apresenta boa 

biodisponibilidade oral (VAN ROON; VAN DE LAAR, 2010). O MTX é um agente 

importante no tratamento das neoplasias, assim como imunossupressor e adjuvante 

no controle da inflamação crônica, explicando seu uso na artrite reumatoide e na 

psoríase em humanos (CAVALCANTI; CORRÊA; DE CERQUEIRA LUZ, 2012). 

Como quimioterápico antineoplásico tem efeitos reconhecidos no tratamento da 

leucemia, linfoma, carcinomas em geral (de mama, bexiga, testículo, cabeça e 

pescoço) e alguns sarcomas; em veterinária tem sido empregado no tratamento do 

linfoma e do osteossarcoma (CHOUDHURY; GHOSH; PALO, 2000; DANK et al., 

2010; TAKANO et al., 2014).  

 Em humanos, as doses metronômicas variam entre 10-35 mg por semana, de 

preferência em associação com CPX ou outros fármacos, tanto com ações 

antitumorais quanto anti-inflamatórias e imunossupressoras, mostrando eficácia e 

boa tolerância (MASCI et al., 2012; KIVITY et al., 2014).  

 Em animais domésticos, a dose metronômica não foi estabelecida ainda 

(DANK et al., 2010), similarmente ao que acontece com os outros fármacos 

utilizados em medicina humana e que ainda não têm sido explorados em veterinária 

(BILLER, 2014).  
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Os estudos pré-clínicos em roedores com doses metronômicas são escassos 

(PATEL et al., 2014) e a dose metronômica efetiva ainda não foi determinada.  

 

2.3.4.3 Associações 

 Agrupando só alguns estudos prospectivos que envolveram entre 18 e 90 

pacientes humanos com câncer de mama metastático, câncer refratário de ovário e 

próstata, sarcomas pediátricos, linfoma recidivante e mieloma múltiplo, tratados com 

CPX oral em associação com MTX, vinorelbina, talidomida, prednisona, celecoxib, 

trastuzumab ou bevacizumab, se obteve benefício clínico geral em 24 a 63% dos 

casos, aproximadamente (BILLER, 2014). CPX (50 mg/dia) em associação com MTX 

(5 mg duas vezes por semana) é um dos protocolos mais utilizados, em particular 

para tratar câncer de mama metastático, com boa resposta geral e taxa de benefício 

clínico de 31,7% (COLLEONI et al., 2002) ou entre 27-46% quando associado com 

trastuzumab (ORLANDO et al., 2006). Jung et al. (2016) observaram resposta geral 

de 53,3% no tratamento de linfoma non-Hodgkin refratário ou recidivante em 15 

pacientes, com 6,7% deles mantendo resposta estável. Pelo contrário, não foi 

observada resposta objetiva à terapia em 69 pacientes com diversas neoplasias de 

grau avançado tratadas com esta associação junto com celecoxib por 8 semanas 

(KHAN et al., 2011). 

 Em veterinária, Lana et al. (2007) trataram nove cães com diagnóstico de 

hemangiossarcoma empregando piroxicam 0,3 mg/kg/d e ciclos alternados de 3 

semanas de 12,5 a 25 mg/m²/d de CPX e 50 mg/m²/d de etoposídeo, observando um 

intervalo livre de doença superior e comparável ao do tratamento com DMT de 

doxorrubicina. Elmslie et al. (2008) fizeram um estudo retrospectivo da administração 

de CPX 10 mg/m² e piroxicam 0,3 mg/m² em 30 cães com sarcomas de tecidos 

moles, observando um intervalo livre de doença que quase dobrou o obtido com 

excisão cirurgia exclusivamente. Marchetti et al. (2012) avaliaram em um estudo 

piloto 15 cachorros com diferentes tipos de tumores metastáticos utilizando 

diariamente CPX 25 mg/m² e celecoxib 2 mg/kg obtendo 40% de benefício clínico 

por melhora clínica ou por estabilização da doença. Toceranib (2,75 mg/kg a cada 

48 h) e CPX (15 mg/m²/d) foram empregados para tratar cães com diferentes tipos 

de tumores durante 6 semanas aproximadamente, mostrando modulação imune 
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antitumoral, com redução significativa de Treg’s no sangue periférico e incremento 

das concentrações séricas de IFN-γ (MITCHELL; THAMM; BILLER, 2012).  

 Um estudo de quimioterapia metronômica em felinos avaliou 24 animais com 

diferentes tipos de sarcomas, carcinomas, um melanoma e um tumor 

neuroendócrino, 29% deles com doença metastática, que receberam 14 mg/m² de 

CPX por pelo menos um mês em associação com anti-inflamatórios não esteroidais, 

toceranib ou talidomida, mostrando benefício clínico em 88% dos casos (LEO et al., 

2014). 

 As associações têm amplo potencial terapêutico, porém, tanto as vantagens 

quanto às desvantagens destes esquemas podem ser menosprezadas pela falta de 

estudos que isolem efeitos farmacológicos e tóxicos dos esquemas metronômicos 

(LIEN et al., 2013; MONTAGNA et al., 2014). 

 

2.3.5 Toxicidade 

Assume-se boa tolerância e baixa toxicidade dos esquemas metronômicos 

quando comparados com os esquemas convencionais (KERBEL; KAMEN, 2004; 

PASQUIER; KAVALLARIS; ANDRÉ, 2010; LIEN et al., 2013), uma vez que a 

citotoxicidade é reduzida (CHEN; DOLOFF; WAXMAN, 2014). No entanto, são 

escassos os estudos que mostrem o impacto toxicológico de doses baixas por 

longos períodos de tempo, similarmente, poucos se referem aos efeitos isolados dos 

fármacos, sem associação com outros compostos (MONTAGNA et al., 2014), ou 

seus efeitos adversos em indivíduos livres de tumores (EMMENEGGER et al., 2004).  

Destaca-se que muitas das toxicidades relatadas podem ser decorrentes dos 

processos neoplásicos e não relacionados aos fármacos, que muitas vezes são 

culpados de efeitos adversos que foram potencializados pela condição clínica do 

paciente (LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014). 

 Em veterinária, o estudo mais abrangente, foi realizado em 81 cães com 

múltiplos tipos de tumores, alguns deles metastáticos, que foram tratados com 2,84 

mg/m²/d de lomustina, com benefício clínico de 36% e quase 30% de interrupções 

devido a toxicidade, sendo: 16% de tipo gastrointestinal, 13,6% hepática , 3,7% dos 

casos com aumento de ALT, 1,2% neutropenia, 4,9% trombocitopenia e um com 

azotemia progressiva (TRIPP et al., 2011). Leach et al. (2012) utilizaram clorambucil 

metronômico em 36 cães com diferentes tipos de câncer, sem observar toxicidades 
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grau III ou IV, com aparente boa resposta, porém, o estudo tem limitações por utilizar 

critérios de seleção excessivamente heterogêneos. 

 

2.3.5.1 Ciclofosfamida 

A acroleína, um dos metabolitos ativos da CPX, interfere com o sistema de 

defesa antioxidante dos tecidos, produzindo espécies reativas de oxigênio, que 

aumentam a peroxidação lipídica (JALALI; HASANZADEH; MALEKINEJAD, 2012; 

SABA et al., 2013), o que explicaria muitos efeitos tóxicos do fármaco, que sob 

esquemas convencionais incluem marcada toxicidade reprodutiva (JALALI; 

HASANZADEH; MALEKINEJAD, 2012), alterações hematológicas, toxicidade 

cardíaca, ocular, pulmonar, gastrointestinal, hepática e renal (SENTHILKUMAR et 

al., 2006; LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014), manifestação de cistite hemorrágica 

estéril e, oposto ao esperado, risco de leucemia associado a tratamentos 

prolongados (MASCI et al., 2012).  

 O estudo que avaliou duas diferentes doses de CPX em cachorros com 

sarcomas de tecidos moles, não teve efeitos adversos consideráveis (BURTON et 

al., 2011). Em ratos, a dose convencional de 150 mg/kg intraperitoneal duas vezes 

por semana retardou o crescimento tumoral, porém foi extremamente tóxica, 

causando severa perda de peso e morte dos animais após a terceira dose 

(SENTHILKUMAR et al., 2006). Sem perder efetividade, não foram observados 

efeitos adversos com 30 mg/kg/d durante 42 dias (ZHAO et al., 2005), nem com 35-

40 mg/kg três vezes por semana durante 6 ciclos (DAHL BORKAMO et al., 2008).   

Em camundongos, doses de 20 mg/kg/d de CPX não foram associadas com perda 

considerável de peso ou outros sinais de toxicidade inclusive após 140 dias de 

terapia contínua (MUNOZ et al., 2006).  

 

2.3.5.2 Metotrexato 

 Em humanos, dentre os possíveis efeitos adversos do MTX, encontram-se 

alterações gastrointestinais (mucosite, perda do epitélio gastrointestinal, lesão 

hepatocelular, cirrose e fibrose), neurológicas (encefalopatia, hemiparesia e 

convulsões), cardíacas (pericardite e complicações tromboembólicas), pulmonares 

(pneumonite intersticial, efusões pleurais e fibrose pulmonar), renais, hematológicas 

e mielossupressão (LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014). Doses altas e repetidas em 
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pacientes com câncer associaram-se ao risco de osteoporose, dor óssea e fraturas 

espontâneas (SATOH et al., 2011). Doses entre 10 e 25 mg/semana associaram-se 

toxicidades consideráveis, principalmente pancitopenia, com risco de desenvolver 

sepse decorrente da mielossupresssão, letal em 25% dos casos (KIVITY et al., 

2014). 

Em cachorros destaca-se lesão da mucosa gastrointestinal, má-absorção, 

diarreia, vômito (DANK et al., 2010; TAKANO et al., 2014), e menos comumente 

leucopenia, neutropenia e trombocitopenia (YUKI et al., 2006). Devido ao seu uso 

infrequente em veterinária, inclusive com esquemas convencionais, existe pouca 

informação disponível. Sabe-se que cães tratados com MTX (2,5 mg/m² a cada 2 

dias durante 6 semanas) desenvolveram anorexia, vômito, enterite hemorrágica e 

perda de peso, efeitos adversos que resolveram uma vez que a terapia foi suspensa 

(FUKUI; YAMAMOTO, 1999). Embora a dose recomendada para o tratamento de 

linfoma seja muito mais alta (0,6-0,8 mg/kg), esta também está relacionada com 

efeitos adversos mais graves (DANK et al., 2010).  

 Reconhecem-se os efeitos do MTX como carcinogênico, mutagênico, 

teratogênico e responsável de mortalidade embrionária em roedores; camundongos 

tratados com 2, 10 e 20 mg/kg de MTX intraperitoneal mostraram marcados efeitos 

na medula óssea depois de 24 horas (CHOUDHURY; GHOSH; PALO, 2000). Ratos 

que receberam 30 mg/kg orais evidenciaram piloereção, letargia, mucosite e diarreia 

(CAVALCANTI; CORRÊA; DE CERQUEIRA LUZ, 2012); após 50 mg/kg via 

intraperitoneal, observaram-se reações adversas reversíveis às 48-96 horas, como 

redução gradual no consumo de alimento e água, lesão moderada na mucosa, 

atrofia de vilosidades, distúrbio da camada epitelial e das criptas da mucosa do íleo, 

com edema, hiperemia e infiltração leucocitária (TAKANO et al., 2014). De maneira 

interessante, um estudo em ratos mostrou marcadas alterações usando doses orais 

muito baixas (0,062, 0,125 e 0,250 mg/kg/d durante 28 dias), que causaram redução 

do peso corporal, do consumo de alimento, das contagens de leucócitos e hemácias, 

dos valores de hemoglobina, proteína e albumina séricas, assim como aumento nas 

contagens de linfócitos e níveis séricos de AST, ALT, ALP, ureia e creatinina; todos 

os animais mostraram alterações histopatológicas dependentes da dose, 

caracterizadas por degeneração, necrose, congestão, hemorragia e lesões 
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vasculares, sendo os principais órgãos afetados rins, pulmões, fígado e testículos 

(PATEL et al., 2014). 

 

2.3.5.3 Interações 

 Reconhece-se que esquemas de poliquimioterapia apresentam sinergia e 

potencializam os efeitos terapêuticos, porém, também se relacionam com múltiplos 

efeitos adversos, que podem ser exacerbados devido a estas associações 

(MONTAGNA et al., 2014). 

 Um estudo piloto em oncologia pediátrica humana avaliou o nível de 

segurança de um esquema metronômico com ciclos de oito semanas de tratamento, 

seguido de duas semanas de descanso, em 16 crianças com diferentes tipos de 

tumores refratários ou recorrentes, usando vinblastina, CPX, MTX e celecoxib, 

observando: aumento dos tempos de sobrevida em 43% dos casos, sendo que 25% 

dos pacientes mantiveram a doença estável por mais de 24 semanas de tratamento, 

25% apresentaram toxicidades grau IV em 36 ciclos e 62,5% toxicidade grau III 

(ANDRÉ et al., 2011). Em humanos, doses baixas de capecitabina por 14 dias, em 

associação com cisplatina e trastuzumab se associaram com marcadas alterações 

gastrointestinais como náusea, êmese, dor abdominal, estomatite e diarreia, que se 

limitaram, uma vez que a terapia foi suspensa (MAGGO; GROVER; GRIN, 2014). 

Combinações de capecitabina com bevacizumab ou com inibidores da tirosina 

quinase podem incrementar o risco de hipertensão, edema, proteinúria e diarreia, 

observado em humanos (LOVEN et al., 2013). A associação CPX – MTX em 

esquema metronômico foi bem tolerada em termos gerais (JUNG et al., 2016), 

Colleoni et al. (2002) observou leucopenia grau III em 20% de mulheres com câncer 

de mama metastático tratadas com esta associação. 

 Esquemas de CPX-bleomicina causaram toxicidade pulmonar e lesões 

fibróticas em animais experimentais (SABA et al., 2013). Tratamentos de piroxicam e 

CPX alternada com etoposídeo em cães com hemangiossarcoma não exibiram 

toxicidades consideráveis, com exceção de 15% dos animais que desenvolveram 

cistite hemorrágica estéril, porém, isto só aconteceu no décimo segundo mês de 

tratamento (LANA et al., 2007). Similarmente, CPX e piroxicam em cachorros com 

sarcomas de tecidos moles evidenciaram 40% de toxicidade leve a moderada e 10% 

de casos de cistite hemorrágica estéril grau IV, assim como se concluiu que a 
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administração a cada 48 horas foi mais bem tolerada, por diminuição das alterações 

gastrointestinais e renais (ELMSLIE; GLAWE; DOW, 2008). Outros dois estudos em 

cães com diferentes tipos de tumores tratados com CPX em associação com 

toceranib ou inibidores de COX mostraram baixa incidência de efeitos adversos após 

30 a 60 dias de terapia, porém a CPX só foi iniciada uma vez que os efeitos do 

toceranib foram controlados (MARCHETTI et al., 2012; MITCHELL; THAMM; 

BILLER, 2012). Toxicidade reduzida também foi observada após o emprego de 

clorambucil metronômico em cães com carcinoma de células transicionais da bexiga, 

com um único caso de suspensão da terapia decorrente de efeitos adversos 

(SCHREMPP et al., 2013). 

 Do estudo realizado em felinos por Leo et al. (2014), 17% dos animais 

apresentaram toxicidade gastrointestinal durante o primeiro mês de tratamento, 8,3% 

toxicidade hematológica e 4,15% renal, todas de grau I, com alguns casos de 

azotemia grau II e III depois de dois meses de tratamento. Este estudo de toxicidade 

remarca a importância da avaliação toxicológica em longo prazo, para ter real 

evidência clínica da baixa toxicidade destes esquemas. 

 

2.4  Perspectivas 

 A quimioterapia metronômica consolida-se como uma estratégia muito 

atraente para o tratamento sistêmico do câncer, por explorar diferentes mecanismos 

de ação antitumorais, apresentar uma relação custo benefício interessante, assim 

como toxicidade reduzida. Porém, muitos dos estudos pré-clínicos e clínicos 

disponíveis com os diferentes fármacos apresentam resultados pouco consistentes. 

A maioria deles não segue protocolos padronizados que permitam identificar uma 

dose metronômica biologicamente efetiva e de baixa toxicidade nas espécies alvo, 

evidenciando que a principal limitação destes esquemas é o empirismo na seleção 

de doses, intervalos e associações (BARBOLOSI et al., 2014). 

 O futuro da quimioterapia metronômica começa pela busca de evidências 

científicas que sustentem uma melhor compreensão destes esquemas, como por 

exemplo: a associação com outras modalidades de tratamento, terapias moleculares 

ou alvo (DI BARTOLOMEO et al., 2015); uma melhor compreensão dos diferentes 

mecanismos de ação envolvidos (PASQUIER; KAVALLARIS; ANDRÉ, 2010); a 

mudança de paradigma em relação às frequências de administração (CHEN; 
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DOLOFF; WAXMAN, 2014); o emprego de modelos matemáticos computacionais, 

sempre baseados em estudos farmacocinéticos, farmacodinâmicos e toxicológicos 

específicos (BARBOLOSI et al., 2014; BOCCI; KERBEL, 2016); uso de 

biomarcadores para monitorar a resposta à terapia, predizer o prognóstico, assim 

como ajudar a determinar a dose e frequência de administração apropriada (BILLER, 

2014). 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1  Objetivo Geral 

 

 Avaliar a resposta clínica em ratos, saudáveis e livres de tumores, submetidos 

a quimioterapia metronômica (doses baixas, diárias e por longos períodos de tempo) 

a base de ciclofosfamida ou metotrexato, em relação com animais que receberam 

placebo, assim como os efeitos residuais, posteriores à suspensão do tratamento.  

 

3.2  Objetivos Específicos 

 

 - Comparar as diferentes alterações clínicas (consumo de alimento, água, 

peso corporal, sinais clínicos e comportamentais) dos ratos tratados com doses 

metronômicas de ciclofosfamida ou metotrexato, assim como o efeito residual 

posterior à suspensão do tratamento, em relação aos animais controles. 

 

 - Avaliar os constituintes sanguíneos (celularidade periférica) e bioquímica 

sérica dos animais tratados com quimioterapia metronômica em diferentes tempos 

experimentais de forma comparativa com o grupo controle. 

 

 - Evidenciar a toxicidade em medula óssea (aspirado de medula óssea 

femoral) desencadeada pelos esquemas de dose baixa de quimioterapia 

antineoplásica em diferentes momentos experimentais. 

 

 - Avaliar as lesões macro e microscópicas causadas pelos diferentes 

protocolos de quimioterapia metronômica em órgãos alvo (rins, fígado, baço, 

coração, pulmão, cérebro, intestino, e vaso sanguíneo). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 A pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da FCAV/Unesp – Jaboticabal (Protocolo aprovado 11690/15) e dividiu-se em três 

fases principais. 

 

4.1  Fase I 

 Administração oral diária a ratos Wistar de doses baixas de ciclofosfamida ou 

metotrexato. 

 

4.1.1 Animais 

 Utilizaram-se 54 ratos Wistar (Ratus norvegicus, variação albinus), não 

isogênicos, machos, de seis semanas de idade e peso inicial entre 130 e 180 g, 

fisicamente hígidos, do Biotério Central da Unesp – Câmpus de Botucatu,  

aclimatados por duas semanas nas instalações do Biotério do Departamento de 

Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV/Unesp – Jaboticabal.  

 Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno com grade de 

aço cromado e cama de maravalha, para alojamento coletivo, separados por 

fármaco fornecido e momento de avaliação, alimentados diariamente com ração 

comercial, apropriada para a espécie (Labmix, Agromix Ltda., Jaboticabal/SP), e 

água fresca e filtrada ad libitum. Os animais foram mantidos permanentemente em 

condições controladas: de temperatura 25±2°C, umidade 50 – 60% e 12 horas de 

fotoperíodo. 

  

4.1.2 Administração dos fármacos 

 Os animais foram aleatoriamente separados em três grupos de 18 ratos cada 

(CPX, MTX e CTR), acostumados durante 10 dias à manipulação e ao procedimento 

de administração oro-gástrica – gavage (usando agulha curva de aço inoxidável, 

com esfera e 54 mm de comprimento) empregando solução salina 0,9% em volume 

não maior a 1 mL/kg de peso vivo (PV) (EICHENBAUM et al., 2011). 
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 Os animais receberam uma vez por dia no mesmo horário e durante 45 dias 

os diferentes tratamentos via gavage: 

 CPX: Ciclofosfamida (Genuxal®, Baxter Hospitalar Ltda., São Paulo/SP, 

suspensão de 15 mg/mL) na dose de 10 mg/kg de PV. 

 MTX: Metotrexato (Tecnomet®, Zodiac Produtos Farmacêuticos S.A., 

Pindamonhangaba/SP, suspensão 0,2 mg/mL), na dose de 0,08 mg/kg de PV. 

 CTR: Solução salina 0,9% (Baxter Hospitalar Ltda., São Paulo/SP), em volume 

de 1 mL/kg de peso vivo, como controle negativo ou placebo. 

 

Calcularam-se as doses metronômicas se baseando em uma terceira a uma 

décima parte da DMT para roedores (SHI et al., 2014), utilizando como referência 

avaliações feitas na espécie para cada um dos fármacos (ZHAO et al., 2005; PATEL 

et al., 2014; BILASY et al., 2015), assim como estudos preliminares que mostraram 

incidência de sinais clínicos severos e mortalidade com doses orais diárias 

superiores a 0,1 mg/kg de MTX e 15 mg/kg de CPX. Os medicamentos foram 

remanipulados assepticamente, por uma farmácia certificada (DrogaVET, Ribeirão 

Preto/SP), utilizando um excipiente inerte aquoso de suspensão oral para volume de 

administração inferior a 1 mL/kg (EICHENBAUM et al., 2011). A administração oral 

de quimioterápicos antineoplásicos, assim como o manejo integral dos animais, foi 

realizada seguindo os protocolos de biossegurança para manejo de substâncias com 

risco à saúde, do mesmo modo que o material contaminado resultante (BORGES et 

al., 2014). 

 

4.1.3 Avaliação clínica e geral 

Os animais foram pesados a cada três dias para ajuste da dose de 

quimioterapia antineoplásica.  Realizou-se acompanhamento diário para avaliação 

do estado geral, comportamento e registro de alterações individuais, assim como 

mensuração coletiva do consumo de alimento e da ingesta de água. Para uma 

melhor comparação, este último parâmetro foi avaliado por caixa e transformado em 

consumo por cada 100 g de PV segundo as pesagens dos animais da caixa. O 

registro de sinais clínicos foi realizado diariamente por um mesmo avaliador, 

agrupando-os em cinco sistemas: respiratório, ocular, gastrointestinal, tegumentar e 
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neuromuscular; assim como por grau de alteração, sendo: ausente – 0, leve – 1, 

moderado – 2, ou severo – 3 (FENTENER VAN VLISSINGEN et al., 2015). 

 

4.2  Fase II 

 Incluiu a eutanásia, a coleta de sangue e medula óssea, o exame de 

constituintes sanguíneos periféricos e a avaliação citológica de medula óssea. As 

amostras foram analisadas no Laboratório de Patologia Clínica do Hospital 

Veterinário “Governador Laudo Natel” da FCAV/Unesp – Jaboticabal. Em todos os 

casos, utilizaram-se seis animais de cada grupo, selecionados aleatoriamente, para 

cada um dos três momentos de avaliação estabelecidos como: M1 – 30 dias, M2 – 

45 dias e M3 – 60 dias. 

 

4.2.1 Eutanásia 

A eutanásia foi realizada seguindo os protocolos estabelecidos para uso em 

animais de laboratório, utilizando Isoflurano inalado (Isoforine® Cristália/SP), 

seguido de exsanguinação (BRASIL, 2013). 

 

4.2.2 Coleta de sangue e medula óssea 

 Por punção intracardíaca, diretamente do ventrículo esquerdo, foram colhidos 

7 mL de sangue e divididos em tubos sem e com anticoagulante (EDTA). Esfregaços 

sanguíneos foram realizados em lâmina de vidro imediatamente após a colheita. 

 Uma vez confirmado o óbito do animal, realizou-se aspirado de medula óssea 

femoral, fragmentando transversalmente a região metafisiária do osso, e fazendo 

sução com agulha impregnada com EDTA 5%, para realização de esfregaço em 

lâmina de vidro (RASKIN; MESSICK, 2012). 

 

4.2.3 Avaliação de constituintes sanguíneos (hemograma) 

Em contador automático ABX Micros ESV 60 (Horiba ABX, Ltda., São 

Paulo/SP), padronizado para ratos, realizou-se contagem total de hemácias, 

hematócrito, volume corpuscular médio (VCM), concentração de hemoglobina, 

hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular 

média (CHCM), contagem total de glóbulos brancos e plaquetas. Manualmente, foi 

feita contagem diferencial de leucócitos e avaliação de morfologia celular de 
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esfregaços sanguíneos corados com tintura de Rosenfeld modificada (SILVA et al., 

2010) em microscópio de luz (Nikon Eclipse E200, Nikon® Corporation, Tokyo, 

Japan).  

 

4.2.4 Bioquímica sérica 

Foram mensuradas as concentrações séricas de Creatinina, Alanino 

aminotransferase (ALT), Aspartato amino transferase (AST), Fosfatase alcalina 

(ALP), Gama-glutamil transpeptidase (GGT), Albumina, Proteína sérica total e Ureia. 

O soro foi separado por centrifugação (3600 rpm, 5 min, Centrífuga Excelsa II 206 

BL, Fanem® Ltda., São Paulo/SP) e os testes realizados usando kits comerciais 

Labtest (Labtest® Diagnóstica S.A., Lagoa Santa/MG) para analisador bioquímico 

semiautomático (LABQUEST BIO-2000, Bioplus Ltda., Barueri/SP), usando métodos 

enzimáticos colorimétricos em mensurações de Albumina, Ureia e Proteína, assim 

como métodos cinéticos para as dosagens de Creatinina, ALT, ALP, AST e GGT. 

 

4.2.5 Avaliação citológica de medula óssea 

 Os esfregaços de medula óssea femoral foram corados com Panótico rápido. 

Analisaram-se todas as amostras em microscopia de luz (Nikon Eclipse E200, 

Nikon® Corporation, Tóquio, Japão), realizando contagem diferencial em 500 

células, caracterização morfológica e cálculo da relação Mieloide – Eritroide, M:E 

(RASKIN; MESSICK, 2012).  

 

4.3  Fase III 

 Contemplou a necropsia, a coleta de órgãos alvo e a avaliação 

histopatológica. As amostras foram processadas e analisadas no Laboratório de 

Histopatologia do Departamento de Patologia Veterinária da FCAV/Unesp – 

Jaboticabal. 

 

4.3.1 Necropsia e coleta de amostras 

 Uma vez realizada a eutanásia, praticou-se necropsia dos animais. Após 

realizar avaliação externa geral, posicionou-se o animal em decúbito dorsal e incidiu-

se a pele desde a maxila até o ânus, seguida da parede abdominal para expor as 

vísceras abdominais. Posteriormente, o arco costal (lateral ao esterno) foi incidido 
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para examinar as vísceras torácicas (PARKINSON et al., 2011). Realizou-se 

avaliação macroscópica geral. Coletaram-se ambos os rins, o baço, um fragmento 

do duodeno e da aorta abdominal, fragmentos de fígado, coração e pulmão. Com a 

carcaça em decúbito ventral, a pele e o músculo do crânio foram removidos, 

realizando incisão cuidadosa do crânio e coleta do encéfalo. Os fragmentos dos 

tecidos coletados foram armazenados em formol tamponado a 10% durante 24 

horas.  

 

4.3.2 Avaliação histopatológica  

 Seguindo os protocolos de rotina (TOLOSA et al., 2003; SENTHILKUMAR et 

al., 2006), 24 h após a coleta, realizaram-se cortes dos fragmentos de tecido 

coletado, com espessura aproximada de 5 mm, e colocaram-se em cassetes 

plásticos de histopatologia devidamente identificados. Estes cassetes foram imersos 

novamente em formalina tamponada durante 24 a 48 h mais para garantir uma 

adequada fixação. Seguidamente, realizou-se desidratação das amostras utilizando 

diluições seriadas em álcool etílico e finalmente diafanização ou aclaramento por 

imersão em xilol durante 12 h. Posteriormente os cassetes foram submergidos 

durante uma hora em parafina líquida (60ºC), as amostras foram retiradas dos 

cassetes e emblocadas cuidadosamente em formas preenchidas com parafina 

líquida. Realizaram-se cortes de 3 µm com micrótomo rotativo (Jung Autocut 2055, 

Leica© Biosystems, Wetzlar, Alemanha) para ser fixados nas lâminas previamente 

preparadas com polilisina. Todas as lâminas foram coradas com Hematoxilina-

Eosina (H&E). 

 As lâminas foram avaliadas em microscopia de luz (Microscópio U-MDO10B 

Olympus Optical Co, Ltd. Miami/FL, USA) e as alterações estratificadas por órgão e 

grau de alteração em: discretas – 1, moderadas – 2 ou severas – 3 (TOOLEY et al., 

2006). A captura de imagens foi realizada utilizando o cellSens – Standard Software 

(Olympus Optical Co Ltd., Miami/FL, USA). 

 

4.4  Delineamento Experimental e Análise Estatística 

 Os valores obtidos em todos os casos de cada tratamento (CPX e MTX) foram 

comparados com o grupo controle (CTR), separadamente. Os dados foram 

expressos como médias mais ou menos o desvio padrão (DP). Para as variáveis não 



24 
 

 

paramétricas ou semi-quantitativas (frequência de sinais clínicos e alterações 

histopatológicas) empregou-se o teste Qui-Quadrado, sendo que as frequências de 

sinais clínicos foram agrupadas em intervalos de 15 dias. Para as variáveis 

paramétricas: peso, consumo de alimento e consumo de água utilizou-se o teste T-

student para amostras não pareadas, e para hemograma, bioquímica sérica e 

mielograma realizou-se uma ANOVA seguida de uma comparação múltipla de Tukey 

quando houve diferenças significativas entre as médias. Em todos os casos, 

estabeleceu-se um valor p<0,05 como estatisticamente significativo. Empregou-se o 

programa SAS/STAT® Software, versão 9,2 (SAS Institute Inc, Cary/NC, USA). 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1  Fase I 

 

 Dentre dos sistemas afetados, as alterações clínicas observadas foram 

classificadas de acordo com cada sistema, sendo para respiratório: secreção nasal, 

tosse, espirro, taquipneia, dispneia ou crepitações; ocular: blefarospasmo ou secreção 

ocular (cromodacriorreia); gastrointestinal: alteração macroscópica das fezes (diarreia, 

principalmente); tegumentar: alopecia, dermatite ou alterações da pelagem; e 

neuromuscular: fraqueza, perda de massa muscular, letargia, dificuldade de 

locomoção ou paresia.  

 Nenhum animal pertencente ao grupo CTR morreu durante os 60 dias 

avaliados. Os valores obtidos das pesagens e da mensuração de consumo de 

alimento e água dos animais do grupo CTR foram utilizados como normais para 

efetuar as comparações correspondentes com os grupos tratados. Do grupo CTR, os 

sinais clínicos observados foram leves em sua maioria, associados com dermatite 

focal discreta e secreção nasal e ocular leve.  

 

5.1.1 Ciclofosfamida 

 Atendendo às considerações éticas, devido ao comprometimento clínico 

grave observado nos animais tratados com CPX, a terapia teve que ser suspensa 

aos 30 dias de tratamento. 

Os valores correspondentes a peso vivo, consumo de alimento e água se 

encontram consolidados na Tabela 1 e ilustrados na Figura 1.  

 A partir do dia 18 de tratamento, houve perda significativa de peso dos 

animais tratados (CPX) quando comparados com o grupo CTR (p<0,05), e estas 

diferenças persistiram inclusive até 15 dias depois da suspensão do fármaco (dia 

45). Após o dia 30, os animais tratados apresentaram recuperação do peso, 

contudo, os valores alcançados não atingiram o CTR. Similarmente, os animais 

tratados mostraram diminuição significativa do consumo de alimento e água em 

relação ao grupo CTR desde o dia 24 de tratamento até o dia 30 (p<0,05), 

mostrando recuperação uma vez a terapia é suspensa. 
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 Seis dos 18 animais do grupo vieram a óbito, três deles nos dias 20, 28 e 30 

de tratamento, e três no intervalo posterior ao fim do tratamento (dias 31 a 33), 

considerando uma mortalidade de 33%. Não foram realizadas necropsia nem 

colheita de material nestes animais, devido à autólise que apresentavam quando 

foram encontrados mortos. 

 

 

 

Tabela 1. Peso vivo, consumo de alimento e água de ratos Wistar tratados por 30 
dias com dose metronômica de ciclofosfamida (CPX) ou placebo (CTR). 

a, b 
Letras diferentes em cada linha, indicam diferenças estatisticamente significativas, teste de T-

student (p<0,05). Média±DP. 
 

Dia 
Peso vivo (g) 

Consumo água  
(g/100 g PV) 

Consumo alimento  
(g/100 g PV) 

CPX CTR CPX CTR CPX CTR 

0 174,31±14,29ª 174,72±11,50ª 16,27ª 15,17ª 9,99ª 10,15ª 

3 208,61±17,52ª 211,67±12,99ª 16,48ª 15,88ª 9,45ª 10,38ª 

6 218,89±19,93ª 228,06±14,22ª 16,85ª 15,35ª 9,39ª 9,99ª 

9 228,61±21,76ª 241,11±20,60ª 16,21ª 14,79ª 9,10ª 9,45ª 

12 236,39±26,34ª 255,28±26,35ª 14,64ª 13,51ª 8,44ª 8,60ª 

15 243,61±27,91ª 265,00±32,06ª 13,21ª 11,72ª 8,00
a
 8,60ª 

18 245,83±29,82
b
 282,78±19,85ª 11,80ª 12,94ª 7,43ª 7,96ª 

21 249,06±26,86
b
 295,00±21,98ª 7,98ª 10,51ª 6,04ª 6,96ª 

24 243,17±28,50
b
 303,06±24,81ª 9,83

b
 11,43ª 5,72

b
 7,05ª 

27 233,50±33,38
b
 310,28±26,24ª 8,79

b
 11,52ª 5,06

b
 6,99ª 

30 233,25±37,02
b
 320,28±27,06ª 8,99

b
 12,02ª 5,19

b
 6,90ª 

33 265,00±29,53
b
 328,33±36,21ª 8,47ª 12,02ª 5,65ª 7,87ª 

36 267,50±28,77
b
 339,17±38,13ª 10,28ª 10,93ª 6,23ª 7,25ª 

39 274,17±24,98
b
 347,08±36,62ª 11,25ª 11,29ª 6,99ª 7,70ª 

42 278,33±28,40
b
 352,50±40,28ª 10,78ª 10,40ª 6,89ª 7,10ª 

45 283,33±38,69
b
 362,92±40,10ª 11,18ª 11,70ª 6,47ª 6,20ª 
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Figura 1. Peso vivo, consumo de alimento e água de ratos Wistar tratados por 30 
dias com dose metronômica de ciclofosfamida (CPX) ou placebo (CTR). 
Diferenças significativas p<0,05 (*), teste de T-student.  

 

 A partir do dia 9 de tratamento, alguns animais exibiram os primeiros sinais 

clínicos, como secreção nasal, taquipneia, crepitações e fraqueza. Os sinais 

progrediram no decorrer do tempo, sendo mais acentuados após o dia 20 de 

tratamento, principalmente relacionados com perda de massa muscular, pelagem 

opaca e amarelada, cromodacriorreia, blefarospasmo, secreção nasal 

serosanguinolenta e mucopurulenta moderada a severa, tosse, espirros, crepitações, 

dispneia, dificuldade de locomoção, paresia, fraqueza e letargia. Os sinais clínicos 

persistiram inclusive após a suspensão do fármaco. Em relação ao grupo CTR, 

houve aumento significativo (p<0,05) das frequências de sinais clínicos 

neuromusculares, em todos os intervalos avaliados (até 45 dias), e para os eventos 

respiratórios e oculares as frequências foram estatisticamente superiores a partir do 

dia 16 de tratamento e persistiram inclusive após a suspensão da terapia, intervalo 

31 a 45 dias (p<0,05). As frequências acumuladas de eventos clínicos se encontram 

na Figura 2. 

 



28 
 

 

 

Figura 2. Frequência de eventos clínicos por sistema afetado, de ratos Wistar 
tratados por 30 dias com dose metronômica de ciclofosfamida. 

 

 

 

5.1.2 Metotrexato 

 Os valores correspondentes a peso vivo, consumo de alimento e água dos 

animais tratados com MTX se encontram consolidados na Tabela 2 e ilustrados na 

Figura 3. Em todos os períodos avaliados, não houve diferenças significativas 

(p>0,05) entre os pesos dos animais tratados e o CTR, assim como também não 

foram observadas diferenças significativas para o consumo de água (p>0,05). 

Exceto, nos dias 18 e 24 de avaliação, o consumo de alimento foi significativamente 

superior nos animais tratados (p<0,05).  
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Tabela 2. Peso vivo, consumo de alimento e água de ratos Wistar tratados por 45 
dias com dose metronômica de metotrexato (MTX) ou placebo (CTR). 

a, b
 Letras diferentes por linha, indicam diferenças estatisticamente significativas, teste de T-student 

(p<0,05). Média±DP. 
 

Dia 
Peso vivo (g) 

Consumo água  
(g/100 g PV) 

Consumo alimento  
(g/100 g PV) 

MTX CTR MTX CTR MTX CTR 

0 176,25±15,47ª 174,72±11,50ª 16,02ª 15,17ª 10,33ª 10,15ª 

3 210,83±19,76ª 211,67±12,99ª 15,83ª 15,88ª 9,89ª 10,38ª 

6 226,11±20,88ª 228,06±14,22ª 14,51ª 15,35ª 9,47ª 9,99ª 

9 242,50±22,41ª 241,11±20,60ª 15,47ª 14,79ª 9,40ª 9,45ª 

12 253,06±19,80ª 255,28±26,35ª 13,61ª 13,51ª 8,90ª 8,60ª 

15 265,83±19,88ª 265,00±32,06ª 13,17ª 11,72ª 8,67ª 8,60ª 

18 277,50±20,73ª 282,78±19,85ª 13,72ª 12,94ª 8,51
b
 7,96ª 

21 287,22±18,33ª 295,00±21,98ª 10,83ª 10,51ª 7,64ª 6,96ª 

24 298,61±22,70ª 303,06±24,81ª 12,92ª 11,43ª 7,81
b
 7,05ª 

27 308,89±21,37ª 310,28±26,24ª 12,41ª 11,52ª 7,64ª 6,99ª 

30 320,83±22,50ª 320,28±27,06ª 12,47ª 12,02ª 7,47ª 6,90ª 

33 326,67±28,36ª 328,33±36,21ª 12,50ª 12,02ª 7,65ª 7,87ª 

36 336,67±27,61ª 339,17±38,13ª 11,88ª 10,93ª 7,42ª 7,25ª 

39 345,00±28,27ª 347,08±36,62ª 12,56ª 11,29ª 7,95ª 7,70ª 

42 349,17±29,00a 352,50±40,28ª 12,04ª 10,40ª 7,39ª 7,10ª 

45 356,67±30,69ª 362,92±40,10ª 11,44ª 11,70ª 6,30ª 6,20ª 

48 374,17±25,58ª 382,50±53,55ª 10,69ª 11,11ª 6,68ª 6,32ª 

51 385,00±25,10ª 388,33±51,74ª 11,90ª 10,09ª 6,71ª 6,44ª 

54 387,50±29,45ª 397,50±56,81ª 10,75ª 9,22ª 5,81ª 5,45ª 

57 395,83±32,77ª 400,00±53,67ª 12,21ª 10,42ª 6,95ª 6,46ª 

60 398,33±30,11ª 407,50±56,10ª 10,25ª 9,82ª 6,49ª 6,13ª 
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Figura 3. Peso vivo, consumo de alimento e água de ratos Wistar tratados por 45 
dias com dose metronômica de metotrexato (MTX) ou placebo (CTR). 
Diferenças significativas p<0,05 (*), teste de T-student.  

 

 

 

 Não foi observada mortalidade nos animais tratados com MTX durante os 60 

dias avaliados. Observaram-se os primeiros sinais clínicos a partir do dia 5 de 

tratamento, sendo principalmente alterações de carácter leve a moderado, tais 

como: secreção nasal, crepitações e fraqueza, que em sua maioria se mantiveram 

até o dia 30 de tratamento. Porém, foram evidenciados sinais oculares como 

cromodacriorreia e blefarospasmo, de grau moderado a severo, que persistiram 

após a suspensão do fármaco. Quando comparadas com o grupo CTR, as 

frequências dos eventos respiratórios foram significativamente maiores (p<0,05) 

durante os primeiros 30 dias de tratamento e no intervalo posterior à suspensão da 

terapia (46 a 60 dias), as alterações oculares foram estatisticamente superiores 

(p<0,05) ao CTR após 30 dias de tratamento (intervalo 31-60 dias). As frequências 

de eventos clínicos para o período integral avaliado se encontram na Figura 4. 
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Figura 4. Frequência de eventos clínicos por sistema afetado, de ratos Wistar 
tratados por 45 dias com dose metronômica de metotrexato. 

 

5.2  Fase II 

 Os resultados desta fase foram analisados baseando-se nos parâmetros de 

normalidade estabelecidos para a espécie e a faixa etária (GIKNIS; CLIFFORD, 

2008), porém, principalmente comparados com aqueles dos grupos CTR. 

 

5.2.1 Ciclofosfamida 

 As médias dos parâmetros hematológicos e bioquímicos dos diferentes 

períodos podem ser observadas na Tabela 3. Como o tratamento deste grupo foi 

suspenso aos 30 dias, os resultados do grupo CPX se referem aos momentos M1 – 

30 dias de tratamento; e M2 – 15 dias após término da terapia.
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Tabela 3. Hemograma e bioquímica sérica de ratos Wistar tratados com dose metronômica de ciclofosfamida (CPX) ou placebo 
(CTR). 

Parâmetro Valor de referência 
(GIKNIS; CLIFFORD, 2008) 

30 dias (M1) 45 dias (M2) 

CPX CTR CPX CTR 

Hemácias (10
6
/µL) 7,27-9,65 7,29±0,65ª 7,54±0,54ª 6,30±0,39ª 6,48±0,47

a
 

Hemoglobina (g/dL) 13,70-17,60 16,20±1,63ª 15,88±0,48ª 13,87±0,58
b
 14,80±0,50

a
 

Hematócrito (%) 39,60-52,20 40,92±3,71ª 42,03±3,15ª 36,05±4,19ª 34,33±1,59
a
 

VCM (fL) 48,90-57,90 56,33±1,21ª 55,83±1,94ª 57,17±4,17ª 53,00±2,61
a
 

HCM (pg) 17,10-20,40 22,20±1,07ª 21,08±1,02ª 22,05±1,30ª 22,93±2,31
a
 

CHCM (g/dL) 32,90-37,50 39,55±1,01ª 37,90±1,82ª 38,78±4,05ª 43,15±2,89ª 

Plaquetas (10
3
/µL) 638,00-1177,00 590,00±80,00

a
 670,00±120,00

a
 560,00±180,00

b
 740,00±70,00

a
 

Leucócitos (10
3
/µL) 1,96-8,25 5,92±1,68

b
 7,96±0,23ª 6,55±2,82ª 7,52±2,15ª 

Linfócitos (10
3
/µL) 1,41-7,11 1,15±0,27

b
 5,43±0,61

a
 3,05±1,04

b
 5,95±1,95 

Monócitos (10
3
/µL) 0,03-0,18 0,00±0,00

b 
0,17±0,09

a
 0,15±0,26

a
 0,06±0,06

a
 

Neutrófilos (10
3
/µL) 0,22-1,57 4,69±1,68

b
 2,30±0,42

a
 3,18±2,11

b
 1,45±0,35

a
 

Eosinófilos (10
3
/µL) 0,01-0,16 0,07±0,14

a
 0,04±0,06

a
 0,09±0,10

a
 0,07±0,09

a
 

Basófilos (10
3
/µL) 0-0,05 0,00±0,00

a
 0,00±0,00

a
 0,02±0,05

a
 0,00±0,00

a
 

Creatinina (mg/dL) 0,2-0,5 0,50±0,01ª 0,50±0,00
a
 0,60±0,10

a
 0,60±0,10ª 

Ureia (mg/dL) 12,30-24,60 32,50±7,80
b
 46,00±5,60ª 54,00±7,00

a
 48,50±15,80ª 

Proteína sérica total (g/L) 5,20-7,10 6,70±0,50ª 7,00±0,70ª 7,60±1,10
a
 7,30±0,80ª 

Albumina (g/L) 3,40-4,80 1,60±0,50
b
 2,40±0,50ª 2,10±0,40

a
 2,30±0,40ª 

ALP (U/L) 62,00-230,00 203,80±147,60ª 251,50±59,20ª 199,80±56,60
b
 281,50±60,60ª 

ALT (U/L) 18,00-45,00 36,20±10,90
b
 49,00±2,40ª 52,80±4,90

a
 57,30±8,10ª 

AST (U/L) 74,00-143,00 113,70±26,90ª 115,00±24,70ª 81,00±9,30ª 92,20±16,80ª 

GGT (U/L) 0,00-19,00 1,40±2,80ª 2,30±3,60ª 5,00±2,40ª 5,50±2,70ª 
a, b 

Letras diferentes por linha, indicam diferenças estatisticamente significativas para cada momento, ANOVA de uma via e comparação múltipla de Tukey 
(p<0,05). Média±DP.
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5.2.1.1 Hemograma 
 Aos 30 dias de tratamento (M1) se observou diminuição estatisticamente 

significativa das contagens de leucócitos e monócitos entre os animais tratados com 

CPX e o grupo CTR (p<0,05). Os animais tratados mostraram diminuição 

significativa dos valores absolutos e relativos de linfócitos e aumento de neutrófilos 

(p<0,05). Não foram achadas diferenças significativas para os valores absolutos e 

relativos de eosinófilos ou de basófilos, contagem de hemácias e plaquetas, 

hemoglobina, hematócrito, VCM, HCM ou CHCM (p>0,05). 

 Para M2, no grupo CPX persistiu a diminuição nas contagens de linfócitos e o 

aumento de valores de neutrófilos, alterando a relação normal para a espécie entre 

as duas populações celulares de forma significativa (p<0,05). Porém, não houve 

diferenças estatísticas (p>0,05) na contagem de leucócitos, nem em outras 

populações. A contagem de plaquetas e a hemoglobina encontraram-se discreta, 

mas significativamente diminuídas (p<0,05). Os outros parâmetros hematológicos 

não apresentaram diferenças estatísticas (p>0,05). 

 

5.2.1.2 Bioquímica sérica 

 Em M1, os animais tratados mostraram diminuição significativa (p<0,05) dos 

valores de ureia, ALT e albumina, sendo esta última a única clinicamente relevante. 

Não foram observadas diferenças significativas (p>0,05) para as variáveis creatinina, 

ALP, AST, GGT ou proteína sérica. Enquanto que para M2, os animais do grupo 

tratado mostraram diminuição significativa (p<0,05) dos valores de ALP em relação 

aos animais do grupo CTR. Não houve diferenças estatísticas para as outras 

variáveis (p>0,05). 

 

5.2.1.3 Aspirado de Medula Óssea 

 Não foram achadas alterações morfológicas nas populações celulares nos 

esfregaços de medula óssea. A contagem manual exibe-se na Tabela 4. Durante 

M1, observou-se redução significativa das populações eritroides maduras, assim 

como dos linfócitos (p<0,05), aumento de populações mieloides maduras e 

subsequente inversão da relação M:E (p<0,05). Para M2, praticamente todos os 

parâmetros foram restabelecidos, com exceção das populações eritroides maduras 
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que continuavam ligeiramente diminuídas (p<0.05). As populações imaturas ou 

precursoras não apresentaram alterações significativas (p>0,05). 

 

Tabela 4. Contagem diferencial de populações celulares de aspirado de medula 
óssea de ratos Wistar tratados por 30 dias com dose metronômica de 
ciclofosfamida (CPX) ou placebo (CTR). 

Parâmetro 
M1 M2 

CPX CTR CPX CTR 

Megacariócitos (cél/campo) 12,50±2,43
b
 16,50±3,62ª 13,17±3,06ª 14,67±1,21ª 

EI (%) 4,03±0,45ª 3,80±0,67ª 4,17±0,15ª 4,03±0,15ª 

EM (%) 16,00±5,14
b
 22,52±2,64ª 18,63±5,28

b
 25,17±4,06ª 

MI (%) 8,33±1,50ª 6,72±1,53ª 9,43±1,63ª 8,20±0,77ª 

MM (%) 56,03±5,42
b
 43,68±3,56ª 46,40±6,26ª 42,33±3,80ª 

Linfócitos (%) 6,27±1,69
b
 11,32±3,77ª 10,13±1,34ª 11,30±2,08ª 

Plasmócitos (%) 0,63±0,71
b
 0,80±0,18ª 0,50±0,24ª 0,50±0,24ª 

Mastócitos (%) 1,33±1,09ª 2,32±1,66ª 1,10±1,09ª 1,17±1,28ª 

Eosinófilos (%) 7,37±1,27ª 8,84±2,06ª 9,63±2,46
b
 7,30±0,58ª 

Relação M:E 3,43±1,10
b
 1,93±0,15ª 2,63±0,96ª 1,77±0,36ª 

Células eritroides imaturas (EI), Células eritroides maduras (EM), Células mieloides imaturas (MI), 
Células mieloides maduras (MM), Relação Mieloide-Eritroide (M:E). 30 d de tratamento (M1), 45 d 
(M2). 

a, b 
Letras diferentes por linha, indicam diferenças estatisticamente significativas para cada 

momento de tratamento, ANOVA de uma via e comparação múltipla de Tukey (p<0,05). Média±DP. 
 

 

5.2.2 Metotrexato 

 Os valores mensurados de hemograma e das variáveis bioquímicas expõem-

se na Tabela 5.  

 

5.2.2.1 Hemograma 

 Em M1, o grupo MTX mostrou aumento significativo na contagem de 

leucócitos e discreta diminuição do número de plaquetas e das contagens de 

hemoglobina e CHCM (p<0,05) em relação ao CTR. Não houve diferenças 

estatísticas para as outras variáveis hematológicas (p>0,05). Em M2, observou-se 

diminuição significativa, porém discreta, de CHCM (p>0,05). Os outros parâmetros 

não apresentaram alterações significantes em relação ao CTR (p<0,05). Em M3, a 

única diferença significativa foi aumento de neutrófilos segmentados (p<0,05). Não 

houve diferenças estatísticas para as outras variáveis (p>0,05). 
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Tabela 5. Hemograma e bioquímica sérica de ratos Wistar tratados por 45 dias com dose metronômica de metotrexato (MTX) ou 
placebo (CTR). 

Parâmetro 
Valor de referência  

(GIKNIS; CLIFFORD, 
2008) 

30 dias (M1) 45 dias (M2) 60 dias (M3) 

MTX CTR MTX CTR MTX CTR 

Hemácias (10
6
/µL) 7,27-9,65 7,67±0,86ª 7,54±0,54ª 6,78±0,99ª 6,48±0,47ª 6,36±0,26ª 6,47±0,75ª 

Hemoglobina (g/dL) 13,70-17,60 14,83±0,63
b
 15,88±0,48ª 14,10±1,86ª 14,80±0,50ª 14,35±0,84ª 14,87±0,69ª 

Hematócrito (%) 39,60-52,20 42,07±2,73ª 42,03±3,15ª 36,48±5,43ª 34,33±1,59ª 34,78±2,19ª 34,33±4,71ª 

VCM (fL) 48,90-57,90 55,17±4,49ª 55,83±1,94ª 53,83±0,98ª 53,00±2,61ª 54,67±2,42ª 52,67±1,37ª 

HCM (pg) 17,10-20,40 19,48±1,76ª 21,08±1,02ª 20,85±0,77ª 22,93±2,31ª 22,60±1,34ª 23,22±2,92ª 

CHCM (g/dL) 32,90-37,50 35,30±1,56
b
 37,90±1,82ª 38,75±1,11

b
 43,15±2,89ª 41,43±2,82ª 44,02±6,47ª 

Plaquetas (10
3
/µL) 638,00-1177,00 540,00±80,00

b
 670,00±120,00

a
 850,00±300,00

a
 740,00±70,00

a
 640,00±90,00

a
 620,00±80,00

a
 

Leucócitos (10
3
/µL) 1,96-8,25 11,93±2,30

b
 7,96±0,23ª 8,28±2,82ª 7,52±2,15ª 8,55±3,82

a
 8,50±2,29

a
 

Linfócitos (10
3
/µL) 1,41-7,11 8,32±2,07

a
 5,43±0,61

a
 6,20±1,75

a
 5,95±1,95 5,40±2,66

a
 6,09±1,40

a
 

Monócitos (10
3
/µL) 0,03-0,18 0,13±0,20

a
 0,17±0,09

a
 0,13±0,10

a
 0,06±0,06

a
 0,10±0,08

a
 0,13±0,09

a
 

Neutrófilos (10
3
/µL) 0,22-1,57 3,23±2,16

a
 2,30±0,42

a
 1,80±1,10

a
 1,45±0,35

a
 3,10±1,65

b
 1,95±0,72

a
 

Eosinófilos (10
3
/µL) 0,01-0,16 0,25±0,25

a
 0,04±0,06

a
 0,15±0,08

a
 0,07±0,09

a
 0,07±0,06

a
 0,33±0,36

a
 

Basófilos (10
3
/µL) 0-0,05 0,00±0,00

a
 0,00±0,00

a
 0,02±0,04

a
 0,00±0,00

a
 0,02±0,05

a
 0,00±0,00

a
 

Creatinina (mg/dL) 0,2-0,5 0,50±0,01ª 0,50±0,00
a
 0,60±0,10

a
 0,60±0,10

a
 0,70±0,10

a
 0,60±0,10ª 

Ureia (mg/dL) 12,30-24,60 33,00±4,30
b
 46,00±5,60

a
 47,20±12,90

a
 48,50±15,80ª 34,80±6,10

a
 39,80±6,70ª 

Proteína sérica total (g/L) 5,20-7,10 6,50±0,60ª 7,00±0,70
a
 7,20±0,70

a
 7,30±0,80ª 6,10±1,40ª 6,70±0,20ª 

Albumina (g/L) 3,40-4,80 2,50±0,30ª 2,40±0,50ª 2,10±0,20
a
 2,30±0,40ª 1,90±0,10ª 2,00±0,40

a
 

ALP (U/L) 62,00-230,00 176,50±50,90
b
 251,50±59,20ª 249,70±55,30ª 281,50±60,60ª 198,70±65,30ª 237,20±65,00

a
 

ALT (U/L) 18,00-45,00 38,80±7,30
b
 49,00±2,40ª 50,80±8,50ª 57,30±8,10ª 55,50±8,50ª 55,30±9,90ª 

AST (U/L) 74,00-143,00 102,00±16,80ª 115,00±24,70ª 94,00±21,80ª 92,20±16,80ª 113,00±18,90ª 128,70±26,80ª 

GGT (U/L) 0,00-19,00 1,20±2,90ª 2,30±3,60ª 4,20±3,30ª 5,50±2,70ª 4,70±3,60ª 4,70±3,60ª 
a, b 

Letras diferentes por linha, indicam diferenças estatisticamente significativas para cada momento, ANOVA de uma via e comparação múltipla de Tukey 
(p<0,05). Média±DP.
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5.2.2.2 Bioquímica sérica  
 Durante M1, evidenciou-se diminuição significativa (p<0,05) dos valores de 

Ureia, ALP e ALT, em relação com o CTR. Não houve diferenças significativas dos 

parâmetros bioquímicos em M2 nem M3 (p>0,05). 

 

5.2.2.3 Aspirado de Medula Óssea 

 Não foram observadas alterações morfológicas na celularidade dos 

esfregaços de medula óssea. A contagem diferencial pode ser observada na Tabela 

6. Em M1, houve aumento significativo de populações mieloides imaturas e redução 

de plasmócitos (p<0,05). Em M2, os valores apresentaram recuperação, com 

aumento significativo de contagens de eosinófilos (p<0,05), e em M3, se observou 

novamente diminuição estatisticamente significativa de populações mieloides 

imaturas, assim como das maduras e de linfócitos (p<0,05). 

 

Tabela 6. Contagem diferencial de aspirado de medula óssea de ratos Wistar 
tratados por 45 dias com dose metronômica de metotrexato (MTX) ou 
placebo (CTR). 

Parâmetro 
M1 M2 M3 

MTX CTR MTX CTR MTX CTR 

Megacariócitos 
(cél/campo) 

16,83±1,94ª 16,50±3,62ª 16,50±1,64ª 14,67±1,21ª 15,50±3,89ª 17,50±2,59ª 

EI (%) 4,03±0,27ª 3,80±0,67ª 4,27±0,27ª 4,03±0,15ª 4,03±0,15ª 3,80±0,40ª 

EM (%) 22,17±4,80ª 22,52±2,64ª 25,90±5,30ª 25,17±4,06ª 23,80±4,43ª 26,47±3,94ª 

MI (%) 9,00±0,83
b
 6,72±1,53ª 8,13±2,35ª 8,20±0,77ª 7,27±0,71

b
 8,33±0,62ª 

MM (%) 42,90±4,82ª 43,68±3,56ª 35,73±9,22ª 42,33±3,80ª 46,40±4,23
b
 38,30±3,37ª 

Linfócitos (%) 10,47±1,23ª 11,32±3,77ª 11,97±2,46ª 11,30±2,08ª 8,20±0,68
b
 11,57±1,89ª 

Plasmócitos (%) 0,30±0,28
b
 0,80±0,18ª 0,57±0,15ª 0,50±0,24ª 1,10±0,30ª 1,00±0,36ª 

Mastócitos (%) 1,70±0,78ª 2,32±1,66ª 3,07±3,04ª 1,17±1,28ª 1,13±0,87ª 0,85±0,51ª 

Eosinófilos (%) 9,33±1,79ª 8,84±2,06ª 10,37±2,83
b
 7,30±0,58ª 8,07±2,04ª 9,95±2,57ª 

Relação M:E 1,98±1,12ª 1,93±0,15ª 1,45±2,08ª 1,77±0,36ª 1,93±1,08ª 1,54±0,92ª 

Células eritroides imaturas (EI), Células eritroides maduras (EM), Células mieloides imaturas (MI), 
Células mieloides maduras (MM), Relação Mieloide-Eritroide (M:E). 30 d de tratamento (M1), 45 d 
(M2) e 60 d (M3). 

a, b 
Letras diferentes por linha, indicam diferenças estatisticamente significativas 

para cada momento de tratamento, ANOVA de uma via e comparação múltipla de Tukey (p<0,05). 
Média±DP. 
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5.3  Fase III 

5.3.1 Achados macroscópicos 

  Nenhum animal CTR apresentou lesões durante a avaliação 

macroscópica. Dos animais tratados com CPX, após 30 dias de tratamento (M1), 3/6 

apresentaram perda severa de massa muscular, 2/6 má qualidade da pelagem, 1/6 

epistaxe e 1/6 nodulações pulmonares firmes. Quinze dias após a suspensão da 

terapia (M2), todos apresentavam perda de massa muscular (6/6) e 3/6 

esplenomegalia (Figura 5). Em relação ao grupo tratado com MTX, 5/6 animais 

evidenciaram esplenomegalia em M1 e M3 (15 após a suspensão da terapia). 

 

5.3.2 Avaliação histopatológica 

 Não foram observadas alterações histológicas em artéria (aorta abdominal) 

nem em intestino tanto nos grupos de tratamento como nos diferentes momentos de 

avaliação. Os grupos CTR exibiram alterações microscópicas leves sendo 33% 

hepáticas, 33% pulmonares, 33% esplênicas, 5% renais e 5% cardíacas.  

 

5.3.2.1 Ciclofosfamida 

Os animais tratados exibiram 78% de alterações hepáticas com congestão de 

grandes vasos (22%) e degeneração hidrópica hepatocelular (55%); 67% de afeção 

pulmonar incluindo moderada a severa pneumonia intersticial crônica e 

broncopneumonia fibrinopurulenta com dois animais apresentando abscessos 

pulmonares durante M1; 61% de alterações esplênicas explicadas por hipoplasia de 

polpa branca e vermelha (como se observa na Figura 6); 17% de lesões renais 

incluindo alterações vasculares (11%) e necrose tubular aguda (6%); 5% de 

comprometimento cardíaco (degeneração de fibras do miocárdio). Tanto para M1 

quanto para M2, houve dano estatisticamente significativo no baço dos animais 

tratados (p<0,05). Os outros órgãos não apresentaram diferenças estatísticas em 

relação ao CTR em ambos os momentos avaliados (p>0.05). As principais 

alterações histológicas se ilustram na Figura 7. 
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Figura 5. Alterações macroscópicas de ratos Wistar tratados por 30 dias com 
ciclofosfamida metronômica. (A) Acentuada perda de massa muscular 
(esquerda), animal controle (direita); (B) Esplenomegalia (superior), animal 
controle (inferior); (C) Nodulações no parênquima pulmonar.  

 

 

Figura 6. Fotomicrografias de baço de ratos Wistar tratados por 30 dias com 
ciclofosfamida metronômica (CPX) ou placebo (CTR). (A) Baço normal, 
CTR, 30 d; (B) Depleção celular leve, CPX, 30 d; (C) Depleção celular 
moderada, CPX, 30 d; (D) Depleção celular severa, CPX, 30 d. H&E. 
100x, bar 100 µm.  

 

 



39 
 

 

 

Figura 7. Frequência das principais alterações histopatológicas de ratos Wistar 

tratados com dose metronômica de ciclofosfamida. 

 

5.3.2.2 Metotrexato 

 Os animais tratados mostraram 94% de alterações pulmonares inflamatórias, 

sendo principalmente pneumonia intersticial crônica de moderada a severa (89%) e 

28% de lesões vasculares como congestão de grandes vasos (17%) e hemorragia 

focal (11%); 94% de alterações hepáticas de leves a moderadas, sendo 22% 

vasculares (congestão de grandes vasos), 67% degeneração hidrópica 

hepatocelular e 5% degeneração gordurosa; 55% de depleção esplênica moderada 

a severa; 44% de lesões cardíacas leves a moderadas, com degeneração de fibras 

do miocárdio (33%) e hemorragia focal (11%); 28% de alterações renais leves, 

sendo 11% congestivas e 17% necrose tubular aguda; e 11% de alterações 

encefálicas leves (hemorragia focal). Em M1, se observou dano significativo ao nível 

esplênico em relação ao grupo CTR (p<0,05). Nenhum outro órgão apresentou lesão 

significativa neste período nem em M2 ou M3 (p>0,05). As principais alterações 

histopatológicas dos animais tratados com MTX se ilustram na Figura 8. 
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Figura 8. Frequência das principais alterações histopatológicas de ratos Wistar 

tratados com dose metronômica de metotrexato. 

 

 

 As principais alterações microscópicas observadas no pulmão e no fígado de 

ambos os grupos tratados se exibem na Figura 9 e 10, respectivamente. 
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Figura 9. Fotomicrografias pulmonares de ratos Wistar tratados com doses 
metronômicas de ciclofosfamida (CPX), metotrexato (MTX) ou placebo 
(CTR). (A) Pulmão normal, CTR, 30 d; (B) Broncopneumonia 
fibrinopurulenta severa, CPX, 30 d, infiltrado inflamatório no interior de 
um bronquíolo (seta); (C) Abscesso pulmonar, CPX, 30 d; (D) 
Pneumonia intersticial crônica moderada, CPX, 45 d, macrófagos 
espumosos (seta); (E) Pneumonia intersticial crônica severa, MTX, 30 d; 
(F) Pneumonia intersticial crônico-ativa moderada, MTX, 45 d. H&E. 
200x, bar 50 µm.  
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Figura 10. Fotomicrografias de fígado de ratos Wistar tratados com dose 
metronômica de ciclofosfamida (CPX), metotrexato (MTX) ou placebo 
(CTR). (A) Fígado normal, CTR, 30 d; (B) Degeneração hidrópica 
periportal severa, CPX, 30 d; (C) Degeneração hidrópica centrolobular 
severa, CPX, 45 d; (D) Degeneração gordurosa centrolobular moderada, 
MTX, 30 d; (E) Degeneração hidrópica periportal moderada, MTX, 45 d; 
(F) Congestão moderada de grandes vasos (seta), MTX, 60 d. H&E. 
400x, bar 20 µm.  
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 O presente trabalho avaliou a toxicidade de dois protocolos metronômicos, 

utilizando indivíduos hígidos, para evitar sobrepor alterações decorrentes dos 

processos tumorais, que podem ser similares às causadas pelos fármacos 

antineoplásicos (EMMENEGGER et al., 2004). Sendo assim, a eficácia terapêutica 

não foi o objetivo da nossa pesquisa.  

 O empirismo que caracteriza a seleção de doses metronômicas, assim como 

a ausência de estudos farmacocinéticos dificulta a padronização destes esquemas, 

obrigando a utilizar relatos prévios que conciliem efetividade com baixa toxicidade 

(PASQUIER et al., 2011; BOCCI; KERBEL, 2016). Foram selecionadas doses que 

não deveriam ter causado morte nem efeitos adversos graves (ZHAO et al., 2005; 

PATEL et al., 2014), no entanto, as alterações observadas nos animais não 

corresponderam com estes relatos. 

 A seleção da dose metronômica de CPX utilizou diferentes critérios que 

incluíram: a fração correspondente da DMT de CPX estabelecida para roedores 

entre 104 e 150 mg/kg (PENEL; ADENIS; BOCCI, 2012; SINANOGLU et al., 2012); a 

fórmula de extrapolação alométrica a partir de diferentes modelos em camundongos 

que possuíam estudos farmacocinéticos mais completos (REAGAN-SHAW; NIHAL; 

AHMAD, 2008; DOLOFF; WAXMAN, 2012); trabalhos na espécie alvo que 

mostraram eficácia e boa tolerância em uso subcrônico, sendo o caso de 30 mg/kg/d 

durante 42 dias (ZHAO et al., 2005); assim como, estudos preliminares realizados 

em ratos que demonstraram efeitos adversos consideráveis com doses iguais ou 

superiores a 15 mg/kg/d, levando a escolher a dose de 10 mg/kg/d. Apesar disso, 

esquemas que utilizaram 20 mg/kg de CPX duas vezes por semana ou 5 a 10 mg/kg 

três vezes por semana foram igualmente efetivos no controle tumoral e com baixa 

toxicidade (ROZADOS et al., 2004). Estes achados sugerem que menores doses de 

CPX ou em esquemas que não fossem diários podem ser efetivas e menos tóxicas. 

 Em animais, as doses metronômicas de MTX ainda não foram estabelecidas. 

Em roedores, existem relatos do impacto toxicológico de doses orais baixas de MTX, 

porém, desconhece-se sua efetividade antitumoral (FAN et al., 2009; PATEL et al., 

2014). A seleção da dose utilizada na presente pesquisa se baseou na extrapolação 
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alométrica a partir dos valores utilizados em humanos (REAGAN-SHAW; NIHAL; 

AHMAD, 2008; KHAN et al., 2011), mas vários trabalhos em roedores com doses 

menores (entre 0,1 e 1,0 mg/kg/d) relataram toxicidade severa (JOLLY; FLETCHER, 

1977; FAN et al., 2009; PATEL et al., 2014), assim, nosso estudo foi baseado em 

testes pilotos que revelaram tolerância da dose selecionada (0,08 mg/kg/d), frente a 

efeitos adversos acentuados com doses iguais ou superiores a 0,1 mg/kg/d, 

similarmente com os resultados de Patel et al. (2014). 

 Os efeitos citotóxicos associados à quimioterapia metronômica são raros, pois 

esta se mostra bem tolerada pelos tecidos que eram sensíveis à quimioterapia 

antineoplásica convencional (KERBEL; KAMEN, 2004). Os resultados observados 

neste trabalho diferem dos autores, pois se evidenciou que não todas as doses 

metronômicas são de baixa toxicidade e que no longo prazo múltiplas alterações 

clínicas podem estar presentes.  

 Em estudo de Senthilkumar et al. (2006), altas doses de CPX se relacionaram 

com edema de miócitos e hialinização focal do miocárdio, necrose e descamação do 

epitélio dos túbulos renais, edema de hepatócitos e estreitamento de espaço 

sinusoidal. Diferentemente, nosso esquema metronômico de CPX não mostrou 

alterações consideráveis em cérebro, coração, artéria, rins ou duodeno, mas revelou 

alterações no fígado, provavelmente devido à ativação hepática microsomal da CPX 

(SENTHILKUMAR et al., 2006). 

 Apesar de não ter observado mortalidade no grupo tratado com MTX, estes 

animais evidenciaram leves a moderadas alterações esplênicas, cardíacas, 

hepáticas e medulares, que não deveriam ser subestimadas, principalmente porque 

algumas persistiram no tempo, inclusive após a suspensão da terapia. Patel et al. 

(2014), observaram, em animais tratados com doses metronômicas de MTX 

superiores à utilizada: leucopenia, neutropenia e anemia, perda de peso, anorexia, 

depressão, letargia e diarreia, degeneração e alterações vasculares em fígado, rim e 

pulmão, assim como necrose e ulceração intestinal. No entanto, se destaca no 

mesmo estudo, que doses de 0,062 mg/kg/d não causaram depleção esplênica, 

discordando dos achados da presente pesquisa. Em pesquisa de Jolly e Fletcher 

(1977), doses de 0,6 mg/kg/d se relacionaram com dano severo na mucosa intestinal 

em ratos Wistar tratados com MTX durante uma semana, ao contrário que a dose de 

0,07 mg/kg/d que não manifestou alteração intestinal, em concordância com as 
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nossas observações. As alterações cardíacas têm sido relatadas em esquemas 

convencionais, especificamente envolvendo complicações tromboembólicas, 

pericardite e efusão pericárdica (LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014), diferentemente da 

degeneração das fibras do miocárdio observada neste, que não tinha sido relatada 

em esquemas metronômicos. 

 A toxicidade pulmonar destes fármacos antineoplásicos se considera rara, 

inclusive em esquemas convencionais, já que cursa frequentemente com reações de 

hipersensibilidade e fibrose pulmonar (SABA et al., 2013; LIVSHITS; RAO; SMITH, 

2014), achados não observados na presente pesquisa. Reconhece-se também que 

a incidência de erro técnico de gavage é extremamente baixa, porém, Eichenbaum 

et al. (2011) mostraram sinais orais e respiratórios severos em ratos Sprague-

Dawley tratados com gavage oral durante 3 semanas, sinais associados a refluxo do 

fármaco na cavidade nasal e subsequente aspiração dos conteúdos no trato 

respiratório. No entanto, nossos achados não corresponderam com estas alterações, 

não havendo presença de necrose, conteúdo gástrico ou partículas alimentares nas 

secreções pulmonares. Adicionalmente, para reduzir a incidência e severidade de 

problemas associados à gavage, os volumes administrados e as concentrações 

utilizadas dos fármacos foram inclusive inferiores às recomendadas (EICHENBAUM 

et al., 2011). Sinais inespecíficos como letargia, anorexia, perda de peso, descarga 

nasal e ocular, assim como os processos inflamatórios observados na histopatologia 

pulmonar, sugerem colonização de patógenos oportunistas, habitantes normais do 

trato respiratório, como resultado da maior suscetibilidade aos diferentes fatores 

estressantes (BAKER, 1998), em animais sem competência imunológica, produto do 

tratamento farmacológico (LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014). Os animais deste estudo 

apresentaram resultados que sugerem hipoplasia medular parcial, assim como a 

hipocelularidade esplênica observadas com ambos os tratamentos utilizados. Assim, 

as alterações respiratórias observadas podem ser devidas à infecção oportunista do 

trato respiratório, que pode ter ocorrido por estarem estes animais imunologicamente 

comprometidos, estando mais susceptíveis aos patógenos. 

 A modulação imune, que caracteriza os esquemas metronômicos, causa 

redução seletiva de algumas populações de linfócitos, como as Treg’s, porém, doses 

metronômicas não suficientemente baixas podem levar a depleção não seletiva de 

todas as populações de linfócitos (GHIRINGHELLI et al., 2007; TORIMURA et al., 
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2013), o que pode ter acontecido na presente pesquisa, quando analisadas as 

contagens linfocitárias periféricas e medulares dos animais tratados com CPX, 

reduzidas em mais de 50% após 30 dias de tratamento e provavelmente associadas 

com imunossupressão, como se evidenciou em protocolos de altas doses e 

frequências de CPX, que alteraram a proliferação de células do sistema imune, 

suprimiram o recrutamento de populações imunes na massa tumoral e afetaram a 

resposta imune inata (WU; WAXMAN, 2014). Tal fato pode justificar os achados 

clínicos e laboratoriais observados nos animais tratados com CPX, como secreção 

nasal e ocular, letargia, anorexia, perda de peso, citopenias e hipoalbuminemia, 

indicando comprometimento sistêmico grave. Rozados et al. (2004) observaram 

diferentes graus de neutrofilia e linfopenia em ratos com implantes tumorais tratados 

com CPX, porém, atribuíram esta alteração à presença do tumor. Nossos resultados 

rejeitam esta hipótese, pois sugerem que estas alterações são decorrentes do 

fármaco.  Em camundongos, dez dias foram precisos para permitir a recuperação da 

supressão da mielopoiese por CPX (WU; WAXMAN, 2014). Em nosso estudo, 

animais tratados com CPX por 30 dias que apresentavam para esse momento 

alterações medulares, mostraram recuperação destes parâmetros após 15 dias de 

descanso farmacológico (50% a mais do tempo de tratamento), porém, o 

comprometimento sistêmico e os sinais clínicos persistiram neste período, apesar do 

consumo de alimento e água ter se restabelecido uma vez o fármaco foi suspenso. 

 A quimioterapia metronômica também se relaciona com diminuição das 

células dendríticas e NK no baço, mais do que dos níveis de macrófagos, sugerindo 

uma explicação para a depleção celular esplênica observada em ambos os 

esquemas metronômicos utilizados (CHEN; DOLOFF; WAXMAN, 2014). 

 A mielossupressão também é frequentemente associada a baixas doses de 

MTX em humanos, manifestada com pancitopenia (KIVITY et al., 2014). Os animais 

tratados com MTX apresentaram redução significativa de plasmócitos medulares 

com aumento das populações mieloides imaturas após 30 dias de tratamento, sem 

afetar as populações periféricas. De maneira interessante, apesar de ter ocorrido 

melhora destes parâmetros após término do tratamento, 15 dias depois da 

finalização da terapia, evidenciou-se depleção de linfócitos medulares e populações 

mieloides imaturas (inicialmente aumentadas), simultaneamente com aumento de 

populações mieloides maduras, indicando leve a moderada hipoplasia medular 
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(parcial), sugerindo um efeito residual ou cumulativo, sendo que nos animais 

tratados por 45 dias com MTX, estes efeitos persistiram inclusive após 15 dias de 

descanso do fármaco (25% a mais do tempo de tratamento). 

 Em termos gerais, a maioria dos valores hematológicos e bioquímicos obtidos 

foi concordante com os parâmetros de referência para ratos Wistar machos de 8 a 

16 semanas, embora a utilização de grupos controles simultâneos seja mais 

recomendado para realizar comparações (GIKNIS; CLIFFORD, 2008). No entanto, 

as alterações discretas nas mensurações sanguíneas dos animais tratados com 

CPX ou MTX não refletiram o real comprometimento orgânico observado em 

resposta ao tratamento. 

  Os resultados do presente trabalho, por ser realizado em animais de 

laboratório como os ratos, poderão ter impacto nas decisões clínicas em medicina 

veterinária, como também em medicina humana, considerando as diferenças entre 

as respectivas espécies. Ambas as doses metronômicas mostraram não ser de tão 

baixa toxicidade quanto se assumia, portanto sua toxicidade não deve ser 

negligenciada e especial atenção deve ser prestada tanto à imunossupressão em 

esquemas metronômicos quanto à estreita margem de segurança desta modalidade 

de quimioterapia.  

 Recomenda-se a realização de novas e mais pesquisas para estabelecer as 

doses biologicamente ótimas dos diferentes fármacos utilizados em esquemas 

metronômicos, preferentemente nas espécies alvo para determinar efetividade e 

toxicidade de forma simultânea. 
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7 CONCLUSÕES 

 
 

 Os esquemas propostos de dose, frequência e tempo de ciclofosfamida e 

metotrexato sugerem toxicidade considerável, assim como efeitos residuais após a 

suspensão da terapia, diferentemente do que se assumia com protocolos 

metronômicos. 

 A dose utilizada de ciclofosfamida mostrou mortalidade, perda de peso, sinais 

clínicos severos de comprometimento respiratório e sistêmico que persistiram após a 

suspensão da terapia; porém, o consumo de alimento e água apesar de estar 

diminuído durante o tratamento mostrou normalização uma vez o fármaco foi 

interrompido. O esquema utilizado de metotrexato não revelou mortalidade, nem 

alterações do consumo de alimento e água, mas os sinais clínicos foram 

consideráveis, evidenciando também comprometimento respiratório. 

 O tratamento com ciclofosfamida se relacionou com hipoalbuminemia, 

redução de leucócitos, linfócitos e aumento de neutrófilos, com persistência destes 

dois últimos após a suspensão do fármaco. Pelo contrário, o tratamento com 

metotrexato evidenciou aumento de leucócitos inicial e de neutrófilos de forma 

residual. 

 A avaliação de medula óssea dos animais tratados com ciclofosfamida 

evidenciou redução de populações de linfócitos e hipoplasia parcial eritroide que 

persistiu no tempo, sem afeção de populações precursoras. Os animais que 

receberam metotrexato mostraram redução de plasmócitos e aumento de 

populações mieloides imaturas inicialmente, mas com redução significativa destas 

últimas e de populações de linfócitos após a suspensão da terapia. 

 Os animais tratados com os dois fármacos revelaram hipocelularidade 

esplênica persistente no tempo, assim como acentuadas alterações inflamatórias 

pulmonares e degeneração hepática, no entanto, os grupos que receberam 

metotrexato mostraram também comprometimento renal e cardíaco. 

 As doses utilizadas neste estudo evidenciaram leve a moderada 

mielotoxicidade, que se manifestou com alterações secundárias, explicando os 

sinais clínicos observados, que inclusive persistiram uma vez que a terapia foi 
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suspensa, destacando a importância de considerar a toxicidade da quimioterapia 

metronômica assim como os efeitos adversos residuais. 

 A supressão imunológica é desejável em esquemas metronômicos, sempre 

que aconteça de forma específica sobre algumas populações celulares. No entanto, 

diferenças discretas nas doses metronômicas podem transformá-la em uma 

condição exacerbada, sem capacidade de exercer modulação imune antitumoral, 

prejudicando sua segurança terapêutica.  
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