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RESUMO

Animais imunodeficientes são amplamente utilizados como
modelos para pesquisas nas áreas de parasitologia, oncologia
e imunologia. Atualmente, fármacos com ação imunossupres-
sora têm sido usados experimentalmente para a obtenção de
camundongos imunossuprimidos. Com o objetivo de obten-
ção de modelos animais imunossuprimidos farmacologicamen-
te, foram avaliadas as populações de linfócitos de camundon-

gos imunossuprimidos com dexametasona (Dx), ciclosporina
(CsA) ou ciclofosfamida (CY). Para tal, amostras de sangue
dos camundongos foram colhidas para a contagem de leucó-
citos totais e análise de populações de linfócitos T e B por de
citometria de fluxo. Adicionalmente, o baço foi submetido à
análise histopatológica. Os resultados revelaram que os leu-
cócitos totais dos camundongos tratados com as três drogas,
seguindo os respectivos protocolos, apresentaram uma dimi-
nuição significativa quando comparados com os resultados
dos animais do grupo controle. A proporção de linfócitos T e
B dos animais tratados também diminuiu significativamente
em todo o período do experimento. A análise histopatológica
do baço revelou uma moderada redução celular da polpa bran-
ca e ocorrência de células em apoptose nos grupos tratados
com CY e Dx. Os resultados mostraram que os modelos de
imunodeficiência propostos neste experimento podem ser
empregados para infecções parasitárias oportunistas.
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INTRODUÇÃO

Algumas enfermidades parasitárias ocorrem, preferenci-
almente em indivíduos com imunossupressão natural ou ad-
quirida. Dessa forma, o estudo de tais doenças fica restrito ao
uso de modelos animais com deficiências imunes que
reproduzam essas condições. Camundongos portadores de
deficiências imunológicas adquiridas geneticamente, tais como
os animais atímicos (também chamadas de nude) e os camun-
dongos com imunodeficiência combinada severa (SCID), são
frequentemente usados como modelos animais
imunossuprimidos, contudo sua criação e manutenção têm alto
custo, sendo restrita no aspecto financeiro (STANLEY;
VIRGIN, 1993; DIDIER et al., 1994; SEYDEL; STANLEY,
1996). Nesse sentido, o emprego de camundongos com imu-
nossupressão determinada por fármacos pode ser uma alter-
nativa de modelo biológico.

Drogas imunossupressoras podem ser utilizadas em pes-
quisas para diminuir a resposta imune em animais. Entre os
agentes imunossupressores empregados, estão a dexametaso-
na (Dx), a ciclosporina (CsA), a ciclofosfamida (CY), entre
outras (LALLO, 1998; CASTRO, 1999; LALLO et al., 2002).

A Dx é um glicocorticóide amplamente utilizado por suas
propriedades imunossupressoras e antiinflamatórias, possu-
indo atividade linfopênica, especialmente quanto à produção
de linfócitos T. A Dx pode induzir apoptose em diferentes
células do sistema imunológico, incluindo os precursores de
linfócitos T e B imaturos e linfócitos T maduros. Esse glico-
corticóide também inibe a transcrição de importantes citocinas
como a interleucina 2 (IL-2) e o interferon-gama (IFN-ã), que
são essenciais para a proliferação de linfócitos T (LILL-
ELGHANIAN et al., 2002).

Já a CsA, um potente imunossupressor, exerce seu efeito
numa população restrita de células linfóides e poupa as de-
mais células da linhagem mielóide, conferindo-lhe certa
seletividade. A CsA inibe a ativação de linfócitos T, bloque-
ando a expressão de vários genes de citocinas, tais como a IL-
2 e a IL-4,  que são normalmente secretadas na ativação de
tais células (MATSUDA; KOYASY, 2000).

A CY é uma mostarda nitrogenada usada no tratamento de
diversos tipos de câncer e de doenças autoimunes. A droga é
um potente imunossupressor, atuando em células com alta ati-
vidade mitótica e inibe tanto a resposta imune humoral quan-
to a celular (GARCIA et al., 2004).

Considerando-se a necessidade de modelos animais
imunodeficientes mais acessíveis para a realização de estu-
dos experimentais, o presente trabalho teve por objetivo ava-
liar os efeitos da CY, Dx e CsA sobre os compartimentos ce-
lulares responsáveis pela resposta imune humoral e celular de
camundongos.

MATERIAL E MÉTODOS

Camundongos isogênicos Balb/c, livres de patógenos es-
pecíficos, machos, com 5 semanas de idade, foram divididos
em 4 grupos da seguinte forma – o grupo Co (n=9) recebeu

apenas água destilada estéril, por via intraperitoneal (ip); o
grupo CY (n=15) recebeu duas doses semanais de 75 mg/kg
de CY (ip), administradas com intervalo de, no mínimo 72
horas; o grupo Dx (n=15) recebeu 5 mg/kg de Dx (ip) diaria-
mente; e o grupo CsA (n=15) recebeu 10 mg/kg de CsA (ip),
3 vezes por semana, por todo o período experimental.

Durante o desenvolvimento do experimento, os animais
permaneceram isolados em biotério, onde foram mantidos em
caixas de polipropileno contendo maravalha previamente es-
terilizada. Receberam água e ração peletizada previamente
esterilizada ad libitum.

O sacrifício dos animais foi realizado aos 7, 14 e 28 dias
após o início dos tratamentos imunossupressivos por meio do
aprofundamento da anestesia com éter etílico. Cinco animais
dos grupos CY, Dx, CsA e 3 animais do grupo Co foram sacri-
ficados nos respectivos dias. Durante o aprofundamento da
anestesia inalatória, antes da parada respiratória, foi coletado
o sangue dos animais pela punção da artéria braquial esquer-
da, com seringa contendo o anticoagulante EDTA. O leuco-
grama foi feito em câmara de Newbauer com contagem dife-
rencial em esfregaços sangüíneos e análise das populações de
linfócitos T e B circulantes por citometria de fluxo.

Para a identificação dos linfócitos T e B, a partir do san-
gue total, foram utilizadoa as marcações dessas populações
celulares com os anticorpos monoclonais anti-camundongo-
CD3 e conjugado ao fluorocromo aloficocianína
(Allophycocyanin - APC; Pharmingen, EUA) e CD19 conju-
gado ao fluorocromo R-ficoeritrina (phycoerythrin – R-PE,
Pharmingen, EUA), respectivamente, e realizada a técnica de
imunofluorescência direta por citometria de fluxo. Para aqui-
sição, análise dos dados e determinação das porcentagens de
linfócitos T e B foi utilizado o programa CellQuest do
citômetro de fluxo FACSCalibur.

A análise histopatológica dos baços dos animais foi feita
por microscopia de luz, após fixação do órgão com solução
de formaldeído a 10% e processamento histológico, empre-
gando-se a coloração de hematoxilina-eosina (HE).

A análise estatística foi feita pelo teste ANOVA, de um
critério, realizado com o programa GraphPad Prisma (versão
4.01), com o nível de confiança p<0,05. Este estudo foi apro-
vado pelo comitê de ética em pesquisa da Universidade
Paulista (UNIP), dentro das normas que regulamentam a pes-
quisa envolvendo animais.

RESULTADOS

Conforme demonstrado na Tabela 1, o número total de
leucócitos e a porcentagem de linfócitos dos animais tratados
com CY, Dx e CsA, em todas as datas de sacrifícios, apresen-
taram uma diminuição estatisticamente significante quando
comparados com os resultados dos animais que não recebe-
ram o tratamento imunossupressor (grupo Co). O mesmo foi
observado na Tabela 2 quanto à proporção de linfócitos B
CD19+ e de linfócitos T CD3+ nos animais tratados com as
drogas (grupos CY, Dx e CsA) em relação ao grupo controle
(Co).
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O exame histopatológico dos baços dos animais perten-
centes aos grupos CY e Dx, sacrificados aos 7 dias, eviden-
ciou uma discreta redução celular da polpa branca, que se
tornou mais pronunciada nos animais sacrificados com 14 e
28 dias de experimento. Por sua vez, os animais do grupo
CsA mostraram discreta redução da polpa branca no 14º e no
28º dia de sacrifício. Nos animais dos grupos CY e Dx, aos 28
dias de tratamento, também foi observada uma rarefação das
áreas de bainhas  linfóides periarteriolares e ausência de
folículos linfóides.

Pela análise histopatológica, foi evidenciada uma maior
ocorrência de apoptose nos baços dos animais pertencentes
aos grupos CY e Dx quando comparados aos animais dos gru-
pos Co e CsA.

DISCUSSÃO

Infecções oportunistas experimentais foram realizadas em
camundongos farmacologicamente imunossuprimidos, no
entanto a deficiência imune foi apenas confirmada pelo curso
das infecções, que se manifestam de forma grave nestes ani-
mais, sendo comparáveis aos modelos animais geneticamente
imunodeficientes, tais como os camundongos nude e SCID
(LALLO, 1998; CASTRO, 1999; LALLO et al., 2002). Nes-
se sentido, o presente trabalho adiciona à literatura específica
esclarecimentos quanto ao envolvimento de alguns elemen-
tos da resposta imune em camundongos imunossuprimidos
farmacologicamente por CY, Dx e CsA.

O efeito imunossupressor dos 3 fármacos foi evidenciado
pela redução no número total de leucócitos circulantes. A
leucopenia observada foi conseqüência direta da redução sig-
nificativa de linfócitos, aferida na contagem diferencial do
sangue periférico. Resultados semelhantes foram observados
por Artym et al. (2003), em pesquisas realizadas com camun-
dongos imunossuprimidos com CY, e por Sorianello et al.

(2002), estudando a ação imunossupressora da CsA e da Dx
em ratos.

O uso de CY na presente investigação revelou a diminui-
ção das populações de linfócitos T e B circulantes ao longo
de todo o período experimental de 28 dias, revelando os re-
sultados mais homogêneos na redução progressiva de linfóci-
tos. Lallo (1998), em um estudo de infecção experimental pelo
Encephalitozoon cuniculi em camundongos Balb/c tratados
com CsA ou CY, relatou que os animais tratados com CY fo-
ram os que mais se aproximaram dos modelos da infecção em
animais atímicos e SCID.

A ação fortemente supressora da Dx se reflete principal-
mente na resposta imune celular, devido aos seus efeitos dire-
tos sobre a população de linfócitos T (LILL-ELGHANIAN et
al., 2002). Os resultados observados nesse estudo com a Dx
confirmam esse efeito, mostrando uma diminuição significante
da população de linfócitos T circulantes, em especial no 14º
dia de tratamento. Também houve diminuição significante da
população de linfócitos B CD19+ do compartimento circula-
tório. Esse efeito supressor da Dx sobre populações de linfó-
citos B CD19+ foi também demonstrado em humanos por
LILL-ELGHANIAN et al. (2002). Em um estudo com infec-
ção experimental em camundongos tratados com Dx, Lallo et
al. (2002) demonstraram que seus animais imunossuprimidos
também cursavam com o mesmo quadro clínico de infecção
que camundongos atímicos e SCID relatado por outros auto-
res.

Nos animais que receberam o imunossupressor CsA, foi
evidente a redução do compartimento celular circulante ca-
racterizado pela diminuição de linfócitos T CD3+, em especi-
al com 14 dias de tratamento. Também se observou uma dimi-
nuição significante do compartimento celular da resposta imu-
ne humoral, caracterizada pela redução dos linfócitos B CD19+

aos 7 e 14 dias de tratamento, com aumento ao final do expe-

Tabela 1. Leucograma: médias dos leucócitos de acordo com os grupos estudados Os resultados se referem à média ± desvio
padrão.

Parâmetros Grupo Co Grupo CY Grupo Dx Grupo CsA

Hematológicos  (controle)  7 dias 14 dias 28 dias  7 dias 14 dias 28 dias  7 dias 14 dias 28 dias

Leucócitos (103/mm3) 5,1±0,8 2,2 ± 0,9* 0,1±0,03* 0,5±0,07* 2,0±0,7* 1,07 ± 0,7* 4,4±1,4* 2,6±1,9* 0,4±0,1* 3,3±0,4*
Linfócitos (103/mm3) 4,9±0,9 1,8 ± 0,8* 0,6±0,1* 0,4±0,05* 1,2±0,3* 1,5± 0,5* 2,3±0,6* 1,9±1,3* 1,5±0,5* 2,5±0,5*
Neutrófilos (103/mm3) 0,4±0,1 0,4 ± 0,2 0,1±0,03 0,1±0,03 0,8±0,6 1,1 ± 0,7 2,0±1,4 0,8±0,4 0,4±0,1 0,7±0,09
Monócitos (103/mm3) 0,4±0,1 0,02 ± 0,02 0,01±0,01 0,0±0,0 0,01±0,01 0,02±0,02 0,02±0,03 0,02±0,03 0,02±0,02 0,0±0,0
Eosinófilos (103/mm3) 0,04±0,02 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,01±0,01 0,0±0,0 0,0±0,0 0,04 ± 0,05 0,02±0,01 0,01±0,02
Basófilos (103/mm3)  0,0±0,0  0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0  0,0±0,0 0,0±0,0 0,0 ± 0,0  0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

* Diferença estatisticamente significante, p<0,05, em relação ao grupo I (controle).

Tabela 2. Valores Porcentuais de linfócitos T CD3+ e B CD19+ obtidos por citometria de fluxo Os resultados se referem à média
± desvio padrão.

Porcentagem Grupo Co Grupo CY Grupo Dx Grupo CsA

de linfócitos  (controle)  7 dias 14 dias 28 dias  7 dias 14 dias 28 dias  7 dias 14 dias 28 dias

Linfócitos T CD3+ (%) 14,7±3,6 7,6±3,4* 5,3±2,1* 1,9±1,6* 8,6±3,6* 2,2±0,6* 2,7±1,8* 7,6±3,4* 2,8±2,0* 4,9±2,8*
Linfócitos B CD19+ (%)  28,5±7,4  4,7±2,1* 9,1±7,6* 0,15±0,1*  12,8±5,4* 7,2±1,1* 1,0±0,7*  4,7±2,1* 1,1±1,3* 13,1±6,6*

* Diferença estatisticamente significante, p<0,05, em relação ao grupo I (controle).
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rimento (28 dias). Apesar do mecanismo de ação sobre as
populações de linfócitos B não ser conhecido, esse estudo
demonstra claramente o efeito direto da CsA sobre essa popu-
lação celular. O uso de CsA fica comprometido pela questão
econômica, por se tratar de um fármaco de alto valor. Além
disto, a CsA possui efeito antiparasitário observado em al-
guns trabalhos anteriores.

Ao exame histopatológico dos baços foi evidenciado, nos
animais tratados com CY e Dx, depleção celular com rarefa-
ção da bainha linfóide periarteriolar e ausência de folículos
linfóides. Stockman et al. (1973) e Lallo (1998), trabalhando
com camundongos imunossuprimidos com CY, revelaram
achados semelhantes, descrevendo uma evidente atrofia da
polpa branca.

Lallo (1998) não verificou alteração histopatológica
detectável com a administração de CsA em seus camundon-
gos submetidos ao tratamento com este agente
imunossupressor. Nesta investigação, nos animais
imunossuprimidos com CsA, foi observada apenas uma dis-
creta redução celular da polpa branca quando comparados aos
animais não-tratados.

A coloração de HE foi eficaz para verificação da ocorrên-
cia de células em apoptose. Os resultados do presente traba-
lho revelaram maior ocorrência de apoptose nos baços dos
animais imunossuprimidos com essas drogas quando compa-
rados aos animais controle e aqueles imunossuprimidos com
CsA, podendo, assim, atribuir-se a depleção celular da polpa
branca a esse fenômeno nos animais tratados com CY e Dx.

CONCLUSÃO

O presente estudo revelou claramente o efeito
imunossupressor da CY, da Dx e da CsA nos camundongos
tratados, o que permite seu uso como possível modelo para
estudos experimentais de infecções parasitárias oportunistas.
Conclui-se, portanto, que qualquer um dos fármacos empre-
gados pode ser escolhido como agente imunossupressivo já
que apresentaram resultados semelhantes.
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