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Cyclophosphamide (CY) was used to evaluate the effect on the immune system of sheep. Castred
adult rams were divided into 3 groups, with 6 animals each one. Group | (day 0) and Group Il (day
1) were treated with CY (40 mg/kg, single dose, V), and Group Il was not treated and remained as
control. All groups were immunized on day 0 with B19 brucellosis vaccine. On day 6, all animals
were bled and serum agglutination test for brucellosis antibodies detection was performed. During
7 days blood lymphocyte counts and electrophoresis gammaglobulin dosage were daily performed.
The results showed statistical decrease of immune response. Low serum titers of brucellosis
antibodies were found in Groups | and Il, and lymphopenia and hypogammaglobulinemia were

also found in these groups. A high mortality rate (40%) occurred in the treated animals.
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RESUMO.- A ciclofosfamida (CY) foi usada para avaliar o efeito
no sistema imune de ovinos. Carneiros adultos castrados foram
divididos em 3 grupos, com 6 animais cada. Os Grupos | (dia 0)
e Il (dia 1) foram tratados com a CY (40 mg/kg, dose Unica, IV), e
o Grupo Il ndo foi tratado, permanecendo como controle. To-
dos os grupos foram imunizados no dia 0 com a vacina B19
contra a brucelose. No dia 6, todos animais foram sangrados e
foi realizado o teste de soro-aglutinacdo para deteccdo de
anticorpos anti-brucella. Foram também realizadas, diariamente
durante 7 dias, contagens de linfécitos sangliineos e dosagens
de gamaglobulinas séricas por eletroforese. Os resultados en-
contrados mostraram uma diminuigdo estatistica da resposta
imune. Foram encontrados, nos Grupos | e II, baixos titulos de
anticorpos anti-brucella, além de linfopenia e hipogamaglo-
bulinemia. Uma alta mortalidade (40%) foi encontrada nos ani-
mais tratados.
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INTRODUGAO

As mudancas recentes na pecuaria brasileira e mundial apontam
para um novo paradigma de criagdo, em que o uso de defensi-
vos animais € limitado ao minimo indispensavel, sendo comple-
tamente abolido, no sentido de serem produzidos alimentos,
tanto carne quanto leite, isentos de quaisquer residuos quimi-
cos. A palavra de ordem hoje é a prevencao e manutencao de
animais sadios para que possam utilizar as suas proprias defesas
para o combate das diversas enfermidades que sdo comuns em
rebanhos submetidos a manejos intensivos.

O estudo do sistema imune dos ruminantes desempenha,
assim, um papel chave neste cenario. Dentro deste contexto, 0s
modelos experimentais de imunodepressdo apresentam-se como
uma valiosa ferramenta para avaliar o comportamento do siste-
maimune. O estabelecimento de tais modelos, bem documenta-
dos e com boa reprodutibilidade, permite a realizacao de inime-
ros experimentos, tais como a avaliacdo do efeito de imuno-
moduladores e o desenvolvimento de novas técnicas de
mensuracdo da resposta imune.

Diversas drogas tém sido empregadas em modelos de
imunodepressdo em varias espécies, como a dexametasona, a
ciclosporina, a ciclofosfamida e o metotrexato. Todavia, o efeito
destas drogas ndo € o mesmo em todas as espécies. O
metotrexato, por exemplo, é capaz de inibir a resposta imune
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em camundongos tratados com 2,5 mg/kg em dose Unica
(Romanycheva et al. 1978). Entretanto, Greenwood & Keny (1978)
ndo conseguiram provocar alteracdes hematoldgicas em ovinos
tratados durante 3 dias com 5 mg/kg de metotrexato.

Em camundongos, Doherty (1981) mostrou que a ciclofos-
famida inibe a producéo de anticorpos, mas ndo conseguiu de-
monstrar o efeito da droga na resposta celular cutanea. Ja Tarayre
et al. (1990) encontraram leucopenia em camundongos trata-
dos com essa droga.

Outro exemplo desta diversidade de efeito é a dexametasona,
um potente glicocorticéide usado em diversos modelos de
imunodepressdo. Tal efeito foi bem documentado em vérias es-
pécies, como bovinos (Roth & Kaerbele 1985, Pruett et al. 1987,
Doherty et al. 1995), ratos (Wira et al. 1990, Bakker et al. 1997) e
até galinhas (Isobe & Lillehoj 1993). Todavia, Saulnier et al. (1991)
falharam ao tentar demonstrar o efeito imunodepressor da
dexametasona em suinos e Minton & Blecha (1991) e Garcia et al.
(1999) também ndo conseguiram encontrar tal efeito em ovinos.

Esses resultados ressaltam a necessidade de serem desenvol-
vidos modelos préprios para cada espécie, ja que as conclusdes
obtidas em uma espécie ndo podem necessariamente ser
extrapolada para outra.

A ciclofosfamida é uma mostarda nitrogenada que tem sido
usada no tratamento de diversos tipos de cancer. A droga é um
potente imunodepressor, atuando em células com alta atividade
mitética, inibindo tanto a resposta imune humoral quanto celu-
lar (Bach & Strom 1986).

Um dos efeitos colaterais da ciclofosfamida, a queda de ca-
belos, chamou a atencdo de alguns pesquisadores para a possi-
bilidade do uso da droga para facilitar a tosquia em ovinos.
Logo, surgiram varias publicagdes sobre a chamada “tosquia
quimica” com a ciclofosfamida, como citado em Homan et al.
(1969) e Dolnick et al. (1969). Nestes animais, a 1& pode ser com-
pletamente removida com a méo ao redor do 10° dia apés a
aplicacéo da droga.

O uso da ciclofosfamida em ovinos levou pesquisadores como
Bakke et al. (1972) e Schaumloffel et al. (1973) a estudar o seu
metabolismo nesta espécie. Além destes pesquisadores, muitos
outros se dedicaram ao tema e varios aspectos foram descritos,
como o efeito no bulbo folicular da I, na atividade testicular, na
gestacdo, na atividade da acetilcolinesterase, no crescimento da
Id e nas infecgdes micoticas (Dolnick et al. 1970, McIntosh et al.
1971, Jackson et al. 1975).

Apesar desta grande variedade de trabalhos, sdo poucos 0s
estudos especificos sobre o efeito da ciclofosfamida no sistema
imune de ovinos. Prasad et al. (1986) estudaram o efeito da dro-
ga naresposta a vacinagdo contra o ectima contagioso. Bogda-
nov & Kusnedelcheva (1977) encontraram hipogamaglo-
bulinemia em ovelhas adultas tratadas com ciclofosfamida. Jun
& Johnson (1979) relataram o efeito imunosupressor da droga
em ovinos com carcinoma induzido experimentalmente. Yegana
et al. (1983) ndo conseguiram evidenciar significativas altera-
¢des leucocitaria ou na fracdo de gamaglobulina apés a aplica-
¢ao da ciclofosfamida em ovinos.

Diversos protocolos para o uso da ciclofosfamida em ovinos
tém sido propostos, com diferentes propdésitos, com doses vari-
ando de 10 a 50 mg/kg, tanto via oral quanto intravenosa (Dolnick
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etal. 1969, Mcintosh etal. 1971, Bakke et al. 1972, Jackson et al.
1975, Bogdanov & Kusnedelcheva 1977, Gordon 1982, Yegana
etal. 1983, Prasad et al. 1986).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da
ciclofosfamida em um modelo de imunodepressdo em ovinos,
através da titulacdo de anticorpos anti-brucella, pés-vacinais, e
também pela contagem de linfécitos sangtiineos e pela dosagem
de gamaglobulinas séricas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 18 ovinos sem raga definida, machos adultos e
castrados, com pesos ao redor de 35 kg. Os animais foram mantidos
em baias com cama de serragem e alimentados com feno de alfafa.

Foram constituidos 3 grupos experimentais, com 6 animais cada
grupo. Os animais dos Grupos | e Il receberam 40 mg/kg de
ciclofosfamida (Genuxal®, Asta Médica) por via intravenosa e 0s
animais do Grupo Il permaneceram como controle.

Pretendeu-se avaliar a capacidade dos animais em produzir
anticorpos especificos apds a aplicacdo de determinado antigeno.
Para tanto, foi utilizada a vacina contra a brucelose bovina como
antigeno. Assim, todos os animais foram imunizados com 2 ml de
vacina contra a brucelose, amostra B19 (Aborvac®, Fort Dodge), por
via subcuténea. Seis dias ap0s a vacinagdo, foi feita a titulacdo de
anticorpos anti-brucella, através da soro-aglutinacéo rapida em placa.
A técnica empregada é uma variante da técnica tradicional descrita
por Huddleson & Abel em 1928 e foi padronizada por Garcia et al.
(2000). O soro foi previamente diluido com solugdo salina (0,9% NaCl),
de acordo com as seguintes concentragdes: 1:1, 1:5, 1:10, 1:20, 1:30,
1:40, 1:50, 1:60, 1:70, 1:80, 1:90 e 1:100. De cada dilui¢do, 100ul
foram misturados com 50ul de um antigeno comercial para
diagnostico da brucelose bovina (Instituto Butantan) sobre uma placa
de vidro. A mistura foi suavemente homogeneizada e, ap6s 8 minutos,
foi avaliada a aglutinacdo. O titulo foi o correspondente & maior
diluicdo que apresentou reagdo com aglutinagdo positiva.

Para se avaliar o melhor momento para a aplicacdo da ciclofos-
famida, com relacdo ao momento da imunizagdo anti-bruclla, os
animais do grupo | foram imunizados no mesmo dia em que foram
tratados com a ciclofosfamida e os animais do grupo Il foram
imunizados 24 horas apo0s.

Como elementos adicionais para a avaliagdo do sistema imune,
foi feita a contagem de linfocitos sangiiineos em camara hemati-
meétrica e extensdes sangiiineas (Hewitt 1984) e a dosagem de gama-
globulinas séricas, por eletroforese (Barta & Pourciau 1984). Tais
avaliagdes foram feitas diariamente, durante uma semana apoés a
aplicacdo da ciclofosfamida.

Os dados foram analisados estatisticamente por andlise de
variancia (Zar 1996), para um valor de p=5%. Foi empregada planilha
eletrénica comercial (Excel 97®, Microsoft) de acordo com as
recomendac@es de Dretzke & Heilman (1998).

RESULTADOS

Os resultados da titulag&o de anticorpos vacinais anti-brucella
mostraram haver uma diminuicdo estatisticamente signi-
ficante nos animais dos grupos | (média = 1,4) e Il
(média=11,5), com relagdo ao grupo controle (média = 37,5).
Notou-se, ainda, que a média do grupo | foi menor que a encon-
trada no grupo Il, mostrando que a aplicagdo simultanea da
ciclofosfamida no momento da imuniza¢do provoca uma
imunodepressao mais intensa do que agquela obtida com a apli-
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cacdo da ciclofosfamida um dia antes da imunizacéo (Quadro 1,
Fig. 1).

Nos animais tratados com ciclofosfamida, encontrou-se uma
intensa linfopenia (Quadro 2, Fig. 2). A linfopenia ja pode ser
detectada 24 horas ap0s a aplicagdo da droga, atingindo seu
patamar mais baixo ao redor do 4° e 5° dia, iniciando, entdo,
uma lenta recuperagao.

Com relagdo aos valores da gamaglobulina, os resultados
foram mais discretos, mas ainda estatisticamente significantes.

Quadro 1. Titulos de anticorpos vacinais anti-brucella
em ovinos tratados com ciclofosfamida no dia 0 (Grupo
1), no dia -1 (Grupo Il) e sem tratamento (Grupo Ill)

Grupo | Grupo Il Grupo I
Animal Dia 0 Dia 6 Animal Dia 0 Dia 6 Animal Dia O Dia 6
3B5t+ 0 0 354 0 1 351 0 60

358 0 1 356 0 30 357 0 30
359t O 0 362 0 365 0 30
360+t O 363t 0 366 0 5

361 0 1 364 0 10 367 0 40

371 0 5 368 0 5 369 0 60
Média 0 1,48 Média 0 11,52 Média 0 37,5

@ Médias estatisticamente menores com relagdo ao grupo controle (Il1).
t Animais que morreram.

Quadro 2. Valores de linfécitos sangiiineos (em céls./ul)
de ovinos tratados com ciclofosfamida no dia 0 (Grupo 1),
no dia -1 (Grupo Il) e sem tratamento (Grupo IlI)

Grupo |
Animal Dia-1 Dia0 Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7

355t 4368 4860 1134 435 1748 689 419 527 778
358 2150 2364 1691 842 618 1118 400 914 905
359t 2124 2219 644 240 468 342 216 594 396
360t 3705 2822 451 417 308 315 392 ..

361 3930 3540 595 1029 176 759 499 529 348
371 4457 4325 1533 1860 742 683 789 1018 777
Média 3456 3355 10082 8042 6772 6512 4522 7162 6412

Grupo Il

Titulo

T - . T

Grupo Il

Grupo Il

Fig. 1. Titulos de anticorpos vacinais anti-brucella em ovinos tratados
com ciclofosfamida no dia 0 (Grupo 1), no dia -1 (Grupo Il) e sem
tratamento (Grupo Il).

Grupo |

Quadro 3. Valores da gamaglobulina sérica (em mg/dl)
de ovinos tratados com ciclofosfamida no dia 0 (Grupo
1), no dia -1 (Grupo Il) e sem tratamento (Grupo IlI)

Grupo |

Animal Dia-1 Dia0 Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7

3%5+ 1,70 1,59 2,05 1,38 1,20 1,35 1,16 1,05 1,20
358 1,30 1,38 1,23 1,06 1,11 1,29 1,14 1,04 1,03
359t 1,61 1,49 129 1,24 1,22 143 152 156 1,48
360+ 1,50 1,40 1,73 1,23 150 1,65 1,70 ..

361 1,53 1,79 1,37 1,14 1,31 1,55 1,69 1,51 1,25
371 1,68 1,60 1,58 1,71 1,44 1,44 1,31 1,45 1,23
Média 1,55 1,54 1,54 1,30 1,302 1452 1,42 1,32 1,24

Grupo Il

Animal Dia-1 Dia0 Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7

354 164 1,37 1,86 1,40 1,29 1,56 1,29 1,24 1,42
356 1,49 1,79 1,57 1,14 0,93 1,16 1,09 1,03 1,24
362=t 1,55 1,96 1,16 1,06 1,11
363=t 1,50 1,21 1,48 1,30 1,20
364 1,39 1,40 1,44 166 1,21 1,37 1,24 1,24 1,10
368 1,51 1,88 1,29 1,47 1,20 1,38 1,42 1,29 1,16
Média 1,52 1,60 1,47 1,34 1,162 1,372 1,26 1,20 1,23

Grupo 1l

Animal Dia-1 Dia0 Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7

Animal Dia-1 Dia0O Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7
354 2365 1862 1960 899 527 711 880 1307 782

356 2063 1416 355 717 1055 880 1240 1111 1134
362t 3851 1700 1290 1374 598

363t 3034 2979 1731 370 956
364 2535 2342 1485 1063 555 625 553 825 1160

368 3420 828 868 994 503 536 945 840 511
Média 2878 1854 12818 9032 6992 6882 9042 10212 8972

Grupo 1l
Animal Dia-1 Dia0 Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7

351 2066 2066 1812 3218 1634 2070 2489 2027 1288
357 2436 1838 1449 2525 1651 1300 2865 1733 2365
365 4520 2139 3965 4523 1876 2683 2490 3159 2606
366 2436 5256 4179 4154 2726 2504 3268 2581 1863
367 1782 2465 2149 2898 1430 1431 1244 1820 1782
369 3891 4740 3379 4079 2820 2882 3039 3597 4201
Média 2855 3084 2822 3566 2023 2145 2566 2486 2351

@ Médias estatisticamente menores com relagdo ao grupo controle (l11).
1 Animais que morreram.

351 1,66 1,62 1,72 1,99 2,03 2,10 1,70 1,61 1,72
357 1,88 1,92 1,80 1,46 1,71 2,04 1,74 1,78 1,89
365 1,35 1,14 1,43 1,08 1,24 1,57 1,37 1,21 1,13
366 2,33 2,00 193 1,62 1,81 2,16 1,97 1,73 1,68
367 1,11 1,11 1,34 1,81 1,05 1,23 1,33 1,04 1,00
369 1,39 1,51 1,32 1,36 1,78 1,72 1,59 1,50 1,33
Média 1,62 1,55 159 155 1,60 1,80 1,62 1,48 1,46

@ Médias estatisticamente menores com relagdo ao grupo controle (1l1).
1 Animais que morreram.

Conforme exposto no Quadro 3 e na Fig. 3, notou-se uma
hipogamaglobulinemia nos animais dos Grupos | e II. A
hipogamaglobulinemia torna-se evidente ao redor do 22 dia ap6s
aaplicacdo da droga, atingindo seu patamar mais baixo ao re-
dor do 4¢ dia (Quadro 3, Fig. 3).

Os animais tratados com ciclofosfamida apresentaram que-
da de 14 que se iniciou ao redor do 32 dia apds a aplicacéo da
droga e, ao redor do 102 dia, j& podia ser encontrada a queda
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total da la (Fig. 4). Dos 12 animais inoculados, cinco morreram,
perfazendo uma mortalidade de 40%. Das cinco mortes, trés
ocorreram na primeira semana ap6s a aplicagdo da droga e duas
mais tardiamente. Os animais apresentaram lesdes degenerativas
no figado e rim.

DISCUSSAO

Os experimentos com imunologia aplicada a clinica dependem
substancialmente do desenvolvimento de modelos de boa
reprodutibilidade. O que parece simples a primeira vista, muitas
vezes se revela complexo no momento da execucéo. Por outro
lado, modelos considerados bons para uma determinada espé-
cie nem sempre se aplicam a outra. Em experimento anterior,
Garcia et al. (1999) ndo conseguiram provocar imunodepressao
em ovinos com a dexametasona, resultado semelhante ao en-
contrado por Minton & Blecha (1991), apesar de diversos auto-
res terem obtido sucesso em provocar aimunodepressao com a
mesma droga em outras espécies (Roth & Kaerbele 1985, Pruett
etal. 1987, Wiraetal. 1990, Isobe & Lillehoj 1993, Doherty et al.
1995, Bakker et al. 1997). Assim, a principal motivacdo deste
experimento foi a de avaliar o efeito de outra droga, a
ciclofosfamida, em modelo de imunodepressao em ovinos.

Pesq. Vet. Bras. 24(3):115-119, jul./set. 2004

Os resultados encontrados mostraram claramente o efeito
imunodepressor da ciclofosfamida. Os animais do grupo con-
trole apresentaram aglutinagéo de seu soro frente ao antigeno
brucélico mesmo quando seu soro era previamente diluido, em
alguns casos, até 60 vezes. Ja alguns animais inoculados néo
apresentavam tal aglutinacdo, mesmo com o0 Soro puro, sem
dilui¢do. Resultado semelhante foi encontrado por Prasad et al.
(1986), que encontraram forte imunodepressdo em animais imu-
nizados contra o ectima contagioso, apés serem tratados com a
ciclofosfamida.

Alinfopenia e a hipogamaglobulinemia encontrada nos ani-
mais inoculados reforcaram também esse efeito imunodepressor.
Cabe ressaltar, porém, que a linfopenia foi um resultado mais
expressivo que a hipogamaglobulinemia. Esse achado semelhante
ao relatado por Silva (2000), parece sinalizar que a dosagem de
gamaglobulinas ndo é um indicador tdo seguro de imunode-
pressdo; a0 menos nao parece ser muito sensivel.

A escolha da ciclofosfamida baseou-se na indicagao pré-exis-
tente na literatura (Bogdanov & Kusnedelcheva 1977, Jun &
Johnson 1979, Yegana et al. 1983, Prasad et al. 1986) e na facili-
dade de aquisicao no mercado a um custo razoavelmente aces-
sivel (Genuxal®, Asta Médica). A escolha da dose de 40 mg/kg
também se baseou na literatura, que indica doses de 10 a 50 mg/
kg (Quadro 1). Entretanto, observou-se uma alta mortalidade
nos animais inoculados (40%), fato que indica a necessidade de
reconsideracdo dessa dose em experimentos dessa natureza.
Portanto, seria conveniente retestar a ciclofosfamida com uma
dose menor para verificar se é possivel repetir o efeito
imunodepressor observado neste trabalho, todavia, com uma
provavel redugdo significativa da mortalidade.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos concluimos que a ciclofos-
famida pode ser usada em modelo de imunodepresséo em ovi-
Nnos, pois € capaz de causar diminui¢cdo na producéo de anticorpos
vacinais, linfopenia e hipogamaglobulinemia. Por outro lado, 0
efeito da diminuicéo de anticorpos vacinais ocorre de maneira
mais intensa quando a droga € aplicada no mesmo momento da
imunizacdo, em comparag&o ao efeito obtido quando da aplica-
¢do um dia antes. Na dose de 40 mg/kg, usada neste experimen-
to, a ciclofosfamida mostrou-se relativamente toxica, causando
mortalidade de 40% dos animais inoculados.
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