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RESUMO
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A vincristina € um quimioterapico usado para diversos tipos de canceres, e tem como um
dos principais efeitos colaterais o0 comprometimento da fungcdo motora e equilibrio, bem
como o desbalanco oxidativo e inflamatdrio. Portanto, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o efeito do exercicio fisico no equilibrio e no metabolismo oxidativo-inflamatério de
ratos tratadas com Vincristina. Para isso, ratos com peso entre 270-300g foram divididos em
dois grupos: Grupo treinado (n=20, 6 semanas de natacdo, 1h/dia, 5 dias/semana, com
sobrecarga de 5% do peso corporal) e Grupo sedentario (n=20, natacdo placebo em um
tanque com agua a 5cm de profundidade, sem carga extra). Apés as 6 semanas 0s dois
grupos (n=20 de cada) foram tratados com dose Unica semanal de 0,5mg/kg de sulfato de
vincristina, durante duas semanas, totalizando uma dose acumulada de 1 mg/kg, por via
intraperitoneal. Os ratos utilizados nos grupos controle (n=10 treinados e n=10 sedentarios)
receberam a mesma dose de solucdo salina (NaCl). Para analise da funcdo motora e
equilibrio foram realizados, apés as aplicacbes de quimioterapia, nos dias 1, 7, 8 e 15 os
testes Rotarod (equilibrio), Grip-Test (forca muscular), Campo aberto (exploracao) e o Placa
quente (sensibilidade periférica). Ao final das avaliagbes (dia 15) foram retiradas as
amostras de cerebelo para andlise de estresse oxidativo (DCFH, SOD e CAT) e amostras de
sangue para andlise de Picogreen e hemograma. Na avaliagdo comportamental, observou-
se uma diminuicdo do equilibrio corporal nos ratos expostos a VCR e, também, uma
protecdo significativa do exercicio fisico. N&do houve diminuicdo significativa da forca
muscular e da exploracdo no campo aberto dos ratos expostos a VCR, mas houve efeito per
se do exercicio fisico, que aumentou a forca muscular e a distancia percorrida e o tempo de
exploracdo em pé no Campo aberto nos ratos treinados. Houve alteracdo significativa na
sensibilidade periférica nos ratos tratados e o exercicio fisico prévio foi capaz de normalizar
este dano. Nas analises bioquimicas observamos um efeito protetor significativo do
exercicio fisico nos ratos treinados/VCR, uma vez que os niveis de ROS foram diminuidos
(andlise de DCFH) e as enzimas do sistema antioxidante do cerebelo SOD e CAT
modularam positivamente. Na analise de Picogreen, observamos uma protecao do exercicio
fisico contra o dano de DNA no grupo treinado/VCR. No hemograma os ratos
treinados/VCR, mantiveram os parametros analisados dentro dos valores de referéncia
guando comparados aos sedentarios/VCR. Sendo assim, o exercicio fisico mostrou-se um
grande aliado na prote¢do do equilibrio corporal e do sistema imunolégico frente a
toxicidade do quimioterapico Vincristina.

Palavras-chave: Exercicio fisico. Natacdo. Quimioterapia. Vincristina. Neurotoxicidade.
Cerebelo. Equilibrio. Comportamento. Ratos.
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The Vincristine is a chemotherapy used for various types of cancers, and is one of the major
side effects the impairment of motor function and balance, as well as the oxidative and
inflammatory unbalance. Therefore, the present study aimed to evaluate the effect of
physical exercise on the balance and in the oxidative metabolism of rats treated with anti-
inflammatory Vincristine. For this, rats weighing between 270-300 g were divided into two
groups: Trained Group (n = 20, 6 weeks of swimming, 1:00/day, 5 days/week, with 5%
overload body weight) and Sedentary Group (n = 20, placebo swimming in a tank with water
to 5 cm deep, with no extra charge). After 6 weeks the two groups (nh = 20 of each) were
treated with a single dose of weekly 0, 5 mg/kg of vincristine sulfate, for two weeks, totaling a
cumulative dose of 1 mg/kg intraperitoneal. The rats used in control groups (n = 10 n = 10
trained and sedentary) received the same dose of saline (NaCl). For analysis of motor
function and balance were performed after chemotherapy applications, on 1, 7, 8,15 days:
Rotarod tests (balance), Grip Test (muscle strength), the Open field (exploration) and the hot
plate (peripheral sensitivity). At the end of the assessment (day 15) cerebellum samples
were taken for analysis of oxidative stress (DCFH, SOD and CAT) and blood samples for
analysis of Picogreen and CBC. In behavioral assessment, there was a decrease in body
balance in rats exposed to the VCR and, also, a significant protection of physical exercise.
There was no significant decrease in muscle strength and exploitation in the open field of
rats exposed to VCR, but there was no effect per se of physical exercise, which increased
muscle strength and the distance and the operating time standing in the open field in mice.
There was significant change in peripheral sensitivity in mice treated and prior exercise was
able to normalize this damage. In biochemical analysis we observed a significant protective
effect of exercise in trained/VCR rats, once ROS levels were reduced (DCFH analysis) and
antioxidant system enzymes of the cerebellum SOD and CAT modulated positively. In the
analysis of observed Picogreen exercise protection against DNA damage in the trained/VCR
group. The CBC trained /VCR rats they kept the parameters analyzed within the reference
values when compared to sedentary/VCR. Therefore, the exercise proved to be a great ally
in protecting the body and balance the immune system front of chemotherapy toxicity
Vincristine.

Keywords: Physical exercise. Swimming. Chemotherapy. Vincristine. Neurotoxicity.
Cerebellum. Balance. Behavior. Rats.
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INTRODUCAO

7z

O tratamento dos canceres é atualmente, um dos problemas mais
desafiadores da medicina (CHABNER e ROBERTS, 2005). Os quimioterapicos
antineoplasicos sdo bastante utilizados pois a terapia com estes medicamentos
atinge igualmente as metastases disseminadas pelo corpo. Entretanto, ha
desvantagens importantes a serem consideradas principalmente aquelas
relacionadas aos seus efeitos colaterais, pois em sua grande maioria estes
medicamentos apresentam baixo indice terapéutico, ou seja, dose terapéutica muito
préoxima a dose téxica (FUKUMASU, 2008).

A Vincristina (VCR) € um quimioterapico antineoplasico amplamente utilizado
na clinica. Entre os seus efeitos colaterais estdo descritos alteracdes do equilibrio
através de danos vestibulares por agressdo ao oitavo nervo craniano, tontura,
nistagmo, vertigem (ANVISA, 2008) e neuropatia periférica (KRARUP-HANSEN et
al., 2007). Esta droga também é capaz de causar alteracbes imunolégicas e
depressdao medular, dependendo do tempo de exposicdo e da concentragao
plasmatica da droga (PAGNANO et al., 2000; PEREZ et al., 2005).

Além disso, sabe-se que h4 um aumento de peroxidagao lipidica no tecido
cerebral de ratos expostos a Vincristina, indicando associacdo do quimioterapico
com estresse oxidativo (MARTINS et al., 2011). O sistema nervoso central (SNC) é
mais suscetivel a danos oxidativos, pois apresenta grande atividade energética
mitocondrial dependente de oxigénio, associada a elevada concentracdo de ferro
livre e lipidios polinsaturados, e baixos niveis de enzimas antioxidantes (TER-
MINASSIAN, 2006). A crescente associacdo de alguns quimioterdpicos com
estresse oxidativo tem alertado as pesquisas para a busca de estratégias que visam
a prevencao contra acao de radicais livres no tecido nervoso.

As caracterizagbes de elementos celulares individuais e suas conexdes
sinapticas no cerebelo sdo essenciais para o0 entendimento da precisdo e
compreensao dos mecanismos de coordenagao motora (HIRONO et al.,, 2012).
Ainda existem poucos estudos sobre a sensibilidade diferencial dos neurbnios do
cerebelo, astrocitos e células neoplasicas aos medicamentos quimioterapicos. O

estudo in vitro de Wick et al. (2004), evidenciou que os quimiotergpicos Cisplatina,
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Lomustina, Vincristina e Cloridrato de Topotecana reduziram a viabilidade celular de
neurdnios cerebelares. Neste estudo, o fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) foi o que preveniu a morte celular neuronal induzida pelos quimioterapicos.
Nesse sentido, terapias que modulem positivamente o sistema antioxidante podem
ser importantes ferramentas no tratamento de diversas doencas e toxicidades que
afetem o SNC.

Além de importante modulador do sistema imunolégico (KRZYWKOWSKI et
al., 2001; NIEMAN, 2001), estudos em modelos experimentais mostraram que 0
exercicio fisico aumenta a expressdo de BDNF (GRIESBACH, HOVDA e GOMEZ-
PINILLA, 2009) e modula positivamente o sistema antioxidante, aumentando o
conteudo e/ou atividade das enzimas Superéxido desmutase (SOD), Catalase (CAT)
e Gluatationa Peroxidades (GPx) tanto no muasculo como no cérebro de ratos
(RAMBO et al., 2009; STEINER e PHILBERT, 2011). Porém ainda é incipiente
estudos sobre os beneficios do exercicio fisico em conjunto a tratamentos com

guimioterapicos.



1 SISTEMA VESTIBULAR E EQUILIBRIO

O equilibrio corporal € fundamental para que os seres humanos possam
adotar posturas e realizar movimentos com harmonia e conforto fisico e mental
(GANANCA et al. 2000). Para tanto o equilibrio corporal € mantido pelo
funcionamento conjunto de trés estruturas: o sistema vestibular, o sistema visual e 0
sistema proprioceptivo. A manutencdo do equilibrio geral é realizada pelo sistema
vestibular. Esse sistema detecta as sensacfGes de equilibrio, auxiliando na
coordenacdo dos movimentos da cabeca e dos olhos, e nos ajustes da postura
corporal. Disfuncdes neste sistema podem resultar em sensacdes desagradaveis
como vertigem, ndusea e uma sensacdo de desequilibrio acompanhada de
movimentos incontrolaveis dos olhos, o nistagmo (AFIFI e BERGMAN, 2008).

A posicdo do corpo, o movimento dos olhos e a percepcdo espacial sdo
controlados pelo sistema vestibular, com o objetivo de manter o equilibrio corporal e
a complexa interacdo entre o sensorial e 0 motor que nos previne de quedas.
Quando ocorre uma alteracao visual, proprioceptiva ou vestibular surgem alteracoes,
que caracterizam o desequilibrio. Caso essa alteracao seja de origem vestibular,
varios sintomas ocorrem, sendo a tontura 0 mais comum e o que mais afeta a
qualidade de vida do individuo (POPPER, 2001).

O sistema proprioceptivo-vestibular constitui o ponto inicial de contato do ser
humano com o ambiente. O sistema vestibular € composto por trés componentes
fundamentais: um sistema sensorial periférico, um processador central e um
mecanismo de resposta motora. O sistema periférico € constituido de um conjunto
de sensores do movimento, 0s quais enviam informacdes ao sistema nervoso central
(SNC), especificamente ao complexo nuclear vestibular e ao cerebelo, sobre a
velocidade angular da cabeca, a aceleracdo linear e a orientacdo cefélica em
relacdo ao eixo gravitacional. O SNC processa esses sinais e os combina com
outras informagOes sensoriais, para estimar a orientagdo cefalica (HERDMAN,
2002).

Tradicionalmente o cerebelo tem sido visto como uma parte do sistema
nervoso central motor responsavel pela iniciacdo e regulacdo dos movimentos

padrdes, recebendo estimulos primariamente do cortex motor, 6érgéos vestibulares e
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dos receptores proprioceptivos (LEINER, LEINER e DOW, 1986). Ele exerce uma
influéncia reguladora sobre a atividade muscular, recebendo impulsos originados em
receptores das articulacdes, tenddes, musculos, pele e também de 6rgaos terminais
do sistema visual, auditivo e vestibular, sendo que esses impulsos ndo sao
conscientes, mas essenciais para o controle do movimento (HENNEMAN, 1982). O
cortex cerebelar de mamiferos, incluindo humanos, possui uma citoarquitetura
caracterizada por trés camadas: a camada molecular, a camada das células de
Purkinje e a camada granular (VOOGD, 2003).

Os principais sinais de disfungcéo cerebelar incluem instabilidade postural,
falta de controle motor durante a execugcdo de atividades motoras e perda do
sincronismo e do planejamento apropriado das a¢Bes motoras. Essas disfuncdes
podem ocorrer separadamente ou combinadas, refletindo a regido ou regides
especificas do cérebro afetadas (BARCO, ENGEBY e RIBAL, 2001).

Devido a regularidade de seus neurbnios, sua organizacao e seus circuitos
(BRAVIN et al., 1999) o cerebelo tem sido alvo de muitos estudos, incluindo a acao

de farmacos anticarcinogénicos.



2 VINCRISTINA

Evidéncias mostram que 0s quimioterapicos que atravessam a barreira
hematoencefélica estdo associados com relevante neurotoxicidade (PELS et al.,
2003). No estudo feito por Wick e colaboradores (2004) foi observado que a
cisplatina, a lomustina (CCNU), o cloridrato de topotecana e a vincristina induziam a
morte celular em cultura de neurbnios granulares de cerebelo, em condicbes bem
estabelecidas.

A Vincristina (VCR) é um alcaloide, isolado das folhas da espécie
Catharanthus roseus (L.) G. Don. (Apocynaceae), uma planta, antigamente chamada
de Vinca rosea L. e popularmente conhecida como Vinca (BRANDAO et al., 2010). A
VCR tem acao antimitdtica pois atua ligando-se aos microtubulos impedindo a
formacdo do fuso acromatico, resultando na interrupcdo da divisdo celular
(COPPOC, 2009). As principais indicacbes para o uso destes alcal6ides sao:
leucemia linfocitica aguda; neuroblastoma; tumor de Wilms; cancer de mama; cancer
de pulméo de pequenas células; cancer epitelial de ovario; cancer cervical, cancer
colorretal; linfomas de Hodgkin; linfomas ndo-Hodgkin; rabdomiossarcoma; sarcoma
de Ewing; osteossarcoma; melanoma maligno; tumor de célula germinativa de
ovario; micose fungéide; purpura trombocitopénica idiopética; sarcoma de Kaposi
associado a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (ANVISA, 2009).

Os tratamentos com alcal6ides da vinca podem alterar o equilibrio através de
danos vestibulares por agressdo ao oitavo nervo craniano. As manifestacfes
incluem dificuldades no equilibrio, tontura, nistagmo e vertigem. Outro sintoma
associado a administracéo do sulfato de vincristina combinado com outros agentes,
como 0s oncoliticos contendo platina, € a ototoxicidade. Além de serem relatados
perda dos reflexos tendinosos profundos, pé caido, ataxia e paralisia com o uso
continuado do quimioterapico. Podem ocorrer, ainda, manifestacdes dos nervos
cranianos, incluindo paresia isolada e/ou paralisia dos musculos controlados pelos
nervos cranianos motores, na auséncia de distlrbio motor (ANVISA, 2009).

O Sulfato de Vincristina ndo € absorvido pelo trato gastrintestinal, por isso &
administrada exclusivamente pela via intravenosa, exigindo cautela em sua

administrac&o, pois causa graves danos teciduais quando ocorre extravasamento. E
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metabolizada pelo figado e excretada pela bile. As doses usuais do quimioterapico,
porvia intravenosa direta, sdo: 0,01 a 0,03 mg por Kg de peso, como dose Unica a
cada 7 dias; ou 0,4 a 1,4 mg/m2 de superficie corporal, como dose Unica a cada 7
dias. Estudos mostram que apds doses Unicas de 3 mg/m?podem surgir sintomas
neurotoxicos graves em adultos, sendo essa a manifestacdo dose-limitante para sua
administracdo (VERSTAPPEN et al.,, 2005; ANVISA, 2008). A administracéo
intratecal inadvertida de VCR é universalmente fatal (HENNIPMAN et al., 2009).

A toxicidade dos farmacos, principalmente quimioterapicos, provoca
peroxidacao lipidica, considerada um evento fisiopatolégico importante em diversas
doencas e em danos isquémicos e trauméaticos (BRAUGHLER et al.,, 1987). A
membrana celular é o principal sitio atingido por esta reacdo bioquimica, que
acarreta alteracbes na sua estrutura e permeabilidade. Consequentemente, ha
perda da seletividade na troca ibnica, liberacdo do conteldo de organelas, e
formacéo de produtos citotéxicos (como o malondialdeido — MDA), culminando com
a morte celular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). O SNC é um tecido que consiste
substancialmente de membranas e 4cidos graxos, 0 que aumenta a vulnerabilidade
dos constituintes da membrana celular aos danos oxidativos e a acdo direta dos
radicais livres (VEDDER et al., 1999). Além disso, o tratamento com quimioterapicos,
em um grande numero de pacientes, esta associado a imparidades em habilidades
motoras e cognitivas. A disfuncéo cognitiva é tida um efeito colateral a longo prazo
(AHLES e SAYKIN, 2002; SEIGERS e FARDELL, 2011) e os déficits sao
relacionados em sua maioria com a memoria, velocidade de processamento, e
atencdo (CORREA e AHLES, 2008). Esta deficiéncia pode ser detectada dentro de
meses apoOs o inicio do tratamento e durar até varios anos (AHLES e SAYKIN,
2002).

Segundo a ANVISA (2009), alguns pacientes podem apresentar queda na
contagem de leucdcitos e plaquetas, particularmente quando a terapia prévia ou a
propria doenca reduziu a funcdo da medula 6ssea. Recomenda-se fazer um
hemograma completo antes da administracdo de cada dose. A ocorréncia
de leucopenia ou de infec¢do exige rigorosa ponderacao antes de ser administrada a
dose subsequente. Outras reagbes como perda de cabelo, parestesia,
descoordenacdo motora, diminuicdo das sensacdes, diminuicdo dos reflexos
tendinosos profundos e cansaco muscular podem persistir durante todo o periodo de

tratamento.



3 EXERCICIO FISICO E QUIMIOTERAPIA

Nas ultimas décadas os efeitos benéficos da atividade fisica sobre o sistema
nervoso central (SNC) tém sido evidenciados, sugerindo um papel protetor contra
uma variedade de disturbios psicologicos e neuroldgicos (VAN PRAAG et al., 1999;
HILLMAN, ERICKSON e KRAMER, 2008).

Diversos estudos tém demonstrado que o exercicio fisico é benéfico em uma
série de modelos de doencas do SNC, como, Esclerose Mdltipla, doencas de
Huntington, Parkinson, Alzheimer e epilepsia (ARIDA et al., 1999; LAURIN et al.,
2001; TILLERSON et al., 2003; KOHL et al., 2007; BENEDETTI et al., 2009). Em um
estudo realizado por Griesbach et al. (2007), em que o exercicio voluntario com
ratos foi iniciado duas semanas apOs 0 traumatismo cranio encefalico leve,
observou-se aumento dos marcadores da plasticidade sinaptica, concomitante com
a melhora no desempenho dos animais em testes de aprendizado e memoria.

Assim, o exercicio melhora a funcdo cognitiva e melhora a disfuncdo motora
(KIM et al.,, 2011; HEO et al.,, 2014) e pode, também, atenuar deficiéncias
neuroldgicas apods varias lesbes cerebrais tais como isquemia cerebral, hemorragia,
e doenca de Parkinson (SUNG et al., 2012; MCDONNELL et al., 2013). O estudo de
Lee, et al. (2014) verificou que exercicios em esteira aliviam disfuncdo motora de
coordenacao e equilibrio, reduzindo a perda de células de Purkinje através da
supressdo dos astrocitos reativos no cerebelo de ratos com doenca de Alzeimer.
Estes resultados sugerem que exercicio em esteira melhorou a taxa de
sobrevivéncia de neurdnios de Purkinje via infra-regulacéo dos astrocitos reativos.

Os efeitos do exercicio fisico sobre a saude geral sdo bem descritos,
principalmente sobre o sistema cardiovascular e metabolismo (BOOTH,
CHAKRAVARTHY e SPANGENBURG, 2002). J4 é sabido que quando praticado
regularmente, os exercicios proporcionam uma série de beneficios a pacientes em
tratamento de cancer, sendo observado: reducao da fadiga (causada principalmente
pela medicacado), reducdo de nauseas, melhora na forgca muscular, melhor controle
do peso, melhora na capacidade aerdbia e, principalmente, observa-se uma melhora
na qualidade de vida do paciente (BIANCHINI, KAAKS, VAINIO, 2002; BURNHAM e

WILCOX, 2002). Alguns trabalhos tém direcionado ao entendimento das bases
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neurobioldgicas desses beneficios. Dessa forma, varios autores mostraram que o
exercicio fisico voluntario e aerdbico forcado aumenta a expressdo do fator
neurotroéfico derivado do encéfalo (BDNF) (VAN PRAAG et al., 1999; RADAK et al.,
2006; DIETRICH, ANDREWS e HORVATH, 2008) e que, a ativacdo desse fator
trofico esté relacionada com a sobrevivéncia e diferenciagdo celular, assim como,
com o0 aumento da resisténcia ao estresse oxidativo (KLUMPP e LIPOWSKY, 2005;
LEEDS et al., 2005).

Neste sentido, muitas vantagens com a pratica de exercicios aerobios,
regulares e com moderadas intensidades estdo relacionadas ao tratamento de
individuos com céncer e por isso constituem um importante aliado durante o
tratamento quimioterapico e por radiacdo (BURNHAM e WILCOX, 2002).

3.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo corresponde ao evento resultante do desequilibrio entre
o sistema de defesa antioxidante e a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) ou do nitrogénio (RNS) sendo que as espécies reativas podem ser formadas
a partir de fontes exdgenas como fumo, radiacdes, luz ultravioleta, solventes e
alguns farmacos (MALAVES, 2003). Tal desequilibrio é responsavel por varias
acOes deletérias no nosso organismo, como peroxidagao de lipidios, carbonilacdo de
proteinas e danos ao DNA das células, com consequente altera¢do funcional e
prejuizo das funcdes vitais de varios tecidos e o6rgdos (ZOPPI et al., 2003). O
organismo humano desenvolveu sistemas de defesa para lidar com o estresse
oxidativo. Essa defesa inclui sistemas enzimaticos, compostos principalmente pelas
enzimas SOD, GPx, e CAT, e o sistema antioxidante ndo-enzimatico representado
pelas vitaminas A, C, E e D, e a GSH (GUTTERIDGE, 1995), que séo
reconhecidamente muito eficientes na detoxificacdo de ROS (MCLEAN et al., 2005)

Os radicais livres produzidos pelo organismo tém alta reatividade e meia vida
curta (VOSS e SIEMS, 2006). Por este motivo, sua determinagdo in vivo ndo €&

viavel. Em contrapartida os lipidios, proteinas, carboidratos e &cidos nucléicos, apos
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serem modificados pelas espécies reativas, tem uma meia vida maior, 0 que 0s torna
marcadores ideais do estresse oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007).

Em comparacdo com outros 0rgaos, o cérebro € particularmente vulneravel
ao estresse oxidativo, pois possui menor atividade das enzimas SOD, CAT eGPx e
menor quantidade de GSH (DRINGEN, 2000), por utilizar grande quantidade de
oxigénio e por conter uma grande quantidade de ferro e de &cidos graxos
poliinsaturados (DRINGEN, 2000; JOVANOVIC e JOVANOVIC, 2011). Matrtins et al.
(2011) observaram um aumento da peroxidacéo lipidica no tecido cerebral de ratos
expostos a Vincristina, indicando associagdo do quimioterapico com estresse
oxidativo.

Os beneficios a saude em geral e na prevencdo de doencas pelo exercicio
sdo bem conhecidos. Entretanto, o exercicio crénico também representa uma forma
de estresse oxidativo para o organismo e pode alterar o balanco entre oxidantes e
antioxidantes. Uma série aguda de exercicios pode aumentar a atividade de
algumas enzimas antioxidantes sem nova sintese protéica. Esta atividade de
protecdo € limitada as caracteristicas enzimaticas individuais e o tecido envolvido.
Como estratégia a longo prazo, as células podem aumentar a sintese protéica de
enzimas antioxidantes para controlar o estresse oxidativo (AGUIAR, ADERBAL,
PINHO, 2007).

3.2 Sistema imunoloégico

A aplasia-hipoplasia da medula 6ssea € caracterizada pela diminuicdo de
todas as linhagens celulares da medula Ossea (medula Ossea aplasica ou
pancitopeniaaplasica) ou dos precursores eritréides (aplasia ou hipoplasia de
hemacias ou aplasia isolada de hemacias). Causam anemia ou citopenias
combinadas que podem ser induzidas por uma grande variedade de disturbios ou
agentes e estados de desnutricdo protéica (VITURI et al., 2000). Os quimioterapicos
figuram como causadores em potencial dessas aplasias/ hipoplasias medulares
(NELSON e COUTO, 1998). A avaliacdo de toxicidade a medula éssea (MO) é
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realizada, principalmente, através do hemograma, calculo dos indices
hematimétricos (VCM, CHCM) e contagem de plaquetas.

Dentre os efeitos colaterais importantes que ocorrem com uso do
quimioterapico Vincristina, esta a leucopenia (diminuicdo dos glébulos brancos no
sangue) e como consequéncia a essa alteracdo no sistema imunolégico ha um
aumento da suscetibilidade a infec¢des (ANVISA, 2009).

No entanto, a resposta imunolédgica varia de acordo com a quantidade de
células envolvidas no combate da infeccdo. Com isso, aumentara também a
quantidade de nutrientes necessarios para manter a atividade defensiva, sendo a
glutamina o principal recurso. A glutamina € o aminoécido livre mais abundante no
musculo e no plasma (BURNHAM e WILCOX, 2002), também encontrada em varios
outros tecidos humanos. O tecido muscular mostra-se como responsavel pela maior
producdo desse aminoacido (ROGERO e TIRAPEGUI, 2003). Evidéncias mostram
que exercicio fisico menos extenuante mantém as concentracdes plasméticas de
glutamina normais ou até as implementam (pds exercicio), tendo entdo melhores
condicBes para a atuacao imunologica (CASTELL, 2002)

Assim, o sistema imunolégico é altamente influenciado pelo exercicio
(KRZYWKOWSKI et al., 2001; NIEMAN, 2001), de maneira distinta de acordo com o
tipo, duracdo e principalmente com a intensidade dos exercicios (ROGERO e
TIRAPEGUI, 2003). Alguns estudos sugerem haver uma melhor modulacdo da
funcdo imunoldgica em pessoas com cancer, que realizam exercicio fisico, devido
ao incremento do numero de células Natural Killer (NK) e linfécitos circulantes
(JONSDOTTIR, 2000). Nessas condicbes o sistema imunologico estaria mais
qualificado para combater o cancer.

Praticado regularmente, os exercicios proporcionam uma série de beneficios
a pacientes em tratamento de céncer, sendo observado: reducao da fadiga (causada
principalmente pela medicacéo), reducdo de nauseas, melhora na forca muscular,
melhor controle do peso, melhora na capacidade aerdbia e, principalmente, observa-
se uma melhora na qualidade de vida do paciente (BIANCHINI, KAAKS, VAINIO,
2002). Porém, ha poucos estudos a este respeito.



4 OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

Analisar os efeitos do exercicio fisico no comportamento (funcdo motora e
equilibrio), bem como, nos paradmetros bioquimicos oxidativos do cerebelo e

imunolégicos de ratos expostos a Vincristina.

4.20bjetivos especificos

e Avaliara o equilibrio corporal dos ratos por meio do teste Rotarod;

e Avaliar a forca muscular através do Grip-Test;

e Avaliar o comportamento motor dos ratos através do teste de Campo Aberto;

e Avaliar a sensibilidade periférica dos ratos com o teste da Placa Quente;

e Analisar os parametros de estresse oxidativo através da taxa de producdo de
radicais livres e niveis de enzimas antioxidantes do cerebelo;

¢ Avaliar os dano ao sistema imunoldgico através do exame de Hemograma;

e Avaliar a cito-genotoxicidade do quimioterapico Vincristina pela fragmentacao

do DNA pelo ensaio do DNA PicoGreen no plasma sanguineo.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Logistica do estudo

O estudo consistiu de oito semanas de experimento (tempo de duracéo),
envolvendo seis semanas de treinamento fisico (natacdo) e duas semanas de
tratamento com quimioterapico Vincristina. Para a realizacdo deste estudo os
animais foram divididos em dois grupos com relacdo a pratica de natacdo: treinados
(n=20) e sedentarios (n=20). Apds o periodo de natacdo, em cada grupo, 0s ratos
foram tratados ou com VCR (n=10) ou com solucédo salina (n=10). Para melhor
entendimento deste estudo, realizamos um desenho experimental (Figura 1). Nos
dias 0 e 7 os animais receberam o tratamento quimioterapico. Nos dias 1, 7, 8 e 15
os animais foram submetidos a testes de avaliacdo do equilibrio e do
comportamento motor. E no dia 15, ap6s avaliacdo funcional, os animais foram
eutanasiados e os tecidos cerebelar e sanguineo foram coletados para anélises

bioguimicas.

Semanas de treinamento
fisico 7® Semana 8% Semana

[ 1 1 1 | | [ ] | | |
19'29'39'49'59 e

Dia 0 Dia 7 Dia 15

Figura 1: Desenho experimental

5.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos fornecidos pelo Biotério Central da
UFSM, com peso variando entre 270 e 300g, mantidos em ciclo claro-escuro de 12
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horas a temperatura de 22 + 1°C, com alimento e agua ad libitum. Todos os
protocolos utilizados neste trabalho foram aprovados pela Comiss&do de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Maria (parecer 090/2014). O
namero de animais utilizados foi o minimo possivel de modo a fornecer efeitos
consistentes de nossos resultados. Os procedimentos experimentais foram
realizados durante a fase clara do ciclo (9:00h — 16:00h).

5.3 Treinamento Fisico

No periodo de seis semanas, 0s ratos selecionados para o grupo dos
treinados foram submetidos ao exercicio de natacdo em estilo livre realizado em um
tambor de plastico circular (diametro, 120 cm; profundidade, 90 cm) cheio com &gua
mantida a uma temperatura de 32 + 2°C. O exercicio consistiu de natacao diaria por
60 minutos, cinco dias por semana, durante seis semanas, entre 9:00h e 11:00h da
manha. Na primeira semana de exercicio, os animais foram submetidos a um
periodo de adaptacdo a natacdo sem pesos. Apos o periodo de adaptacao, os ratos
foram submetidos ao exercicio de natacdo com uma carga de trabalho (5% do peso
corporal), para melhora da resisténcia (GOBATTO et al., 2001).

J& os ratos do grupo sedentario foram colocados em um tanque separado
com pouca agua (5cm de profundidade) a 32°C * 2°C, 5 dias/semana, sem carga
extra.

ApOs as seis semanas, 0s dois grupos receberam o tratamento com VCR ou
com NaCl. O protocolo de natacdo escolhido ja teve comprovada a sua eficacia em
relacdo a protecdo ao sistema nervoso central (cortex cerebral), bem como ao
sistema imunoldgico (GOBATTO, et al., 2001; SOUZA, et al., 2009).

5.4 Administracao do Sulfato de Vincristina

A via intraperitoneal em ratos é classicamente utilizada para substituir a via

intravenosa, dadas as dificuldades da utilizacdo desta ultima via, e por isso foi a
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escolhida neste estudo. A via intraperitoneal substitui a intravenosa, uma vez que a
cinética do farmaco é bastante semelhante nesta espécie (NADULSKA,
KLUKOWSKA e DYBA, 2002).

O Sulfato de Vincristina foi dissolvido em solugdo salina (0,9% NaCl) e
administrado em duas doses de 0,5 mg/kg (dosagem calculada por peso corporal do
dia) e com intervalo de uma semana entre elas, gerando uma dose acumulada de
1,0 mg/kg. Os ratos selecionados para controle receberam a mesma dosagem de

solucéo salina.

5.5 Estudo do comportamento motor e do equilibrio

5.5.1 Avaliacdo do equilibrio corporal no Rotarod

Para avaliacdo do equilibrio e coordenacdo motora foi utilizado o Rotarod
(Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA). No qual os ratos, individualmente, foram
colocados no topo da haste de rotacao (diametro de 4cm) voltado para a orientagao
oposta a do movimento da haste, de modo que a locomocéo para a frente fosse
necessaria a fim de evitar uma queda (Figura 2). Os animais foram testados
utilizando-se uma velocidade constante de 18rpm por um tempo maximo de 5
minutos. A laténcia para a queda foi automaticamente registrado por uma placa
magnética contida no proprio aparelho. Nos primeiros dois dias apds o término da
natacéo, a cada rato foi permitido familiarizar-se com o aparelho na velocidade
constante de 18rpm (SHABANI et al., 2011). O teste foi realizado nos dias 1, 7, 8 e
15 e, incluiu um teste inicial, sem tratamento quimioterapico, para avaliagdo do

estado basal (dia 0).
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Figura 2: Desenho ilustrativo do teste Rotarod. Google imagens.

5.5.2 Avaliacéo da forca muscular no Grip-Test

Como medida de forca muscular e também de equilibrio foi utilizado o Grip-
Test (ou teste do reflexo de preensdo) em conformidade com Wijk (2008). Neste
teste o desempenho de cada rato é medido pelo tempo que este permanece
suspenso. Para isso, cada animal foi aleatoriamente submetido a trés ensaios com
um intervalo de descanso de 30 min entre as tentativas. O Grip-Test foi realizado
apos as aplicacbes de quimioterapia nos dias 1, 7, 8 e 15, para observacdo das

alteracdes na forgca muscular entre grupos em funcéo do tempo.

5.5.3 Avaliacdo do comportamento motor no Campo Aberto

Para avaliar o comprometimento motor dos ratos expostos a VCR, foram
testadas as suas atividades em Campo Aberto. Teste descrito por Shabani et al.
(2011) e modificado neste estudo. Os animais foram colocados numa area quadrada
(56 cm de largura x 56 cm de comprimento x 20 cm de altura), com subdivisées no
piso que indicavam pequenos quadrantes que definiam as areas central e periférica.

A locomocéao na area foi rastreada ao longo de um periodo de 4 min, registados por
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meio de uma camera monocromatica de resolugdo elevada e armazenados e
analisados com Software Ethovision (v.8). A distancia total movimentada (mm), a
meédia de velocidade (mm/s), e tempo de exploracdo em pé, foram calculados para
posterior comparacao entre grupos (SHABANI et al., 2011).

A avalicdo do teste Campo Aberto foi realizado ap6s as aplicacdes de
quimioterapia nos dias 1, 7, 8 e 15, para observacdo das alteracbes

comportamentais entre grupos em fungcéao do tempo.

5.5.4 Avaliacdo da sensibilidade periférica na Placa Quente

Os efeitos potenciais da VCR na funcao do nervo sensorial (sistema nervoso
periférico) foram avaliados pelo teste da Placa Quente. O modelo experimental foi
inicialmente descrito por Woolfe e Macdonald (1944) como modelo especifico para a
deteccdo de substancias analgésicas de efeito central. Este modelo utiliza a
temperatura como estimulo nociceptivo. Dessa forma, os nociceptores (fibras C e
Ad, principalmente) sao estimulados apds a ativagdo dos receptores vaniloides,
especificamente os receptores do tipo VR-1, que possuem limiar de ativagdo em
43°C, e os receptores do tipo VRL-1, que possuem limiar de ativacdo em 52°C.
Sendo assim, os animais foram colocados em uma placa aquecida (socrel Hot DS37
modelo prato, Ugo Basile, Italia) a 52 + 0,2°C e o tempo foi calculado até que o
primeiro episédio de sensibilidade ao calor fosse percebido (laténcia). Este incluiu:
pulo, retirada da pata traseira e posterior lambedura da pata (TITA et al., 2001). Este

teste foi realizado nos dias 7 e 15.

5.6 Andlises bioquimicas

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo no dia 15 do experimento.
O cerebelo foi exposto por remocéo dos 0ssos parietal e occipital e foi congelado a -
80°C para conservacgao da estrutura e posterior analises bioquimicas.
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5.6.1 Medida do Dihidroclorofluorsceina (DCFH)

O potencial geracdo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxigen species
— ROS) pelos tratamentos foi monitorada por meio de uma sonda fluorescente, a
2,7’- diclorofluoresceina (DCF). Este ensaio foi baseado no seguinte pressuposto
quimico: o diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) € capaz de se difundir
através de membranas celulares. Dentro das células esta molécula é deacetilada
pela acdo das enzimas esterases intracelulares. Esta reagcdo forma, por sua vez, um
produto ndo-fluorescente, a dihidroclorofluoresceina (DCFH). A DCFH na presenca
de EAOs ¢é oxidada (preferencialmente peroxidos, hidroperdxidos e NOe) passando
para uma forma altamente fluorescente a diclorofluoresceina (DCF). Assim, quanto
maior a fluorescéncia detectada pela maior absorbancia avaliada pelo fluorimetro,
maior a ocorréncia de compostos oxidantes. Os resultados do DCFH foram

expressos em porcentagem do controle (%).

5.6.2 Atividade da enzima Catalase (CAT)

A atividade da enzima Catalase (CAT) foi analisada espectrofotometricamente
pelo método de Aebi (1984), que envolve o monitoramento do desaparecimento de
H.O, na presenca da enzima no comprimento de onda de 240 nm. Apds o
tratamento das células cerebelares, uma aliquota destas foi adicionada em tampéo
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, e a reacdo enzimética foi iniciada pela adicdo de

H,0O,. Os resultados foram expressos em Units/mg de proteina.

5.6.3 Andlise da expressédo da Superdxido Dismutase (SOD)

Para verificar a expressdo da Superéxido Dismutase (SOD), uma parte do
cerebelo foi homogenizada adequadamente num volume de 40 (w/v) com Tris-
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HCI10mM (pH 7.4), e o ensaio foi realizado conforme o método descrito por Misra e
Fridovich (1972). A SOD foi expressa por Units/mg de proteina.

5.6.4 Andlise sanguinea para estimativa imunoldgica

Para o estudo hematologico o sangue foi coletado da veia hepética no
momento do sacrificio, na quantidade de 2ml, em frascos contendo 0,1mg do
anticoagulante EDTA (etileno diamino tetra acetato de sodio). O hemograma foi
realizado em todos os grupos ao final do protocolo a fim de observar os principais
efeitos do quimioterapico Vincristina e/ou do exercicio fisico no sistema imunoldgico.
Foram considerados os valores de plaquetas, leucécitos, hemoglobina e hematocrito
sanguineos. Este exame foi realizado no Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Santa Maria, Estado do Rio Grande do Sul pelos profissionais
responsaveis pelo exame no local, com a observacdo da pesquisadora responsavel
por este estudo.

As contagens de hemécias, leucdcitos e a determinacdo da hemoglobina
foram realizadas por contador eletrdnico de células®, e os esfregacos sangtiineos
foram corados pelo pandtico rapido, como recomenda Jain, Mcvie e Smith (2000). O
volume globular foi determinado pelo método do micro-hematdcrito (FELDMAN et al.,
2000). A contagem de plaquetas foi realizada diluindo-se o sangue em oxalato de
amoénia a 1% em pipeta de Thomas para globulos vermelhos, obtendo-se diluicdo
final de 1:100. A proteina plasmatica total foi determinada quebrando-se o capilar
utiizado para a determinacdo do hematdcrito, acima da camada de células,
transferindo-se o plasma para o refratdmetro ( FELDMAN et al., 2000; JAIN, MCVIE
e SMITH, 2000).

5.6.5 Andlise dos niveis de DNA livre no plasma por fluorimetro (DNA Picogreen)

O Quant-iT™ Picogreen dsDNA Reagent (Invitrogen®) é um reagente

fluorescente ultrassensivel para a quantificagdo de duplas fitas de DNA em solucéo,
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0 qual pode detectar concentracdes infimas de DNA de até 25 pg/mL. O Picogreen
apenas emite fluorescéncia quando se liga com o DNA dupla fita. Se esse reagente
nao esta ligado a molécula de DNA n&o apresenta coloracéo e, consequentemente,
nao é detectada fluorescéncia.

Essa técnica pode ser utilizada para a quantificacdo do DNA liberado no meio
devido a apoptose celular, com o objetivo de detectar citotoxicidade. Pode ser
também empregada como uma medida de genotoxicidade quando for utilizada a
molécula de DNA pura exposta a um determinado composto.

Para a realizacdo desta técnica foi utilizado o plasma sanguineo e os
procedimentos realizados seguiram o protocolo descrito por Ha et al. (2011).
Primeiramente pipetamos 80 uL de TE 1X, adicionamos 10 uL da amostra e 10 pL
do reagente Picogreen diluido. Homogeneizou-se em 8 pelo menos 10 vezes. As
amostras sdo incubadas a temperatura ambiente por no minimo 5 e no maximo 30
minutos. A técnica foi realizada em triplicata contendo uma triplicata com um dsDNA
conhecido, ou seja com um valor conhecido de DNA calf. A leitura em fluorimetro
deu-se nos seguintes comprimentos de onda: 480 nm de excitacdo e 520 nm de

emissao. Os resultados foram expressos em porcentagem do controle.

5.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica por meio do
teste de ANOVA de duas vias com medidas repetidas, utilizando o programa de
producdo de graficos e estatistico GraphPad Prism 6.0. Foram considerados

resultados estatisticamente significativos aqueles onde p < 0,05.



6 RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo serdo apresentados na forma de dois

manuscritos.
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EFEITO PROTETOR DO TREINAMENTO DE NATACAO NO EQUILIBRIO
CORPORAL E NA FUNCAO MOTORA DE RATOS TRATADOS COM
VINCRISTINA

PROTECTIVE EFFECT OF SWIMMING TRAINING ON BODY BALANCE AND ON
MOTOR FUNCTION OF RATS TREATED WITH VINCRISTINE

RESUMO: A Vincristina (VCR) é um quimioterapico muito utilizada em varios
tratamentos de canceres como as leucemias, porém um dos principais efeitos
colaterais sdo os danos ao sistema motor e cognitivo-comportamental. Nos dltimos
tempos estudos vem mostrando que o exercicio fisico € benéfico para o tratamento
de diversas doencas que afetam o sistema nervoso central. Assim, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do exercicio fisico no equilibrio e na funcdo motora de
ratos tratados com VCR. Ratos wistar (270 e 300g) foram tratados com dose Unica
semanal de 0,5mg/kg de VCR por duas semanas, totalizando uma dose acumulada
de 1 mg/kg, por via intraperitoneal. Os ratos dos grupos controles foram tratados
com solucéo salina (0,9% NacCl). Antes do tratamento os ratos foram treinados por
seis semanas com natacéo 1 h / dia, 5 dias/semana, com sobrecarga de 5% do peso
corporal denominado grupo treinado, ou com natagcédo placebo em um tanque com
agua a 5 cm de profundidade, sem carga extra que foi chamando de grupos
sedentario. Os testes Rotarod (equilibrio), Grip-Test (forca muscular), Campo aberto
(exploracéo) e o Placa quente (sensibilidade periférica) foram conduzidos nos dias 1
e 7 apbs cada aplicacdo de VCR. Como resultados observou-se que o treinamento
de natacdo neutralizou os efeitos deletérios do quimioterdpico em relacdo ao
equilibrio corporal. Sugere-se um efeito per se do exercicio, pois este aumentou a
distancia percorrida pelos ratos treinados, porém nado houve efeito significativo no
movimento de exploragcdo no campo aberto nem aumento de for¢ca muscular. O
exercicio fisico neutralizou o dano de sensibilidade periférica provocado pela VCR.
Esse conjunto de resultados sugere que o exercicio fisico pode neutralizar os efeitos
neurotdxicos do VCR, e poder ser usado junto com a quimioterapia.

Palavras-chave: exercicio fisico; natacao; quimioterapia; vincristina;
comportamento; equilibrio corporal; ratos.

ABSTRACT: The Vincristine (VCR) is a widely used chemotherapy in various
cancers such as leukaemia, however one of the major side effects are damage to the
motor system and cognitive-behavioral. Recently studies has shown that exercise is
beneficial for the treatment of various diseases affecting the central nervous system.
Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of physical exercise on the
balance and on motor function of rats treated with VCR. Wistar rats (270 and 300 g)
were treated with a single dose of weekly 0, 5 mg/kg of VCR for two weeks, totaling a
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cumulative dose of 1 mg/kg intraperitoneal. The group controls rats were treated with
saline solution (0.9% NaCl). Before treatment the rats were trained for six weeks with
swimming 1:00/day, 5 days/week, with 5% overload body weight trained group, or
with placebo swimming in a tank with water to 5 cm deep, without extra charge which
was calling from sedentary groups. Rotarod tests (balance), Grip Test (muscle
strength), the open field (exploration) and the hot plate (peripheral sensitivity) were
conducted on days 1 and 7 after each application of VCR. As a result it was
observed that the training of swimming has undermined the deleterious effects of
chemotherapy relative to body balance. It suggests an effect per se, because this
increased the distance travelled by the trained rats, but there was no significant effect
on the movement of farm in open country or increase muscle strength. Exercise
neutralized the damage caused by the peripheral sensitivity VCR. This set of results
suggests that exercise can counteract the neurotoxic effects of the VCR, and can be
used in conjunction with chemotherapy.

Keywords: physical exercise; swimming; chemotherapy; Vincristine; behavior; body
balance; rats
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INTRODUCAO

O cancer é uma doenca que representa a primeira causa de morte nos paises
desenvolvidos e, dentro de poucas décadas, também sera a principal causa de
mortalidade em todos os continentes, independentemente do nivel socioecondmico
(BRAY et al., 2012). Além de ser um investimento anual de alto custo, o tratamento
de canceres, em sua grande maioria, € considerado como um dos problemas mais
desafiadores da medicina. Isto por que drogas anti-tumorais na maioria das vezes
apresentam algum efeito colateral danoso ao individuo em tratamento. Entre os
efeitos toxicos mais frequentes, estdo os do sistema nervoso periférico e central,
como consequéncia os individuos apresentam disturbios no equilibrio corporal, como
labirintite, quedas e na funcdo motora como tremores e perda da forca muscular
(CHABNER e ROBERTS, 2005).

Atualmente os alcal6ides da familia da Vinca vem sendo utilizados como
guimioterapicos, por que estes apresentam funcdo antimitética, ou seja, atuam
ligando-se aos microtubulos impedindo a formacéo do fuso acromatico, resultando
na interrupcdo da divisdo celular (COPPOC, 2009). A Vincristina (VCR) é um
guimioterapico dessa familia é muito utilizado no tratamento de tumores malignos
como leucemia linfocitica aguda, neuroblastoma, cancer de mama, linfomas,
osteossarcoma entre outros (ANVISA, 2008). Apesar de sua grande atuagcédo a VCR
apresenta muitos efeitos colaterais entre eles estdo a alteracdes do equilibrio
através de danos vestibulares por agressdo ao oitavo nervo craniano, tontura,
nistagmo, vertigem (ANVISA, 2008) e neuropatia periférica (KRARUP-HANSEN et
al., 2007). O mecanismo de acao deletério da VCR, ainda é pouco elucidado, mas
pesquisas mostram que uma das explicacbes pode ser o desbalanco oxidativo,
levando a um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no
cérebro, causando assim, uma reducgéo da viabilidade dos neurénios (WICK et al.,
2004).

Existem evidéncias dos beneficios a saide em geral da pratica regular de
exercicio fisico, tanto em pessoas saudaveis como em diversas doencas: diabetes
mellitus, asma, obesidade, hipertenséao, artroses e artrites ( WARBURTON, NICOLI E
BREDIN, 2006; MONZILLO et al., 2003). No entanto, os efeitos do exercicio fisico no
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sistema nervoso central ainda apresentam resultados insuficientes. Evidéncias tem
mostrado que exercicios moderados aumentam a cogni¢éo, uma vez que o cérebro
€ responsivo a atividade fisica (ARIDA et al., 2004). Isso quer dizer que a atividade
fisica apresenta potencial na prevencdo e tratamento de danos traumaticos
cerebrais (MATTSON, 2000), assim como em doengas neurodegenerativas como a
doenca de Parkinson (SCANDALIS et al., 2001) e a doenca de Alzheimer (WOLF et
al., 2006).

O exercicio fisico € considerado uma prevencao primaria atuando diretamente
na causa para prevenir a ocorréncia de doencas, e também como tratamento auxiliar
na reabilitacdo como no caso de infarto do miocardio. Porém, os estudos mostrando
os beneficios do exercicio fisico durante o tratamento de quimioterapico ainda sao
insuficientes. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos protetores do
exercicio fisico nas alteracfes da funcdo motora (comportamento motor e equilibrio)

em ratos tratados com Vincristina.

MATERIAIS E METODOS

Logistica do estudo

Foram utilizados ratos Wistar machos fornecidos pelo Biotério Central da
UFSM, com peso variando entre 270 e 300g, mantidos em ciclo claro-escuro de 12
horas a temperatura de 22 + 1°C, com alimento e agua ad libitum. Todos os
protocolos foram submetidos & avaliagdo pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Santa Maria (parecer 090/2014). O numero de animais utilizados foi o
minimo possivel de modo a fornecer efeitos consistentes de nossos resultados. Os
procedimentos experimentais foram realizados durante a fase clara do ciclo (9:00h —
16:00h).

Para a realizacado deste estudo os animais foram divididos em dois grupos
com relacdo a pratica de natacdo: treinados (n=20) e sedentarios (n=20). ApoOs o

periodo de natacdo de seis semanas, em cada grupo, os ratos foram tratados ou
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com Vincristina (VCR; n=10) ou com soluc¢éo salina (0,9% NaCl; n=10) nos dias O e
7, segundo o desenho experimental deste estudo (Figura 1), respeitando assim, o
intervalo de uma semana entre as aplicacdes. Nos dias 1, 7, 8 e 15 os animais foram
submetidos a testes de avaliacdo do equilibrio corporal e do comportamento motor.

No dia 15 os animais foram eutanasiados.

Treinamento fisico

O protocolo de natacdo escolhido ja teve comprovada a sua eficacia em
relacdo a protecdo ao sistema nervoso central (cértex cerebral) (GOBATTO et al.,
2001; SOUZA et al., 2009). A descricédo é feita a seguir:

No periodo de seis semanas, 0s ratos selecionados para o0 grupo dos
treinados foram submetidos ao exercicio de natacdo em estilo livre realizado em um
tambor de plastico circular (diametro, 120 cm; profundidade, 90 cm) cheio com agua
mantida a uma temperatura de 32 + 2°C. O exercicio consistiu de natacdo diaria por
60 minutos, cinco dias por semana, durante seis semanas. Na primeira semana de
exercicio, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo a natacdo sem
pesos. ApGs o periodo de adaptacdo, os ratos foram submetidos ao exercicio de
natacdo com uma carga de trabalho (5% do peso corporal), para melhorar a
resisténcia cardiorrespiratéria (GOBATTO et al., 2001).

Ja4 os ratos do grupo dos sedentarios foram colocados em um tanque
separado com pouca agua (5cm de profundidade) a 32°C+ 2°C, 5 dias/semana, sem
carga extra. ApOs as seis semanas, 0s ratos dos dois grupos receberam o
tratamento com Vincristina ou com solugao salina.

Administragcédo de Quimioterapia

O Sulfato de Vincristina foi dissolvido em solugdo salina (0,9% NacCl) e

administrado em duas doses de 0,5 mg/kg (dosagem calculada por peso corporal do
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dia), com intervalo de uma semana entre elas, gerando uma dose acumulada de 1,0
mg/kg. Os ratos selecionados para controle receberam a mesma dosagem de NacCl.

Nos ratos a via intraperitoneal é classicamente utilizada para substituir a via
intravenosa, uma vez que a cinética do farmaco é bastante semelhante nesta
espécie (NADULSKA, KLUKOWSKA e DYBA, 2002), e por isso foi a escolhida neste
estudo.

Estudo do comportamento motor e do equilibrio

Para a avaliacdo do equilibrio corporal foi utilizado o Rotarod (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, EUA). Os ratos, individualmente, foram colocados no topo
da haste de rotacao (diametro de 4cm) de modo que a locomocgéo para frente fosse
necessaria a fim de evitar uma queda. Os animais foram testados utilizando-se uma
velocidade constante de 18rpm por um tempo maximo de 5 minutos. A laténcia para
a queda foi automaticamente registrado por uma placa magnética contida no proprio
aparelho. Nos primeiros dois dias ap0s o término da natacdo, a cada rato foi
permitido familiarizar-se com o aparelno na velocidade constante de 18rpm
(SHABANI et al., 2011). O teste foi realizado nos dias 1, 7, 8 e 15 e, incluiu um teste
inicial, sem tratamento quimioterapico, para avaliacdo do estado basal (dia 0).

Como medida de forca muscular foi utilizado o Grip-Test em conformidade
com Wijk (2008). Neste teste o desempenho de cada rato é medido pelo tempo que
este permanece suspenso em um arame afixado a 20 cm do solo. Para isso, cada
animal foi aleatoriamente submetido a trés ensaios com um intervalo de descanso
de 30min entre as tentativas. O Grip-Test foi realizado apd6s as aplicacdes de
quimioterapia nos dias 1, 7, 8 e 15, para observacdo das alteracdes de forca
muscular entre grupos em funcao do tempo.

Para avaliar o comprometimento motor dos ratos expostos a VCR, foram
testadas as suas atividades em Campo Aberto. Teste descrito por Shabani et al.
(2011) e modificado neste estudo. Os animais foram colocados numa area quadrada
(56 cm de largura x 56 cm de comprimento x 20 cm de altura), com subdivisbes no

piso que indicavam pequenos quadrantes que definiam as areas central e periférica.
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A locomocédo na é&rea foi rastreada ao longo de um periodo de 4 min, registados
utilizando uma camera monocromatica de resolucdo elevada e armazenados e
analisados com Software Ethovision (v.8). A distancia total movimentada (mm), a
meédia de velocidade (mm/s), e tempo de exploracdo em pé (s), foram calculados
para posterior comparagao entre grupos (SHABANI et al., 2011). A avali¢cao do teste
Campo Aberto foi realizado apds as aplicacdes de quimioterapia nos dias 1, 7, 8 e
15, para observacdo das alteracdes comportamentais entre grupos em funcéo do
tempo.

Os efeitos potenciais da VCR na funcdo do nervo sensorial (sistema nervoso
periférico) foram avaliados pelo teste da Placa Quente. Este modelo utiliza a
temperatura como estimulo nociceptivo. Sendo assim, os animais foram colocados
em uma placa aquecida (socrel Hot DS37 modelo prato, Ugo Basile, Italia) a 52 *
0,2°C e o tempo foi calculado até que o primeiro episddio de sensibilidade ao calor
fosse percebido (laténcia). Este incluiu: pulo, retirada da pata traseira e posterior
lambedura da pata (TITA et al., 2001). Este teste foi realizado nos dias 7 e 15 apos
cada dosagem de quimioterapia.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica atraves de teste
de ANOVA de duas vias com medidas repetidas, confirmada pelo teste de post hoc
de Tukey, utilizando o programa de producdo de gréaficos e estatistico GraphPad
Prism 6.0. Foram considerados resultados estatisticamente significativos aqueles
onde p <0,05.

RESULTADOS

A amostra incluiu um total de 40 ratos, sendo 10 de cada grupo experimental.
Os resultados demonstraram efeito benéfico do exercicio fisico na protecdo do
equilibrio corporal e na funcdo motora de ratos tratados com VCR, no modelo de

administracao descrito.
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Na figura 1 podemos observar que o grupo de ratos treinados e tratados tanto
com VCR e NaCl tiveram melhor desempenho no equilibrio quando comparados
com o grupo sedentario tratado com VCR, isto demonstra que o exercicio fisico foi
capaz de proteger contra os danos causados pelo quimioterapico (p=0,002). No dia
15, a média de tempo no Rotarod para o Grupo Sedentario/ NaCl (Controle) foi de
283,3+38,2 e 0 Grupo Sedentario/VCR foi de 103,5+44,5, mostrando diferenca
significativa entre eles. Ja a média do Grupo Treinado/VCR foi de 295,0+21,9
mostrando grande semelhanca com o grupo controle. Com isso, podemos inferir que
o treinamento de natag&o neutralizou o efeito da VCR.

Ja os ratos do Grupo Sedentario/VCR permaneceram no Rotarod periodos
significativamente mais curtos quando comparados ao seu respectivo grupo controle
bem como aos Grupos Treinados (VCR ou NaCl). A perda do equilibrio aumentou

progressivamente em funcéo do tempo de exposicéo.
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Figura 1: Efeito da VCR no equilibrio corporal dos ratos Treinado e dos ratos Sedentérios, avaliados
no Rotarod nos periodos pré-quimioterapia (dia 0), um e sete dias ap6s a primeira dose (dias 1 e 7) e

um e sete dias apos a segunda dose do quimioterapico (dias 8 e 15). Valores obtidos por médias.

No Grip-Test ndo foi observada diferenca significativa da forca muscular entre
os Grupos Sedentario/NaCl (5,6+1,4) e Sedentario/VCR (4,0+£0,9), com p=0,284.

Isso mostra que a VCR, da maneira que foi administrada, n&o influencia
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negativamente na forca muscular dos ratos. No entanto pode-se observar que 0s
ratos do Grupo Treinado/ VCR (7,6%1,5) tiveram um resultado melhor e significativo
em comparacdo com o Grupo Sedentario/VCR (p=0,004) (Figura 2).

Grip-Test
& Treinado/ VCR
— 257 = Treinado/NaCl
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1d 7d 8d 15d
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Figura 2: Efeito da VCR na for¢ca muscular dos ratos Treinado e dos ratos Sedentarios, avaliada com
o Grip-Test, um e sete dias apos a primeira dose (dias 1 e 7) e um e sete dias apés a segunda dose

do quimioterdpico (dias 8 e 15). Valores obtidos por média.

No presente estudo, a administracdo do farmaco Vincristina ndo diminuiu
significativamente o tempo de exploracdo em pé (p=0,166), nem a distancia total
percorrida (p=0,776), nem a velocidade média dos animais (p=0,990) no Campo
Aberto. No dia 15, a média do tempo de exploracdo em pé do Grupo
Sedentéario/NaCl foi de 10,0+2,47 e do Grupo Sedentario/VCR foi de 10,25+2,42. Ja
0 Grupo Treinado/NaCl teve média de 16,75+2,35, mostrando diferenga significativa
do grupo controle (p=0,005) e, sendo assim, um efeito per se do treinamento de
natacéo sobre a exploracdo do ambiente pelos animais (Figura 3).

Apesar de néo ter sido encontrada diferenca significativa para o tratamento
com VCR nos parametros do Campo Aberto analisados, pode-se perceber alteracéo
na atividade exploratéria espontanea no grupo que recebeu quimioterapia, através
do rastreio do software utilizado no teste. Alteragdo esta, que foi neutralizada pelo

exercicio fisico (Figura 4).
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No dia 15, também, a média da distancia total percorrida pelo Grupo
Sedentéario/NaCl foi de 2402,6+324,3 e pelo Grupo Sedentério/VCR 1719,5+324.3,
demonstrou tendéncia a diminuicdo da distancia, mas esta nao foi significativa para
o tratamento com VCR. Porém, a média do Grupo Treinado/NaCl foi de
3993,3+359,9 indicando diferenca significativa do grupo controle (p=0,001) e, sendo

assim, um efeito per se do treinamento de natacéo (Figura 3).
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Figura 3: Teste de Campo Aberto realizado um e sete dias apds a primeira dose (dias 1 e 7) e um e
sete dias apds a segunda dose de quimioterapia (dias 8 e 15). A Tempo de exploracdo em pé; B

Distancia total de deslocamento em mm e C Média de velocidade de deslocamento em mm/s.

Figura 4: A atividade exploratéria espontanea medida no Campo Aberto apresentou-se alterada nos
ratos tratados com Vincristina (VCR) no sétimo dia apds a segunda dose do quimioterapico (dia 15).
Dose acumulada de 10,0mg/kg. Isto é visivel quando comparamos o trajeto realizado pelos animais
de cada grupo, indicando que a VCR provocou disturbio na fungcdo motora dos animais e o exercicio
fisico prévio foi capaz de reduzir esta disfungcdo. A Grupo Treinado/ NaCl; B Grupo Treinado/ VCR; C

Grupo Sedentario/ NaCl (controle); D Grupo Sedentario/ VCR.

Pode-se observar, também, que os ratos do Grupo Sedentario/VCR
apresentaram diminuicdo de sensibilidade a dor, levando mais tempo para reagir ao
calor da Placa Quente em comparac¢ao com os outros grupos (Figura 5). No dia 15 a
média de tempo de laténcia foi de 8,6+0,8 para o Grupo Sedentario/NaCl e de
11,3+1,4 para o Grupo Sedentario/VCR, mostrando uma diferenca significativa entre
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eles (p=0,022). Ja a média do Grupo Treinado/VCR foi de 8,7+1,2, assemelhando-se
ao resultado do grupo controle e, mostrando assim, que o treinamento de natagao

neutralizou o efeito da VCR sobre a sensibilidade periférica.

Placa Quente
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Figura 5: Analise do efeito da VCR na sensibilidade periférica dos ratos Treinados e dos ratos
Sedentérios, avaliada com o teste da Placa Quente, sete dias apds a primeira dose (dia 7) e sete dias

apos a segunda dose do quimioterapico (dia 15).

DISCUSSAO

Os componentes dos alcalbéides da Vinca, presentes na Vincristina (VCR),
induzem neuropatia periférica cronica de forma ja bem conhecida, mas a sua
neurotoxicidade motora e cognitiva ainda ndo esta bem elucidada. Estas drogas
contém neurotoxinas potentes e produzem lesdes generalizadas a nivel de cortex,
talamo, giro denteado do hipocampo, e nicleo caudal dependente da dose (RZESKI
et al., 2004). As funcbes do cerebelo de ratos sao, também, profundamente afetados
por exposicdo a VCR, sendo observados déficits cognitivos, comportamentais e de
funcdo motora na dose acumulada de 1,0mg/kg (SHABANI et al., 2012).

Nesta pesquisa, foi observada uma diminui¢do significativa do equilibrio

corporal e da funcdo motora nos ratos tratados com o quimioterapico VCR. No
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Rotarod o tempo de permanéncia dos animais tratados foi significativamente menor
em comparacao ao grupo controle, indicando importante déficit de equilibrio.

No Campo Aberto ndo houve uma diminuicdo significativa na velocidade
meédia, no tempo de exploracdo em pé e na distancia total percorrida pelos animais
tratados com VCR (em comparacdo com o grupo controle) o que vai de encontro ao
estudo de Barzegar-Fallah et al. (2014), em que, no campo aberto a VCR causou
perturbacdes da marcha, tornando a distancia total de movimento e percentagem da
duracdo total do movimento, significativamente reduzidas. Nesse estudo, O
Tropisetron pré-tratamento foi capaz de normalizar esse problema. Porém, no
presente estudo, observou-se que 0s animais que realizaram exercicio fisico
percorreram uma distancia maior que os sedentarios e exploraram por mais tempo
(em pé) o ambiente. Além disso, 0os animais que receberam VCR ndo alteraram
muito seu trajeto durante o movimento, indicando que suas atividades exploratérias
espontaneas foram reduzidas.

Visualizou-se, também, alteracao significativa no teste da Placa Quente, com
aumento da laténcia para a retirada da pata no Grupo Sedentario/ VCR. Isto
corrobora com o estudo realizado por Barzegar-Fallah et al. (2014), em que foi
utilizada uma dose acumulada um pouco maior, de 1,5mg/kg, foi possivel observar
que a laténcia na Placa Quente (indicando dano neuropético periférico) apds o
sétimo dia de estudo foi significativamente aumentada em animais tratados com
VCR em compara¢cdo com o grupo controle.

A administracdo de VCR também causou toxicidade geral visivel (frouxidao e
diminuicdo da quantidade de fezes, alopecia e postura anormal que consiste em pé
e queda de cabeca) nos ratos tratados e uma diminuicdo do peso corporal, o que
também foi observado no trabalho de Barzegar-Fallah et al. (2014). Apesar disso,
nao observamos diminuigéo significativa da forgca muscular, avaliada pelo Grip-Test,
nos ratos tratados com VCR. Entretanto, houve um aumento importante da forca
muscular nos ratos treinados, em comparacdo com os sedentarios, beneficio este
gue ja é bastante conhecido pela literatura.

No presente estudo, os déficits importantes da funcdo motora e do equilibrio
corporal foram amenizados notadamente nos ratos que realizaram treinamento de
natacdo prévio ao tratamento com VCR. E visto que o exercicio fisico melhora a
funcdo cognitiva e melhora a disfuncdo motora (KIM et al., 2011; HEO et al., 2014).
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Em um estudo realizado por Griesbach et al. (2007), em que o exercicio voluntério
com ratos foi iniciado duas semanas ap0s o traumatismo cranio encefélico leve,
observou-se aumento dos marcadores da plasticidade sinaptica, concomitante com
a melhora no desempenho dos animais em testes de aprendizado e memoria. Ja o
estudo de Lee et al. (2014) verificou que exercicios em esteira aliviam disfuncéo
motora de coordenacdo e equilibrio, reduzindo a perda de células de Purkinje por
meio da supressdo dos astrgcitos reativos no cerebelo de ratos com doenca de
Alzheimer.

Os resultados do presente estudo mostram, principalmente, a importancia de
manter-se ativo fisicamente, visando amenizar possiveis danos causados nho
equilibrio corporal e na funcdo motora pela administracdo sistémica de

guimioterapia, como € o caso da Vincristina.
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EFEITO PROTETOR DO TREINAMENTO DE NATACAO NO METABOLISMO
OXIDATIVO-INFLAMATORIO DE RATOS TRATADOS COM VINCRISTINA

PROTECTIVE EFFECT OF SWIMMING TRAINING ONMETABOLISM OXIDATIVE-
INFLAMMATORY OF RATS EXPOSED TO VINCRISTINE

RESUMO: O exercicio fisico tem se mostrado benéfico ao sistema nervoso central e
ao sistema imunologico em diversas situacbes. A Vincristina (VCR) € um
quimioterapico usado para diversos tipos de canceres, e tem como um dos principais
efeitos colaterais o comprometimento do equilibrio e o desbalanco oxidativo-
inflamatorio. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito protetor
do exercicio fisico no metabolismo oxidativo do cerebelo de ratos tratadas com VCR,
bem como, seu efeito no sistema imunoldgico. Para isso, ratos com peso entre 270-
300g foram divididos em dois grupos: grupo treinado (n=20, 6 semanas de natacao,
1h/dia, 5 dias/semana, com sobrecarga de 5% do peso corporal) e grupo sedentario
(n=20, natacao placebo em um tanque com agua a 5cm de profundidade, sem carga
extra). Apds as 6 semanas, os dois grupos (n=10 de cada) foram tratados com dose
Gnica semanal de 0,5mg/kg de sulfato de vincristina, durante duas semanas,
totalizando uma dose acumulada de 1 mg/kg, por via intraperitoneal. Os ratos
utilizados nos grupos controle (n=10 dos treinados e n=10 dos sedentarios)
receberam a mesma dose de solucdo salina (NaCl). Sete dias apds a ultima
dosagem de quimioterapia, foram retiradas as amostras de cerebelo para analise
bioguimica-oxidativa (DCFH, SOD e CAT) e amostras de sangue para analise de
Picogreen e hemograma. Observamos um efeito protetor do exercicio fisico nos
ratos, uma vez que os niveis de ROS foram diminuidos e as enzimas do sistema
antioxidante do cerebelo SOD e CAT modularam positivamente naqueles que
treinaram. Na analise de Picogreen, observamos uma protecdo do exercicio fisico
contra o dano de DNA. No hemograma, o0s ratos treinados mantiveram o0s
parametros analisados dentro dos valores de referéncia quando comparados aos
sedentarios tratados com VCR. Sendo assim, o exercicio fisico de natagdo mostrou-
se um grande aliado na protecdo do metabolismo oxidativo-inflamatoério frente a
toxicidade do quimioterapico Vincristina.

Palavras-chave: exercicio  fisico; natacdo;  quimioterapia;  vincristina;
neurotoxicidade; cerebelo; ratos

ABSTRACT: Exercise has been shown to be beneficial to the central nervous
system and the immune system in various situations. The Vincristine (VCR) is a
chemotherapy used for several types of cancers, and is one of the major side effects
the commitment to balance the oxidative imbalance and inflammatory. Therefore, the
present study aimed to evaluate the protective effect of physical exercise on
oxidative metabolism in the cerebellum of rats treated with VCR, as well as their
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effect on the immune system. To do this, rats weighing between 270-300 g were
divided into two groups: trained group (n=20, 6 weeks of swimming, 1:00/day, 5
days/week, with 5% overload body weight) and sedentary group (n=20, placebo
swimming in a tank with water to 5 cm deep, with no extra charge). After 6 weeks, the
two groups (n=10 each) were treated with a single dose weekly, totaling a cumulative
dose of 1 mg/kg intraperitoneal. The rats used in control groups (n=10 of trained and
n=10 of sedentary) received the same dose of saline (NaCl). Seven days after the
last dosage of quimioteapia, cerebellum samples were taken for biochemical
analysis-oxidative (DCFH, SOD and CAT) and blood samples for analysis of
Picogreen and CBC. We see a protective effect of exercise in rats, since the levels of
ROS were reduced and the system of antioxidant enzymes cerebellum SOD and
CAT modulated positively those who trained him. Picogreen analysis, it was
observed an exercise protection against DNA damage. The CBC, the trained rats
maintained the parameters analyzed within reference values when compared to
sedentary treated with VCR. Thus, the swimming exercise proved to be a great ally in
protecting the oxidative metabolism-inflammatory front chemotherapy toxicity
Vincristine.

Keywords: physical exercise; swimming; chemotherapy; Vincristine; neurotoxicity;
cerebellum; rats
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INTRODUCAO

O tratamento dos canceres é atualmente, um dos problemas mais
desafiadores da medicina (CHABNER e ROBERTS, 2005). O Instituto Nacional do
Cancer (INCA), em sua Estimativa 2014, valida até final do ano de 2015, estimou
cerca de 580 mil casos novos da doenca neste periodo e, a previsao foi que o valor
alocado no fortalecimento do atendimento em oncologia chegasse a R$ 4,5 bilhdes,
também neste periodo (INCA, 2013).

Os quimioterapicos antineoplasicos sdo bastante utilizados pois a terapia com
estes medicamentos atinge igualmente as metastases disseminadas pelo corpo.
Entretanto, ha desvantagens importantes a serem consideradas principalmente
aguelas relacionadas aos seus efeitos colaterais, pois em sua grande maioria estes
medicamentos apresentam baixo indice terapéutico, ou seja, dose terapéutica muito
préoxima a dose téxica (FUKUMASU, 2008).

Os quimioterapicos ndo atuam exclusivamente sobre as células tumorais. As
estruturas normais que se renovam constantemente, como a medula 6ssea, 0s pelos
e a mucosa do tubo digestivo, sdo também atingidas pela acdo destes (INCA, 1999).
Sendo assim, o tratamento com quimioterapia esta constantemente associado com
aplasias e hipoplasias ésseas, caracterizando diminuicdo das células sanguineas de
defesa e anemias.

A Vincristina (VCR) € um alcaldéide da vinca que atua nas células,
promovendo ruptura do fuso mitético e, com isso, interrompendo a divisdo celular.
Esta droga causa alteracdes imunolégicas como a leucopenia (diminuicdo dos
glébulos brancos no sangue) e em consequéncia disso ha um aumento da
suscetibilidade a infeccbes (PEREZ et al., 2005; ANVISA, 2009).

Aléem disso, a VCR & um quimioterapico capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica e por isso esta associado com relevante neurotoxicidade (PELS et
al., 2003). Mecanismos moleculares da neurotoxicidade induzida por quimioterapia
ainda nao foram completamente elucidados. Sabe-se que ha um aumento de
peroxidacdo lipidica no tecido cerebral de ratos expostos a VCR, indicando
associacdo do quimioterapico com aumento do estresse oxidativo (MARTINS et al.,

2011). O sistema nervoso central (SNC) é mais suscetivel a danos oxidativos, pois
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apresenta grande atividade energética mitocondrial dependente de oxigénio,
associada a elevada concentracdo de ferro livre e lipidios polinsaturados, e baixos
niveis de enzimas antioxidantes (TER-MINASSIAN, 2006). A crescente associacao
de alguns quimioterapicos com estresse oxidativo tem alertado as pesquisas para a
busca de estratégias que visam a prevencédo contra acao de radicais livres no tecido
nervoso.

Ainda existem poucos estudos sobre a sensibilidade diferencial dos neurdnios
do cerebelo, astrocitos e células neoplasicas aos medicamentos quimioterapicos. O
estudo in vitro de Wick et al. (2004), evidenciou que os quimioterapicos Cisplatina,
Lomustina, Vincristina e Cloridrato de Topotecana reduziram a viabilidade celular de
neurdnios cerebelares. Neste estudo, o fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) foi o que preveniu a morte celular neuronal induzida pelos quimioterapicos.
Nesse sentido, terapias que modulem positivamente o sistema antioxidante podem
ser importantes ferramentas no tratamento de diversas doencas e toxicidades que
afetem o SNC. Estudos em modelos experimentais mostraram que a atividade fisica
aumenta a expressdo de BDNF (RADAK et al.,, 2006; DIETRICH, ANDREWS e
HORVATH, 2008; GRIESBACH, HOVDA e GOMEZ-PINILLA, 2009) e modula
positivamente o sistema antioxidante, aumentando o conteddo e/ou atividade das
enzimas SOD, CAT e GPx tanto no musculo como no cérebro de ratos (RAMBO et
al.,, 2009; STEINER e PHILBERT, 2011), bem como, melhora a taxa de
sobrevivéncia de neurénios de Purkinje via infra-regulacdo dos astrocitos reativos
(LEE et al., 2014).

O sistema imunolégico, também, é altamente influenciado pelo exercicio
(KRZYWKOWSKI et al., 2001; NEIMAN, 2001). A préatica de atividade fisica
influencia no aumento ou na diminuicdo de chances do organismo em contrair
infeccobes (PEDERSEN e HOFFMEN-GOET, 2000; JONSDOTTIR, 2000;
KRZYWKOWSKI, et al.,, 2001). Estudos indicam, também, que parece haver uma
melhor modulacdo da funcdo imunoldgica, devido ao incremento do numero de
células Natural Killer (NK) e linfocitos circulantes (JONSDOTTIR, 2000). Nessas
condi¢des o sistema imunologico estaria mais qualificado para combater o cancer.

O cancer, assim como seu tratamento, afeta diretamente a qualidade de vida

dos pacientes. Pensando nisso, 0 objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do
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exercicio fisico nos parametros bioquimicos e imunolégicos de ratos expostos ao

tratamento quimioterapico com Vincristina.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Para a realizacdo desta pesquisa, foram utilizados ratos Wistar machos
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria, com peso
variando entre 270 e 300g, mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas a
temperatura de 22 + 1°C, com alimento e agua ad libitum. Todos os protocolos foram
submetidos a avaliacdo pelo comité de ética da Universidade Federal de Santa
Maria (parecer 090/2014). E o numero de animais utilizados foi 0 minimo possivel de
modo a fornecer efeitos consistentes de nossos resultados. Para a realizacdo deste
estudo os animais foram divididos em dois grupos com relacao a pratica de natacao:
Treinados (n=20) e Sedentarios (n=20). Apdés o periodo de natacdo de seis
semanas, em cada grupo, os ratos foram tratados ou com Vincristina (VCR; n=10)
ou com solucéo salina (0,9% NaCl; n=10), respeitando o intervalo de uma semana
entre as doses Unicas aplicadas. Sete dias depois da segunda dose de
quimioterapia, os animais foram eutanasiados e os tecidos cerebelar e sanguineo

foram coletados para analises bioquimicas.

Protocolo de Natacao

O protocolo utilizado, baseou-se nos estudos de Gobatto et al. (2001) e Souza
et al. (2009). No periodo de seis semanas, 0s ratos selecionados para o grupo dos
Treinados foram submetidos ao exercicio de natagdo em estilo livre realizado em um

tambor de plastico circular (diametro, 120cm; profundidade, 90 cm) cheio com agua
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mantida a uma temperatura de 32 + 2°C. O exercicio consistiu de natacao diaria por
60 minutos, cinco dias por semana, durante seis semanas, entre 9:00 e 11:00 da
manha. Na primeira semana de exercicio, os animais foram submetidos a um
periodo de adaptacédo a natacdo sem pesos. Apos o periodo de adaptacado, os ratos
foram submetidos ao exercicio de natacdo com uma carga de trabalho (5% do peso
corporal), para melhorar a resisténcia (GOBATTO et al., 2001). Ja os ratos do grupo
dos sedentérios foram colocados em um tanque separado com pouca agua (5cm de
profundidade) a 32°C+ 2°C, 5 dias/semana, sem carga extra. ApOs as seis semanas,

os dois grupos receberam o tratamento com VCR ou salina.

Administracdo de Quimioterapia

Para a administracdo de quimioterapia optou-se pela via intraperitoneal, uma
vez que a cinética do farmaco € bastante semelhante a via intravenosa, utilizada em
humanos (NADULSKA, KLUKOWSKA e DYBA, 2002). O Sulfato de Vincristina foi
dissolvido em solucdo salina (0,9% NaCl) e administrado em duas doses de 0,5
mg/kg (dosagem calculada por peso corporal do dia), com intervalo de uma semana
entre elas, gerando uma dose acumulada de 1,0 mg/kg. Os ratos selecionados para

controle receberam a mesma dosagem de NaCl, apenas.

Andlises bioquimicas

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo sete dias apds a ultima
aplicacédo do quimioterapico (dia 15). O cerebelo foi exposto por remog¢do dos 0Ssos
parietal e occipital e foi congelado a -80°C para conservacgéo da estrutura e posterior
analises bioquimicas.

O potencial geracdo de ROS pelos tratamentos foi monitorada através o uso
de uma sonda fluorescente, a 2,7’- diclorofluoresceina (DCF). Este ensaio foi
baseado no seguinte pressuposto quimico: o diacetato de diclorofluoresceina
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(DCFH-DA) é capaz de se difundir através de membranas celulares. Dentro das
células esta molécula é deacetilada pela acdo das enzimas esterases intracelulares.
Esta reacdo forma, por sua vez, um produto nao-fluorescente, a
dihidroclorofluoresceina (DCFH). A DCFH na presenca de ROS € oxidada
(preferencialmente peréxidos, hidroperoxidos e NOe) passando para uma forma
altamente fluorescente a diclorofluoresceina (DCF). Assim, quanto maior a
fluorescéncia detectada pela maior absorbancia avaliada pelo fluorimetro, maior a
ocorréncia de compostos oxidantes. Os resultados do DCFH foram expressos em
porcentagem do controle (%).

A atividade da enzima Catalase (CAT) foi analisada espectrofotometricamente
pelo método de Aebi (1984), que envolve o monitoramento do desaparecimento de
H.O, na presenca da enzima no comprimento de onda de 240 nm. Apds o
tratamento das células cerebelares, uma aliquota destas foi adicionada em tampéo
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, e a reacdo enziméatica foi iniciada pela adicao de
H.O,. Os resultados foram expressos em Units/ mg de proteina.

Para verificar a atividade da Superoxido Dismutase (SOD), uma parte do
cerebelo foi homogenizada adequadamente num volume de 40 (w/v) com Tris-
HCI10mM (pH 7.4), e o ensaio foi realizado conforme o método descrito por Misra e
Fridovich (1972). A SOD foi expressa por Units/mg de proteina.

Para o estudo hematolégico o sangue foi coletado da veia hepatica no
momento do sacrificio, na quantidade de 2ml, em frascos contendo 0,1mg do
anticoagulante EDTA (etileno diamino tetra acetato de sodio). O hemograma foi
realizado em todos os grupos ao final do protocolo a fim de observar os principais
efeitos do quimioterapico Vincristina e do treinamento de natacdo no sistema
imunoldgico. Foram considerados os valores de plaquetas, leucécitos totais, e
hematdcrito sanguineos. Este exame foi realizado no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Santa Maria, Estado do Rio Grande do Sul pelos
profissionais responsaveis pelo exame no local, com a observacdo da pesquisadora
responsavel por este estudo.

Essa técnica pode ser utilizada para a quantificacdo do DNA liberado no meio
devido a apoptose celular, com o objetivo de detectar citotoxicidade. Pode ser
também empregada como uma medida de genotoxicidade quando for utilizada a
molécula de DNA pura exposta a um determinado composto.
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Para a realizacdo desta técnica foi utilizado o plasma sanguineo e os
procedimentos realizados seguiram o protocolo descrito por H& et al. (2011).
Primeiramente pipetamos 80 uL de TE 1X, adicionamos 10 uL da amostra e 10 pL
do reagente Picogreen diluido. Homogeneizamos em 8 pelo menos 10 vezes. As
amostras sdo incubadas a temperatura ambiente por no minimo 5 minutos e no
méaximo 30 minutos. A técnica foi realizada em triplicata contendo uma triplicata com
um dsDNA conhecido. A leitura em fluorimetro deu-se nos seguintes comprimentos
de onda:480 nm de excitacdo e 520 nm de emissao. Os resultados foram expressos

em porcentagem do controle (%).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica utilizando-se o teste
de ANOVA de duas vias, utilizando o programa de producéo de graficos e estatistico
GraphPad Prism 6.0. Foram considerados resultados estatisticamente significativos

agueles onde p < 0,05.

RESULTADOS

A amostra incluiu um total de 40 ratos, sendo 10 de cada grupo experimental.

O teste da DCFH mostrou que o Grupo Sedentario/VCR apresentou um
aumento significativo nos niveis de ROS no cerebelo quando comparados ao Grupo
Sedentéario/NaCl (controle) (F(1, 20)=4.82; p<0,05). Ja o Grupo Treinado/VCR
reduziu significativamente a producado de ROS neutralizando o dano provocado pela
VCR (F(1, 20)=13.05; p<0,05. Figura 1). Esse resultado mostra que o0 exercicio

modula o metabolismo oxidativo.
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Figura 1: Andlise do estresse oxidativo pelo aumento do grupo peroxilas no DCFH. **p<0,01 em

relacéo ao grupo controle (Sedentario/ NaCl); ** p<0,01 em relacdo ao Sedentario/ VCR.

As enzimas SOD (F(1, 16) = 9,82; p<0,05. Figura 3A) e CAT (F(1, 20) = 16,13;
p<0,05. Figura 2) tiveram um aumento significativo da sua atividade nos Grupos
Treinados, o que indica maior protecdo aos danos oxidativos de cerebelo pela

pratica de exercicio fisico quando comparado aos Grupos Sedentarios.
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Figura 2: Analise das enzimas antioxidantes. A Atividade da SOD, demonstrada em units/mg de
proteina. B Atividade da enzima Catalase (CAT), demonstrada em units/mg de proteina. ** p<0,01 em

relagdo ao grupo controle (Sedentario/ NaCl); e p<0,01 em relacdo ao Sedentéario/ VCR.

Nas andlises bioquimicas, pode-se observar que o Grupo Sedentario/VCR
apresentou significativa leucocitose, indicando reacdo do organismo a um processo
inflamatério instalado (F(1, 20)=30,05; p<0,05). Tendo como valores de referéncia
7.300 — 12.660pL para leucécitos totais. Os animais do Grupo Treinado/VCR tiveram
esse resultado neutralizado pelo exercicio fisico, visto que os leucdcitos totais
aumentaram pouco em relacdo dos valores de referéncia e nao tiveram diferenca
significativa do Grupo Sedentario/NaCl (controle), apenas do Grupo Sedentéario/VCR
(F(1, 20)=5,60; p<0,05. Figura 3).
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Figura 3: Analise de hemograma. Leucdcitos totais - valores expressos em 103/mm?3, # p<0,001 em

relacéo ao grupo controle (Sedentario/ NaCl); ** p<0,01 em relacdo ao Sedentario/ VCR.

Além disso, considerando os valores de referéncia para plaquetas de 840.000
a 1.240.000pL, pode-se observar importante plaguetopenia (diminuicdo no numero
de plaquetas) nos ratos do Grupo Sedentario/VCR, sugerindo que este medicamento
tenha efeitos toxicos ao sistema imunoldgico (F(1,17)=16,14; p<0,05). O exercicio
fisico foi capaz de neutralizar este dano pois o Grupo Treinado/VCR ndo apresentou
diferenca significativa do grupo controle, apenas do Grupo Sedentario/VCR (F(1,
17)=7,72; p<0,05. Figura 4).
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Figura 4: Andlise de hemograma. Plaquetas - valores expressos em 10*/mm?3. * *p<0,01 em relacéo

#H##

ao grupo controle (Sedentario/ NaCl); p<0,001 em relacéo ao Sedentério/ VCR.

Observou-se também, que os niveis de eritrocitos (representados pela % de
hematocrito, no hemograma) foram reduzidos no Grupo Sedentario/VCR
(F(1,17)=40,31; p=<0,05), quando comparados com o Grupo Sedentario/NaCl. Este é
um valor de referéncia para o controle da anemia provocada pela quimioterapia,
devendo estrar entre 41,1 e 51,1%. O exercicio fisico foi capaz de proteger contra
esse dano quando comparamos 0 Grupo Sedentario/MCR com o Grupo
Treinado/VCR (F(1,17)=36,44; p<0,05. Figura 5).
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Figura 5: Analise de hemograma. Eritrécitos - valores expressos em x10°. * *p<0,01 em relacdo ao

grupo controle (Sedentario/ NaCl); * * * p<0,001 em relagdo ao grupo controle (Sedentario/ NaCl); ***

p<0,001 em relacédo aoSedentéario/ VCR.
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Foi observado, também, maior dano de DNA nos ratos do Grupo
Sedentario/VCR em comparacdo com o Grupo Sedentario/NaCl (controle) (F(1,
16)=28,84; p<0,05), demonstrando o potencial genotoxico deste quimioterapico.
Além disso, observamos efeito protetor significativo do exercicio fisico, que
neutralizou o resultado do Grupo Treinado/VCR, quando comparado ao Grupo
Sedentario/VCR (F(1, 16)=4,703; p<0,05. Figura 6).

Picogreen
£ 200 [ NaCl
; * ok - VCR
> 150 -
o "
A
» 1004 —_ T
=
S s50-
o
=
..‘E D T 1
° Sedentirio Treinado

Figura 6: Andlise de fragmentacdo de DNA pelo método Picogreen, expressos em porcentagem do
controle.* * * p<0,001 em relacéo ao controle (Sedentario/ NaCl); #p<0,05 em relacdo ao Sedentéario/
VCR.

DISCUSSAO

Neste trabalho a opcdo por analisar o sangue e a estrutura cerebelar no
sétimo dia apds a Uultima dosagem foi baseada no pressuposto de que a
imunossupressao e o estresse oxidativo sdo maiores apos o0 sétimo dia da aplicacao
da VCR (PEREZ et al., 2005; BARZEGAR-FALLAH et al., 2014). Uma vez que a
dose quimioterapica eficaz e tempo de tratamento de VCR ainda ndo estdo bem
estabelecidos, havendo assim, uma grande variacdo; e ha poucas pesquisas

relacionadas a toxicidade da Vincristina ao cerebelo. A dosagem acumulada

utilizada de 1,0 mg/kg foi suficiente para causar estresse oxidativo no cerebelo, uma
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vez gue os ratos sedentéarios tratados com VCR tiveram um aumento na producao
de radicais peroxil. O que se pode observar foi que o treinamento de natacao
reduziu os niveis de DCFH no grupo tratado por VCR. Neste caso o exercicio fisico
se mostrou com um potencial efeito protetor cerebelar, uma vez que é sabido que o
aumento das espécies reativas de oxigénio (ERO) pode causar uma maior
permeabilidade da barreira hemato-encefalica e, assim, inibir a respiracdo
mitocondrial, aumentar a oxidacdo protéica e a producdo de histamina pelos
mastocitos (DELLA ROVERE et al., 1995), o que prejudicaria a interacdo sinaptica.

Neste estudo podemos sugerir também que o exercicio fisico ajudou a
modular positivamente o sistema enzimatico antioxidante. As enzimas SOD e CAT
tiveram sua atividade aumentada nos grupos treinados e tradados com VCR quando
comparados com grupos sedentéarios e tratados. Nossos achados vdo ao encontro
do estudo realizado por Souza et al. (2009), no qual observaram que o treinamento
fisico aumentou a atividade SOD per se, bem como protegeu do aumento da
formacdo de TBARS, carbonilacdo de proteinas, oxidacdo DCFH-DA e TNP
induzidas pelas convulsdes com PTZ (pentiltetrazol).

Estes resultados concordam ainda com algumas evidéncias que sugerem que
as respostas adaptativas ao exercicio moderado envolvem um aumento das defesas
antioxidantes e uma reducéo de producao basal de oxidantes (RADAK et al., 2006;
PACKER, CADENAS e DAVIES, 2008). Em um estudo de Navarro et al. (2004)
demonstrou ainda que o exercicio fisico moderado diminuiu o dano oxidativo,
aumentou a expectativa de vida e melhorou o desempenho comportamental
associado ao envelhecimento em ratos.

No hemograma observou-se aumento significativo nos niveis de leucdcitos
totais nos ratos tratados com VCR indicando uma reagéo do organismo ao processo
infeccioso provocado pelo quimioterapico. Bem como, corroborando com o estudo
de Perez et al. (2005) e também com os achados da ANVISA (2009) a respeito do
uso continuado deste quimioterapico, encontramos importante plaquetopenia
(diminuicdo no numero de plaquetas) nos ratos tratados com VCR. Quanto aos
niveis de eritrécitos, valor de referéncia para controle da anemia durante a
quimioterapia, observou-se diminui¢ao significativa dos valores nos ratos tratados
com VCR. Entendemos com isso, que 0 uso deste quimioterdpico altera a funcéo

protetora do sistema imunolégico, deixando os animais mais suscetiveis a infecgdes.
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O exercicio fisico prévio neutralizou todos os danos como observados no
hemograma, tornando o sistema imunolégico dos animais mais fortes para o
tratamento com quimioterapia.

Estudos atuais tém demonstrado também preocupacéo com a genotoxicidade
dos quimioterdpicos e com isso desenvolvido métodos que possam atuar na
diminuicdo deste dano. Os alcaldides de vinca como a Vincristina induzem
citotoxicidade pela interacdo com a tubulina. Os efeitos bioquimicos e biolégicos
sobre microtubulos incluem competicdo pelo transporte intracelular de aminoéacidos,
inibicdo da purina, da sintese de proteinas de RNA e DNA e ruptura lipidica da
membrana celular. (CHABNER e LONGO, 2005). No nosso estudo, verificamos que
0s animais tratados com Vincristina apresentaram dano significativo de DNA. O
exercicio fisico atuou também como genoprotetor, neutralizando os efeitos deletérios
naqueles ratos que realizaram treinamento de natag&o previamente.

Danos oxidativos cerebelares e sanguineos importantes provocados pela
VCR foram amenizados significativamente pelo exercicio fisico prévio, sugerindo
importante protecdo oxidativa-inflamatéria. Nos estudos realizados por Valenti
(2008) e Stephenson (2009) com pacientes sobreviventes de cancer, foi observado
que 0s que se exercitaram antes do diagndstico ou se exercitam e se mantém em
uma dieta adequada, conseguem ter uma qualidade de vida melhor do que os
pacientes que nao se exercitam e alimentam de forma adequada.

Os resultados deste estudo mostram que o exercicio fisico pode ter um efeito
positivo como modulador do sistema antioxidante e imunoldgico, podendo ser
considerado protetor destes sistemas. Esses dados sao inovadores por se tratar do

exercicio fisico como tratamento coadjuvante a quimioterapia.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

A Vincristina, no modelo de dose/aplicacéo utilizado, aumentou 0 estresse
oxidativo cerebelar (DCFH-DA), reduziu significativamente os valores de Plaquetas e
Eritrécitos no hemograma, bem como indicou processo inflamatério com aumento
dos Leucdcitos totais. Além disso, foi capaz de alterar o equilibrio (Rotarod) dos
ratos tratados, e de produzir alteracao sensitiva/motora periférica, avaliada pelo teste
da Placa Quente;

O exercicio fisico promoveu aumento da resisténcia ao estresse oxidativo do
cerebelo por meio da melhora do sistema antioxidante (SOD e CAT) e diminuicao do
estresse oxidativo cerebelar (DCFH). Ele também neutralizou os danos
comportamentais neste modelo de tratamento com Vincristina e aumentou a forca
muscular dos ratos, no Grip-Test, de forma independente.

Pode-se considerar que a pratica de exercicio fisico, de maneira profilatica,

pode ter um impacto positivo no tratamento com o quimioterapico Vincristina.
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