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RESUMO

MACHADO, R. A. S. biometria, morfometria e estereologia de encéfalos em ratos albinos
lactentes submetidos a ingestio residual de ciclofosfamida no leite. Monografia (Trabalho
de Conclusido de Curso em Medicina Veterinaria), Universidade Federal de Campina Grande,
Patos — PB, 2023.

O estudo avaliou os efeitos da ingestdo residual de ciclofosfamida no leite materno, sobre o
encéfalo de ratos em fase de amamentagdo, provindos de fémeas que receberam a droga durante
a lactagdo. Foram utilizados 24 ratos albinos lactentes com 14 e 21 dias de vida. Os animais
foram divididos em dois grupos, sendo um grupo controle (GC) e um grupo tratado (GT), com
12 animais cada. Cada um desses grupos foi dividido em dois subgrupos de seis animais cada,
de acordo com a idade em que foram eutanasiados, aos 14 e 21 dias de vida. As matrizes
lactantes dos grupos tratados receberam por via oral, a dosagem de 140 mg/kg/dia de
ciclofosfamida a cada seis dias, durante os 21 dias de lactag@o, enquanto as dos grupos controles
receberam apenas solucdo salina. Na data da eutanasia, valores biométricos (peso corpdreo,
peso encefélico e eixos enceféalicos) foram aferidos. As amostras foram fixadas e secgdes de
encéfalo foram processadas. Foram aferidos dados morfométricos (didametros e areas dos corpos
neuronais, didmetro e area dos nucleos de neurdnios e oligodendrocitos e numero de neurdnios
e oligodendrécitos por area) e estereoldgicos (volume encefalico, densidade de volume do
cortex cerebral e cerebelar, e densidade de volume da substancia branca). Os resultados foram
submetidos ao teste de normalidade, os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste “U”
de Mann-Whitney e dados paramétricos foram submetidos ao teste “t” de Student, ambos os
testes consideraram 5% de significancia. A analise biométrica revelou diminui¢do no peso
corpdreo dos animais tratados em ambas as idades e aumento do peso relativo do encéfalo em
ambas as idades. Na analise morfométrica observou-se aos 14 dias diminui¢do do nucleo dos
oligodendrocitos no cérebro seguido de aumento aos 21 dias. Na estereologia observou-se
diminui¢@o do volume do encéfalo aos 14 dias. S&o necessarios mais estudos para determinar
os efeitos da ciclofosfamida nas células isoladas do cortex cerebral, medula cerebral e cerebelo.

Palavras—chave: Quimioterapico, SNC, Mielina.



ABSTRACT

MACHADQO, R. A. S. Biometry, morphometry and stereology of brains in lactating albino
rats subjected to residual ingestion of cyclophosphamide in milk. Monograph (Course
Completion Work in Veterinary Medicine), Federal University of Campina Grande, Patos —
PB, 2023.

The study evaluated the effects of residual ingestion of cyclophosphamide in breast milk on the
brain of lactating rats, from females that received the drug during lactation. 24 albino lactating
rats aged 14 and 21 days old were used. The animals were divided into two groups, a control
group (CQG) and a treated group (GT), with 12 animals each. Each of these groups was divided
into two subgroups of six animals each, according to the age at which they were euthanized, at
14 and 21 days of life. The lactating sows in the treated groups received a dosage of 140
mg/kg/day of cyclophosphamide orally every six days, during the 21 days of lactation, while
those in the control groups received only saline solution. On the date of euthanasia, biometric
values (body weight, brain weight and brain axes) were measured. Samples were fixed and
brain sections were processed. Morphometric data (diameters and areas of the neuronal bodies,
diameter and area of the nuclei of neurons and oligodendrocytes and number of neurons and
oligodendrocytes per area) and stereological data (brain volume, volume density of the cerebral
and cerebellar cortex, and volume density of the white matter). The results were subjected to
the normality test, non-parametric data were analyzed using the Mann-Whitney “U” test and
parametric data were subjected to the Student “t” test, both tests considered 5% significance.
Biometric analysis revealed a decrease in the body weight of treated animals at both ages and
an increase in the relative weight of the brain at both ages. In the morphometric analysis, a
decrease in the nucleus of oligodendrocytes in the brain was observed at 14 days, followed by
an increase at 21 days. In stereology, a decrease in brain volume was observed at 14 days.
Further studies are needed to determine the effects of cyclophosphamide on cells isolated from
the cerebral cortex, cerebral medulla, and cerebellum.

Keywords: Chemotherapy, CNS, Myelin.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfofisiologia do Sistema Nervoso

O tecido nervoso esta distribuido por todo o organismo, estando associado a maioria dos
tecidos. Os neurdnios sdo as unidades anatdomica, morfologica, funcional e trofica do tecido
nervoso. As células efetoras estdo associadas a outros tipos celulares conhecidos como células
da glia que desempenham suporte por meio da protecdo, nutri¢do e integridade funcional do
sistema nervoso. As células da glia e os neur6nios formam o tecido nervoso (BANKS, 1996).

O neurdnio € composto pelo corpo celular, que € formado pelo citoplasma juntamente
com o nucleo, e pelos processos neuronais sendo o axdnio e os dendritos. No citoplasma € onde
estdo presentes as mitocondrias que ddo o suporte energético as células neuronais e o complexo
de Golgi, responsavel pela producdo das vesiculas secretoras. O axdnio possui ramos terminais
que fazem sinapses com dendritos e corpos celulares de outros neurdnios. Os dendritos sdo
processos com varias ramificagdes que recebem contatos sinapticos de outros neurdnios
(BANKS, 1996).

As células da glia compreendem os astrocitos, oligodendrécitos, microglia e células
ependimarias. Os astrocitos sdo identificados por seus nucleos ovoides e palidos, sendo maiores
entre as células gliais. Desempenham papel de sustentag@o estrutural através de suas fibrilas
gliais, mas também sdo capazes de armazenar glicogénio e liberar glicose, sendo uma fonte de
energia do sistema nervoso central. Os oligodendrocitos sdo reconhecidos por seus nucleos
pequenos, esféricos e de coloragdo densa, na substancia cinzenta. Funcionam como satélites
perineuronais, ja na substancia branca, formam a bainha de mielina em torno dos axonios, o
que acelera a propagacdo do impulso elétrico. A micréglia € identificada por meio de seus
nucleos cromofilicos, pequenos e alongados. Em condi¢des fisiologicas sintetizam e liberam
fatores troficos, mas em situagdes de lesdo do sistema nervoso, essas células reagem se
proliferando e exercendo proteg¢do. As células ependimarias formam um epitélio que reveste as
cavidades ventriculares no interior do cérebro e no canal medular central, sdo células cuboides
que apresentam cilios que se movem na superficie apical (EURELL, FRAPPIER, 2013).

Anatomicamente o sistema nervoso ¢ dividido em duas partes, o sistema nervoso central
composto pelo encéfalo juntamente com a medula espinal, e o sistema nervoso periférico
formado pelos nervos medulares e os pares de nervos cranianos. O encéfalo € o 6rgdo que

controla e regula a interac¢do do sistema nervoso com o corpo, € € macroscopicamente dividido



15

em cérebro, cerebelo, tronco encefalico, medula oblonga, ponte e mesencéfalo (KONIG,;

LIEBICH, 2016).

Figura 1: Representagdo esquematica do encéfalo em sec¢do mediana.

Telencéfale
Diencéfalo 3
B Mesencéfolo 3 T
] Metencéfola T
Miglencéefalo 1 Cerebro
Sistemn de ventriculos | Comissura dos
hemisfarias
| | Medula ES.-PiI"HCII encefalicos
Plexo corioide
Cerebelo do 37 ventriculo
Plexe coricide | Epifise
do 4 ventriculo e,
- Aderéncia
. ¥ interfolamica
Bulbo olfatério
Medula oblonga
Ponte Hipafise

Fonte: Adaptado de Konig; Liebich, 2016.

2.2 Funcio cognitiva

A fun¢do cognitiva descreve os fatores que culminam do desempenho fisioldgico do
cérebro, e incluem atenc¢do e concentragdo, fungdo executiva, velocidade de processamento da
informacgdo, linguagem, fungdo motora, habilidade visual espacial, aprendizado e memoria. A
funcdo executiva esta relacionada a processos cognitivos de cunho superior, que incluem a
iniciagdo, planejamento, geragdo de hipdteses, flexibilidade cognitiva, tomada de decisdo,
regulacdo, julgamento, utilizacdo de feedback e autopercep¢@o. Estes mecanismos so
coordenados pela regido do cortex dorsolateral do lobo frontal (JANSEN et al., 2005).

A velocidade de processamento estd relacionada a capacidade do cérebro em analisar
rapidamente informagdes simples e complexas. Esta atividade ¢ atribuida aos lobos parietal e
frontal. A func¢do motora esta relacionada ao desempenho motor, como velocidade, for¢a e
coordenacdo, e esta atribuida ao cortex dos lobos frontal e parietal, bem como cerebelo e tronco
cerebral. A habilidade visual espacial diz respeito a capacidade de analisar e produzir uma
resposta aos estimulos visuais, tais atribui¢des sdo divididas entre as estruturas periféricas do
olho bem como da regido do cortex do lobo occipital. A aprendizagem diz respeito a capacidade

de adquirir novas informagdes, j& a memoria € o aprendizado acumulado por repeti¢do, e as
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estruturas neuro anatdmicas envolvidas nestes processos sdo, o cortex pré-frontal, cortex
parietal e o lobo temporal medial, que inclui o hipocampo e partes do talamo (GAZZANIGA,
IVRY; MANGUN, 2006).

2.3 Farmacodinamica e farmacocinética da Ciclofosfamida:

Segundo De Jonge er al (2005), a ciclofosfamida ¢ um agente antineoplasico e
imunossupressor amplamente utilizado. E uma pré-droga, que pode ser administrada por via
oral ou parenteral, e passa por um complexo processo de ativagdo e inativagdo metabolica.

A ciclofosfamida adentra o organismo na forma inativa, e sofre hidroxilagdo no figado,
por a¢do das enzimas do citocromo P-450 (SPINOZA; GORNIAK; BERNARDI, 2017),
tornando-se 4-hidroxiciclofosfamida, que entdo se decompde para formar o agente alquilante
final, a mostarda fosforamida, que apresenta efeitos citotoxicos tanto in vifro quanto in vivo
(MOORE, 1991).

A excregdo se da em sua maioria pela urina na forma de metabolitos inativos, junto com
a fosforamida e outro composto chamado acroleina, que associados, podem provocar a irritagao
da mucosa, gerando quadros de cistite hemorragica (SPINOZA; GORNIAK; BERNARDI,
2017).

2.4 Efeitos da ciclofosfamida no Sistema Nervoso:

Pacientes tratados com a ciclofosfamida podem apresentar efeitos neurologicos, dentre
os quais podem ser incluidos as doengas associadas a substancia branca, bem como déficits
cognitivos incluindo queda na habilidade viso espacial, fungdo motora, memoria imediata e
linguagem (JANSEN et al., 2005).

Estudos sugerem que individuos tratados com altas doses de quimioterapia estdo mais
susceptivels a comprometimentos cognitivos do que pacientes higidos, e que tais alteragdes
surgem apos o término do tratamento (BREZDEN ez al., 2000, SCHANGEN ef al., 1999; VAN
DAM et al., 1998). Ha também indicios de que protocolos de tratamentos quimioterapicos que
incluem a ciclofosfamida podem produzir sequelas graves da substancia branca (BROWN er
al., 1998).

Segundo Schagen ef al (2002) farmacos como a ciclofosfamida podem danificar os
vasos sanguineos e a barreira hematoencefalica, permitindo a entrada destas substancias no

Sistema Nervoso Central.
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seguido da remog¢do do encéfalo para avaliagdo biométrica, morfométrica, estereologica e

histologica.

3.3 Coleta e processamento das amostras

Nas idades especificadas, os ratos foram pesados e submetidos a eutandsia. O encéfalo
foi removido e pesado em balanga semianalitica de precisdo BG 1000 GEHAKA®.

A biometria incluiu o peso corporeo dos animais, o peso absoluto e relativo do encéfalo,
eixos maior e menor do encéfalo. Os eixos maior e menor do encéfalo foram mensurados com
auxilio de paquimetro. O peso relativo de cada 6rgdo foi calculado mediante a formula (peso
do 6rgdo x 100/peso vivo).

Foi calculada a média das variaveis de cada grupo considerando os valores dos orgaos
de cada animal, dos seus respectivos grupos controles e tratados.

As amostras foram pré-fixadas por imersdo em formaldeido por 72 horas. Apds a
fixagdo, foram aparadas, cortadas, desidratadas em alcool em concentra¢des crescentes, imersas
em xilol (diafanizagdo) e incluidas em parafina no Laboratério de Patologia Animal (LPA) do
Hospital Veterinario Universitario Prof. Ivon Macédo Tabosa (HVU) do Centro de Saude e
Tecnologia Rural (CSTR), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de
Patos, Paraiba; em processo semelhante ao realizado por MICHALANY (1998).

Foram obtidas sec¢des longitudinais de Sum de cérebro e cerebelo por meio do
microtomo manual LEICA RM2125 RT e navalhas descartaveis Easy Path DURAEDGE.
Trés secgdes ndo simultdneas equidistantes do cérebro e trés sec¢des ndo simultidneas
equidistantes do cerebelo de cada animal foram obtidas e coradas pela Hematoxilina e Eosina,
possibilitando a analise morfométrica, estereologica e histologica de cada orgdo. A primeira
secgdo foi obtida de forma aleatdria. Os cortes histologicos foram analisados em microscopio
de bancada da marca Olympus BX41, utilizando a objetiva de 20x e 40x.

Para cada corte foi determinado o numero de neurénios e oligodendrocitos por area em
micrometro quadrado (um?). Foram mensurados o didmetro (um) e a area (um?) dos corpos
celulares e nucleos de 30 neurdnios por corte e o didmetro (um) e a area (um?) dos nucleos de
30 oligodendrécitos por corte. Todas as aferigdes foram efetuadas de forma aleatéria e
uniformemente variada através da varredura sistematica das sec¢des em ziguezague, apos a
obtencdo de fotomicrografias por meio do Software IMAGE PRO EXPRESS 6.0 em

computador acoplado em microscopio binocular de luz OLYMPUS BX40 no aumento de 40x.
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A estereologia incluiu o volume do encéfalo, a densidade de volume (Vv) do
cortex cerebral e cerebelar e densidade de volume da substancia branca, bem como os volumes
médios do cortex e da substancia branca.

O volume de cada orgdo foi aferido pelo método de SCHERLE (1970). A gravidade
especifica ¢ a razdo entre a densidade do 6rgdo avaliado e a densidade da substancia de
referéncia (4gua) (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995; RUSSELL & FRANCA, 1995). Desta
forma, o volume total foi obtido a partir da seguinte formula: VOLUME=Densidade X Massa.
As variaveis estereoldgicas de densidade de volume (Vv) foram obtidas por meio da contagem
dos pontos por alocagdo sistematica e aleatdria das imagens obtidas através do software
IMAGE-PRO EXPRESS 6.0 ¢ posteriormente empregada no software IMAGEJ para a
contagem dos pontos (GUNDERSEN, 1988; MANDARIM-DE-LACERDA, 1995).

A densidade da substancia branca e do cortex cerebral e cerebelar em percentual (%) foi
calculada a partir do percentual obtido na densidade de volume (Vv) de cada tecido segundo
MIRAGLIA & HAYASHI (1993). Os volumes médios do cortex e da substancia branca por
animal em mm?3, também foram obtidos através do calculo com os dados obtidos para o volume

total dos orgdos.

3.4 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados
com distribui¢do ndo paramétrica foram submetidos ao teste U de Mann-Whitney, e dados com
distribui¢do paramétrica foram confrontados pelo teste “t” de Student. Ambos os testes

consideraram o grau de significancia de 5%.
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extremamente téxico (FAROON ez al., 2008; LEMOS ef al., 2020, MEDINA, 1956, MOGHE
et al., 2015; STEVENS; MAIER, 2008).

A acroleina causa danos ao DNA e proteinas, ruptura mitocondrial, dano a membrana
basal, estresse oxidativo do reticulo endoplasmatico e, por fim, apoptose ou necrose de células
atingidas (DE JONGE ef al., 2005).

A ciclofosfamida assim como outros farmacos antineoplasicos apresenta amplo espectro
de acdo, atingindo diferentes células do organismo incluindo aquelas que possuem alta taxa de
multiplicagdo, como as células do epitélio gastrointestinal, provocando apoptose dessas células,
com consequente aumento da permeabilidade, rompimento da barreira mecanica da mucosa e
diminui¢@o da capacidade de absor¢do, resultando em diarreia e perda de peso (ALABI ef al.,
2021; DOBREK er al., 2017; FOX; PANDYA, 2000; KIM; CHAN, 2017; LI; DAL, ZHANG,
2015; MASSAUT, 2018; OMOLE et al., 2018; SENTHILKUMAR et al., 2006; YANG et al.,
2013).

Dentre os efeitos adversos causados pela ciclofosfamida, foram relatados anorexia e
nausea, afetando respectivamente 66% e 76,5% dos pacientes em tratamento. Essas
manifestagdes também resultam em perda de peso, desidratagdo e desequilibrio eletrolitico
(ALMEIDA; GUTIERREZ; ADAMI, 2004; ARGILES ef al., 2010; ARISAWA et al., 2005;
GARCIA-LUNA er al., 2012; LIMA; BERNUSSE; GENARO, 2017; SCHEIN et al., 2006).

Os efeitos degradantes da ciclofosfamida e de seus metabolitos sobre o epitélio
gastrointestinal alteram e diminuem a capacidade de absor¢do de nutrientes, vitaminas e
minerais, incidindo negativamente sobre o ganho de peso observado nos animais tratados.
Outros estudos apresentam resultado semelhante (ALBUQUERQUE, 2019; CORREA;
ALVES, 2018; HOU ef al., 2007; LIMA, BERNUSSE; GENARO, 2017; SILVA; SILVA:
ALVES, 2012; SUAREZ, 2017; ZHANG et al., 2021).

Entretanto, as altas taxas de replicacdo das células do epitélio gastrointestinal também
garantem uma rapida recuperagdo das populac¢des perdidas, fazendo com que os danos a esses
orgdos e o retardo no ganho de peso, sejam contornados tdo logo o tratamento seja encerrado,
ou mesmo quando as populagdes celulares se tornam mais resilientes aos danos provocados
pelo medicamento. Essa resiliéncia e alta capacidade regenerativa pode ser a razdo pela qual se
verifica uma reducdo de peso bem menos acentuada no grupo tratado de 21 dias de vida quando
comparado a redug@o observada no grupo GT14.

O peso do encéfalo ndo apresentou diferenca tanto no grupo tratado de 14 dias
(p=0,2046) quanto no grupo tratado de 21 dias (p=0,0729) em comparagdo com 0S grupos

controle de mesma idade. Ja o peso relativo do encéfalo aumentou 34,26% no grupo tratado de
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14 dias (p=<0,0001) e 13,83% no grupo tratado de 21 dias (p=0,003) quando comparados a
seus respectivos grupos controle.

Em relagdo ao metabolismo energético, o encéfalo possui uma posi¢do especial em
comparagio com outros 6rgdos. E o principal regulador do fornecimento de energia, possuindo
a capacidade de receber informagdes sobe os 6rgaos periféricos por meio de suas vias neuronais
aferentes, podendo controlar as fun¢des de muitos 6rgdos por meio de suas vias nervosas
eferentes. Sendo assim, € provavel que esse controle ndo se limite apenas ao funcionamento
dos orgdos, mas também da regulagdo do metabolismo energético corporal (ATTWELL,;
LAUGHLIN, 2001).

Proporcionalmente, o consumo de energia pelo encéfalo € muito maior do que dos outros
orgdos do corpo. Entretanto, sua capacidade de armazenar energia € limitada, e a manutencgéo
do suprimento energético para o encéfalo ¢é fator de suma importancia para a sobrevivéncia de
todo o organismo (PETERS et al., 2004).

A glicose € a principal fonte de energia para o sistema nervoso e para o cérebro, este
consome cerca de 20% da glicose corporal total. Em situa¢des de déficit nutricional, onde o
fornecimento de glicose ¢ reduzido, o cérebro € capaz de oxidar lactato e corpos cetonicos como
combustivel cerebral alternativo (CORMACK et al., 2019).

O cérebro representa, portanto, o principal consumidor e regulador da energia corporal.
Durante o estresse ou periodos de escassez alimentar, garante o proprio suprimento, mesmo a
custa de outros 6rgdos, com o objetivo de atender suas demandas energéticas para manter seu
funcionamento adequado, e a longo prazo, suprir as necessidades de todo o organismo da
maneira mais econdmica possivel (PETERS ez al., 2004).

Desta forma, o aumento do peso relativo do encéfalo nos dois grupos tratados € o reflexo
do crescimento normal do encéfalo, notoriamente observado pelo peso absoluto do 6rgdo, mas
que ndo foi acompanhado pelo crescimento corporal, haja vista o déficit energético causado
pelos danos ao trato gastrointestinal.

O eixo maior do encéfalo do grupo tratado de 14 dias (p=0,0832) e o eixo menor do
encéfalo (p=0,0878) do mesmo grupo ndo apresentaram diferenga, bem como o eixo maior do
encéfalo do grupo tratado de 21 dias (p=0,4476) e o eixo menor (p=0,2185) em comparagio
aos grupos controle de mesma idade, indicando que a ciclofosfamida e seus metabdlitos nio
provocam alteragdes nos eixos encefalicos quando administrada nas mesmas condi¢des deste

estudo.
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As variaveis morfométricas area dos corpos neuronais, didmetro dos neurdnios, area do
nucleo dos neurdnios, diametro do nucleo dos neurdnios, area do nucleo dos oligodendrécitos
e didmetro do nucleo dos oligodendrocitos do cérebro estdo expressas na tabela 2.

Tabela 2: Médias da Area dos Corpos Neuronais (ACN), Didmetro dos Neurdnios (DN), Area
do Nucleo dos Neurénios (ANN), Didgmetro do Nucleo dos Neurdnios (DNN), Area do Nucleo
dos Oligodendrocitos (ANO) e Diametro do Nucleo dos Oligodendrocitos (DNO) do cérebro
dos ratos albinos dos grupos controle (GC) e ciclofosfamida (GT), eutanasiados aos 14 e 21

dias de vida e seus respectivos desvios padrdes (DP).

GRUPOS

VARIAVEIS GCl4+DP GT14+DP GC21+DP GT21+ DP
ACN (um?) 280.8+402a 2602426.4a 2062+287c  236,5+22.5¢
DN (um) 256+12a 237+08a 233+23c 23,5+ 24c
ANN (um?) 953+139a 858+ 11,la 52,8+157c 53,1+ 9,4¢
DNN (um) 12,7098 120+07a 9,5+ 1,4c 9,4 +0,7c
ANO (um?) 349+19a 322+20b 287+19¢ 34,7+ 1.9d
DNO (um) 748+0,032a 640400390 6,9 £0.3¢c 7,7+ 03d

Letras diferentes- Médias diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p<0,05).
Letras iguais- Médias ndo diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p>0,05).
Letras diferentes*- Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,05).
Letras iguais*- Médias ndo diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p>0,05).

A area dos corpos neuronais nao sofreu alteracio aos 14 dias de vida (p=0,0817) quando
comparados os grupos controle e tratado, aos 21 dias de vida ndo houve diferenga do grupo
tratado (p=0,3450) em relagdo ao grupo controle.

O diametro dos neurdnios do grupo tratado de 14 dias (p=0,4900) ndo diferiu quando
comparado com o controle de mesma idade, ja aos 21 dias de vida ndo houve alteragdo desta
variavel quando justapostos os grupos controle e tratado (p=0,4513).

A érea do nucleo dos neuronios ndo diferiu aos 14 dias de vida (p=0,109) bem como
ndo houve altera¢do deste parametro aos 21 dias de idade (p=0,4875) quando comparados os
grupos controles e tratados.

O didmetro do nucleo dos neurdénios também ndo apresentou diferenca aos 14
(p=0,1008) e 21 dias (p=0,4916) comparando os grupos controle com seus respectivos grupos
tratados.

Neste estudo ndo foram observadas alteragdes estruturais nos pericarios e nos nucleos

neuronais, no entanto, ndo ¢ possivel descartar alteragdes nos prolongamentos celulares e
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terminagdes nervosas, bem como alteragdes ultraestruturais, e funcionais que vao além do
escopo deste estudo.

Aos 14 dias de vida houve diminui¢do de 7,7% (p=0,0217) da area do nucleo dos
oligodendrocitos do grupo tratado em relagdo ao grupo controle, e aos 21 dias houve um
aumento de 20,9% da mesma variavel do grupo tratado em comparag@o com o respectivo grupo
controle (p=0,0002).

Houve diminui¢éo de 14,4% do diametro do nucleo dos oligodendrocitos aos 14 dias de
vida (p=0,02405), ja aos 21 dias de vida houve aumento de 11,5% da mesma variavel ao
comparar o grupo tratado com o grupo controle de mesma idade (p=0,002).

Neste estudo, o uso da ciclofosfamida promoveu altera¢do nos oligodendrocitos, células
suporte do sistema nervoso central, estando em maior numero na substancia branca (BANKS,
1996).

Gross e colaboradores (1986) avaliaram a estrutura vascular de diferentes areas do
sistema nervoso central, tanto da substancia branca como da substancia cinzenta, e constataram
que ha uma maior distribui¢do capilar em areas da substancia branca em relagdo a substancia
cinzenta, o que pode influenciar na interagdo das células com substancias exdgenas advindas
pela corrente sanguinea. E possivel que uma menor exposicio da substincia cinzenta aos
componentes plasmaticos tenha protegido os neurdnios dos efeitos deletérios do medicamento,
enquanto que a substincia branca tornou-se mais susceptivel ao farmaco por possuir uma
estrutura de irrigacdo mais desenvolvida.

Varios estudos correlacionam o uso de quimioterapicos, entre eles a ciclofosfamida,
como causadores de uma enfermidade conhecida como leucoencefalopatia toxica (MOORE-
MAXWELL: DATTO; HULETTE, 2004; SIOKA:; KYRITSIS, 2009; LEE ef al., 2013;
SCAILTEUX, ef al., 2015; MATSOS et al., 2017).

Muito embora os mecanismos de agdo dessas substincias no sistema nervoso central
ndo tenham sido completamente elucidados, algumas hipdteses sugerem que agentes como a
ciclofosfamida causam uma disfun¢do endotelial nos vasos do sistema nervoso, provocando
aumento da permeabilidade capilar e por consequéncia edema (LEE ef al., 2013; SCAILTEUX,
etal., 2015; FILLEY; MCCONNELL; ANDERSON, 2017).

Em condi¢des normais, a concentragdo osmotica de fluidos citoplasmatico e extracelular
no cérebro encontra-se em estado de igualdade, no entanto, devido as membranas celulares
serem permeaveis a agua, desequilibrios na concentragdo intra ou extracelular de solutos ou
solvente, resultam no fluxo de agua para dentro ou para fora das células, causando inchago ou

encolhimento das células (KAHLE ez a/.,2009).
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A substancia branca cerebral ¢ composta por tratos de fibras mielinizadas em uma matriz
celular de células gliais, arteriolas e capilares frouxamente compactados, favorecendo o
acumulo de liquido nos espagos extracelulares, o que a torna mais susceptivel ao edema
vasogénico (HINCHEY, 1996).

Briones e Woods, 2014, em um estudo envolvendo o uso da ciclofosfamida em ratos,
relataram que esses animais apresentaram perda de memoria associada ao aumento de
mediadores inflamatoérios como a IL-1b, TNF-o e COX-2, ocorrendo também reducdo no
numero de células precursoras de oligodendrocitos.

Uma das hipoteses para explicar a diminui¢do do nucleo dos oligodendrocitos aos 14
dias € que, devido ao possivel edema gerado pela ciclofosfamida no cérebro, ocorreu um
desequilibrio na osmolaridade dos fluidos intra e extracelulares, resultando em um possivel
sequestro do liquido intracelular para o meio extracelular. Entretanto, aos 21 dias, ocorreu
aumento do nucleo dos oligodendrocitos, sugerindo que ocorreu 0 mesmo mecanismo de forma
oposta. Tal hipdtese merece ser melhor investigada, e mais estudos devem ser realizados para
elucidar os mecanismos causadores do edema, e como se comporta a troca de fluidos entre as
células gliais e o intersticio.

As variaveis morfométricas area dos corpos neuronais, diametro dos neurdnios, area
do nucleo dos neurénios, didametro do nucleo dos neurdnios, area do nucleo dos
oligodendrocitos e diametro do nucleo dos oligodendrocitos do cerebelo estdo expressas na
tabela 3.

Tabela 3: Médias da Area dos Neurdnios de Purkinje (ANP), Didmetro dos Neurdnios de
Purkinje (DNP), Area do Nucleo dos Neurdnios (ANN), Didmetro do Nucleo dos Neurdnios
(DNN), Area do Nucleo dos Oligodendrocitos (ANO) e Diametro do Nucleo dos
Oligodendrocitos (DNO) do cerebelo dos ratos albinos dos grupos controle (GC) e
ciclofostamida (GT), eutanasiados aos 14 e 21 dias de vida e seus respectivos desvios padroes

(DP).

GRUPOS
VARIAVEIS GCl14+DP GTI4+DP GC21+DP GT21+ DP
ANP (um?) 182,04283a  168,5£193a 230,6+32,4¢ 2021 + 24 4¢
DNP (um) 204+309 187+19a 22,7+22¢c 21,5+ 2,04¢
ANN (um?) 425+81a 358+67a 43,6+7,6¢C 46,6 + 6,5¢
DNN (um) 8,8+09a 7,7+08a 8,6+0,85¢ 8,8 + 0,80c

ANO (um?) 282+23a 26,1+20a 339+30c 33,4+ 3,60
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DNO (um) 69+04a  67+02a  7,5+04c 74+05c

Letras diferentes- Médias diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p<0,05).
Letras iguais- Médias ndo diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p>0,05).
Letras diferentes*- Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,05).
Letras iguais*- Médias ndo diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p>0,05).

A érea dos neurdnios de Purkinje aos 14 dias (p=0,1784) e aos 21 dias de vida
(p=0,3095) ndo diferiram entre os grupos controle e tratado, assim como o didmetro destas
células aos 14 dias (p=0,1454), e aos 21 dias (p=0,1846), a area do nucleo dos neurdnios de
Purkinje (p=0,1505) e o didmetro do nucleo (p=0,0768) aos 14 dias ndo apresentaram diferenca
entre os grupos tratado e controle, bem como aos 21 dias respectivamente (p=0,2400),
(p=0,4014),

A érea e o didmetro do nucleo dos oligodendrocitos cerebelares aos 14 dias ndo
apresentaram diferenca (p=0,0646) (p=0,288) comparando grupo controle e tratado, bem como
aos 21 dias (p=0,4072) (p=0,3912)

Nesta pesquisa ndo se constatou alteracdes morfoldgicas na estrutura do cerebelo.
Também ndo se observou alteragdes morfolodgicas nos oligodendrécitos, levando a crer que
existem diferencas significativas entre os oligodendrocitos do cérebro e do cerebelo, ou uma
diferenga relevante no que concerne a interagdo existente entre essas células e o medicamento
e seus metabolitos nas diferentes regides do sistema nervoso central.

Paul Flechsig (1920) propds que a mielinizagdo ocorre em uma ordem de prioridade,
onde as primeiras estruturas a serem mielinizadas sdo o fasciculo cuneatus, trato cerebelar e
piramidal antes mesmo do nascimento. Apds o nascimento hé o desenvolvimento da mielina no
cérebro. H4 uma hipotese de que a mielinizagdo segue uma hierarquia onde a prioridade sdo
areas que controlam a homeostase, seguida de areas mais complexas como o cértex frontal
(SNAIDERO; SIMONS, 2017).

Existe ainda um conceito de duas vias de mielinizagdo, uma intrinseca, de carater
genético, e outra adaptativa, que ¢ modificada pela experiéncia e varia de acordo com a regido
encefalica. Regides que necessitam de uma rapida condugdo de impulso, como medula espinhal
e cerebelo possuem uma espessa camada de mielina j4 formada, enquanto estruturas do cérebro
geralmente sdo mielinizados em duas fases (STADELMANN et al., 2019).

Bakiri e colaboradores (2011) constataram que a velocidade da condugdo elétrica no
cerebelo € duas vezes maior que no corpo caloso, devido a necessidade de controle rapido da

produg@o motora e do movimento.
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Portanto, uma possivel justificativa para o ndo acometimento das células cerebelares
deste estudo, foi o fato de a mielina ter sido sintetizada primariamente no cerebelo. Esta
caracteristica fez com que as células j4 em repouso fossem menos afetadas pela ciclofosfamida,
ou seja, o oligodendrécito em plena fase de sintese de mielina € teoricamente mais susceptivel
aos efeitos deletérios que a célula quiescente.

No entanto, estudos mais aprofundados serdo necessarios para investigar essas
diferentes interagdes da ciclofosfamida nas diversas areas encefalicas, bem como da
estruturagdo da substancia branca no cerebelo.

As variaveis estereoldgicas volume total, densidade de volume do cortex, densidade de
volume do centro branco medular, volume absoluto do cortex e volume absoluto do centro

branco medular do cérebro estdo expressas na tabela 4.

Tabela 4: Médias dos Volumes Totais (VT), da Densidade de Volume do Cortex (VvC),
Densidade de Volume do Centro Branco Medular (VvM), Volume Absoluto do Cortex (VC) e
Volume Absoluto do Centro Branco Medular (VM) do cérebro dos ratos albinos dos grupos

controle (GC) e tratado (GT), eutanasiados aos 14 e 21 dias de vida e seus respectivos desvios

padrdes (DP).

GRUPOS

VARIAVEIS GCl4+DP GT14+DP GC21+DP GT21+ DP
VT (mm®) 1,05£0,09a 0,950,090 1,32+0,1c 1,26 + 0,05¢
VvC (%) 53,6+3,3a 53,5¢#23a  53,543,6¢ 53,3+1,2¢
VVvM (%) 46,1433a  46,6+22a  46,043,7c 46,0+1,4¢
VC (mm®) 0,540,04a  0,5+0,04a  0,7+0,05¢ 0,6+0,03¢
VM (mm?) 0,48+0,06a  0,44+0,05a  0,6+0,08¢c 0,5+0,02¢

Letras diferentes- Médias diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p<0,05).
Letras iguais- Médias ndo diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p>0,05).
Letras diferentes*- Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,05).
Letras iguais*- Médias ndo diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p>0,05).

O volume do encéfalo no grupo tratado de 14 dias regrediu 10,52% (p=0,0381) em
comparagdo com o grupo controle, ja no grupo de 21 dias ndo houve altera¢do (p=0,1357).

O sistema nervoso central se origina a partir de uma estrutura tubular, o tubo neural, que
se desenvolve a partir de um espessamento do ectoderma denominado placa neural. A placa
neural se invagina ao longo de seu eixo longo, formando inicialmente um sulco neural, seguido

por uma elevagdo das extremidades laterais da placa neural denominadas pregas neurais. Essas
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dobras se encontram centralmente e se fundem sobre o sulco neural para formar um tubo neural
(LAHUNTA; GLASS; KENT, 2016).

O lumen do tubo neural embrionario persiste na forma dos ventriculos encefalicos e do
canal central da medula espinhal, € por essas cavidades que transita o liquido cerebrospinal
(KONIG; LIEBICH, 2016).

Alguns estudos correlacionam alteracdes no volume cerebral com alteragdes nos
ventriculos do encéfalo (CAHN et al., 2002; MONCRIEFF; LEO, 2010; SILBERT ez al., 2003;
WRIGHT et al., 2000) relatando diminui¢@o do volume encefalico e aumento do tamanho dos
ventriculos.

Sendo assim, € possivel que a diminui¢do do volume do encéfalo no grupo tratado de
14 dias advenha de altera¢do de tamanho no sistema ventricular do encéfalo. Entretanto, como
ndo houve alteragdo no peso do o6rgdo, ¢ possivel também que alteragdes na densidade tecidual
tenham promovido a redu¢do de volume, visto que o volume € o produto da densidade tecidual
e da massa do 6rgdo. Mais estudos sdo necessarios para determinar se essa alteragdo
volumétrica nos animais tratados de 14 dias ocorreu por alteragdes dos ventriculos cerebrais,
por alteragdes na densidade tecidual ou por ambos os fatores combinados.

No grupo tratado de 21 dias nédo foi observada diferenca no volume quando comparado
ao seu respectivo grupo controle, indicando que os fatores que levaram a reducdo de volume
aos 14 dias de vida ndo estdo presentes na fase tardia de lactagdo, ou que mecanismos
compensatorios foram suficientemente capazes de restabelecer as condi¢des de normalidade
aos 21 dias de vida. E sabido que a permeabilidade gastrointestinal tende a reduzir
consideravelmente nos primeiros dias de vida (KLEIN, 2014), portanto € razoavel supor que a
quantidade de ciclofosfamida e seus metabdlitos absorvidos na fase final de lactag@o seja bem
menor que nos primeiros dias de vida, impactando positivamente nos efeitos deletérios
observados no encéfalo como um todo aos 21 dias de vida.

A densidade de volume do cortex (p=0,4226) e o volume absoluto do cortex (p=0,0588)
ndo apresentaram diferencas quando comparados os grupos controle e tratado de 14 dias, bem
como a densidade de volume da medula (p=0,3836) e o volume absoluto da medula (p=0,1088)
ndo diferiram entre os grupos controle e tratado.

Aos 21 dias de vida também ndo houve alteracdo da densidade de volume do cortex
(p=0,4592), do volume absoluto do cortex (p=0,1372), da densidade de volume da medula
(p=0,5) e do volume absoluto da medula (p=0,2542).

Os resultados sugerem que as alteragdes encontradas nos oligodendrocitos ndo foram

suficientes para afetar todo o tecido nervoso, porém devido aos animais serem eutanasiados aos
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14 e 21 dias de vida, ndo se pode descartar a possibilidade de haver um maior comprometimento
da substancia branca como um todo se o uso da droga for prolongado.

O volume total do encéfalo apresentou diminui¢do aos 14 dias de vida, o que pode
sugerir alteragdes volumétricas dos ventriculos cerebrais. Outros estudos associaram a
diminui¢do do volume cerebral como consequéncia do aumento ventricular (CAHN ez al., 2002;
MONCRIEFF; LEO, 2010; SILBERT ez al., 2003; WRIGHT ez al., 2000). Uma hipotese
adicional, também possivel, seria a ocorréncia de alteragdes da densidade volumétrica dos
tecidos, contudo, as aferi¢des realizadas neste estudo ndo possibilitaram confirmar tal condigao.
Sera necessario executar novos estudos para compreender tal alteracdo e sua relagdo com o uso
da ciclofosfamida.

As variaveis estereoldgicas do volume total, densidade de volume do cortex, densidade
de volume do centro branco medular, volume absoluto do cortex e volume absoluto do centro
branco medular do cerebelo estdo expressas na tabela 5.

Tabela 5: Médias do Volume Total (VT), da Densidade de Volume do Cortex (VvC),
Densidade de Volume do Centro Branco Medular (VvM), Volume Absoluto do Cortex (VC) e
Volume Absoluto do Centro Branco Medular (VM) do cerebelo dos ratos albinos dos grupos
controle (GC) e tratado (GT), eutanasiados aos 14 e 21 dias de vida e seus respectivos desvios

padrdes (DP).

GRUPOS
VARIAVEIS GCl4+DP GTI14+DP GC21zDP GT21 + DP
VT (mm3) 1,05£0,092a 0,95+ 0,09 1,32+0,1c 1,26 + 0,05¢
VvC (%) 86,5+5,4a*  843+33a*  80,4+2.8c 80,6+3,0c
VVvM (%) 13,445 42% 15643 3a* 19,542 8¢ 19,4+3,0¢
VC (mm3) 0,040,07a  0,840,06a  1,140,1c* 1,0+0,06¢*
VM (mm’) 0,14+0,06a  0,15+0,04a  0,27+0,03¢ 0,24+0,03¢

Letras diferentes- Médias diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p<0,05).
Letras iguais- Médias ndo diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p>0,05).
Letras diferentes*- Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,05).
Letras iguais*- Médias ndo diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p>0,05).

A densidade de volume do cortex cerebelar (p=0,1149) e o volume absoluto do cortex
cerebelar (p=0,193) ndo diferiram quando comparados os grupos controle e tratado de 14 dias,
assim como a densidade de volume da medula (p=0,2298) e o volume absoluto da medula

(p=0,4174) que ndo diferiram entre os grupos controle e tratado.
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Aos 21 dias de vida também ndo houve alteracdo da densidade de volume do cortex
cerebelar (p=0,4616), do volume absoluto do cortex cerebelar (p=0,125), da densidade de
volume da medula (p=0,9233) e do volume absoluto da medula (p=0,1853).

Assim como no cérebro, ndo houve alteragdo nas variaveis estereoldgicas cerebelares,
bem como ndo houve alteragdes na morfometria deste componente encefalico, indicando que
muito provavelmente, os efeitos do medicamento e seus metabolitos foram sutis o suficiente
para ndo promover alteracdes estruturais significantes. Este estudo, entretanto, ndo abrangeu
todos os componentes celulares e teciduais do o6rgdo. Componentes estruturais como
terminagdes nervosas e prolongamentos celulares ndo foram avaliadas, havendo necessidade de
estudos complementares para entender os efeitos residuais da ingestdo de ciclofosfamida e seus
metabolitos pelo leite materno.

Ao microscopio de luz, o cérebro e cerebelo dos animais do grupo GC14 (Figura 1)

apresentaram caracteristicas estruturais condizentes com o padrio de normalidade da
espécie. Os animais do grupo GT14 também mantiveram organizagio estrutural do tecido

nervoso aparentemente mantida.

Figura 2: Fotomicrografias do cérebro e cerebelo de ratos controle (GC) e tratados (GT)
eutanasiados aos 14 dias de vida. A: Coértex cerebelar de animal do grupo GC14. B: Cortex
cerebelar de animal do grupo GT14. C: Cortex cerebral de animal do grupo GC14. D: Cértex
cerebral de animal do grupo GT14. PM: Pia-mater, O: Nucleo de oligodendrocito, N: Corpo
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neuronal, CM: Camada molecular, CP: Camada de Purkinje, CG: Camada granular.

Hematoxilina e Eosina. Aumento de 40X,

Fonte: Arquivo pessoal.

Os animais do grupo GC21 também apresentaram caracteristicas microscopicas e
estruturais dentro do padrdo de normalidade para o tecido nervoso (Figura 2), enquanto que

ndo foram observadas alteragdes qualitativas no tecido nervoso dos animais do grupo GT21.

Figura 3: Fotomicrografias do cérebro e cerebelo de ratos controle (GC) e tratados (GT)
eutanasiados aos 21 dias de vida. E: Cortex cerebelar de animal do grupo GC21. F: Cortex
cerebelar de animal do grupo GT21. G: Cértex cerebral de animal do grupo GC21. H: Cortex
cerebral de animal do grupo GT21. PM: Pia-méter, O: Nucleo de oligodendrécito, N: Corpo
neuronal, CM: Camada molecular, CP: Camada de Purkinje, CG: Camada granular.

Hematoxilina e Eosina. Aumento de 40X
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5 CONCLUSAO

A ciclofosfamida ingerida residualmente através do leite materno induz alteragdes
morfologicas no cérebro de ratos lactentes, incluindo redug@o do volume encefalico aos 14 dias,
atrofia dos oligodendrocitos aos 14 dias de vida e hipertrofia dos oligodendrécitos aos 21 dias
de vida. Mais estudos sdo necessarios para determinar a durag@o e impactos funcionais desses

efeitos.
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