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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 populaces eritroides maduras na medula Ossea
(p<0,05). Em M2, somente a reducdo de linfécitos e 0 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), alteracGes
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.
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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) 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 UM.......ccuvuiiiiieeeeieeeeiiiee 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 Varios 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 metrondmicos. 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.
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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 respiratoério.

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 populagcdes precursoras. Os animais que
receberam metotrexato mostraram reducdo de plasmécitos e aumento de
populacdes mieloides imaturas inicialmente, mas com reducao significativa destas
tltimas 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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