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CAPITULO I
INTRODUCEO

A Ciclofosfamida (Fig. 1.1} & um derivado da mos-
tarda nitrogenada, sintetizado em 1957 por 2Arnold e Boureaux
(BOUGHTON et al., 1972}, enguanto se tentava criar agentes an
titumorais com maior especificidade anti necplésica e menor
toxicidade. Desde a sua produgao original e subsegllentes eﬁtg
dos iniciais, o uso clinico da Ciclofosfamida tem se estendi-
do da= neoplasias a diversas doengas, tais comc, artrite reu-
matdide, lupus eritematoso, pénfigo vulgar, etc. (GERSHWIN et

al., 1974).
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Fig. 1.1 Férmula Quimica da Ciclofosfamida.

A Ciclofosfamida & gquimicamente descrita como
N, N bis (B-cloroetil)-N', O-propileno fosfediamida. o uma
mostarda nitrogenada com substituig@o em duas fungoes (GERSH

WIN et al., 1974). £ um agente alguilante, ou seja, um com-




posto gue direta ou indiretamente, contribui com um grupc al-
quila, qgue se liga a algum outro composto, ifon ou elemento.
Sua capacidade alguilante, no entanto, & fraca.

Os &cidos nucleicos s3o o alvo principal dos agen
tes alguilantes, sendo gue as moléculas de purina e pirimidi-
na sao os slitios de alquilagdo; eles inibem a sintese de DNA
e RNA {(POSENCFF et al., 1975; SHORT & GIBSON, 1973). As alte-—
racoes dos &cidos nucleicos incluem alquilagdes simples, 1li-
gagéo cruzada, depurinacao ou quebras da fita simples ou du-
pla. Bases alquiladés ou alteradas pcdem produzir erros na
sintese de RNA e protelnas ou alteragles no padr2o de replica
¢ao, causando transformagdes neoplésicas (CREASEY, 1976).

A Ciclofosfamida € inativa e somente através de
oxidacdo enzimitica do anel e de uma série de reagbes subse-
glentes, produz moléculas com atividade alquilante (WHEELER,
1973) . Ela & transportada numa forma inativa para ser ativada
em sitios especiais do organismo (BROCK, 1967). Os microsso~
mos hepiticos parecem ser os principais responsévels pela sua
ativac3ao (WHEELER, 1973; BROCK, 1967; CONNORS et al., 1970; -
SLADEK, 1971; COHEN & JAO, 1970). As enzimas hepaticas do sis
tema de oxidacZo microssomal de fungao mista parecem ser tan-
to induzidas e/ou quebradas por outras drogas, de tal ncdo,
que a vida média plasmatica da Ciclofosfamida diminui com in-
jegOes repetidas e = grandemente influenciada pela administra
gao de outras drogas. Altas doses de barbituratos ou corticos
terdides podem aumentar a toxicidade aguda (GERSHWIN et al.,

1974).



0 esquema metabdlico da Ciclofosfamida (FENSELAU et
al., 1977) pode ser visto na Fig. 1.2.

Alguns experimentos sugerem que pode haver ativagéo
da Ciclofosfamida em outros locais gque nao o figado (SYRKIN &
ZAITZEVA, 1970} . Cbservou-se inibicdc do crescimento de cé&lulas
Hela em cultura com Ciclofosfamida, quando se adicionava frag-
mentos de medula Ossea de coelho, rim de camundongo, medula &s-
sea humana, células de tumor sdlido (sarcoma de Yoshida, tumo-
res humanos como cancer gastrico, retal, etc.) e fibroblastos
(KONDO & MURAGISHI, 1970).

Rapidamente apds a administracdo de Ciclofosfamida
a camundongos, ratos, cachorros, a atividade citotdOxica & obser
vada no sOro e em menor grau em varios extratos de Srgaos. Al-
tas concentracoes do produto ativado sao eliminadas na urina e
bile. Dependendo da dose, a atividade maxima no soro € atingida
15-30 minutos apds a administragﬁo da droga e permanece pratica
mente constante por 90 a 120 minutos. Apds 24 horas nao & mais
detecti3vel (BROCK, 1967) . A captagdo e a distribuigao da Ciclo-
fosfamida foi estudada no trabalho de GERSHWIN et al., 1974, em
pacientes gue receberam doses endovencsas de 6 a 80 mg/kg/dia.
Segundo estes autores, o material radiocativo (Ciclofosfamidamar
cada com 1463 & rapidamente distribuido em 64% do peso corporal
e a vida média & de 6,5 horas. Cerca de 56% dos metabdlitos al-
gquilantes saoc ligados a proteinas plasmiticas e 68% do material
marcado & excretado na urina. Naoc existe excregao significante
pulmonar ou fecal. Estudos autoradiogrificos mostram que pouccs
minutos apds a injegd3o de Ciclofosfamida, existe aclimulo em va-

rios 8rgaos, principalmente rins e figado (GERHARDS & GRAUL,
1970) .
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Os agentes alguilantes sao venencs nao especificos
para a proliferacgao celular. A Ciclofosfamida inibe a taxa de
reproducao da populagao de cé&lulas normais que se dividem rapi-
damente e destrei linfdcitos madurcs. Isto pode ser visto poer
alopécia, depressao medular e toxlcidade gastrintestinal (CAR-
CIA & SEDANE, 1968}. Outros Orgdos tambén sofrem o efeito tdxi-
co desta droga.

A cistite hemorrigica aguda & uma complicagao fre-
gllente da terapia com Ciclofosfamida, particularmente em pacien
tes insuficientemente hidratados (SCETBCN et al., 1974; WATSQN
& NOTLEY, 1973; WISEMAN & HOMBLY, 1971; LIEDBERG et al., 1970).
As manifestacdes clinicas sao disliria, polacifiria, hematfiria ma
cro e microscopica e urgéncia uriniria. A hematGria, no entan-
to, pode ocorrer sem sintomas. O infcio € extremamente variivel
e pode ocorrer 24 horas apds a primeira dose endovencsa, ou po-
de demorar varias semanas ou meses. Esta toxicidade € devida 2
excrecao de metabSlitos ativos pelos rins. O exame cistoscépico
mostra um grande espectro de alteragdes na mucosa, incluindo hi
peremia, telangiectasia dos vasos, sangramento focal ou difuso
subepitelial, necrose e ulceragao.

A cistite aguda, em geral, se resolve espontaneamen
te com a suspensiao da terapia e hidratacao. Entretanto, a hema-
tiria microscdpica pode perdurar por meses, ou mesmo se iniciar
apds interromper o uso da droga. O padrao geral do dano causado
pela Ciclofosfamida na bexiga & necrose epitelial, seguida por
reparo e hiperplasia. Em camundongos, © epitélio volta ao nor-

mal somente em 70 dias (CAMPOBASSO & BERRINO, 1972) e em ratos




45 se nota uma intensa reagio Qroliferétiva dentre de 1 a 4
dias apds a suspensao da droga (LIEDBERG et al., 197C). Em es
tudo realizado em pacientes gue fizeram uso da Ciclofosfamida,
verificou-se 3 necropsia, gque 25% das bexigas examinadas apre
sentavam fibrose, em graus variados. Esta alteragao era pro-
porcional 3 dose total e 3 duragd@o da terapéutica (JOHNSON &
MEADOWS, 1971). RAlém destas alterac¢Oes, estudo realizado com
microscopia eletrdnica, mostrou necrosé de fibras da rmusculatura
lisa da parede da bexiga de ratos (BONIKOS & KOSS, 1974).

Em pacientes gue usaram Ciclofosfamida em altas do
ses (> 50 mg/kg), houve alterag@o na absorgao de agua, visto
por ganho de peso, hiponatremia e urina muito concentrada. 2
diminuigZo da osmolaridade sérica e o aumento da osmolaridade
urindria apareceu concomitantemente com a excregao de metabd-
litos alguilantes da Ciclofosfamida (DE FRONZO et al., 1974).
Em ratos injetados com dose Unica de Ciclofosfamida e sacrifi
cados apds uma hora, observou-se 3 microscopia Sptica vacto-
los nas porgoes apicais das células dos tibulos proximais e
distais. R microscopia eletrdnica notou-se dilatagdo das cis-
ternas do reticulo endoplasmatico lisc e rugoso e do complexo
de Golgi, 10 minutos apds a administracdo da droga (LAVIN &
KOoss, 1971).

As ceélulas epiteliais da base das criptas da mﬁcg
sa intestinal t&m alta taxa de mitose e, s3o assim, um alvo
importante e precoce para a Ciclofosfamida. O dano tem side
detectado pela presencga de pélulas necrbticas e pela diminui-

c3o do nimero de células vidveis nas criptas. Além disto, ob-



servou-sa em rates tratados com doses altas de Ciclofesfamida,
hemorragias predominantemente do Ileo terminal e mesentério
(LEVINE & SCWINSKI, 1974) .

Como o figado & o local principal de ativagao da
Ciclofosfamida no organismo, foram estudadas as alteragoes des
te drgao apds a administracdo da droga. A microscopia Sptica
as alteracBes dos hepatdcitos sac moderadas e caracterizadas
por inchaco e discreta diminuic3o na basofilia citoplasmitica.
Os sinusdides saoc hiperémicos. Nao existe, entretanto, altera-
cao especifica no figado. O fato dele nao apresentar danos im-
portantes, como sao vistos na bexiga, sugere que oS hepatSci-
tos sao mais resistentes & acao da Ciclofosfamida e isto poce
ser devido a presenca de enzimas adequadas para metabolizar a
droga (LAVIN & KOSS, 1971) . Existe porém, relato na literatura
de um caso de necrose hepatica maciga em paciente gue fez uso
de Ciclofosfamida (AUBREY, 1970).

Foi reconhecido ha tempos, gue a Ciclofosfamida pro
duz efeitos adversos no sistema reprodutivo dos animais. © e-
feito sobre as gonadas &€ da maior import3ncia em pacientes jo-
vens. A ovulacao para, talvez permanentemente numa  Proporgao
substancial, provavelmente em 20-30% das mulhéres mantidas com
doses efetivas de Ciclofosfamida e o exame histolSgico dos ova
rios mostra ausdncia de foliculos e Svulos, restando apenas cé
lulas do estroma (MILLER et al., 1971: WARNE et al., 1973). Re
centes evidéncias da andlise do sémen, bidpsia testicular e
niveis séricos de FSH, mostram efeitos mais préfundo_s ainda na

espermatogénese, um sistema celular com taxa de "turn over" mui



to rapida e assim presumivelmente ﬁais suscetivel a agentes ci
totdxicos (FAIRLEY et al,, 1972), Pacientes tratados com Ciflo
fosfamida s3do oligospérmicos ou azoospérmicos guando examina-—
dos 12 meses (PENSO et al., 1974} ou até 2 1/2 anos apds a
cessagao do tratamento (MILLER, 1971).

A Ciclofosfamida e um agente conhecido por sua
acg3ao mutagénica (EMERIT et al., 1976; PAYNE et al., 1974; TOL-
CHIN et al., 1974). O aumento da freqliéncia de anormalidades -
cromossOmicas pode ser atribuido a atividade farmacoldgica da
droga sobre o DNA, Ela interfere com a integridade estrutural
deste Acido nucleice por um dos varios mecanismos:

a) Alteragao da seqliéncia natural de bases

b) Quebra das cadeias de acides nucleicos

¢) Ligac3o cruzada entre uma porgao da molécula de

DNA com outras partes da mesma molécula, ocutras

moléculas de DNA ou proteinas.

Estas mudancas na rmolécula de DNA, prejudicam a ha
bilidade da célula de se replicar, previnem a divisao eqliitati
va do material cromossomico para as c@lulas-filhas, ou resul-
tam em fragmentagao de cromossomos individuais (TOLCHIN et
Cal., 1974).

Estudos citogenéticos em animais indicam gue gran-
des doses de Ciclofosfamida causam aberracCes similares agque-
las observadas com a irradiacao. Em pacientes portadores de
artrite reumatdide e esclerose sistémica progressiva e que fa-
zem uso de Ciclofosfamida por tempo prolongado; oEservam—se a-

normalidades cromossOmicas, tais como, aumento das metafases -
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com namero de cromossomos menor do gue 46, e uma fregqléncia ma-
ior de quebras cromossomicas (TOLCHIN et al., 1974).

Existe um grande nimerc de mecanismos teratogénicos
posgiveis para a Ciclcofosfamida. Primeiramente, a molécula to-
tal pode ser lentamente degradada, espontanea ou enzimaticamen-
te, dentro do embrido, j& gue ele n3o possui enzimas microsso-
mais para a sua ativacao, produzindo produtos alguilantes tera-
togénicos. Isto parece pouco provavel, porque as caracteristi=-
cas teratogénicas da Ciclofosfamida sao aquelas de um agente al
quilante de acgdo ripida. E possivel também, que a molécula toda
entre no embrifo e aja teratogenicamente sem gquebra, talvez por
inibig2o do processo de diferenciagao mediado por enzimas. Al-
ternativamente, a entrada da molécula toda no embriio, pode ser
coincidente com a entrada de metabdlitos maternos, ou com © me-~
tabolismo placent3rio da droga. Finalmente, a homeostase mater—
no-fetal pode ser afetada pela droga ou seus metabdlitos. As
evidéncias apresentadas sugerem que a droga € um teratégeno po-
tente, exercendo um rapidc efeitc, e gue apesar da bem estabele
cida entrada da droga no embrido, os possiveis efeitos do agen-
te na mae e na troca materno-fetal ndo podem ser descartados
(ASHBY et al., 1976).

A agdo da Ciclofosfamida sobre o tecido hemopoiéti-
co tem sido muito estudada, porque os efeitos sdo rapidos e fa
cilmente observados ao exame do sangue periférico.

Na medula S8ssea, as c€lulas tronco pluripotenciais
(CTP) estdo em sua grande maioria em fase n3o proliferativa (G_),

mas podem sair desta condigao, para entrar no ciclo de divisao
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celular ou para se diferenciar numa cé&lula tronco unipotencial
(CTU) . A natureza do controle de proliferagci@ao e diferenciacao
destas c@lulas € desconhecida. Existem evidéncias de gue fato-
res locais, mais do gue fatores circulantes € gue controlam &
sua proliferacio. Uma diminuigao na sua concentracido seria o
sinal necessario para haver divis'é.o celular ou diferenciagﬁo.
Durante a recuperacao do dano causado por radiacao ou droga ci
totdxica a sua concentraczo na medula dssea pode aumentar mui-
to (LAJTHA, 1975},

A Ciclofosfamida, primeiramente agiria sobre as cé
lulas gue estao se dividindo, causando diminuic3o da linhégem
eritroblastica, granulocitica e megacariocitica na medula &s-
sea. Quandc esta droga & usada em dose muito elevada,ou entao
por tempo prolongade, poderia haver esgotamento do reservatd~
rio de CTP, cujas células entram macicamente no reservatdrio de
CTU e sofrem maturagio.

Apds 18 semanas de uso didrio de Ciclofosfamida em
doses pequenas, em camundongos, verifica-se que a leucopeniase
torna mais pronunciada € qgue o contelido de CTP da medula Ossea
.declina, pelo menos em comparagac com os altos valores nas'pri
meiras semanas (PANNACCIULLI et al., 1977).

Varios trabalhos mostram que a Ciclofosfamida tem
efeito maior schbre a série eritroblastica do que sobre a série
granulocitica, e que a recuperacao das células mieldides e
mais répidé do gue a da s&rie eritroblastica (SCARC et al. 1972;
NINKOV & PILETIC, 1974; KAUL & HUDSON, 1969a; KAUL & HUDSON,

1969b; CONSTABLE & BLACKETT, 1972). Em camundongos, a utiliza-



¢do de dose Unica elevada produz destruigace completa do tecido
hemopoi&tico da medula Ossea apds 2 dias, sendo que a recupera
¢2o dos granuldcitos se faz apds 4 a 5 dias e dos eritroblas-~
tos ap&s 10 dias (SCARO et al., 1972).

O trabalho de ROSENOFF et al., 1975 gue estuda as
alteragdes causadas pela Ciclofosfamida através da incorpora-
cao de timida - *f no DNA de células normais em camundongos
(medula Ossea e tratoc gastrintestinal) e células tumorais, mos
tra gque ji existe inibic¢Zo da sintese de DNA apbs 6 horas da
administragac da droga, independente da dose usada e que a ini
bicdo atinge o maximo em 12 horas. A recuperagao da sintese de
DNA comeca a ocorrer em 24 horas e existe retorno aos niveis
normais. em 36 horas. A.celularidade da medula Ossea se altera
mais lentamente. A diminuigado ocorre apds 12 horas e atinge o
valor mais baixo em 48 horas; a recuperac3o a niveis normais se
da em torno do 69 dia.

Na literatura pesquisada nao foram encontradas re-
feréncias a estudos realizados, em medula Ossea, atraves . do
método citofotométrico. Assim, considerando-se gue a citofoto-
metria & um método ftil para a avaliagdo da sintese de  &cidos
nucleicos, resolveu-se estudar o padrao de distribuigdo de sin
tese-de DNA em eritroblastos de ratos tratados com Ciclofosfa-
mida. Foram escolhidos os eritroblastos porgue sdo as c&lulas
da medula Ossea, gue sofrem mais a agac da Ciclofosfamida (NIN

KOV & PILETIC, 1974; CONSTABLE & BLACKETT, 1972).




CAPITULO IIX

CBJETIVOS

O presente trabalho teve por cbietivos:

1. Verificar a agac da Ciclofosfamida scbre a ce-
lularidade total da medula Ossea e as altera-
¢Oes quantitativas e gualitativas da série eri
troblastica, em animais submetidos a duas do-
ses de 30 mg/kg.

2. Detectar as alteragoes do ciclo celular dos
eritroblastos, causadas pela droga e estudar a
fase precoce da recuperagao desta série.

3. Observar os danos histoldgices causados pela

droga sobre figado, bexiga, intestino e estémg

go.




cAPITULO IIX

MATERI AL E METODOS

Foi realizado estudo preliminar, baseando-se no
trabalho de ROSENCEFF et al., 1975, Utilizaram-se 20 ratos ma-
chos gue foram injetados com Ciclofosfamida 200 mg/kg intrape-
rintonial, em duas doses, com intervalo de 24 horas. Os animais
foram sacrificados 24, 48 e 72 horas apds a tltima dose do medi
camento.

Com base nos resultados da experiéncia acima, que
revelou grande toxicidade, procedeuQSe a um segundo experimento,
reduzindo-se a dose do medicamento para 50 mg/kg e mantendo-se
o mesmo esquema de aplicagZo. Foram utilizados 20 ratos machos,
brancos, de idade aproximada de 2 a 3 meses, gue pesavam de 86
a 155 gramas e que foram divididos em grupos de cinco animais.
Trés destes grupos foram injetados e cinco ratos usados como
controle.

Os animais injetados foram sacrificados 24 horas
(Grupo 1}, 48 horas (Grupo 2} e 72 horas (Grupo 3), apds a apli
cagao da Ultima dose do medicamento. A morte foi induzida  por
éter. Foram retirados os seguintes Orgaos: figado, estomago, in
testino e bexiga. Foram analisados macroscopicamente e fragmen-
tos foram fixados em formol 10% e incluidos em parafina, obten-
do-se cortes de 6 um, que foram corados com hematoxilina-eosina

O osso esterno foi retirado e através da expressio
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do mesmo se obteve material medular, com o qual foram feitos es
fregagos em lamina. Deste material, uma parte foi fixada e cora
da pelo Leishman (LILLIE & FULLMER, 1976) e contadas 500 c&lu-
las, para estudo quantitativo e gualitativo da série eritroblias
tica e avaliagao da celularidade total. Foi realizada reaczc da
mieloperoxidase pela técnica de Sato (LILLIE & FULILMER, 1976)em
esfregacos dos ratos do grupo 3, para estudo diferencial dos
elementos jovens encontrados na fase de recuperacao. Outra par-
te do material foi tratada pela reacdo de Feulgen (MELLO, 1976a),
para estudo quantitativo do DNA em nficleos de eritroblastos, pe
lo método citofotométrico.

A determinacao dos valores Feulgen - DNA em unida-
des arbitrarias foi realizada citofotometricamente através éo
metodo de duplo comprimento de onda (ORNSTEIN & PATAU, 1952).

Por este método a guantidade total do cromSforo & dada pela £Or

mula:
B La C
mz
K In 10
a
onde:
C = 1 In 1
2 ~-Q Q «~ 1
1 -7
g=b  _ b
La 1 - Ta
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sendo:
m = gquantidade total do cromGforo, no caso, valor

Feulgen - DNA em unidades arbitrarias.

B = Area do campo fotometrado

T = transmitancia medida por area fotometrada
K = absortividade

L =1~-T

In = logaritimo neperiano

Os indices_gre b referem—se aos valores relativos
aos dois comprimentos de onda escolhidos, tais que

Kb = ZKa

No presente caso sendo as determinacdes relativas
e nac absolutas, a fOrmula utilizada foi:

m = B La C

Para a selegao dos comprimentos de onda a e b a sg
rem utilizados, foram determinadas curvas espectrais de absor-
gao com um microespectrofotdmetro Zeiss equipado com fotdmetro
01 e fotomultiplicador EMI 6256. Os diferentes A foram estabe-
lecidos com o uso de régua monocromadora Schott, diafragma de
campce 0,3 nm, objetiva 40, optovar 2, difmetro de medida 0,25
mm.

Uma vez determinado o pico de cada curva de absor-
gao de Feulgen, considerou-se.este valor de extincgao como cor-
respondente a 100% e a partir deste, calculou-se a extingao re

lativa para os valores obtidos em outros A, Determinou-se a
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seguir a média aritmética, o desvio padridao e o coeficiente de
variagao desses novos valores para cada comprimento de onda.

Com os valores dessas médias foram obtidas curvas de absorgao
relativa e a partir destas escolheram-se os dois comprimentos

de onda operacicnais a e b (Fig. 4.7).

Levou~se em consideragdo a recomendagdo de GARCIA
& IORIO, 1966, de que, sendo Ea a extingao no A mais curto e By
a extincZo no A mais longo, a razao Ea/Eb deve ser levemente su
perior a 0,50 (0,51 - 0,53). Esse pequeno exXCesso compensara o
efeito promovido pela presenca de espagos nao absorventes em

meio ao material nao corado.

Um fator importante para o procedimento citofotomé
trico de duplo comprimento de onda & também o estabelecimento
de uma razao, area de medida/area de material absorvente, ade-—
quada (GARCIA & IORIO, 1966) para a determinagao dos vélores T,

e T, . Segundo MELILO, 1976b, & aconselhavel gque o valor desta ra

b
z3o n3o ultrapasse 3,41, quando as medidas sao efetuadas com
citofotOmetro Zeiss, para nilicleos com contorno circular e elip
soidal, submetidos 3 reagao de Feulgen. No préesente trabalho fo

ram utilizados valores da razao Az/Al ndo maiores que os discri

minadeos na Tabela 3.1.
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Az = Zrea de Mensu- Ay = Média da Area
- 2 2 Az / Al
ragao {(pm™} Nuclear {(um”)
Nucleos
122,76 41,11 2,99
Grandes
Nicleos
48,70 24,19 2,01
Pequenos ,

Tabela 3.1 - MEdia dos Valores das Lreas de Nicleos
Grandes e Pequenos do Grupo Controle e
Razao A, / Ay
Assim, determinados os dois comprimentos de onda
(480 nm e 530 nm), mediram-se os valores de transmitancia de nia~
cleos peguenos e grandes. Foram medidos 60 nicleos do grupo con-
trole (28 niicleos de um rato e 32 de outro); 38 nicleos do grupo
1 (29 nicleos de um rato e 9 de outro); 60 nificleos do grupo 3
{10 nlGcleos de um rato, 12 de outro e 31 de um outro). Usou-se
objetiva 40, optovar 2, diametro de medida 1,0 mm para ntcleos

grandes e 0,63 mm para nlcleos pequenos.



CAPITULO IV

RESULTADOS

No experimento inicial no qual fei utilizada dose
elevada de Cicleofosfamida, observou-se intensa toxicidade,
sendo que os ratos apresentaram inapeténcia, diarréia, emagre
cimehto, cistite hemorragica. O estudo microscopico da medula
dOssea em todos cos tempos (24, 48 e 72 hs), revelou aplasia to
tal dos elementos eritroblasticos, granulociticos e megacario
citicos. Restavam apenas linfocitos maduros, plasmdcitos e
histidcitos. Assim, seria impossivel realizar o estudo da sé-
rie eritroblastica e reduziu-se a dose da Ciclofosfamida para
50 mg/kg.

Os ratos tratados com doses mais baixas apresenta
vam-se higidos na hora do sacrificio e procedeu-se entao a
analise histolégica dos diversos Orgzos e ao estudo citoldgi-
co e citofotométrico dos eritroblastos da medula Ossea.

1. Estudo Histoldgico de Diversos Orgdos.

O exame do estdmago (piloro, corpo gastrico),
intestino delgado, grosso e bexiga nao revelou alteragdoes ma-
cro e microscépicas em nenhum dos grupos tratados. No grupo
3, encontrou-se em quatro dos cinco animais estudados aspecto
microvaéuolado na regizo centro lobular do figado, © gue nao
foi visto nos outros dois grupos tratados, nem no grupo con-

trole.



.19

2. Estudo Citoldgico da Medula Ossea.

No grupo controle as tres séries medulares esta-
vam normalmente representadas (Fig. 4.1). O estudo diferencial
da s@rie eritroblistica revelava predominancia de eritroblastos
policromatdfilos e ortocromaticos, mas existiam numerosos elemen
tos jovens (Tabela 4.1}.

A medula &ssea dos ratos do grupo 1 mostrava-se in-
tensamente hipocelular em relacao ao grupc controle. Esta hipo-
plasia era devida & diminuicao das séries eritroblastica, granu-
locitica e megacariocitica. Predominavam c&lulas da linhagem lin
fomonoplasmocitdria, eritroblastos ortocromaticos e neutrofilos
segmentados (Fig. 4.2). O estudo diferencial da série eritroblis
tica revelava auséncia total de eritroblastos jovens (Tabela 4.2).

No grupe 2 notava-se discreta regeneragao da série
granulocitica e eritrobla@stica, sem predominancia de nenhuma de-
las. Isto era representado por pro-eritroblastos, eritroblastos
basdfilos, mieloblastos e pr&-mieldcitos. Na Tebela 4.3 verifica
-se que predominavam formas mais maduras, mas haviam reaparecido
eritroblastos jovens e em trés ratos notava-se aumento do nimero
de eritroblastos bas8filos em relagac ac grupo controle.

No grupo 3 a regeneracgdo era mais intensa, 2as cus-
tas principalmente de grande proliferac3o da série granulocItica.
Observava~se assim, numerosos mieblastos, prS-mielScitos e regu-
lar nimero de precursores vermelhos jovens (Fig. 4.3). Na reacao
da mieloperoxidase comprovou-se que as células gue predominavam

no material eram granuldcitos, porgue apareciam granulagoes cito
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plasmaticas, gue as dispunham em grumos em determinadas Areas
(Fig. 4.4). O estudo dos eritroblastos mostrou que dois ratos
nio apresentavam regeneragao, isto &, nac se encontrava aumen
to do nimero destes e um rato apresentava maturagao conserva-
da (Tabela 4.4).

Nos grupos 2 e 3 notavamse atipias nucleares e
citoplasmiticas tanto na série eritrobléstica, como na série
granulocitica. Estas alteracoes eram mais evidentes no grupo
3. A cromatina nuclear das células era mals frouxa e com gru-
mos e o citoplasma apresentava-se multo bascfilo, lerbrando

as alteragoes megaloblasticas.

-
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A B

Fig. 4.1 - Medula Ossea de Rato do Grupo Controle

Coloracgdo de Leishman

A - aumento - 350x
Notar o grande niimero de elementos nu-
cleados. As séries eritroblistica, gra
nulocitica e megacariocitica est3o nox
malmente representa&as,(Mc) ~ Megacarig
cito

B - aumento - 1400x

(E) - Eritroblasto maduro
(Eb) - Eritroblasto jovem
(G) = Granulocito jovem

(N} =~ Neutrofilo maduro
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A B

Fig. 4.2 - Medula Ossea de Rato do Grupoc 1
Coloragao de Leishman
A - aumento - 350x
A celularidade estd muito diminuida. Pre-
senca predominante de neutréfilos madu~
ros (N); eritroblastos ortocromiaticos (E)

e linfocitos (L)

B - Aspecto em grande aumento - 1400x




‘23

Fig. 4.3 - Medula Ussea de Rato do Grupo 3
Coloragdao de Leishman
A - aumento - 350x
H& regeneracao celular. Presenca de muitas

células jovens.

B - aumento - 1400x
Grande nimero de mieloblastos (Mb) e eri-
troblastos jovens (Eb) com alteraces me-

galoblasticas
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4, 4 - Medula Ossea de Rato do Grupo 3
Reagdo da Mieloperoxidase
auﬁento - 1720x
Notar os aglomerados de granulos (seta) caracte
risticos das c8lulas da série granulocitica (G),
que predominam no material. Presenca também de

-eritroblastos Jjovens (Eb).
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Rato Pro E. BE. - E .
Eritrob. Basofilo Policrom. Ortocro..
1 2,80 5,40 17,80 9,80
2 0,40 4,40 21,80 13,40
3 1,20 3,20 16,20 8,60
4 1,20 6,20 24,20 11,00
5 0,80 7,40 15,60 14,20

Tabela 4.1 - Percentagem de Eritroblastos na Medula

Ossea de Ratos do Grupo Controle

Rato Prd E. E. . E.
Eritrob. BasO0filo  Policrom. Ortocromn.
1 0 0 6,20 12,84
2 0 0 0 12,60
3 0 0 0,35 6,87
4 0 0 0 | 7,57
5 0 0 0 5,78

Tabela 4.2 - Percentagem de Eritroblastos na Medula

Ossea de Ratos do Grupo 1




Rato

Rato

Ut W N

Prd E. E. . E.
Eritrob, Basdofilo Policron. Ortocro.
0 0,60 0,60 15,06
1,00 9,55 14,84 7,72
0 0 4,11 3,50
1,36 8,95 21, 40 18,29
0 7,50 23,00 6,00

Tabela 4.3 - Percentagem de Eritroblastos na Medula

Ossea de Ratos do Grupo 2.

Prd . E. “E.
Eritrob. BasOfilo Policromn, Ortocro.
0,47 0,71 0,24 0,24
0 0 1,89 1,50
0 0 1,56 0,10
1,00 2,40 13,40 4,00
1,40 1,75 3,85 0,70

Tabela 4.4 -~ Percentagem de Eritrcblastos na Medula

Ossea de Ratos do Grupo 3.
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3. Estudo do Conteldo de DNZ dos Eritroblastos

Nos esfregagos de medula Ossea tratados pela
reacao de Feulgen notou-se diferencas no aspecto da cromatina
das células de ratos do grupo controle e dagueles injetados
com Ciclofosfamida. Nestes ﬁltimos; os eritroklastos e os pre
cursores granulociticos apresentavam cromatina nuclear mais
frouxa.

As figuras 4.5 (grupo controle) e 4.6 ( grupo 3)
mostram aspectos da medula Sssea tratada pela reagao de Feul-
gen.

Para a realizagéo do estudo citofotomé&trico, os
comprimentos de onda operacionais {a - 480 nm e b -~ 530 nm )
foram escolhidos baseados nos resultados das curvas de extin-—-.
cao para diversos A (Fig. 4.7).

No grupo controle cbteve-se valores gue se dis-
tribuiram em trés populacOes bem distintas a saber:

A primeira gue se distribuiu no intervalo 21,76 a
28,72, a segunda entre 30,78 a 40,61 e a terceira entre 43,53

a 81,23, gue consideramos respectivamente G S e G,. Assim,

1’ 2
comparando~-se Gl com G2 verifica~se que neste Ultimo grupo,
os valores sao o dobro do primeiro, ou seja, existe o ddbro
da guantidade de DNA (Fig. 4.8}.

No grupo 1 os eritroblastos que restavam eram os
ortocromaticos, gue nao aprésentam capacidade proliferativa e

o estudo citofotométrico confirmou que a grande freqliéncia de

valores estava no intervalo 26,82 a 32,99, ou seja em fase Gl’
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Existiam ainda raros elementos em fase 62 (Fig. 4.9 ).

No grupo 3 a grande fregliencia dos valores se en—
contrava no intervalo 8,84 a 16,56, ocu seja, as células tinham
conteﬁdo'de DNA abaixo do encontrado no grupo controle, e eram
portanto hipodipléides. Poucas c&lulas apresentavam valores ma
iores, entre 20,31 a 37,89, indicando ou c&lulas hipodipldides
em fase de sintese, ou entao cé&lulas dipldides gue haviam per-

sistidc na medula Ossea e estavam em fase Gl ousS (rig. 4.10).




Fig. 4.5 - Medula Ossea de Rato do Grupo Controle

Reagao de Feulgen

aumento =~ 1400x
{E) = Eritroblasto
(G) =~ Granuldcito

(Mc) -~ Megacariocito

- 29
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Fig, 4.6 — Medula Ossea de Rato do Grupo 3
'Reagao de Feulgen
aumento - 1400x
Notar que os nilicleos s3o maiores do que os do
grupo controle e a cromatina & mais frouxa

tanto nos eritroblastos (E), como nos granuld

citos (G)
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Fig. 4.7 Curvas de Extingdo de DMA em Eritroblastos

do Grupo Controle.
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CAPITULO V

DISCUSSAO

0 estudo inicial foi realizado com duas doses de 200
ng/kg de Ciclofosfamida, porqgue os dados da literatura mostra-
vam gue assim se obtinha DL40 em camundongos (ROSENOFF et al.,
1975) . No entanto, a toxicidade observada foi muito grande; os
ratos apresentaram diarréia, emagrecimento e cistite hemorragi
ca.

A Ciclofosfamida causa diarr&ia porque lesa as célu-
las epiteliais da mucosa intestinal, gue tém alta taxa de mito
se. Este dano evidencia~se, no estudo histoldgico, pela presen
ca de cé&lulas necrdticas (LEVINE.& SOWINSKY, 1974).

A cistite hemorrigica também & um achado comum em
pacientes que fazem uso de Ciclofosfamida e & proporcional a
dose total e duracado da terapéutica (SCETBON et al., 1974 ;WAT
SON & NOTLEY, 1973; WISEMAN & HOMBLY, 1971; LIEDBERG et al.,
1270; JOHNSON & MEADOWS, 1971).

0 estudo microscdpico da medula ossea revélou inteﬁ—
sa depressdo, o que impediu a continuacdo do estudo e assim re
duziu-se a dose da Ciclofosfamida para 50 mg/kg, dando-se se-
gliéncia a novo experimento. Neste, observaram-se as mesmas nox .
mas do anterior, sendo que os ratos foram sacrificados 24 ho-
ras (grupo 1), 48 horas {(grupo 2) e 72 horas (grupo 3) apds a
Gltima dose do medicamento. O tempo de sacrificio foi estabelg

cido baseando-se em relatos da literatura (ROSENOFF et al.,

1975) . Segundo estes autores, com o uso de uma Gnica dose  de
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200 mg/kg de Ciclofosfamida, em camundongos, observa-se que as
células da medula Ossea recuperam a capacidade de sintese de
DNA em 36 horas, o que & wvisto pelo estudo da incorporagao de
timidina - 3y neste acido nucleico. Com relag¢ao a celularidade
esta atinge o valor mais baixo em 48 horas e recupera a niveis
encontrados no contrdole ao redor do 69 dia.

A reducgao da dose do medicamento féz com que os ra-
tos nac perdessem peéso € se mantivessem em bom estado geral a-
té o fim do experimento.

Ao exame necroscdpico ndo se notou nenhuma alteragéao
impor tante de qualquer dos Orgdos estudados (estdmago, intesti
no e bexiga). Somente no estudo histolfgico do figado foi ob-
servado aspecto microvacucolado na regiao centro lobular de
quatro animais do grupo 3. Como a alteragado era limitada, n3o
foi dada maior importancia ao achado, mesmo porque, admite-se
a possibilidade do anestésico causar alterag3o nos hepatdcitos
devido & andxia que ele produz (PRICE & DRIPPS, 1973; FARIA,
1976) . Ndo encontramos, no entanto, alteragoes nos outros gru-
pos de ratos tratados e no grupo controle, que também foram sa
crificados com €ter. A les3o observada pode ser devido & agao
da Ciclofosfamida, embora, segundo dades da literatura, nao
existe alteracao especifica no figado causada por esta droga.
Admite—-se que os hepatdcitos sao mais resistentes, devido a
presenga de enzimas adequadas, que metabolizam a Ciclofosfami-
da (LAVIN & KOSS, 1977).

0 estudo microscdpico da medula Sssea revelou gque o

grupc de ratos sacrificaécs\apés 24 horas (grupo 1), apresenta
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va raros elementos proliferantes, isto &, formas jovens da sé-
rie eritroblastica, granulocItica e plaquetaria, sd restando
células maduras, ou seja, eritroblastos ortocromaticos, neutrd
filo segmentados, linfdcitos, plasmdecitos, macrdfagos e histid
citos. Persistiram na medula Ossea somente c€lulas gue nao se
multiplicam mais, e que por isto, naoc sofrem a agao da droga.

Os grupos 2 e 3 mostravam sinais de recuperagao e,
neste Tltimo, a celularidade se aproximava daguela do grupo con
trole, havendo predominic de elementos jovens da série granulo
citica, como mieloblastos e pro-mieldcitos. Notava-se ainda, o
aparecimento de prd-eritroblastos e eritroblastos basdfilos,
mas sempre em nimero menor do gue os elementos granulociticos,

Varios trabalhos mostram que a Ciclofosfamida tem
efeito maior sbbre a série eritroblastica do que sobre a série
granulocitica e gue a recuperacdo das cé&lulas mieldides & mais
rapida do que a dos eritroblastos (SCARO et al., 1972; NINKOV &
PILETIC, 1974; KAUL & HUDSON, 1969%a; KAUL & HUDSON, 1969b; CONS
TABLE & BLACKETT, 1972). Em ratos e camundongos, a recuperagao
das células da linhagem vermelha s§ foi observada apds © 109
dia (NINKOV & PILETIC, 1974; SCARO et al., 1972). Em nosso ex-
perimento, 72 horas apds a 4ltima dose de Ciclofosfamida, Jja se
notava proliferagao discreta de eritroblastos jovens, mas nao
temos dados para afirmar quando se daria a recuperacao comple-
ta desta série.

Nos grupos 2 e 3 foram vizualizadas alteragoes nu-
cleares e citoplasmaticas, tanto no material corado pelo Leish

man, como nagquele tratado pela reagao de Feulgen. Observava-se
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nas cé&lulas jovens, cromatina nuclear frouxa e com grumos e in~
tensa basofilia do citoplasma, ou seja, alterag¢des megaloblasti
cas., Em pacientes que fazem uso de citostaticos & comum o apare
cimento de megaloblastose na medula &ssea, principalmente nague
les que utilizam drogas antagonistas do Acido f&lico, como & o
caso do Mathotrexate. A Ciclofosfamida alterando a sintese de
DNA poderia ocasionar os achados descritos acima (KLIPPEL & DEC
KER, 1974},

0 estudo citofotométrico da medula &ssea foi realiza-
do utilizando-se o método do duplo comprimento de onda que & o
mais indicado quando o material nao & homogeneamente distribui-
do e também & aguele cujo erro distribucional & reduzido {( MEN-
DELSOHN, 1966).

No grupo controle pudemos identificar, pela citofoto-
metria, niicleos de eritroblastos policromatdfilos na fase G, do
ciclo celular e para os quais obtivemos valores Feulgen/DNA en-
tre 21,76 a 28,72; nﬁcl&osrque se encontravam na fase S com va-
lores variando de 30,78 a 40,61 e_nﬁcleos na fase Gz, com valo-
res entre 43,53 a 81,23.

No grupo 1, como j& se observara no estudo citoldgico,
predominavam apenas eritroblastos ortocrom&ticos, gue n3o se di
videm, e que portanto, nao sofreram a agdo da Ciclofosfamida.
Assim, ©s valores Feulgen/DNA, em sua maioria, estavam no inter

valo 26,82 a 32,99, refletindo células em fase G raros eritro

1?

blastos, provavelmente policromatdfilos, estavam na fase Gz.
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Nao foram realizadas determinagdes citofotomdtricas
para © grupo 2, porque a redeneracao era discreta e entio de-
cidiu~se medir o contetido de DNA dos eritroblastos do grupoc 3,
onde a recuperagdo era maior e existiam atipias nucleares e
citoplasmaticas mais acentuadas do que no grupo 2., Além disto,
neste tempo do experimento a sintese de DNA J3 deveria estar
normal (ROSENOFF et al., 1975).

No grupo 3 verificou-se gue a grande maioria dos va
lores Feulgen/DNA se encontrava no intervalo 8,84 a 16,50 e
portanto, bem abaixo'dos encontrados no grupo controle., Assim,
este achado fol interpretado como presenga de eritroblastos
com menor contelido de DNA, ou seja, hipodipldides. Ao lado dis
to, existia um pequeno nimeroc de células no intervalo 20,31
a 37,89, que poderiam estar representandoc células hipodipléiw
des, que persistiram na medula Ossea e estariam em fase Gl ou
S,

As medidas-citofotométricas do grupo 3 foram reali-
zadas por tré&s pesquisadores, obtendo-se sempre valores muito
proximos, o que exclui gue tenha havido erro na realizacao do
método.

O aparecimento de valores hipodipldides nos leva a
formular algumas hipdteses na tentativa de explica~los:

a) A Ciclofosfamida eliminou as c@lulas hemopoidti-
cas que estavam em fase de multiplicagac, o que foi visto por
desaparecimento dos eritroblastos jovens no grupo 1. Houve en
tac um efeito letal da droga sdbre 8stes elementos. Esta tam~

bém teria atuado sdbre as c&lulas tronco pluripotenciais ou
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unipotenciais em fase de multiplicagao, inibindo parcialmente
a sintese de DNA e fazendo com que as células~filhas recebes-
sem menor gquantidade de DNA, do gue o esperado, devido a que-
bras cromosscomicas causadas pela alteragao na sintese deste a-
cido nucleico.

Existe relato na literatura de que a Ciclofosfami
da interfére com a integridade estrutural do DNA, alterando a
seqliéncia natural de bases, quebrando cadeias de acidos nuclei
cos e fazendo ligagao cruzada com partes de uma mesma molécula
de DNA, com outras mol@culas ou com proteinas. Isto prejudica
a habilidade da c&lula de se replicar, impede a divisZo eqgliita
tiva do material cromossOmico para as células-filhas, ou resul
ta em fragmentagZo de cromossomos individuais (TOLCHIN et al.,
1974) . 2ssim, no grupo 3, ©s eritroblastos hipodipldides nao
conseguem gse multiplicar, ou ent3o originam outras células hi-
podipldides, podendo persistir entao uma linhagem celular mu-
tante (EMERIT et al., 1976; PAYNE et al., 1974; TOLCHIN et al.,
1974; CREASEY, 1976)}.

Para que houvesse recuperacdo normal de mecdula Os
sea, seria necessario gque as células tronco pluripotenciais,
gue estac em G,r © nao foram afetadas pela droga, se dividis-
sem, originande linhagens celulares com contelido de DNA normal.

b) O DNA alterado pela Ciclofosfamida, tornou-se
mais fragil, e ao sofrer o processo de hidrdlise acida, duran-
te a preparacgao técnica da reagao de Feulgen, se solubilizou,

perdendo partes do material gque se cora pelo reativo de Schiff.
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Assim, no estudo citofotomé&trico houve o aparecimento de valo-
res Feulgen/DNA mals baixos do que os encontrados no grupo con
trole. Estudos de curvas de hidrdlise revelam que estes wvalo-
res variam com o tempc de hidrdlise, porque depois de determi-
nado tempo existe sempre solubilizacdc do DNA. Podemos pensar
gue no grupoc 3, o tempo de hidrdlise deveria ser menor do gue
o usado no grupce controle, uma vez que o DNA estaria alterado

pela Ciclofosfanida.




1.

CAPITULO VI
CONCLUSQOES

A Ciclofosfamida, no esquema usado, causou desaparecinento
total das formas proliferantes dos elementos hemopoiéticos

da medula Ossea dos ratos.

72 horas apds a lltima dose houve recuperacac principalmen

‘te da série granulocitica e em menor grau da série eritro-

blastica.

Na fase de recuperagac foram observados eritroblastos com
caracteristicas megalobl&sticas e hipodipléides gquanto ao

contelido de DNA.

A Ciclofosfamida agiu alterando a sintese de DN&, causando
aplasia dos elementos proliferantes enguanto presente no
organismo (24 horas). Observou-se efeito retardado da dro-
ga, representado pelo aparecimento de eritroblastos morfo-
logicamente alterados e hipodipldides. Este efeito seria
o responsavel pela perpetuacdo da hipoplasia da sdrie ver-
melha, uma vez que as c@lulas alteradas nao devem apresen-
tar a mesma capacidade de multiplicagdo e maturagio das cé

lulas normais.




CAPITULO VII
RESUMO

A Ciclofosfamida & um agente alquilante gue inibe
a sintese de Acidos nucleicos e portanto reduz o nimero de cé&-
lulas gue estado se dividindo. Varios tecidos sofrem o efeito
toxico desta droga, prindipalm@nte bexiga, trato gastrintesti-
‘nal e medula Ossea.

No estudo citoldgico da medula &ssea, observou-se
gue 24 horas apds o uso de Ciclofosfamida, a celularidade to-
tal diminuiu intensamente e restaram apenas neutréfilos madu-
ros, erxitroblastos ortocromaticos, linfécitos, plasmdcitos e
histidcitos. Na anilise citofotomdtrica da série vermelha veri
ficou-se gue a quase totalidade dos eritroblastos estavam na
fase Gl do ciclo celular. Persistiram portanto, somente cé1u~
las gue nao se multiplicam mais e que por 1isso ndo sofrem agao
da droga.

No grupo de ratos sacrificado apdés 72 horas do u-
so de Ciclofosfamida, houve regeneracao celular, &s custas,prin
cipalmente, da série granulocitica, o que foi visto pelo gran-
de nimero de mieloblastos e pro-meldecitos. Observou-se tambéﬁ
o aparecimento de eritroblastos jovens (pro-eritroblastos e e-
ritrdblastos basdfilos) com caracteristicas megaloblasticas e
gue apresentaram valores Feulgen/DNA muito baixos, ou sedja, e~

ram hipodipldides.
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0 achado de células com contelido de DNA inferior ao
do grupo controle foi interpretado conmo decorrente de inibicao
parcial da sintese de DNA pela Ciclofosfamida. Ela teria causado
quebras cromossomicas e as células-filhas receberam mencr guanti
dade de material genétfco. Admite-se também, que possa ter havi-
do durante a preparagao té&cnica do material, solubilizac¢do e per

das de partes do DNA, devido 3 alteragao causada pela Ciclofosfa

mida.
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