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EFEITOS TOXICOS DA QUIMIOTERAPIA METRONOMICA A BASE DE
CICLOFOSFAMIDA OU METOTREXATO EM RATOS WISTAR

RESUMO - A quimioterapia metronémica é uma estratégia de uso crescente
em Medicina Veterinaria, que emprega farmacos em baixas doses e por longos
periodos de tempo para controlar o crescimento tumoral. Objetivou-se avaliar os
efeitos toxicos de dois quimioterdpicos antineoplasicos em animais livres de tumores
seguindo esquemas metronémicos, 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
periddico para pesagem e monitoramento clinico e do consumo de alimento e agua.
Realizou-se eutanasia em seis animais de cada grupo aos 30 (M1), 45 (M2) e 60
dias (M3), para coleta de amostras para hemograma, bioquimica sérica, citologia de
medula 6ssea e analise histopatolégica de baco, figado, rim, intestino, pulmao,
coracdo, cérebro e artéria. Empregou-se o teste de Qui-quadrado para analise
estatistica das variaveis ndo paramétricas e o teste T-student para amostras nao
pareadas ou uma ANOVA seguida de uma comparacdo multipla de Tukey para as
variaveis paramétricas. Seis animais do grupo CPX morreram, portanto a terapia foi
suspensa aos 30 dias de tratamento, mantendo o periodo de observacédo até 45
dias. Os animais tratados com CPX exibiram significativa reducdo de peso e do
consumo de alimento e agua (p<0,05), assim como mdltiplas alteracfes clinicas com
comprometimento respiratorio e neuromuscular, principalmente, que persistiram
apos a suspensao do farmaco. Em M1, houve aumento significativo de neutréfilos e
reducdo de leucdcitos, linfécitos e albumina no sangue, assim como diminuicdo de
linfécitos, plasmocitos e das populacbes eritroides maduras na medula Ossea
(p<0,05). Em M2, somente a reducdo de linfécitos e o0 aumento de neutrdfilos
persistiram de forma significativa, junto com a deplecdo de populacdes eritroides
maduras (p<0,05). Os animais tratados com MTX mostraram sinais clinicos
inespecificos de leves a moderados. Estes animais em M1 exibiram aumento
significativo de leucécitos no sangue e das populacdes mieloides imaturas na
medula 6ssea (p<0,05), e para M3, significativo aumento de neutrofilos no sangue, e
deplecdo das populacbes mieloides imaturas e linfécitos, com aumento das
mieloides maduras (p<0,05). Na avaliacdo histopatologica, para ambos os farmacos,
observou-se  significativa  hipocelularidade esplénica (p<0,05), alteracbes
pulmonares, degeneracdo hidrépica hepatocelular, principalmente. As doses
metrondmicas de MTX e CPX causaram leve a moderada mielotoxicidade, junto com
as consequéncias clinicas decorrentes da imunossupressao. Diferencas minimas
nas doses destes esquemas podem causar efeitos bioldégicos opostos, sugerindo
uma estreita margem de seguranca da quimioterapia metrondmica, assim como
possiveis efeitos residuais uma vez a terapia é suspensa. Sugere-se realizar novas
pesquisas para estabelecer as doses metrondmicas biologicamente Otimas
conciliando efetividade e tolerancia, de preferéncia na espécie alvo.

Palavras-chave: baixa dose, cancer, imunossupressao, quimioterapico, toxicidade



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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um bronquiolo (seta); (C) Abscesso pulmonar, CPX, 30 d; (D)
Pneumonia intersticial crénica moderada, CPX, 45 d, macréfagos

espumosos (seta); (E) Pneumonia intersticial crénica severa, MTX, 30
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d; (F) Pneumonia intersticial cronico-ativa moderada, MTX, 45 d. H&E.

200X, DAr 50 UM ... aeeaee 4141

Figura 10. Fotomicrografias de figado de ratos Wistar tratados com dose
metrondmica de ciclofosfamida (CPX), metotrexato (MTX) ou placebo
(CTR). (A) Figado normal, CTR, 30 d; (B) Degeneracdo hidropica
periportal severa, CPX, 30 d; (C) Degeneracéo hidrépica centrolobular
severa, CPX, 45 d; (D) Degeneracdo gordurosa centrolobular
moderada, MTX, 30 d; (E) Degeneracdo hidropica periportal
moderada, MTX, 45 d; (F) Congestdo moderada de grandes vasos
(seta), MTX, 60 d. H&E. 400X, bar 20 HM.......ccuvuuiiiiieeeeeeeeeiiiiee e e e e



1 INTRODUCAO

O cancer é um fendbmeno cada vez mais frequente tanto em medicina humana
como na pratica veterinaria. Para seu controle sdo empregados protocolos
quimioterapicos agressivos, com um ou Vvarios agentes antiproliferativos,
administrados em altas doses, tentando destruir o maior nimero possivel de células
neoplasicas. No entanto, estes protocolos causam efeitos adversos acentuados,
fazendo necessaria a interrupcdo ou suspensdo da terapia para permitir a
recuperacdo dos tecidos normais. Porém, estes periodos de descanso podem
facilitar a recidiva tumoral, assim como o aparecimento de metastases ou clones
resistentes a terapia (MUTSAERS, 2007; TORIMURA et al., 2013; BILLER, 2014).

Tanto em medicina humana quanto em veterinaria existe a necessidade de
utilizar novas estratégias terapéuticas que favorecam o controle de diferentes
neoplasias com menores efeitos adversos. Baseado nisso, a quimioterapia
metrondmica, ou de dose baixa, destaca-se por seu potencial terapéutico e reduzida
toxicidade. No entanto, os estudos toxicologicos desta modalidade de quimioterapia
sdo escassos, desconhecendo os efeitos toxicos decorrentes de tratamentos
prolongados, assim como a toxicidade residual, uma vez que a terapia é suspensa.

A ciclofosfamida e o metotrexato sédo alguns dos farmacos mais utilizados em
esquemas metronémicos. Porém, possuem escassos estudos farmacocinéticos e as
doses e intervalos utilizados sdo empiricos, muitas vezes baseados em estudos
prévios que ndo seguem protocolos padronizados. Os estudos pré-clinicos sao
fundamentais para determinar os efeitos toxicos associados ao uso desta
modalidade de quimioterapia, sendo necessarios para avaliar a margem real de
seguranca destes farmacos e garantir maior confianca na sua utilizacdo em longo
prazo, com aplicabilidade em medicina veterinaria e humana, uma vez que 0s
roedores podem ser empregados como modelo experimental em ambas as ciéncias.

Sendo assim, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos téxicos de um
esquema metrondmico a base de ciclofosfamida ou metotrexato em ratos Wistar

livres de tumores, assim como os efeitos residuais apds o término da terapia.



2 REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

2.1 Cancer

O cancer é uma prioridade em termos de saude mundial, devido ao seu alto
indice de morbidade e mortalidade em todas as espécies (PANG; ARGYLE, 2016).
Em humanos, considera-se uma das principais causas de morte, sendo o cancer de
pulmdo e o de mama os tipos mais comuns, com 12,7% e 10,9% dos casos,
respectivamente (FERLAY et al., 2010).

Em Medicina Veterinéria, o panorama € igualmente preocupante, tanto pelo
impacto econdmico para as espécies de producdo, especialmente quando
relacionado a causas infecciosas (doenca 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 vinculo afetivo que representam. Embora os dados
epidemioldgicos sejam escassos, estima-se uma incidéncia aproximada de 30% em
cées e de 20 a 25% em gatos (PANG; ARGYLE, 2016), sendo o tumor de mama o
mais frequentemente diagnosticado em fémeas caninas, seguido do linfoma e os
tumores de pele (os mais prevalentes em machos); e em felinos, os tumores de
origem linfoide sdo os mais representativos seguidos dos tumores de pele e mama
(BREEN, 2009).

O céancer € um conjunto de doencas com mais de 100 diferentes tipos e subtipos
que acometem diversos 6rgaos, envolvendo mudancas dindmicas no genoma
(HANAHAN; WEINBERG, 2000), que se refletem em alteracdes dos mecanismos
homeostéaticos que controlam o crescimento, a divisdo e a morte celular, fazendo
com que um grupo de células perca o controle intrinseco destes processos (PANG;
ARGYLE, 2016). Estabeleceram-se oito alteracbes essenciais na fisiologia celular
que comandam o crescimento neoplasico, listadas como: 1) autosuficiéncia em
sinais de desenvolvimento; 2) insensibilidade a sinais inibitérios de crescimento; 3)
evasao da morte celular programada ou apoptose; 4) potencial de replicagcéo celular
ilimitado; 5) estimulacdo da angiogénese; 6) favorecimento da invasao tecidual e
metastase; 7) reprogramacao do metabolismo energético; e 8) evasdo do sistema
imune (HANAHAN; WEINBERG, 2011).



As diferentes estratégias terapéuticas para o controle do cancer baseiam-se
em afetar os mecanismos fisiopatologicos das células neoplasicas. Destaca-se que 0
conceito “a cura do cancer” é sobrestimado, pelo fato de ser um conjunto de diversas
doencas que se comportam de forma heterogénea, precisando de tratamentos
igualmente variados. A aproximacdo que vem sendo realizada contempla terapias
locais ou sistémicas, que incluem remocg&o cirurgica, radioterapia, quimioterapia
antineoplasica, imunoterapia, terapias moleculares ou alvo, entre outras, todas elas
foco de multiplas pesquisas (WITHROW; VALE; PAGE, 2012).

2.2 Quimioterapia Convencional

A quimioterapia € peca fundamental em oncologia para o tratamento de
neoplasias regionais ou avancadas (GNONI et al., 2015). A quimioterapia
antineoplasica convencional, ou de dose méaxima tolerada (DMT), representa o
modelo mais usado durante os Ultimos 70 anos para o tratamento sistémico do
cancer (TAKIMOTO, 2009).

Consiste na administracdo de altas doses de farmacos citotoxicos seguida de
periodos de descanso para permitir a recuperacéo dos tecidos normais (HANAHAN;
BERGERS; BERGSLAND, 2000). Estes esquemas induzem diminuicéo significativa
do volume tumoral (BILLER, 2014) ao causar morte celular logaritmica de
populacdes de rapida divisdo, como seriam as células neoplasicas (MUTSAERS,
2007). Seus mecanismos de acao sao inespecificos e se relacionam com inducédo de
dano ao DNA, interferéncia com a sua replicagcdo ou alteracdo da formacéo de
microtubulos (TAKIMOTO, 2009).

Muitos destes esquemas antineoplasicos séo inicialmente efetivos, causando
regressao tumoral, estabilizacdo da doenca e/ou aumento dos tempos de sobrevida
dos pacientes (HANAHAN; BERGERS; BERGSLAND, 2000). No entanto, o
envolvimento de populagBes celulares normais de rgpida divisdo, como a mucosa
gastrointestinal, os foliculos pilosos e as células da medula 6ssea, explica as
toxicidades associadas, que podem incluir: nausea, vomito, diarreia, alopecia e
pancitopenias (TAKIMOTO, 2009), que além de agir em detrimento da qualidade de
vida do paciente (HANAHAN; BERGERS; BERGSLAND, 2000), fazem necessaria a
realizacdo de interrup¢cbes ou encurtamentos na terapia, que podem levar a

recrescimento tumoral, resisténcia aos farmacos ou apresentacdo de metastase



(BILLER, 2014). Por exemplo, permitindo a recuperacdo das ceélulas endoteliais
tumorais durante o periodo de interrupgéo da terapia (GNONI et al., 2015).

Os fatores acima citados, junto com a reduzida efetividade destes esquemas
em pacientes com cancer avancado ou metastatico, fazem com que a eficacia
antitumoral dos esquemas convencionais seja passivel de discussdes, evidenciando
suas limitacbes e estimulando a pesquisa de novas estratégias de tratamento
(KERBEL; KAMEN, 2004; MUTSAERS, 2007; GNONI et al., 2015).

2.3 Quimioterapia metrondmica
2.3.1 Definicao

A quimioterapia metrondémica, também conhecida como quimioterapia
continua de baixa dose ou quimioterapia antiangiogénica (antiga denominacgéo),
envolve a administracdo de quimioterapicos antineoplasicos em baixas doses, em
intervalos regulares, com reducdo ou eliminacdo das interrupcdes ao tratamento
entre cada dose e por longos periodos de tempo (HANAHAN; BERGERS;
BERGSLAND, 2000).

2.3.2 Importancia e utilidade

A quimioterapia metronémica surge como conceito ha mais de 15 anos, na
busca de novas estratégias para o controle sistémico do cancer, devido as multiplas
limitacbes da quimioterapia antineoplasica convencional (HANAHAN; BERGERS;
BERGSLAND, 2000). De modo interessante, o controle dos mecanismos indiretos de
sobrevivéncia tumoral, a importancia do microambiente tumoral e o controle da
formacdo de novos vasos sanguineos se destacam como estratégia terapéutica
(PASQUIER; KAVALLARIS; ANDRE, 2010), sendo as células endoteliais o alvo
terapéutico inicial, devido a sua estabilidade genética, o que confere menor chance
de desenvolver resisténcia farmacologica a tratamentos prolongados (KERBEL;
KAMEN, 2004; GNONI et al., 2015). Desde entdo, inUmeras pesquisas tém sido
realizadas, acrescentando elementos e reformulando outros, mostrando que a
compreensao do potencial desta modalidade de quimioterapia, assim como Seu uso
apropriado ainda precisa de maiores pesquisas (ROMITI et al., 2013; BARBOLOSI et
al., 2014).



A quimioterapia metronbmica se apresenta como uma tendéncia
relativamente nova, especialmente em Medicina Veterinaria, oferecendo uma
resposta duradoura e estavel no controle da doenca (BILLER, 2014), particularmente
em casos nos quais quimioterapia convencional ndo foi efetiva, pois se considera
bem tolerada, de facil administracdo (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 opc¢éao paliativa viavel para pacientes com cancer resistente e/ou
avancado, de dificil abordagem cirdrgica, pacientes muito debilitados, com
morbidades concomitantes, geriatricos ou com céancer recorrente (GNONI et al.,
2015). Relata-se eficacia terapéutica contra mais de 18 tipos de cancer, que
acometem o0 trato gastrointestinal, o0 sistema respiratdrio, hematopoiético,
neurolégico, tegumentar e genitourindrio (TORIMURA et al., 2013). Inclusive,
emprega-se conjuntamente com outros farmacos ou associada a quimioterapia
convencional (LOVEN et al.,, 2013; GNONI et al., 2015). Porém, o esquema
metrondmico ndo substitui modalidades mais intensivas de citorreducdo
(MUTSAERS, 2009).

2.3.3 Mecanismos de acao

Os mecanismos de acdo reconhecidos da quimioterapia metronémica,
incluem: controle da angiogénese; modulacdo imune; inibicdo direta do crescimento
tumoral; e indug&o de dorméncia tumoral (GNONI et al., 2015).

A angiogénese, definida como o desenvolvimento de novos vasos sanguineos
a partir de vasos pré-existentes, € um fenébmeno fundamental para o crescimento e a
sobrevivéncia dos tumores, os quais favorecem a proliferacdo endotelial no seu
proprio beneficio em um processo conhecido como “switch” angiogénico, que altera
o balanco normal entre moléculas pr6 e antiangiogénicas, com aumento de diversos
fatores de crescimento (do endotélio vascular — VEGF, de fibroblastos e o derivado
das plaquetas, por exemplo), assim como inibicdo de fatores supressores da
proliferacdo endotelial, como a trombospondina 1 (TSP-1), antagonista do VEGF e
causador de apoptose ou supressao direta na proliferacdo endotelial. Similarmente,
os tumores estimulam a formacdo de novos vasos a partir de células progenitoras

endoteliais (CEP’s) que migram da medula o6ssea para os locais de



neovascularizagdo (KERBEL; KAMEN, 2004; BILLER, 2014). O controle da
angiogénese é considerado um objetivo vidvel em terapéutica oncoldgica. Os
mecanismos  antiangiogénicos da quimioterapia metronbmica envolvem:
citotoxicidade intrinseca das células endoteliais (KERBEL; KAMEN, 2004; GNONI et
al., 2015); controle da regeneragdo e viabilidade das CEP’s (TORIMURA et al.,
2013); instabilidade dos fatores de crescimento promotores de expanséo vascular;
aumento de inibidores de angiogénese endogenos (MUTSAERS, 2009; CHEN;
DOLOFF; WAXMAN, 2014); e paradoxalmente, normalizacéo vascular ou destruigao
seletiva de vasos ineficientes, por facilitar a ac¢do dos quimioterapicos
antineoplasicos (MA; WAXMAN, 2008). No entanto, a acdo antiangiogénica €
plausivel de debate, devido a evidéncia de disseminacdo hematdégena de células
tumorais e maior risco de metastase (MARTIN-PADURA et al., 2012; BILLER, 2014).

Outra caracteristica dos tumores é a habilidade de crescer sem ser
detectados pelo sistema imune, favorecendo ambientes imunossupressores para
evadir o ataque das células T citotoxicas, T helper e Natural Killer (NK), assim como
permitir a agcdo de células supressoras como linfécitos T reguladores (Treg’s),
citocinas anti-inflamatérias e células supressoras derivadas da medula 6éssea,
ajudando a estabelecer tolerancia tumoral e facilitando o desenvolvimento de
metastases (FINN, 2012). A modulacdo imune associada com a quimioterapia
metrondmica envolve o recrutamento de células de imunidade inata antitumoral
(CHEN; DOLOFF; WAXMAN, 2014), com maior proliferacdo de linfécitos e células
de memoria, favorecendo a maturacdo de células dendriticas, recrutamento de
macréfagos e NK, assim como reducdo seletiva das populacbes de Treg's
(TORIMURA et al., 2013).

A inibicdo no crescimento tumoral relaciona-se também com uma acgéo
citotéxica direta (GNONI et al.,, 2015), principalmente sobre as células tronco
tumorais, um fenotipo neoplasico com diferentes caracteristicas de auto renovacéo,
responsavel pela iniciagdo tumoral, aparecimento de metastases ou recidivas
(MARTIN-PADURA et al., 2012).

A dorméncia tumoral € um estadio evolutivo de desenvolvimento neoplasico,
no qual células tumorais residuais estdo presentes, mas permanecem inativas em
resposta a parada do ciclo celular ou equilibrio entre apoptose e proliferacéo
(AGUIRRE-GHISO, 2007). A inducdo de dorméncia tumoral obriga as células a



permanecer na fase inicial de inatividade, por meio de dorméncia angiogénica e
vigilancia imune efetiva (GNONI et al., 2015).

Adicionalmente, o efeito 4D é um mecanismo ainda controverso, com alguns
estudos in vitro e limitada evidéncia clinica. Com a administracdo prolongada de
quimioterapia, as células tumorais vao ficando quimicamente dependentes destes
farmacos durante o tempo de tratamento, uma vez que a terapia € suspensa, 0
microambiente tumoral se torna instavel e as células tumorais morrem (GNONI et al.,
2015). No entanto, este mecanismo ainda é passivel de discussao e precisa de mais

pesquisas.

2.3.4 Esquemas e farmacos utilizados

Existe controvérsia em relacdo a frequéncia de administracdo dos esquemas
metrondmicos assim como as doses empregadas (TORIMURA et al., 2013; GNONI
et al., 2015).

Acreditava-se que a administracdo diaria 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 entdo, a selecdo das doses metrondmicas tem sido um processo
completamente empirico (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 maxima tolerada — DMT (PENEL; ADENIS; BOCCI, 2012). Estes valores néo
se baseiam em fundamentos cientificos, pelo que devem usar relatos prévios que
conciliem efichcia e toxicidade, devido a falta de estudos farmacocinéticos
suficientes para esta modalidade (BOCCI; KERBEL, 2016). Em alguns casos, outras
espécies podem ser utilizadas como modelos de extrapolacdo alométrica. A Food
and Drug Administration (FDA) viabiliza a extrapolacdao, recomendando o emprego
da superficie de area corporal e fatores de conversao especificos para cada espécie
(REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2008).

Apesar de algumas limitacdes fisiolégicas, os roedores de laboratorio sdo
considerados modelos fundamentais na pesquisa biomédica, por assemelharem-se
em respostas clinicas com outros mamiferos (SENGUPTA, 2013). Estudos referem

gue aproximadamente um dia de vida de um rato pode equivaler a 34,8 dias de vida



humana, permitindo fazer estudos em meses e ter resultados equiparaveis com anos
de tratamento em pessoas ou animais domésticos (ANDREOLLO et al., 2012).

Em humanos, dentre os farmacos propostos como viaveis para 0s esquemas
metrondmicos, encontram-se: ciclofosfamida, vinorelbina, capecitabina,
metrotrexato, bevacizumab, etoposideo, 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, sao utilizados
sinergicamente com outros agentes antineoplasicos (inclusive associados a
esquemas de DMT), anti-inflamatorios, terapias alvo, terapias moleculares ou
radiacédo (BILLER, 2014; GNONI et al., 2015).

Em veterinaria, a quimioterapia metronébmica € considerada uma opc¢ao
interessante pela facilidade de administracdo, custo razoavel e baixo perfil de
toxicidade. Biller, em 2014, agrupou nove pesquisas clinicas com boa tolerancia e
resposta antitumoral favoravel, sendo a maioria prospectivas e de fase | e Il, a base
de ciclofosfamida, clorambucil ou lomustina, e somente uma delas realizada em
gatos. No entanto, estdo faltando mais estudos com condi¢cdes padronizadas que
permitam fazer melhores comparacdes de eficicia, toxicidade crbnica, doses e
associacdes. A quimioterapia metronémica esta se consolidando como uma opc¢éo
terapéutica muito popular, infelizmente, usada de forma indiscriminada em

veterinaria, pois se baseia em poucas evidéncias clinicas (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 hidroxilacdo hepatica
pelo citocromo P450, produzindo dois metabdlitos ativos: a fosforamida, com maior
potencial terapéutico, e a acroleina, relacionada com efeitos toxicos (JALALI,
HASANZADEH; MALEKINEJAD, 2012). Sua citotoxicidade € explicada pela
formacado de ligacdes cruzadas e adutos que inibem a sintese do DNA (LIVSHITS;
RAO; SMITH, 2014).

A CPX é usada convencionalmente para tratar tumores sélidos e varios tipos
de carcinomas (mamario, ovarico, prostatico, testicular, pulmonar de pequenas

células, por exemplo), alguns sarcomas, neoplasias hematopoiéticas, como leucemia



linfocitica cronica, mieloma multiplo, 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 lUpus eritematoso sistémico e como
imunossupressor no transplante de medula éssea (ZHANG; TIAN; ZHOU, 2006).
Adicionalmente, € o farmaco mais frequentemente utilizado e estudado em
esquemas metronébmicos, tanto como agente Unico quanto em protocolos de
poliquimioterapia (PENEL; ADENIS; BOCCI, 2012), porém, os estudos
farmacocinéticos sédo etapas fundamentais deste processo, mas infelizmente séo
escassos (BOCCI; KERBEL, 2016). Assim como outros quimioterapicos, a CPX
metrondmica favorece a resposta imune antitumoral efetiva, usando uma dose
suficientemente alta para lesar as células neoplasicas, mas incapaz de afetar as
células imunes antitumorais que possam ser particularmente sensiveis a
citotoxicidade dos quimioterapicos (CHEN; DOLOFF; WAXMAN, 2014).

Em humanos, diferentes doses metrondmicas de CPX tém sido propostas,
mas 50 mg por dia é a dose mais frequentemente utilizada, sendo na maioria dos
casos, empregada em associacdo com diversos farmacos (BILLER, 2014).

Em ratos, baixas doses de CPX mostraram atividade antiangiogénica,
desaparecimento de neoplasias induzidas experimentalmente e reducdo 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 trés vezes por semana
bloquearam o crescimento metastatico em 100% dos linfomas implantados e em
83% dos sarcomas, e em todos os casos melhorou a sobrevivéncia 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 reducao significativa de tumores intra-hepaticos, menor expresséao de
marcadores tumorais, reducdo da densidade de microvasos, menor taxa de
metastase e aumento dos tempos de sobrevida com relagdo ao grupo tratado com
terapia convencional (JANG et al., 2011). Em camundongos, a dose biolégica 6tima
(DBO) de esquemas metronémicos a base de CPX estabeleceu-se como: 140 mg/kg
a cada 6 dias, associada a regressao tumoral por ativacdo de resposta imune
antitumoral (DOLOFF; WAXMAN, 2012), ou 20 mg/kg diariamente, relacionada com
diminuicdo do volume tumoral, inibi¢cdo significativa da angiogénese com reducgéo 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 terapéuticos podem ser opostos,
principalmente no relacionado a modulagdo imune, quando diferentes doses sao
utilizadas (PENEL; ADENIS; BOCCI, 2012).

O panorama em veterinaria ndo € muito diferente, pois somente foi achado
um estudo em cées com sarcoma de tecidos moles grau | e Il que receberam CPX
12,5 mg/m2/d durante 28 dias e mostraram redugéao significativa de Treg’s, mas so
aqueles que receberam 15 mg/m?d tiveram reducdo da densidade da
microvasculatura tumoral em 14 dias, considerando uma resposta antitumoral

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

2.3.4.2 Metotrexato

O Metotrexato (MTX) € um antimetabdlito, andlogo estrutural do folato,
inibidor competitivo da dihidrofolato redutase (SATOH et al., 2011), que leva a
acumulacdo de folatos inativos, causando deplecdo dos substratos do folato e
inibicdo direta das enzimas que dependem do mesmo, refletindo na inibicdo da
replicacdo do DNA e da sintese 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 inflamacao cronica, explicando seu uso na artrite reumatoide e na
psoriase em humanos (CAVALCANTI; CORREA; DE CERQUEIRA LUZ, 2012).
Como quimioterapico antineoplasico tem efeitos reconhecidos no tratamento da
leucemia, linfoma, carcinomas em geral (de mama, bexiga, testiculo, cabeca e
pescoco) e alguns sarcomas; em veterinaria 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 metrondmicas variam entre 10-35 mg por semana, de
preferéncia em associagdo com CPX ou outros farmacos, tanto com acfes
antitumorais quanto anti-inflamatérias e imunossupressoras, mostrando eficacia e
boa tolerancia (MASCI et al., 2012; KIVITY et al., 2014).

Em animais domeésticos, a dose metrondmica néo foi estabelecida ainda
(DANK et al.,, 2010), similarmente ao que acontece com o0s outros farmacos
utilizados em medicina humana e que ainda nédo tém sido explorados em veterinaria
(BILLER, 2014).



11

Os estudos pré-clinicos em roedores com doses metronémicas sdo escassos

(PATEL et al., 2014) e a dose metrondmica efetiva ainda n&o foi determinada.

2.3.4.3 Associacdes

Agrupando sé alguns estudos prospectivos que envolveram entre 18 e 90
pacientes humanos com cancer de mama metastatico, cancer refratario de ovario e
préstata, sarcomas pediatricos, linfoma recidivante e mieloma multiplo, tratados com
CPX oral em associacdo com MTX, vinorelbina, talidomida, prednisona, celecoxib,
trastuzumab ou bevacizumab, se obteve beneficio clinico geral em 24 a 63% dos
casos, aproximadamente (BILLER, 2014). CPX (50 mg/dia) em associagdo com MTX
(5 mg duas vezes por semana) € um dos protocolos mais utilizados, em particular
para tratar cancer de mama metastatico, com boa resposta geral e taxa de beneficio
clinico 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 refratario ou recidivante em 15
pacientes, com 6,7% deles mantendo resposta estavel. Pelo contrario, nao foi
observada resposta objetiva a terapia em 69 pacientes com diversas neoplasias de
grau avancado tratadas com esta associacao junto com celecoxib por 8 semanas
(KHAN et al., 2011).

Em veterinaria, Lana et al. (2007) trataram nove cdes com diagnostico de
hemangiossarcoma empregando piroxicam 0,3 mg/kg/d e ciclos alternados de 3
semanas de 12,5 a 25 mg/m?/d de CPX e 50 mg/m?/d de etoposideo, observando um
intervalo livre de doenca superior e comparavel ao do tratamento com DMT de
doxorrubicina. Elmslie et al. (2008) fizeram um estudo retrospectivo da administracao
de CPX 10 mg/m2 e piroxicam 0,3 mg/m2 em 30 cdes com sarcomas de tecidos
moles, observando um intervalo livre de doenca que quase dobrou o obtido com
excisao cirurgia exclusivamente. Marchetti et al. (2012) avaliaram em um estudo
piloto 15 cachorros com diferentes tipos de tumores metastaticos utilizando
diariamente CPX 25 mg/m2 e celecoxib 2 mg/kg obtendo 40% de beneficio clinico
por melhora clinica ou por estabilizacdo da doenca. Toceranib (2,75 mg/kg a cada
48 h) e CPX (15 mg/m?/d) foram empregados para tratar cdes com diferentes tipos

de tumores durante 6 semanas aproximadamente, mostrando modulacdo imune



12

antitumoral, com redugao significativa de Treg’s no sangue periférico e incremento
das concentrag@es séricas de IFN-y (MITCHELL; THAMM; BILLER, 2012).

Um estudo de quimioterapia metronémica em felinos avaliou 24 animais com
diferentes tipos de sarcomas, carcinomas, um melanoma e um tumor
neuroendocrino, 29% deles com doenca metastética, que receberam 14 mg/m2 de
CPX por pelo menos um més em associagcdo com anti-inflamatorios ndo esteroidais,
toceranib ou talidomida, mostrando beneficio clinico em 88% dos casos (LEO et al.,
2014).

As associacdes tém amplo potencial terapéutico, porém, tanto as vantagens
guanto as desvantagens destes esquemas podem ser menosprezadas pela falta de
estudos que isolem efeitos farmacolégicos e tdéxicos dos esquemas metronémicos
(LIEN et al., 2013; MONTAGNA et al., 2014).

2.3.5 Toxicidade

Assume-se boa tolerancia e baixa toxicidade dos esquemas metrondmicos
gquando comparados com o0s esquemas convencionais (KERBEL; KAMEN, 2004;
PASQUIER; KAVALLARIS; ANDRE, 2010; LIEN et al., 2013), uma vez que a
citotoxicidade é reduzida (CHEN; DOLOFF; WAXMAN, 2014). No entanto, s&o
escassos 0s estudos que mostrem o impacto toxicologico de doses baixas por
longos periodos de tempo, similarmente, poucos se referem aos efeitos isolados dos
farmacos, sem associacdo com outros compostos (MONTAGNA et al., 2014), ou
seus efeitos adversos em individuos livres de tumores (EMMENEGGER et al., 2004).

Destaca-se que muitas das toxicidades relatadas podem ser decorrentes dos
processos neoplasicos e ndo relacionados aos farmacos, que muitas vezes séo
culpados de efeitos adversos que foram potencializados pela condicdo clinica do
paciente (LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014).

Em veterinaria, o estudo mais abrangente, foi realizado em 81 cdes com
multiplos tipos de tumores, alguns deles metastaticos, que foram tratados com 2,84
mg/m?/d de lomustina, com beneficio clinico de 36% e quase 30% de interrupgcbes
devido a toxicidade, sendo: 16% de tipo gastrointestinal, 13,6% hepatica , 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

metrondmico em 36 caes com diferentes tipos de cancer, sem observar toxicidades
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grau lll ou IV, com aparente boa resposta, porém, o estudo tem limitagcdes por utilizar

critérios de selecdo excessivamente heterogéneos.

2.3.5.1 Ciclofosfamida

A acroleina, um dos metabolitos ativos da CPX, interfere com o sistema de
defesa antioxidante dos tecidos, produzindo espécies reativas de oxigénio, que
aumentam a peroxidacao lipidica (JALALI; HASANZADEH; MALEKINEJAD, 2012;
SABA et al.,, 2013), o que explicaria muitos efeitos toxicos do farmaco, que sob
esquemas convencionais incluem marcada toxicidade reprodutiva (JALALI,
HASANZADEH; MALEKINEJAD, 2012), alteragbes hematoldgicas, toxicidade
cardiaca, ocular, pulmonar, gastrointestinal, hepatica e renal (SENTHILKUMAR et
al., 2006; LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014), manifestacdo de cistite hemorragica
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, nao teve efeitos adversos consideraveis (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 toxica,
causando severa perda de peso e morte dos animais apdés a terceira dose
(SENTHILKUMAR et al.,, 2006). Sem perder efetividade, ndo foram observados
efeitos adversos com 30 mg/kg/d durante 42 dias (ZHAO et al., 2005), nem com 35-
40 mg/kg trés vezes por semana durante 6 ciclos (DAHL BORKAMO et al., 2008).
Em camundongos, doses de 20 mg/kg/d de CPX ndo foram associadas com perda
consideravel de peso ou outros sinais de toxicidade inclusive apdés 140 dias de
terapia continua (MUNOZ et al., 2006).

2.3.5.2 Metotrexato

Em humanos, dentre os possiveis efeitos adversos do MTX, encontram-se
alteracdes gastrointestinais (mucosite, perda do epitélio gastrointestinal, leséo
hepatocelular, cirrose e fibrose), neurologicas (encefalopatia, hemiparesia e
convulsdes), cardiacas (pericardite e complicagcbes tromboembdlicas), pulmonares
(pneumonite intersticial, efusdes pleurais e fibrose pulmonar), renais, hematolégicas
e mielossupressao (LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014). Doses altas e repetidas em
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pacientes com cancer associaram-se ao risco de osteoporose, dor 0ssea e fraturas
espontaneas (SATOH et al., 2011). Doses entre 10 e 25 mg/semana associaram-se
toxicidades consideraveis, principalmente pancitopenia, com risco de desenvolver
sepse decorrente da mielossupresssao, letal em 25% dos casos (KIVITY et al.,
2014).

Em cachorros destaca-se lesdo da mucosa gastrointestinal, mé-absorcéo,
diarreia, vomito (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 veterindria, inclusive com esquemas convencionais, existe pouca
informacao disponivel. Sabe-se que cédes tratados com MTX (2,5 mg/m2 a cada 2
dias durante 6 semanas) desenvolveram anorexia, vomito, enterite hemorragica 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 esta relacionada com
efeitos adversos mais graves (DANK et al., 2010).

Reconhecem-se o0s efeitos do MTX como carcinogénico, mutagénico,
teratogénico e responsavel de mortalidade embrionaria em roedores; camundongos
tratados com 2, 10 e 20 mg/kg de MTX intraperitoneal mostraram marcados efeitos
na medula 6ssea depois de 24 horas (CHOUDHURY; GHOSH; PALO, 2000). Ratos
gue receberam 30 mg/kg orais evidenciaram piloerecao, letargia, mucosite e diarreia
(CAVALCANTI; CORREA; DE CERQUEIRA LUZ, 2012); apés 50 mg/kg via
intraperitoneal, observaram-se reacGes adversas reversiveis as 48-96 horas, como
reducdo gradual no consumo de alimento e agua, lesdo moderada na mucosa,
atrofia de vilosidades, disturbio da camada epitelial e das criptas da mucosa do ileo,
com edema, hiperemia e infiltracdo leucocitaria (TAKANO et al., 2014). De maneira
interessante, um estudo em ratos mostrou marcadas alteragcdes usando doses orais
muito baixas (0,062, 0,125 e 0,250 mg/kg/d durante 28 dias), que causaram reducao
do peso corporal, do consumo de alimento, das contagens de leucdcitos e hemacias,
dos valores de hemoglobina, proteina e albumina séricas, assim como aumento nas
contagens de linfocitos e niveis séricos de AST, ALT, ALP, ureia e creatinina; todos
0S animais mostraram alteragcbes histopatoldgicas dependentes da dose,

caracterizadas por degeneragdo, necrose, congestdo, hemorragia e lesdes
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vasculares, sendo os principais 6rgdos afetados rins, pulmdes, figado e testiculos
(PATEL et al., 2014).

2.3.5.3 Interaclbes

Reconhece-se que esquemas de poliquimioterapia apresentam sinergia e
potencializam os efeitos terapéuticos, porém, também se relacionam com multiplos
efeitos adversos, que podem ser exacerbados devido a estas associacdes
(MONTAGNA et al., 2014).

Um estudo piloto em oncologia pediatrica humana avaliou o nivel de
seguranca de um esquema metrondmico com ciclos de oito semanas de tratamento,
seguido de duas semanas de descanso, em 16 criancas com diferentes tipos de
tumores refratarios 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 doenca estavel por mais de 24 semanas de tratamento,
25% apresentaram toxicidades grau IV em 36 ciclos e 62,5% toxicidade grau llI
(ANDRE et al., 2011). Em humanos, doses baixas de capecitabina por 14 dias, em
associacdo com cisplatina e trastuzumab se associaram com marcadas alteragbes
gastrointestinais como nausea, émese, dor abdominal, estomatite e diarreia, que se
limitaram, uma vez que a terapia foi suspensa (MAGGO; GROVER; GRIN, 2014).
Combinacdes de capecitabina com bevacizumab ou com inibidores da tirosina
qguinase podem incrementar o risco de hipertensdo, edema, proteindria e diarreia,
observado em humanos (LOVEN et al.,, 2013). A associagdo CPX — MTX em
esquema metrondmico foi bem tolerada em termos gerais (JUNG et al., 2016),
Colleoni et al. (2002) observou leucopenia grau lll em 20% de mulheres com cancer
de mama metastatico tratadas com esta associacao.

Esquemas de CPX-bleomicina causaram toxicidade pulmonar e lesdes
fibréticas em animais experimentais (SABA et al., 2013). Tratamentos de piroxicam e
CPX alternada com etoposideo em cdes com hemangiossarcoma nao exibiram
toxicidades consideraveis, com excecdo de 15% dos animais que desenvolveram
cistite hemorragica estéril, porém, isto s6 aconteceu no décimo segundo més 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 hemorragica estéril grau IV, assim como se concluiu que a
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administracdo a cada 48 horas foi mais bem tolerada, por diminui¢éo das alteracdes
gastrointestinais e renais (ELMSLIE; GLAWE; DOW, 2008). Outros dois estudos em
cdes com diferentes tipos de tumores tratados com CPX em associacdo com
toceranib ou inibidores de COX mostraram baixa incidéncia de efeitos adversos apos
30 a 60 dias de terapia, porém a CPX s6 foi iniciada uma vez que os efeitos do
toceranib foram controlados (MARCHETTI et al.,, 2012; MITCHELL; THAMM,;
BILLER, 2012). Toxicidade reduzida também foi observada apés o emprego de
clorambucil metronémico em cdes com carcinoma de células transicionais da bexiga,
com um Unico caso de suspensdo 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 més de tratamento, 8,3%
toxicidade hematolégica e 4,15% renal, todas de grau |, com alguns casos de
azotemia grau |l e Ill depois de dois meses de tratamento. Este estudo de toxicidade
remarca a importancia da avaliacdo toxicolégica em longo prazo, para ter real

evidéncia clinica da baixa toxicidade destes esquemas.

2.4 Perspectivas

A quimioterapia metrondmica consolida-se como uma estratégia muito
atraente para o tratamento sistémico do cancer, por explorar diferentes mecanismos
de acdo antitumorais, apresentar uma relacdo custo beneficio interessante, assim
como toxicidade reduzida. Porém, muitos dos estudos pré-clinicos e clinicos
disponiveis com os diferentes farmacos apresentam resultados pouco consistentes.
A maioria deles ndo segue protocolos padronizados que permitam identificar uma
dose metrondmica biologicamente efetiva e de baixa toxicidade nas espécies alvo,
evidenciando que a principal limitacdo destes esquemas é o empirismo na selecéo
de doses, intervalos e associagdes (BARBOLOSI et al., 2014).

O futuro da quimioterapia metrondmica comeca pela busca de evidéncias
cientificas que sustentem uma melhor compreensdo destes esquemas, como por
exemplo: a associacdo com outras modalidades de tratamento, terapias moleculares
ou alvo (DI BARTOLOMEO et al., 2015); uma melhor compreensao dos diferentes
mecanismos de acdo envolvidos (PASQUIER; KAVALLARIS; ANDRE, 2010); a

mudanca de paradigma em relacdo as frequéncias de administracdo (CHEN;



17

DOLOFF; WAXMAN, 2014); o emprego de modelos matematicos computacionais,
sempre baseados em estudos farmacocinéticos, farmacodindmicos e toxicoldgicos
especificos (BARBOLOSI et al., 2014; BOCCI; KERBEL, 2016); uso de
biomarcadores para monitorar a resposta a terapia, predizer o prognostico, assim
como ajudar a determinar a dose e frequéncia de administracao apropriada (BILLER,
2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a resposta clinica em ratos, saudaveis e livres de tumores, submetidos
a quimioterapia metrondmica (doses baixas, diarias e por longos periodos de tempo)
a base de ciclofosfamida ou metotrexato, em relacdo com animais que receberam

placebo, assim como os efeitos residuais, posteriores a suspensao do tratamento.

3.2 Objetivos Especificos

- Comparar as diferentes alteragdes clinicas (consumo de alimento, agua,
peso corporal, sinais clinicos e comportamentais) dos ratos tratados com doses
metrondmicas de ciclofosfamida ou metotrexato, assim como o efeito residual

posterior a suspensao do tratamento, em relacdo aos animais controles.

- Avaliar os constituintes sanguineos (celularidade periférica) e bioquimica
sérica dos animais tratados com quimioterapia metrondmica em diferentes tempos

experimentais de forma comparativa com o grupo controle.

- Evidenciar a toxicidade em medula éssea (aspirado de medula dssea
femoral) desencadeada pelos esquemas de dose baixa de quimioterapia

antineoplasica em diferentes momentos experimentais.

- Avaliar as lesbes macro e microscéopicas causadas pelos diferentes
protocolos de quimioterapia metrondbmica em o6rgaos alvo (rins, figado, baco,

coracao, pulméo, cérebro, intestino, e vaso sanguineo).
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da FCAV/Unesp — Jaboticabal (Protocolo aprovado 11690/15) e dividiu-se em trés
fases principais.

4.1 Fase |
Administracdo oral diaria a ratos Wistar de doses baixas de ciclofosfamida ou

metotrexato.

4.1.1 Animais

Utilizaram-se 54 ratos Wistar (Ratus norvegicus, variacdo albinus), nao
isogénicos, machos, de seis semanas de idade e peso inicial entre 130 e 180 g,
fisicamente higidos, do Biotério Central da Unesp — Campus de Botucatu,
aclimatados por duas semanas nas instalacbes do Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV/Unesp — Jaboticabal.

Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno com grade de
aco cromado e cama de maravalha, para alojamento coletivo, separados por
farmaco fornecido e momento de avaliacdo, alimentados diariamente com racéo
comercial, apropriada para a espécie (Labmix, Agromix Ltda., Jaboticabal/SP), e
agua fresca e filtrada ad libitum. Os animais foram mantidos permanentemente em
condicdes controladas: de temperatura 25+2°C, umidade 50 — 60% e 12 horas de

fotoperiodo.

4.1.2 Administracdo dos farmacos

Os animais foram aleatoriamente separados em trés grupos de 18 ratos cada
(CPX, MTX e CTR), acostumados durante 10 dias a manipulacdo e ao procedimento
de administracdo oro-gastrica — gavage (usando agulha curva de aco inoxidavel,
com esfera e 54 mm de comprimento) empregando solucéo salina 0,9% em volume
nao 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 horario e durante 45 dias
os diferentes tratamentos via gavage:
e CPX: Ciclofosfamida (Genuxal®, Baxter Hospitalar Ltda., Sao Paulo/SP,
suspensao de 15 mg/mL) na dose de 10 mg/kg de PV.
e MTX: Metotrexato (Tecnomet®, Zodiac Produtos Farmacéuticos S.A.,,
Pindamonhangaba/SP, suspenséo 0,2 mg/mL), na dose de 0,08 mg/kg de PV.
e CTR: Solucéo salina 0,9% (Baxter Hospitalar Ltda., Sdo Paulo/SP), em volume

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

Calcularam-se as doses metronémicas se baseando em uma terceira a uma
décima parte da DMT para roedores (SHI et al., 2014), utilizando como referéncia
avaliacdes feitas na espécie para cada um dos farmacos (ZHAO et al., 2005; PATEL
et al., 2014; BILASY et al., 2015), assim como estudos preliminares que mostraram
incidéncia de sinais clinicos severos e mortalidade com doses orais diarias
superiores a 0,1 mg/kg de MTX e 15 mg/kg de CPX. Os medicamentos foram
remanipulados assepticamente, por uma farmacia certificada (DrogaVET, Ribeirdo
Preto/SP), utilizando um excipiente inerte aquoso de suspenséo oral para volume de
administragao inferior a 1 mL/kg (EICHENBAUM et al., 2011). A administragéo oral
de quimioterapicos antineoplasicos, assim como o manejo integral dos animais, foi
realizada seguindo os protocolos de biosseguranca para manejo de substancias com
risco a saude, do mesmo modo que o material contaminado resultante (BORGES et
al., 2014).

4.1.3 Avaliacao clinica e geral

Os animais foram pesados a cada trés dias para ajuste da dose de
quimioterapia antineoplésica. Realizou-se acompanhamento diario para avaliagao
do estado geral, comportamento e registro de alteracfes individuais, assim como
mensuracdo coletiva do consumo de alimento e da ingesta de agua. Para uma
melhor comparacao, este ultimo parametro 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 clinicos foi realizado diariamente por um mesmo avaliador,

agrupando-os em cinco sistemas: respiratério, ocular, gastrointestinal, tegumentar e
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neuromuscular; assim como por grau de alteracdo, sendo: ausente — 0, leve — 1,
moderado — 2, ou severo — 3 (FENTENER VAN VLISSINGEN et al., 2015).

4.2 Fase ll

Incluiu a eutanasia, a coleta de sangue e medula 6ssea, o exame de
constituintes sanguineos periféricos e a avaliagdo citolégica de medula 6ssea. As
amostras foram analisadas no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV/Unesp — Jaboticabal. Em todos os
casos, utilizaram-se seis animais de cada grupo, selecionados aleatoriamente, para
cada um dos trés momentos de avaliagdo estabelecidos como: M1 — 30 dias, M2 —
45 dias e M3 - 60 dias.

4.2.1 Eutanasia
A eutanésia foi realizada seguindo os protocolos estabelecidos para uso em
animais de laboratério, utilizando Isoflurano inalado (Isoforine® Cristalia/SP),

seguido de exsanguinacao (BRASIL, 2013).

4.2.2 Coletade sangue e medula 6ssea

Por puncao intracardiaca, diretamente do ventriculo esquerdo, foram colhidos
7 mL de sangue e divididos em tubos sem e com anticoagulante (EDTA). Esfregacos
sanguineos foram realizados em lamina de vidro imediatamente apds a colheita.

Uma vez confirmado o 6bito do animal, realizou-se aspirado de medula éssea
femoral, fragmentando transversalmente a regido metafisiaria do osso, e fazendo
sucdo com agulha impregnada com EDTA 5%, para realizacdo de esfregaco em
lamina de vidro (RASKIN; MESSICK, 2012).

4.2.3 Avaliacao de constituintes sanguineos (hemograma)

Em contador automatico ABX Micros ESV 60 (Horiba ABX, Ltda., Sao
Paulo/SP), padronizado para ratos, realizou-se contagem total de hemacias,
hematocrito, volume corpuscular médio (VCM), concentracdo de hemoglobina,
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), contagem total de glébulos brancos e plaquetas. Manualmente, foi

feita contagem diferencial de leucdcitos e avaliacdo de morfologia celular de
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esfregacos sanguineos corados com tintura de Rosenfeld modificada (SILVA et al.,
2010) em microscopio de luz (Nikon Eclipse E200, Nikon® Corporation, Tokyo,
Japan).

4.2.4 Bioquimica sérica

Foram mensuradas as concentracdes seéricas de Creatinina, Alanino
aminotransferase (ALT), Aspartato amino transferase (AST), Fosfatase alcalina
(ALP), Gama-glutamil transpeptidase (GGT), Albumina, Proteina sérica total e Ureia.
O soro foi separado por centrifugacdo (3600 rpm, 5 min, Centrifuga Excelsa Il 206
BL, Fanem® Ltda., S&o Paulo/SP) e os testes realizados usando kits comerciais
Labtest (Labtest® Diagnéstica S.A., Lagoa Santa/MG) para analisador bioquimico
semiautomatico (LABQUEST BIO-2000, Bioplus Ltda., Barueri/SP), usando métodos
enzimaticos colorimétricos em mensuracdes de Albumina, Ureia e Proteina, assim

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

4.2.5 Avaliacao citolégica de medula 6ssea

Os esfregacos de medula éssea femoral foram corados com Pandético rapido.
Analisaram-se todas as amostras em microscopia de luz (Nikon Eclipse E200,
Nikon® Corporation, Téquio, Japdo), realizando contagem diferencial em 500
células, caracterizacdo morfolégica e calculo da relacdo Mieloide — Eritroide, M:E
(RASKIN; MESSICK, 2012).

4.3 Fase lll

Contemplou a necropsia, a coleta de o6Orgdos alvo e a avaliacao
histopatoldgica. As amostras foram processadas e analisadas no Laboratério de
Histopatologia do Departamento de Patologia Veterindaria da FCAV/Unesp -
Jaboticabal.

4.3.1 Necropsia e coleta de amostras

Uma vez realizada a eutanasia, praticou-se necropsia dos animais. Apos
realizar avaliacdo externa geral, posicionou-se o0 animal em decubito dorsal e incidiu-
se a pele desde a maxila até o anus, seguida da parede abdominal para expor as

visceras abdominais. Posteriormente, o arco costal (lateral ao esterno) foi incidido
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para examinar as visceras toracicas (PARKINSON et al.,, 2011). Realizou-se
avaliacdo macroscopica geral. Coletaram-se ambos os rins, o baco, um fragmento
do duodeno e da aorta abdominal, fragmentos de figado, coracdo e pulmédo. Com a
carcaca em decubito ventral, a pele e o musculo do cranio foram removidos,
realizando incisdo cuidadosa do créanio e coleta do encéfalo. Os fragmentos dos
tecidos coletados foram armazenados em formol tamponado a 10% durante 24

horas.

4.3.2 Avaliacao histopatologica

Seguindo os protocolos de rotina (TOLOSA et al., 2003; SENTHILKUMAR et
al., 2006), 24 h apés a coleta, realizaram-se cortes dos fragmentos de tecido
coletado, com espessura aproximada de 5 mm, e colocaram-se em cassetes
plasticos de histopatologia devidamente identificados. Estes cassetes foram imersos
novamente em formalina tamponada durante 24 a 48 h mais para garantir uma
adequada fixacdo. Seguidamente, realizou-se desidratacdo das amostras utilizando
diluicbes seriadas em alcool etilico e finalmente diafanizacdo ou aclaramento por
imersdo em xilol durante 12 h. Posteriormente os cassetes foram submergidos
durante uma hora em parafina liquida (60°C), as amostras foram retiradas dos
cassetes e emblocadas cuidadosamente em formas preenchidas com parafina
liquida. Realizaram-se cortes de 3 um com micrétomo rotativo (Jung Autocut 2055,
Leica© Biosystems, Wetzlar, Alemanha) para ser fixados nas laminas previamente
preparadas com polilisina. Todas as laminas foram coradas com Hematoxilina-
Eosina (H&E).

As laminas foram avaliadas em microscopia de luz (Microscépio U-MDO10B
Olympus Optical Co, Ltd. Miami/FL, USA) e as alteracdes estratificadas por 6rgao e
grau de alteracdo 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 Anélise Estatistica
Os valores obtidos em todos os casos de cada tratamento (CPX e MTX) foram
comparados com o0 grupo controle (CTR), separadamente. Os dados foram

expressos como médias mais ou menos o desvio padrao (DP). Para as variaveis néao
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paramétricas ou semi-quantitativas (frequéncia de sinais clinicos e alteracdes
histopatoldgicas) empregou-se o teste Qui-Quadrado, sendo que as frequéncias de
sinais clinicos foram agrupadas em intervalos de 15 dias. Para as variaveis
paramétricas: peso, consumo de alimento e consumo de agua utilizou-se o teste T-
student para amostras ndo pareadas, e para hemograma, bioquimica sérica e
mielograma realizou-se uma ANOVA seguida de uma comparacdo multipla de Tukey
gquando houve diferencas significativas entre as médias. Em todos 0s casos,
estabeleceu-se um valor p<0,05 como estatisticamente significativo. Empregou-se o
programa SAS/STAT® Software, versao 9,2 (SAS Institute Inc, Cary/NC, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Fase |

Dentre dos sistemas afetados, as alteragBes clinicas observadas foram
classificadas de acordo com cada sistema, sendo para respiratério: secrecdo nasal,
tosse, espirro, taquipneia, dispneia ou crepitacdes; ocular: blefarospasmo ou secrecao
ocular (cromodacriorreia); gastrointestinal: alteracdo macroscoépica das fezes (diarreia,
principalmente); tegumentar: alopecia, dermatite ou alteragbes da pelagem; e
neuromuscular: fraqueza, perda de massa muscular, letargia, dificuldade de
locomocéao ou paresia.

Nenhum animal pertencente ao grupo CTR morreu durante os 60 dias
avaliados. Os valores obtidos das pesagens e da mensuracdo de consumo de
alimento e 4gua dos animais do grupo CTR foram utilizados como normais para
efetuar as comparacdes correspondentes com os grupos tratados. Do grupo CTR, os
sinais clinicos observados foram leves em sua maioria, associados com dermatite

focal discreta e secrecao nasal e ocular leve.

5.1.1 Ciclofosfamida

Atendendo as consideracdes éticas, devido ao comprometimento clinico
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 &gua 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
diferencas persistiram inclusive até 15 dias depois da suspensdo do farmaco (dia
45). Ap6s o dia 30, os animais tratados apresentaram recuperacdo do peso,
contudo, os valores alcancados nao atingiram o CTR. Similarmente, os animais
tratados mostraram diminuicdo significativa do consumo de alimento e agua em
relacdo ao grupo CTR desde o dia 24 de tratamento até o dia 30 (p<0,05),

mostrando recuperacao uma vez a terapia é suspensa.
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Seis dos 18 animais do grupo vieram a Obito, trés deles nos dias 20, 28 e 30
de tratamento, e trés no intervalo posterior ao fim do tratamento (dias 31 a 33),
considerando uma mortalidade de 33%. Nao foram realizadas necropsia nem
colheita de material nestes animais, devido a autolise que apresentavam quando

foram encontrados mortos.

Tabela 1. Peso vivo, consumo de alimento e agua de ratos Wistar tratados por 30
dias com dose metron6mica de ciclofosfamida (CPX) ou placebo (CTR).

Consumo agua Consumo alimento

Peso vivo (g)

Dia (g/100 g PV) (g/100 g PV)

CPX CTR CPX CTR CPX CTR

0 174,31+14,292 174,72+11,502 16,272 15,172 9,092 10,152
3 208,61+17,522 211,67+12,992 16,482 15,8882 9,452 10,382
6 218,89+19,932 228,06+14,222 16,852 15,352 9,392 9,992
9 228,61+21,762 241,11+20,602 16,212 14,792 9,102 9,452
12 236,39+26,342 255,28+26,352 14,642 13,512 8,442 8,602
15 243,61+27,912 265,00+32,062 13,212 11,728 8,00° 8,602
18 245,83+29,82° 282,78+19,852 11,802 12,942 7,432 7,962
21 249,06+26,86" 295,00+21,982 7,982 10,518 6,042 6,962
24 243,17+28,50° 303,06+24,812 9,83° 11,432 5,72° 7,052
27 233,50+33,38"° 310,28+26,242 8,79° 11,522 5,06° 6,992
30 233,25+37,02° 320,28+27,062 8,099" 12,022 5,19° 6,902
33 265,00+29,53" 328,33+36,212 8,472 12,022 5,652 7,872
36 267,50+28,77° 339,17+38,132 10,282 10,932 6,232 7,252
39 274,17+24,98° 347,08+36,622 11,252 11,292 6,992 7,702
42 278,33+28,40° 352,50+40,282 10,782 10,402 6,892 7,102
45 283,33+38,69° 362,92+40,102 11,182 11,702 6,472 6,202

2P| etras diferentes em cada linha, indicam diferencas estatisticamente significativas, teste de T-

student (p<0,05). MédiatDP.
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Figura 1. Peso vivo, consumo de alimento e agua de ratos Wistar tratados por 30
dias com dose metronémica de ciclofosfamida (CPX) ou placebo (CTR).
Diferencas significativas p<0,05 (*), teste de T-student.

A partir do dia 9 de tratamento, alguns animais exibiram o0s primeiros sinais
clinicos, como secrecdo nasal, taquipneia, crepitacbes e fraqueza. Os sinais
progrediram no decorrer do tempo, sendo mais acentuados apés o dia 20 de
tratamento, principalmente relacionados com perda de massa muscular, pelagem
opaca e amarelada, cromodacriorreia, blefarospasmo, secrecdo nasal
serosanguinolenta e mucopurulenta moderada a severa, tosse, espirros, crepitacdes,
dispneia, dificuldade de locomocdao, paresia, fraqueza e letargia. Os sinais clinicos
persistiram inclusive apds a suspensao do farmaco. Em relacdo ao grupo CTR,
houve aumento significativo (p<0,05) das frequéncias de sinais clinicos
neuromusculares, em todos os intervalos avaliados (até 45 dias), e para 0s eventos
respiratorios e oculares as frequéncias foram estatisticamente superiores a partir do
dia 16 de tratamento e persistiram inclusive ap0s a suspensédo da terapia, intervalo
31 a 45 dias (p<0,05). As frequéncias acumuladas de eventos clinicos se encontram

na Figura 2.
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Figura 2. Frequéncia de eventos clinicos por sistema afetado, de ratos Wistar
tratados por 30 dias com dose metronémica de ciclofosfamida.

5.1.2 Metotrexato

Os valores correspondentes a peso vivo, consumo de alimento e agua dos
animais tratados com MTX se encontram consolidados na Tabela 2 e ilustrados na
Figura 3. Em todos os periodos avaliados, ndo houve diferencas significativas
(p>0,05) entre os pesos dos animais tratados e o CTR, assim como também néo
foram observadas diferencas significativas para o consumo de agua (p>0,05).
Exceto, nos dias 18 e 24 de avaliagdo, 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 agua de ratos Wistar tratados por 45
dias com dose metronémica de metotrexato (MTX) ou placebo (CTR).

Peso vivo (g)

Consumo agua

(g/100 g PV)

Consumo alimento

(g/100 g PV)

Dia

MTX CTR MTX CTR MTX CTR

0 176,25+15,472 174,72+11,502 16,022 15,172 10,332 10,152
3 210,83£19,762 211,67+12,992 15,832 15,882 9,892 10,382
6 226,11+20,882 228,06+£14,222 14,512 15,352 9,472 9,002
9 242,50+£22,412 241,11+20,602 15,472 14,792 9,402 9,452
12 253,06+19,802 255,28+26,352 13,612 13,512 8,902 8,602
15 265,83+£19,882 265,00+£32,062 13,172 11,7223 8,672 8,602
18 277,50£20,732 282,78+19,852 13,722 12,942 8,51" 7,962
21 287,22+18,332 295,00+£21,982 10,832 10,512 7,642 6,962
24 298,61+22,702 303,06+24,812 12,922 11,432 7,81° 7,052
27 308,89+21,372 310,28+£26,242 12,412 11,522 7,642 6,992
30 320,83+£22,502 320,28+£27,062 12,472 12,022 7,472 6,902
33 326,67+28,362 328,33+£36,212 12,502 12,022 7,652 7,872
36 336,67+£27,612 339,17+£38,132 11,882 10,932 7,422 7,252
39 345,00+£28,272 347,08+£36,622 12,562 11,292 7,952 7,702
42 349,17+29,00a 352,50+40,282 12,042 10,402 7,392 7,102
45 356,67+30,692 362,92+40,102 11,442 11,702 6,302 6,202
48 374,17+£25,582 382,50+£53,552 10,692 11,112 6,682 6,322
51 385,00+£25,102 388,33+51,742 11,902 10,092 6,712 6,442
54 387,50+29,452 397,50+£56,812 10,752 9,222 5,812 5,452
57 395,83+£32,772 400,00+53,672 12,212 10,422 6,952 6,462
60 398,33+£30,112 407,50+56,102 10,252 9,822 6,492 6,132

2" Letras diferentes por linha, indicam diferencas estatisticamente significativas, teste de T-student
(p<0,05). Média+DP.
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Figura 3. Peso vivo, consumo de alimento e agua de ratos Wistar tratados por 45
dias com dose metronémica de metotrexato (MTX) ou placebo (CTR).
Diferencas significativas p<0,05 (*), teste de T-student.

N&o foi observada mortalidade nos animais tratados com MTX durante os 60
dias avaliados. Observaram-se 0s primeiros sinais clinicos a partir do dia 5 de
tratamento, sendo principalmente alteragcdes de caracter leve a moderado, tais
como: secrecao nasal, crepitacdes 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
apo0s a suspensdo do farmaco. Quando comparadas com o grupo CTR, as
frequéncias dos eventos respiratérios foram significativamente maiores (p<0,05)
durante os primeiros 30 dias de tratamento e no intervalo posterior a suspensao da
terapia (46 a 60 dias), as alteracbes oculares foram estatisticamente superiores
(p<0,05) ao CTR apds 30 dias de tratamento (intervalo 31-60 dias). As frequéncias

de eventos clinicos para o periodo integral avaliado se encontram na Figura 4.
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Figura 4. Frequéncia de eventos clinicos por sistema afetado, de ratos Wistar
tratados por 45 dias com dose metrondmica de metotrexato.

5.2 Fase
Os resultados desta fase foram analisados baseando-se nos parametros de
normalidade estabelecidos para a espécie e a faixa etaria (GIKNIS; CLIFFORD,

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

5.2.1 Ciclofosfamida

As médias dos parametros hematologicos e bioquimicos dos diferentes
periodos 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 apdés término da terapia.
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Tabela 3. Hemograma e bioquimica sérica de ratos Wistar tratados com dose metrondmica de ciclofosfamida (CPX) ou placebo

(CTR).

Parametro (;Ekqgiilftiségng&%) 30(;:35 ) CTR 4(5;|j)l(as ) CTR
Hemacias (10°/uL) 7,27-9,65 7,29+0,652 7,54+0,542 6,30+0,392 6,48+0,47%
Hemoglobina (g/dL) 13,70-17,60 16,20+1,632 15,88+0,482 13,87+0,58° 14,80+0,50%
Hematocrito (%) 39,60-52,20 40,92+3,712 42,03+3,152 36,05+4,192 34,33+1,59°
VCM (fL) 48,90-57,90 56,33+1,212 55,83+1,942 57,17+4,172 53,00+2,61°
HCM (pg) 17,10-20,40 22,20+1,072 21,08+1,022 22,05+1,302 22,93+2,31°
CHCM (g/dL) 32,90-37,50 39,55+1,012 37,90+1,822 38,78+4,052 43,15+2,892
Plaquetas (10°/pL) 638,00-1177,00 590,00+80,00° 670,00+120,00% 560,00+180,00" 740,00+70,00%
Leucécitos (10%/pL) 1,96-8,25 5,92+1,68" 7,960,232 6,55+2,822 7,52+2,152
Linfécitos (10*/uL) 1,41-7,11 1,15+0,27" 5,43+0,61% 3,05+1,04° 5,95+1,95
Monécitos (10°/uL) 0,03-0,18 0,00+0,00" 0,17+0,09* 0,15+0,26° 0,0620,06°
Neutrofilos (10%/pL) 0,22-1,57 4,69+1,68° 2,30+0,42% 3,18+2,11° 1,45+0,35%
Eosinéfilos (10%/uL) 0,01-0,16 0,07+0,14° 0,04+0,06" 0,09+0,10° 0,07+0,09°
Bas6filos (10%/pL) 0-0,05 0,00+0,00° 0,00+0,00* 0,02+0,05" 0,00+0,00*
Creatinina (mg/dL) 0,2-0,5 0,50+0,012 0,50+0,00° 0,60+0,10° 0,60+0,102
Ureia (mg/dL) 12,30-24,60 32,50+7,80" 46,00+5,602 54,00+7,00° 48,50+15,802
Proteina sérica total (g/L) 5,20-7,10 6,700,502 7,00+0,702 7,60+1,10% 7,30+0,802
Albumina (g/L) 3,40-4,80 1,60+0,50° 2,40+0,502 2,10+0,40° 2,300,402
ALP (U/L) 62,00-230,00 203,80+147,60% 251,50+59,202 199,80+56,60" 281,50+60,602
ALT (U/L) 18,00-45,00 36,20+10,90° 49,00+2,402 52,80+4,90° 57,30+8,102
AST (U/L) 74,00-143,00 113,70+26,902 115,00+24,702 81,00+9,302 92,20+16,802
GGT (U/L) 0,00-19,00 1,40+2,802 2,30+3,602 5,00+2,402 5,50+2,702

2P| etras diferentes por linha, indicam diferencas estatisticamente significativas para cada momento, ANOVA de uma via e comparac&o muiltipla de Tukey

(p<0,05). Média+DP.
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5.2.1.1 Hemograma
Aos 30 dias de tratamento (M1) se observou diminuicdo estatisticamente

significativa das contagens de leucdécitos e monadcitos entre 0os animais tratados com
CPX e o grupo CTR (p<0,05). Os animais tratados mostraram diminuicao
significativa dos valores absolutos e relativos de linfocitos e aumento de neutrdfilos
(p<0,05). Nao foram achadas diferencas significativas para os valores absolutos e
relativos de eosindfilos ou de basofilos, contagem de hemacias e plaquetas,
hemoglobina, hematdcrito, VCM, HCM ou CHCM (p>0,05).

Para M2, no grupo CPX persistiu a diminuigdo nas contagens de linfécitos e o
aumento de valores de neutrofilos, alterando a relacdo normal para a espécie entre
as duas populagbes celulares de forma significativa (p<0,05). Porém, ndo houve
diferencas estatisticas (p>0,05) na contagem de leucécitos, nem em outras
populacdes. A contagem de plaquetas e a hemoglobina encontraram-se discreta,
mas significativamente diminuidas (p<0,05). Os outros parametros hematoldgicos

nao apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05).

5.2.1.2 Bioquimica sérica

Em M1, os animais tratados mostraram diminuicdo significativa (p<0,05) dos
valores de ureia, ALT e albumina, sendo esta ultima a Unica clinicamente relevante.
N&o foram observadas diferencas significativas (p>0,05) para as variaveis creatinina,
ALP, AST, GGT ou proteina sérica. Enquanto que para M2, os animais do grupo
tratado mostraram diminuicéo significativa (p<0,05) dos valores de ALP em relac&o
aos animais do grupo CTR. Nao houve diferencas estatisticas para as outras

variaveis (p>0,05).

5.2.1.3 Aspirado de Medula Ossea

Nado foram achadas alteracdes morfolégicas nas populacdes celulares nos
esfregacos de medula 6ssea. A contagem manual exibe-se na Tabela 4. Durante
M1, observou-se reducéo significativa das populacdes eritroides maduras, assim
como dos linfécitos (p<0,05), aumento de populacbes mieloides maduras e
subsequente inversdo da relacdo M:E (p<0,05). Para M2, praticamente todos o0s

parametros foram restabelecidos, com excecdo das populactes eritroides maduras
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que continuavam ligeiramente diminuidas (p<0.05). As popula¢gBes imaturas ou

precursoras ndo apresentaram alteragdes significativas (p>0,05).

Tabela 4. Contagem diferencial de populagdes celulares de aspirado de medula
O0ssea de ratos Wistar tratados por 30 dias com dose metrondmica de
ciclofosfamida (CPX) ou placebo (CTR).

M1 M2
Parametro

CPX CTR CPX CTR
Megacariocitos (cél/campo) 12,50+2,43" 16,50+3,622 13,17+3,062 14,67+1,212
El (%) 4,03+0,452 3,80+0,672 4,17+0,152 4,030,152
EM (%) 16,00+5,14° 22,52+2,642 18,63+5,28°  25,17+4,06°
MI (%) 8,33+1,502 6,72+1,532 9,43+1,632 8,20+0,772
MM (%) 56,03+5,42°  43,68+3,562 46,406,262  42,33+3,802
Linfocitos (%) 6,27+1,69" 11,32+3,772 10,13+1,342 11,30+2,082
Plasmdcitos (%) 0,63+0,71° 0,80+0,182 0,50+0,242 0,50+0,242
Mastocitos (%) 1,331,092 2,32+1,662 1,10+1,092 1,17+1,282
Eosinofilos (%) 7,371,272 8,84+2,062 9,63+2,46" 7,30+0,582
Relacdo M:E 3,43+1,10° 1,93+0,152 2,63+0,962 1,77+0,362

Células eritroides imaturas (El), Células eritroides maduras (EM), Células mieloides imaturas (Ml),
Células mieloides maduras (MM), Relacdo Mieloide-Eritroide (M:E). 30 d de tratamento (M1), 45 d
(M2). & ® Letras diferentes por linha, indicam diferengas estatisticamente significativas para cada
momento de tratamento, ANOVA de uma via e comparac¢ao multipla de Tukey (p<0,05). MédiazDP.

5.2.2 Metotrexato
Os valores mensurados de hemograma e das varidveis bioquimicas expdem-

se na Tabela 5.

5.2.2.1 Hemograma

Em M1, o grupo MTX mostrou aumento significativo na contagem de
leucécitos e discreta diminuicdo do numero de plaquetas e das contagens de
hemoglobina e CHCM (p<0,05) em relacdo ao CTR. N&o houve diferencas
estatisticas para as outras variaveis hematolégicas (p>0,05). Em M2, observou-se
diminuicdo significativa, porém discreta, de CHCM (p>0,05). Os outros parametros
nao apresentaram alteracdes significantes em relacdo ao CTR (p<0,05). Em M3, a
Unica diferenca significativa foi aumento de neutrofilos segmentados (p<0,05). Nao

houve diferencas estatisticas para as outras variaveis (p>0,05).
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Tabela 5. Hemograma e bioquimica sérica de ratos Wistar tratados por 45 dias com dose metrondmica de metotrexato (MTX) ou

placebo (CTR).

. Valor de referéncia 30 dias (M1) 45 dias (M2) 60 dias (M3)
Parametro (GIKNIS; CLIFFORD,

2008) MTX CTR MTX CTR MTX CTR
Hemacias (10°/uL) 7,27-9,65 7,67+0,862 7,54+0,542 6,780,992 6,480,472 6,360,262 6,47+0,752
Hemoglobina (g/dL) 13,70-17,60 14,83+0,63" 15,880,482 14,10+1,862  14,80+0,508  14,35+0,842  14,87+0,692
Hematocrito (%) 39,60-52,20 42,072,732 42,033,152 36,48+5,432  34,33+1,592  34,78+2,192  34,33%4,712
VCM (fL) 48,90-57,90 55,17+4,492 55,83+1,942 53,83+0,982  53,00+2,612  54,67+2,422  52,67+1,372
HCM (pg) 17,10-20,40 19,48+1,762 21,08+1,022 20,850,772  22,93+2,312  22,60+1,342  23,22+2 922
CHCM (g/dL) 32,90-37,50 35,30+1,56" 37,901,822 38,75+1,11°  43,15+2,8928  41,43+2,822  44,02+6,472
Plaquetas (10°/pL) 638,00-1177,00 540,00+80,00° 670,00+120,00® 850,00+300,00° 740,00+70,00° 640,00+90,00* 620,00+80,00°
Leucécitos (10%/pL) 1,96-8,25 11,93+2,30° 7,960,232 8,28+2,822 7,522,152 8,55+3,82% 8,50+2,29°
Linfécitos (10*/uL) 1,41-7,11 8,32+2,07° 5,43+0,61° 6,20+1,75% 5,95+1,95 5,40+2,66° 6,09+1,40°
Monécitos (10°/uL) 0,03-0,18 0,13+0,20° 0,17+0,09° 0,13+0,10° 0,060,062 0,10+0,08? 0,13+0,09°
Neutrofilos (10%/pL) 0,22-1,57 3,23+2,16° 2,30+0,42% 1,80+1,10% 1,45+0,35% 3,10+1,65" 1,95+0,72%
Eosinéfilos (10%/uL) 0,01-0,16 0,25+0,25% 0,04+0,06° 0,15+0,08? 0,07+0,09° 0,07+0,06? 0,33%0,36°
Bas6filos (10%/pL) 0-0,05 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,02+0,04% 0,00+0,00? 0,02+0,05? 0,00+0,00?
Creatinina (mg/dL) 0,2-0,5 0,50+0,012 0,50+0,00? 0,60+0,10? 0,60+0,10? 0,70+0,10? 0,600,102
Ureia (mg/dL) 12,30-24,60 33,00+4,30° 46,00+£5,60"  47,20+12,90° 48,50+15,80®  34,80+6,10°  39,80+6,702
Proteina sérica total (g/L) 5,20-7,10 6,500,602 7,00+0,70% 7,20%0,70% 7,300,802 6,10+1,402 6,700,202
Albumina (g/L) 3,40-4,80 2,50+0,302 2,40+0,502 2,10+0,20° 2,300,402 1,90+0,102 2,00+0,40°
ALP (U/L) 62,00-230,00 176,50+50,90° 251,50+59,202 249,70+55,30% 281,50+60,602 198,70+65,302 237,20+65,00
ALT (U/L) 18,00-45,00 38,80+7,30" 49,00+2,402 50,80+8,502  57,3048,108  55,50+8,502  55,30+9,902
AST (U/L) 74,00-143,00 102,00+16,802 115,00£24,708  94,00+21,80% 92,20+16,802 113,00+18,90% 128,70+26,802
GGT (U/L) 0,00-19,00 1,20+2,902 2,30+3,602 4,203,302 5,50+2,702 4,703,602 4,703,602

2P| etras diferentes por linha, indicam diferencas estatisticamente significativas para cada momento, ANOVA de uma via e comparac&o miiltipla de Tukey

(p<0,05). Média+DP.
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5.2.2.2 Bioquimica sérica
Durante M1, evidenciou-se diminuicdo significativa (p<0,05) dos valores de

Ureia, ALP e ALT, em relacdo com o CTR. Nao houve diferencas significativas dos

parametros biogquimicos em M2 nem M3 (p>0,05).

5.2.2.3 Aspirado de Medula Ossea

N&do foram observadas alteracbes morfolégicas na celularidade dos
esfregacos de medula 6ssea. A contagem diferencial pode ser observada na Tabela
6. Em M1, houve aumento significativo de populagcbes mieloides imaturas e reducéo
de plasmécitos (p<0,05). Em M2, os valores apresentaram recuperacdo, com
aumento significativo de contagens de eosinofilos (p<0,05), e em M3, se observou
novamente diminuicdo estatisticamente significativa de populagbes mieloides

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

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

M1 M2 M3
MTX CTR MTX CTR MTX CTR

Parametro

Megacariocitos 16,83+1,94% 16,50+3,622 16,50+1,64% 14,67+1,21% 15,50+3,892 17,50+2,592
(cél/lcampo)

El (%) 4,030,272 3,80+0,672 4,27+0,272 4,03+0,15% 4,03+0,152 3,80+0,402
EM (%) 22,17+4,80% 22,52+2,642 25,90+5,302 25,17+4,062 23,80+4,432 26,473,942
MI (%) 9,00£0,83° 6,72+1,53% 8,13+2,352 8,20+0,77% 7,27+0,71° 8,330,622
MM (%) 42,90+4,822 43,68+3,562 35,73+9,222 42,33+3,802 46,40+4,23° 38,30+3,372

Linfécitos (%) 10,47+1,232 11,3243,778 11,97+2,462 11,30+2,08° 8,20+0,68" 11,57+1,892
Plasmocitos (%) 0,30+0,28° 0,800,182 0,57+0,15% 0,50+0,24% 1,10+0,302 1,00+0,362
Mastocitos (%) 1,70+0,782 2,32+1,66% 3,07+3,04% 1,17+1,282 1,13+0,872 0,85+0,512
Eosindfilos (%) 9,33+1,792 8,84+2,06® 10,37+2,83° 7,30+0,582 8,07+2,042 9,95+2 572
Relag&o M:E 1,98+1,122 1,93+0,15% 1,45+2,08% 1,77+0,36% 1,93+1,08% 1,54+0,922

Células eritroides imaturas (El), Células eritroides maduras (EM), Células mieloides imaturas (Ml),
Células mieloides maduras (MM), Relacdo Mieloide-Eritroide (M:E). 30 d de tratamento (M1), 45 d
(M2) e 60 d (M3). * ® | etras diferentes por linha, indicam diferencas estatisticamente significativas
para cada momento de tratamento, ANOVA de uma via e comparagdo multipla de Tukey (p<0,05).
Média+DP.
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5.3 Fase lll
5.3.1 Achados macroscépicos

Nenhum animal CTR apresentou lesfes durante a avaliacdo
macroscopica. Dos animais tratados com CPX, apos 30 dias de tratamento (M1), 3/6
apresentaram perda severa de massa muscular, 2/6 ma qualidade da pelagem, 1/6
epistaxe e 1/6 nodulacdes pulmonares firmes. Quinze dias ap0s a suspensao da
terapia (M2), todos apresentavam perda de massa muscular (6/6) e 3/6
esplenomegalia (Figura 5). Em relacdo ao grupo tratado com MTX, 5/6 animais

evidenciaram esplenomegalia em M1 e M3 (15 apés a suspensao da terapia).

5.3.2 Avaliacao histopatoldgica

N&o foram observadas alteracdes histologicas em artéria (aorta abdominal)
nem em intestino tanto nos grupos de tratamento como nos diferentes momentos de
avaliagdo. Os grupos CTR exibiram alteracdes microscopicas leves sendo 33%

hepaticas, 33% pulmonares, 33% esplénicas, 5% renais e 5% cardiacas.

5.3.2.1 Ciclofosfamida

Os animais tratados exibiram 78% de alteracdes hepéticas com congestdo de
grandes vasos (22%) e degeneracédo hidrépica hepatocelular (55%); 67% de afecéo
pulmonar incluindo moderada a severa pneumonia intersticial crbnica e
broncopneumonia fibrinopurulenta com dois animais apresentando abscessos
pulmonares durante M1; 61% de alteracbes esplénicas explicadas por hipoplasia de
polpa branca e vermelha (como se observa na Figura 6); 17% de lesdes renais
incluindo alteracdes vasculares (11%) e necrose tubular aguda (6%); 5% de
comprometimento cardiaco (degeneracdo de fibras do miocéardio). Tanto para M1
quanto para M2, houve dano estatisticamente significativo no baco dos animais
tratados (p<0,05). Os outros 6rgdos ndo apresentaram diferencas estatisticas em
relacgo ao CTR em ambos os momentos avaliados (p>0.05). As principais

alteracdes histologicas se ilustram na Figura 7.
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Figura 5. Alteracdes macroscopicas de ratos Wistar tratados por 30 dias com
ciclofosfamida metronémica. (A) Acentuada perda de massa muscular
(esquerda), animal controle (direita); (B) Esplenomegalia (superior), animal
controle (inferior); (C) Nodulacdes no parénquima pulmonar.

Figura 6. Fotomicrografias de baco de ratos Wistar tratados por 30 dias com
ciclofosfamida metronémica (CPX) ou placebo (CTR). (A) Bago normal,
CTR, 30 d; (B) Deplecéo celular leve, CPX, 30 d; (C) Deplecao celular
moderada, CPX, 30 d; (D) Deplecdo celular severa, CPX, 30 d. H&E.
100x, bar 100 pm.
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Figura 7. Frequéncia das principais alteracdes histopatolégicas de ratos Wistar
tratados com dose metrondmica de ciclofosfamida.

5.3.2.2 Metotrexato

Os animais tratados mostraram 94% de alteracdes pulmonares inflamatérias,
sendo principalmente pneumonia intersticial crénica de moderada a severa (89%) e
28% de lesbes vasculares como congestdo de grandes vasos (17%) e hemorragia
focal (11%); 94% de alteracbes hepaticas de leves a moderadas, sendo 22%
vasculares (congestdo de grandes vasos), 67% degeneracdo hidrépica
hepatocelular e 5% degeneracdo gordurosa; 55% de deplecdo esplénica moderada
a severa; 44% de lesdes cardiacas leves a moderadas, com degeneracao de fibras
do miocardio (33%) e hemorragia focal (11%); 28% de alteracdes renais leves,
sendo 11% congestivas e 17% necrose tubular aguda; e 11% de alteracdes
enceféalicas leves (hemorragia focal). Em M1, se observou dano significativo ao nivel
esplénico em relagédo ao grupo CTR (p<0,05). Nenhum outro 6rgdo apresentou lesdo
significativa neste periodo nem em M2 ou M3 (p>0,05). As principais alteracdes

histopatolégicas dos animais tratados com MTX se ilustram na Figura 8.
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Figura 8. Frequéncia das principais alteracdes histopatolégicas de ratos Wistar
tratados com dose metronémica de metotrexato.

As principais alteragdes microscoépicas observadas no pulméo e no figado de

ambos 0s grupos tratados se exibem na Figura 9 e 10, respectivamente.
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Figura 9.

Fotomicrografias pulmonares de ratos Wistar tratados com doses
metrondmicas de ciclofosfamida (CPX), metotrexato (MTX) ou placebo
(CTR). (A) Pulmdo normal, CTR, 30 d; (B) Broncopneumonia
fibrinopurulenta severa, CPX, 30 d, infiltrado inflamatério no interior de
um bronquiolo (seta); (C) Abscesso pulmonar, CPX, 30 d; (D)
Pneumonia intersticial cronica moderada, CPX, 45 d, macréfagos
espumosos (seta); (E) Pneumonia intersticial crénica severa, MTX, 30 d;
(F) Pneumonia intersticial crénico-ativa moderada, MTX, 45 d. H&E.
200x, bar 50 pm.
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Figura 10. Fotomicrografias de figado de ratos Wistar tratados com dose
metrondmica de ciclofosfamida (CPX), metotrexato (MTX) ou placebo
(CTR). (A) Figado normal, CTR, 30 d; (B) Degeneracdo hidrépica
periportal severa, CPX, 30 d; (C) Degeneracao hidrépica centrolobular
severa, CPX, 45 d; (D) Degeneracao gordurosa centrolobular moderada,
MTX, 30 d; (E) Degeneracéo hidropica periportal moderada, MTX, 45 d;
(F) Congestdao moderada de grandes vasos (seta), MTX, 60 d. H&E.
400x, bar 20 pm.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou a toxicidade de dois protocolos metrondémicos,
utilizando individuos higidos, para evitar sobrepor alteragcbes decorrentes dos
processos tumorais, que podem ser similares as causadas pelos farmacos
antineoplasicos (EMMENEGGER et al., 2004). Sendo assim, a eficacia terapéutica
nao foi o0 objetivo da nossa pesquisa.

O empirismo que caracteriza a selegao de doses metrondmicas, assim como
a auséncia de estudos farmacocinéticos dificulta a padronizacdo destes esquemas,
obrigando a utilizar relatos prévios que conciliem efetividade com baixa toxicidade
(PASQUIER et al., 2011; BOCCI; KERBEL, 2016). Foram selecionadas doses que
nao deveriam ter causado morte nem efeitos adversos graves (ZHAO et al., 2005;
PATEL et al., 2014), no entanto, as alteracdes observadas nos animais n&o
corresponderam com estes relatos.

A selecdo da dose metronbmica de CPX utilizou diferentes critérios que
incluiram: a fracdo correspondente da DMT de CPX estabelecida para roedores
entre 104 e 150 mg/kg (PENEL; ADENIS; BOCCI, 2012; SINANOGLU et al., 2012); a
férmula de extrapolacdo alométrica a partir de diferentes modelos em camundongos
gue possuiam estudos farmacocinéticos mais completos (REAGAN-SHAW; NIHAL;
AHMAD, 2008; DOLOFF; WAXMAN, 2012); trabalhos na espécie alvo que
mostraram eficicia e boa tolerancia em uso subcrénico, 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 consideraveis 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
trés 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 gque nao fossem diarios podem ser efetivas e menos toxicas.

Em animais, as doses metronémicas de MTX ainda nao foram estabelecidas.
Em roedores, existem relatos do impacto toxicologico de doses orais baixas de MTX,
porém, desconhece-se sua efetividade antitumoral (FAN et al., 2009; PATEL et al.,

2014). A selecéo da dose utilizada na presente pesquisa se baseou na extrapolagéo
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alométrica a partir dos valores utilizados em humanos (REAGAN-SHAW; NIHAL;
AHMAD, 2008; KHAN et al., 2011), mas varios 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 tolerancia 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 citotdxicos associados a quimioterapia metronémica Sao raros, pois
esta se mostra bem tolerada pelos tecidos que eram sensiveis a quimioterapia
antineoplésica convencional (KERBEL; KAMEN, 2004). Os resultados observados
neste trabalho diferem dos autores, pois se evidenciou que ndo todas as doses
metrondmicas sdo de baixa toxicidade e que no longo prazo multiplas alteracdes
clinicas podem estar presentes.

Em estudo de Senthilkumar et al. (2006), altas doses de CPX se relacionaram
com edema de midcitos e hialinizacao focal do miocardio, necrose e descamacédo do
epitélio dos tubulos renais, edema de hepatécitos e estreitamento de espaco
sinusoidal. Diferentemente, nosso esquema metrondmico de CPX n&o mostrou
alteracdes consideraveis em cérebro, coracao, artéria, rins ou duodeno, mas revelou
alteracdes no figado, provavelmente devido a ativagdo hepética microsomal da CPX
(SENTHILKUMAR et al., 2006).

Apesar de nao ter observado mortalidade no grupo tratado com MTX, estes
animais evidenciaram leves a moderadas alteracbes esplénicas, cardiacas,
hepéticas e medulares, que ndo deveriam ser subestimadas, principalmente porque
algumas persistiram no tempo, inclusive apés a suspensao da terapia. Patel et al.
(2014), observaram, em animais tratados com doses metronébmicas de MTX
superiores a utilizada: leucopenia, neutropenia e anemia, perda de peso, anorexia,
depressao, letargia e diarreia, degeneracao e alteracdes vasculares em figado, rim e
pulmé&o, assim como necrose e ulceracdo intestinal. No entanto, se destaca no
mesmo estudo, que doses de 0,062 mg/kg/d ndo causaram deplecdo esplénica,
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 contrario que a dose de

0,07 mg/kg/d que ndo manifestou alteracdo intestinal, em concordancia com as
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nossas observacdes. As alteracfes cardiacas tém sido relatadas em esquemas
convencionais, especificamente envolvendo complicacdes tromboembdlicas,
pericardite e efusdo pericardica (LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014), diferentemente da
degeneracéo das fibras do miocardio observada neste, que ndo tinha sido relatada
em esquemas metrondémicos.

A toxicidade pulmonar destes farmacos antineoplasicos se considera rara,
inclusive em esquemas convencionais, ja que cursa frequentemente com reacdes de
hipersensibilidade e fibrose pulmonar (SABA et al., 2013; LIVSHITS; RAO; SMITH,
2014), achados ndo observados na presente pesquisa. Reconhece-se também que
a incidéncia de erro técnico de gavage € extremamente baixa, porém, Eichenbaum
et al. (2011) mostraram sinais orais e respiratorios severos em ratos Sprague-
Dawley tratados com gavage oral durante 3 semanas, sinais associados a refluxo do
farmaco na cavidade nasal e subsequente aspiracdo dos conteldos no trato
respiratério. No entanto, nossos achados ndo corresponderam com estas alteragdes,
nao havendo presenca de necrose, conteudo gastrico ou particulas alimentares nas
secrecbes pulmonares. Adicionalmente, para reduzir a incidéncia e severidade de
problemas associados a gavage, os volumes administrados e as concentracfes
utilizadas dos farmacos foram inclusive inferiores as recomendadas (EICHENBAUM
et al., 2011). Sinais inespecificos como letargia, anorexia, perda de peso, descarga
nasal e ocular, assim como os processos inflamatérios observados na histopatologia
pulmonar, sugerem colonizacdo de patdégenos oportunistas, habitantes normais do
trato respiratério, como resultado da maior suscetibilidade aos diferentes fatores
estressantes (BAKER, 1998), em animais sem competéncia imunolégica, produto do
tratamento farmacoldgico (LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014). Os animais deste estudo
apresentaram resultados que sugerem hipoplasia medular parcial, assim como a
hipocelularidade esplénica observadas com ambos os tratamentos utilizados. Assim,
as alteracdes respiratorias observadas podem ser devidas a infec¢do oportunista do
trato respiratdrio, que pode ter ocorrido por estarem estes animais imunologicamente
comprometidos, estando mais susceptiveis aos patégenos.

A modulacdo imune, que caracteriza 0s esquemas metrondmicos, causa
reducao seletiva de algumas populagdes de linfocitos, como as Treg’s, porém, doses
metrondmicas ndo suficientemente baixas podem levar a deplecdo ndo seletiva de
todas as populagbes de linfocitos (GHIRINGHELLI et al., 2007; TORIMURA et al.,
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2013), o que pode ter acontecido na presente pesquisa, quando analisadas as
contagens linfocitarias periféricas e medulares dos animais tratados com CPX,
reduzidas em mais de 50% ap0s 30 dias de tratamento e provavelmente associadas
com imunossupressao, como se evidenciou em protocolos de altas doses e
frequéncias de CPX, que alteraram a proliferacdo de células do sistema imune,
suprimiram o recrutamento de populagbes imunes na massa tumoral e afetaram a
resposta imune inata (WU; WAXMAN, 2014). Tal fato pode justificar os achados
clinicos e laboratoriais observados nos animais tratados com CPX, como secrecao
nasal e ocular, letargia, anorexia, perda de peso, citopenias e hipoalbuminemia,
indicando comprometimento sistémico grave. Rozados et al. (2004) observaram
diferentes graus de neutrofilia e linfopenia em ratos com implantes tumorais tratados
com CPX, porém, atribuiram esta alteracdo a presenca do tumor. Nossos resultados
rejeitam esta hipGtese, pois sugerem que estas alteragbes sdo decorrentes do
farmaco. Em camundongos, dez dias foram precisos para permitir a recuperacéo da
supressdo da mielopoiese por CPX (WU; WAXMAN, 2014). Em nosso estudo,
animais tratados com CPX por 30 dias que apresentavam para esse momento
alteracdes medulares, mostraram recuperacao destes parametros apés 15 dias de
descanso farmacolégico (50% a mais do tempo de tratamento), porém, o
comprometimento sistémico e 0s sinais clinicos persistiram neste periodo, apesar do
consumo de alimento e 4gua ter se restabelecido uma vez o farmaco foi suspenso.

A quimioterapia metrondmica também se relaciona com diminuicdo das
células dendriticas e NK no baco, mais do que dos niveis de macréfagos, sugerindo
uma explicagdo para a deplecdo celular esplénica observada em ambos os
esquemas metronémicos utilizados (CHEN; DOLOFF; WAXMAN, 2014).

A mielossupressao também é frequentemente associada a baixas doses de
MTX em humanos, manifestada com pancitopenia (KIVITY et al., 2014). Os animais
tratados com MTX apresentaram reducado significativa de plasmdcitos medulares
com aumento das populagdes mieloides imaturas apés 30 dias de tratamento, sem
afetar as populacdes periféricas. De maneira interessante, apesar de ter ocorrido
melhora destes parametros apos término do tratamento, 15 dias depois da
finalizacdo da terapia, evidenciou-se deplecao de linfécitos medulares e populacdes
mieloides imaturas (inicialmente aumentadas), simultaneamente com aumento de

populacdes 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 apds 15 dias de
descanso do farmaco (25% a mais do tempo de tratamento).

Em termos gerais, a maioria dos valores hematologicos e bioquimicos obtidos
foi concordante com os parametros de referéncia para ratos Wistar machos de 8 a
16 semanas, embora a utilizacdo de grupos controles simultaneos seja mais
recomendado para realizar comparacdes (GIKNIS; CLIFFORD, 2008). No entanto,
as alteracdes discretas nas mensuracdes sanguineas dos animais tratados com
CPX ou MTX néo refletiram o real comprometimento organico observado em
resposta ao tratamento.

Os resultados do presente trabalho, por ser realizado em animais de
laborat6rio como os ratos, poderdo ter impacto nas decisdes clinicas em medicina
veterinaria, como também em medicina humana, considerando as diferencas entre
as respectivas espécies. Ambas as doses metrondmicas mostraram ndo ser de tao
baixa toxicidade quanto se assumia, portanto sua toxicidade n&o deve ser
negligenciada e especial atencdo deve ser prestada tanto a imunossupressao em
esquemas metronébmicos quanto a estreita margem de seguranca desta modalidade
de quimioterapia.

Recomenda-se a realizacdo de novas e mais pesquisas para estabelecer as
doses biologicamente 6timas dos diferentes farmacos utilizados em esquemas
metrondmicos, preferentemente nas espécies alvo para determinar efetividade e

toxicidade de forma simultanea.
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7 CONCLUSOES

Os esquemas propostos de dose, frequéncia e tempo de ciclofosfamida e
metotrexato sugerem toxicidade consideravel, assim como efeitos residuais apés a
suspensdo da terapia, diferentemente do que se assumia com protocolos
metrondmicos.

A dose utilizada de ciclofosfamida mostrou mortalidade, perda de peso, sinais
clinicos severos de comprometimento respiratério e sistémico que persistiram apds a
suspensao da terapia; porém, o consumo de alimento e agua apesar de estar
diminuido durante o tratamento mostrou normalizacdo uma vez o farmaco foi
interrompido. O esquema utilizado de metotrexato ndo revelou mortalidade, nem
alteracbes do consumo de alimento e &gua, mas o0s sinais clinicos foram
consideraveis, evidenciando também comprometimento respiratorio.

O tratamento com ciclofosfamida se relacionou com hipoalbuminemia,
reducdo de leucdcitos, linfocitos e aumento de neutréfilos, com persisténcia destes
dois ultimos apds a suspensdo do farmaco. Pelo contrério, o tratamento com
metotrexato evidenciou aumento de leucdcitos inicial e de neutrofilos de forma
residual.

A avaliacdo de medula 6ssea dos animais tratados com ciclofosfamida
evidenciou reducdo de populacdes de linfécitos e hipoplasia parcial eritroide que
persistiu no tempo, sem afecdo de populacdes precursoras. Os animais que
receberam metotrexato mostraram reducdo de plasmécitos e aumento de
populacdes mieloides imaturas inicialmente, mas com reducdo significativa destas
ultimas e de populacdes de linfocitos apds a suspensao da terapia.

Os animais tratados com os dois farmacos revelaram hipocelularidade
esplénica persistente no tempo, assim como acentuadas alteracdes inflamatérias
pulmonares e degeneracdo hepética, no entanto, 0s grupos que receberam
metotrexato mostraram também comprometimento renal e cardiaco.

As doses utlizadas neste estudo evidenciaram leve a moderada
mielotoxicidade, que se manifestou com alteracdes secundarias, explicando os

sinais clinicos observados, que inclusive persistram uma vez que a terapia foi
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suspensa, destacando a importancia de considerar a toxicidade da quimioterapia
metronomica assim como os efeitos adversos residuais.

A supressao imunolégica é desejavel em esquemas metronémicos, sempre
gue aconteca de forma especifica sobre algumas populacdes celulares. No entanto,
diferencas discretas nas doses metronémicas podem transformé-la em uma
condicdo exacerbada, sem capacidade de exercer modulagdo imune antitumoral,

prejudicando sua seguranca terapéutica.
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