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INTRODUCAO

A quimioterapia é uma das ferramentas mais importantes para o médico
veterinario tratar as doencas neoplasicas. Esta tem o proposito de prolongar e
melhorar a qualidade de vida dos pacientes com os mais variados tipos de
cancer (McKNIGHT, 2003). Dentre os agentes mais utilizados em pequenos
animais, pode-se citar o sulfato de vincristina (CAVE et al., 2007). Sua
aplicacdo é valida em doengcas como 0 tumor venéreo transmissivel canino
(TVTC) (ROGERS et al., 1998; NAK et al., 2005), linfomas (PONCE et 4.,
2004), leucemias (RODASKI & DE NARDI, 2006) e nefroblastoma renal
(SEAMAN & PATTON, 2003). Seus efeitos colaterais podem incluir desde
citotoxicidade néo seletiva que resulta em mielossupressao moderada (tanto de
eritrocitos quanto leucécitos) até anorexia, distarbios intestinais e
neurotoxicidade (CUDDON, 2002; NAK et al, 2005). O decanoato de
nandrolona é um esterdide anabolico androgénico (EAA), derivado da
testosterona, que possui vasta utilizagdo na clinica médica. Sua indicacao
serve tanto para reverter a caquexia presente nos pacientes com cancer
guanto com outras doencas crénicas (BASARIA et al., 2001; MORLEY et al.,
2006). Também estimula a medula 6ssea (MO) a produzir novas células
sanglineas (SAITOH et al., 1999; BAGCHUS et al., 2005), principalmente na
supressdo medular por quimioterapicos como a vincristina (PEREZ et al.,
2005).

A peroxidacdo lipidica € considerada um evento fisiopatolégico
importante na toxicidade por farmacos, com os anti-neoplasicos e EAA, em
diversas doencas, e em danos isquémicos e traumaticos (BRAUGHLER et al.,
1987). A membrana celular é um dos locais mais atingidos por esta reacao
bioguimica, que acarreta alteracbes na sua estrutura e permeabilidade.
Consequentemente, ha perda da seletividade na troca idnica, liberacdo do
conteludo de organelas, e formacdo de produtos citotoxicos (como o
malondialdeido — MDA/ TBA-RS — substancias reativas ao acido tiobarbiturico),
culminando com a morte celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). O
sistema nervoso central (SNC) é um tecido que consiste substancialmente de
membranas e acidos graxos, o que aumenta a vulnerabilidade dos constituintes
da membrana lipidica aos danos oxidativos e a a¢ao direta dos radicais livres
(VEDDER et al., 1999).

! Departamento de Clinica de Pequenos Animais, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade
Federal de Santa Maria, Campus Universitario, Camobi, 97105-900, Santa Maria, RS, Brasil.
Email: vetdanielimartins@yahoo.com.br. *Apresentadora do trabalho.

2 Departamento de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Rua Ramiro Barcellos, 2600-Anexo, 90035-003, Porto Alegre, RS,
Brasil.

3 Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, Universidade Federal de
Santa Maria, Campus Universitario, Camobi, 97105-9000, Santa Maria, RS, Brasil.




Neste contexto, considerando que o sulfato de vincristina € um
guimioterapico bastante usado na clinica médica de pequenos animais e que 0
decanoato de nandrolona tem sido usado em associacdo a este medicamento
para amenizar alguns de seus efeitos colaterais como a citotoxicidade (PEREZ
et al., 2005), este estudo objetivou verificar a peroxidacgéo lipidica (TBA-RS) do
encéfalo e do soro de ratos normais, tratados com sulfato de vincristina e
diferentes doses de decanoato de nandrolona. Esta pesquisa é relevante, pois,
na literatura atual ha escassas informacdes sobre os efeitos do sulfato de
vincristina e do decanoato de nandrolona, combinados ou usados
separadamente, e estresse oxidativo.

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 ndo influenciou os parametros
analisados, adequado para aplicacdo via intramuscular profunda (IM). Apds o
periodo de tratamento os animais foram deixados em jejum alimentar de 12
horas e ap6s submetidos a eutanasia em campanula com éter etilico. O sangue
foi colhido por puncédo cardiaca e colocado em tubos sem anticoagulante. As
estruturas encefalicas foram separadas em cerebelo, coértex, estriado e
hipocampo, e homogeneizadas isoladamente em Médium | e centrifugadas a
1800 rpm por 10 minutos. O soro foi separado para avaliagdo do TBA-RS. A
reacdo de TBA-RS foi determinada pelo método de JENTZSCH et al. (1996)
para as diferentes partes encefalicas, e seus valores expressos em nmol MDA/
mg de proteina. Para o soro sanguineo utilizouw-se a mesma técnica citada por
JENTZSCH et al. (1996), porém com os resultados em nmol MDA/ mL.

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 média (EPM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo estdo apresentados nas Figuras 1 e
2 para TBA-RS do tecido encefalico e do soro sangtiineo, respectivamente.



Foi observado nesta pesquisa, um aumento significativo no TBA-RS
(p<0.05) em todas as estruturas encefalicas analisadas (Figura 1). Isto pode
ser compreendido, em parte, pelo SNC apresentar metabolismo aerdbico, altos
niveis de acidos graxos poli-insaturados e baixa atividade das defesas
antioxidantes (WAJNER et al., 2004). No estriado, foi observado um aumento
significativo (p<0.05) do TBA-RS em G2, G3 e G4 (Figura 1). Estes resultados
demonstram que o uso em separado dos dois farmacos aumentou a producao
de radicais livres neste local. Entretanto, quando usados em conjunto, seus
produtos finais se igualaram ao grupo controle. Os valores se apresentaram
mais elevados em G2 e G4, que em G3. Apesar da vincristina nao ter boa
penetracdo no SNC (RODASKI & DE NARDI, 2006), a dosagem usada nesta
pesquisa foi suficiente para causar estresse oxidativo no estriado. Sabe-se que
0 aumento as espécies reativas ao oxigénio (ERO) pode causar uma maior
permeabilidade da barreira hemato-encefélica e, assim, inibir a respiracao
mitocondrial, aumentar a oxidacdo protéica e a producdo de histamina pelos
mastocitos (GILMAN et al., 1993; ROVERE et al., 1995), o que prejudicaria a
interacdo sinptica. O uso isolado do decanoato de nandrolona também
aumentou estatisticamente a peroxidacao lipidica. O valor apresentado por G4
pode ter sido mais expressivo que G3 devido a maior dose utilizada do
medicamento, ou entdo, pelos tecidos n&o-reprodutivos, como o cerebral,
exibirem uma quantidade variada de receptores androgénicos nos diferentes
tipos de células do 6érgdo (MANOLAGAS & KOUSTENI, 2001).

O cortex cerebral e hipocampo tiveram comportamentos semelhantes
em relacdo aos tratamentos, apresentando um aumento significativo (p<0.05)
nos niveis de TBA-RS nos grupos G3, G4 e G6 (Figura 1). Em adi¢do, o uso
isolado de ambas as doses do decanoato de nandrolona aumentou a producao
de radicais livres. O resultado obtido em G6 mostrou que a formacédo do MDA
supera de forma significativa G3 e G4, evidenciando uma potencializacéo da
acdo do decanoato de nandrolona pela vincristina nestas partes do cérebro.
VEDDER et al. (1999) ndo detectaram nenhum efeito da testosterona e seus
derivados nos niveis de TBA-RS em diferentes células do SNC in vitro. Desta
forma, ressalta-se a relevancia de estudos in vivo e associados a outros
medicamentos, pois, o tipo de resposta pode sofrer modificagbes como neste
caso.

O cerebelo também demonstrou alteracdo estatistica em G6 (Figura 1).
Neste local, nenhum dos medicamentos utilizados sozinhos apresentou
aumento nos ERO. Todavia, o uso conjunto da droga anti-tumoral com o a
sobredose do EAA estudado foi capaz de aumentar a peroxidacao lipidica. De
maneira semelhante, o uso isolado de certos hormonios, dentre eles a
testosterona, ndo produziam nenhum efeito relacionado ao status oxidativo na
prostata de ratos. Contudo, suas associac¢des induziam um marcado aumento
do estresse oxidativo, bem como, inibicdo da atividade enzimatica antioxidante
daquele local, o que poderia acarretar em um processo de carcinogénese (TAM
et al., 2003).

Na avaliacdo do TBA-RS do soro houve alteragdo dos G2, G3 e G6 em
relacdo ao grupo controle (Figura 2). O uso em separado dos medicamentos
utilizados, causou um aumento na producdo do MDA sérico. Este efeito foi
reforcado analisando-se 0 comportamento de G6 que se mostrou
significativamente mais elevado que G2 e G3. BENCHEKROUN & ROBERT
(1992) publicaram pesquisas in vitro com culturas de células tumorais e doses
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citotoxicas de vincristina e ndo encontraram indicios de peroxidacao lipidica.
Todavia, no presente estudo, houve a formacéo de radicais livres no tecido
cerebral (estriado) e no soro sanguineo, demonstrando, que a interacao de
diversos componentes in vivo com este alcaldide sdo determinantes para os
resultados obtidos. O estresse oxidativo provocado pelo quimioterapico poderia
agir como um fator colaborador apoptotico das células neoplasicas, diminuindo
sua viabilidade. No entanto, maiores estudos Sao necessarios.

E interessante ressaltar que a combinacdo farmacolégica usada em G5
apresentou valores dentro da normalidade (semelhantes a G1) tanto no TBA-
RS do soro quanto em todas as partes cerebrais estudadas. Assim, o0
decanoato de nandrolona, em dose terapéutica, protegeu as células neuronais
e sistema sanguineo contra danos oxidativos induzidos pela vincristina.
GUZMAN et al. (2005) verificaram o efeito antioxidante similar da testosterona
no cérebro de ratos. Estudos ex-vivo também encontraram protecdo desse
horménio em cultivo de células cerebelares induzidas a morte pelo estresse
oxidativo (AHLBOM et al., 2001).

CONCLUSAO

Nas condi¢coes em que esta pesquisa foi desenvolvida, conclui-se que a
peroxidacédo lipidica do encéfalo aumenta com o uso isolado de vincristina
(estriado) e do DN (estriado, hipocampo e cortex cerebral) e na associacdo da
sobredose do éster com o0 agente anti-tumoral (cerebelo, hipocampo e cortex
cerebral). Entretanto, associacdo da dose terapéutica do DN com a vincristina
ndo apresenta niveis significativos de radicais livres em nenhuma das
estruturas estudadas. Logo, sugere-se que esta combinagdo seja benéfica,
pois ao impedir a presenca da peroxidacao lipidica, evita os possiveis efeitos
desta reacdo no organismo, tais como degeneracdo de membranas e
componentes celulares, até mesmo a morte celular;

Neste estudo, a dosagem utilizada de vincristina foi suficiente para a
producao de radicais livres no tecido enceféalico, o que pode acarretar em morte
de células saudaveis. Entretanto, sugere-se que a presenca da peroxidacao
lipidica também auxilie o medicamento na inducdo de apoptose da célula
tumoral, ja que esta reacdo diminui a viabilidade celular.
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01 - Valores médios do TBA-RS (substancias reativas ao &cido
tiobarbitUrico) para avaliacdo do tecido cerebral (cerebelo, estriado,
coértex e hipocampo) de ratos submetidos a dlferentes tratamentos: G1
— controle, G2 - somente vmcrlstlna (4mg m) G3 - somente
decanoato de nandrolona (1,8 mg kg ) G4 - somente decanoato de
nandrolona (10,0 mg kg ) G5 - assouagao de vincristina (4mg m ) e
decanoato de nandrolona (1,8 mg kg ) e G6 - associagao de vincristina
(4mg m) e decanoato de nandrolona (10,0 mg kg) Simbolos
diferentes indicam diferenc¢a significativa (p<0.05). Valores expressos
por média * erro padréo da média (EPM).
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FIGURA 02 - Valores médios do TBA-RS (substancias reativas ao acido

tiobarbitdrico) para avaliagdo do soro sangiineo de ratos
submetidos a dlferentes tratamentos: G1 — controle, G2 — somente
vmcrlstma (4mg m ) G3 - somente decanoato de nandrolona (1 8
mg kg ) G4 - somente decanoato de nandrolona (10,0 mg kg )
G5 - associacao de vincristina (4mg m ) e decanoato de
nandrolona (1,8 mg kg™) e G6 - assoma(;ao 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 padrao da media (EPM).



