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RESUMO

Introducio: O exercicio fisico tem se mostrado um importante modulador do sistema antioxidante e neu-
roprotetor em diversas doengas e tratamentos que afetam o sistema nervoso central.

Objetivo: avaliar o efeito do exercicio fisico no equilibrio, coordenacio motora, atividade locomotora
exploratdria e no balanco oxidativo e imunoloégico de ratos tratados com Vincristina.

Métodos: 40 ratos adultos foram randomizados em dois grandes grupos: grupo exercicio (6 semanas de
natacdo, 1h/dia, 5 dias/semana, com sobrecarga de 5% do peso corporal) e grupo sedentario. Apds o proto-
colo de treinamento, os ratos foram tratados com uma dose semanal de 0,5mg/kg de sulfato de Vincristina
(2 semanas) ou com a mesma dosagem de NaCl a 0,9%. Os testes comportamentais foram realizados 1 e 7
dias ap6s cada dose de Vincristina. No dia 15 foram realizadas as analises bioquimicas do cerebelo.
Resultados: O exercicio fisico foi capaz de proteger contra a perda de equilibrio e coordenacio motora e
teve efeito per se na atividade locomotora exploratéria. Neutralizou o estresse oxidativo e reduziu o dano
imunoldgico e de DNA causados pela Vincristina até 15 dias apds o término do protocolo de treinamento.
Conclusao: observou-se que o treinamento fisico prévio protege do dano motor induzido pela Vincristina.

Palavras-chave: Exercicio Fisico, Estresse Oxidativo, Neuroprotecio, Cerebelo.

ABSTRACT

Introduction: Physical exercise has been shown to be an important modulator of the antioxidant system
and neuroprotective in several diseases and treatments that affect the central nervous system.

Aim: to evaluate the effect of physical exercise in dynamic balance, motor coordination, exploratory lo-
comotor activity and in the oxidative and immunological balance of rats treated with vincristine (VCR).
Methods: 40 adult rats were divided into two groups: exercise group (¢ weeks of swimming, 1h/day, 5
days/week, with overload of 5% of body weight) and sedentary group. After training, rats were treated
with 0.5mg/kg of vincristine sulfate for two weeks or with the same dose of 0.9% NaCl. The behavioral
tests were conducted 1 and 7 days after each dose of VCR. On day 15 we carried out the biochemical analy-
zes of the cerebellum.

Results: The physical exercise was able to protect against the loss of dynamic balance and motor coordina-
tion and, had effect per se in the exploratory locomotor activity, and neutralize oxidative stress, damage
DNA and immune damage caused by VCR up to 15 days after the end of the training protocol.
Conclusion: we observed that previous physical training protects of the damage motor induced by vin-
cristine.

Key-words: Exercise, Oxidative Stress, Neuroprotection, Cerebellum.
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Introducao

O cancer é a maior causa do mortalidade nos paises desenvolvidos [1]. Devido
ao crescimento e envelhecimento da populacio, projeta-se que a taxa de incidéncia
aumente em todo o mundo, principalmente nos paises menos desenvolvidos, onde
82% da populacao mundial vive [2].

Além de ser um investimento anual de alto custo, o tratamento do cancer
é considerado um dos problemas mais desafiadores da medicina. As drogas antitu-
morais costumam ter um indice terapéutico mais baixo, o que significa a dose tera-
péutica muito proxima da dose toxica [3]. A Vincristina (VCR) é um quimioterapico
com func¢ao antimitética que foi amplamente incorporado a esquemas quimioterapi-
cos com multiplos agentes para um grande nimero de doengas, incluindo leucemia
linfoblastica aguda, linfomas, sarcomas, neuroblastoma e tumores nos rins, figado,
pulmio, cérebro e mama entre outras. E o mais utilizado em pacientes pediatricos e,
apesar de seu 6timo desempenho, frequentemente apresenta neurotoxicidade dose
limitante, o que pode ser devastador [4]. Como efeitos colaterais pode-se apresentar
alteracoes no equilibrio através de danos vestibulares devido a agressdo ao oitavo
nervo craniano, tontura, nistagmo, vertigem [5] e neuropatia periférica [4].

Embora os mecanismos moleculares da neurotoxicidade induzida pela qui-
mioterapia ainda ndo tenham sido totalmente elucidados, estudos mostraram um
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e aumento da pero-
xidacao lipidica no tecido cerebral de ratos expostos a VCR. Assim, indicando uma
associacdo entre quimioterapia e aumento do estresse oxidativo, o que pode levar a
uma reducao da viabilidade dos neurénios [6,7]. Nesse sentido, terapias que modu-
lam positivamente o sistema antioxidante podem ser ferramentas importantes no
tratamento de varias doencas e toxicidades que afetam o sistema nervoso.

Existem evidéncias dos beneficios gerais para a satde do exercicio fisico re-
gular, tanto em pessoas sauddveis como em varias doencas [8], que variam com a
duracao e intensidade do exercicio, bem como com a idade, estado de satide prévio e
género do praticante [9]. O exercicio fisico é capaz de modular o sistema imunol6gi-
co, aumentando o nimero de células natural killer e linfécitos circulantes, diminuin-
do as chances de o organismo contrair infeccoes [10]. Sob essas condicdes, o sistema
imunologico estaria melhor qualificado para combater o cancer.

Estudos em modelos experimentais demonstraram que o exercicio fisico tam-
bém modula positivamente o sistema antioxidante, aumentando o contetido e / ou a
atividade das enzimas superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (SOD,
CAT e GPx) no musculo e cérebro de ratos [11,12], além de melhorar a taxa de sobrevi-
véncia dos neuronios de Purkinje, diminuindo a expressao de astrocitos reativos [13].
Ozbeily et al. [14] demonstraram o potencial papel protetor do exercicio de natacao
(efeito cronico), que reduziu o dano oxidativo cerebral induzido pelo estresse, além
de melhorar os niveis de ansiedade e fun¢des cognitivas. No entanto, nio sio com-
pletamente compreendidos os efeitos do exercicio fisico prévio na protecao dos danos
cerebelares apds quimioterapia com VCR. Assim, o objetivo deste estudo foi testar a
hipdtese que o exercicio fisico altera o equilibrio dinamico e a coordenagao motora,
a atividade locomotora exploratéria e o balan¢o oxidativo e imunolégico de ratos
tratados com VCR.
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Métodos
O manuscrito foi escrito de acordo com as diretrizes da ARRIVE.

Animais e diretrizes éticas

Para a realizacao deste estudo, foram utilizados ratos Wistar machos, forneci-
dos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria. Os ratos eram adul-
tos jovens e pesavam entre 270 e 300g. Foram mantidos em um ciclo claro-escuro de
12 horas a uma temperatura de 22+1°C, com comida e d4gua ad libitum. Todos os proto-
colos foram submetidos a avaliacio pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Santa Maria (090/2014). E o nimero de animais utilizados foi o minimo possivel para
fornecer efeitos consistentes em nossos resultados.

Desenho experimental

Para este estudo, foram elaborados protocolos com duas etapas: 1) Exercicio
fisico: os animais foram divididos em dois grandes grupos: exercicio (n = 20), subme-
tidos a um protocolo de natacao de seis semanas, e sedentario (n = 20). 2) Quimio-
terapia: os animais foram divididos em quatro grupos de estudos: exercicio + VCR;
exercicio + solucao salina; sedentario + VCR; sedentario + solu¢ao salina. No primeiro
dia apds o final do protocolo da etapa 1 (dia 0), em cada grande grupo, os ratos foram
tratados intraperitonealmente com Vincristina (VCR; n = 10) ou com solucao salina
(Salina; n=10) na dose de 0 Smg/kg Este tratamento foi repetldo apos sete dias. Nos
dias 1 (24 horas ap6s a primeira dose de VCR), 7 (sete dias ap6s a primeira dose) 8
(24 horas apo6s a segunda dose) e 15 (sete dias apos a segunda dose) os animais fo-
ram submetidos a testes de avaliacio do comportamento locomotor exploratério e
equilibrio corporal. No dia 15, os animais foram sacrificados e os tecidos cerebelar e
sanguineo foram coletados para andlise bioquimica (Figura 1).

Familiarizagao com Rotarod e Campo Aberto + Rotarod e Campo Aberto +
Rotarod + 1° DOSE VCR 22 DOSE VCR EUTANASIA
SEIS SEMANAS | |
DE DIA1 ' DIA 8 ANAI:ISES
TREINAMENTO BIOQUIMICAS
Fisico PREVio | DIAO l DIA7 l DIA 15

Rotarod e Campo Aberto Rotarod e Campo Aberto

\_ J

Figura 1 - Desenho de estudo.

Protocolo de treinamento fisico

O protocolo foi baseado nos estudos de Gobatto et al. [15] e Souza et al. [16].
No periodo de seis semanas, os ratos selecionados para o grupo exercicio e exercicio
+ VCR foram submetidos ao treinamento de natacao, realizado em tambor circular
de plastico (diametro, 120cm, profundidade, 90cm), preenchido com dgua mantida a
uma temperatura de 32 + 2°C. O treinamento consistiu em nadar diariamente por 60
minutos, cinco dias por semana, durante seis semanas, entre 9:00 e 11:00. A primeira
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semana foi um periodo de adaptacdo para nadar sem pesos. Em seguida, os ratos fo-
ram submetidos ao treinamento de natacao com carga de trabalho (5% do peso cor-
poral) para melhora da resisténcia. O grupo de ratos sedentarios foi colocado em um
tanque separado com pouca agua (5cm de profundidade) a 32°C + 2°C, 5 dias/semana,
sem carga extra. Quando completado o protocolo de seis semanas, ambos os grupos
receberam tratamento com VCR ou com solucao salina conforme randomizacao.

Protocolo de quimioterapia

O sulfato de VCR foi dissolvido em solucado salina (NaCl a 0,9%) e administra-
do em duas doses de 0,5mg/kg (pelo peso corporal calculado no dia), com interva-
lo de uma semana entre elas, gerando uma dose cumulativa de 1,0mg/kg. O grupo
controle recebeu a mesma dose de solucao salina somente. Para a administracao da
quimioterapia, foi escolhida a via intraperitoneal, pois a cinética do medicamento é
muito semelhante a via intravenosa, utilizada em humanos [17].

Testes comportamentais

Teste Rotarod

No teste rotarod (Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA), os ratos foram co-
locados individualmente no topo da haste rotatdria (com diametro de 4cm), de modo
que a locomocgado para a frente fosse necessaria para evitar uma queda. Os animais
foram testados usando uma velocidade constante de 18 rpm por um tempo maximo
de 5 minutos. A laténcia para a queda foi registrada automaticamente por uma pla-
ca magnética contida no préprio aparelho. Nos primeiros dois dias apds o término
do protocolo de natacao, a cada rato foi permitido familiarizar-se com o dispositivo
a uma velocidade constante de 18rpm [18]. O teste foi realizado nos dias 1, 7, 8 e 15
e incluiu um teste prévio, ainda sem tratamento medicamentoso, para avaliacao do
equilibrio basal (dia 0).

Atividade locomotora exploratéria

Para avaliar a atividade locomotora exploratoria e espontanea dos ratos, usa-
mos o teste de campo aberto, conforme descrito por Shabani et al. [18] e modificado
neste estudo. Resumidamente, os animais foram colocados em uma area quadrada
(56cm de largura x 56cm de comprimento x 20cm de altura), com subdivisdes no chao
indicando pequenos quadrantes que definiam as areas central e periférica. A locomo-
¢do, em campo, foi rastreada por um periodo de 4 minutos e gravada usando uma ca-
mera monocromatica de alta resolucdo. Os resultados foram armazenados e analisa-
dos com o software Ethovision (v.8). A distancia total percorrida (mm) e o nimero de
cruzamentos (n) foram calculados para comparagao posterior entre os grupos [18].
A avaliacao do teste de campo aberto foi realizada apés a administracao do medica-
mento nos dias 1, 7, 8 e 15, para observar se as mudangas comportamentais entre os
grupos eram dependentes do tempo.

Andlise ex vivo

No dia 15, sete dias ap6s o ultimo tratamento, os animais foram sacrificados
por decapitacdo. O tecido sanguineo foi coletado e o cerebelo foi exposto por remo-
cdo dos ossos parietal e occipital e congelado a -80°C para preservagao da estrutura e,
posteriormente, analises bioquimicas.
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Medida de dihidroclorofluorsceina (DCFH)

A geracao potencial de EROs através dos tratamentos foi monitorada usando
um agente fluorescente, 2,7’-diclorofluoresceina (DCF). Este ensaio foi baseado na
seguinte suposi¢ao quimica: diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) é capaz de
se difundir através das membranas celulares [19]. Uma vez dentro das células, essa
molécula é desacetilada pela acdo das enzimas esterase intracelulares, formando a
dihidroclorofluoresceina (DCFH), um produto nao fluorescente. O DCFH na presenca
de EROs é oxidado (preferencialmente peréxidos, hidroperéxidos e NO) para uma di-
clorofluoresceina altamente fluorescente (DCF). Assim, quanto maior a absorvancia
detectada, o que significa maior fluorescéncia, maior a ocorréncia de compostos oxi-
dantes. Os resultados do DCFH foram expressos em porcentagem do controle.

DNA livre por fluorimetro - Picogreen

Para analise da fragmentacao do DNA, foi utilizado o método picogreen. Essa
técnica quantifica o DNA liberado no meio devido a apoptose celular para detec-
tar citotoxicidade. Também pode ser usado como uma medida de genotoxicidade ao
expor uma molécula de DNA pura a um composto especifico. Para esta técnica, foi
utilizado plasma sanguineo e os procedimentos seguindo o protocolo descrito por
Ha et al. [20]. Resumidamente, em 1,5mL de microtubo foram adicionados 8ouL de
1X tampao TE, 10 pL da amostra e 10uL do reagente picogreen diluido (1:10) e homo-
geneizado 10 vezes. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 5 a
30 minutos. Em seguida, as amostras foram lidas no fluorimetro em comprimentos
de onda: excitacao de 480nm, emissao de 520nm. As amostras do grupo controle con-
tinham um dsDNA conhecido. O ensaio foi realizado em triplicata. A interpretacao
dos valores obtidos é dada de tal maneira que, quanto maior o valor da fluorescéncia,
mais livre o DNA existente no meio, indicando a morte celular. Os resultados foram
expressos em porcentagem do controle.

Andlise de sangue

O hemograma foi realizado em todos os grupos no final do tratamento para
observar os principais efeitos do treinamento com VCR e nata¢ao no sistema imuno-
l6gico. Foram considerados os valores de plaquetas, leucdcitos totais e hematdcrito
no sangue. Essa analise foi realizada no Hospital Veterinario da Universidade Federal
de Santa Maria, pelos profissionais responsaveis pelo exame no local, com a observa-
cao da pesquisadora responsavel por este estudo.

Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da CAT foi analisada espectrofotometricamente pelo método des-
crito por Aebi [21], que envolve o monitoramento do desaparecimento de H,O, na
presenca da enzima no comprimento de onda de 240nm. Ap6s o tratamento das célu-
las cerebelares, foi adicionada uma aliquota de tecido em tampao fosfato de potassio
50mM, com pH 7,0. A reacao enzimatica foi iniciada pela adicao de H,0,. Os resulta-
dos foram expressos em unidades/mg de proteina.

Atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD)

Para verificar a atividade da SOD foi realizado um ensaio descrito por Misra
e Fridovich [22], em que uma parte da amostra de cerebelo foi devidamente homoge-
neizada em um volume de 40 (p/v) com Tris-HCl 10mM (pH 7,4). A SOD foi expressa
em unidades/mg de proteina.

340



Sagrillo LM et al. 341
Exercicio fisico e equilibrio em ratos tratados com Vincristina

Andlise estatistica

A anilise estatistica foi realizada no SAS System for Windows (Statistical
Analysis System), versao 9.2 (SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, EUA). Para com-
paracao das variaveis bioquimicas entre os quatro grupos, foi utilizada a analise de
varidncia para medidas repetidas, seguida do teste de Bonferroni para dados nao pa-
ramétricos. Para comparar as variaveis comportamentais entre os quatro grupos e
entre as varias avaliacoes, foi utilizada a analise de varidncia para medidas repetidas,
seguida pelo teste de Tukey para comparagao entre grupos e pelo teste de perfil de
contraste para comparac¢ao entre avaliacdes. Com as variaveis, foram transformadas
em ranks devido a auséncia de distribuicio normal. Para a analise de correlacdo en-
tre os dados comportamentais e bioquimicos, foi realizado o teste de correlagao de
Spearman, no qual o delta dos valores encontrados para cada rato foi utilizado como
média de cada dia de avaliagao e comparado com os resultados bioquimicos do mes-
mo animal. Quanto mais préximo de 1 for o coeficiente de correlacio de Spearman
(representado pela letra r), maior serd a correlacdo. O nivel de significincia adotado
para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja, p <0,05.

Resultados

A amostra foi composta por dez ratos em cada grupo experimental. Os re-
sultados demonstraram um efeito benéfico do exercicio fisico na protecio contra a
perda do equilibrio corporal e da coordenacao motora, induzida pela administracao
de VCR, através da modulacao no sistema antioxidante e imunolégico.

Testes comportamentais

Efeito protetor do exercicio fisico contra os danos no equilibrio dindmico e
coordenacdo motora, induzidos pelo tratamento com VCR, no teste Rotarod

O treinamento fisico parece ter minimizado os danos causados pelo VCR, ten-
do os ratos treinados um desempenho melhor no teste de equilibrio quando com-
parados aos ratos sedentarios. O efeito protetor do treinamento fisico foi mantido
desde o primeiro (dia 1, F(1,23)=8,299, p=0,0084) até o ultimo dia de avaliacao (dia 15,
F(1,23) = 21,37; p = 0,0001). Conforme mostrado na figura 2, o tratamento com VCR
afetou o equilibrio dos ratos sedentarios, que permaneceram no rotarod por perio-
dos mais curtos quando comparados aos ratos nao tratados. O dano durou em todos
os dias de avaliacao (dia 1, F(1,23) = 9,758; p = 0,0048 até o dia 15, F(1,23) = 21,37, p =
0,0001. Figura 2).

Andlise de campo aberto

Os resultados no teste de campo aberto indicam que a VCR nao causou efei-
tos significativos nos parametros analisados. Observa-se, no entanto, que os animais
treinados mantiveram a atividade locomotora exploratéria por mais tempo que os
animais sedentarios. As diferencas significativas foram demonstradas na distancia
percorrida no dia 8 (F(1,20) = 12,97, p = 0,0018) e 15 (F(1,20) = 23,84, p <0,0001. Figura
3A) e no nimero de cruza nos mesmos dias (dia 8, F(1,24) =5.155, p = 0,0324 e dia 15,
F(1,24) = 8,487, p =0,0076. Figura 3B). No tltimo dia da avaliacao, houve uma diminui-
¢ao ainda maior na distancia percorrida pelos animais sedentarios tratados com VCR
(F(1,20) = 6,226, p = 0,0215), quando comparados aos animais treinados e tratados.
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Figura 2 - Efeito da VCR no equilibrio corporal de ratos treinados e sedentarios, avaliados no rotarod
no pré-tratamento (dia 0), um e sete dias apos a primeira dose (dias 1 e 7) e um e sete dias apds a se-

gunda dose do medicamento (dias 8 e 15).
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A. Distincia total movida (mm) e B. Nimeros de cruzamentos. Teste estatistico: ANOVA de medidas
repetidas. * p <0,05; ** p <0,01; *** P <0,001.

Figura 3 - O teste de campo aberto foi realizado no primeiro e no sétimo dia apds a primeira dose (dias
1e7)eno primeiro e no sétimo dia ap6s uma segunda dose de VCR (dias 8 e 15).
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Analises ex vivo

Efeito protetor do exercicio fisico contra estresse oxidativo e genotoxicidade
causados pelo tratamento com VCR.

A analise do DCFH mostrou que o tratamento com VCR levou a um aumento
nos niveis de EROs no cerebelo de ratos sedentarios (F(1,20) = 6,729, p = 0,0174) quan-
do comparados ao grupo controle. O treinamento fisico minimizou os efeitos téxicos
da exposi¢ao a VCR, demonstrando menor dano oxidativo (F(1,20) = 9,272, p = 0,0064)
em animais treinados, quando comparado aos animais sedentarios (Figura 42). Uma
forte correlacao entre a DCFH e o delta do rotarod (média dos dias de avaliacao: o,
1, 7 e 15) mostrou que quanto maior o estresse oxidativo gerado pela toxicidade do
medicamento, maior o desequilibrio dos animais no teste do rotarod (p = 0,002, r=
-0,74272. Figura 4B).

Ratos tratados com VCR apresentaram maior dano ao DNA (F(1,24) = 19,87, p
=0,0002) em compara¢ao com os nao tratados, demonstrando o potencial genotdxico
dessa droga. O treinamento fisico foi capaz de proteger contra esse dano (F(1,24) =
7.650, p =0,0107. Figura 4C). A correlacio moderada entre picogreen e delta do rotarod
mostrou que quanto maior a genotoxicidade gerada pela droga, maior o desequili-
brio dos animais no teste do rotarod (p = 0,0037, r=-0,61801. Figura 4D).
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Figura 4 - A. Analise do estresse oxidativo pelo aumento do grupo peroxil na DCFH. Resultado expresso
pela porcentagem de controle; B. Analise de correlagdo entre os testes rotarod (delta) e DFCH: p <0,01; r
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<0,01; r =-0,61801. P = valor P e r = coeficiente de correlacio de Spearman. ** p <0,01; *** p <0,001.
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Efeito protetor do exercicio fisico contra os danos imunoldgicos causados pelo
tratamento com VCR

Nas analises hematolégicas, tendo em vista que o valor de referéncia para a
contagem total de leucdcitos é de 7.300 - 12.660/uL, observou-se que o tratamento
com VCR causou leucocitose, ou seja, um aumento no numero de leucocitos em ratos
sedentarios (F(1,20) = 30,05, p < 0,0001), indicando maior efeito tdxico geral nos ratos
tratados com VCR quando comparados aos animais do grupo controle. O treinamen-
to fisico reduziu significativamente esse efeito téxico (F (1,20) = 5.602, p = 0,0281,
Figura 5A). Esses dados mostraram uma correlacdo negativa com o teste do rotarod
(p <0,0001; r = -0,77183. Figura 5B), indicando que quanto maior o efeito toxico geral
(leucocitose), menor a capacidade de manter o equilibrio no teste. Além disso, apre-
sentou correlacio moderada e forte, respectivamente, com as analises oxidativas de
DCFH (p=0,0075; 1=0,5783) e picogreen (p = 0,0002; r = 0,73268), indicando que o mes-
mo efeito de toxicidade causada pelo tratamento com VCR no cerebelo, também foi
capaz de causar danos imunolégicos gerais.

Observou-se também que o tratamento com VCR reduziu os niveis de hema-
técrito (representados por % de hemdcias; valor de referéncia entre 41,1 e 51,1%) em
ratos sedentarios (F(1,16) = 51,17; p <0,0001) quando comparados aos que nao recebe-
ram tratamento, o que significa déficit de gldbulos vermelhos no organismo e pode
ser indicativo de anemia. O treinamento fisico prévio minimizou esse dano (F(1,16)
= 38,72, p <0,0001, Figura 5C). Houve correlacio moderada entre a anélise do hema-
técrito e do DCFH (p = 0,0062; r=-0,58997. Figura 5D), indicando que quanto maior o
estresse oxidativo, menores os niveis de globulos vermelhos no sangue e, consequen-
temente, maior a chance de anemia.

Além disso, considerando os valores de referéncia para contagens de plaque-
tas de 840.000 a 1.240.000/pL, pode-se observar que a VCR causou diminuicao da con-
tagem de plaquetas em ratos sedentarios (F(1,17) = 16,14, p = 0,0009) em compara¢ao
com ratos do grupo controle, sugerindo que esta droga tem efeitos téxicos no sistema
imunologico. O exercicio fisico foi capaz de proteger os danos causados pelo medica-
mento, uma vez que diferiu significativamente do grupo sedentario (F(1,17) = 7,727,
p = 0,0128. Figura 5E), até 15 dias apds o protocolo de treinamento, em todos essas
analises.

Efeito protetor do exercicio fisico na melhora do sistema antioxidante

O treinamento fisico prévio aumentou a atividade antioxidante das enzimas
CAT e SOD nos animais tratados com VCR (F(1,20) = 16,13; p = 0,0007 e F(1,5) = 12,34,
p = 0,0031) em comparacao com animais sedentarios, também tratados com a droga
(Figura 6A e 6C). Houve uma correlacdo positiva entre a atividade da CAT e os testes
de rotarod (p = 0,0500; r=0,43640. Figura 6B), que mostraram que a melhora no sistema
antioxidante dos animais devido ao treinamento fisico protegeu do desequilibrio os
ratos tratados com VCR.
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Discussao

O presente estudo foi realizado com o objetivo de verificar se o exercicio fisico
altera o equilibrio dinamico e a coordenagao motora, a atividade locomotora explo-
ratoria e o balanco oxidativo e imunoloégico de ratos tratados com Vincristina (VCR).
Para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avalia os efeitos do exercicio
fisico na prevencao da toxicidade induzida pela VCR.

A dose antitumoral efetiva e o tempo de tratamento com VCR ainda ndo estao
bem estabelecidos na literatura. A VCR pode ser administrada a pacientes pediatricos
com peso inferior a 10kg (superficie corporal <1m?) a 0,05-0,065mg/kg semanalmen-
te, e em criangas com peso superior a 10kg (superficie corporal > 1m?), uma dose de
injecao em bolus. Os alcaloides da vinca de 1,5-2,0mg/m? podem ser administrados
semanalmente. Para adultos, a dose comum ¢é de 1,4mg/m? por semana [23]. Além
disso, existem poucas pesquisas relacionadas a toxicidade da VCR no cerebelo. A pes-
quisa atual foi baseada na dosagem descrita por Shabani et al. [18] em que as fun-
coes do cerebelo dos ratos foram profundamente afetadas pela exposicio a VCR e
foram observados déficits cognitivos, comportamentais e de fun¢ao motora na dose
cumulativa de 1,0mg/kg. Neste estudo, a possivel via de deterioracao do equilibrio e
do comportamento motor causado pelo dano cerebelar nao foi avaliada, nem foram
realizadas andlises bioquimicas para observar as causas dos achados. No presente
estudo, decidiu-se analisar a estrutura sanguinea e cerebelar no sétimo dia apds a
ultima dose, pois a imunossupressao e o estresse oxidativo sao maiores apos o sétimo
dia de aphcagao da VCR [24,25].

E sabido que a neurotoxicidade periférica e outras alteracdes motoras induzi-
das pela VCR provocam um importante déficit de equilibrio dinamico e coordenacao
motora [26,27], no entanto, o dano cerebelar induzido pela droga pode corroborar
esse achado. O teste do rotarod, usado como referéncia para dano cerebelar [28] de-
monstrou que a laténcia para a primeira queda no dispositivo foi menor nos animais
tratados em comparagao aos nao tratados com VCR. O tempo de laténcia ¢ a principal
medida obtida na barra rotacional e reflete o produto de quatro fatores principais
envolvidos na fungao motora do roedor: 1) equilibrio dindmico; 2) coordenacao mo-
tora; 3) planejamento motor; 4) aprendizado motor; e 5) condi¢des fisicas gerais e
neuromusculares [29]. No presente estudo, a andlise de DCFH e picogreen mostrou
que esse desequilibrio pode estar relacionado ao aumento dos danos oxidativos, imu-
nologicos e ao DNA cerebelar causados pela administracio do medicamento.

Observou-se que o treinamento fisico protegeu contra danos no equilibrio e
coordenacao motora induzidos pela administracio do medicamento até 15 dias apos
o término do protocolo de treinamento. A prote¢do pode ser explicada por uma mo-
dulacao positiva do sistema antioxidante devido ao aumento das atividades das en-
zimas SOD e CAT, o que demonstra que, de alguma forma, os animais que realizaram
treinamento fisico prévio possuem o organismo mais bem preparado para combater
o aumento do estresse oxidativo causado pela VCR. Esse resultado concorda com al-
gumas evidéncias que sugerem que as respostas adaptativas ao exercicio moderado
envolvem um aumento nas defesas antioxidantes e reducao na producao de oxidantes
basais [16,30]. Além disso, os animais tratados com VCR apresentaram danos ao DNA.
Drogas antitumorais podem causar danos ao DNA, e os alcaloides da vinca, como a
VCR, induzem citotoxicidade através da interagao com a tubulina. Os efeitos bioqui-
micos e biolégicos nos microtibulos incluem competicao pelo transporte intracelu-
lar de aminoacidos, inibicao da purina, sintese de proteinas de RNA e DNA e ruptura
lipidica da membrana celular [31]. Neste estudo, o treinamento fisico atuou como
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genoprotetor, no reparo e protecio do DNA [32], minimizando os efeitos deletérios
da droga.

Segundo a literatura, o exercicio fisico melhora a fun¢ao cognitiva e melhora
a disfuncao motora em ratos [33]. No presente estudo, a atividade locomotora explo-
ratoria dos animais foi demonstrada por meio de rastreamento por software em teste
de campo aberto que demonstrou que o treinamento fisico foi capaz de aumentar a
distancia total percorrida e o nimero de cruzamentos quando comparado ao grupo
de animais sedentarios. O exercicio também foi capaz de manter os niveis totais de
leucocitos, hematdcrito e plaquetas dos animais tratados com VCR dentro dos valores
de referéncia e foi observado com isso, uma melhor condicido do rato para manter
também o equilibrio dindmico e a coordenagao motora no teste rotarod. Portanto,
o treinamento fisico mostrou-se determinante para manter um bom estado fisico e
imunoloégico durante o tratamento com VCR. A mielossupressao pode ser associada
a qualquer alcaloide da vinca como resultado de tratamento prolongado, tratamento
nao intencional de altas doses ou em pacientes altamente suscetiveis [28]. Essa con-
dicao é um efeito colateral comum entre pacientes submetidos a quimioterapia [34] e
influencia diretamente a qualidade de vida das pessoas com cancer. Nos estudos rea-
lizados por Valenti [35] e Stephenson [36] com sobreviventes de cancer, observou-se
que aqueles que se exercitaram antes do diagndstico obtiveram uma melhor qualida-
de de vida do que pacientes que nao se exercitam.

Como limitacao, trata-se de um estudo experimental e, portanto, os achados
nao podem ser estendidos a pratica clinica. No entanto, a partir dos resultados po-
sitivos encontrados, incentivamos pesquisas futuras que utilizem exercicios fisicos
moderados em humanos, a fim de entender melhor as possiveis vias de protecao do
equilibrio dindmico e da coordenagao motora em individuos que serdo tratados com
quimioterapia.

Conclusio

A descoberta mais importante do estudo mostra que o exercicio aerdbico re-
gular moderado, como a natacao, protege o equilibrio dinamico e os danos a coorde-
nac¢ao motora induzidos pela administracao sistémica da VCR. Também mostra que
esse beneficio esta relacionado ao efeito positivo do exercicio como um modulador
do sistema antioxidante cerebelar, que aumentou a atividade das enzimas CAT e SOD
e reduziu espécies reativas de oxigénio e danos ao DNA. Além disso, o exercicio fisico
foi capaz de manter os niveis de leucécitos, plaquetas e hematocrito dentro dos limi-
tes da normalidade em ratos tratados com a droga e, por si s6, manteve a atividade
locomotora exploratoéria dos ratos analisados. O estudo também mostra que, mesmo
15 dias apds o treinamento, os efeitos benéficos do exercicio ainda podem ser obser-
vados.
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