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Resumo

A Vincristina (VCR) € um quimioterapico amplamente utilizado na clinica.
Alteracbes imunolégicas séo alguns dos efeitos do quimioterapico mais
apresentados pelos pacientes. O presente estudo tem como objetivo avaliar se
0 exercicio aerobico prévio (6 semanas de natagdo, 1h/dia, 5 dias/semana,
sobrecarga de 5% do peso corporal) poderia melhorar os déficits imunoldgicos
em ratos Wistar posteriormente tratados com o quimioterapico Vincristina. A
administragdo da Vincristina foi realizada com dose unica semanal de
0,5mg/kg, durante duas semanas, com dose acumulada de 1mg/kg, via

intraperitoneal. No 15° dia os ratos foram submetidos a retirada de sangue para
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analise do sistema imunoldgico pelo hemograma e dano ao DNA pelo teste
Picogreen. Observou-se uma diminui¢c&o significativa no numero de leucdcitos,
plaquetas e nos niveis de eritrécitos nos ratos tratados com o quimioterapico,
assim como significativo dano no DNA celular. No entanto, o exercicio foi capaz
de proteger dessa diminuigdo das células do sistema imune e do dano causado
ao DNA no grupo que praticou o exercicio e recebeu o quimioterapico.
Portanto, o exercicio fisico mostrou-se protetor contra a diminuigdo das células
do sistema imune e dano ao DNA causado pelo tratamento com o

quimioterapico em ratos.

Palavras chave: exercicio fisico, quimioterapia, vincristina, sistema

imunoldgico

Introducgao

No tratamento das neoplasias humanas, a quimioterapia tem sido a conduta de
escolha, mesmo estando amplamente documentado que esses medicamentos
podem provocar efeitos colaterais indesejaveis, como alteragdes imunoldgicas
e depressao medular, dependendo do tempo de exposicdo e da concentracéo
plasmatica da droga (Pagnanoet al., 2000; Perezet al., 2005).

O sistema imunoldgico é formado por uma série de células e moléculas,
distribuidas pelo organismo, imprescindiveis para a sua defesa frente a
infeccbes elou situagdes que comprometam a sua integridade. (Cordova,
1994). Sabe-se que o sulfato de vincristina € um quimioterapico que atua
interrompendo a divisdo celular. Os efeitos adversos de vincristina incluem
citotoxicidade, ou seja, as células sao danificadas, e isso resulta em
mielossupressao moderada, caracterizada pela diminuicdo da producdo de
células sanguineas, como eritrécitos e leucécitos, e de plaquetas na medula
Ossea (Nak et al., 2005).

Nesse contexto, o exercicio fisico surge como uma estratégia de protecao ao
sistema imune devido as adaptagbes fisiolégicas que a pratica

proporciona.Alguns estudos vém demonstrando que o exercicio fisico



moderado (<60% do VO2max) parece estar relacionado ao aumento da
resposta dos mecanismos de defesa orgéanica. (Brines,1996; Cannon, 1993).
Além disso, diversos estudosrealizados no campo da imunologia do exercicio
constataram que a fungdo imune pode ser imunomodulada pela pratica de
exercicios fisicos (Akimoto 2003; Weider, 2003).

Portanto, sabendo que o cancer, assim como seu tratamento, afetam
diretamente a qualidade de vida dos pacientes, ja que ocasionam importante
imunodrepressao,o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do exercicio
fisico preventivonos parametros imunolégicos e de DNA em ratos expostos ao

tratamento quimioterapico com Vincristina.

Objetivo Geral
Objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do exercicio fisico prévionos
parametros imunolégicos e de DNA em ratos expostos ao quimioterapico

Vincristina.

Objetivos especificos

e Avaliar dano ao sistema imunoldgico através de Hemograma apods

tratamento com quimioterapico Vincristina;

eAvaliar um possivel dano ao DNA causado pelo quimioterapico,

através doteste de dano ao DNA,PicoGreen.

Materiais e Métodos

Logistica do estudo

O estudo consistiu de 8 semanas, sendo 6 semanas de treinamento fisico de
natacdo e 2 semanas de tratamento com Vincristina. Para a realizagado deste
estudo os animais foram divididos em dois grupos com relagdo a pratica de
natagcédo: grupo exercicio fisico (n=20) e grupo sedentario (n=20). Apos o

periodo de natagdo, em cada grupo, os ratos foram tratados ou com



quimioterapico (n=10) ou com solugéo salina (n=10). Ao término do tratamento
foi retirado sangue dos animais de todos os grupos para analise imunologica

(sangue) e de dano ao DNA (plasma).

Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos fornecidos pelo Biotério Central da
UFSM, com peso variando entre 270 — 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 avaliagao pelo comité de ética 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 (9:00 — 16:00).

Treinamento fisico (natagao)

No periodo de seis semanas, os ratos selecionados para 0 grupo exercicio
fisico, 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 treinamento 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, 0s animais
foram submetidos a um periodo de adaptacdo a natacdo sem pesos. Apds 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).

Ja os ratos do grupo dos sedentarios foram colocados em um tanque separado
com pouca agua (5 cm de profundidade) a 32°C+ 2°C, 5 dias/semana, sem
carga extra. Apds as seis semanas, os ratos receberam o tratamento com VCR

ou solucgao salina.

Administragao do Sulfato de Vincristina



O Sulfato de Vincristina foi dissolvido em solugdo salina e injetado via
intraperitoneal com dosagem calculada por peso corporal do dia, em aplicagdes
semanais na dose de 0,5 mg/kg por duas semanas (dose total acumulada de
1,0 mg/kg).

Analise sanguinea para estimativa imunolégica

Para o estudo hematolégico os ratos foram anestesiados e o sangue foi
coletado da artéria caudal dos animais na quantidade de 2ml, em frascos
contendo 0,1fmg do anticoagulante EDTA (etileno diamino tetra acetato de
sdédio). 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. Serdo considerados os valores de
plaquetas, leucocitos, hemoglobina 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 observagao da pesquisadora responsavel por este estudo.

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

O Quant-iT™ Pjcogreen dsDNA Reagent (Invitrogen®) € um reagente
fluorescenteultrassensivel para a quantificacdo de duplas fitas de DNA em
solugdo, o qual pode detectarconcentragdes infimas de DNA de até 25 pg/mL.
O Picogreenapenas emite fluorescéncia quando se liga com o DNA dupla fita.
Seesse reagente nao esta ligado a molécula de DNA nao apresenta coloragao
e,consequentemente, nao é detectada fluorescéncia.

Essa técnica pode ser utilizada para a quantificacdo do DNA liberado no meio
devido aapoptose (morte) celular, com o objetivo de detectar citotoxicidade.
Pode ser também empregadacomo uma medida de genotoxicidade quando for
utilizada a molécula de DNA pura expostaa um determinado composto.Para a
realizacéo desta técnica foi utilizado o plasma sanguineo e os procedimentos
realizados seguiram o protocolo descrito por Ha et al. (2011). Os resultados

foram expressos em porcentagem do controle (%).



Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica através de teste
de ANOVA de duas vias, utilizando o programa de produgao de graficos e
estatistico GraphPadPrim 6.0. Foram considerados resultados estatisticamente

significativos aqueles onde p mostrou igual ou menor a 0,05.

Resultados

Analise sanguinea

Tendo como valores de referéncia 7.300 — 12.660uL para leucdcitos totais,
podemos observar que os ratos expostos ao quimioterapico VCR apresentaram
significativa leucocitose, indicando reagdo do organismo a um processo
inflamatorio instalado (F(1, 20)=30,05 p<0,05). Os animais que realizaram
exercicio fisico prévio apresentaram significativa diminuicdo no processo
inflamatério comparado aos sedentarios, visto que os leucécitos totais
aumentaram em relagdo dos valores de referéncia (F(1, 20)=5,602 p<0,05;
Figura | A).

Além disso, podemos observar importante plaquetopenia (diminuigdo no
numero de plaquetas) nos ratos tratados com VCR, sugerindo que este
medicamento tenha efeitos toxicos a medula 6ssea com comprometimento do
seu funcionamento normal (F(1,17)=16,14 p<0,05). O exercicio fisico foi capaz
de proteger deste dano (F(1, 17)=7,727 p<0,05; Figura | B).

Observamos também, que os niveis de eritrécitos (representados pela % de
hematdcrito, no hemograma) foram reduzidos no grupo tratado com VCR
(F(1,17)=40,31 p<0,05). Este € um valor de referéncia para o controle da
anemia provocada pela quimioterapia. O exercicio fisico foi capaz de proteger
contra esse dano (F(1,17)=36,44 p<0,05; Figura IC).
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Figura I: Analise de hemograma. Leucdcitos totais - valores de referéncia:
7.300 - 12.660 (A), Plaquetas - valores de referéncia: 840.000 - 1.240.000uL
(B) e Eritrocitos - valores de referéncia: 41,1 — 51,1% (C), expressos em pL.**
p<0,01, *** p<0,001 - em relagdo ao grupo Sedentario/Salina;*#* p<0,01, ###

p<0,001 - em relagdo ao grupo Sedentario/ VCR;

Picogreen

Foi observado maior dano de DNA nos ratos tratados com Vincristina em
comparagao com o controle (F(1, 16)=28,84 p<0,05), demonstrando o potencial
genotéxico deste quimioterapico. Além disso, observamos efeito protetor
significativo do exercicio fisico (F(1, 16)=4,703 p<0,05; Figura Il).
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Figura ll:Andlise de fragmentacdo de DNA pelo método Picogreen,
expressos em porcentagem do controle.*™ p<0,01 em relacdo ao controle

(Sedentario/Salina); # p<0,05 em relagdo ao Sedentario/ VCR.

Discussao

Devido a grande variagao nas doses e variaveis avaliadas em outros estudos, e
a falta de pesquisas relacionadas a toxicidade geral da Vincristina, a opgao por
analisar o sangue no sétimo dia apds a ultima dosagem foi baseada no
pressuposto de que a imunossupressao € maior apos o sétimo dia da aplicagao
da VCR. No estudo de Perez et al. (2005) observaram maior depressao

medular apds sete dias da aplicagcdo da VCR.No hemograma observamos



aumento significativo nos niveis de leucdcitos nos ratos tratados com VCR
indicando uma reag¢ao do organismo ao processo inflamatério presente.

Ainda, 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 também importante plaquetopenia (diminuicdo no numero de
plaquetas) nos ratos tratados com VCR. Quanto aos niveis de eritrécitos,
valores de referéncia para controle da anemia durante a quimioterapia,
observou-se diminuigao significativa nos ratos tratados com VCR.

O exercicio fisico prévio foi capaz de proteger contra essa diminuigdo nos
valores de leucdcitos, plaquetas e eritrécitos, sugerindo importante protegéo
imunoldgica aos danos causados pelo quimioterapico estudado. Nieman (1994)
observou que o exercicio fisico mantém uma relagdo com os diferentes
componentes envolvidos na resposta imunoldgica (leucdcitos, linfocitos,
neutréfilos, macrofagos, citocinas e imuniglobulinas), devidoa este promover
uma alteragcdo da homeostase organica, levando a reorganizacéo da resposta
imune diante do desafio imposto ao organismo pela pratica do exercicio.De
acordo com Nieman et al., (2005), a pratica de atividade fisica de intensidade
moderadapromove um efeito benéfico ao organismo pelo fato de aumentar o
tempo dos leucdcitos na corrente sanguinea e, consequentemente, a vigilancia
do sistema imune, contribuindo no combate contra os micro-organismos
patogenos.

Os estudos atuais tem demonstrado preocupagdo com a genotoxicidade dos
quimioterapicos e com isso desenvolvido métodos que pudessem atuar na
diminuicao deste dano. No nosso estudo, verificamos que o quimioterapico foi
capaz de causar um dano ao DNA e que o exercicio fisico prévio protegeu da

fragmentacao de DNA.

Conclusao
Nesse estudo, o quimioterapico Vincristina causou danos ao sistema
imunolégico e de DNA, os quais foram diminuidos de forma significativa no

grupo que fez o exercicio prévio. Portanto, a pratica de exercicio regular pode



ajudar durante a quimioterapia, nos sentido de proporcionar menor expressao

dos efeitos colaterais decorrentes do tratamento.
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