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RESUMO 

 

 

O metotrexato (MTX), uma droga antifolato, é amplamente utilizado em protocolos 

quimioterápicos para tumores cerebrais primários e metastáticos e algumas doenças 

autoimunes. Sua eficácia para tumores, porém, é limitada pela alta incidência de 

complicações neurológicas no sistema nervoso central (SNC), embora o mecanismo 

patogênico e o(s) alvo(s) celular(es) da neurotoxicidade do MTX ainda sejam 

desconhecidos. Este estudo teve como objetivo observar a resposta astrocitária à 

administração sistêmica de curto prazo de MTX em ratos adultos. Ratos Wistar 

machos receberam 5 ou 10 mg/kg/dia de MTX por via intraperitoneal por 4 dias 

consecutivos (respectivamente, grupos MTX5 e MTX10) ou o mesmo volume de 

solução salina a 0,9% (controle). No 5º dia, amostras de encéfalo foram coletadas e 

processadas para as colorações de hematoxilina-eosina e de luxolfast blue, bem 

como para investigação imuno-histoquímica da proteína ácida fibrilar glial (GFAP) e 

análise morfométrica no córtex frontal, hipocampo, hipotálamo e camadas 

molecular/granular do cerebelo. Os níveis encefálicos das citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α e IL-1β foram determinados por ELISA. Nenhum sinal de perda neuronal ou 

de desmielinização foi observado nos diferentes grupos. O aumento da expressão 

de GFAP foi encontrado em todas as áreas dos grupos MTX, sendo ligeiramente 

maior no grupo MTX10. Os níveis encefálicos de ambas citocinas diminuíram no 

grupo MTX5 em relação aos controles. No grupo MTX10, o TNF-α diminuiu, embora 

a IL-1β estivesse aumentada em comparação aos controles. A administração do 

MTX induziu a astrogliose em várias áreas do encéfalo. No grupo MTX5, 

aparentemente ocorreu na presença de citocinas pró-inflamatórias diminuídas. 

 

Palavras-chave: astrócitos, chemobrain, citocinas, GFAP, metotrexato, 

quimioterapia 

 

 

 

 

 

 



  
 

ABSTRACT 

 

 

Methotrexate (MTX), an antifolate drug, is widely used in chemotherapeutic protocols 

for metastatic and primary brain tumors and some autoimmune diseases. Its efficacy 

for brain tumors is limited by the high incidence of central nervous system (CNS) 

complications, although the mechanism and cellular target(s) of its neurotoxicity are 

still unclear. This investigation aimed to observe astrocytic response to systemic 

short-term MTX administration in adult rats. Male Wistar rats received 5 or 10 

mg/kg/day of MTX by intraperitoneal route for 4 consecutive days (respectively, 

MTX5 and MTX10 groups) or the same volume of 0.9% saline solution (control 

group). On the 5th day, brain samples were collected for hematoxylin-eosin and luxol 

fast blue staining techniques, as well as for glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

immunohistochemistry and morphometric analysis in the frontal cortex, hippocampus, 

hypothalamus and molecular/granular layers of the cerebellum. Brain levels of the 

proinflammatory cytokines TNF-α and IL-1β were determined by Elisa. No signs of 

neuronal loss or demyelination were observed in all groups. Increased GFAP 

expression was found in all areas from the MTX groups, although it was slightly 

higher in the MTX10 group compared to the MTX5. Both TNF-α and IL-1β levels 

were decreased in the MTX5 group compared to controls. In the MTX10 group, TNF-

α decreased, although IL-1β was increased relative to controls. MTX administration 

induced astrogliosis in several CNS areas. In the MTX5 group, it apparently occurred 

in the presence of decreased proinflammatory cytokines. 

 

Key words: astrocytes, chemobrain, chemotherapy, cytokines, GFAP, methotrexate 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A quimioterapia vem sendo muito eficaz no tratamento de numerosas formas 

do câncer, levando a um melhor prognóstico da doença. No entanto, a mesma pode 

ser extremamente danosa para as demais células hígidas, uma vez que não atinge 

somente as células tumorais. Estudos apresentam relatos de uma série de efeitos 

adversos, entre eles, a disfunção cognitiva ou também chamada de chemobrain 

(AHLES et al., 2012) 

Não se sabe ao certo os motivos que causam o chemobrain e nem por quanto 

tempo ele persiste. Há relatos de pacientes que melhoraram após um curto período 

de tempo e outros em que o problema persistiu por anos (MEYERS et al.,1995). 

Normalmente, o chemobrain se inicia durante o tratamento com o quimioterápico, 

mas há relatos de pacientes que apresentaram após o término do tratamento e com 

um agravo constante da disfunção cognitiva (WIENEKE; DIENST, 1995). 

Acredita-se que o fenômeno seja multifatorial, sendo a depressão, os 

fármacos esteroidais utilizados juntos com o quimioterápico, o estresse, a 

ansiedade, a má qualidade de vida, a fadiga, as deficiências nutricionais, o estresse 

oxidativo celular e fatores genéticos alguns dos contribuintes para sua ocorrência 

(KEIME-GUIBERT et al., 1998). 

O metotrexato (MTX) é um antimetabólito usado no tratamento do câncer e de 

doenças autoimunes, sendo classificado como um antagonista do ácido fólico 

(McGUIRE, 2003). Este fármaco vem sendo utilizado para o tratamento de várias 

neoplasias, incluindo leucemias, linfomas, carcinomas, osteossarcomas, meningites 

neoplásicas e tumores cerebrais e de pescoço (MAHONEY et al., 1998; McGUIRE, 

2003; OMURO et al., 2005), além de ser usado como agente antiinflamatório e 

imunossupressor em doenças autoimunes, como artrite reumatoide, psoríase, lúpus 

eritematoso sistêmico, esclerose múltipla e na supressão de rejeição a transplantes 

(KIM et al., 2018; KEARNEY et al., 2019). 

Não se sabe ao certo por qual mecanismo de ação o MTX induz sua 

neurotoxicidade, porém acredita-se que seja um processo multifatorial (QUINN et al., 

1997; NIGRO et al., 2000; VEZMAR et al., 2003). Uma possível causa seria pelo 

aumento das concentrações de homocisteína, frente à inibição do tetra-hidrofolato 

no SNC. Uma vez que a mesma é tóxica para o endotélio vascular, promovendo a 
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formação de trombos, poderia, assim, ser a responsável pela microangiopatia 

mineralizante e pela isquemia da substância branca observadas em pacientes 

intoxicados pelo MTX (DRACHTMAN et al., 2002; KISHI et al., 2003). Além disso, o 

excesso de homocisteína pode ser metabolizado para neurotransmissores de 

aminoácidos excitatórios contendo enxofre, que são agonistas endógenos dos 

receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), podendo causar morte neuronal e sequelas 

associadas às propriedades excitotóxicas do MTX. Juntos, esses eventos poderiam 

justificar a patogênese da neurotoxicidade e das convulsões observadas (QUINN et 

al., 1997; DRACHTMAN et al., 2002; VEZMAR et al., 2003). 

Em casos de pacientes portadores de leucemia linfoblástica aguda (LLA) e 

tratados com MTX, são observadas alterações cognitivas significativas (PECKHAM 

et al., 1988; UEBERALL et al., 1997; WABER et al., 2001; RIVA et al., 2002; 

CORREA et al., 2004). Em crianças com LLA tratadas com terapia intratecal e 

radioterapia craniana, observou-se que as mesmas obtiveram escores de quociente 

de inteligência (QI) menores que o esperado, com dificuldade de concentração e de 

compreensão também relatadas durante os testes de desempenho padronizados 

(WABER et al., 2001; RIVA et al., 2002; REDDICK et al., 2014; WALSH et al., 2015). 

Estudo em ratos usando injeção intratecal de MTX revelou aumento das 

concentrações de homocisteína no líquor e uma redução na memória espacial dos 

animais, porém sem alteração em testes de avaliação de comportamento e 

coordenação motora (LI et al., 2010b). 

Após múltiplas aplicações intracerebroventriculares de MTX em ratos, notou-

se o aparecimento de disfunção cognitiva, incluindo déficits de memória e 

aprendizado, além de convulsões e redução das concentrações das monoaminas 

norepinefrina, dopamina e serotonina no SNC. Dessa forma, uma possível hipótese 

seria considerar que o prejuízo cognitivo causado pelo MTX fosse decorrente da 

alteração nos níveis dessas monoaminas (MADHYASTHA et al., 2002). Sabe-se que 

o uso da fluoxetina reduz parcialmente os efeitos causados pela quimioterapia com 

MTX, agindo na memória espacial e na proliferação de precursores neurais 

envolvidos na neurogênese hipocampal de ratos. Ratos que receberam fluoxetina 

após a administração do MTX tiveram sua habilidade cognitiva restaurada (LYONS 

et al., 2012). 
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No SNC de mamíferos, os astrócitos constituem as células em maior número 

presentes, ultrapassando o número de neurônios na proporção de 10:1 

(BENVENISTE, 1992; SOFRONIEW, 2010). Apesar de toda sua variação 

morfológica e bioquímica, caracterizam-se pela presença de prolongamentos 

dotados de filamentos chamados de fibrilas gliais, sendo a proteína glial fibrilar ácida 

(GFAP) seu componente principal, servindo como meio de identificação em estudos 

in situ e em cultivo (MONTGOMERY, 1994; MIDDELDORP; HOL, 2011). 

Dentre as funções dos astrócitos destacam-se a manutenção da homeostasia 

no microambiente neural, a detoxificação, a recaptação de neurotransmissores, a 

regulação do pH, da osmolaridade e das concentrações iônicas do tecido nervoso. 

Os astrócitos ainda dão suporte mecânico aos oligodendrócitos durante a 

mielinização e participam do processo de reparo por cicatrização após injúria, assim 

como fazem a síntese de moléculas de adesão, promovem crescimento de 

neurônios, realizam indução e manutenção das características da barreira 

hematoencefálica (BHE), fazem fagocitose de restos celulares, desempenham 

funções imunes, tais como secreção de citocinas e expressão de moléculas MHC de 

classe I e II (EDDLESTON; MUCKE, 1993; MONTGOMERY, 1994; SOFRONIEW, 

2010). 

No SNC, a toxicidade do MTX parece afetar os astrócitos (GREGORIOS; 

SOUCY, 1990), sendo descritas tanto a degeneração astrocitária quanto a 

astrogliose reativa (GREGORIOS et al., 1989; GREGORIOS; SOUCY, 1990; 

BRUCE-GREGORIOS et al., 1991a,b). Além de causar ativação microglial, o MTX 

promove depleção das células precursoras de oligodendrócitos (OPCs), 

diferenciação aumentada e incompleta das OPCs e um persistente prejuízo na 

mielinização. Dessa forma, considera-se que o uso prolongado do MTX pode 

resultar em desregulação triglial persistente, por comprometer as três principais 

células gliais do SNC – os astrócitos, os oligodendrócitos e a micróglia (GIBSON et 

al., 2019). 

Nesse contexto, o presente estudo visou investigar os efeitos do MTX 

administrado por curto intervalo de tempo (quatro dias) na morfologia do tecido 

nervoso, à microscopia de luz, em distintas áreas encefálicas (córtex frontal, 

hipotálamo, hipocampo e cerebelo), enfocando na resposta astrocitária, avaliada 

mediante análise morfométrica da expressão de GFAP, e na integridade das bainhas 
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de mielina, observadas pela técnica de coloração do luxol fast blue. Ainda, foram 

determinados os níveis encefálicos das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α 

para se determinar, se sob o esquema de administração empregado, prevaleceriam 

os efeitos antiinflamatórios e imunossupressores clássicos da droga ou se haveria 

possível indução de neuroinflamação a partir da agressão induzida. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Quimioterapia 

 

Quimioterapia é o tratamento que utiliza substâncias químicas, isoladas ou 

combinadas, com o objetivo de tratar neoplasias malignas, entre tantas outras 

doenças. Sua atuação pode interferir no processo de crescimento e divisão celular, 

embora sem possuir especificidade de ação sobre as células tumorais (CALABRESI; 

CHABNER, 2002; AHLES et al., 2012; ROCHE, 2013). 

A grande parte das drogas que são utilizadas na quimioterapia antineoplásica 

interfere de algum modo no mecanismo de proliferação celular, tanto no DNA como 

no dos diferentes tipos de RNA (INCA 2018). 

Os quimioterápicos podem ser classificados de acordo com sua estrutura 

química em agentes alquilantes, os primeiros antineoplásicos descobertos; agentes 

platinantes, que inibem seletivamente a síntese de DNA; produtos naturais, como 

alcaloides da vinca, taxanos e antibióticos antitumorais, que interrompem o 

crescimento celular; hormônios, que bloqueiam o estrogênio e freiam a progressão 

do tumor; antimetabólitos, que bloqueiam quimicamente a síntese de DNA; 

anticorpos monoclonais, que reconhecem e se ligam a antígenos tumorais 

específicos, poupando as células hígidas (SINGH et al., 2018; ESPINOSA et al., 

2003; TANAKA et al., 2009). 

A classificação dos distintos agentes quimioterápicos, com seus principais 

representantes, pode ser vista no Quadro 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28799485
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Quadro 1. Classificação e ação dos quimioterápicos. 

Classe Ação Fármacos 

Agentes alquilantes 

 

 

 

Inibem a replicação celular. 

 

 

 

Ciclofosfamida 

Clorambucil 

Melfalano 

Lomustine 

Agentes platinantes 

 

Inibem seletivamente a síntese 

de DNA. 

Carboplatina 

Cisplatina 

 

Antimetabólitos Atuam na síntese de ácidos 

nucleicos e inibem reações 

enzimáticas. 

Metotrexato 

5- Fluorouracilo 

Mercaptopurina 

Gencitabina; fludarabina 

cladribina; pentostatina 

Citosina arabinosido 

(citarabina); azatioprina 

Alcaloides da vinca e 

Taxanos 

Impedem a divisão das células 

durante a metástase. 

Vincristina; vinblastina 

Paclitaxel; docetaxel 

Antibióticos antitumorais Inibem a transcrição do DNA. Doxorrubicina 

Mitomicina 

Bleomicina 

Actinomicina D 

Mitoxantrone 

Hormônios Atuam de forma ciclo-celular 

específica. 

Prednisona 

Prednisolona 

Anticorpos monoclonais 

recombinantes, radiomarcados, 

quimiomarcados, conjugados e 

bioespecíficos 

Têm como alvo 

especificamente um 

determinado antígeno. 

Brentuximabe 

Vedotin 

Ado-trastuzumabe amtansina 

Fonte: Adaptado de Inca, 2018; Instituto Oncoguia, 2014. 

 

A atuação de alguns quimioterápicos está diretamente ligada a uma das fases 

do ciclo celular. A Figura 1 exemplifica o ponto em que distintos quimioterápicos 

atuam no ciclo celular. 
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Fig. 1. Distribuição da ação dos quimioterápicos nas diversas fases do ciclo celular. 

 Fonte: ALMEIDA et al. (2005) 

 

2.2 Metotrexato (MTX) 

 

O MTX (ácido glutâmico 2,4-diamino-N10-dimetil) é um antimetabólito, 

antagonista do ácido fólico, com ação imunossupressora e antiproliferativa, que tem 

sido amplamente usado como tratamento em várias doenças neoplásicas e 

inflamatórias (SKUBISZ; TONG, 2012). 

Foi desenvolvido na década de 40 por um grupo de pesquisadores dos 

Laboratórios Lederle (SKUBISZ; TONG, 2012), tendo recebido aprovação do U.S. 

Food and Drug Administration (FDA) para ser usado em tratamento quimioterápico 

na década de 50 (KRISHAN, 2007). Até hoje tem sido amplamente usado no 

tratamento de leucemias, carcinomas, osteossarcomas, meningites neoplásicas, 

tumores cerebrais e de pescoço, linfomas de Hodgkin e não Hodgkin, 

meduloblastomas e tumores trofoblásticos (MAHONEY et al., 1998; OMURO et al., 

2005; GALBIATTI et al., 2012; HALL et al., 2017). Em 1988, com a aprovação do 

FDA, passou também a ser empregado como agente antiinflamatório e 

imunossupressor em doenças autoimunes como artrite reumatoide, psoríase, lúpus 

eritematoso sistêmico, esclerose múltipla, espondilite anquilosante, doença de 
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Crohn, dermatomiosite e na supressão de rejeição a transplantes (KIM et al., 2018; 

KEARNEY et al., 2019). 

O MTX pode ser administrado por via oral, subcutânea, intramuscular, 

intravenosa e intratecal, apresentando tempo e eficiência de absorção relacionados 

à via de administração, tempo e dose administradas (SINGH; UDUPA, 1997; 

CALABRESI; CHABNER, 2002). 

A meia-vida relatada para o metotrexato é de aproximadamente 3 a 10 horas 

para pacientes recebendo tratamento para doenças autoimunes com doses baixas 

(menos do que 30 mg/m2). Para pacientes recebendo altas doses (superior a 30 

mg/m2) de metotrexato, a meia-vida é de 8 a 15 horas e é excretado pelos rins e tem 

como efeitos secundários nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, supressão da medula 

óssea, entre outros efeitos indesejáveis. Para superar tais efeitos da droga, uma 

alternativa é a de desenvolver um sistema de liberação diferenciado para o órgão-

alvo diretamente (PEREIRA et al., 2014). 

Quando o fármaco se encontra no seu estado de equilíbrio, ou seja, em 

concentração plasmática adequada, o MTX é distribuído rapidamente para os 

tecidos e pode acumular-se nos tecidos hepático e renal (SCHRODER; STEIN, 

2003). A eliminação ocorre, principalmente, por via renal (aproximadamente 90%); 

os outros 10% são excretados pela secreção biliar e são eliminados juntamente com 

as fezes (MADDEN; EATON, 1995). 

A associação de quimioterápicos, a via de administração e a dose 

administrada são importantes no desenvolvimento da toxicidade (VEZMAR, 2003; 

PASCUAL, 2008). 

Acreditava-se que os quimioterápicos não atravessavam a barreira 

hematoencefálica (BHE), com exceção do MTX e do 5-fluorouracil. Hoje sabe-se que 

isso é apenas parcialmente verdadeiro, já que os quimioterápicos induzem a 

liberação de citocinas capazes de atravessar a BHE e, assim, atingir as células do 

tecido nervoso (WANG et al., 2015). 

 

2.3 Mecanismo de ação do MTX 

 

Para entender o mecanismo de ação do MTX, é necessário entender a 

participação do ácido fólico (ácido pteroilglutâmico, vitamina B9) no processo de 

replicação celular e sua forma de absorção pelo organismo humano, já que o MTX é 
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classificado como antagonista do ácido fólico (ou folato) e pertencente à classe dos 

antimetabólitos (McGUIRE, 2003). 

O ácido fólico pertence à família dos folatos e sua fonte é exclusivamente 

exógena. Em sua forma livre, é absorvido pelas células da mucosa intestinal do 

duodeno e jejuno onde sofre hidrólise, redução e metilação (OLSEN; DURHAM, 

1991; NAGULU et. al., 2009; VANNUCCi; MONTEIRO, 2010). Torna-se 

biologicamente ativo pela ação da enzima di-hidrofolato-redutase (DHFR), que faz a 

biossíntese de tetra-hidrofolato (L-5 metil tetra-hidrofolato de cálcio - 5-MTHF) a 

partir de di-hidrofolato (McGUIRE, 2003; VANNUCCI; MONTEIRO, 2010). Nesta 

forma ativa é transportado para o fígado e outros órgãos por meio de proteínas 

plasmáticas, principalmente albumina. No fígado, é armazenado na forma de 

poliglutamato. 

O ácido fólico é indispensável no ciclo celular, sobretudo na fase S, durante a 

qual ocorre atividade de síntese de DNA e de algumas proteínas (OLSEN; 

DURHAM, 1991; NAGULU et al., 2009). O tetra-hidrofolato participa ativamente 

como uma coenzima no metabolismo dos aminoácidos, na formação dos ácidos 

nucleicos, na eritropoiese, na conversão da serina em glicina e na metilação da 

homocisteína (Hcy), transformando-a em metionina e formando o nucleotídeo 

timidilato (OLSEN; DURHAM, 1991; McGUIRE, 2003; NAGULU et al., 2009; 

VANNUCCI; MONTEIRO, 2010). 

O MTX, ao diminuir a expressão da enzima DHFR, causa a depleção 

intracelular de tetra-hidrofolato e aumenta o acúmulo de di-hidrofalato; em 

consequência, há uma inibição das reações de transferência de unidades de 

carbono (McGUIRE, 2003; ABOLMAALI; TAMADDON; DINARVAND, 2013). Essa 

reação interrompe a síntese de timidina, purinas e aminoácidos, afetando de forma 

negativa a síntese de DNA e RNA e a divisão celular (CHAN; CRONSTEIN, 2002; 

SCHRODER; STEIN,2003; VEZMAR et al., 2003).  

Conforme demonstrado na Figura 2, o ácido fólico e o MTX são compostos 

estruturalmente semelhantes, diferindo apenas na substituição de um grupo amino 

por um grupo hidroxila e na adição de um grupo metila entre os grupos pteroíla e 

benzoíla. Essa afinidade maior pela enzima DHFR que os folatos naturais, é capaz 

de inibir competitivamente e resultar em depleção dos cofatores de tetra-hidrofolato 

(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006). 
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Fig. 2. Estrutura química do MTX e do ácido fólico 

 

  

Fonte:http://www.ff.up.pt/toxicologia/monografias/ano0708/g9_metotrexato/semelhancas.html 

 

O MTX atua também sobre a síntese de purinas, aumentando a adenosina 

intracelular. O aumento dos níveis endógenos de adenosina está relacionado com a 

inibição da enzima 5-aminoimidazole-4-carboxamida ribonucleotídeo transformilase 

(ATIC). A inibição desta enzima (ATIC) promove o acúmulo de 5-aminoimidazole-4-

carboxamida ribonucleotídeo (AICAR), que inibe a adenosina desaminase e a 

adenosina monofosfato desaminase, necessárias para a conversão de adenosina 

em inosina. Esse aumento intracelular de AICAR faz com que o composto seja 

transportado para o meio extracelular e ativa receptores próprios e de células 

vizinhas, gerando aumento da concentração de AMP cíclico intracelular. Tal 

processo reduz a síntese de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β e IL-12 

(HIDER; BRUCE; THOMSON, 2007; ERNST; GARRISON; THOMPSON, 2010). 

O MTX promove o aumento de homocisteína através da inibição do THF que 

afeta de forma negativa a remetilação da homocisteína, esse aumento resulta em 

aminoácidos sulfurados, estruturalmente semelhantes ao aspartato e glutamato, os 

quais apresentam efeitos excitatórios (VEZMAR et al., 2003), além de interferir ainda 

sobre a síntese de biopterinas, impedindo a formação de tetrabiopterinas, 
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imprescindíveis para a hidroxilação de tirosina, fenilalanina e triptofano, que, 

posteriormente, dão origem aos neurotransmissores dopamina e serotonina 

(VEZMAR et al., 2003). 

A despeito da evolução atualmente apresentada no tratamento do câncer, 

ainda assim os efeitos colaterais da quimioterapia são extremamente danosos para 

as demais células hígidas, uma vez que ela não atinge somente as células tumorais. 

Uma série de efeitos adversos vem se sobressaindo nos últimos tempos, entre eles 

as disfunções cognitivas também denominadas chemobrain (SEZER; USTA; CICIN, 

2008; AHLES et al., 2012; GALBIATTI et al., 2012; MAYO et al., 2016). 

 

2.4 Chemobrain e neurotoxidade 

 

Chemobrain é um termo utilizado para definir a disfunção cognitiva causada 

pela toxicidade da quimioterapia. Grande parte dos médicos a define como uma 

perda da nitidez mental já que as funções cognitivas são as responsáveis por definir 

nossa percepção, fazer representações mentais daquilo que nos rodeia, apreender, 

processar, guardar e transmitir informação, criar, tomar decisões, ter consciência do 

que somos, falar e ensinar. Fazem parte das funções cognitivas: a linguagem, a 

memória, a orientação, a atenção e a concentração (KAM et al., 2015). 

Com a debilitação da cognição, o paciente torna-se incapaz de exercer 

afazeres rotineiros, sofre com lapsos de memória, apresenta dificuldade em executar 

tarefas simples, apresenta problemas de concentração, tem pensamento lento e não 

consegue adquirir novas habilidades (AHLES; SYKIN, 2007). 

A incidência de alterações cognitivas relacionadas com a quimioterapia varia 

de 16% a 75% (JANSEN et al., 2010; ARGYRIOU et al., 2011). 

Foi constatado que os quimioterápicos estão associados com o aumento da 

morte celular e com a diminuição da divisão celular sendo que, essa neurotoxidade 

na zona subventricular do hipocampo, afeta o desempenho das funções cognitivas 

(RAFFA, 2011). 

As consequências do uso prolongado do MTX consistem em lesões 

necrotizantes bilaterais, astrogliose reativa, desmielinização, trombose dos vasos 

sanguíneos e também degeneração das substâncias branca e cinzenta do tecido 

nervoso (GREGORIOS et al., 1989; KISHI et al., 2003; LINNEBANK et al., 2005). 
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Diferentes estudos feitos com pacientes submetidos à quimioterapia, 

demonstram alterações cognitivas, incluindo prejuízo de memória, disfunções 

verbais e visuais, déficit de atenção, diminuição da velocidade de processamento de 

informações, déficits de linguagem e aprendizagem, incapacidade de realizar 

múltiplas tarefas, limitação na capacidade de organizar informações, alteração na 

capacidade visuoespacial, diminuição da capacidade de concentração e disfunção 

motora (van DAM et al., 1998; SCHAGEN et al., 1999; WEFEL et al., 2004; JENSEN 

et al., 2005; RAFFA et al., 2006; BOYKOFF; MOIENI; SUBRAMANIAN, 2009; 

MYERS, 2009; WEIS; POPPELREUTER; BARTSCH, 2009; JANSEN et al., 2010; 

CORREA, 2010; ELBELTAGY et al., 2010; RAFFA, TALLARIDA, 2010; WEFEL et 

al., 2010). 

Tais disfunções cognitivas têm grande impacto na qualidade de vida dos 

doentes, interferindo em seu cotidiano (BOYKROFF; MOIENI; SUBRAMANIAN, 

2009; VARDY, DHILLON, 2010) e no seu grau de independência (MUNIR et al., 

2010). 

No SNC, a toxicidade do MTX parece afetar primeiramente os astrócitos 

(GREGORIOS et al., 1991). 

 

2.5 Astrócitos 

 

O SNC é composto pelas células neuronais e gliais. As últimas, por sua vez, 

são divididas em micróglia e macróglia, que é composta por três outros tipos 

celulares - os oligodendrócitos, os astrócitos e as células ependimárias (VOLTERRA; 

MELDOLESI, 2005; STIPURSKY et al., 2010, 2011, 2012). 

Os astrócitos são as células mais abundantes no SNC e constituem 

aproximadamente metade das células do encéfalo. Apresentam morfologia 

estrelada, o que dá origem ao seu nome, derivado das palavras gregas astron 

(estrela) e cyte (célula).  Possuem prolongamentos com filamentos intermediários 

(fibrilas gliais) dotados da proteína glial fibrilar ácida (GFAP - glial fibrillary acidic 

protein); da proteína ligadora de cálcio (S-100 β); das enzimas glutamina sintetase 

(conversora de glutamato em glutamina) e aldeído desidrogenase 1, família L1 

(ALDH1L1), dentre outros constituintes (CAHOY et al., 2008; KIMELBERG; 

NEDERGAARD, 2010; VASILE et al., 2017). 
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Classificam-se os astrócitos em protoplasmáticos ou fibrosos, de acordo com 

o comprimento e a quantidade de seus prolongamentos. Os astrócitos 

protoplasmáticos são encontrados na substância cinzenta e os fibrosos, na 

substância cinzenta, sendo considerados uma reserva energética do SNC em razão 

da grande presença de grânulos de glicogênio em seu citoplasma (PEREA; 

ARAQUE, 2005). 

Desempenham diversas funções que são essenciais no SNC, como apoiar 

neurônios mediante secreção de fatores neurotróficos, essenciais para a 

sobrevivência e a diferenciação dos mesmos; regular as concentrações iônicas no 

microambiente neural; participar da transmissão sináptica e remover 

neurotransmissores, como glutamato e ácido gama-aminobutírico (GABA); participar 

na formação da BHE; auxiliar na regulação do fluxo sanguíneo encefálico; auxiliar na 

resposta imunológica do SNC pela secreção de citocinas e expressão de moléculas 

MHC de classe I e II; orientar a migração neuronal durante o desenvolvimento do 

tecido nervoso; formar a cicatriz glial após injúria nervosa (NEDERGAARD et al., 

2003; DE KEYSER et al., 2008; KREBS; WEINBERG; AKESSON, 2014). 

Qualquer alteração nas funções dos astrócitos pode conduzir a um prejuízo 

da atividade neuronal ou mesmo a danos neuronais, uma vez que os astrócitos têm 

uma função suplementar para os neurônios e desempenham um papel importante 

na captação e metabolismo dos neurotransmissores (VEZMAR et al., 2003).  Não se 

sabe ao certo por qual mecanismo de ação o MTX induz a neurotoxicidade, 

acreditando-se ser um processo multifatorial (QUINN et al., 1997; NIGRO et al., 

2000; VEZMAR et al., 2003). Uma possível causa seria pelo aumento das 

concentrações de homocisteína, frente à diminuição da expressão da DHFR e 

consequentemente diminuição do THF no SNC (KOLLING et al., 2010; LOUREIRO 

et al., 2010; ABOLMAALI; TAMADDON; DINARVAND, 2013). 

A homocisteína é um aminoácido formado exclusivamente a partir da 

desmetilação da metionina proveniente da dieta. (FONSECA et al., 1999). O nível de 

homocisteína no corpo é regulado pelo processo de remetilação, que consiste na 

conversão da substância novamente em metionina, reação essa que requer 

presença ácido fólico e vitamina B12, ou por meio da transulfuração, que a 

transforma em cisteína (KOLLING et al., 2010; LOUREIRO et al., 2010). 
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A elevação da homocisteína, além de surgir em situação de diminuição de 

concentração sérica de ácido fólico, vitamina B12, vitamina B6 ou grupo metil, pode 

também ocorrer em situações de hipotireoidismo, doença renal, psoríase ou como 

efeito lateral de alguns medicamentos (QUINN et al., 1997; DRACHTMAN et al., 

2002; VEZMAR et al., 2003). 

A hiper-homocisteinemia é considerada fator de risco para doenças 

cardiovasculares, tais como aterosclerose, trombose e infarto, e neurodegenerativas, 

como o Mal de Alzheimer e a Doença de Parkinson. Já a hipermetioninemia, pode 

ocasionar desordens neurológicas, déficits cognitivos e edema cerebral (SCHERER 

et al., 2014). 

A homocisteína é tóxica para o endotélito vascular, promovendo o processo 

de trombogênese e, assim, podendo ser a responsável pela microangiopatia 

mineralizante e pela isquemia da substância branca observadas em pacientes 

neurointoxicados pelo MTX (DRACHTMAN et al., 2002; KISHI et al., 2003). Além 

disso, a homocisteína libera aminoácidos sulfurados estruturalmente semelhantes ao 

glutamato e aspartato induzindo excitotoxidade. Juntos, esses eventos poderiam 

justificar a patogênese da neurotoxicidade e das convulsões descritas para o MTX 

(QUINN et al., 1997; DRACHTMAN et al., 2002; VEZMAR et al., 2003). 

É descrito que o MTX se mostra capaz de induzir astrogliose reativa, assim 

como a degeneração desse tipo celular (GREGORIOS; SOUCY, 1990; BRUCE-

GREGORIOS et al., 1991a,b). 

Dentre as principais reações astrocitárias destacam-se a astrocitose 

(hiperplasia), caracterizada pelo aumento do número de astrócitos, e a astrogliose 

(hipertrofia), caracterizada pelo aumento de suas dimensões, além de diversas 

outras alterações funcionais, como espessamento dos feixes de filamentos gliais e 

consequente aumento da intensidade da expressão de GFAP (EDDLESTON; 

MUCKE, 1993; MONTGOMERY, 1994; SOFRONIEW, 2010). 

Os fenômenos astrocitários são referidos na literatura como gliose 

astrocitária, astrocitose ou astrogliose reativa, cicatriz glial ou simplesmente gliose, 

sendo classificados em dois tipos de acordo com o tipo da lesão – isomórfica, a qual 

tem seus elementos teciduais orientando os processos astrocitários, preservando o 

arranjo dos feixes de filamentos gliais de forma uniforme e paralela; e anisomórfica, 

na qual sua disposição é irregular ao redor de lesão geralmente causadora de dano 
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morfológico grave no tecido, com ruptura da BHE (BIGNAMI; DAHL, 1994; 

FERNAUD-ESPINOSA et al., 1993). 

2.6 Citocinas   

 

As citocinas atuam como mediadoras na comunicação celular especialmente 

na resposta imune. Sua produção é ativada mediante à inflamação, infecção e lesão 

tecidual. Incluso no termo citocina encontramos interleucinas, quimiocinas, 

interferons, fatores de crescimento e fatores de necrose tumoral (ALLAN; 

ROTHWELL, 2001; KADHIM et al., 2008). 

No SNC, é difícil determinar a origem exata das citocinas pró-inflamatórias 

pela variação da população celular constituinte. Mas já se sabe que astrócitos, 

micróglia e células endoteliais são os principais produtores de citocinas (HANISCH, 

2002). Outra possível fonte de citocinas são as células ependimárias e o plexo 

coroide que podem expressar IL-1β e TNF-α. Ainda, os próprios leucócitos que 

adentram o SNC podem contribuir para a produção de citocinas (KIM et al., 2004; 

MARQUES et al., 2007). 

A IL-1 tem ação semelhante ao TNF e a IL-6, atua na coestimulação de 

linfócitos T e na indução de produção de citocinas por monócitos/macrófagos. É uma 

potente ativadora de células endoteliais, promovendo a expressão de moléculas de 

adesão, além de induzir a produção de agentes vasodilatadores. No SNC é 

considerada o principal pirógeno endógeno, e atua também no sistema 

neuroendócrino hipotálamo hipófise-adrenal, promovendo a liberação do hormônio 

liberador de corticotropina (CRH) (ROTHWELL; LUHESHI, 2000).   

As principais produtoras dessa citocina são as células da linhagem 

monocítica-macrofágica, entretanto, na presença de estímulos, uma grande 

variedade de tipos celulares é capaz de produzi-la (MANTOVANI, 2003; 

ROTHWELL; LUHESHI, 2000). 

O TNF-α é uma citocina multifuncional que tem atividade durante a inflamação 

aguda e crônica, com quimiotaxia de leucócitos em processos inflamatórios e 

infecciosos e induz apoptose. É produzido principalmente por macrófagos e é 

importante no combate à patógenos, como alguns vírus, bactérias Gram-positivas, 

micobactérias e protozoários. É uma citocina tipicamente pró-inflamatória, por 

promover ativação de neutrófilos, efeito pró-coagulante no endotélio, produção de 
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espécies reativas de oxigênio e estimulação da síntese de enzimas proteolíticas 

(BEUTLER, 2003; POPA et al., 2007). 

O MTX tem efeito inibitório da produção de citocinas pró-inflamatórias 

interferindo na ligação da IL-1β ao seu receptor e gerando um tipo menos 

inflamatório de monócito circulante (BRODY et al.,1993; SEITZ et al., 1996; LI et 

al.,2011). 

Estudos in vitro propõem que o MTX tem capacidade de manter e aumentar 

os níveis de adenosina extracelular promovendo o acúmulo de AICAR 

(ribonucleotídeo aminoimidazocarboxamida) que participa da biossíntese de novo de 

purinas. A desfosforilação do AICAR gera um metabólito que inibe a adenosina 

desaminase (ADA), que converte adenosina em inosina, promovendo o acúmulo de 

adenosina no citoplasma. Essa adenosina é transportada para o meio extracelular 

por receptores purinérgicos de tipo 2 expressos na membrana de leucócitos, 

promovendo elevados níveis de adenosina extracelular e levando ao aumento da 

concentração de AMP cíclico que reduz a síntese de citocinas pró-inflamatórias 

como TNF-α, IL-1 e IL-12 (HIDER; BRUCE; THOMSON, 2007; ERNST; GARRISON; 

THOMPSON, 2010). 
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3  OBJETIVOS 

 

Foram objetivos do presente estudo: 

- investigar as possíveis alterações morfológicas causadas pelo MTX no 

tecido nervoso, mediante observação de cortes histológicos de diferentes áreas 

encefálicas de ratos (córtex frontal, hipocampo, hipotálamo e cerebelo) corados com 

hematoxilina-eosina e luxol fast blue (para detecção de áreas de desmielinização), 

assim como em cortes marcados para a proteína glial fibrilar ácida (GFAP), principal 

marcador da população astrocitária e indicador de injúria nervosa; 

- determinar as concentrações das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α 

no encéfalo de ratos após administração de curto prazo de MTX. 
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4  JUSTIFICATIVA 

 

Estudos realizados em animais de laboratório oferecem a possibilidade de 

avaliar o comprometimento morfológico e funcional induzido pela quimioterapia, 

evitando, assim, possíveis transtornos em pacientes humanos. Atualmente, ainda 

não há qualquer tratamento efetivo para os efeitos colaterais neurotóxicos desses 

agentes quimioterápicos, dentre eles, o MTX. Dessa forma, busca-se uma melhor 

compreensão das causas da neurotoxicidade dos mesmos durante e após a 

quimioterapia, a fim de prevenir ou tratar os efeitos do chemobrain. 

O estudo dos efeitos deletérios à cognição de pacientes tratados com 

quimioterápicos tem sido amplamente pesquisado em diversos países, porém ainda 

restam muitas lacunas a serem preenchidas sobre os mecanismos de ação das 

drogas utilizadas e seus possíveis efeitos nocivos sobre as células constituintes do 

tecido nervoso. Cabe à pesquisa básica aprofundar os conhecimentos celulares a 

fim de colaborar para o desenvolvimento de intervenções terapêuticas que permitam 

reduzir os efeitos adversos dos quimioterápicos. 
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5  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Delineamento experimental 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade Cruzeiro do Sul, sob protocolo 017-2017 (anexo). 

Foram utilizados 30 ratos Wistar, machos, de 4 a 6 meses de idade, sendo 

distribuídos em 3 grupos experimentais, a saber: 

Grupo CTR (controle) - Ratos injetados com solução salina 0,9% por via 

intraperitoneal (IP) (n=10); 

Grupo MTX5 - Ratos injetados com MTX (5 mg/kg/dia por 4 dias 

consecutivos, via IP, n=10); 

Grupo MTX10 - Ratos injetados com MTX (10 mg/kg/dia por 4 dias 

consecutivos, via IP, n=10). 

 

Os animais pertencentes aos grupos MTX foram injetados com MTX 

(Metrexato®), por via intraperitoneal, nas doses de 5 ou 10 mg/kg/dia durante 4 dias 

consecutivos e os animais pertencentes ao grupo controle foram injetados com o 

mesmo volume de solução salina estéril 0,9% IP. Três dias após a 4ª aplicação de 

MTX ou de solução salina, os animais foram eutanasiados e metade de cada grupo 

(n=5) com solução de tiopental (60 mg/kg, via IP) e submetidos à perfusão 

intracardíaca com formol tamponado a 10% e outra metade de cada grupo (n=5) por 

guilhotina. Tiveram seus encéfalos coletados, permanecendo por um período de 72 

horas na referida solução fixadora e, após, sendo realizados cortes coronais para 

obtenção das seguintes regiões encefálicas - córtex frontal, hipocampo, hipotálamo 

e cerebelo. 

As amostras permaneceram por, no máximo, 48 horas na solução fixadora 

para posterior desidratação, diafanização e inclusão em parafina. Cortes 

transversais de 5 m foram obtidos, montados em lâminas histológicas e corados 

pela técnica de hematoxilina-eosina (H-E), sendo observados e fotografados em 

fotomicroscópio. Cortes histológicos foram também confeccionados para coloração 

pela técnica de luxol fast blue (para observação das bainhas de mielina) e para 

marcação imuno-histoquímica da GFAP (para análise da população astrocitária). 
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5.2 Coloração hematoxilina-eosina (H-E) 

 

Para a realização da técnica histológica de coloração com H-E, as lâminas 

passaram por um processo de desparafinização composto por duas etapas em xilol, 

sendo a primeira na estufa a 60ºC por 30 minutos e a segunda à temperatura 

ambiente por 5 minutos. A seguir, foi realizado o processo de hidratação com 

passagens das lâminas em concentrações decrescentes de álcoois e finalização 

com água corrente por 1 minuto. Após a fase de hidratação alcoólica, as lâminas 

foram coradas com hematoxilina por 50 segundos, voltando para água corrente por 

2 a 4 minutos, garantindo a oxidação da hematoxilina. Já a coloração pela eosina foi 

feita no tempo de 20 segundos, sendo precedida pela passagem em álcool absoluto. 

Após o término da coloração, a desidratação do material seguiu com 3 passagens 

em álcool absoluto. A clarificação das lâminas foi realizada pela passagem em xilol, 

que, se seguiu com uma segunda passagem no mesmo, de forma que a lâmina 

ficava pronta para a montagem, com resina sintética (Entellan®, Merck) e lamínula 

sobre o corte. 

 

5.3 Técnica de luxol fast blue 

 

Na técnica de luxol fast blue, as lâminas sofreram desparafinização e foram 

hidratadas até álcool 95%, sendo, em seguida colocadas no corante luxol fast blue a 

0,1% na estufa a 60°C, por 24 horas. Posteriormente, para a retirada do excesso do 

corante, as lâminas foram passadas em álcool 95% e, assim, preparadas para a 

diferenciação que foi realizada com carbonato de lítio a 0,05% por 20 segundos, 

seguindo para uma passagem em álcool 70%. A contracoloração foi realizada com 

cresil violeta por 6 minutos e, posteriormente, as lâminas foram desidratadas, 

clarificadas e montadas com meio de montagem sintético (Entellan®, Merck). 

 

5.4 Marcação imuno-histoquímica para GFAP 

 

A marcação imuno-histoquímica para a GFAP foi realizada utilizando o 

método conjugado a uma cadeia de polímeros (chain polymer-conjugated staining 

method) (DAKO EnVision System). Foi utilizada imunoglobulina anti-GFAP policlonal 

de coelho (1:1000; Z033401, Dako, Glostrup, Dinamarca) como anticorpo primário, 
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seguida pelo kit EnVision (EnVision+ Kit, HRP/Rabbit/DAB+, K4011, Dako, Glostrup, 

Dinamarca). Dez fotomicrografias de cada lâmina analisada foram feitas com o uso 

de objetiva de 40x. A área de astrócitos e seus processos marcados em marrom, foi 

calculada automaticamente, utilizando o index per area do software Image-Pro Plus 

6.0 (Media Cybernetics, Rockville, Maryland, EUA) calibrado com filtros de cores 

digitais, de forma que apenas células positivas foram incluídas e a coloração de 

fundo foi excluída da medição. O index astrocitário per area representa a proporção 

da área marcada em relação à área total da imagem, sendo 0 a completa ausência 

de marcação e, 1, a marcação total da área. 

 

5.5 Determinação de níveis encefálicos de citocinas  

 

O procedimento para obtenção do homogenato encefálico foi adaptado do 

protocolo descrito por Yen et al. (1999). Após descongelamento, os encéfalos foram 

adicionados a tubos Falcon® de 50mL contendo 1 mL de PBS (pH 7,4) e então 

submetidos a 20 passagens sucessivas (15 segundos cada) pelo homogeneizador 

de tecido Wheaton®. Posteriormente, o material obtido foi centrifugado a 12.000 rpm 

durante 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e submetido à nova etapa de 

centrifugação nas mesmas condições. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

coletado, aliquotado e armazenado a -80°C para posteriores análises dos níveis das 

citocinas utilizadas no estudo. A concentração total de proteínas de cada 

homogenato foi avaliada por meio do método de Bradford (1976). 

Os níveis encefálicos de IL-1β e TNF-α foram determinados em duplicata por 

meio do ensaio imunoenzimático (ELISA), de acordo com as instruções dos 

fabricantes: kit de ELISA IL-1β Platinum de rato (eBioscience, BMS630, San Diego, 

Califórnia, EUA) e kit de ELISA TNF-α Platinum de rato (eBioscience, BMS622, San 

Diego, Califórnia, EUA). 
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6  RESULTADOS 

 

Não foram encontrados sinais de perda ou degeneração neuronal à 

microscopia de luz nas lâminas, bem como não foram observados indícios de perda 

ou desestruturação das bainhas de mielina em todas áreas analisadas deste estudo 

(córtex frontal, hipocampo, hipotálamo e camadas granular e molecular do cerebelo) 

(Figura 3). 

 

Fig. 3 - Fotomicrografias dos cortes corados pelas técnicas de HE e luxol fast blue para os distintos 

grupos (grupos controle / CTR - solução salina 0,9%, IP; MTX5 - 5 mg/kg/dia, por 4 dias, IP; MTX10 - 

10 mg/kg/dia, por 4 dias, IP). Hipocampo e cerebelo (camadas molecular e granular). Barra = 50 

micrômetros. 
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Na análise das lâminas observou-se aumento da expressão astrocitária de 

GFAP em todas as áreas do encéfalo (córtex frontal, hipocampo, hipotálamo, 

camadas granular e molecular do cerebelo) nos grupos tratados com MTX em 

comparação com o grupo controle (Figura 4). Este aumento foi maior no grupo 

MTX10 em comparação ao MTX5. Fotomicrografias da marcação imuno-

histoquímica para a GFAP nas diferentes áreas e grupos são apresentadas na 

Figura 5. 

 

Fig. 4 - Expressão da proteína glial fibrilar ácida (GFAP) em ratos tratados com metotrexato (grupos 

controle / CTR - solução salina 0,9%, IP; MTX5 - 5 mg/kg/dia, por 4 dias, IP; MTX10 - 10 mg/kg/dia, 

por 4 dias, IP). Os dados são expressos como média ± SEM. ** p <0,01; *** <0,001; **** p <0,0001 

(one way – ANOVA) 
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Fig. 5 - Fotomicrografias das lâminas submetidas a marcação imuno-histoquímica para a GFAP para 

os distintos grupos (grupos controle / CTR - solução salina 0,9%, IP; MTX5 - 5 mg/kg/dia, por 4 dias, 

IP; MTX10 - 10 mg/kg/dia, por 4 dias, IP) no córtex frontal, hipocampo, hipotálamo e camadas 

molecular e granular do cerebelo. Barra = 50 micrômetros. 
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Os níveis encefálicos das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α são 

apresentados na Figura 6. Ambas citocinas diminuíram no grupo MTX5 em relação 

ao grupo controle (p < 0,001 para IL-1β e p < 0,0001 para TNF-α). No grupo MTX10, 

o TNF-α igualmente diminuiu (p < 0,0001), embora a IL-1β tenha aumentado em 

comparação aos controles (p < 0,01). 

 

Fig. 6 - Níveis encefálicos de IL-1β e TNF-α (em pg / mg de proteína total). Os dados são expressos 

como média ± SEM. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001 (One way - ANOVA). 

 

 

Nesse contexto, constata-se que a administração do MTX induziu a 

astrogliose em várias áreas do encéfalo, porém, no grupo MTX5, aparentemente 

ocorreu na presença de citocinas pró-inflamatórias diminuídas. 
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7  DISCUSSÃO 

 

De forma resumida, este estudo revelou que os animais que receberam MTX 

na dose de 5 e 10 mg/kg/dia, por via IP, durante o curto intervalo de 4 dias, exibiram 

um aumento da expressão astrocitária de GFAP em todas as áreas analisadas 

(córtex frontal, hipocampo, hipotálamo e camadas granular e molecular do cerebelo). 

Foi visto também que o MTX foi capaz de diminuir os níveis encefálicos das citocinas 

IL-1β e TNF-α quando administrado na dose de 5 mg/kg/dia. Quando utilizado na 

dose de 10 mg/kg/dia, verificou-se ainda redução do TNF-α no tecido encefálico, no 

entanto, já com um aumento dos níveis de IL-1β em comparação ao grupo controle. 

Comparando-se os dois grupos tratados com diferentes doses de MTX, percebe-se 

que o grupo MTX10 apresentou aumento das concentrações de IL-1β e TNF-α em 

comparação ao MTX5, sugerindo que a maior dose, em vez de potencializar os 

efeitos antiinflamatórios clássicos descritos para a droga (CRONSTEIN; NAIME; 

OSTAD, 1993; CHAN; CRONSTEIN, 2001), já começava a representar uma 

agressão tecidual capaz de suplantar sua ação supressora sobre as citocinas pró-

inflamatórias, inclusive com níveis maiores de IL-1β em relação aos animais do 

grupo controle. 

A quimioterapia aplicada no tratamento do câncer resulta em uma síndrome 

frequente, porém ainda pouco compreendida, que corresponde a déficits 

neurológicos em longo prazo. Pensa-se que a disfunção das células precursoras 

neurais e a disfunção da substância branca contribuam para essa síndrome 

debilitante (GIBSON et al., 2019). 

O MTX é um inibidor da di-hidrofolato redutase amplamente empregado no 

tratamento de crianças com leucemia linfoblástica aguda (LLA), linfomas não-

Hodgkin e osteossarcomas (JACOLA et al., 2016; JING et al., 2018). Os regimes 

curativos para pacientes com essas condições geralmente incluem tanto a 

administração sistêmica (oral e/ou intravenosa), bem como doses intratecais 

repetidas, a fim de transpor a BHE e proteger o SNC de recidivas (LI et al., 2010). 

A fisiopatologia da neurotoxicidade induzida pelo MTX é multifatorial e ainda 

pouco definida (VEZMAR et al., 2003; COLE; KAMEN, 2006). Modelos 

experimentais animais contribuem para elucidar os mecanismos subjacentes à 

disfunção cognitiva após a administração sistêmica e intratecal de MTX (SEIGERS 

et al., 2009; LI et al., 2010; THOMSEN et al., 2017). Os resultados de tais modelos 
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sugerem que o MTX pode induzir déficits cognitivos por indução de estresse 

oxidativo (CARON et al., 2009), por modulação do sistema imunológico (CUTOLO et 

al., 2001; PHILIPS et al., 2003; ZHANG et al., 2009), por inibição da neurogênese 

(SEIGERS et al., 2009), por alteração da neurotransmissão por meio do receptor 

NMDA (VIJAYANATHAN et al., 2011; COLE et al., 2013) e/ou por indução de 

alterações estruturais no cérebro (SEIGERS et al., 2009). Outros estudos apontam 

para o receptor alfa-7 nicotínico de acetilcolina, uma vez que moduladores positivos 

deste receptor, como a cotinina, melhoraram a memória espacial e diminuíram o 

comportamento depressivo em ratos tratados com MTX, ciclofosfamida e 5-

flurouracil (IARKOV et al., 2016). 

Os astrócitos desempenham papel importante na função de regulação da 

BHE, a qual confere ação protetora crucial diante da possibilidade de 

neurotoxicidade de um determinado agente (ABBOTT, 2006; ALVAREZ et al., 2017). 

Adicionalmente, o astrócito exerce funções importantes para a formação e 

manutenção de sinapses, para a captação de glutamato e no suporte trófico para 

neurônios e demais células da glia circundantes (BELANGER; MAGISTRETTI, 2009; 

FILOUS; SILVER, 2016). Dessa forma, alterações estruturais e/ou funcionais 

astrocitárias acabam por contribuir para a fisiopatologia de uma grande variedade de 

estados patológicos do SNC, de doenças neurodegenerativas a gliomas 

(PHATNANI; MANIATIS, 2015). 

Um recente estudo in vitro demonstrou que o MTX foi capaz de induzir 

citotoxicidade severa em linhagens celulares de astrócitos C6 (provenientes de 

gliomas) e culturas primárias de astrócitos de ratos de maneira dose-dependente. 

Além disso, numa abordagem in vivo, este mesmo estudo revelou que as células 

marcadas com GFAP diminuíram significativamente na medula espinhal e no 

encéfalo dos ratos, com indicativos de ocorrência de apoptose, fornecendo 

evidências adicionais quanto ao efeito neurotóxico do MTX sobre o SNC, 

especialmente sobre astrócitos (SHAO et al., 2019). 

Culturas primárias de astrócitos preparadas a partir de ratos Sprague-Dawley 

de 2-3 dias apresentaram diminuição da taxa mitótica e da viabilidade celular com a 

introdução de MTX, ocasionando mudanças reativas em algumas células 

(GREGORIOS; SOUCY, 1990; BRUCE-GREGORIOS et al., 1991a) e aumento da 

expressão de GFAP, que não estava correlacionada com a dosagem da droga ou 
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com a síntese de DNA (BRUCE-GREGORIOS et al., 1991b). Os autores postularam 

que o aumento encontrado refletiria uma resposta astrocitária adaptativa frente à 

injúria induzida pelo MTX e parcialmente explicaria a gliose observada na 

encefalopatia do MTX. 

Nossos resultados confirmam in vivo o aumento da expressão astrocitária de 

GFAP frente ao MTX, no entanto, sugerem ter havido efeito dose-dependente, uma 

vez que a astrogliose encontrada no grupo MTX10 foi significativamente maior em 

relação ao grupo MTX5. 

É reconhecido que o início e o controle da astrogliose podem ser induzidos 

por várias moléculas de sinalização secretadas pelas células da glia, neurônios, 

pericitos, células endoteliais e células inflamatórias invasivas (SOFRONIEW, 2009, 

2015; SOFRONIEW E VINTERS, 2010). Esses sinais moleculares incluem: (i) 

fatores de crescimento e citocinas (por exemplo, IL-1, IL-6, TNF-α, IFN-γ, TGF-β); (ii) 

mediadores da imunidade inata (por exemplo, LPS); (iii) neurotransmissores (por 

exemplo, glutamato e noradrenalina); (iv) purinas (por exemplo, ATP); (v) espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e de nitrogênio (NRS); e (vi) produtos associados à 

atividade metabólica sistêmica (por exemplo, NH4 +), dentre outros (SOFRONIEW, 

2009, 2010). 

Um estudo recente demonstrou que o MTX pode induzir a depleção 

persistente das células precursoras de oligodendrócitos (OPCs) e déficits 

persistentes na mielinização em camundongos. Os autores sugeriram que o MTX 

pode levar a uma ativação persistente da micróglia, a qual bloquearia a proliferação 

das OPCs e sua completa diferenciação, com subsequente formação de bainhas de 

mielina mais finas. Além disso, a micróglia ativada promoveria a ativação 

astrocitária, com aparecimento de astrócitos reativos que poderiam induzir a morte 

oligodendroglial e danos neuronais. Uma vez retirada de seu estado de quiescência, 

a micróglia pode iniciar a fagocitose de detritos, o reparo tecidual e até mesmo a 

regeneração neural (GIBSON et al., 2019). 

A administração de MTX utilizada em nosso estudo não foi, no entanto, capaz 

de induzir alterações neuronais e mielínicas capazes de serem detectadas à 

microscopia de luz, muito provavelmente em função de seu curto intervalo de 

administração. Alterações mielínicas mais discretas só seriam observáveis em 

estudos de microscopia eletrônica de transmissão. 
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A neurotoxicidade pelo uso do MTX é uma complicação bem documentada, 

podendo ser aguda, subaguda ou retardada. Em geral, as formas aguda e subaguda 

são relativamente benignas e reversíveis, enquanto a forma tardia tende a ser mais 

séria e irreversível (TUXEN; HANSEN, 1994). Em humanos, altas doses de MTX 

podem causar encefalopatia aguda semelhante a derrame e leucoencefalopatia 

crônica (TUXEN; HANSEN, 1994). 

Dentre os muitos efeitos descritos do MTX, pode-se incluir a estimulação de 

vias pró- e anti-inflamatórias (OLSEN et al., 2014). Sabe-se que a quimioterapia é 

capaz de induzir uma resposta inflamatória sistêmica, a qual, por sua vez, pode levar 

a doenças induzidas por citocinas (WOOD et al., 2006). 

Os efeitos antiinflamatórios classicamente descritos para o MTX parecem 

estar relacionados com o aumento extracelular de adenosina e sua interação com 

receptores celulares de superfície específicos, com subsequente inibição da 

produção de IL-8 pelos leucócitos mononucleares sanguíneos, de IL-6 por monócitos 

e de metabólitos do ácido aracdônico, como o leucotrieno B4 (LB4) em neutrófilos 

(CRONSTEIN; NAIME; OSTAD, 1993; CHAN; CRONSTEIN, 2001). A redução dos 

níveis de IL-1β e de TNF-α no encéfalo dos ratos do grupo MTX5 está de acordo 

com os efeitos antiinflamatórios esperados e descritos na literatura para esta droga. 

No entanto, o aumento da IL-1β no grupo MTX10 permanece a ser esclarecido. 

Alguns autores sugerem que as alterações referentes à IL-1 estão mais relacionadas 

à diminuição da habilidade de resposta à IL-1 do que à inibição direta de sua 

produção (SEGAL et al., 1989). 

Conforme demonstrado por De Koning et al. (2006), o MTX em doses altas 

pode induzir a mucosite, caracterizada por danos à mucosa gastrointestinal, 

contribuindo para uma diminuição de sua função de barreira e, consequentemente, 

elevando o risco de o indivíduo desenvolver infecções causadas por microrganismos 

originários do intestino. A mucosite está associada à secreção aumentada de 

citocinas, que podem induzir a resposta neuroinflamatória e a liberação de citocinas 

no SNC (WILSON et al., 2002; SERUGA et al., 2008). Esta secreção de citocinas 

causada por doença periférica pode levar a comprometimento central, que, por sua 

vez, estaria associado a um possível prejuízo cognitivo (BANKS et al., 2002). 

Nesse contexto, é importante que estudos adicionais sejam realizados para 

melhor caracterizar os efeitos de curto prazo do MTX sobre a estrutura do SNC e 
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demais constituintes teciduais, particularmente sobre neurônios, células da 

micróglia, oligodendrócitos e OPCs, assim como sobre as bainhas de mielina. 
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8  CONCLUSÔES 

 

 A administração de curto prazo de MTX induziu astrogliose em todas as áreas 

estudadas (córtex frontal, hipotálamo, hipocampo e camadas molecular e granular 

do cerebelo), com aumento da expressão da proteína glial fibrilar ácida (GFAP), 

tendo sido maior na dose de 10 mg/kg/dia em relação à de 5 mg/kg/dia. 

 Os níveis encefálicos de IL-1β e TNF-α diminuíram nos animais tratados com 

5 mg/kg/dia, no entanto a IL-1β aumentou no grupo tratado com 10 mg/kg/dia. 
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