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Resumo

A Vincristina (VCR) € um quimioterapico amplamente utilizado na clinica. Entre
os efeitos colaterais descritos, devido a sua toxicidade, estdo as alteracdes do
equilibrio e na coordenagdo motora. O presente estudo tem como objetivo
avaliar o efeito do exercicio aerdbico prévio (6 semanas de natagado, 1h/dia, 5
dias/semana, sobrecarga de 5% do peso corporal) em aspectos
comportamentais de ratos Wistar tratados com o quimioterapico Vincristina. A

administracdo da Vincristina foi realizada com dose Unica semanal de
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0,5mg/kg, durante duas semanas, com dose acumulada de 1mg/kg, via
intraperitoneal. Um dia e 7 dias depois de cada dose os ratos foram avaliados
com testes de equilibrio (Rotarod), de exploragdo (Campo Aberto) e de forga
muscular (Grip-Test). Observou-se uma diminuicdo significativa do equilibrio
corporal e do comportamento exploratério nos ratos expostos a vincristina com
protecdo significativa do exercicio fisico. Nado houve diminuigéo significativa da
forca muscular nos ratos tratados com VCR, porém o exercicio por si s6
aumentou a forga muscular e a distancia percorrida pelos ratos que fizeram
natacdo. Portanto, o exercicio fisico mostrou-se protetor contra a perda de
equilibrio e diminuicdo da exploracdo observada nos ratos expostos ao

quimioterapico.

Palavras chave: exercicio fisico, quimioterapia, vincristina, equilibrio,

comportamento.

Introducgao

O tratamento dos canceres é atualmente, um dos problemas mais desafiadores
da medicina (Chabner Habner& Roberts, 2005). Os quimioterapicos
antineoplasicos sao 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 proxima a dose toxica (Fukumasu, 2008).

A Vincristina (VCR) € um quimioterapico antineoplasico amplamente utilizado
na clinica. Entre os seus efeitos colaterais estdo descritos alteragcdes do
equilibrio através de danos vestibulares por agressao ao oitavo nervo craniano,
tontura, nistagmo, vertigem (Anvisa, 2008) e neuropatia periférica (Krarup-
Hansenet al., 2007). Além disso, o tratamento com quimioterapicos, em um
grande numero de pacientes, esta associado a imparidades em habilidades

motoras e cognitivas (Ahles & Saykin 2002).



Sabe-se que o exercicio continuo pode contribuir na melhora da forgca muscular
e assim contribuindo na coordenacgao e equilibrio corporal. A pratica regular de
atividade fisica reduz as oscilagbes corporais devido aos efeitos do exercicio
tanto sobre os sistemas sensoriais quanto no sistema motor (Mann et al.,
2008). O estudo de Lee, et al. (2014) verificou que exercicios em esteira
aliviam disfuncdo motora de coordenacéao e equilibrio. Ja é sabido que quando
praticado regularmente, os exercicios proporcionam uma série de beneficios a
pacientes em tratamento de cancer, sendo observado: reducdo da fadiga
(causada principalmente pela medicagdo), redugdo de nauseas, melhora na
forca muscular, melhor controle do peso, melhora na capacidade aerébia e,
principalmente, observa-se uma melhora na qualidade de vida do paciente
(Bianchini, Kaaks, Vainio, 2002; Burnham, Wilcox, 2002).

A partir disso, considerandoa relevancia do exercicio fisico preventivo,e a
necessidade de estratégias que visem a minimizagdodos efeitos toxicos e
colaterais do quimioterapico em pacientes em tratamento do cancer, surge a
hipétese de que a pratica de exercicio fisico regular poderia proteger dos

efeitos deletérios no comportamento motor.

Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do exercicio fisico prévio no
comportamento (coordenagdo motora, equilibrio e forca muscular) de ratos

expostos ao quimioterapico Vincristina.

Objetivos especificos

e Avaliar a coordenacdo motora e o equilibrio dos ratos através do
teste Rotarod,;

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

e Avaliar a forca muscular dos ratos com o Grip Test.

Materiais e Métodos



Logistica do estudo

O estudo consistiu de 8 semanas de experimento, envolvendo 6 semanas de
treinamento fisico (natagdo) e 2 semanas de tratamento com quimioterapico
Vincristina. Para a realizagdo deste estudo os animais foram divididos em dois
grupos com relagao a pratica de natagao: exercicio fisico (n=20) e sedentarios
(n=20). Apds o periodo de natagédo, em cada grupo, os ratos foram tratados ou
com VCR (n=10) ou com solu¢do salina (n=10). Para melhor entendimento
deste estudo, realizamos o desenho experimental, abaixo (Figura I). Nos dias 0
e 7 os animais receberam o tratamento quimioterapico. Nos dias 1, 7, 8 e 15 os
animais foram sujeitos aos testes de avaliagado do equilibrio, forga muscular e
do comportamento motor. O teste Rotarod envolveu também avaliacdo do

estado basal, sem quimioterapia, no dia 0.
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Figura I: Desenho experimental

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 utilizados neste trabalho foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) 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



No periodo de seis semanas, os ratos selecionados para o grupo exercicio
fisico foram submetidos ao exercicio de natagdo em estilo livre realizado em
um tambor de plastico circular (diametro, 120cm; profundidade, 90 cm) cheio
com agua mantida a uma temperatura de 32 + 2°C. O treinamento consistiu de
natagéo 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 adaptagdo a natacdo sem pesos. Apds o
periodo de adaptacao, os ratos foram submetidos ao exercicio de natagdo com
uma carga de trabalho (5% do peso corporal), para melhorada resisténcia
(Gobattoet al., 2001).

Ja 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. Apds as seis semanas, os ratos receberam o tratamento com VCR

ou solugao salina.

Administragao do Sulfato de Vincristina

O Sulfato de Vincristina foi dissolvido em solug¢ao salina (0,9% NaCl) e injetado
via intraperitoneal com dosagem calculada por peso corporal do dia, em
aplicacbes semanais na dose de 0,5 mg/kg. O tratamento consistiu de 2
semanas e em cada semana foi realizada uma dose de VCR, totalizando uma

dose acumulada de 1,0 mg/kg.

Estudo do comportamento motor e do equilibrio

Teste de equilibrio no Rotarod: Para avaliacdo do equilibrio e coordenacéao
motora foi utilizado o Rotarod (Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA). No
qual os ratos, individualmente, foram colocados no topo da haste de rotacéo
(diametro de 4cm)voltado para a orientagdo oposta a do movimento da haste,
de modo que a locomocgédo para a 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 apds o término da natagao, a cada rato foi

permitido familiarizar-se com o aparelho na velocidade constante de 18rpm.
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Figura Il: Teste Rotarod

Teste de Campo Aberto: Para avaliar o comprometimento motor dos ratos
expostos a VCR, foram testadas as suas atividades em Campo Aberto. Os
animais foram colocados numa area (1,4 m de didmetro) e a locomogao na
area 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 média de
velocidade (mm/s), e quantidade de cruzamentos indicando a exploragao do
ambiente pelo animal foi calculada para posterior comparagdo entre grupos
(Alimoradie al, 2012; Pourmohammadie al, 2012).
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Figura lll: Teste de Campo Aberto

Avaliagao da forgca 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 van 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 30min entre as tentativas. O Grip-Test foi realizado um e sete dias

depois de cada aplicagcao de quimioterapico.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica através de teste
de ANOVA de duas vias, utilizando o programa de produgdo de graficos e
estatistico GraphPadPrim 6.0. Foram considerados resultados estatisticamente
significativos aqueles onde p mostrou igual ou menor a 0,05.

RESULTADOS

Estudo do comportamento motor e equilibrio

No tratamento com Vincristina observou-se uma diminuicdo no equilibrio
avaliado pelo teste Rotarod (F (3, 22)=20,89; p<0,05). Ou seja, os ratos dos
grupos tratados com Vincristina permaneceram no Rotarod periodos
significativamente mais curtos que os grupos tratados com solugao salina. A
perda do equilibrio aumentou progressivamente em fungdo do tempo de
exposicao (F(4,88)=4.549; p<0,05). Porém, nos ratos treinados previamente e
tratados com VCR e salina, o exercicio fisico foi capaz de proteger quando
comparado ao grupo sedentario com VCR (F(12,88)=2.563; p<0,05. Figura IV).
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Figura IV: Teste de equilibrio realizado no Rotarod nos periodos pré-quimioterapia, um e

sete dias apds a primeira dose e um e sete dias apés a segunda dose.

No presente estudo, a administragdo do farmaco Vincristina nao diminuiu
significativamente a velocidade dos animais (F (3, 20)=0,2990; p>0,05. Figura
V(A) no teste de Campo Aberto. Entretanto, a distadncia total
percorrida(F(9,80)=0,5862; p<0,05figura V.B) e o numero de cruzamentos
realizados pelos animais durante o testee (F(3, 96)=5,691; p<0,05, figura V.C),
diminuiram significativamente no grupo que recebeu o quimioterapico quando
comparado ao grupo que fez exercicio prévio e recebeu VCR
também,indicando que o quimioterapico tem efeito negativo na exploracédo do

ambiente e que o exercicio tem capacidade de reduzir esses danos.
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Figura V: 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. Média de
velocidade de deslocamento em mm/s; B. Distancia total de deslocamento em mm e C. Total

de cruzamentos realizados, indicando a exploragdo do ambiente pelos animais.




Figura VI: A atividade exploratéria espontanea medida no Campo Aberto apresentou-se
alterada nos ratos tratados com Vincristina (VCR) no sétimo dia ap6s a segunda dose do
quimioterapico (dia 15). Dose acumulada de 10,0mg/kg.Isto é visivel quando comparamos o
trajeto realizado pelas animais de cada grupo, indicando que a VCR provocou distirbio na
fungdo motora dos animais e o exercicio fisico prévio foi capaz de reduzir esta disfungdo. A
Grupo Exercicio/ Salina; B Grupo Exercicio/ VCR; C Grupo Sedentario/ Salina;D Grupo
Sedentario/ VCR.

No Grip-Test nao foi observado dano significativo na forgca muscular dos ratos
tratados com Vincristina (F(9, 80)=0,4588; p>0,05. Figura VIl). Mas pode-se

notar um efeito per se do exercicio fisico para o aumento da forga muscular.
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Fig. VII:Analise do efeito da VCR na forga muscular, avaliada com o Grip-Test, um e sete

dias apés a aplicacédo da primeira dose, e um e sete dias apds a aplicacdo da segunda dose.

DISCUSSAO

Os componentes dos Alcaldides da Vinca, presentes na Vincristina, induzem
neuropatia periférica crénica de forma ja bem conhecida, mas a sua
neurotoxicidade motora ainda n&do esta bem elucidada. Estudosobservaram
déficits cognitivos, comportamentais e de fungdo motora na dose acumulada de
1,0mg/kg (Shabaniet al., 2012).
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N&o observamos diminuigéo significativa da forga muscular nos ratos tratados
com VCR. Apesar disso, houve um aumento significativo da forga muscular nos
ratos treinados, em comparacdo com os sedentarios, beneficio este do
exercicio, que por si s é bastante conhecido pela literatura.

Em nosso estudo, os déficits importantes da fungdo motora e do equilibrio
corporal foram amenizados significativamente nos ratos que realizaram
treinamento de natacdo previamente ao tratamento com o quimioterapico. E
visto que o exercicio melhora a fungao cognitiva e melhora a disfungdo motora
(Heoet al, 2014; Kimet al, 2011).

Em nosso estudo, observamos uma diminuigdo significativa do equilibrio
corporal e da fungdo motora nos ratos tratados com o quimioterapico
Vincristina. No Rotarod o tempo de permanéncia dos animais tratados foi
significativamente menor em comparagdo ao grupo controle, ou seja, os
animais tratados com o quimioterapico cairam mais cedo nesse teste quando
comparados ao grupo que fez o treinamento de natacéao.

O grupo exercicio/vincristina teve o tempo de laténcia aumentado, ou seja, o
exercicio fisico prévio foi capaz de proteger da perda de coordenagdo e
equilibrio, ambos causados pelo quimioterapico. Esse resultado pode ser
devido ao ganho de forga proporcionado com o exercicio, assim como de
coordenagdo, o que impediu que esses animais caissem logo do teste. O
estudo de Lee et al. (2014) verificou que exercicios em esteira aliviam
disfuncdo motora de coordenacgao e equilibrio, na doenca de Alzheimer.

No teste de Campo Aberto houve uma diminuigéo significativa na distancia total
percorrida pelos animais tratados (em comparagao com o grupo controle) o que
corrobora com o estudo de Barzegar-Fallah et al. (2014), em que, no campo
aberto a VCR causou perturbagdes da marcha, tornando a distancia total de
movimento e percentagem da duracdo total do movimento, significativamente
reduzidas

Os resultados do nosso estudo mostram dados inovadores, principalmente,
com relagado a importancia do exercicio fisico como um fator protetor, visto que
seus beneficios no equilibrio corporal e na fungdo motora dos ratos expostos a

VCR ficaram evidentes nas avaliagcbes comportamentais deste estudo.
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Conclusao

O exercicio fisico prévio de natagao foi capaz de produzir protecdo contra o
desequilibrio causado pelo quimioterapico Vincristina no teste Rotarod,
aumento na distancia percorrida no teste de Campo Aberto e na forga muscular

dos ratos treinados.
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