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RESUMO
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O sulfato de vincristina € um agente anti-tumoral bastante usado na oncologia clinica
de pequenos animais, porém seus efeitos colaterais incluem citotoxicidade medular
e neuronal. O decanoato de nandrolona, um esterdide anabdlico androgénico (EAA),
tem sido usado em associagcédo a este medicamento para amenizar alguns de seus
efeitos, como a mielossupressdo moderada. Esta dissertagdo apresenta dados
referentes ao uso isolado ou associado do sulfato de vincristina e do decanoato de
nandrolona, seus efeitos no sistema colinérgico e no perfil oxidativo de ratos Wistar.
Primeiramente, verificou-se quatro diferentes doses do EAA, por trés semanas, e
sua agao sobre a atividade da acetilcolinesterase (AChE) em quatro partes do tecido
cerebral (cerebelo, estriado, hipocampo e cortex cerebral). O segundo experimento
apresenta grupos tratados durante duas semanas com sulfato de vincristina e/ou
decanoato de nandrolona e as agdes destes no cérebro (mesmas partes
pesquisadas anteriormente) e no sangue, através da mensuracdo da atividade
enzimatica da AChE cerebral e eritrocitaria (RBC-AChE) e peroxidacao lipidica
cerebral e sérica. As duas doses mais altas utilizadas no primeiro trabalho
aumentam a atividade da enzima, sugerindo que haja interferéncia no sistema
colinérgico, no estriado e no cerebelo. Os resultados obtidos, no estudo posterior,
demonstram que o uso isolado deste EAA e suas associagdes com o sulfato de
vincristina alteram a agdo da AChE cerebral e RBC-AChE, tanto de forma
estimulatéria quanto inibitéria. A peroxidacao lipidica, cerebral e sanglinea, aumenta
devido ao uso isolado da vincristina e do decanoato de nandrolona, e na associacao
do quimioterapico com a dose mais alta usada do éster. A dose terapéutica do
decanoato de nandrolona e a vincristina utilizadas sado capazes de neutralizar a
producé@o de radicais livres tanto no cérebro quanto no soro sanguineo. A atividade
da RBC-AChE e o valor do perfil oxidativo do soro apresentados nesta pesquisa sdo
similares aqueles exibidos pelo tecido cerebral. Diante destes dados, pode-se
concluir que o decanoato de nandrolona é capaz de influenciar a atividade da AChE,
afetando o sistema colinérgico, 0 que poderia ocasionar em uma agao alterada do
seu neurotransmissor, além de uma baixa ou alta estimulacao dos receptores pds-
sindpticos. Entretanto, o uso da dose terapéutica estudada deste EAA associada a
vincristina mostra-se benéfico, pois poderia proteger o organismo de processos
prejudiciais relacionados a producgao de radicais livres.

Palavras-chave: esterdide anabdlico androgénico; quimioterapico;
acetilcolinesterase; peroxidagao lipidica; ratos.
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Vincristine sulphate is antitumor agent widely used in small animal clinical oncology;
therefore it can cause a number of adverse effects including marrow and neuronal
cytotoxicity. Nandrolone decanoate, an anabolic-androgenic steroid (AAS), has been
used in association with vincristine in order to ease effects such as moderate
myelosuppression. The present dissertation presents data related to the isolated or
associated employment of vincristine sulphate and nandrolone decanoate, as well as
their effects on the cholinergic system and oxidative profile of Wistar rats. The
animals were submitted to four different doses of AAS for three weeks and its action
on acetylcholinesterase (AChE) activity in four different structures of brain tissue
(cerebellum, hippocampus, striatum and cerebral cortex) was studied. The second
experiment shows the effects of vincristine and/or nandrolone decanoate in the brain
(same parts studied previously) and blood through measurement of brain and red
blood cell AChE (RBC-AChE) enzyme activity as well as brain and blood serum lipid
peroxidation of rats treated for two weeks. Results show that the two highest doses
used in the first experiment increased enzyme activity, suggesting interference in the
cholinergical system of the striatum and cerebellum. The results obtained in the latter
experiment demonstrate that the isolated use of this AAS and its association with
vincristine sulphate altered brain and RBC-AChE action, both in a stimulatory and
inhibitory fashion. Lipid peroxidation, in the brain and blood, increased due to the
isolated use of both vincristine and nandrolone decanoate, as well as to their
associated use at the highest dose of ester used. Furthermore, the data show that
the association between the therapeutic dose of nandrolone decanoate and
vincristine is capable of neutralizing the free radical production induced by their
isolated use in brain and blood serum. Serum RBC-AChE activity and the oxidative
profile presented in this study are similar to those exhibited for brain tissue. Based on
these data, it can be concluded that nandrolone decanoate is capable of interfering in
AChE activity, affecting the cholinergic system, which could cause an alteration of its
neurotransmitter, as well as a low or high stimulation of post-synaptic receptors.
Therefore, the use of the therapeutic dose of AAS studied here in association with
vincristine has been shown to be beneficial, as it could protect the organism from
damaging processes caused by the production of free radicals.

Key words: anabolic androgenic steroid; chemotherapeutic; acetylcholinesterase;
lipid peroxidation, rats.
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1 INTRODUCAO

Dentre os medicamentos estimulantes da medula éssea, mais utilizados na
Medicina Veterinaria, pode-se citar o Decanoato de Nandrolona (DN), cuja eficacia
para animais domésticos é pouco estudada (PEREZ et al., 2005). E um esteréide
anabdlico androgénico (EAA), proveniente da testosterona, e possui vasta utilizacao
médica (BASARIA, 2001). Seu uso € citado em tratamentos de pacientes humanos e
animais, como nos casos de anemias, queimaduras, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) (LUKAS, 1993), quimioterapias (PEREZ et al., 2005), algumas
doengas cronicas como a doenga pulmonar obstrutiva (SCHOLS, 2003) e, na
estimulagdo de células-tronco pluripotentes (BHASIN et al., 2003). E uma opcéo
terapéutica alternativa, especialmente para pacientes com escassos recursos
econdbmicos (CUSUMANO et al.,, 1996). Porém, quando utilizadas
indiscriminadamente, os EAA apresentam inumeros efeitos colaterais de curto,
médio e longo prazo (VIEIRA, 2003).

A vincristina € um quimioterapico que integra o grupo dos alcal6ides
vegetais. Os alcalbides da Vinca também sédo chamados de inibidores de mitose.
Esses farmacos atuam impedindo a formacdo dos microtubulos, estruturas
responsaveis pela polarizagdo dos cromossomos, evento indispensavel no processo
de divisao celular (RODASKI & NARDI, 2006). Seu uso € bastante comum na clinica
médica de pequenos animais, principalmente no tumor venéreo transmissivel canino
(TVTC) (ROGERS et al., 1998; NAK et al., 2005). Os efeitos colaterais causados
pela vincristina em cdes incluem citotoxicidade n&o seletiva que resulta em
mielossupressdo moderada (tanto de eritrécitos quanto leucécitos), anorexia,
distarbios intestinais, alopecia (NAK et al., 2005), necrose (extravasamento tecidual)
(VILLALOBOS, 2006), e neurotoxicidade (HAMILTON et al., 1991; CUDDON, 2002).
Pela possibilidade desta substdncia causar depressdao medular, o que limita o
tratamento anti-neoplasico, estudos tém sido propostos para o uso de estimulantes
de medula 6ssea, como o DN (PEREZ et al., 2005; LUCIDI & TAKAHIRA, 2007).

A duracao do efeito de varios medicamentos é dependente de sua quebra por
enzimas hidroliticas enddgenas, tais como a acetilcolinesterase (AChE - E.C.

3.1.1.7). Esta enzima participa da inativagdo de diversos xenobidticos, tais como
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ésteres e alcaldides de plantas (McGEHEE et al, 2000). A AChE é a principal enzima
da transmissao colinérgica e tem um papel vital no sistema nervoso central (SNC) e
juncées neuromusculares por hidrolisar o transmissor acetilcolina (ACh) nas
sinapses colinéricas (MASSOULIE et al., 1999). Por outro lado, a mensuracdo da
atividade da acetilcolinesterase eritrocitaria (RBC —AChE) pode funcionar como um
bom marcador periférico para estudar desordens neurotdxicas, pois permite sua
mensuragado através de meétodos mais acessiveis verificar o comportamento desta
enzima no SNC (BERNHARDI et al., 2005).

A peroxidagao lipidica ocorre nas células e tecidos devido a uma producao
aumentada de radicais livres e/ou uma falha nos sistemas antioxidantes (FERREIRA
& MATSUBARA, 1997). Também €& considerada um evento fisiopatoldgico
importante na toxicidade por farmacos, como os anti-neoplasicos e EAA
(BRAUGHLER et al., 1987). Este processo é resultado do ataque de radicais livres
aos fosfolipidios da membrana celular, o que pode afetar neurdnios e células da glia
(OLBY, 1999).

O acesso a uma melhor qualidade de vida, permite que os pequenos animais
vivam mais tempo junto a seus proprietarios. Porém, soma-se a isso, 0 aparecimento
de doencas mais comuns na fase geriatrica, como o céancer. Assim, ha a
necessidade de constantes estudos sobre os medicamentos quimioterapicos, como
o sulfato de vincristina, e seus efeitos, bons ou ruins, ao organismo. Da mesma
forma, é interessante o estudo da interacdo de farmacos que possam ser usados
concomitantemente a este tipo de tratamento, como no caso do decanoato de
nandrolona. Assim, este trabalho pretende avaliar diferentes doses do DN (subdose,
dose terapéutica, e supra-doses) no sistema colinérgico, bem como, a acao do uso
isolado e combinado do DN e da vincristina no sistema colinérgico e no perfil
oxidativo. Poucas foram as pesquisas sobre o uso isolado ou combinado do DN e da
vincristina e sua agao nos diferentes sistemas e/ou 6rgaos. Nenhuma publicacao foi
encontrada, até o presente momento, relacionando o efeito de tais substancias ao
sistema colinérgico e peroxidacao lipidica cerebral e sanglinea, ou seja, ha falta de

informagdes nesta area tanto na Medicina Veterinaria quanto na Humana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Decanoato de Nandrolona

Os esterbides anabdlico-androgénicos (EAA) sdo um grupo de compostos
naturais e sintéticos formados pela testosterona e seus derivados (LISE et al., 1999;
CUNHA et al., 2006). De acordo com CLARK & HENDERSON (2003) ha trés classes
principais de EAA, conforme a estrutura anatémica. A primeira é chamada de
ésteres da testosterona, a segunda de derivados da 19-nor-testosterona, no qual
esta incluido o decanoato de nandrolona (DN), e a terceira classe conhecida como
derivados do 17a-alquila.

A testosterona é sintetizada desde 1935. Seu uso tornou-se mais intenso
durante a 22 Guerra Mundial, quando os soldados alemées a utilizavam para ficarem
mais agressivos. Seu uso terapéutico até esta época restringia-se ao tratamento de
pacientes queimados, deprimidos ou em recuperacdo de grandes cirurgias
(GHASPERY, 1995). Em 1939, sugeriu-se que a administracdo dos EAA poderiam
melhorar o desempenho dos atletas. A popularidade destes medicamentos, com a
finalidade n&o-terapéutica, surgiu a partir da década de 1960 (GHASPERY, 1995;
LISE et al., 1999). Porém, recentemente as ciéncias da saude vém redescobrindo o
DN e suas aplicacées médicas (BASARIA et al., 2001).

O DN é formado pela unido da nandrolona com o acido decandico. Esta
conformacado o faz aceitavel para uso parenteral. Apdés a aplicacdo, o farmaco é
hidrolisado por uma esterase em nandrolona novamente (Figura 2.1.1). Sua
administracdo intramuscular permite uma liberacdo gradual a corrente sangtiinea.
Sua disponibilidade no musculo é de aproximadamente seis dias, e no sangue sua
meia-vida € bem mais curta. Contudo, seus efeitos permanecem no organismo por
trés semanas (MINTO et al., 1997; FAAS, 2002 apud LINDQVIST, 2004).

As substancias ativas originarias da testosterona atravessam a membrana
celular e ligam-se com alta especificidade e baixa afinidade a receptores
citoplasmaticos para esteréides. O complexo, droga-receptor, é translocado para o
nuacleo e liga-se a cromatina, induzindo a transcricdo do RNA e a produgédo de
proteinas especificas, ocasionando, entéo, seus efeitos (WILSON, 1996).
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a) Decanoato de Nandrolona b) Nandrolona c) Testosterona

Figura 2.1.1 - Estruturas quimicas esteroidais. a) decanoato de nandrolona (DN), b) as esterases
fazem a hidrélise o DN a androlona somente (ha a perda do acido decandico), e ¢) comparagdo com
a férmula estrutural da testosterona. (Adaptado de LINDQVIST, 2004).

O DN é citado em tratamentos de pacientes humanos e animais, e pode ser
utilizado em diversos casos. Auxilia pacientes com insuficiéncia renal aguda, com
consequente reducao das sessbes de didlise (LISE et al., 1999; SHEASHAA et al.,
2005), no céancer de mama (como anti-estrogeno) (BASARIA et al., 2001), na
osteoporose, por diminuir a dor éssea (VANDERSCHUEREN et al., 2004), e resulta
em ganho de peso na sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (CUERDA et
al. 2005). Outras situagdes incluem: queimaduras (LINQVIST, 2004), disturbios
urindrios (NELSON & COUTO, 2006), algumas doencgas crdnicas como a doenga
pulmonar obstrutiva (SCHOLS, 2003), estimulacdo de células-tronco pluripotentes
(BHASIN et al., 2003) e, interage com o crescimento e a resisténcia celular,
promovendo a regeneracao de diversos tipos de tecido (LARSSON et al., 2002).

Nos pacientes acometidos por cancer, o DN é usado para reverter a caquexia
presente nesta patologia em fases mais avancadas. Também estimula a medula
ossea (MO) a produzir novas células sanglineas (SAITOH et al., 1999; BAGCHUS
et al.,, 2005), principalmente nos casos em que ha supressao medular leve a
moderada, como a causada pela vincristina (PEREZ et al., 2005). Sua ac¢ao ocorre
pelo aumento na producao de eritropoetina e, age de forma direta, nos mais diversos
tipos de progenitores hematopoéticos da MO (SAITOH et al., 1999).

Entretanto, doses elevadas dos EAA podem acarretar varios efeitos nao-
desejaveis tais como alteracdes hepdticas e do metabolismo lipidico, problemas
prostéticos, atrofia testicular, bem como, doenga cardiovascular, ndusea e cefaléia
(CUNHA et al., 2006; MELNIK et al., 2007). No cérebro, os EAA podem prejudicar a
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formacdo de células-tronco neurais (BRANNVALL et al., 2005), o sistema
neuroendécrino (HUGHES JR et al,, 1998) e a densidade dos receptores
dopaminérgicos (KINDLUNDH et al., 2001).

2.2 Sulfato de vincristina

O sulfato de vincristina € um quimioterapico, feito a partir das folhas da planta
Vinca Résea (Catharanthus roseus) (Figura 2.2.1) (RODASKI & NARDI, 2006). E de
uso comum na clinica de pequenos animais (PEREZ et al., 2005). Sua utilizacéo é
valida em doengas como o tumor venéreo transmissivel canino (TVTC) (ROGERS et
al., 1998; NAK et al., 2005), linfomas (PONCE et al., 2004), leucemias (RODASKI &
DE NARDI, 2006) e nefroblastoma renal (SEAMAN & PATTON, 2003).

Figura 2.2.1 - Sulfato de Vincristina. A) estrutura quimica do sulfato de vincristina, e B) planta que da
origem ao medicamento, conhecida como Vinca Résea (Catharanthus roseus).

Em Medicina Humana, a vincristina € mais usada, e mostra-se mais efetiva,
na oncologia pediatrica do que em adultos com cancer. Os tumores de criangas
parecem ter um maior nivel de sensibilidade ao medicamento, fazendo com que a
tolerancia infantil a altas doses de vincristina seja melhor do que em pessoas de
mais idade (GIDDING et al., 1999).

A selecédo do protocolo medicamentoso adequado para cada paciente € um

ponto critico para o sucesso do tratamento anti-tumoral (McKNIGHT, 2003). A
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vincristina como Unico agente quimioterapico é capaz de induzir a total remissao do
TVTC na maioria dos casos (NARDI et al., 2002; NAK et al., 2005), enquanto que
em certos sarcomas seu uso deve ser combinado a outros fa&rmacos para uma
resposta mais satisfatéria (RODASKI & DE NARDI, 2006; CAVE et al., 2007).

Os integrantes da categoria alcaléides da Vinca sdo chamados de inibidores
de mitose, pois sdo farmacos de ciclo celular especificos, atuando exclusivamente
sobre células as em mitose (fase M) (RODASKI & NARDI, 2006), promovendo
ruptura do fuso mitético (ANDRADE, 2002). Ao impedir a metafase, a vincristina
impede a segregacao correta dos cromossomos durante a mitose, levando a morte
celular (RODASKI & NARDI, 2006). Apds aplicagdo, esse citostatico tem rapida
distribuicdo pelo organismo, em especial, nos tecidos ricos em tubulina (onde
promove rompimento de microtubulos — Figura 2.2.2), leucécitos e plaquetas. No
rato, a vincristina e/ou seus metobdlitos sdo excretados rapidamente pelas fezes e
em grau mais lento pela urina (CASTLE et al., 1976).

FIGURA 2.2.2 — Modelo proposto de rompimento dos microtubulos induzido pela
vincristina. A) Microtlibulo maior contendo microtibulos menores associados a
proteinas (MMAP), representados pelas linhas brancas curtas verticais entre as
subunidades. B) Microtubulo maior sem MMAP (Adaptado de DONOSO et al,,
1979).



18

Em 1958, NOBLE (apud GIDDING et al., 1999) publicou trabalho onde certas
fracbes da Vinca Rdésea em ratos resultava em granulocitopenia e supressao
medular. A vincristina pode causar diversos efeitos colaterais, entre eles encontram-
se: mielossupressao (discreta), parestesia, anorexia e neuropatia periférica
(ANDRADE, 2002) e mais raramente central. A toxicidade no sistema nervoso
central (SNC) é descrita em pacientes que sao tratados com altas doses acidentais
do farmaco ou em casos de quebra da barreira hemato-enceféalica (WHITTAKER et
al., 1973; MAEDA et al., 1987). A potencialidade da mielossupressao € aumentada
com o uso concomitante de L-asparaginase (RODASKI & NARDI, 2006) e, o efeito
neurotéxico parece aumentar com a associacdo de itraconazol (BOHME et al.,
1995). No entanto, ha raros dados na literatura sobre a interagdo deste alcaldide aos
esteroides, como o DN, nos diferentes sistemas do organismo (PEREZ et al., 2005).

Estudando a influéncia da vincristina no hipotalamo de coelhos, percebeu-se
que os neurbnios foram as primeiras células afetadas e de modo bastante severo.
Observaram-se nos axo6nios lesados, degeneracdo das conexdes sinapticas e
mudancas secundarias nas bainhas de mielina. Também foi proposto que a inducao
de apoptose pelo quimioterdpico poderia resultar em insulto nervoso, pois varios
elementos apoptéticos tipicos foram ingeridos pelas células da glia (MUZYLAK &
MASLINSKA, 1992). A indugédo de neurotoxicidade pela vincristina é causada pela
interferéncia com a funcdo microtubular resultando em bloqueio do transporte
axonal, acarrentando assim, em degeneracao (DONOSO et al., 1979; GIDDING et
al., 1999). O conhecimento das toxicidades consequentes de uma droga anti-tumoral
sdo de fundamental importancia, pois auxilia na identificacdo e no tratamento de
suas manifestagdes. Além disso, ha a possibilidade de prevenir sinais indesejaveis,
garantindo o bem-estar do animal (NORRIS & WITHROW, 1984; McKNIGHT, 2003).

2.3 Sistema Colinérgico

O sistema colinérgico tem um papel fundamental em varias fungbes vitais,
como o aprendizado, a meméria e a organizagao cortical do movimento, o que faz
deste sistema, atualmente, alvo de inUmeras pesquisas (MESULAM et al., 2002). As
diferentes regides cerebrais envolvidas nas transmissdes colinérgicas estao

descritas na Figura 2.3.1.
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Figura 2.3.1 — Sistema colinérgico (encéfalo humano). As localizagbes
dos principais grupos de corpos celulares e tratos de fibras colinérgicas
sdo mostrados em vermelho. Os nudcleos septo medial (ms) e nucleo
basal (nb) estdo em vermelho. O nucleo pedlnculo pontino apresenta-se
em azul e os interneur6nios estriatais em laranja (Adaptado de PERRY
et al. (1999), modificado por MAZZANTI, 2007).

A acetilcolina (ACh) (Figura 2.3.2) foi o primeiro composto a ser identificado
como um neurotransmissor e passou a ser amplamente estudado nas sinapses do
SNC e sistema nervoso periférico (SNP) (DESCARRIES et al., 1997). Sua sintese é
realizada nos neurbnios pré-sinapticos, pela colina-acetiltransferase (ChAT, E.C.
2.3.1.6), e armazenada em vesiculas que liberam seu conteddo por exocitose, apos
influxo de caélcio no terminal nervoso. Ao ser liberada, a ACh interage com
receptores especificos causando despolarizagao e propagacgao do potencial de agcao
na célula pés-sinaptica. Sua rapida metabolizacdo ocorre de forma enzimatica (ODA,
1999). Os efeitos da ACh sdo mediados pela ativagdo de receptores nicotinicos e
muscarinicos (DESCARRIES et al., 1997).
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Figura 2.3.2 — Estrutura quimica da
acetilcolina.

A ACh que permanece na fenda sinaptica € hidrolisada por uma colinesterase
especifica em acido acético e colina. Grande parte da colina resultante é captada
pelo terminal do ax6nio colinérgico por um transportador de colina (CHT) e
reutilizada na sintese de nova ACh (Figura 2.3.3) (MESULAM et al., 2002).

As colinesterases sao classificadas de acordo com suas propriedades
cataliticas e especificidade aos substratos, sensibilidade a inibidores e distribuicao
nos tecidos. As colinesterases tém uma fungdo relevante na neurotransmissao
colinérgica central e periférica, além de outros papéis, como a hidrdlise e
detoxificacdo de xenobiéticos (MASSOULIE et al., 1993).

A terminacao da transmissao sinaptica pela hidrélise do neurotransmissor &
uma caracteristica substancial das sinapses colinérgicas. Este mecanismo de
terminacdo Unico faz da acetilcolinesterase (AChE, E.C.3.1.1.7), uma serina
hidrolase, encarregada de executar a quebra da ACh, uma pega chave da
sinalizacao colinérgica (ZIMMERMAN & SOREQ, 2006). A hidrélise da ACh também
pode ser feita por uma enzima menos especifica chamada butirilcolinesterase
(BuChE, E.C.3.1.1.8) (ou pseudocolinesterase). Entretanto, a AChE parece ter muito
mais funcbes que a BuChE como, por exemplo, mudancas nos niveis e
propriedades da AChE estdo associadas com respostas a inumeros estimulos
externos (SOREQ & SEIDMAN, 2001). 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 o seu receptor, seja ele, nicotinico ou
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muscarinico, servindo assim, como um indice da fungao colinérgica (MARCEL et al.,
1998).

Terminal
nervoso . ChAT
——————  Acetil-CoA = ACh
2H+
Colina
o
Vesicula lq'| VAChT
smapnca
ACh He ATP
ATPase
||l
Colina ADP
] ACh
Transportador | 4
de colina o
ACh Fenda sinaptica
Colina Collnesterase _,.|'
/ Receptor para ACh \

Figura 2.3.3 — Esquema da sinapse colinérgica. A acetilcolina (ACh) que esta
contida na vesicula sinaptica do terminal nervoso é liberada na fenda sinéptica
por exocitose. Liga-se no neurbnio pés-sindptico através de receptores
especificos e é hidrolizada por colinesterases especificas, que a degradam em
colina e acetil-CoA. O transportador de colina recolhe a colina resultante da
reagao que estd livre na fenda sindptica e a leva novamente para o neur6nio
pré-sinatico para sua reutilizagdo. Colina acetil-transferase  (ChAT);
transportador de acetilcolina vesicular (VAChT); adenosina 5’ trifosfato (ATP),
adenosina 5’ difosfato (ADP) (Adaptado de ODA, 1999).

A AChE é uma glicoproteina globular encontrada nas sinapses colinérgicas,
nas jun¢des musculares, e em células sangiineas como eritécitos, linfécitos e
plaquetas (SILVA, 1998; MARCEL et al., 1998). Sua forma estrutural divide-se em
globular ou assimétrica. A forma globular € composta por monémeros (G1), dimeros
(G2) e tetrameros (G4) da subunidade catalitica. A unidade G1 esta ligada ao
citosol, enquanto que G4 a membrana da célula. O tipo G4 € o mais observado no
sistema nervoso e muscular (DAS et al., 2001; ALDUNATE et al., 2004; XIE et al.,

2007). No sangue, predominam as formas G2 (glébulos vermelhos) e G4 (plasma)
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(SKAU, 1985). As formas homoméricas sao encontradas como espécies sollveis na
célula, provalvelmente para a exportacdo, ou se apresentam associadas a
membrana celular externa através de uma sequiéncia de aminodacidos hidrofébicos
intrinsecos ou de um glicofosfolipidio acoplado (TAYLOR & BROWN, 1999).

As formas heteroméricas da AChE estdo associadas a lamina basal externa
por proteinas que determinam sua localizacdo sinaptica. Os tipos assimétricos
consistem de um (A4), dois (A8) e trés (A12) tetrdmeros cataliticos ligados ao
colageno Q (ColQ) que é predominante nas jungcdes musculares. O tetramero ligado
a ancora de membrana rica em prolina (PRIMA) é abundante nas sinapses cerebrais
(Figura 2.3.4) (ALDUNATE et al., 2004; ZIMMERMAN & SOREQ, 2006).

Homomérico
Exon 5

Heteromérico
Exon 6

Forma assimétrica Forma globular

(LR

G1 (exon 4) P

.......

Ligacao lipidica
(G4 + PRIMA)

(A12 + ColQ)

G4

Hidrofilica
(G1, G2 e G4)

Ligacao glicofosfolipidica
(G1eG2)

Figura 2.3.4 — Estruturas moleculares da acetilcolinesterase (AChE). Formas
globulares e assimétricas (Adaptado de Feldman & Quenzer, 1984).

SUSSMAN et al. (1991) realizaram estudos pioneiros sobre as fungdes
cataliticas da AChE do Torpedo californica por cristalografia de raio-x (Figura 2.3.5).
Péde-se perceber a distribuicao bipolar das cargas na superficie enzimatica, com o
polo aniénico (negativo) envolta da entrada do gorge (similar a uma garganta) € o

polo catibnico (positivo) localizado ao fundo. Um segundo sitio anionico, o sitio
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anionico periférico (PAS), foi proposto por NUNES-TAVARES et al. (2002), com
base na ligacdo de compostos biquartenarios. Acredita-se que este sitio possa estar
envolvido na acado de determinados inibidores da enzima, ou, na inibicdo por

excesso de substrato.

. PAS
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Figura 2.3.5 — Acetilcolinesterase (AChE). A) Estrutura tri-dimensional da AChE. Presenga de trés

residuos do sitio catalitico (catibnico) (vermelho) e cinco residuos do sitio anidnio periférico (PAS)
(azul). Observar a localizagdo do sitio catalitico ao fundo do gorge e residuos anibnicos na sua
entrada. A regido helicoidal mostra C-terminatus (verde) e N-terminatus (laranja). B) Desenho
estrutural da AChE. Seu centro ativo é formado por residuos da chamada triada catalitica (serina,
histidina e glutamato). (Adaptado de: A- ZIMMERMAN & SOREQ, 2006; B- SOREQ &SEIDMAN,
2001).

A taxa de secrecdo da AChE é modulada pela estimulacdo neuronal,
quantidade do neurotransmissor na sinapse e tratamento com farmacos
(DESCARRIES, 1997). Também é interessante ressaltar que a AChE proveniente
dos eritrocitos (RBC-AChE) tem demonstrado propriedades funcionais e estruturais
similares aquelas da AChE do cérebro (THIERMANN et al., 2005). A RBC-AChE
pode demonstrar niveis de atividade alterados mesmo antes das colinesterases
cerebrais (MATTSSON et al., 2001).
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Além do carater classico da AChE na terminacdo da transmissdo sinaptica,
nos ultimos anos tém-se sugerido outras funcdes ligadas a esta enzima tanto no
aspecto catalitico (hidrélise da ACh num contexto tréfico) quanto n&o-catalitico
(adesao protéica e celular, participacdo na hematopoese, regulacao estrutural da
diferenciagdo pos-sinaptica e osteogénese) (SOREQ & SEIDMAN, 2001; SILMAN &
SUSSMAN, 2005).

2.4 Peroxidacao lipidica

Os radicais livres sao atomos, ions ou moléculas que contém um numero
impar de elétrons em sua Orbita externa. Um exemplo, sdo as espécies reativas ao
oxigénio (ROS), representadas pelo radical superoxido (O27), perdxido de hidrogénio
(H20,) e radicais hidroxil (OH) (Figura 2.4.1) (FANG et al., 2002).
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Figura 2.4.1 — Formacao as espécies reativas ao oxigénio. (Adaptado de
NORDBERG & ARNER, 2001)

O elemento oxigénio pode ser considerado um radical livre, ja que apresenta
desemparelhamento de elétrons na sua ultima camada eletrdnica, conferindo a ele
uma alta reatividade. Todos os tecidos dos organismos aerébicos podem sofrer dano
oxidativo, porém o tecido nervoso € 0 mais susceptivel em comparagdo aos demais
tecidos. Uma das razdes, € seu alto consumo de oxigénio, pois é responsavel por
aproximadamente 20% do consumo basal de O, corporal (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

Os radicais livres atacam os &cidos graxos insaturados das membranas
celulares num processo chamado de peroxidagéo lipidica, resultando em alteragées
na sua estrutura e permeabilidade. Conseqtientemente, ha perda da seletividade na

troca ibnica, liberacdo do conteldo de organelas, e formacao de produtos citotéxicos
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(como o malondialdeido — MDA/ TBARS - substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico), culminando com a morte celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

A peroxidacgao lipidica € considerada um evento fisiopatolégico importante na
toxicidade por farmacos, como os anti-neoplasicos e EAA, em diversas doengas, e
em danos isquémicos e traumaticos (BRAUGHLER et al., 1987). Assim, 0 excesso
ou acumulo de ROS no organismo, além de lesar a fracao lipidica, pode prejudicar
as proteinas e o DNA celular, acelerando processos como o envelhecimento e o
cancer (CHEN et al., 2007) (Figura 2.4.2).

LIPIDIOS| |PROTEINAS| |ENZIMAS| DNA

_

> Espécies reativas ao oxigénio <i

PEROXIDACAO

Degeneracédo da membrana e componentes
celulares, tais como lipoproteinas

CANCER

Figura 2.4.2 — Esquema dos eventos relacionados as espécies reativas ao oxigénio,
incluindo a peroxidagao lipidica e suas conseqliéncias ao organismo (Adaptado de

www.gentaur.com/nieuwe_pagina_8.htm).

O 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 acéo direta dos radicais livres (VEDDER et al., 1999). Este
processo ocorre em diferentes condicées neurotoxicas e/ou neurodegenerativas, e

em grau bem menor nas atividades fisiologicas normais dos circuitos neurais. Os
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radicais livres podem modificar a producdo e o reaproveitamento de
neurotransmissores, a atividade dos canais de ions, e a funcdo de diversos
transportadores de substancias para a célula e mitocondrias, além dos receptores de
superficie (MATTSON, 1998).

A remocao dos radicais livres do organismo ocorre a partir de mecanismos de
defesa enzimaticos e ndo enzimaticos. O conjunto enzimatico inclui a superoxido
dismutase (SOD, E.C.1.15.1.1), a catalase (CAT, E.C.1.11.1.6), a glutationa
peroxidase (GSH-Px, E.C.1.11.1.9) e a glutationa redutase (GR, E.C.1.6.4.2). Os
processos nao-enzimaticos incluem a glutationa tripeptideo (GSH) e as vitaminas A,
C e E (SIES, 1997). A auséncia ou falha na defesa antioxidante permite uma agéo
mais intensa da peroxidagao lipidica, podendo acelerar suas reagdes prejudiciais a
célula. Pacientes com certos tipos de tumores podem ter diminuicdo das enzimas

antioxidantes, como aqueles localizados no cérebro (RAO et al., 2000).
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3 MANUSCRITOS

Os resultados desta dissertacdo sédo apresentados na forma de manuscritos
cientificos. Cada subtitulo corresponde a um dos manuscritos, com sua formatagéao
de acordo com as orientagfes das revistas que foi submetido (item 3.1) ou que sera
encaminhado (item 3.2).

3.1 — Decanoato de nandrolona na atividade da acetilcolinesterase de ratos
Wistar

Autores: Danieli Brolo Martins, Sonia Terezinha dos Anjos Lopes, Roselia
Spanevello, Cinthia Melazzo Mazzanti, Roberta Schmatz, Maria Rosa Chitolina
Schetinger, Vera Maria Morsh, Débora Cristina Olsson, Juliana Felipetto Cargnelutti,
Carolina Kist Traesel.

Submetido a: Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas.

3.2 - Evaluation of cholinergic system and oxidative profile of rats treated with
vincristine sulphate and nandrolone decanoate

Autores: Danieli Brolo Martins, Sonia Terezinha dos Anjos Lopes, Cinthia
Melazzo Mazzanti, Roselia Spanevello, Roberta Schmatz, Maisa Corréa, Naiara
Stefanello, Candice Schmidt, Juliana Cargnelutti, Maria Rosa Schetinger, Vera
Maria Morsch, Angela Medeiros Veiga.

De acordo com as normas de: Journal of Veterinary Diagnostic Investigation.
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Decanoato de nandrolona na atividade da acetilcolinesterase de ratos Wistar

Danieli Brolo Martins™* Sonia Terezinha dos Anjos Lopes’
Roselia Spanevello® Cinthia Melazzo Mazzanti® Roberta Schmatz *
Maria Rosa Chitolina Schetinger  Vera Maria Morsh® Débora Cristina

Olsson' Juliana Felipetto Cargnelutti®  Carolina Kist Traesel’

RESUMO

O decanoato de nandrolona (DN) € um esterdide anabdlico androgénico
(EAA) popular entre os atletas e individuos que desejam aumentar a massa
muscular. Recentemente, as ciéncias da saude vém redescobrindo suas aplicagdes
médicas, citando-o em tratamentos de pacientes humanos e animais. Evidéncias
clinicas sugerem que o excesso de EAA possa afetar o sistema colinérgico,
responsavel por diversas fungdes vitais como aprendizado, memoria e organizacao
dos movimentos. Assim, objetivou-se pesquisar seu efeito, em diferentes doses,
sobre a atividade da acetilcolinesterase (AChE) em distintas estruturas cerebrais:
cerebelo (CE), hipocampo (HI), estriado (ES) e cortex (CO) de ratos adultos. Para
isso, utilizou-se 36 ratos machos (Rattus novergicus albinus), divididos em 6 grupos.
Esses foram constituidos por: G1-controle, G2-controle diluente, G3-0,42mg kg™ de

DN, G4-1,8 mg kg"' de DN, G5-4,6 mg kg"' de DN, e G6-10,0 mg kg”' de DN. As
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aplicagbes foram semanais, durante trés semanas consecutivas. Os valores obtidos
mostraram um aumento significativo da atividade da AChE referente ao ES e ao CE
nos grupos G5 e G6. Nas condicbes em que esta pesquisa foi realizada, o DN

aumenta a atividade da AChE, o que poderia prejudicar o sistema colinérgico.

Unitermos: decanoato de nandrolona, sistema colinérgico, acetilcolinesterase,

esterdide anabdlico androgénico, cérebro.

INTRODUCAO

Os esterdides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo um grupo de compostos
naturais e sintéticos formados a partir da testosterona e seus derivados (Cunha et
al., 2006). Clark e Henderson (2003) descreveram trés classes principais de EAA, de
acordo com a estrutura anatdémica. A primeira chamada de ésteres de testosterona,
a segunda de derivados da 19-nor-testosterona, no qual esta incluido o decanoato
de nandrolona (DN), e a terceira classe conhecida como derivados do 17a-alquila.

O DN é popular entre os atletas e individuos que desejam aumentar a massa
muscular (Hartgens et al., 2001; Iriart, Andrade, 2002; Lindqvist, 2004). Entretanto,
recentemente as ciéncias da saude vém redescobrindo suas aplicacbes médicas
(Basaria et al., 2001).

O DN é citado em tratamentos de pacientes humanos e animais, e pode ser
utilizado em casos de hemodialise (Sheashaa et al., 2005), nos disturbios urinarios
(Nelson, Couto, 2006), nas quimioterapias (Perez et al., 2005), no cancer de mama
(como anti-estrogeno) (Basaria et al., 2001), na osteoporose (Vanderschueren et al.,

2004), nas queimaduras (Lingvist, 2004) e em algumas doengas cronicas como a
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doenca pulmonar obstrutiva (Schols, 2003), na sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) (Cuerda et al, 2005) e, na estimulagdo de células-tronco
pluripotentes (Bhasin et al, 2003). Larsson et al. (2002) comentaram que este
medicamento estimula o crescimento e a resisténcia celular, promovendo a

regeneracao de diversos tipos de tecido.

Nos ultimos anos, observa-se um aumento no uso de EAA (lriart, Andrade,
2002). Seus efeitos colaterais abrangem doenca cardiovascular, hepatotoxicidade,
acne, cefaléia, nausea (Iriart, Andrade, 2002; Melnik et al., 2007) e alteracdes
reprodutivas como azoospermia e ginecomastia (Drakeley et al., 2004; Cuerda et al.,
2005). A formacao de células-tronco neurais também é prejudicada, o que indica que
estas substancias possam afetar diversos sistemas cerebrais (Brannvall et al., 2005),
inclusive os neurénios colinérgicos que possuem um papel fundamental em diversas
fungdes vitais do organismo (Mesulam et al., 2002).

O sistema colinérgico € um dos mais importantes caminhos modulatérios do
sistema nervoso central (SNC) (Descarries et al., 1997; Perry et al., 1999). Os
neurdnios colinérgicos e suas projecoes estdo amplamente distribuidos através do
SNC e estao relacionados ao aprendizado, a memoria, a organizacao cortical do
movimento e ao controle do fluxo sanguineo cerebral (Mesulam et al., 2002).

A enzima acetilcolinestrase (AChE - E.C. 3.1.1.7) é conhecida por ser uma
das mais eficientes catalises biolégicas, ja que hidrolisa rapidamente o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) tanto na sinapse colinérgica quanto na juncao
neuromuscular, finalizando assim a transmissao do impulso nervoso (Grisaru et al.,
1999). A AChE participa da regulacao estrutural da diferenciagdo pos-sinaptica, e
também foi proposto sua atividade hematopoética pela presenca desta enzima em

células progenitoras do sangue (Soreq, Seidman, 2001).
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Pouco se conhece sobre os efeitos dos EAA no SNC (Bréannvall, 2004) e
grande parte dos dados que se tem atualmente sobre seus efeitos colaterais séo
provenientes de relatos de caso (Hall et al, 2005) e seu abuso pode acarretar
consequiéncias negativas para o funcionamento do SNC (Brannvall et al., 2005).
Neste contexto, considerando que o DN é um dos EAA mais utilizados no Brasil e no
mundo e que o sistema colinérgico desempenha importantes fungdes modulatérias
no SNC, este estudo foi conduzido para investigar a atividade da AChE no cerebelo
(CE), hipocampo (HI), estriado (ES) e cértex (CO) de ratos normais e tratados com

DN.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 36 ratos, com idade de trés meses, machos,
pesando entre 210 a 300 gramas, da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus).
Os animais eram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM). O periodo de adaptagao foi de 20 dias com dieta solida e hidrica ad
libitum. As condicbes ambientais foram controladas, temperatura (25°C), ciclo de
luminosidade (12 horas claro/ 12 horas escuro) e umidade relativa em torno de 60%.

Os ratos foram separados em seis grupos, de forma aleatéria, com seis
animais cada. Os grupos foram constituidos por: G1 - controle (solucao fisiolégica),
G2 — controle diluente (somente veiculo oleoso de origem vegetal), G3 — 0,42mg kg™
de DN, G4 — 1,8 mg kg™ de DN, G5 —4,6 mg kg™ de DN, e G6 — 10,0 mg kg’ de DN.
As dosagens foram baseadas em Vieira (2003), que estudou as doses: clinica,

intermediaria e supra-clinica, do DN em figados de murinos.
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Todos os animais tiveram o membro posterior direito tricotomizado, para a
observacdo de alguma possivel reacdo apdés a injegdo do placebo ou do
medicamento. O DN foi diluido em veiculo oleoso de origem vegetal adequado a
administragao intramuscular (IM).

O protocolo experimental teve duracdo de um més. As aplicacbes foram
realizadas com uma semana de intervalo, sempre no mesmo horario (vespertino),
durante trés semanas consecutivas. Na quarta semana, os animais foram
submetidos a eutanasia por meio de imobilizacdo seguida de deslocamento da
medula cervical, de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA). A cabeca foi retirada e as estruturas cerebrais foram separadas
em CE, CO, ES e HI, e homogeneizadas isoladamente em Médium | e centrifugadas
a 1500 rpm por 10 minutos. A atividade da AChE foi determinada pelo método de
Ellman et al. (1961), modificado por Rocha et al. (1993) e expressa em pmoles
AcScCh/h/mg de proteina.

Para a estatistica dos valores obtidos, utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida do teste de comparagdes multiplas de Duncan. Os

resultados foram expressos por média + erro padrdo da meédia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns estudos tém demonstrado a interacdo dos EAA no SNC (Johansson et
al., 2000; Frizon et al., 2005; Papazisis et al., 2007). Na parte cognitiva, trabalhos
recentes estdo surgindo, investigando a participacao dos andrégenos como terapia
complementar em alguns disturbios centrais, como na doenga de Alzheimer (KENNY

et al., 2004; LU et al., 2006). No entanto, ndo foi encontrado na literatura nenhuma
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pesquisa que correlacionasse os efeitos do DN, em diferentes doses, com a
atividade da AChE cerebral.

Os EAA estédo incluidos na lista de substancias controladas do FDA (Food
and Drug Administration) devido aos efeitos apresentados por esportistas que
utilizavam altas doses desses medicamentos (Hughes JR et al., 1998). Os efeitos
dos EAA sobre o SNC constituem-se em um tema bastante relevante para a saude
coletiva e necessitam de melhor compreensdo. Sao necessarias maiores
informacdes sobre as possiveis conseqiéncias no cérebro do uso excessivo dos
EAA, e em especial, do DN.

A dose terapéutica recomendada do DN em humanos é de 0,4 mg kg '/dia
(Tamaki et al., 2003). Ja em pequenos animais, como o cao e o gato, € de 1,0a 1,5
mg kg'/semana (Nelson, Couto, 2006). As dosagens utilizadas neste trabalho
tiveram o objetivo de representar os efeitos possivelmente causados por sub-dose
(G8), dose-clinica (G4) e supra-doses (G5 e G6) na atividade da enzima AChE de
estruturas cerebrais de ratos Wistar.

Ha disponivel no mercado aproximadamente 60 tipos de EAA, nas formas oral
e injetavel (Hughes JR et al., 1998; Clark, Henderson, 2003). Esta pesquisa optou
pela utilizacdo de um esterdide injetavel, j& que este possui uma meia-vida mais
longa no organismo, se comparado aos EAA de uso oral, além de ser muito popular
entre os usuarios (Santos, 2007). O DN tem uma meia-vida no masculo em torno de
seis dias, sendo que a duracdo do seu efeito perdura por trés semanas no
organismo (Lindqvist, 2004).

Os resultados obtidos nas diferentes estruturas cerebrais estudadas
encontram-se na Figura 1. Foi observado neste estudo, um aumento significativo

(p<0,05) na atividade da AChE no ES e no CE nos grupos G5 e G6 (Fig. 1A e 1B,
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respectivamente), enquanto que no Hl e CO (Fig. 1C e 1D, respectivamente) nao
houve alteragdes na atividade da AChE entre os grupos tratados quando comparado
com o grupo controle.

Um importante aspecto é que no ES, uma estrutura rica em vias colinérgicas,
houve um aumento na atividade da AChE nos grupos G5 e G6. Por outro lado, no
CE, uma estrutura onde as projecdes colinérgicas sdo baixas (Zimmerman, Soreq,
2006), também houve um aumento na atividade desta enzima nas mesmas doses
utilizadas. Sabe-se que uma ativacao da AChE leva a uma rapida degradacao da
ACh e uma baixa estimulagéo dos receptores (Grisaru et al., 1999). Assim, pode-se
sugerir que o DN nas doses utilizadas em G5 e G6 pode promover uma disfungéo na
sinapse, interferindo com a modulag¢ao da neurotransmissao colinérgica.

A estimulagdo da AChE em diferentes estruturas cerebrais, verificada nesta
pesquisa, concorda com Brannvall (2004) que sugeriu que os EAA sdo capazes de
estimular receptores em partes distintas do SNC. Além disso, estudos tém
demonstrado que a superexpressao prolongada da AChE no SNC de camundongos
implica em patologias cognitivas e neuroanatémicas (Kaufer et al., 1998). O que
também poderia prejudicar algumas fungdes classicas desta enzima como seu papel
na transmissao colinérgica, seu potente efeito na adeséo celular (Johnson, Moore,
1999), e no crescimento dos neuritos (Day, Greenfield, 2002). Dessa forma, pode-se
sugerir que nas duas doses mais altas pesquisadas (G5 e G6) o DN possa interferir
em alguns parametros cognitivos e comportamentais.

Kaufer et al. (1998) relataram que individuos que apresentaram sinais clinicos
neuropsiquiatricos similares aos provocados pelo uso abusivo de EAA tiveram
alteracdes nos niveis de ACh, o que sugere que a atividade da AChE também esta

alterada. Em mamiferos, a AChE esta significativamente aumentada no CE, HI, ES e
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CO de animais expostos a diversos fatores estressantes (Zimmerman, Soreq, 2006),
Seus valores também podem estar aumentados em situagdes de neurotoxicidade e
de neurodegeneracgao (Jameson et al., 2007), o que sugere que o DN quando usado
em doses elevadas, como visto em G5 e G6, possa se comportar como um agente
neurotoxico.

Os dados encontrados neste trabalho, demonstram que o DN eleva a
atividade da AChE. Supde-se que isto possa interferir no sistema colinérgico e,
consequientemente, no SNC. O aumento da funcao acetilcolinesterasica poderia
interferir na disponibilidade do neurotransmissor na fenda sindptica, além de baixa
estimulacao dos receptores colinérgicos (GRISARU et al., 1999), o que resultaria em
prejuizo na transmiss@o de informagdes neuronais. Maiores estudos deverdo ser
solicitados para esclarecer se os efeitos do DN no sistema colinérgico sao

reversiveis e, se forem, por quanto tempo a alteragcdo pode perdurar.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram que, nas condi¢gdes em que esta pesquisa
foi realizada, o DN interage com o sistema colinérgico, aumentando a atividade da
AChE. As duas doses mais altas (supra-doses) induziram um aumento significativo
na atividade desta enzima no ES e CE, interferindo, assim, com a neurotransmissao
e modulacdo colinérgica. O aumento da funcdo acetilcolinesterasica poderia
influenciar os niveis de acetilcolina, ou mesmo, a intensidade dos impulsos

colinérgicos pelos receptores pds-sinapticos.
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ABSTRACT

Effect of nandrolone decanoate on acetylcholinesterase activity in Wistar rats

Nandrolone decanoate (ND) is a very popular androgenic anabolic steroid
(AAS) among athletes and individuals who desire to increase muscle mass.
However, recently, the health sciences have rediscovered it for treatments in humans
and animals. Clinical evidence suggests that the over use of AAS may affect brain
function, leading to behavioral changes which could affect the cholinergic system,
responsible for learning, memory and movement organization. Thus, the purpose of
this study is to verify the effect of ND, at different doses, on acetylcholinesterase
(AChE) activity in distinct brain areas (cerebellum- CE, hippocampus- HI, striatum-
ST and cerebral cortex- CO) of Wistar rats. Thirty-six male rats were separated into
six groups: G1 — control, G2 — vehicle control, G3 — 0.42 mg kg’ of ND, G4 -1.8 mg
kg', G5 — 4.6 mg kg, and G6 — 10.0 mg kg'. Applications were given weekly,
during three consecutives weeks. The values obtained showed a relevant enhance of
AChE activity in ST and CE in groups G5 and G6. For HI and CO there were no
statistically significant alterations. The final results showed that under these
experimental conditions, ND increased AChE activity in ST and CE, which could

affect the cholinergic system.

Uniterms: nandrolone decanoate, cholinergic system, acetylcholinesterase,

androgenic anabolic steroid, brain.
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Figura 1 — Efeito do decanoato de nandrolona (DN) na atividade da

acetilcolinesterase (AChE) de ratos Wistar submetidos a diferentes
doses. G1 - controle (solugéo fisiolégica), G2 — controle diluente
(somente veiculo oleoso de origem vegetal), G3 — 0,42mg kg de
DN, G4 — 1,8 mg kg™ de DN, G5 — 4,6 mg kg™ de DN, e G6 — 10,0
mg kg™ de DN. A) estriado, B) cerebelo, C) hipocampo e D) cértex.

* Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05; teste de

Duncan).
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ABSTRACT

Vincristine sulphate is an antitumor agent commonly used in small animal clinical
oncology, despite the fact that it can cause a number of adverse effects, such as
marrow and neuronal cytotoxicity. Nandrolone decanoate has been used during the
last several years in association with vincristine to decrease some of its side effects,
such as moderate myelosuppression. The present study aimed to detect brain and
red blood cell AChE activity (RBC-AChE) and brain (striatum, hippocampus,
cerebellum and cortex) and serum lipid peroxidation of healthy rats treated with
vincristine sulphate and different doses of nandrolone decanoate. Thirty Wistar rats
were divided into 6 groups, each composed of 5 animals. The treatments were
applied once a week for two weeks. Sample collection was performed in the third
week. During the first week the treatment consisted of: G1 (control) — physiologic
solution (PS), G2 — vincristine sulphate (4 mg/m?), G3 — PS, G4 — PS, G5 —
vincristine sulphate (4 mg/m?) and G6- vincristine sulphate (4 mg/m?). During the
second week, the treatment consisted of: G1 (control) — PS, G2 — PS, G3 -
nandrolone decanoate (1.8 mg/kg™), G4 — nandrolone decanoate (10 mg/kg™”), G5 —
nandrolone decanoate (1.8 mg/kg”) and G6 — nandrolone decanoate (10 mg/kg™).
The results showed that the isolated use of nandrolone decanoate as well as its use
in association with vincristine sulphate altered brain AChE and RBC-AChE activity
(p<0.05), suggesting their interference in the cholinergic system. Lipid peroxidation
increased (p<0.05) not only with the isolated use of vincristine and nandrolone
decanoate, but with their associated use at the highest dose of the ester as well.
These data show that the association between the therapeutic dose of nandrolone
decanoate and vincristine is capable of neutralizing the free radical production

induced by their isolated use in brain and blood serum. The RBC-AChE activity and
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serum levels of lipid peroxidation shown in this study are similar to the values
exhibited in brain tissue. Vincristine sulphate did not affect the cholinergic system but
increased free radical production, which over time could serve as a factor in altering
AChE activity. Taken together, these results suggest that nandrolone decanoate
interferes in cholinergic neurotransmission and modulation, besides increasing free
radical production, which may result in harmful effects such as cell death. However,
the therapeutic dose associated with vincristine proved to be beneficial, as it was
able to protect the organism from damaging processes involved in free radical

production.

Key words: anabolic androgenic steroid; brain; chemotherapeutic; cholinergic

system; lipid peroxidation; rats.

INTRODUCTION

Chemotherapy is one of the most important tools for the treatment of
neoplastic diseases®. It has been used for more than 60 years, as its employment
began in World War II. After an extravasation of mustard gas from a bombing, people
who had contact with this agent showed marked lymphoid tissue damage®?. The first
report of chemotherapy used in Veterinary Medicine dates from 1960%°. Nowadays,
various agents have been used in clinical practice and others are subjects of
research®®%?, These agents have the purpose of prolonging survival and improving
the quality of life in patients with cancer®*.

Vincristine sulphate? is among the most used agents in small animal clinical

oncology®. Its application is has been reported in illness such as canine transmissible
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venereal tumor (CTVT)®**,  Ilymphomas®®?, leukemia®®* and kidney

nephroblastoma®.

Selection of the drug treatment must be considered for each patient and is a
critical point for the outcome of the antitumor therapy®*. Vincristine used alone as a
chemotherapeutic agent is able to induce a total remission of CTVT in most

cases®®*

, While in certain types of sarcoma its use must be combined with other
drugs for a satisfactory therapeutic response®?2.

Adverse effects of vincristine include non-selective cytotoxicity that results in
moderate myelosuppression (both erythrocytes and leukocytes), anorexia, intestinal

)41

disturbances, alopecia®, necrosis (tissue extravasation)*’, peripheral and rarely

11,16,43

central toxicity . If the professional is familiarized with the agent to be applied, its

toxicity can be identified and treated early, improving the animal’s wellbeing 228
Nandrolone decanoate® is an anabolic-androgenic steroid (AAS) derived from

testosterone and is widely used in medical clinical practice. It is indicated to revert

cachexia of patients with cancer and other chronic diseases®®. It also stimulates

bone marrow (BM) to produce new blood cells®®

, mainly in cases where
chemotherapy based on vincristine suppresses the bone marrow®. It triggers an
increase of erythropoietin production and acts directly on BM hematopoietic
progenitors®.

The duration of the effect of a number of drugs depends on their breakdown
by endogenous hydrolitic enzymes such as cholinesterases. These enzymes
participate in the inactivation of xenobiotics such as plant esters and alkaloids®.
AChE is highly active in biological catalysis and it plays an important role in the

central nervous system (CNS) and neuromuscular junctions by rapidly hydrolyzing

the transmitter acetylcholine (ACh) in cholinergic synapses®'. The number of ACh
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molecules may be under or over adequate levels and AChE activity seems to control
the interaction between this substrate and its receptor, be it nicotinic or muscarinic®.
Additionally, AChE blood concentration (RBC — AChE) works as a good peripheral
marker in neurotoxic and neurodegenerative disorders by allowing the accessible
evaluation of enzymatic activity in the CNS®. RBC-AChE shows functional and
structural properties similar to those of brain AChE®.

Lipid peroxidation is considered an important physiopathologic event in toxicity
from antineoplastic drugs as well as from AAS in a number of diseases and also in
ischemic and traumatic damage®. The plasma membrane is one of the most reached
places by this biochemical reaction, which leads to changes in its structure and
permeability. For this reason there is lack of selectivity in the ion exchange, organelle
content releasing, and production of cytotoxic substances such as Malondialdehyde
— MDA/ TBARS - reactive substances to thiobarbituric acid, which cause cell death'.
The CNS substantially consists of membranes and fatty acids, which increase the
vulnerability of lipid membrane components to oxidative damage and the direct action
of free radicals*.

As vincristine sulphate is a chemotherapeutic agent widely used in small
animal clinical oncology and nandrolone decanoate has been used in association to
decrease some of its bone marrow cytotoxicity?®, the present study aimed to verify
brain and red blood cell AChE activity, and brain and serum lipid peroxidation from
healthy rats treated with vincristine sulphate and different doses of nandrolone

decanoate.
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MATERIALS AND METHODS

Thirty adult male Wistar rats from the Federal University of Santa Maria’s
(UFSM) Central Bioterium and weighing between 260 and 360 grams were used.
The animals were submitted to an adaptation period of 14 days with a solid and liquid
diet given ad libitum.

The animals were randomly separated into six groups of five animals each.
The treatments were applied once weekly during two weeks. Sample collection was
carried on during the third week. During the first week the groups received the
following treatment: G1 (control) — physiologic solution (PS), G2 — vincristine sulphate
(4 mg/m?), G3 — PS, G4 — PS, G5 — vincristine sulphate (4 mg/m?), and Gé-
vincristine sulphate (4 mg/m?). During the second week the treatment consisted of:
G1 (control) — PS, G2 — SF, G3 — nandrolone decanoate (1.8 mg/kg"), G4 —
nandrolone decanoate (10 mg/kg '), G5 — nandrolone decanoate (1.8 mg/kg™) and
G6 - nandrolone decanoate (10 mg/kg™).

The dose of vincristine was based on a previous publication®. Nandrolone
decanoate was used at the therapeutic dose (1.8 mg/kg™ weekly) currently used for
small animals?” and at an overdose (10 mg/kg™"). Vincristine was applied through
intraperitoneal (IP) injection. Nandrolone decanoate was diluted in a vegetal-source
fat vehicle (olive oil) previously tested and shown to be neutral and, thus, adequate
for deep intramuscular injection (IM). The hind limb of all animals was tricotomized in
order to observe any possible reaction to the ester. During vincristine manipulation
some safety measures were taken such as the use of polycarbonate glasses, a facial
mask, long-sleeve cotton lab coat, latex gloves and a plastic lab coat. A laminar flux
hood was used to avoid contaminating the animals during the product application and

to avoid occupational exposure to the cytotoxic drug.
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After the treatment the animals were fasted for a 12-hour period and submitted
to euthanasia in a bell glass with ethyl ether. Blood collection was performed through
heart puncture. One half of the blood collected was drawn into tubes free of
anticoagulants, while the other half was drawn into tubes containing EDTA (ethilene
diamine tetraacetic acid). Brain structures were separated into cerebellum, cerebral
cortex, striatum and hippocampus, and homogenized separately in Medium | and
centrifuged at 1,800 rpm for 10 minutes (for AChE and TBARS). Serum was
separated for lipid peroxidation evaluation. Total blood was homogenized in PBS
0.1 M (pH 7.4) containing Triton X — 100 (0.03%) and stocked at -20°C for further
enzymatic assays.

Measurement of AChE activity was performed as previously described'® and
modified®’ in each of the brain structures. RBC-AChE was also determined as
previously described'? and modified*. The enzyme of brain origin was expressed in
umoles AcSCh/h/mg of protein. Specific activity of RBC-AChE was calculated from
the quotient between AChE activity and the total content of hemoglobin and the
results were expressed in mU/umol Hb. TBARS reactions were determined by the
method previously described'® for the different parts of the brain, and values were
expressed in nmol MDA/ mg of protein. The same technique'® was employed for
blood serum, except that the results were expressed in nmol MDA/ mL.

One-way ANOVA followed by Duncan’s new multiple range test (MRT) was
used for statistical analysis (p<0.05). Results were expressed through mean

standard error of measurement (SEM).



53

RESULTS AND DISCUSSION

Vincristine is widely used in association with other drugs in both animal and
human subjects. However, some interactions potentialize undesirable effects. One
example is the aggravation of neurotoxicity caused by vincristine with the
concomitant use of itraconazol in humans®’. More studies on the interaction between
vincristine and other drugs and their effects on body tissues, particularly in the central
nervous system, are necessary. The relevance of the present study lies in the lack of
information on the effects of the combined or isolated use of vincristine sulphate and
nandrolone decanoate on the cholinergic system and lipid peroxidation.

The results obtained in this study are shown in Figures 1, 2, 3 and 4 for brain
AChE, AChE-RBC, brain and blood serum TBARS, respectively.

One important finding was a significant inhibition (p<0.05) in AChE activity in
striatum, a structure rich in cholinergic pathways, in groups G3, G4, G5 and G6
(Figure 1). The interference of nandrolone decanoate in the functionality of the
cholinergic system is suggested in this region', since the groups whose inhibition
was statistically more intense were G3 and G4 (p < 0.01). Groups G5 and G6
(association with vincristine) also showed a significant enzyme inhibition (p<0.05),
however, it was mild when compared with the groups where only AAS was applied.

Cerebral cortex and hippocampus showed an increase in enzymatic activity
(p<0.05; Figure 1). Interestingly the group with a statistically significant difference in
cerebral cortex enzymatic activity was G6, while in hippocampus it was G4. Both the
isolated overdose of nandrolone decanoate, in hippocampus, and its overdose in
association with vincristine, in cerebral cortex, caused a hyper stimulation AChE. One
study'’ stated that the increase of AChE activity may be related to neurotoxicity and

neuronal degeneration. This corroborates with the finding that the isolated overdose
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of the steroid (G4) in hippocampus caused an increase in AChE activity; however its
function returned to basal levels when the same dose was given in association with
vincristine (G5). In addition, the association used in cortex (G6) stimulated AChE
activity while no change in activity was detected with the isolated use in either G2 or
G4.

The cerebellum, a structure with few cholinergic pathways*, was the only
brain portion analyzed in which no influence of the treatments on AChE activity
(Figure 1) was detected. None of the structures studied showed alterations in G2,
which could be interpreted as an influence of the employment of only one dose of
vincristine, since toxicity is dose-dependent®.

The present study revealed a significant inhibition (p<0.05) in AChE blood
(RBC-AChAE) activity in groups G4, G5 and G6 (Figure 2). Interestingly, excluding G3,
these results were similar to those found in striatum, one of the most important brain
structures in the cholinergic system. This demonstrates that RBC-AChE activity may
reflect what is occurring in striatum synapses®. Moreover, the results suggest that
RBC-AChE works as a good peripheral maker for brain disorders since it allows for
an accessible evaluation of AChE activity in the CNS®.

A significant increase in TBARS (p<0.05) was also detected in all cerebral
structures analyzed (Figure 3). This may be due in part to not only the aerobic
metabolism of the CNS, but also to high levels of polyunsaturated fatty acids and low
levels of antioxidant defenses*?. An increase in TBARS was observed in groups G2
and G4 (p < 0.01) and G3 (p<0.05) in striatum (Figure 3). These results demonstrate
that the separate use of the two drugs increased free radical production at that site.
However, their final products were the same as those of the control group when they

were used in association (G5). Although vincristine does not show a good
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penetration in the CNS%*, the dose used in this study was enough to cause lipid
peroxidation in striatum. It is well known that the increase of reactive oxygen species
(ROS) may lead to a higher blood-brain barrier permeability and thus inhibit

mitochondrial respiration and increase protein oxidation'*®*

, impairing synaptic
interactions. The isolated use of nandrolone decanoate also increased lipid
peroxidation. The value presented by G4 may the higher dose or even because of
the variable amount of androgenic receptors in different types of non-reproductive
tissue cells, such as in the brain'®.

The cerebral cortex and hippocampus showed very similar behaviors, showing
an increase (p<0.05) in TBARS levels in groups G3, G4 and G6 (Figure 3).
Additionally, the isolated use of both doses of nandrolone decanoate augmented free
radical production. The results obtained show that lipid peroxidation was significantly
higher in G6 than in the other groups, making the potentialization of nandrolone
decanoate action by vincristine evident in those parts of the brain. In another study,
no effect of testosterone or its derivative substances on TBARS levels was detected
in different CNS cells in vitro®. Thus, the need for both in vivo studies and studies
using an association with other drugs are relevant since the type of response may
undergo changes in such a case.

In cerebellum, there was only a change in G6 (Figure 3). In addition, none of
the drugs used alone caused an increase in ROS. However, the use of vincristine in
association with an overdose of AAS stimulated lipid peroxidation. In a similar
fashion, the isolated use of certain hormones such as testosterone showed no effect
on the oxidative status in rat prostate, although in association with other substances
it induced a marked increase in oxidative stress as well as an inhibition of enzymatic

antioxidant activity in the same site, which could lead to carcinogenesis®®.
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Serum TBARS levels were altered in G2 and G3 (p < 0.05) and G6 (p < 0.01)
as compared to the control group (Figure 4). The isolated employment of the drugs in
this experiment caused a rise in serum MDA production. This effect was reinforced
by the behavior of G6, which was significantly higher than in G2 and G3. Published
results* of in vitro studies using tumor cell cultures and cytotoxic doses of vincristine
found no traces of lipid peroxidation. However, the present experiment demonstrated
free radical production in brain tissue (striatum) and in blood serum, demonstrating
that the in vivo interaction of various components with vincristine is determinant for
the results obtained. Lipid peroxidation caused by the chemotherapeutic agent could
collaborate in neoplastic cell apoptosis, decreasing its viability. In this sense, further
studies are necessary.

Interestingly, the pharmacological combination used in G5 presented similar
physiological values to those of G1 not only in serum TBARS but also in all the brain
structures studied. Thus, the data show that the association between the therapeutic
dose of nandrolone decanoate used and vincristine is capable of neutralizing the free
radical production induced by their isolated use both in brain and blood serum.
Another paper' showed a similar antitumoral effect caused by testosterone in rat
brain. Ex-vivo studies have also found this hormone to protect cerebellum cells in cell

cultures induced to death through oxidative stress’.

CONCLUSION

The results obtained in this study show that nandrolone decanoate and
vincristine affect the CNS.

The isolated use of nandrolone decanoate and its association with vincristine

sulphate change cerebral and blood AChE activity. In addition, AAS interferes in
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cholinergic  neurotransmission, which could cause an alteration of its
neurotransmitter, as well as a low or high stimulation of post-synaptic receptors.

Lipid peroxidation increased as a result of the isolated use of both drugs
tested and also as a result of the association between the chemotherapeutic agent
and an overdose of AAS. The association between the therapeutic dose of
nandrolone decanoate and vincristine was able to neutralize the free radical
production induced by their isolated use in brain and blood serum.

Although vincristine is not able to totally penetrate the blood-brain barrier, it is
possible to state that the dose used in G2 was sufficient to produce free radicals in
the brain. Nevertheless, alone it was not sufficient to alter AChE activity.

The serum RBC-AChE activity and TBARS results presented in this study are
similar to those exhibited by brain tissue. It is possible to use both tests in humans

and animals. In addition, their sample collection is easy to perform.
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FIGURE 1 — Acetylcholinesterase activity in cerebellum, striatum, cerebral cortex and
hippocampus of rats submitted to different treatments: G1 (control), G2
(vincristine — 4 mg m?), G3 (nandrolone decanoate - 1.8 mg kg™'), G4
(nandrolone decanoate - 10 mg kg'), G5 (vincristine — 4 mg m? +
nandrolone decanoate - 1.8 mg kg') and G6 (vincristine - 4 mg m? +
nandrolone decanoate - 10 mg kg™). Bars represent mean + SEM. (*)
indicates a significant difference at p < 0.05, (**) indicates a significant

difference at p < 0.01; (n=5).
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02 — Erythrocyte acetylcholinesterase activity (RBC-
AChE) of rats submitted to different treatments: G1
(control), G2 (vincristne — 4 mg m?, G3
(nandrolone decanoate - 1.8 mg kg'), G4
(nandrolone decanoate -10 mg kg™'), G5 (vincristine
— 4 mg m? + nandrolone decanoate - 1.8 mg kg™
and G6 (vincristine — 4 mg m? + nandrolone
decanoate - 10 mg kg'). Bars represent mean +
SEM. (*) indicates a significant difference at p <

0.05; (n=5).
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FIGURE 03 — Mean values of TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) for the

evaluation of brain tissue (cerebellum, striatum, cerebral cortex and
hippocampus) of rats submitted to different treatments: G1 (control), G2
(vincristine — 4 mg m?), G3 (nandrolone decanoate - 1.8 mg kg'), G4
(nandrolone decanoate - 10 mg kg'), G5 (vincristine — 4 mg m? +
nandrolone decanoate - 1.8 mg kg™') and G6 (vincristine - 4mg m? + and
nandrolone decanoate - 10 mg kg™'). Bars represent mean + SEM. (¥)
indicates a significant difference at p < 0.05, (**) indicates a significant

difference at p< 0.01; (n=5).
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FIGURE 04 — Mean values of TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances) for the evaluation of blood serum of
rats submitted to different treatments: G1 (control),
G2 (vincristne — 4 mg m?, G3 (nandrolone
decanoate -1.8 mg kg'), G4 (nandrolone decanoate
- 10 mg kg'), G5 (vincristne — 4 mg m?® +
nandrolone decanoate - 1.8 mg kg') and G6
(vincristine — 4 mg m? + nandrolone decanoate - 10
mg kg™). Bars represent mean + SEM. (*) indicates
a significant difference at p < 0.05, (**) indicates a

significant difference at p < 0.01; (n=5).
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Nos ultimos anos, com a melhora na qualidade de vida, e consequente
longevidade dos animais de estimagdo, aumentou o numero de doencgas
neoplasicas. Por isso, é relevante o conhecimento das possiveis acdes que 0s
farmacos utilizados na Oncologia Animal possam exercer nos diferentes 6rgaos do
paciente. Neste contexto, pode-se citar o sulfato de vincristina, um quimioterapico
popular em Medicina Veterinaria, em especial para o tratamento do tumor venéreo
transmissivel canino, e o decanoato de nandrolona (DN), um esterdide anabdlico
androgénico que tem sido utilizado recentemente com o proposito de reverter a
anemia causada pelo agente anti-tumoral. Os efeitos de ambas as substancias
sobre o cérebro ainda sdo pouco estudados, principalmente, quando usados
concomitantemente. Assim, este trabalho se propdés ao estudo destes dois
medicamentos, usados isoladamente ou em conjunto, sobre o sistema colinérgico e
a peroxidagédo lipidica de ratos Wistar, com o intuito de se obter melhor
compreensao dos seus efeitos no Sistema Nervoso Central (SNC).

Esta dissertacao verificou que apesar da barreira-hematoencefalica ser um
selecionador natural, ambos os medicamentos estudados afetam o SNC. Apesar de
o DN ser o responsavel pela alteracdo da maioria dos parametros pesquisados, os
resultados obtidos com o sulfato de vincristina também chamam a atencao.

Os dois manuscritos permitem uma melhor compreensao do papel do DN no
sistema colinérgico. As diferentes doses utilizadas, além, dos tempos de aplicagdo
distintos auxiliam em uma investigacao mais fidedigna sobre a interacao deste éster
em partes distintas do cérebro. O primeiro manuscrito, demonstra que este
esterbéide anabdlico androgénico € capaz de aumentar a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) quando utilizado isoladamente, em sobredoses e por trés
semanas. Ja o segundo trabalho, mostra uma acao inibitéria do DN na atividade da
enzima estudada, na forma combinada a vincristina (dose terapéutica e sobredose)
e ainda, valores significativamente mais baixos quando usado isoladamente (dose
terapéutica e sobredose). Estes dados foram obtidos no estriado, uma estrutura
cerebral onde a AChE foi hiperestimulada no primeiro manuscrito. Ainda no primeiro
experimento, também se verificou que a AChE nao sofreu modificacdo na sua

atividade no hipocampo e no coértex cerebral. Todavia, no segundo manuscrito, a
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sobredose do esteréide, sozinho ou combinado, estimulou a atividade
acetilcolinesterasica nestas duas partes cerebrais. Nota-se, deste modo, que o DN e
suas associacdes com a vincristina interegem com o sistema colinérgico, ja que ha
alteracdo na atividade da AChE. Contudo, esta alteracdo enzimatica poderia
interferir também na disponibilidade do neurotransmissor na fenda sinaptica, ou
mesmo, na estimulacado anormal dos receptores colinérgicos.

A aplicagdo unica de vincristina, na dose utilizada, ndo afeta o sistema
colinérgico. A associacdo do anti-neoplasico com a sobredose do DN também
aumentou a atividade da enzima, demonstrando uma acao potencializadora pela
interacdo medicamentosa, ja que quando utilizados isoladamente estes farmacos
nao influenciaram o comportamento da AChE.

Com os dados obtidos no trabalho no segundo manuscrito, percebeu-se que a
RBC-AChE ¢ capaz de refletir o estado da sinapse em uma das estruturas mais
representativas do sistema colinérgico, o estriado. Desta forma, pode-se dizer que
esse é um bom método de verificacdo da atividade acetilcolinesterasica, além de ter
uma colheita extremamente acessivel tanto aos animais quanto aos humanos.

Ainda no segundo manuscrito, 0 uso singular ou combinado dos farmacos
aplicados foi capaz de induzir a producdao de radicais livres. Das quatro partes
cerebrais estudadas, a dose terapéutica, sobredose e associacdo da sobredose do
DN foram capazes de aumentar a peroxidacao lipidica em trés destas estruturas,
enquanto que o sulfato de vincristina em uma.

Surpreendentemente, a associagdo da dose terapéutica do éster com a dose
usada do anti-neoplasico evitou a agao dos radicais livres no tecido cerebral. Esta
combinagao torna-se benéfica ao impedir a formagdo dos produtos resultantes da
peroxidacdo dos lipideos que podem ocasionar desde degeneracdo de membranas
e componentes celulares, até mesmo a morte celular.

A mensuracao do perfil oxidativo pelo soro sangtiineo também apresentou
colheita pratica e acessivel. Com exce¢do da sobredose do DN, os grupos que
diferiram estatisticamente na producao das espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) foram similares aqueles do tecido cerebral.

O fato de a vincristina ter produzido peroxidacgéao lipidica, tanto no estriado
quanto no soro sangtiineo, poderia resultar em morte de células saudaveis. Porém,
esta reacao, de certa forma, também poderia contribuir para a indugdo de apoptose

da célula tumoral, reduzindo sua viabilidade.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo trouxe esclarecimentos sobre a acdo do sulfato de
vincristina e do decanoato de nandrolona (DN) no sistema colinérgico e no perfil

oxidativo de ratos, tais como:

Manuscrito 1: as sobredoses utilizadas sdao capazes de estimular a atividade
da acetilcolinesterase (AChE) a nivel de estriado e cerebelo, interferindo, assim,

com a neurotransmissao e modulacao colinérgica;

Manuscrito 2: ambos os medicamentos pesquisados, sulfato de vincristina e
DN, afetam o Sistema Nervoso Central;

- 0 USO Unico de vincristina ndo altera a atividade da AChE cerebral. Porém, o
DN sozinho e/ou combinado ao quimioterapico altera o comportamento da AChE,
inibindo-a (como no estriado), ou estimulando-a (como no hipocampo e cortex
cerebral). Assim, o DN e suas associacbes com a vincristina interegem com o
sistema colinérgico, pois existe alteragdo na atividade da AChE. A mudanca na
atividade acetilcolinesterasica pode interferir também na disponibilidade do
neurotransmissor na fenda sinaptica, ou em uma resposta mais alta ou mais baixa
por parte dos receptores colinérgicos;

- a AChE eritrocitaria (RBC-AChE) apresenta atividade inibitéria na sobredose
do éster, além de suas associa¢gdes com a vincristina. Estes resultados comprovam
que a RBC-AChE é capaz de refletir o estado da sinapse, pois apresentou
resultados similares a uma das estruturas mais ricas em vias colinérgicas, o estriado,
0 que a torna acessivel para uso em animais e humanos.

- a peroxidacao lipidica do cérebro aumenta com o uso isolado de vincristina
(estriado) e do DN (estriado, hipocampo e cortex cerebral) e na associagdo da
sobredose do éster (cerebelo, hipocampo e cértex cerebral) com o agente anti-
tumoral. Entretanto, associagcdo da dose terapéutica do DN com a vincristina nao
apresenta niveis significativos de radicais livres em nenhuma das estruturas
estudadas. Logo, sugere-se que esta combinacao seja benéfica, pois ao impedir a

presenca da peroxidacdo lipidica, evita os possiveis efeitos desta reacdo no
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organismo, tais como degeneracdo de membranas e componentes celulares, até
mesmo a morte celular;

- a dosagem utilizada de vincristina ja € suficiente para a producao de radicais
livres no tecido cerebral, o que pode acarretar em morte de células saudaveis.
Entretanto, sugere-se que a presenga da peroxidacao lipidica também auxilie o
medicamento ma indugédo de apoptose da célula tumoral, j& que esta reacao diminui

a viabilidade celular;

Correlacdo do Manuscrito 1 com o Manuscrito 2: a atividade da AChE
cerebral é dependente da dose-tempo em que o DN é administrado.
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