ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE EM RATOS TRATADOS COM
SULFATO DE VINCRISTINA E DECANOATO DE NANDROLONA
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INTRODUCAO

A selecao do protocolo medicamentoso adequado para cada paciente
oncologico € um ponto critico para o sucesso do tratamento anti-tumoral
(McKNIGHT, 2003). O decanoato de nandrolona € um esteréide anabdlico
androgénico (EAA), derivado da testosterona, que possui vasta utilizacdo na
clinica médica. Sua indicacdo serve tanto para reverter a caquexia presente
nos pacientes com cancer quanto com outras doencgas crénicas (BASARIA et
al., 2001; MORLEY et al., 2006). Também estimula a medula éssea (MO) a
produzir novas células sanguineas (SAITOH et al., 1999; BAGCHUS et al.,
2005), principalmente nos casos em que ha discreta supressdo medular por
quimioterapicos, tais como a vincristina (PEREZ et al., 2005). Dentre os efeitos
colaterais causados pela vincristina se pode citar citotoxicidade nao seletiva
gue resulta em mielossupressdo moderada (tanto de eritrocitos quanto
leucdcitos), anorexia, disturbios intestinais, alopecia (NAK et al., 2005), necrose
(extravasamento tecidual) (VILLALOBOS, 2006), e neurotoxicidade periférica e,
mais raramente, central (WHITTAKER et al.,, 1973; HAMILTON et al., 1991;
CUDDON, 2002).

A duracdo do efeito de véarios medicamentos é dependente de sua
guebra por enzimas hidroliticas enddgenas, como por exemplo, a
acetilcolinesterase (AChE - E.C. 3.1.1.7). Esta enzima participa da inativacao
de diversos xenobibticos, tais como ésteres (por exemplo, o decanoato de
nandrolona) e alcaldides de plantas (sulfato de vincristina) (McGEHEE et al.,
2000). A AChE é uma das mais eficientes catalises biologicas e tém um papel
vital no sistema nervoso e jungées neuromusculares, por hidrolisar rapidamente
0 neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas (MASSOULIE
et al., 1999). O numero de moléculas de ACh pode se apresentar abaixo ou
acima dos niveis adequados e, a atividade da AChE parece controlar a
interacdo deste substrato com o0 seu receptor, seja ele, nicotinico ou
muscarinico (MARCEL et al., 1998). Em adicdo, a concentracdo de AChE no
sangue (RBC —AChE) pode funcionar como um bom marcador periférico para
estudar desordens neurotoxicas e neurodegenerativas, pois permite avaliar
através de métodos mais acessiveis a acao desta enzima no sistema nervoso
central (SNC) (BERNHARDI et al., 2005). Também é interessante ressaltar que
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a RBC-AChE tem demonstrado propriedades funcionais e estruturais similares
aguelas da AChE do cérebro (THIERMANN et al., 2005).

Neste contexto, considerando que o sulfato de vincristina € um
guimioterapico bastante usado na clinica médica de pequenos animais e que o
decanoato de nandrolona tem sido utilizado em associagdo a este
medicamento para amenizar alguns de seus efeitos colaterais como a
citotoxicidade (PEREZ et al., 2005), este estudo objetivou verificar a ativdade
da AChE encefélica e eritrocitaria de ratos normais, tratados com sulfato de
vincristina e diferentes doses de decanoato de nandrolona. O conhecimento
sobre possiveis toxicidades decorrentes de interacbes medicamentosas é de
extrema importancia para o clinico. Assim, efeitos colaterais poderdo ser
identificados e tratados, e em alguns casos, prevenidos, a fim de assegurar o
bem-estar do animal.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 ratos adultos Wistar, machos, pesando entre 260 a
360 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM). O periodo de adaptacao foi de 14 dias e as dietas sélida
e hidrica fornecidas ad libitum.

Os animais foram divididos, de forma aleat6ria, em seis grupos com
cinco animais cada. Os tratamentos foram aplicados uma vez por semana,
durante duas semanas. A colheita das amostras ocorreu na terceira semana.
Durante a primeira semana aplicou-se nos grupos: G1 (controle) — solucéo
fisiolégica (SF), G2 — sulfato de vincristina (4 mg m?), G3 — SF, G4 — SF, G5 —
sulfato de vincristina (4 mg nf) e G6- sulfato de vincristina (4 mg nf). Na
segunda semana foi aplicado: G1 (controle) — SF novamente, G2 — SF, G3 —
decanoato de nandrolona (1,8mg kg'), G4 — decanoato de nandrolona (10,0mg
kg?), G5 — decanoato de nandrolona (1,8mg kgl) e G6 - decanoato de
nandrolona (10,0 mg kg™).

A dosagem de vincristina foi baseada em PEREZ et al. (2005). As
dosagens de decanoato de nandrolona correspondem a dose terapéutica para
pequenos animais (1,8mg kg*/semana) (NELSON & COUTO, 2006) e a
sobredose (10,0 mg kg™). A vincristina foi aplicada intraperitonealmente (IP). O
decanoato de nandrolona foi diluido em veiculo oleoso de origem vegetal
(azeite de oliva), previamente testado e que nao influenciou os parametros
analisados, adequado para aplicagao via intramuscular profunda (IM).

Apés o periodo de tratamento os animais foram deixados em jejum
alimentar de 12 horas e apés submetidos a eutanasia em campanula com éter
etilico. O sangue foi colhido por puncdo cardiaca e colocado em frascos
contendo EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético). As estruturas encefalicas
foram separadas em cerebelo, cértex, estriado e hipocampo, e
homogeneizadas isoladamente em Médium | e centrifugadas a 1800 rpm por
10 minutos. O sangue total foi homogeneizado com tampéao fosfato 0,1M (pH
7,4) contendo Triton X — 100 (0.03%) e estocado a -20°C por uma semana para
posterior avaliagdo enziméatica.

A atividade da AChE foi determinada pelo estudo de ELLMAN et al.
(1961), modificado por ROCHA et al. (1993) em cada uma das estruturas do
encefalo. A atividade da AChE eritrocitaria também foi determinada pelo estudo
de ELLMAN et al. (1961), porém modificada por WOREK et al. (1999). A
enzima de origem encefalica foi expressa em pmoles AcScCh/h/mg de
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proteina. A atividade especifica da AChE dos globulos vermelhos foi calculada
a partir do quociente entre a atividade da AChE e a quantidade total de
hemoglobina contida, e os resultados medidos em mU/u mol Hb.

Para a analise estatistica utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguida de testes de comparac¢des multiplas de Duncan (p<0.05). Os
resultados foram expressos por média * erro padrdo da media (EPM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo estdo apresentados nas Figuras 1 e
2 para a atividade acetilcolinesterasica encefdlica e eritrocitaria,
respectivamente.

Um importante dado observado neste estudo, é que no estriado, uma
estrutura rica em vias colinérgicas houve uma inibicao significativa (p<0.05) na
atividade da AChE nos grupos G3, G4, G5 e G6 (Figura 1). Nesta regiao,
sugere-se que exista interferéncia do decanoato de nandrolona na
funcionalidade do sistema colinérgico (COOPER et al., 1991), pois 0S grupos
mais significativamente inibidos foram G3 e G4. Os grupos G5 e G6 (que
possuiam associacdo com a vincristina) também tiveram inibicdo significativa
(p<0.05) da enzima, todavia, de forma mais branda se comparados aos grupos
onde somente se aplicou o EAA.

O cortex cerebral e o hipocampo apresentaram aumento significativo da
atividade enzimatica (p<0.05) (Figura 1). E interessante observar que no cortex
cerebral o grupo que diferiu estatisticamente foi G6, enquanto que no
hipocampo foi G4. A sobredose do decanoato de nandrolona aplicada
isoladamente, como no hipocampo, ou em conjunto com a vincristina, como no
cortex cerebral, causou uma hiperestimulacdo da enzima avaliada. JAMESON
et al., 2007 citam que o aumento da atividade da AChE esté relacionada a
neurotoxicidade e neurodegeneracao. Assim, sugere-se que a sobredose do
esterdide quando usada sozinha (G4) no hipocampo é capaz de aumentar a
atividade acetilcolinesterasica, entretanto, a funcdo da enzima volta ao normal
guando a mesma dosagem € associada a vincristina (G5). No cortex cerebral,
contudo, a associacédo da sobredose do decanoato de nandrolona a vincristina
(G6) estimulou a atividade da AChE, enquanto que o uso isolado de ambas as
doses dos medicamentos (G2 e G4) néo influenciaram a atividade daquela
enzima.

O cerebelo, uma estrutura com baixas vias colinérgicas (ZIMMERMAN &
SOREQ, 2006), foi a Unica fracdo cerebral analisada em que os tratamentos
nao influenciaram estatisticamente a atividade da enzima (Figura 1). Nenhuma
das partes estudadas teve alteracdo do G2, o que poderia ser compreendido
por ter sido usado apenas uma dose de vincristina, enquanto que a toxicidade
€ dose-dependente (RODASKI & DE NARDI, 2006).

Outra importante informacédo obtida neste estudo, foi em relacdo a
atividade da AChE no sangue (RBC-AChE). Esta enzima demonstrou uma
inibicdo significativa (p<0.05) nos grupos G4, G5 e G6 (Figura 2). E
interessante ressaltar que a RBC-AChE apresentou resultados similares
agueles encontrados no estriado, com exce¢do de G3 demonstrando que esta
enzima no sangue pode refletir seu estado com a AChE da fenda sinaptica
(THIERMANN et al., 2005). Além disso, esses resultados podem sugerir que a
RBC-AChE pode funcionar como um bom marcador periférico para avaliar



desordens cerebrais, pois permite avaliar através de métodos mais acessiveis
a acao desta enzima no SNC (BERNHARDI et al., 2005).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o0 uso isolado de
decanoato de nandrolona e suas associagbes com o sulfato de vincristina
alteram a atividade da AChE cerebral e RBC-AChE. Sugere-se que o
decanoato de nandrolona seja capaz de interferir na neurotransmissao
colinérgica. A atividade da RBC-AChE apresentados séo fidedignos aqueles
exibidos pelo tecido encefalico, mostrando-se passivel de uso na rotina clinica
de animais domesticos.
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FIGURA 01 - Atividade da acetilcolinesterase (AChE) enceféalica (cerebelo, estriado, cortex e
hipocampo) e eritrocitaria (RBC-AChE) para avaliagdo do sistema colinérgico de
ratos submetldos a diferentes tratamentos: G1 — controle, G2 — somente vincristina
(4mg m) G3 — somente decanoato de nandrolona (1,8 mg kg ) G4 - somente
decanoato de nandrolona (10,0 mg kg ) G5 — associagdo de vincristina (4mg m )
e decanoato de nandrolona (1,8 mg kg ) e G6 - assomagao de vincristina (4mg
mz) e decanoato de nandrolona (10,0 mg kg ) Simbolos diferentes indicam

diferenca significativa (p<0.05). Valores expressos por média + erro padrdo da
média (EPM).
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FIGURA 02 — Atividade da acetilcolinesterase eritrocitaria (RBC-AChE) para
avaliacdo do sistema colinérgico de ratos submetidos a
diferentes tratamentos G1 - controle, G2 - somente
vincristina (4mg m ) G3 - somente decanoato de nandrolona
(1,8 mg, kg ) G4 - somente decanoato de nandrolona (10 0
mg kg ) G5 - associacdo de vmcrlstma (4mg m ) e
decanoato de nandrolona (1,8 mg kg ) e G6 - associacgdo de
vincristina (4mg m ) e decanoato de nandrolona (10,0 mg kg
). Simbolos diferentes indicam diferenca significativa

(p<0.05). Valores expressos por média + erro padrdo da
média (EPM).
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