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RESUMO 

A ciclofosfamida é um fármaco muito utilizado no tratamento de cânceres. Devido a 
sua ação antiproliferativa inespecífica, também atua como imunossupressor, efeito 
esse que está presente em pacientes tratados por essa droga. Nesse contexto, se 
faz oportuno o desenvolvimento de modelos pré-clínicos de imunossupressão 
concomitante aos experimentais de câncer, para diversos fins. Assim, o objetivo 
deste estudo foi caracterizar um modelo de imunossupressão com ciclofosfamida em 
camundongos portadores ou não de tumor de Ehrlich. Para isso, camundongos 
machos da linhagem Swiss, com idade entre 3 e 4 meses, receberam na orelha 
direita, 5 x 105 células do tumor de Ehrlich ou PBS (20µL). A partir do segundo dia 
após o inóculo, os animais receberam, ou não, ciclofosfamida (25mg/Kg), 
diariamente, via intraperitoneal, durante 10 dias. Os animais e a ração foram pesados 
no início e no término do tratamento. No décimo segundo dia após o inóculo, os 
animais foram eutanasiados e as orelhas foram retiradas para análise macroscópica 
e histológica. Além disso, foram quantificadas as células do sangue, peritônio, 
medula óssea e baço. Foi realizada, ainda, a imunofenotipagem esplênica e a 
avaliação de peróxido de hidrogênio (H2O2). Inicialmente foi confirmado o efeito 
antitumoral da ciclofosfamida no modelo utilizado e a diminuição do infiltrado 
inflamatório e da necrose nas orelhas com tumor. Como efeito imunossupressor, 
esse fármaco causou redução do consumo de ração, peso dos animais, leucopenia, 
aplasia medular e reduziu o número de esplenócitos. A ciclofosfamida, isoladamente, 
induziu a diminuição do número de linfócitos B no baço. Porém, nos animais com 
tumor, a ciclofosfamida induziu a diminuição de todas as populações analisadas. 
Além disso, houve a diminuição de linfócitos B, T citotóxicos ativados, células NKT e 
macrófagos quando comparados os animais com tumor aos sem tumor, ambos 
tratados por esse fármaco. Apesar da ciclofosfamida também ter reduzido as células 
no peritônio, verificou-se que a capacidade funcional dessas células não foi afetada, 

já que houve uma alta produção de H2O2 após estimulo com PMA. Esses resultados 
permitem concluir que, o protocolo caracterizado neste estudo pode ser utilizado 
como um modelo pré-clínico eficiente de imunossupressão em animais com ou sem 
tumor, considerando seus efeitos na celularidade dos órgãos linfóides e tecidos 
periféricos. 

 
Palavras-chave: Câncer; Quimioterápico; Sistema Imune; Tumor Sólido. 
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ABSTRACT 

Cyclophosphamide is a drug widely used in the treatment of cancers. Due to its non-
specific antiproliferative action, it also acts as an immunosuppressant, an effect that 
is present in patients treated by this drug. In this context, it is opportune to develop 
preclinical models of immunosuppression concomitant with the experimental ones of 
cancer, for several purposes. Thus, the objective of this study was to characterize a 
model of immunosuppression with cyclophosphamide in mice with or without Ehrlich 
tumor. For this, male mice of the Swiss strain, aged 3 to 4 months, received in the 
right ear 5x105 Ehrlich tumor cells or PBS (20μL). From the second day after the 
inoculum, the animals received cyclophosphamide (25mg/kg) daily, intraperitoneally, 
for 10 days. Animals and feed were weighed at the beginning and at the end of 
treatment. On the twelfth day after the inoculum, the animals were euthanized and 
the ears were removed for macroscopic and histological analysis. In addition, the 
cells of the blood, peritoneum, bone marrow and spleen were quantified. Splenic 
immunophenotyping and evaluation of hydrogen peroxide (H2O2) were also 
performed. Initially the antitumor effect of cyclophosphamide was confirmed in the 
model used and the reduction of inflammatory infiltrate and necrosis in the ears with 
tumor was confirmed. As an immunosuppressive effect, this drug caused reduction 
of feed intake, animal weight, leucopenia, medullary aplasia and reduced the number 
of splenocytes. Cyclophosphamide, alone, induced a decrease in the number of B 
lymphocytes in the spleen. However, in animals with tumor, cyclophosphamide 
induced a decrease in all analyzed populations. In addition, there was a decrease in 
B lymphocytes, activated cytotoxic T, NKT cells and macrophages when compared 
to tumor-bearing and tumor-free animals, both treated by this drug. Although 
cyclophosphamide also reduced the cells in the peritoneum, it was verified that the 
functional capacity of these cells was not affected, since there was a high production 
of H2O2 after stimulation with PMA. These results allow us to conclude that the 
protocol characterized in this study can be used as an efficient pre-clinical model of 
immunosuppression in animals with or without tumor, considering its effects on the 
cellularity of lymphoid organs and peripheral tissues. 
 
Key words: Cancer; Chemotherapeutic; Imune System; Solid Tumor. 
  

xiii 
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1 INTRODUÇÃO 

A imunossupressão é a diminuição da funcionalidade do sistema imune, quer 

seja pela redução do reconhecimento de antígenos, de mecanismos de ativação ou 

do número de seus elementos (AHLMANN; HEMPEL, 2016; SINGH et al., 2018; 

VANDEWALLE et al., 2018). Por comprometer esse sistema, essa condição 

imunológica pode permitir a proliferação e instalação de microrganismos, podendo 

culminar em infecções sistêmicas (DELALOYE; CALANDRA, 2014). Entretanto, a 

imunossupressão pode ser requerida em algumas situações, como na terapia de 

doenças autoimunes e na tolerabilidade de transplantes (JEON et al., 2012; LIU et 

al., 2014; MORATH et al., 2018). 

Por isso, vários modelos de imunossupressão têm sido desenvolvidos, e têm 

permitido diversos estudos (DIEHL, 2017). Dentre os fármacos mais utilizados estão 

os glicocorticoides, como a dexametasona, que atua inibindo mecanismos de 

ativação (JOEKEL; DEPLAZES, 2017; VANDEWALLE et al., 2018). Outro grupo de 

drogas bastante utilizado é o dos cicloestáticos, que age impedindo a divisão celular 

(WANG; PROROK; VAUGHAN, 1993). Dessa forma, o seu efeito é mais perceptível 

em células que tem alta taxa de proliferação, como as células do sistema imune 

(DENEVE et al., 1989). Esses fármacos têm grande destaque por serem utilizados 

em doenças graves como o câncer. Um exemplo desses medicamentos é a 

ciclofosfamida, droga amplamente utilizada como antineoplásico (GE et al., 2012; 

HANDOLIAS et al., 2013; NAWATA et al., 2017). 

Diversos modelos de imunossupressão foram descritos utilizando 

ciclofosfamida como indutor, para variados fins. Existem muitos protocolos na 

literatura, muitos desses experimentos utilizam dose em administração única para 

induzir vários tipos de infecções (ALVES, 2018; SZIGET et al.,2018). Alguns 

protocolos, utilizam dose repetida, para mimetizar um tratamento convencional, 

atingindo seu objetivo principal e assim permitir a busca de terapias complementares 

para minimizar seus efeitos em células não malignas (WANG et al., 2018). Além 

disso, a repetição de dose causa imunossupressão mais prolongada em comparação 

à dose única (POTEL; BROCK, 1965), sendo adotada, inclusive, para manutenção 

de infecção (MANENTE et al., 2018).  

É inquestionável a importância de se padronizar ou caracterizar modelos como 

esses. A otimização de tais protocolos é pertinente à tradução de resultados 
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experimentais para pacientes humanos e, portanto, merece mais investigação 

(DIEHL et al., 2017), principalmente no contexto do câncer, doença em que a 

ciclofosfamida é muito utilizada. Para isso, se faz necessário a utilização de modelos 

de câncer experimental em animais de laboratórios. 

Um exemplo desses modelos, bastante utilizado no nosso grupo de pesquisa, 

é o tumor de Ehrlich (NASCIMENTO et al., 2006; FORTES, 2009; ASSUNÇÃO, 

2011; REIS, 2012; SERRA, 2016; NASCIMENTO, 2018), que possibilita formas de 

desenvolvimento distintas dependendo do local de inóculo. Recentemente, nossa 

equipe utilizou a ciclofosfamida como controle positivo, o qual demonstrou controle 

desse tipo de câncer murino quanto na sua forma mais letal, a ascítica (inoculado no 

peritônio), ou na forma sólida (inóculo subcutâneo) na orelha de camundongos Swiss 

(NASCIMENTO, 2018).  

Esse local nada comum de desenvolvimento tumoral, a orelha, foi o local 

proposto por Maia; Guerra; Rossi (1982), usando outra linhagem tumoral 

(mastocitoma P815) e padronizado por Reis (2012) com as células peritoneais do 

tumor de Ehrlich ascítico (TEA). Esse modelo apresenta facilidade de se realizar a 

análise histológica, bem como possibilita o teste de tratamentos complementares 

tópicos. Além disso, apresenta efeito proliferativo, induzindo o aumento do número 

de células do sistema imune (REIS, 2012). 

Diante disso, foi proposto neste trabalho, caracterizar um modelo de 

imunossupressão com ciclofosfamida em camundongos Swiss saudáveis, e além de 

realizar isso em animais com tumor de Ehrlich sólido (TES) na orelha. Considerando 

que este tipo de tumor induz o aumento da celularidade do sistema imune, e que a 

ação da ciclofosfamida é mais acentuada em células que possuem elevada taxa de 

proliferação, formulou-se a hipótese de que o efeito imunossupressor desse fármaco 

é mais intenso na presença de TES. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Imunossupressão 

Imunossupressão é a redução ou inibição da atividade, ou eficiência do sistema 

imune. Isso pode ocorrer quando há interferências no metabolismo celular, como 

inibição da duplicação do DNA, tendo como consequência a diminuição de 

elementos desse sistema (AHLMANN; HEMPEL, 2016). Outro critério de 

imunossupressão é a inibição da ação e produção de citocinas que culminam na 

inativação de células e de mecanismos de ativação (VANDEWALLE et al., 2018). 

Além disso, a interferência no reconhecimento a antígenos, utilizando anticorpos, 

também se caracteriza como efeito imunossupressor (SINGH et al., 2018).  

Essa condição imunológica pode facilitar a instalação de microrganismos 

oportunistas, que em imunocompetentes é mais difícil (NETEA et al, 2015). 

Entretanto, pode diminuir a rejeição de transplantes (AL-HOMSI et al., 2015), bem 

como efeitos graves de doenças autoimunes (SAKAI et al., 2017). Por isso, drogas 

têm sido utilizadas para estabelecer essa inativação do sistema imune de maneira 

proposital em modelos pré-clínicos em diversas áreas (ARMSTRONG; OELLERICH, 

2001; WEI et al., 2013; DIEHL et al., 2017; ALVES, 2018). 

Dentre as classes de fármacos utilizadas nesses modelos estão os 

glicocorticoides, como a dexametasona (TORRES; ENTWISTLE; COOTE, 2016; 

JOEKEL; DEPLAZES, 2017). Essa classe atua inibindo linfócitos T e células 

apresentadoras de antígenos (APCs) e induz uma regulação negativa de citocinas 

pró-inflamatórias (VANDEWALLE et al., 2018). Outro grupo de drogas, bastante 

utilizado são os cicloestáticos. Esses prejudicam o ciclo celular, impedindo a divisão 

das células (WANG; PROROK; VAUGHAN, 1993). Dessa forma, atuam mais 

perceptivelmente em células que tem alta taxa de proliferação como as células do 

sistema imune (HALES, 1982; SHULMAN, 1993; DE JONGE et al., 2005). Um 

exemplo dessa classe é a ciclofosfamida, antineoplásico muito utilizado na clínica 

(GE et al., 2012; HANDOLIAS et al., 2013; NAWATA et al., 2017). 

 

2.2 Ciclofosfamida 

A ciclofosfamida, N, N- bis (2-cloroetil) -1, 3, 2 – oxazafosfinan - amina 2- oxido 

(Figura 1), é um agente alquilante da classe das mostardas nitrogenadas, no qual o 
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grupo de azoto de mostarda (bis-cloretilamina) está ligado a um anel oxazafosforina. 

Ele foi desenvolvido por Norbert Brock e empresa ASTA em 1958 (ARNOLD; 

BOURSEAUX; BROCK, 1958). Sendo usado pela primeira vez em ensaios clínicos 

para o tratamento de câncer nesse mesmo ano. Em 1959, tornou-se o oitavo agente 

anticancerígeno citotóxico aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) 

(GROSS, 1959). 

 

Figura 1. Estrutura molecular da ciclofosfamida. Fonte: COLVIN (1999). 

 

Esse fármaco foi sintetizado como uma pró-droga, para exercer o efeito 

desejado apenas após metabolização. Tiveram a hipótese de que, as células 

tumorais seriam seu alvo de forma específica, pois a ciclofosfamida é portadora 

inativa de um grupo alquilante potencial, suscetível de ativação no tumor por uma 

fosfaramidase, liberando mostarda de fosforamida, produto citotóxico. Esperava-se 

que esse produto atuasse especificamente sobre as células neoplásicas por causa 

da suposta abundancia da fosforamidase nas células tumorais. No entanto, não 

existe esta diferença entre as células neoplásicas e as células sadias, em relação à 

quantidade dessa enzima. Logo, a ciclofosfamida age em todo o organismo atuando 

de forma mais ativa nas células que normalmente se dividem mais vezes, em um 

mesmo espaço de tempo, como as células do tecido hematopoiético, gônadas e 

células do epitélio gastrointestinal (HALES, 1982; SHULMAN, 1993; BROCK, 1996; 

DE JONGE et al., 2005).   

 

2.2.1 Metabolismo e ação 

A ciclofosfamida pode ser usada por via oral, intramuscular, subcutânea, 

intravenosa e intraperitoneal (em animais). A taxa de absorção é muito alta, na 
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administração oral. Sua meia vida é em torno de 8h (YULE et al., 1995). Esse 

fármaco, assim como outros agentes alquilantes, necessita de ativação metabólica 

prévia para exercer seus efeitos. A metabolização e ativação da droga ocorrem no 

fígado.  Aproximadamente, 70-80% da dose administrada é ativada pelas enzimas 

do citocromo P450 hepáticas, que participam da sua biotransformação, gerando 

metabólitos farmacologicamente ativos e citotóxicos como mostarda fosforamida e 

acroleína (XIE et al., 2005; AFSHARIAN et al., 2007). 

Em humanos, a ativação ocorre, sobretudo, por CYP 2B6, com participação de 

CYP 2A6, 2C8, 2C9, 2C19, 3A4 e 3A5. Em ratos, a ciclofosfamida é metabolizada 

principalmente por isoenzimas CYP 2B1, com participação significativa de CYP 2C6 

e 2C11(CHANG et al., 1993). Tanto no homem como em animais, a ativação dessa 

droga pelo citocromo P450 é sua principal via de metabolização, apesar de existir 

evidências de sua ativação por outras enzimas em outros órgãos (SMITH; KEHRER, 

1991). 

Para a ativação dessa droga (Figura 2), o citocromo P450 oxida a 

ciclofosfamida em 4-hidroxi-ciclofosfamida e essa forma um equilíbrio com seu 

isômero aldofosfamida (YULE et al., 1995). Ambas as formas difundem-se facilmente 

pelas células e não são tóxicas (BOYD et al., 1986). Porém, a aldofosfamida é 

extremamente instável e se decompõe espontaneamente em mostarda fosforamida 

pela beta-eliminação da acroleína (CONNORS et al., 1974; FRIEDMAN; 

WODINSKY; MYLES, 1976). Isso pode ser em parte, catalisada pela albumina ou 

outras proteínas (KWON et al., 1987).  

A mostarda fosforamida é o agente capaz de interferir com o DNA formando 

ligações cruzadas, sendo o metabólito responsável pelos maiores danos causados 

nas células. Mas, por ser facilmente ionizada em pH fisiológico necessita, então, de 

um carreador de transporte para o interior da célula para poder exercer seus efeitos 

citotóxicos. Com isso 4 – hidroxi-ciclofosfamida funciona o como um transportador 

deste metabólito para o interior da célula (CONNORS et al., 1974). Já a acroleína se 

concentra na bexiga e pode resultar em toxicidade grave. MESNA 

(sulfaniletanossulfonato de sódio 2) deve ser administrado antes da administração 

de ciclofosfamida para neutralizar a acroleína na bexiga. O grupo sulfidrilo reage com 

o grupo vinilo da acroleína (BOHNENSTENGEL et al., 1996). 

Além dessa via de ativação, existem vias de inativação. A oxidação de cadeia 

lateral de ciclofosfamida para decloroetil-ciclofosfamida é também mediada pelo 
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citocromo P450, principalmente pela isoenzima CYP 3A4 e 2B6 sendo também 

envolvido (BOHNENSTENGEL et al., 1996). Assim, tanto a ativação quanto a 

inativação do fármaco são catalisadas predominantemente pela mesma enzima. O 

subproduto cloroacetaldeido mostrou efeitos citotóxicos in vitro e pode contribuir para 

a neurotoxicidade da ciclofosfamida (SOOD; O’BRIEN, 1996; BRÜGGEMANN et al, 

1997). 

Outra via de inativação é a clivagem com glutationa, catalisada por GSTM1, 

GSTP1 e GSTT1. Investigações in vitro e in vivo indicam que a ativação da 4-hidroxi-

ciclofosfamida é saturável, enquanto a oxidação da cadeia lateral como uma etapa 

de inativação não é (BOHNENSTENGEL et al., 1996). A ciclofosfamida, assim como 

outras oxazafosforinas, induz o seu próprio metabolismo (autoindução) (YULE et al., 

2001). Consequentemente, a depuração da ciclofosfamida é aumentada com 

administrações repetidas e infusões contínuas (SVENSSON et al., 1999). A oxidação 

da aldofosfamida ativada pela enzima aldeído desidrogenase (ALDH) à 

carboxifosfamida é o principal passo da desintoxicação intracelular (HIPKENS; 

STRUCK; GURTOO, 1981). O ALDH celular, especialmente ALDH1A1, é o principal 

mecanismo de desintoxicação (JONES et al., 1995). 

Além disso, a 4-hidroxi-ciclofosfamida ainda pode ser convertida em outro 

metabólito inativo: a 4-keto-ciclofosfamida, pela álcool desidrogenase (AHLMANN; 

HEMPEL, 2016; MADONDO; QUINN; PLEBANSKI, 2016). Todas essas vias 

mencionadas estão ilustradas na Figura 2. 
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Figura 2. Metabolismo da ciclofosfamida: bioativação e processos de inativação . Fonte: 

adaptado de AHLMANN; HEMPEL (2016). 

Após a metabolização da ciclofosfamida, os efeitos citotóxicos são 

primariamente devido a capacidade da mostarda fosforamida de se ligar a cadeias 

de DNA (Figura 3). Esse metabólito é o agente alquilante dessa droga, podendo 

reagir com o N (7) da guanina e com a citidina do DNA (WANG; PROROK; 

VAUGHAN, 1993). Devido às duas porções reativas na molécula, ligações cruzadas 

podem ser formadas (FLEER; BRENDEL, 1981). 
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Figura 3. Mecanismo celular da mostarda fosforamida: alquilação no DNA. Fonte: adaptado 

de DIEHL et al (2017). 

 

A atividade alquilante no DNA pode resultar em morte imediata da célula-alvo, 

ou lesão letal expressa durante a divisão mitótica seguinte. Nesta última 

circunstância, a célula lesada pode funcionar normalmente na fase intermitótica (G0). 

Por outro lado, se for possível reparar o DNA, a célula pode sobreviver funcionando 

normalmente. Ou seja, pode alterar ou evitar a duplicação do DNA, inativando 

importantes proteínas necessárias para replicação do DNA, transcrição do RNA e 

provocando também alterações na integridade da célula e do metabolismo (ADATIA, 

1975; GURTOO, HIPKENS; SHARMA, 1981; BERRIGAN; STRUCK; GURTOO, 

1987). Os efeitos da ciclofosfamida são, portanto, independentes do ciclo celular 

(ciclo-específico). Entretanto, como com todos os agentes alquilantes, as células de 

proliferação rápida são mais sensíveis à ciclofosfamida (COLVIN, 1999; VAN 

PUTTEN; LELIEVELD; KRAM-IDSENGA, 1972). 

Além da mostarda fosforamida, trabalhos comprovaram que a ciclofosfamida 

provoca a formação de radicais livres que são capazes de causar lesão celular, tendo 

grande potencial para causar lesão por estresse oxidativo e, ainda, apoptose e 
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necrose (GURTOO; HIPKENS; SHARMA, 1981; BERRIGAN; STRUCK; GURTOO, 

1987; AFSHARIAN et al., 2007; TRIPATHI; JENA, 2010; LIU et al., 2012). Outro 

metabólito da ciclofosfamida também intensifica esse potencial oxidativo: a 

acroleína. Essa induz a produção de espécies reativas de oxigênio e diminiu a ação 

de enzimas antioxidantes. Esse metabólito é excretado na urina e pode causar cistite 

hemorrágica (HALES et al., 1982; LIU et al., 2012; SILVA JUNIOR et al., 2013).  

Diante desse efeito, pode-se entender porque, essa droga tem sido 

amplamente utilizada, no tratamento de uma variedade de doenças, como como 

neoplasias hematológicas, incluindo linfoma e leucemia, bem como de vários 

tumores epiteliais, incluindo carcinomas de mama, ovário e pequenas células do 

pulmão (ETTINGER et al., 1978; EMADI; JONES; BRODSKY, 2009; GE et al., 2012; 

HANDOLIAS et al., 2013; NAWATA et al., 2017). Além da quimioterapia 

antineoplásica, outras indicações aprovadas são eventos com risco de vida em 

doenças auto-imunes e imunomediadas, como nefrite lúpica, granulomatose de 

Wegener e esclerose múltipla, além de ser adotada como um regime de 

condicionamento antes do transplante de medula óssea para malignidades 

hematológicas, bem como para anemia aplástica (DE JONGE et al., 2005; 

SELVAKUMAR et al, 2006; CHINNASWAMY et al., 2011; FUKUSHIMA et al., 2011; 

BRUMMAIER et al., 2013; CHUNG et al., 2013).  

Porém, esses efeitos  da ciclofosfamida não se limitam apenas às células que 

se desejam impedir a proliferação, atingindo células sadias, principalmente as com 

alto índice mitótico como as hematopoiéticas, podendo causar aplasia medular, 

leuco e trombocitopenia, anemia, diminuição na celularidade e peso de órgãos 

linfóides, dependendo da dose utilizada e período de tratamento (BIN HAFEEZ et al, 

2001; AHLMANN; HEMPEL, 2016). Para minimizar esses efeitos é que uma nova 

abordagem à quimioterapia consiste na administração contínua de citostáticos em 

doses baixas. O alvo deixa de ser as células tumorais para ser as células endoteliais. 

Estas são imprescindíveis para o crescimento do tumor, e se dividem a uma taxa 

elevada. Este protocolo denomina-se de quimioterapia metronômica e combina um 

citostático, como a ciclofosfamida, em doses baixas com um anti-inflamatório 

também com propriedades de inibição da angiogênese (formação de novos vasos) 

(GE et al., 2012).  

No geral, não há dúvidas de que esse ciclo-específico também pode ser 

caracterizado como um importante imunossupressor, agindo nas células imunes e 
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demonstrando propriedades inibitórias sobre o sistema imune (BACH; STROM, 

1986).  

  

2.2.2 Modelos de imunossupressão 

Estudos têm utilizado a ciclofosfamida para causar imunossupressão, e assim, 

viabilizar a indução de infecções diversas em murinos. Como em modelos para 

induzir infecções por fungos. Manente et al (2018) utilizou essa droga na dose de 

150mg/Kg durante 9 dias para induzir esporotricose. Já Szigeti et al (2018) 

administrou 250mg/Kg em dose única desse fármaco para infectar os camundongos 

com Aspergillus. Além de fungos, essa droga também é utilizada para modelos de 

infecções bacterianas, como Acinetobacter baumannii, antes da infecção uma dose 

única de 300mg/Kg de ciclofosfamida foi administrada nos animais (MANEPALI et 

al., 2013). Essa droga também demonstrou colaborar para o sucesso de 

xenotransplantes, utilizando 3 doses diárias de 60mg/Kg (JIVRAJANI et al., 2014). 

Esses modelos têm sido utilizados para avaliar o efeito imunossupressor, como 

efeito indesejado, causado pela ciclofosfamida, pois dependendo da dose e duração 

de tratamento esse fármaco pode provocar imunossupressão em diversas 

intensidades, causando efeitos particulares para cada tratamento (O´CONNELL; 

WIERNIK PH; SUTHERLAND, 1976; ETTINGER et al., 1978; THATCHER et al., 

1982). A alta dose de ciclofosfamida é definida como superior a 120mg/Kg e doses 

baixas variam de 1-3mg/Kg (COLLEONI et al., 2002; GE et al., 2012; HANDOLIAS 

et al., 2013). Ao contrário da dose alta, a baixa é bem tolerada com risco 

significativamente reduzido de efeitos colaterais, apresentando como benefício, 

efeitos imunoestimuladores (COLLEONI et al., 2002).  

Modelos para testar possíveis protetores contra esses efeitos têm sido 

desenvolvidos. Um exemplo é o trabalho de Wang et al (2018), o qual induziu 

imunossupressão nos camundongos com 3 doses a cada 24h de 75mg/Kg para 

testar o efeito protetor dos polissacarídeos do cogumelo Gloeostereum incaratum. 

Outro estudo também testou o efeito protetor de polissacarídeos, neste caso, de 

lentinan, tremelan, paquima, ou uma mistura dos três, e utilizara a dose de 80mg/Kg 

também na mesma quantidade e duração de tratamento que o anterior (ZHANG et 

al., 2017). 

E como esse ciclo-específico é comumente escolhido na clínica para tratar o 

câncer, modelos com câncer têm permitido o estudo desses efeitos em portadores 
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de tumores malignos, bem como a busca de terapias complementares para 

potencializar o efeito de antineoplásicos, como mostra o estudo que testou o efeito 

quimioterápico do lambamisol  e / ou taurina com à administração de dose única de 

100mg/Kg de ciclofosfamida (IBRAHIM et al., 2018). 

Existe uma variedade desses modelos utilizando a ciclofosfamida, alguns em 

dose única (IBRAHIM et al., 2018; MANEPALI et al., 2013) e outros em dose repetida 

(MANENTE et al., 2018; WANG et al., 2018; ZHANG et al., 2017; JIVRAJANI et al., 

2014). O protocolo de dose única permite a infecção de diversos microrganismos 

(ALVES, 2018; SZIGETI et al., 2018) além de diminuir gastos com tempo e recursos. 

Porém a dose repetida causa uma imunossupressão mais intensa e duradoura 

(POTEL; BROCK, 1965), sendo mais adequado para modelos com o objetivo de 

analisar a imunossupressão, tanto em animais sadios, quanto em diversas doenças. 

Como exemplo tem-se o câncer, doença para qual esse fármaco foi desenvolvido, e 

onde esse efeito no sistema imune pode interferir no prognóstico (KRISL; DOAN, 

2017), dada a importância desse sistema frente à essa neoplasia. 

 

2.3 Imunidade e câncer 

Com os avanços dos estudos em imunologia, foi verificado que a relação entre 

o câncer e o sistema imune é complexa. Observou-se que, esse sistema pode 

interagir com a célula tumoral não só na sua formação, mas também no seu 

desenvolvimento. Esta teoria, conhecida como imunoedição, envolve a seleção de 

mecanismos de evasão pelas células tumorais, em que as células do sistema imune 

exercem uma pressão seletiva sobre os tumores e induzem a eliminação ou seleção 

de clones menos imunogênicos (SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011; PENNELL; 

2015). Inicialmente, o sistema imune reconhece as células transformadas e recruta 

moléculas pró-inflamatórias, caracterizando o processo de eliminação. Em um 

segundo momento, as células tumorais selecionadas que não foram destruídas 

geram variantes que carregam mutações possibilitando a resistência. Segue-se uma 

fase de equilíbrio com o sistema imune, na qual coexistem as células de baixa 

imunogenicidade que compõem o tumor e as células e moléculas responsáveis pelo 

controle do crescimento das mesmas. Por fim, após esta seleção natural as células 

tumorais se desenvolvem em um ambiente virtualmente anérgico (fase de evasão) 

(SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011) (Figura 4). 
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Figura 4 – As três fases da imunoedição: eliminação, equilíbrio e escape. Fonte: Adaptado de 

Pennell (2015). 

 

Dessa forma, as células do sistema imune podem participar do 

desenvolvimento tumoral, podendo agir contra ou a favor do crescimento do tumor 

(SOMAROUTHU et al., 2018). Dentre essas células estão os macrófagos, que são 

capazes tanto de inibir como de promover o crescimento e a promoção de cânceres, 

dependendo do seu estado de ativação. Macrófagos M1 são considerados potentes 

células efetoras na eliminação de microrganismos e células tumorais (LAOUI et. al., 

2011; LEITE et al.,  2015), e secretam altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, 

podem expressar níveis elevados de complexo maior de histocompatibilidade (MHC) 

e óxido nítrico sintase induzível (iNOS/NOS2), podendo produzir espécies reativas 

(TAN et al., 2016). Macrófagos M2 podem apresentar grande capacidade de síntese 

de fatores angiogênicos, como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), 

regulam negativamente MHC de classe II e catabolizam L-arginina através da 

arginase 1, produzindo ornitina e poliaminas e desempenham funções na 

remodelação tecidual, proliferação celular e têm sido implicadas na progressão de 

diversos tumores (SICA et al., 2008; FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009; 

HEUSINKVELD; VAN DER BUR, 2011; MANTOVANI et al., 2011; FU et al., 2017).  

Macrófagos não são as únicas células do sistema imune inato envolvidas no 

contexto da resposta tumoral, células NK também são descritas por apresentarem 

atividade citotóxica frente às células cancerígenas (MORVAN; LANIER, 2016). Essa 

citotoxicidade é considerada rápida, muito potente e possui múltiplas facetas. O 

mecanismo principal da ação das NK é a citólise mediada por liberação de granzima 
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e perforina ligadas a serglicina. As perforinas são proteínas que criam poros na 

membrana para entrada das granzimas que são enzimas proteolíticas que ativam 

caspases causando apoptose na célula (DEL ZOTTO et al., 2017). Existe ainda uma 

subpopulação das células NK que expressam moléculas superfície encontradas nas 

células T classificando-as como células NKT.  

 As células NKT são um subconjunto heterogêneo de células T especializadas. 

Essas células exibem uma característica de célula inata de resposta rápida à 

exposição antigênica em combinação com precisão de reconhecimento antigênico 

de células adaptativas e diversas respostas efetoras (SALIO; SILK; CERUNDOLO, 

2014; BAE et al., 2019). Como as células T convencionais, as células NKT sofrem 

desenvolvimento e seleção do timo e possuem o receptor de células T (TCR) para 

reconhecer antígenos (BERZINS et al., 2004; GODFREY et al., 2015). Além dos 

TCRs, as células NKT também possuem receptores para citocinas, semelhantes às 

células inatas, como NK. Esses receptores de citocinas podem ser ativados pela 

expressão, em estado estacionário, dessas citocinas inflamatórias, mesmo na 

ausência de sinais de TCR. Assim, as células NKT podem receber sinais tanto de 

estimulações mediadas por TCR como de citocinas inflamatórias para manifestar a 

imediata liberação de uma série de citocinas (BRENNAN; BRIGL; BRENNER, 2013; 

KOHLGRUBER et al., 2016; NAIR; DHODAPKAR, 2017).  

Contra o crescimento e o desenvolvimento tumoral, há também a grande 

participação da imunidade adaptativa composta pelos linfócitos B e T (DUNN, OLD, 

SCHREIBER, 2004; STANTON; DISIS, 2016). Os linfócitos B são células que podem 

participar contra ou a favor do câncer (SHEN et al., 2016). Quando esses linfócitos 

geram anticorpos (DISIS; STANTON, 2015), apresentam antígenos (ROSSETTI et 

al., 2018) ou liberam citocinas pró-inflamatórias (AHMED; KOMA, 2015), podem 

ativar macrófagos e células NK e influenciar ainda mais suas funções, estimulando 

a imunidade antitumoral. Além das funções contra o câncer, evidências convincentes 

sugerem que essas células exercem certas funções na supressão da resposta 

imune, os linfócitos B reguladores (Bregs). Esses secretam citocinas reguladoras 

que podem suprimir a imunidade tumoral, como a interleucina 10 (IL-10), e por isso 

também são chamados de células B10 (WEI et al., 2016). 

Além dos linfócitos B, têm os linfócitos T. Os linfócitos T CD4+ têm efeito 

antitumoral reconhecendo antígenos, atuando diretamente nas respostas imunes, 

ativando macrófagos a produzir espécies reativas de oxigênio (ROS), tais como 
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óxido nítrico e superóxidos. Os linfócitos T CD4+ e os macrófagos ativados 

completam a resposta antitumoral levando a ativação de linfócitos T CD8+, os quais 

poderão atuar diretamente sob as células tumorais, na tentativa de eliminá-las. Os 

linfócitos T CD4+ ativados tornam-se linfócitos de memória ou podem migrar para o 

sítio do tumor atuando em conjunto com linfócitos T CD8+ na eliminação das células 

tumorais, podendo amplificar a resposta imune, pela ativação de outras APCs, que 

por sua vez, ativam outros linfócitos T CD8+ (PARDOLL; TOPALIAN, 1998; ANTOHE 

et al., 2019).  

Os linfócitos T CD8+ são capazes de induzir morte das células tumorais por 

meio de lise da célula tumoral através da atuação de perforina e granzima B. Essa 

morte acontece quando linfócitos T CD8+ reconhecem os peptídeos derivados de 

antígenos associados ao tumor (TAA), os quais podem ser apresentados via MHC 

de classe II (por APCs) ou I (por apresentação cruzada nas células dendríticas). As 

APCs, após capturar os antígenos tumorais, migram para o linfonodo drenante e 

apresentam estes aos linfócitos T CD8+, os quais são ativados passando a linfócitos 

T citotóxicos. Esses migram para o local onde está alojado o tumor para 

desempenhar a função citolítica (ZIAI et al, 2018). Uma vez ativado, o linfócito T 

CD8+ pode produzir citocinas que ativam APCs, favorecendo o aumento e a eficácia 

na apresentação de antígenos a linfócitos T, induzindo uma resposta imune efetora. 

Os peptídeos derivados de antígenos tumorais podem ser apresentados aos 

linfócitos T CD8+ em órgãos linfoides secundários por apresentação direta das 

células dendríticas que migraram, ou indiretamente após a captação e 

processamento de outras células contendo antígenos tumorais (como macrófagos 

ou neutrófilos) (PARDOLL; TOPALIAN, 1998; OCHSENBEIN, 2005; POGGI; 

ZOCCHI, 2006; LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019). Além disso, os linfócitos 

T CD8+ também matam células tumorais através de moléculas de morte, como por 

exemplo, FAS-FASL (BLOK et al., 2017) e PD1-PDL1 (REN et al., 2018).  

Assim, as respostas imunes inata e adaptativa podem formar um sistema 

integrado de respostas do hospedeiro, no qual diversas células e moléculas 

funcionam cooperativamente para conter o desenvolvimento tumoral. E por isso, 

entende-se que a imunossupressão pode ser muito danosa ao portador de câncer. 

Diante disso, desenvolver, padronizar ou caracterizar a imunossupressão em 

modelos experimentais de câncer, que permitem a busca de adjuvantes que 
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protejam do efeito imunossupressor ou potencializem o efeito antitumoral, são 

sempre oportunos. 

 

2.4 Tumor de Ehrlich 

 Um exemplo de modelos de câncer experimental é o tumor de Ehrlich, um 

adenocarcinoma mamário de camundongo fêmea, transplantado pela primeira vez 

por Paul Ehrlich em 1906. Esse tumor transplantável pode se desenvolver tanto na 

forma sólida (TES), quando as células são inoculadas no tecido subcutâneo ou 

intramuscular, ou na forma ascítica (TEA), quando inoculado na cavidade peritoneal 

(EHRLICH, 1906; GUERRA, 1983; DAGLI, GUERRA, SALDIVA, 1992).  

O tumor de Ehrlich é capaz de se desenvolver em diferentes linhagens de 

camundongos, sugerindo que seu reconhecimento e resposta imune é independente 

de MHC, o que levaria a supor que o controle desse tumor está mais relacionado 

com a resposta imune inata que com a imunidade adaptativa mediada por células T 

(CHEN; WATKINS, 1970). Uma vez que pouco expressa moléculas de MHC de 

classe I e devido à sua baixa imunogenicidade, esta neoplasia apresenta 

crescimento bastante agressivo, proliferação celular acelerada, invasão em tecidos 

adjacentes, baixa resposta de linfócitos T a mitógenos e progressiva perda da 

atividade de células NK (BERGAMI-SANTOS, MARIANO, BARBUTO, 2004). Devido 

a essas características agressivas, desde 1906 até hoje, esse modelo vem sendo 

utilizado para avaliar o efeito de drogas no seu desenvolvimento ascítico, como o 

trabalho recente de Leal et al (2019), o qual demonstrou que a gabapentina poderia 

melhorar o estado geral do hospedeiro tumoral. 

A forma sólida desse tumor possui um crescimento um pouco mais lento, 

podendo, de acordo com o número de células e a linhagem, não ser letal para seu 

portador (PAVELIC et al., 1979; NASCIMENTO et al., 2006), apesar de causar 

alterações mais intensas na celularidade dos órgãos que a forma ascítica (FORTES, 

2009; REIS, 2012). Por volta do décimo dia de evolução, apresenta-se como uma 

massa palpável e de consistência firme. No exame histopatológico, caracteriza-se 

por apresentar um parênquima indiferenciado e estroma delicado. As células 

tumorais são arredondadas e apresentam o citoplasma escasso, núcleo central 

redondo ou ovoide, com nucléolos conspícuos e pleomorfismo celular evidente; além 
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disso, figuras de mitose aberrantes são frequentemente observadas (FERNANDES 

et al., 2015).  

Reis (2012) verificara que o tumor de Ehrlich se desenvolve quando implantado 

na orelha de camundongos Swiss, apresentando características tais como: presença 

de células tumorais displásicas, com grande quantidade de mitoses atípicas e 

relação núcleo-citoplasma maior que a de células normais; infiltrado inflamatório com 

predominância de células polimorfonucleares e presença de angiogênese e fibrose. 

A derme da orelha externa de camundongos já foi utilizada para o desenvolvimento 

de uma outra linhagem tumoral (mastocitoma P815) (MAIA; GUERRA; ROSSI, 

1982), bem como para o estudo experimental de infecções cutâneas (DE MOURA et 

al., 2005) e de processos inflamatórios (MALORNY et al., 1990; GABOR, 2003). 

Local com possibilidade de utilização de produtos de uso tópicos com potencial 

antitumoral e por ser um local de fácil visualização e mensuração da lesão, bem 

como para realização de análise histopatológica. Além disso, a resposta imunológica 

na orelha é bastante intensa (ROBINSON; NAYSMITH, 1976; MALORNY et al., 

1990; DE MOURA et al., 2005). 

A ciclofosfamida já fora utilizada em tumor de Ehrlich sólido, inoculado na 

região do peito entre os membros anteriores. Esse estudo utilizou a dose 10mg/Kg 

em dias alternados por 50 dias, demonstrando diminuir o desenvolvimento tumoral 

(AL-HARBI et al., 1994). Com relação ao tumor ascítico, Bhattacharjee et al (2017), 

utilizaram a dose 25mg/Kg diariamente por 10 dias, demonstrando diminuição da 

celularidade tumoral e aumentando sobrevida dos animais. Recentemente, 

Nascimento (2018) ao estudar o efeito da aminoguanidina em tumor de Ehrlich 

ascítico ou sólido na orelha de camundongos, utilizara a ciclofosfamida como 

controle positivo nesse mesmo protocolo de 10 dias, o qual demonstrou que esse 

esquema terapêutico foi eficaz no controle do tumor ascítico ou sólido. 

Dessa forma, a ciclofosfamida apresenta controle do tumor de Ehrlich, porém 

não há relatos do seu efeito imunossupressor em animais portadores desse tipo de 

câncer experimental. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

Caracterizar modelo de imunossupressão com ciclofosfamida em 

camundongos Swiss portadores ou não de tumor de Ehrlich. 

 

3.2 Específicos  

• Investigar se a ciclofosfamida possui efeito antitumoral no modelo de tumor 

sólido; 

• Avaliar se o tratamento com a ciclofosfamida interfere na alimentação e peso 

dos animais; 

• Investigar se o efeito imunossupressor da ciclofosfamida está associado com 

inibição de recrutamento, proliferação ou ativação celular. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

Foram utilizados 30 camundongos machos da linhagem Swiss, com peso em 

torno de 45-50g e idade entre 3 e 4 meses, fornecidos pelo Biotério Central da 

Universidade Federal do Maranhão (UFMA). Os animais foram mantidos sob 

condições ambientais padronizadas, alimentados com uma dieta balanceada e água 

ad libitum.  O certificado de aprovação da Comissão de Ética para o Uso de Animais 

(CEUA) da UFMA, sob o nº 23115.003822/2016-26, consta em anexo. 

 

4.2 Tumor de Ehrlich 

4.2.1 Manutenção 

A manutenção do tumor de Ehrlich é realizada no Laboratório de 

Imunofisiologia do Departamento de Patologia da UFMA. É mantido na forma ascítica 

por sucessivas passagens em animais da linhagem Swiss através da inoculação 

intraperitoneal de 2x106 células/animal (200 µL de uma suspensão de 1x107 células/ 

mL). 

Para obtenção das células neoplásicas a serem utilizadas neste trabalho, um 

camundongo com aproximadamente sete dias de evolução do tumor ascítico de 

Ehrlich foi eutanasiado com superdosagem anestésica (Cloridrato de Xilasina 

270mg/Kg e Cloridrato de Ketamina 48mg/Kg, intramuscular) (REIS, 2012). Após a 

assepsia com álcool 70% e excisão da parede abdominal, o fluido ascítico foi 

aspirado da cavidade peritoneal com de agulha e seringa, e ressuspenso em solução 

tamponada de fosfato (PBS, pH 7,2). Em seguida, a suspensão celular foi 

centrifugada (290 G /4°C/10 minutos). Ao término da centrifugação, o sobrenadante 

foi descartado e as células foram ressuspendidas em 5 mL de PBS. Para a 

determinação da concentração de células tumorais presentes nessa suspenção uma 

alíquota foi diluída, sendo realizada a contagem de células na câmara de Neubauer, 

e a viabilidade celular (92%) determinada pelo teste de exclusão pelo azul de Trypan.  
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4.2.2 Inóculo 

Para o desenvolvimento do tumor de Ehrlich sólido foram inoculadas  5x105 

células do tumor ascítico em 20µL de PBS na orelha direita de catorze camundongos 

previamente anestesiados com a mesma associação mencionada anteriormente, 

porém com dose 90mg/Kg de Cloridrato de Xilasina e 16mg/Kg de Cloridrato de 

Ketamina, também via intramuscular (MAIA; GUERRA; ROSSI, 1982; 

NASCIMENTO et al., 2006; REIS, 2012).  

 

4.3 Procedimento experimental 

Posteriormente, os animais foram distribuídos em quatro grupos (Figura 5) 

conforme tratamento.  Dois grupos sem tumor (n=7/grupo): um controle sem tumor, 

não tratado (CONTROLE), e um grupo tratado com Ciclofosfamida (CICLO) 

20mg/mL Genuxal® (Lote - 5J081) na dose de 25mg/kg via intraperitoneal (ip.), a 

partir de 48h após a implantação das células tumorais, uma vez por dia, durante dez 

dias (NASCIMENTO, 2018). Dois grupos com tumor (n=7/grupo), que respeitaram 

ao mesmo esquema de tratamento dos grupos sem tumor: CONTROLE e CICLO. 

 

 

Figura 5. Esquema da distribuição dos grupos de animais. 

 

 No dia zero (0) e doze (12), o peso dos animais e o consumo de ração foram 

verificados em balança analítica. Nos dias 0 e 12, as orelhas com tumor foram 

fotografadas para cálculo da área da lesão através do programa Image J (versão 

1.52A, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) e expressa em mm2. No 

décimo segundo dia, os animais foram eutanasiados. 

Após a anestesia o sangue foi coletado (para esfregaço sanguíneo e contagem 

global de leucócitos), e após eutanásia foram coletados: a orelha direita (para análise 

GRUPOS

CONTROLE

CICLO

CONTROLE

CICLO

SEM TUMOR 

COM TUMOR 
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macroscópica e histopatológica); os órgãos linfóides – baço (pesagem, contagem e 

imunofenotipagem) e medula (para contagem) e o lavado peritoneal (para contagem 

e produção de H2O2). O delineamento experimental está demonstrado na Figura 6. 

 

   

0__________2________________________11______12 (Dia) 

               

              Inóculo          Início                                      Término    Eutanásia 

Figura 6. Delineamento experimental. 

 

4.4 Obtenção do sangue 

Após a anestesia dos animais (descrito no tópico 4.2), o sangue foi coletado a 

partir do plexo orbital, em tubo cônico de 2mL. Então foram retirados 20µL diluídos 

em 400µL do Líquido de Turck (40 mL de ácido acético glacial, 40 gotas de violeta 

genciana a 1% e água destilada qsp 1L) para contagem dos leucócitos totais. E foram 

retirados 10µL para a confecção de esfregaço sanguíneo, para contagem diferencial 

de leucócitos. 

 

4.4.1 Análise leucométrica 

A contagem global de leucócitos foi feita nos quadrantes laterais (L1, L2, L3, 

L4) da câmara Neubauer, utilizando microscópio óptico comum (Olympus CX40). Ao 

total de células contadas (N), foi aplicada a fórmula: Leucócitos/mm3 = N x 50 

(ARAÚJO-JORGE; CASTRO, 2000). 

 A contagem diferencial dos leucócitos foi realizada através de esfregaço 

sanguíneo corado com o kit panótico rápido (Laborclin) (conforme instruções do 

fabricante), utilizando microscópio óptico comum, sob aumento de 100X. 

Estabeleceu-se a quantidade de cada tipo de célula, encontrada ao final da 

contagem de 100 leucócitos. 

 

Tratamento 
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4.5 Avaliação histopatológica da orelha  

 Após a eutanásia, as orelhas dos animais foram coletadas, pesadas e 

armazenadas em formol a 10% por 48 horas e colocadas em parafinas para posterior 

confecção das lâminas.  As amostras foram seccionadas em 5µm de diâmetro e 

coradas com hematoxilina-eosina (LUNA, 1968). A análise das lâminas, sem 

identificação dos grupos, foi realizada pelo patologista em microscópio óptico de luz 

comum, com objetiva de 40. Os cortes foram fotografados em microscópio óptico 

invertido (NIKON®, modelo eclipse Ti-U) e do programa NIS-Elements advanced 

research (NIKON Corporation®, Japão) com aumento de 200 e 400X. 

 Os parâmetros analisados foram: infiltrado celular, necrose, quantidade de 

células tumorais, angiogênese e edema. O sistema de escore utilizado para 

caracterizar os parâmetros analisados foi determinado da seguinte forma: (0) 

ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) intenso. Os dados foram apresentados como 

média ± desvio padrão. 

 

4.6 Obtenção e contagem das células dos órgãos linfóides e peritônio 

O lavado peritoneal foi realizado com a aplicação de 5mL de PBS estéril na 

cavidade peritoneal, seguida de aspiração. O baço foi retirado, e triturado em 

câmara, em 3 mL de PBS estéril e a suspensão celulares mantida em banho de gelo 

e diluídas 50x em PBS para contagem. Para obtenção das células da medula óssea, 

o fêmur da pata esquerda foi perfundido com 1 mL de PBS. Foram retirados 90 μL 

das suspensões celulares obtidas dos respectivos órgãos. As células foram fixadas 

e coradas em 10 μL de cristal violeta. As contagens celulares foram realizadas em 

câmara de Neubauer, utilizando microscópio ótico de luz comum (CRUZ et al., 2007).  

 

4.7 Determinação da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

As células do peritônio foram suspendidas com PBS e ajustadas para 

1x106/mL, e 100 μL foram transferidos para cada poço em placa de 96 poços. Cada 

amostra foi feita a análise do NM (não marcado), DHR (espontâneo) e DHR+ PMA 

(estimulado). Estas células foram incubadas em estufa a 37°C, em presença de DHR 

(Dihydrorhodamine 100 ng/mL; SIGMA-ALDRICH), por 10 minutos. E então tratadas 

ou não com éster de forbol, Phorbol-12- miristato-13- acetato (PMA - 50nM; SIGMA-
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ALDRICH) e foram mantidos por 1 hora em estufa a 37ºC, seguido de lavagem com 

PBS, e para leitura foram ressuspensas também em PBS. As aquisições foram feitas 

em citômetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), no canal 

FL1. Para análise, 5000 eventos foram adquiridos, levando-se em consideração os 

parâmetros de tamanho (Forward Scatter, FSC) e complexidade celular (Side 

Scatter, SSC) para estabelecimento do gate de aquisição. Posteriormente, os dados 

foram analisados no software Flow Jo® (TreeStar) e expressos em média de 

intensidade de fluorescência (MFI) (BABA et al., 2014). 

 

4.8 Fenotipagem das células do baço 

  Para avaliação fenotípica, um número de 1x106/mL das células do baço foram 

ressuspensas em 100 µL de PBS e transferidas para uma placa de 96 poços de 

fundo redondo e centrifugadas (340 G /4°C/ 3 minutos).  Após centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e adicionou-se 200μL de PBSA 1% (PBS 1x mais BSA 

1%) ao pellet formado para ser lavado por duas vezes. Após a lavagem foi 

adicionado aos poços 50μL anticorpo Fc Block (BD Pharmingen) na proporção de 

1μL do Anticorpo:100μL de PBSA 1% em todos os poços para incubar por 15 min a 

4°C. Adicionou-se 150μL de PBSA 1% e foi feita centrifugação das células a 340 G; 

4ºC durante 3 min. O sobrenadante foi descartado novamente e o pellet desprendido 

para ser incubado com o 100μL do mix de anticorpos e incubados durante 20 min ao 

abrigo da luz a 4ºC.  Passado o período de incubação foi adicionado mais 200μL de 

PBSA 1% para o pellet ser centrifugado por mais duas vezes (340 G/ 4ºC / 3 min). 

Em seguida, as células foram fixadas com paraformaldeido à 4% e incubadas por 

15min à 4ºC ao abrigo da luz para em seguida serem novamente lavadas por mais 

duas vezes com PBSA 1%. Após a última lavagem, o pellet foi ressuspenso em 

150μL de PBSA 1%. As suspensões de células foram transferidas para microtubos 

de leitura para aquisição de 20000 eventos no citômetro de fluxo FACScalibur 

(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).  Os dados foram analisados no programa 

Flow Jo®(TreeStar). 

Foram montados 4 painéis de marcação com os seguintes anticorpos 

monoclonais conjugados com fluorocromos: anti-CD3 e anti-IaIe conjugados com 

FITC; anti-CD28, anti-CD19, anti-CD49b e anti-CD69 conjugados com PE, anti-CD4 

e anti-CD8 conjugados com PerCP e anti-NK1.1 e anti-F4/80 conjugados com 
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PerCP-Cy5.5; (BD Biosciences Pharmingen) (Quadro 1). Para cada painel foi 

realizada a marcação com os respectivos isotipos no pool de células. Para calibração 

do citômetro, foi realizado um pool de células, que foram utilizadas no controle 

branco (sem anticorpo conjugado) e três controles positivos 1, 2 e 3 (marcados com 

um anticorpo conjugado com fluorocromo da molécula mais expressa para seu canal 

correspondente). 

Quadro 1. Painéis para marcação das células do baço 

FLUOROCROMO FITC PE PerCP PerCP-Cy5.5 

Linfócito T auxiliar CD3 CD28 CD4 - 

Linfócito T citotóxico CD3 CD69 CD8 - 

NKT e NK CD3 CD49b - NK1.1 

Linfócito B e macrófago IaIe CD19 - F4/80 

 

4.8.1 Estratégia de análise  

A estratégia de análise da imunofenotipagem das células do baço para cada 

painel se deu da seguinte maneira. Inicialmente, foi feita a seleção da região 

contendo as células de interesse, característica dos esplenócitos no gráfico baseado 

em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (Figura 7A). Em seguida, para 

análise das subpopulações majoritárias de linfócitos T foram selecionados os 

parâmetros e as regiões duplo-positivas em CD3 (canal 1) versus CD4 (canal 3) para 

linfócitos T auxiliares (CD3+/CD4+) (Figura 7B) e CD3 (canal 1) versus CD8 (canal 

3) para linfócitos T citotóxicos (CD3+/CD8+) (Figura 7C). Para avaliação da 

expressão das moléculas co-estimuladoras dos linfócitos T auxiliares e citotóxicos 

foram selecionadas as regiões positivas para o CD28 no histograma baseado em 

CD28 (canal 2) e para o CD69 no histograma baseado em CD69 (canal 2) 

respectivamente (Figura 7D e E). Em cada população de linfócitos o valor relativo, 

absoluto e a média da intensidade de fluorescência (referente ao número total de 

células do baço) dos marcadores específicos foram definidos. 
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Figura 7 – Estratégia de análise para identificação de linfócitos T auxiliares e T citotóxicos do 
baço dos animais. As células do baço foram obtidas dos animais inoculados (ou não) com tumor de 
Ehrlich e tratados (ou não) com ciclofosfamida (25mg/Kg, ip.). Para análise das células inicialmente, 
foi feita a seleção da região contendo as células de interesse, característica dos esplenócitos no 
gráfico baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (7A). Para análise das 
subpopulações majoritárias de linfócitos T selecionou-se os parâmetros e as regiões duplo-positivas 
em CD3 (canal 1) versus CD4 (canal 3) para linfócitos T auxiliares (CD3+/CD4+) (Figura 7B) e CD3 
(canal 1) versus CD8 (canal 3) para linfócitos T citotóxicos (CD3+/CD8+) (Figura 7C). Para avaliação 
da expressão das moléculas co-estimuladoras dos linfócitos T auxiliares e citotóxicos foram 
selecionadas as regiões positivas para o CD28 no histograma baseado em CD28 (canal 2) e para o 
CD69 no histograma baseado em CD69 (canal 2) respectivamente (Figura 7D e E). Em cada 
população de linfócitos o valor relativo, absoluto e a média da intensidade de fluorescência (MFI) 
(referente ao número total de células do baço) dos marcadores específicos foram definidos. 
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Para análise das células NK e NKT, inicialmente foi feita a seleção da região 

contendo as células de interesse, característica dos esplenócitos no gráfico baseado 

em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (Figura 8A). Em seguida, foi feita a 

seleção da região negativa e positiva para CD3+, respectivamente no histograma 

baseado em CD3 (canal 1) (Figura 8B). Seguindo a análise para as células duplo 

positivas para CD49b e NK1.1(Figuras 8C). Onde NK são CD3-CD49b+NK1.1+ e 

NKT são CD3+CD49b+NK1.1+. Nas populações de NK e NKT, o valor relativo, 

absoluto e a média da intensidade de fluorescência (referente ao número total de 

células do baço) dos marcadores específicos foram definidos. 

 

Figura 8 – Estratégia de análise para identificação de células NK e NKT do baço dos animais. 
As células do baço foram obtidas dos animais inoculados (ou não) com tumor de Ehrlich e tratados 
(ou não) com ciclofosfamida (25mg/Kg, intraperitoneal). As células foram marcadas com anticorpos 
específicos para células NK. Para análise de NK e NKT, inicialmente foi feita a seleção da região 
contendo as células de interesse, característica dos esplenócitos no gráfico baseado em 
granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (A). Em seguida, foi feita a seleção da região negativa e 
positiva para CD3+, respectivamente no histograma baseado em CD3 (canal 1) (B). Seguindo a 
análise para as células duplo positivas para CD49b e NK1.1(C). Nas populações de NK e NKT, o valor 
relativo, absoluto e a média da intensidade de fluorescência (MFI) (referente ao número total de 
esplenócitos) dos marcadores específicos foram definidos. 
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Para análise dos linfócitos B e dos macrófagos, inicialmente foi feita a seleção 

da região contendo as células de interesse, característica dos esplenócitos no gráfico 

baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (Figura 9A). Para análise 

dos linfócitos B, foi feita a seleção da região positiva para CD19+ no histograma 

baseado em CD19 (canal 2) (Figura 9B). Em seguida, foi avaliada a expressão do 

IaIe na região positiva para IaIe+ no histograma baseado em IaIe (canal 1) (Figura 

9C). Para análise dos macrófagos, foi feita a seleção da região positiva para F4/80+ 

no histograma baseado em F4/80 (canal 3) (Figura 9D). Em seguida foi avaliada a 

expressão do IaIe na região positiva para IaIe+ no histograma baseado em IaIe 

(canal 1) (Figura 9E). Em cada população obteve-se o valor relativo, absoluto e a 

média da intensidade de fluorescência (referente ao número total de células do baço) 

dos marcadores específicos. 
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Figura 9 – Estratégia de análise para identificação de Linfócitos B e macrófagos do baço dos 
animais. As células do baço foram obtidas dos animais inoculados (ou não) com tumor de Ehrlich e 
tratados (ou não) com ciclofosfamida (25mg/Kg, intraperitoneal). As células foram marcadas com 
anticorpos específicos para linfócitos B e macrófagos. Para análise das células inicialmente, foi feita 
a seleção da região contendo as células de interesse, característica dos esplenócitos no gráfico 
baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (9A). Para análise dos linfócitos B foi feita 
a seleção da região positiva para CD19+ no histograma baseado em CD19 (canal 2) (Figura 9B). Em 
seguida, foi avaliada a expressão do IaIe na região positiva para IaIe+ no histograma baseado em 
IaIe (canal 1) (Figura 9C). Para análise dos macrófagos foi feita a seleção da região positiva para 
F4/80+ no histograma baseado em F4/80 (canal 3) (Figura 9D). Em seguida, foi avaliada a expressão 
do IaIe na região positiva para IaIe+ no histograma baseado em IaIe (canal 1) (Figura 9E). Em cada 
população obteve-se o valor relativo, absoluto e a média da intensidade de fluorescência (MFI) 
(referente ao número total de células do baço) dos marcadores específicos. 
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4.9 Análise estatística 

Os dados foram analisados utilizando Software Prism 6 (GraphPad, San Diego, 

CA, EUA). Os resultados foram apresentados como média ± desvio padrão (S.D). A 

normalidade foi avaliada pelo teste Kolmorogov - Smirnov. O teste t de Student foi 

utilizado e o nível de significância foi de 5% (um valor de p<0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 O tratamento com ciclofosfamida diminui lesão da orelha de camundongos 

com tumor de Ehrlich sólido (TES). 

 O tratamento com ciclofosfamida não causou alterações na orelha do grupo 

sem tumor. Entretanto, no grupo com TES, essa droga induziu a diminuição da 

espessura (Figura 10A) e peso da orelha (Figura 10B). Além disso, induziu a 

diminuição do diâmetro (Figura 10C) e área da lesão (Figura 10D). A Figura 11 

mostra imagens da orelha no dia 0 e progressão da lesão no dia 12, de cada grupo 

com tumor.  
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Figura 10. Efeito do tratamento com ciclofosfamida sobre a espessura (A), o peso da orelha 
(B), o diâmetro (C) e a área da lesão (D). No dia 0, os animais receberam (ou não) o inóculo do 
tumor de Ehrlich na orelha direita. Os grupos sem tumor receberam PBS. A partir do segundo dia 
foram tratados ou não (CONTROLE) com ciclofosfamida (CICLO), com uma dose diária de 25mg/kg, 
ip., do dia 2 ao dia 11 após o inóculo. Os animais foram eutanasiados no décimo segundo dia e a 
orelha foi retirada. Os valores representam média ± desvio padrão (n=7/grupo). ND do inglês NOT 
DONE- Não feito. *p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo CONTROLE. @p<0,05 quando 
comparado ao grupo CONTROLE sem tumor. 
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Figura 11 – Efeito do tratamento com ciclofosfamida na orelha com tumor. No dia 0, os animais 
receberam (ou não) o inóculo do tumor de Ehrlich na orelha direita. Os grupos sem tumor receberam 
PBS. A partir do segundo dia foram tratados ou não (CONTROLE) com ciclofosfamida (CICLO), com 
uma dose diária de 25mg/kg, ip. do dia 2 ao dia 11 após o inóculo. As orelhas foram fotografadas com 
câmera de 8 Megapixels, nos dias zero (D0) e doze (D12).  
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5.2 O tratamento com ciclofosfamida diminui células tumorais, infiltrado 

inflamatório e necrose da orelha de camundongos com TES. 

 Os dados referentes ao laudo histopatológico da orelha dos animais tratados 

(ou não) com ciclofosfamida estão descritos na Tabela 1. O tratamento com 

ciclofosfamida não causou alterações histológicas na orelha do grupo sem tumor 

(Figura 12A e B), nas orelhas com tumor, pôde-se observar a diminuição da lesão 

(Figura 12C e D). No grupo com TES, o tratamento com ciclofosfamida induziu a 

diminuição do número das células tumorais e do infiltrado inflamatório (Figura 13A e 

B) e da necrose (Figura 14A e B). 

  

Tabela 1 – Escore clínico da orelha de camundongos com tumor de Ehrlich (ou não) e tratados 
(ou não) com ciclofosfamida. 

Grupo 

GRUPOS 

      SEM TUMOR                        COM TUMOR 

 CONTROLE CICLO  CONTROLE CICLO  

Células 

tumorais 
0 0  2,6±0,5 1,7±0,8*  

Edema 0 0  2,5±0,8 1,6±1,0  

Infiltrado 0 0  2,5±0,5 1,6±0,5*  

Angiogênese 0 0  1,1±0,1 1,1±0,4  

Necrose 0 0  1,2±0,4 0,5±0,5*  

No dia 0, os animais receberam (ou não) o inóculo do tumor de Ehrlich na orelha direita. Os grupos 
sem tumor receberam PBS. A partir do segundo dia foram tratados ou não (CONTROLE) com 
ciclofosfamida (CICLO), com uma dose diária de 25mg/kg, ip., do dia 2 ao dia 11 após o inóculo. Os 
animais foram eutanasiados no décimo segundo dia e a orelha foi retirada. Os valores representam 
média ± desvio padrão (n=7/grupo). *p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo CONTROLE.  
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Figura 12. Fotomicrografia da orelha de camundongos com ou sem tumor de Ehrlich e tratados 
ou não com ciclofosfamida. As imagens, representam cortes histológicos da orelha 12 dias após a 
inoculação de tumor ou PBS, corados hematoxilina-eosina e analisados em aumento de 100x. A: 
CONTROLE sem tumor; B: CICLO sem tumor; C: CONTROLE com tumor; D: CICLO com tumor. 
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Figura 13. Fotomicrografia da orelha de camundongos com tumor de Ehrlich tratados ou não 
com ciclofosfamida. As imagens, com ênfase nas células tumorais (indicadas por seta preta) e 
infiltrado inflamatório (indicado por seta vermelha) representam cortes histológicos da orelha direita 
12 dias após a inoculação do tumor de Ehrlich de animais tratados com corados por hematoxilina-
eosina e analisados em aumento de 400x. A: CONTROLE; B: CICLO. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Fotomicrografia da orelha de camundongos com tumor de Ehrlich tratados ou não 
com ciclofosfamida. As imagens, com ênfase na necrose (indicada por seta preta), representam 
cortes histológicos da orelha direita 12 dias após a inoculação do tumor de Ehrlich, corados por 
hematoxilina-eosina e analisados em aumento de 400x. A: CONTROLE; B: CICLO. 
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5.3 O tratamento com ciclofosfamida diminui o consumo de ração e o peso de 

camundongos com TES. 

 O TES diminuiu apenas o peso dos animais (Figura 15B). O tratamento com 

ciclofosfamida induziu a diminuição do consumo de ração (Figura 15A) e do peso 

corporal (Figura 15B), nos animais com e sem tumor.  
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Figura 15. Efeito do tratamento com ciclofosfamida sobre o consumo de ração (A) e o peso 
corporal. No dia 0, os animais receberam (ou não) o inóculo do tumor de Ehrlich na orelha direita. Os 
grupos sem tumor receberam PBS. A partir do segundo dia foram tratados ou não (CONTROLE) com 
ciclofosfamida (CICLO), com uma dose diária de 25mg/kg, ip., do dia 2 ao dia 11 após o inóculo. O 
peso dos animais e o consumo de ração foram mensurados com auxílio de balança analítica no dia 0 
e 12. Os valores representam média ± desvio padrão (n=7/grupo). *p<0,05 quando comparado ao 
respectivo grupo CONTROLE. @p<0,05 quando comparado ao grupo CONTROLE sem tumor. 

 

5.4 O tratamento com ciclofosfamida causa leucopenia em camundongos com 

TES. 

O TES causou leucocitose, com aumento do número de neutrófilos, linfócitos e 

monócitos do sangue. O tratamento com ciclofosfamida promoveu uma leucopenia 

com redução do número de todas as populações analisadas, tanto no grupo sem 

tumor, quanto no grupo com tumor (Tabela 2).  
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Tabela 2 - Contagem global e diferencial de leucócitos do sangue de camundongos com tumor 
de Ehrlich (ou não) e tratados (ou não) com ciclofosfamida.  

Células 

(x103/mm3) 

GRUPOS 

      SEM TUMOR                        COM TUMOR 

 CONTROLE CICLO  CONTROLE CICLO  

Leucócitos 3.2±1.3 0.7±0.4*  7.5±1.4@ 1.0±0.3*  

Neutrófilos 1.8±1.0 0.2±0.1*  2.6±1.3@ 0.2±0.1*  

Linfócitos 1.3±0.7 0.4±0.3*  4.7±2.0@ 0.7±0.3*  

Monócitos 0.04±0.02 0.02±0.01*  0.11±0.08@ 0.01±0.01*  

No dia 0, os animais receberam (ou não) o inóculo do tumor de Ehrlich na orelha direita. Os grupos 
sem tumor receberam PBS. A partir do segundo dia foram tratados ou não (CONTROLE) com 
ciclofosfamida (CICLO), com uma dose diária de 25mg/kg, ip., do dia 2 ao dia 11 após o inóculo. Os 
animais foram eutanasiados no décimo segundo dia e o sangue coletado do plexo orbital. Os valores 
representam média ± desvio padrão (n=7/grupo). *p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo 
CONTROLE. @p<0,05 quando comparado ao grupo CONTROLE sem tumor. 

 
5.5 O tratamento com ciclofosfamida causa aplasia medular em camundongos 

com TES. 

  O TES não alterou a celularidade da medula dos camundongos. 

Entretanto, o tratamento com ciclofosfamida induziu aplasia medular nos animais 

com e sem tumor (Tabela 3). 

 

Tabela 3 – Celularidade da medula de camundongos com tumor de Ehrlich (ou não) e tratados 
(ou não) com ciclofosfamida.  

 

GRUPOS 

      SEM TUMOR                        COM TUMOR 

 CONTROLE CICLO  CONTROLE CICLO  

Medula 

(x105mL) 
5.5±0.7 2.0±1.4*  5.7±2.5 1.7±0.9*  

No dia 0, os animais receberam (ou não) o inóculo do tumor de Ehrlich na orelha direita. Os grupos 
sem tumor receberam PBS. A partir do segundo dia foram tratados ou não (CONTROLE) com 
ciclofosfamida (CICLO), com uma dose diária de 25mg/kg, ip., do dia 2 ao dia 11 após o inóculo. Os 
animais foram eutanasiados no décimo segundo dia e a medula obtida do fêmur direi to. Os valores 
representam média ± desvio padrão (n=7/grupo). *p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo 
CONTROLE.  
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5.6 O tratamento com ciclofosfamida diminui peso e celularidade do baço de 

camundongos com TES. 

 O TES aumentou o peso e celularidade do baço (Figura 16A e B). O 

tratamento com ciclofosfamida induziu diminuição do peso (Figura 16A) e da 

celularidade esplênica (Figura 16A e B). Entretanto, no grupo com tumor tratado com 

ciclofosfamida houve uma redução da celularidade do baço mais acentuada que nos 

animais sadios e tratados por esse fármaco (Figura 16B). 
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Figura 16. Efeito do tratamento com ciclofosfamida sobre o peso (A) e a celularidade (B) do 
baço. No dia 0, os animais receberam (ou não) o inóculo do tumor de Ehrlich na orelha direita. Os 
grupos sem tumor receberam PBS. A partir do segundo dia foram tratados ou não (CONTROLE) com 
ciclofosfamida (CICLO), com uma dose diária de 25mg/kg, ip., do dia 2 ao dia 11 após o inóculo. Os 
animais foram eutanasiados no décimo segundo dia e o baço foi retirado. Os valores representam 
média ± desvio padrão (n=7/grupo). *p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo CONTROLE. 
@p<0,05 quando comparado ao grupo CONTROLE sem tumor. #p<0,05 quando comparado ao grupo 
CICLO sem tumor. 

 

5.7 O tratamento com ciclofosfamida diminui o número de linfócitos B, T e 

macrófagos do baço de camundongos com TES. 

O TES não alterou o número de linfócitos B (Figura 17A) e linfócitos T (Figura 

17B), mas induziu aumento do número de células NK (Figura 17C) e macrófagos no 

baço (Figura 17D). 

A ciclofosfamida, por sua vez, diminuiu o número de linfócitos B (Figura 17A), 

mas não alterou o número de linfócitos T (Figura 17B), células NK (Figura 17C) e 

macrófagos (Figura 17D), nos animais sem tumor. 

Nos animais com tumor, a ciclofosfamida reduziu o número de todas as 

populações analisadas quando comparado ao grupo controle com tumor (Figura 
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17A, B, C e D). Além disso, esse fármaco induziu uma redução do número de 

linfócitos B (Figura 17A), T (Figura 17B) e macrófagos (Figura 17D), quando 

comparados os animais com tumor aos sem tumor. 
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Figura  17 – Caracterização fenotípica dos esplenócitos de camundongos portadores ou não 
de tumor de Ehrlich e tratados ou não (CONTROLE) com ciclofosfamida (CICLO). As células do 
baço foram obtidas dos animais que, no dia 0, receberam (ou não) o inóculo do tumor de Ehrlich na 
orelha direita. Os grupos sem tumor receberam PBS. A partir do segundo dia foram tratados ou não 
com ciclofosfamida, com uma dose diária de 25mg/kg, ip., do dia 2 ao dia 11 após o inóculo. Os 
animais foram eutanasiados no décimo segundo dia e o baço foi retirado. Os esplenócitos foram 
marcados com anticorpos específicos e foram analisadas as frequências absolutas (A, B, C e D). Os 
valores representam média ± desvio padrão (n=7/grupo). *p<0,05 quando comparado ao respectivo 
grupo CONTROLE. @p<0,05 quando comparado ao grupo CONTROLE sem tumor. #p<0,05 quando 
comparado ao grupo CICLO sem tumor. 

 

5.8 O tratamento com ciclofosfamida diminui o número de linfócitos B que 

expressam IaIe do baço de camundongos com TES. 

O TES não causou alteração no número de linfócitos B que expressam IaIe 

(molécula de apresentação de antígeno) (Figura 18). 

A ciclofosfamida, por sua vez, induziu a diminuição do número dessas células 

nos animais sem tumor (Figura 18). 
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Nos animais com tumor, a ciclofosfamida causou a diminuição do número dos 

linfócitos B que expressam IaIe (Figura 18). Além disso, esse fármaco causou a 

diminuição dessas células quando comparados os animais com tumor aos sem tumor 

(Figura 18). 
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Figura 18 – Caracterização fenotípica dos linfócitos B do baço de camundongos portadores ou 
não de tumor de Ehrlich e tratados ou não (CONTROLE) com ciclofosfamida (CICLO). As células 
do baço foram obtidas dos animais que, no dia 0, receberam (ou não) o inóculo do tumor de Ehrlich 
na orelha direita. Os grupos sem tumor receberam PBS. A partir do segundo dia foram tratados ou 
não com ciclofosfamida, com uma dose diária de 25mg/kg, ip., do dia 2 ao dia 11 após o inóculo. Os 
animais foram eutanasiados no décimo segundo dia e o baço foi retirado. Os esplenócitos foram 
marcados com anticorpos específicos e foi analisada a frequência absoluta dos linfócitos B que 
expressam IaIe. Os valores representam média ± desvio padrão (n=7/grupo). *p<0,05 quando 
comparado ao respectivo grupo CONTROLE. #p<0,05 quando comparado ao grupo CICLO sem 
tumor. 

 

5.9 O tratamento com ciclofosfamida diminui o número de linfócitos T do baço 

de camundongos com TES. 

 O tratamento com ciclofosfamida não alterou o número de linfócitos T CD4 

(Figura 19A) e linfócitos T CD8 (Figura 19B). Da mesma forma, não houve alteração 

no número dessas células ativadas (Figura 19AC e D). O tumor, por si só, não 

interferiu nas populações de T analisadas (Figura 19A, B, C e D).  

Entretanto, a ciclofosfamida, nos animais portadores de tumor, induziu redução 

de linfócitos CD4 (Figura 19A) e CD8 (Figura 19B), bem como o número dessas 

células ativadas (Figura 19C e D). Além disso, esse fármaco, nos animais portadores 

de tumor, induziu a diminuição do número de linfócitos CD8 ativados quando 

comparados aos animais sem tumor (Figura 19D). 
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Figura 19 – Caracterização fenotípica dos linfócitos T auxiliares e citotóxicos do baço de 
camundongos portadores ou não de tumor de Ehrlich e tratados ou não (CONTROLE) 
ciclofosfamida (CICLO). As células do baço foram obtidas dos animais que, no dia 0, receberam (ou 
não) o inóculo do tumor de Ehrlich na orelha direita. Os grupos sem tumor receberam PBS. A partir 
do segundo dia foram tratados ou não com ciclofosfamida, com uma dose diária de 25mg/kg, ip., do 
dia 2 ao dia 11 após o inóculo. Os animais foram eutanasiados no décimo segundo dia e o baço foi 
retirado. Os esplenócitos foram marcados com anticorpos específicos e foram analisadas as 
frequências absolutas de linfócitos T CD4 (A) e de linfócitos T CD8 (B) bem como dos que expressam 
CD28 (C) ou CD69 (D). Os valores representam média ± desvio padrão (n=7/grupo). *p<0,05 quando 
comparado ao respectivo grupo CONTROLE. 

 

 

5.10 O tratamento com ciclofosfamida diminui o número de NKT do baço de 

camundongos com TES. 

 O TES não causou qualquer alteração na população de células NKT do baço 

(Figura 20). O tratamento com ciclofosfamida não alterou o número dessas células 

no grupo sem tumor, mas o diminuiu no grupo com tumor (Figura 20). Além disso, 

houve uma diminuição significativa dessas células quando comparados os animais 

com e sem tumor, ambos tratados com ciclofosfamida (Figura 20). 
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Figura 20 – Caracterização fenotípica das células NKT do baço de camundongos portadores 
ou não de tumor de Ehrlich e tratados ou não (CONTROLE) com ciclofosfamida (CICLO). As 
células do baço foram obtidas dos animais que, no dia 0, receberam (ou não) o inóculo do tumor de 
Ehrlich na orelha direita. Os grupos sem tumor receberam PBS. A partir do segundo dia foram tratados 
ou não com ciclofosfamida, com uma dose diária de 25mg/kg, ip., do dia 2 ao dia 11 após o inóculo. 
Os animais foram eutanasiados no décimo segundo dia e o baço foi retirado. Os esplenócitos foram 
marcados com anticorpos específicos e foram analisadas a frequência absoluta. Os valores 
representam média ± desvio padrão (n=7/grupo). *p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo 
CONTROLE. #p<0,05 quando comparado ao grupo CICLO sem tumor. 

  

5.11 O tratamento com ciclofosfamida diminui o número de macrófagos do 

baço de camundongos com TES. 

 O TES não causou qualquer alteração na população de macrófagos que 

expressam IaIe do baço (Figura 21). O tratamento com ciclofosfamida não alterou o 

número dessas células nos animais sem tumor, mas o diminuiu no grupo com tumor 

(Figura 21). Além disso, houve uma diminuição significativa dessas células quando 

comparados os animais com e sem tumor, ambos tratados com ciclofosfamida 

(Figura 21). 
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Figura 21 – Caracterização fenotípica dos macrófagos do baço de camundongos portadores 
ou não de tumor de Ehrlich e tratados ou não (CONTROLE) com ciclofosfamida (CICLO). As 
células do baço foram obtidas dos animais que, no dia 0, receberam (ou não) o inóculo do tumor de 
Ehrlich na orelha direita. Os grupos sem tumor receberam PBS. A partir do segundo dia foram tratados 
ou não com ciclofosfamida, com uma dose diária de 25mg/kg, ip., do dia 2 ao dia 11 após o inóculo. 
Os animais foram eutanasiados no décimo segundo dia e o baço foi retirado. Os esplenócitos foram 
marcados com anticorpos específicos e foi analisada a frequência absoluta dos macrófagos que 
expressam IaIe. Os valores representam média ± desvio padrão (n=7/grupo). *p<0,05 quando 
comparado ao respectivo grupo CONTROLE. #p<0,05 quando comparado ao grupo CICLO sem 
tumor. 

 

5.12 O tratamento com ciclofosfamida diminui a celularidade da cavidade 

peritoneal e aumenta a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) por essas 

células, após estímulo em camundongos com TES. 

 O TES não alterou a celularidade (Figura 22A), mas aumentou o número das 

células produtoras de H2O2 (Figura 22B), bem como a produção média espontânea 

dessa molécula (Figura 22C). Entretanto não alterou a produção após estimulo. 

O tratamento com ciclofosfamida causou diminuição do número de células da 

cavidade peritoneal (Figura 22A), bem como as que produzem espontaneamente o 

H2O2 (Figura 22B). Porém, aumentou a produção média espontânea e estimulada no 

grupo sem tumor. Entretanto, no grupo com tumor, essa droga induziu o aumento 

apenas após estímulo (Figura 22C).  
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Figura 22- Efeito do tratamento com ciclofosfamida sobre o número de células do peritônio 
(A), o número dessas que produzem espontaneamente peróxido de hidrogênio (H2O2) (B) e a 
intensidade de fluorescência média (MFI) espontânea (C) e estimulada (D). A produção foi feita 
a partir do método DHR e avaliada em citômetro de fluxo nas células do peritônio (1x106/mL), as quais 
foram obtidas dos animais que, no dia 0 receberam (ou não) o inóculo do tumor de Ehrlich na orelha 
direita. Os grupos sem tumor receberam PBS. A partir do segundo dia foram tratados ou não 
(CONTROLE) com ciclofosfamida (CICLO), com uma dose diária de 25mg/kg, ip., do dia 2 ao dia 11 
após o inóculo. Os animais foram eutanasiados no décimo segundo dia e o baço foi retirado. Os 
valores representam média ± desvio padrão (n=7/grupo). *p<0,05 quando comparado ao respectivo 
grupo CONTROLE. @p<0,05 quando comparado ao grupo CONTROLE sem tumor. 
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6 DISCUSSÃO 

Os dados apresentados neste trabalho mostram que o tratamento com a 

ciclofosfamida apresentou efeito antineoplásico em animais portadores de tumor de 

Ehrlich sólido (TES) na orelha, além de diminuir infiltrado inflamatório e necrose. 

Além disso, causou efeito imunossupressor em animais com ou sem tumor, 

induzindo a diminuição da produção e proliferação das células do sistema imune, e 

no número das células circulantes, sendo a imunossupressão mais intensa em 

animais com TES, pela redução de linfócitos B, linfócitos T citotóxicos ativados, 

células NKT e macrófagos. A ciclofosfamida também diminuiu o recrutamento no 

peritônio, porém não alterou a capacidade de ativação das células desta cavidade. 

O TES é caracterizado por ser um tumor inflamatório e por possuir um infiltrado 

intenso de células mono e polimorfonucleares (DAGLI; GUERRA; SALDIVA, 1992; 

REIS, 2012). Porém, o tratamento com a ciclofosfamida reduziu o número de células 

do sistema imune no local da lesão. Isso pode ter ocorrido pelo fato de ter menos 

células desse sistema sendo produzidas e circulando no sangue.  

Também foram observadas extensas áreas de necrose nos cortes histológicos 

do grupo com TES. De fato, sabendo que a taxa de crescimento desse tumor é alta, 

isso aumenta também a competição por nutrientes, e a falta deles pode induzir a 

morte das células tumorais por necrose (CHAABANE et al., 2013). Porém, como a 

ciclofosfamida diminuiu a progressão tumoral, sugere-se que isso pode ter reduzido 

esse tipo de morte celular nos animais com tumor e tratados por esse fármaco. Essa 

diminuição, associada à redução das células tumorais e do sistema imune, explica o 

porquê da diminuição do peso e espessura da orelha com tumor, bem como o 

diâmetro e área da lesão.  

Após confirmar o efeito antitumoral desse fármaco para o modelo de câncer 

experimental utilizado, seguiu-se para a análise do efeito imunossupressor na 

presença do tumor, bem como em animais saudáveis. Um parâmetro considerável 

para um quadro de imunossupressão é a nutrição e condição física. Há evidências 

claras de que a ativação de células imunes é um processo bioenergeticamente 

desafiador e que nutrientes e oxigênio disponíveis podem se tornar limitantes da taxa 

de ativação (PEARCE et al., 2013). Além disso, em um contexto de câncer a 

competição entre tumor, células imunossupressoras e células efetoras imunes, por 

recursos limitados, podem contribuir para a imunossupressão (REPASKY; ENG; 
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HYLANDER, 2015). E a diminuição de ingesta de nutrientes, bem como o câncer 

podem promover um intenso consumo generalizado dos tecidos corporais, muscular 

e adiposo, com uma perda progressiva e involuntária de peso, anemia, disfunção 

imune e alterações metabólicas, geralmente associadas à anorexia: caquexia 

(SILVA, 2006; SOLHEIM et al., 2014). 

Como descrito na literatura, a ciclofosfamida pode contribuir para essa 

condição nutricional, pois pode causar alteração do paladar, refletindo numa 

diminuição do consumo de ração e consequentemente uma diminuição do peso 

corporal (DE JORGE et al., 2005; DIEHL et al., 2017). No modelo caracterizado neste 

estudo, foram constatados esses efeitos adversos, pois em ambos os grupos, essa 

droga causou a diminuição desses parâmetros. Ressalta-se que já houve relato 

mostrando que o TES causa redução do percentual de gordura e pró-catabolismo 

devido ao estado pró-inflamatório mais elevado (FRAJACOMO et al., 2016). Isso 

pode explicar porque neste estudo o TES causou perda de peso sem diminuir o 

consumo de ração. 

Além da influência da condição nutricional, um parâmetro que caracteriza 

imunossupressão é a diminuição da celularidade do sistema imune. O TES não 

alterou a produção dessas células na medula, porém houve um aumento na 

proliferação no baço e o consequente aumento na circulação sanguínea. A 

inflamação é uma característica desse tipo de tumor; o mesmo promove o aumento 

da celularidade do sistema imune em órgãos linfóides secundários e, 

consequentemente, aumento no sangue e infiltrado inflamatório intenso (DAGLI; 

GUERRA; SALDIVA, 1992; REIS, 2012). Este aumento da celularidade pode estar 

relacionado a uma ativação do sistema imune (ARAÚJO et al., 2010; ASSUNÇÃO, 

2011). Por outro lado, o tumor de Ehrlich tem a capacidade de induzir hematopoese 

extramedular com esplenomegalia (RUIZ DE MORALES, VÉLEZ, SUBIZA, 1999), e 

que essa grande quantidade de células do baço pode não estar relacionada a uma 

efetivação da resposta imunológica. Esse aumento pode ser decorrente da 

proliferação e/ou migração de células imaturas ou supressoras (LIU et al., 2007). 

Reis (2012) mostrou que o tumor de Ehrlich sólido na orelha induziu a expansão de 

células mielóides supressoras. 

Porém, o tratamento com a ciclofosfamida induziu a diminuição da produção 

medular e da celularidade do baço, que culminou na diminuição dessas células na 

circulação sanguínea, bem como na migração para o local do tumor. Essa diminuição 
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no sangue e nos órgãos linfóides também foi encontrada em estudo realizado com 

esse fármaco na mesma dosagem e duração de tratamento em camundongos Swiss 

sadios (GNANASEKARAN; SAKTHIVEL; CHANDRASEKARAN, 2015). A 

ciclofosfamida pode causar essa supressão em animais sadios ou com TES, devido 

a sua ação no DNA celular, bloqueando a divisão e, consequentemente, impedindo 

proliferação ou a reposição do número das células. Dessa forma, esse fármaco atua 

em células com alto poder de proliferação, como as do sistema imune, quer seja 

fisiologicamente, quer seja na alta proliferação, como na presença de TES 

(AHLMANN; HEMPEL, 2016). 

Entretanto, embora a supressão esplênica, causada pela ciclofosfamida, esteja 

presente em animais com e sem TES, nos animais com tumor, a contagem de células 

no baço foi significativamente menor que nos animais sadios. Porém, não se deve 

associar esse fato a uma diminuição mais acentuada na proliferação no grupo com 

tumor, já que o TES causa hiperplasia e esplenomegalia (RUIZ DE MORALES, 

VÉLEZ, SUBIZA, 1999), como confirmado neste trabalho. Sugere-se que essa 

celularidade menor foi devido à migração das células do baço para a corrente 

sanguínea, e dessa, células migraram para o local do tumor, contribuindo para a 

composição do infiltrado inflamatório. 

Diante dessa atuação do TES e da ciclofosfamida no baço, foram analisadas 

populações específicas. Analisando o que o tumor poderia ter alterado dentro das 

populações estudadas, verificou-se que o mesmo induziu o aumento de macrófagos 

e células NK, corroborando com o mostrado na literatura sobre a resposta 

imunológica frente a esse tipo de câncer, que sugere que o controle do tumor de 

Ehrlich está mais relacionado com a resposta imune inata que com a imunidade 

adaptativa mediada por células T (CHEN, WATKINS, 1970).  

A ciclofosfamida, isoladamente, causou a diminuição de linfócitos B. Embora 

não se tenha uma explicação para isso, estudos mostram que a ciclofosfamida pode 

apresentar, como efeito inicial, o comprometimento, depleção de linfócitos B (HALL; 

OHNO; PRIBNOW, 1977; MADONDO; QUINN; PLEBANSKI, 2016) e que as células 

T, que são as células CD3+, são menos sensíveis aos efeitos dessa droga 

(STEVENSON; FAUCI, 1980). 

No entanto, os animais com tumor, tratados com ciclofosfamida, apresentaram 

números reduzidos de todos os tipos celulares analisados no baço após tratamento 

com esse fármaco, enquanto que nos animais sem tumor houve a diminuição apenas 
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do número de linfócitos B, em relação ao controle sem tumor. Isso pode ser 

entendido, pelo fato que, nos animais sem tumor e não tratados, as células estão 

proliferando fisiologicamente, porém nos animais com TES a proliferação é maior. 

Por isso, quando comparados aos animais tratados pela ciclofosfamida há muitas 

populações sendo afetadas, pois a ação da ciclofosfamida é mais perceptível em 

células que normalmente se dividem mais vezes, em um mesmo espaço de tempo 

(HALES, 1982; SHULMAN, 1993; DE JONGE et al., 2005), o que acontece no baço 

dos animais com TES. 

Sabendo que nos animais com TES e tratados com ciclofosfamida, a 

diminuição do número de esplenócitos foi mais acentuada que nos sadios tratados 

por esse fármaco, analisou-se quais populações foram afetadas. Dentre elas estão 

os linfócitos T citotóxicos ativados e células NKT, células que podem desempenhar 

funções importantes contra o desenvolvimento tumoral (KRIJGSMAN et al., 2018; 

ZIAI et al., 2018), podendo ter migrado para o local do tumor. Além dessas células, 

os macrófagos e os linfócitos B também diminuíram no baço. Esses podem 

apresentar funções opostas frente ao câncer (SICA et al., 2008; LAOUI et al, 2011; 

SHEN et al., 2016), contudo, independentemente do tipo de ativação, eles também 

podem compor o infiltrado de tumores (MANTOVANI et al., 2011; HAO et al., 2012; 

MILIGY et al., 2017) e podem ter migrado para o ambiente tumoral. 

Diante da diminuição do número de macrófagos no baço dos animais com 

tumor após tratamento com ciclofosfamida, surgiu o interesse de investigar as células 

do peritônio, cavidade essa que contém macrófagos, e também por ter sido o local 

do tratamento, permitindo verificar o efeito direto da ciclofosfamida na celularidade, 

bem como na ativação das células peritoneias, pois a diminuição ou inibição de 

mecanismos imunes também caracterizam imunossupressão (PEARCE et al., 2013). 

Um dos parâmetros para avaliação do estado funcional de fagócitos é a 

determinação da produção de espécies reativas liberadas por estas células, 

representando importante mecanismo molecular com alto potencial citotóxico e 

inflamatório (TAN et al., 2016). 

O TES não alterou a celularidade do peritônio, mas aumentou o número de 

células produtoras de peróxido de hidrogênio (H2O2), ou seja, o tumor aumentou o 

número de células com capacidade oxidativa. Isso demonstra que o efeito 

inflamatório do TES não se limita apenas ao local de desenvolvimento, mas em local 

distante do foco tumoral. A ciclofosfamida, por sua vez, diminuiu a celularidade 
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peritoneal e o número de células produtoras de H2O2, tanto nos animais com ou sem 

tumor. Acredita-se que um dos motivos para isso seja porque essa droga causou 

redução de células em órgãos linfóides, sangue e nessa cavidade também não seria 

diferente. Por isso, a diferença no grupo com tumor foi mais intensa em relação ao 

seu controle, que nos animais sadios. 

Diante da diminuição do número das células que produzem peróxido de 

hidrogênio espontaneamente, analisou-se a produção média dessa espécie reativa 

de oxigênio. A ciclofosfamida aumentou a produção espontânea média do peróxido 

de hidrogênio, bem como a estimulada nos animais sem tumor. Esse potencial 

oxidativo é possível pela exposição de células a acroleína (um dos derivados ativos 

da ciclofosfamida), que pode provocar o aumento da produção de espécies reativas 

de oxigênio e da ativação das vias de sinalização pró-inflamatórias (LIU et al., 2012). 

No grupo com tumor, essa droga não alterou espontaneamente essa produção, 

mas ao serem estimuladas, as células se mostraram responsivas e aumentaram 

significativamente a produção dessa espécie reativa. O tumor pode ter induzido uma 

resposta dos fagócitos e os mesmos podem ter saturado e se apresentado 

anérgicos, pois o TES alterou a produção média espontânea de H2O2, mas não a 

aumentou após estímulo. Sugerindo que mesmo em um ambiente tumoral a 

ciclofosfamida é capaz de pré-ativar as células, sendo ativadas somente após 

estímulo. Embora esse fármaco pré-ative essas células, o número delas é tão 

pequeno, que o efeito não possui significância, prevalecendo o efeito 

imunossupressor causado pela escassez da celularidade imune em todos os locais 

do organismo. 

Dessa maneira, nossos resultados apoiam a ideia preliminar de que, além da 

ação antineoplásica, a ciclofosfamida apresenta efeito imunossupressor, e que na 

presença do tumor de Ehrlich sólido esse efeito é mais intenso no baço. Portanto, o 

protocolo, caracterizado neste trabalho, pode ser utilizado como modelo de 

imunossupressão para diversos fins de pesquisa, como para viabilizar infecções 

diversas e estudar terapias protetoras dos efeitos supressores, na presença ou não 

de tumor. Em adição, nos animais com tumor na orelha, pode servir para análise de 

terapias que atuem como potencializadores do efeito antineoplásico da 

ciclofosfamida, bem como a possibilidade de testar tratamentos complementares 

tópicos. 
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7 CONCLUSÕES 

Diante dos resultados expostos podemos concluir que o tratamento com 

ciclofosfamida em camundongos portadores ou não de TES: 

• Apresenta efeito antineoplásico no TES, reduzindo o número de células 

tumorais, infiltrado inflamatório e necrose, culminando na redução do peso, 

espessura da orelha com tumor, bem como a área e diâmetro da lesão; 

• Induz parâmetros que contribuem para a imunossupressão, diminuindo o 

consumo de ração e o peso corporal;  

• Induz a imunossupressão reduzindo a celularidade do sistema imune, 

causando aplasia medular, leucopenia, reduzindo o recrutamento no peritônio 

e diminuindo a proliferação esplênica; 

• Atua na diminuição de linfócitos B no baço; nos camundongos com TES 

induziu a diminuição de macrófagos, células NK, células NKT, linfócitos T 

auxiliares e linfócitos T citotóxicos esplênicos;  

• Induz uma redução mais intensa da celularidade esplênica nos animais com 

TES que em animais sadios, com número reduzido de linfócitos B, T 

citotóxicos ativados, macrófagos e células NKT; 

• Induz pré-ativação celular no local do tratamento, aumentando a produção 

média de peróxido de hidrogênio pelas células peritoneais após estímulo. 
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