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RESUMO

UM NOVO MODELO DE DISAUTONOMIA INDUZIDA PELO TRATAMENTO
CRONICO COM VINCRISTINA EM RATOS ACORDADOS. Arnaldo Aires Peixoto
Junior Orientador: Prof. Dr. Francisco de Assis Aquino Gondim. Programa de Pds-
Graduagdo em Farmacologia, Departamento de Fisiologia e Farmacologia,

Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara, 2008.

A vincristina € um quimioterapico e seu uso € limitado devido a neuropatia periférica,
com acometimento autondmico, sensitivo e motor. Sulfato de vincristina ou salina
foram injetados na veia da cauda, nas doses de 50 pg/Kg (5 doses), 100 ug/Kg (2-5
doses) ou 150 pg/Kg (1, 2 ou 5 doses) a cada dois dias em 144 ratos Wistar machos
(200-250 g). No dia seguinte, os animais receberam a refeicao-teste por gavagem e
foram sacrificados 10 minutos apds. A recuperagao gastrica e intestinal de corante
foi determinada por espectrofotometria. Constipacao foi avaliada pelo peso colénico
e neuropatia sensitiva pela laténcia térmica (51+0,5°C). Pressdo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) basais e valores da PAM e FC apés a
administracao de fenilefrina 5 ug/Kg e atropina 0,5 mg/Kg foram usados para estudo
dos baroreflexos. Diferengas foram avaliadas por One-Way ANOVA com P<0,05.
Tratamentos cronicos com 5 doses de 50 ug/Kg; 3, 4 e 5 doses de 100 ug/Kg; 2 e 5
doses de 150 ug/Kg causaram retardo do esvaziamento gastrico (EG) (P<0,05).
Duas e 5 doses de 150 pg/kg induziram constipacdo e houve reducdo da laténcia
térmica apos 1 dose de 50 pg/Kg, 100 pg/Kg e 150 pg/kg (P<0,05). O efeito da
vincristina sobre o EG néo foi evidenciado uma e duas semanas apdés o tratamento
com 5 doses de 150 ug/Kg (P>0,05). Houve redugéo do tempo de laténcia ao calor
por até duas semanas apos 5 doses de 150 ug/Kg (P<0,05). Vincristina potencializou
a reducao da FC induzida pela fenilefrina e aumentou a resposta cardiaca a atropina
(P<0,05). A neuropatia autonbémica induzida pela vincristina cursa com retardo do
EG, alteragdes na resposta baroreflexa e aumento do peso coldnico. A neuropatia
sensitiva precede o surgimento das alteragdes autondmicas e persiste apds a

reversao destas.

Palavras-chave: Sindromes Neurotdxicas. Doengas do Sistema Nervoso Auténomo.

Vincristina.



ABSTRACT

A NEW MODEL OF DYSAUTONOMY INDUCED BY CHRONIC VINCRISTINE
TREATMENT IN AWAKE RATS. Arnaldo Aires Peixoto Junior. Supervisor: Prof. Dr.
Francisco de Assis Aquino Gondim. Post-Graduate Programme in Pharmacology,
Department of Physiology and Pharmacology, Faculty of Medicine, Federal

University of Ceara, 2008.

Vincristine is a chemotherapy drug and its use is limited by peripheral neuropathy
with autonomic, sensory and motor involvement. Vincristine sulphate or saline was
injected into the tail vein at doses of 50 ug/Kg (5 doses), 100 ug/Kg (2-5 doses) or
150 ug/Kg (1, 2 or 5 doses) QOD in 144 male Wistar rats (200-250g). Next day, they
were gavage-fed with a test meal and sacrificed 10 minutes later. Gastric and
intestinal dye recovery was determined by spectrophotometry. Basal mean arterial
pressure (MAP) and heart rate (HR) and peak values of MAP and HR after i.v.
phenylephrine 5 ug/Kg and atropine 0.5 mg/Kg were used to evaluate the baroreflex
responses. Differences were evaluated by One-Way ANOVA with P<0.05. Chronic
treatment with 5 doses of 50 ug/Kg; 3, 4 and 5 doses of 100 ug/Kg; 2 and 5 doses of
150 pug/Kg delayed gastric emptying (GE) (P<0.05). Two and 5 doses of 150 pg/Kg
induced constipation and reduction in withdrawal latencies occurred after 1 dose of
50 pg/Kg, 100 ug/Kg and 150 pg/Kg (P<0.05). Vincristine (150 ug/Kg) immediately
decreased fecal output (P<0.05). The effect of vincristine on the GE was not present
in rats treated with 5 doses of vincristine 150 ug/kg one week and two weeks after
the last dose (P>0.05). The withdrawal latency decrease lasted for at least 2 weeks
after 5 doses of 150 pg/Kg (P<0.05). Vincristine enhanced the HR reduction induced
by phenylephrine and enhanced cardiac response to atropine (P<0.05). Vincristine-
induced autonomic neuropathy courses with delayed GE, altered baroreflex
responses and increased colonic weight. Sensory neuropathy preceded and

outlasted these autonomic changes.

Keywords: Neurotoxicity Syndromes. Autonomic Nervous System Diseases.

Vincristine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histérico e importancia dos alcal6ides da Vinca

A vincristina € um alcaldide natural, derivado da planta pervinca de
Madagascar, antigamente denominada de Vinca rosea Linn., sendo atualmente
chamada de Catharantus roseus (Figura 1). Esta é uma espécie de murta da familia
das Apocyanaceae, popularmente conhecida em nosso meio como Boa-noite
(KLENER, 1974; CHABNER et al., 1999).

Inicialmente, a planta pervinca foi usada para o tratamento de diversos males
em varias partes do mundo e, em especial, pelos povos indigenas do Brasil, Filipinas
e da regido sul da Africa. Seu efeito sobre a limpeza e cicatrizacdo de feridas, no
controle de sangramentos e no tratamento de odontalgias, fez com que o extrato da
planta passasse a ser usado para fins medicinais (PECKOLT, 1910; JOHNSON et
al., 1963).

Porém, somente apds estudos sistematicos de pesquisadores canadenses e
americanos em 1957, é que o efeito da infusdo e do extrato da Vinca rosea para fins
medicinais passou a ser reconhecido pela comunidade cientifica. Em 1963, devido
seu efeito hipoglicemiante, comegou a ser industrializado e indicado para o
tratamento de diabetes mellitus (JOHNSON et al., 1963).

Apesar dos investimentos da industria farmacéutica na comercializacdo do
extrato da Vinca para fins de tratamento de diabetes mellitus, alguns autores
alertaram sobre o seu efeito modesto deste extrato como hipoglicemiante oral e
sobre o toxico depressor dos alcaldides da Vinca na medula éssea, resultando em
leucopenia periférica importante (CUTTS et al.,, 1957; NOBLE et al., 1958;
SVOBODA et al., 1962).

Estudos sobre os efeitos mielotoxicos do extrato da Vinca resultaram no
fracionamento e isolamento de aproximadamente 26 alcaldides derivados da Vinca
rosea. Destes, apenas 4 alcalbides diméricos, foram identificados como agentes com
intensa atividade biologica: vincristina, vinblastina, vinleurosina e vinrosidina
(SVOBODA et al., 1959).

Johnson et al. (1959) demonstraram o efeito de alcaldides da Vinca sobre

neoplasias linfociticas agudas em camundongos, despertando o interesse da
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comunidade cientifica para a agao anti-neoplasica destes derivados (Johnson et al.,
1959).

A vinleurosina e a vinrosidina ndo se mostraram adequadas para o uso
clinico, por conta da elevada toxicidade mesmo apds administracdo de doses
terapéuticas. Com isso, os estudos experimentais e clinicos passaram a ser
concentrados em dois alcaldides: a vinblastina e a vincristina (CHABNER et al.,
1999).

Apesar de sua maior toxicidade sistémica quando comparada a vinblastina, a
vincristina tem sido mais amplamente usada como quimioterapico (NEMETH et al.,
1970; CHABNER et al., 1999). Esta € um alcaldide extraido diretamente da planta
pervinca, com estrutura quimica composta por dimeros assimétricos (Figura 2).

Outro agente, também derivado da Vinca rosea, a vinorelbina, com atividade
bioldgica descrita em 1995, vem sendo usada no tratamento de canceres de pulmao
e mama (BUDMAN, 1997).



Figura 1 - Planta pervinca de Madagascar (Catharantus roseus)
Fonte: UNIVERSIDADE DO PORTO. Faculdade de Farmacia (2005-2006)
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Figura 2 - Férmula estrutural da vincristina
Fonte: THE CHEMICAL HERITAGE FOUNDATION (2001)
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1.2 Efeito farmacoldgico da vincristina

A vincristina € usada em combinacdo com outros quimioterapicos ou
corticoides no tratamento de leucemias, linfomas e tumores solidos como tumor de
Wilms, neuroblastoma, tumores cerebrais, rabdomiosarcoma, carcinoma de mama,
de bexiga e do sistema reprodutivo masculino e feminino (CHABNER et al., 1996).
Este quimioterapico é administrado por via intravenosa, sob a forma de bolus ou
infusdo continua. O extravasamento vascular resulta em irritacdo e necrose tecidual,
devendo ser evitado (SCHULMEISTER, 2004). Em humanos, sua aplicacéo é feita
com diluicdo de 1 mg/ml, uma vez por semana e a dose semanal preconizada é de
1,4 mg/m? de area corporal, podendo chegar a 2 mg/m? (VERSTAPPEN et al.,
2005). Dose e duragao do tratamento dependem do tipo de neoplasia, protocolo
terapéutico e idade do paciente (CHABNER et al., 1996).

Farmacocinética

Estudos de farmacocinética em pacientes com cancer mostraram que cerca
de 30 minutos apos a administracao intravenosa de vincristina, esta é eliminada em
até 90% da corrente sanguinea, permanecendo ligada reversivelmente aos tecidos
(KLENER, 1974). A queda dos niveis sanguineos de vincristina, apdés a
administracao intravenosa (sulfato de vincristina), ocorre de forma tri-fasica, com
meia-vida inicial de 5 minutos, intermediaria de 2 horas e 18 minutos e final de 85
horas. A variagdo da meia-vida final no homem é de 19 a 155 horas
(SCHULMEISTER, 2004).

Estudos sobre distribuicio e metabolismo da vincristina também foram
realizados em animais. Em ratos, o pico sérico ocorre 15 minutos apds a
administragdo de vincristina e a meia-vida plasmatica é de 100 minutos. A
distribuicdo tecidual ocorre principalmente no figado, rim e bago, atingindo
concentragdo maxima cerca de 1 hora apés a administracdo (El DAREER et al.,
1977).

Aproximadamente 45% da vincristina permanece ligada as proteinas
plasmaticas e seu metabolismo € hepatico, podendo a disfung¢do do figado limitar o
seu uso (ZHOU; RAHMANI et al., 1992). Pacientes com niveis de bilirrubina sérica

superiores a 3 mg/dl devem receber apenas 50 a 75% da dose usual e a
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administragcdo de substancias indutoras ou inibidoras do citocromo P-450 como a
fenitoina podem afetar a farmacocinética e a toxicidade da vincristina
(SCHAUMBURG, 2000).

Estudos em animais e em humanos indicam que a vincristina tem penetracao
limitada no sistema nervoso central (JOHNSON et al., 1963; EI DAREER et al.,
1977). A concentragao de vincristina no liquido cefalorraquidiano costuma ser 20 a
30% inferior a concentragdo encontrada no plasma. A alta incidéncia de neuropatia
periférica induzida por vincristina e os escassos relatos sobre toxicidade no sistema
nervoso central sugerem uma baixa penetragdo deste quimioterapico através da
barreira hemato-encefalica (JACKSON et al., 1988).

O sistema biliar € a principal via de excreg¢ao e a circulagao entero-hepatica
da vincristina pode resultar em exposi¢cado prolongada dos tecidos, favorecendo a
toxicidade da droga (SCHAUMBURG, 2000). Apenas uma pequena quantidade da
droga, menos de 15%, é eliminada pelo rim, sendo encontrada na forma inalterada
na urina. O clearance médio no adulto é de 189ml/min/m? de &rea corporal,
enquanto na crianga, a depuragcéo € bem maior, chegando a 482ml/min/m? (CROM
et al., 1994).

De acordo com estudos experimentais realizados, animais menores toleram
doses relativamente maiores de vincristina. A DLsp da vincristina, administrada por
via intravenosa, em ratos é de 1,3 mg/Kg de peso e estes animais morrem apos
tratamento com doses de 0,5mg/Kg por dia, apds 10 dias. Enquanto isto, a DLsg em
camundongos chega a ser de 5,2 mg/Kg e, em gatos, a administragao de vincristina
na dose de 0,025 mg/Kg por 13 dias resulta em 6bito do animal (ADAMSON et al.,
1965).

Farmacodinamica

Sua agao antineoplasica se deve ao efeito sobre a mitose, resultando em
inibicdo desta, com parada do ciclo celular na fase de metafase (SAVEL et al.,
1964). A vincristina se liga especificamente com a tubulina e bloqueia a capacidade
de polimerizacdo de suas subunidades, afetando a formacdo dos microtubulos
(HIROSE; TAKIGUCHI, 1995).
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Na auséncia de um fuso mitético intacto, os cromossomos podem se
dispersar, o que € chamado de explosao mitética, ou podem se aglomerar, levando
presumivelmente a morte celular (SMETS, 1994).

Embora o seu efeito citotoxico primario seja descrito classicamente como uma
parada do ciclo celular em metafase, ha evidéncias de que a vincristina também tem
efeito sobre células que nao estdo em proliferagao, fora da fase de mitose, e que
estdo na fase S e na fase G1 do ciclo celular, particularmente apds doses elevadas
deste quimioterapico (MADOC-JONES; MAURO, 1968).

A acdo da vincristina nos microtubulos afeta ndo somente as células em
proliferacdo, comprometendo a formagao dos fusos mitéticos, mas também altera
células que ndo estdo em proliferagdo, interferindo na quimiotaxia, fagocitose,
adesao celular, transporte axonal e em proteinas de membrana. Os efeitos colaterais
dos alcaldides da Vinca parecem estar associados a alteracdes destas funcdes
(CHABNER et al., 1996).

1.3 Alteracdes gastrintestinais associadas a vincristina

Alteragbes gastrintestinais sao frequentemente associadas ao uso terapéutico
da vincristina. A constipagao € a manifestacdo mais referida e, portanto, a motilidade
colonica tem recebido atencdo especial na maioria dos estudos (EVANS, 1968;
EVANS et al., 1963; HAGGARD et al., 1968). Ha relato de casos dramaticos de
constipagcdo aguda em humanos, iniciando-se 4 a 72 horas ap0s a primeira dose e
persistindo por varios dias (HARRIS; JACKSON, 1977). Sandler et al. (1969)
encontrou uma incidéncia de 46% de queixas gastrintestinais, caracterizadas por dor
abdominal leve e/ou constipagdo em uma série de 50 pacientes, apos o terceiro dia
de tratamento com vincristina, além de encontrar ileo paralitico na radiografia
simples de abdome em 25% destes individuos estudados.

Alguns experimentos em animais reproduziram este fendmeno associado a
vincristina, guardando uma semelhanga consideravel com o que acontece em
humanos, com uma constipagao transitoria, iniciando-se apds 48 horas do inicio do
tratamento e permanecendo por até quatro dias (JOHNSTON et al., 1985). Neste
mesmo modelo, foi observado que, além de um peso coldnico aumentado, com
fezes impactadas, ocasionalmente observa-se um estdbmago repleto de alimentos

nao digeridos. Tais achados sugerem uma alteragdo da motilidade do trato
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gastrintestinal alto apds a administragdo de uma unica dose de 0,2 mg/Kg de
vincristina intraperitoneal. Estudo realizado por Uy et al. (1967), objetivando avaliar
neurotoxicidade em ratos, encontrou além de uma incidéncia de 80 a 100% de
anormalidades histoldégicas em nervos periféricos, uma incidéncia também elevada
de distensdo abdominal e parada nas contragcoes abdominais, apds tratamento com
1 mg/Kg de vincristina intravenosa.

Apesar da queixa comum de constipagdo, alguns pacientes referem sintomas
sugestivos de acometimento do trato gastrintestinal superior. Dentre estas
manifestacdes, destacam-se nauseas, dores abdominais, anorexia e, em casos mais
graves, ileo paralitico e gastroparesia (TOGHILL; BRUKE, 1970; ROSEMBERG;
CARIDI, 1983; TOMOMASA et al., 1999). Casos extremos de ileo paralitico grave
tém sido relatados com frequéncia na literatura (KAUFMAN et al., 1976; JACKSON
et al., 1982; IKEHARA, 1992).

Poucos trabalhos foram realizados com o intuito de investigar as alteracdes
do trato gastrintestinal alto durante o tratamento com este quimioterapico. Um estudo
em ratos revelou um aumento desordenado da atividade elétrica no intestino
delgado 50 minutos apds a administracdo de vincristina intravenosa nas doses de
500 ug/Kg e 750 ug/Kg (SNINSKY, 1987). Entretanto, este achado foi associado a
um atraso no transito intestinal. Este mesmo trabalho encontrou o reaparecimento,
com reducédo da periodicidade, do complexo motor migratério 70 minutos apds a
administragao, associado a um aumento do transito intestinal (SNINSKY, 1987).

Outro estudo mais recente avaliou a motilidade gastrica através de
monitorizagdo mecanica. Este revelou um aumento significativo na frequéncia das
contragdes gastricas e no indice de motilidade duas horas apds a administracéo de
vincristina, seguido por uma reducédo no indice de motilidade e na amplitude das
contragdes um dia apos o tratamento, com reversdo completa deste efeito no
terceiro dia (KANEKO et al., 2001).

As alteragcbes gastrintestinais relacionadas a vincristina, em particular o
comprometimento da motilidade, tém sido associados a uma possivel neuropatia
autonémica (SANDLER et al., 1969; HAGGARD et al., 1968; KAPLAN; WIERNIK,
1982). Johnston et al. (1985) realizou um estudo com imunohistoquimica em
estbmago, duodeno e célon de ratos apoés a administracdo de 0,2 mg/Kg de
vincristina intraperitoneal. Foi observada uma redugdo de 50% na densidade da

imunoexpressao de gastrina em células do estdmago, de 5-hidroxitriptamina no
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duodeno e de glucagon no célon 72 horas apos o tratamento. Entretanto, estes
autores nao identificaram uma relagdo entre esta reducdo da imunoexpressao e
alteracdes na motilidade gastrintestinal.

Alguns autores chegaram a relatar degeneracdo do plexo mioentérico apos
tratamento com vincristina, assim como apds outros alcaldides da vinca como
vinblastina, em humanos e animais (GOTTSCHALK et al., 1968; SMITH, 1967).
Porém, estudos investigando o efeito deste quimioterapico sobre a célula muscular
lisa intestinal ndo foram realizados. Os resultados de Kaneko et al. (2001) reforgam a
hipétese de uma alteracdo neural, uma vez que as células da musculatura lisa do
intestino mantém uma resposta normal ao estimulo com acetilcolina, mesmo apos

tratamento com vincristina.

1.4 Alteracdes neuroldgicas associadas a vincristina

A neuropatia € uma das complicacbes mais freqientemente associada ao
tratamento com vincristina, acometendo quase todos os pacientes que receberam
este quimioterapico, mesmo que transitoriamente (WEISS et al., 1974). Este efeito
adverso parece estar associado ao total de doses recebidas, frequéncia das
administragdes e duracdo do tratamento (CASEY et al., 1973; BRADLEY et al.,
1970; DESAI et al., 1970).

Manifestacdes neuroldgicas

O uso clinico de doses mais elevadas deste antineoplasico é limitado devido
ao desenvolvimento de neuropatia mista sensitivo-motora (SANDLER et al., 1969;
HOLLAND et al., 1973). Esta parece ocorrer em dois estagios. Inicialmente ha dano
axonal predominantemente sensitivo, sem perda de neurdnios, determinando
parestesias e disestesias. Em um estagio mais tardio, geralmente apds doses
elevadas e por longos periodos de tratamento, ha perda axonal e da fungdo motora
(WEISS et al., 1974; KAPLAN; WIERNIK, 1982; MCCARTHY; SKILLINGS, 1992).

Parestesia dolorosa e disestesia indicam a presenca de neuropatia sensitiva,
que pode ser permanente. Porém, na maioria dos casos, ha reversao total ou parcial

apés suspensdao do tratamento. As alteragdes sensitivas ocorrem por



24

comprometimento de nervos periféricos distais e usualmente precedem as
alteragdes autondmicas (GOTTLIEB et al., 1971).

A perda dos reflexos tendinosos profundos, em especial a depressao do
reflexo do tendao de Aquiles, € uma das primeiras indicacbes de neurotoxicidade
motora, podendo ser acompanhada de mialgia proximal, fraqueza de musculatura
distal e atrofia. Eventualmente pode haver comprometimento motor mais
significativo, com fraqueza generalizada e quadriparesia (MORESS et al., 1967).

O acometimento do sistema nervoso autonémico tem sido utilizado como
justificativa para a constipagao intestinal, retencao urinaria e hipotensao ortostatica
em pacientes tratados com vincristina, embora estudos de neurofisiologia e de
histologia para confirmar o mecanismo proposto ndo tenham sido realizados.

A constipacdo e o ileo paralitico sdo as supostas alteracbes autonémicas
mais frequentemente descritas (GUBISCH et al., 1963; WHITELAW et al., 1963;
BOHANNON et al., 1963; EVANS, 1968; EVANS et al., 1963; HAGGARD et al.,
1968). Ha relatos na literatura sobre ileo paralitico com desfecho fatal apds dose
elevada de vincristina em humanos, mesmo na auséncia de evidéncias de
neuropatia periférica (TOGHILL et al., 1970).

Disfungao urinaria também tem sido relatada durante o tratamento com
vincristina em humanos, podendo se manifestar como leve dificuldade em iniciar a
miccdo até completa atonia vesical, sem associagdo com neuropatia periférica
(GOTTLIEB et al., 1971).

A incidéncia de hipotensao ortostatica durante tratamento com vincristina
pode variar de 4%, em estudos retrospectivos (CARMICHAEL et al., 1970), até 51%
em estudos prospectivos onde os individuos tratados foram submetidos a testes
especificos para avaliar a presenca de hipotensao ortostatica (ROCA et al., 1985). O
mecanismo envolvido na alteracdo da regulagao dos niveis de pressao arterial em
individuos tratados com vincristina ndo é conhecido. Estudos experimentais
mostraram que este quimioterapico, assim como outras substancias que afetam os
microtubulos, inibe a liberagdo de catecolaminas induzida pela nicotina na glandula
adrenal bovina (POISNER; BERNSTEIN, 1971), podendo ser este um dos
mecanismos envolvidos na disfungdo cardiovascular autondmica pela vincristina
(ROCA et al., 1985).

Recuperacdo espontanea das alteracbes somaticas, vesicais e intestinais

apos a suspensao da vincristina tem sido descrita (SANDLER et al.,, 1969;
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JOCNIMSEN, 1982), porém nao ha estudos sobre o comportamento temporal da
disautonomia cardiovascular.

O comprometimento de nervos cranianos como efeito adverso da vincristina é
descrito, porém com uma frequéncia menor do que as neuropatias periférica e
autonémica. Manifestagdes oculares como oftalmoplegia e ptose sdo mais comuns
(ALBERT et al., 1967).

Dor paroxistica na regido maxilar e perda do reflexo corneano tém sido
relatadas em pacientes submetidos a tratamento oncolégico com este
quimioterapico, sugerindo acometimento do nervo trigémio (HEYN et al., 1966;
WINDMILLER et al., 1966). Paralisia facial (HAGGARD et al., 1968) e rouquidao
(JOHNSON et al., 1963; BOHANNON et al.,, 1963) também foram associadas a
neurotoxicidade pela vincristina.

Efeitos da vincristina sobre o sistema nervoso central ndo tém sido relatados
com freqléncia, embora haja descricdo na literatura de hiponatremia associado a
sindrome da secrecao inapropriada do hormdnio anti-diurético durante o tratamento
(SLATER et al., 1969; FINE et al., 1966; OLDHAM et al.,, 1972; MERIWETHER,
1971; CUTTING, 1971; NICHOLSON; FELDMAN, 1972), chegando inclusive a
deflagrar coma hiponatrémico (SUSKIND et al., 1972). No entanto, ndo ha dados
convincentes que indiquem se esta alteragao € relacionada a um efeito direto da
vincristina sobre o sistema nervoso central e o mecanismo ainda €, portanto,
desconhecido.

Depressao, agitacdo, alucinagdes e convulsdes tém sido descritas em
pacientes tratados com este quimioterapico, porém a relagdo causal entre o0 uso da
droga e a toxicidade central n&o teve consisténcia (KARON et al., 1962; LASSMAN
et al., 1965; POSNER, 1971; JOHNSON et al., 1973; PANOFF, 1971).

Estudos realizados por Serafy e Hashash (1981) com coelhos tratados
sistemicamente com vincristina revelaram destruicdo das células sensoriais do érgéo
de Corti, assim como também das células do ganglio espiral. Em humanos, ha
relatos de episodios subitos de perda auditiva tipo sensorioneural com melhora
gradual, sugerindo ototoxicidade pelo uso deste quimioterapico (MAHAJAN et al.,
1981).

A melhora dos efeitos adversos associados a vincristina sobre o sistema
nervoso comega com a suspensao do tratamento (SANDLER et al.,, 1969). As

parestesias sao as mais prontamente revertidas, seguida pelas alteragcdes motoras.
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A melhora do retardo dos reflexos tendineos ocorre de forma mais lenta, e muitas
vezes parcialmente. A maioria dos pacientes tratados com vincristina permanece
com queixas, ainda que leves, sugestivas de neuropatia periférica como paresia o
parestesia de dedos, mesmo apds a suspensdo do quimioterapico (CASEY et al.,
1973; BERENSON, 1971).

Neurofisiologia

Estudos eletrofisioldgicos e de microscopia tém confirmado um predominio de
alteragbes sugestivas de neuropatia axonal.

A eletroneuromiografia n&o revelou alteragdo na velocidade de condugéo
neural ou na transmissado neuromuscular em humanos e em animais (CASEY et al.,
1973; BRADLEY et al., 1970; McLEOD et al., 1969), sugerindo o comprometimento
axonal.

Alguns autores propuseram que a vincristina poderia ter uma agédo sobre o
fuso muscular, causando depressao do reflexo tendineo. Trabalhos realizados em
pacientes tratados com este quimioterapico revelaram que quando os individuos
perdiam o reflexo de Aquiles, o reflexo H permanecia intacto. Este reflexo envolve a
mesma via sensorial e motora do tendao de Aquiles, porém através de um by-pass,
nao passando pelo fuso muscular (CASEY et al., 1973; SANDLER et al.,, 1969;
TOBIN et al., 1968).

Estudos de eletrofisiologia em ratos, apds a indugdo de neuropatia dolorosa
por tratamento com vincristina sistémica (100 ug/Kg) por duas semanas, revelaram
que durante o pico de hiperalgesia mecéanica, metade das fibras-C nociceptivas em
nervos periféricos eram hiperresponsivas ao estimulo mecanico e a velocidade de
conducao das fibras-A e fibras-C estavam significativamente reduzidas (TANNER et
al., 1998).

Neuropatologia

O efeito anti-neoplasico da vincristina se deve a agao sobre a dindmica do
fuso mitdtico, prevenindo a divisdo celular (OLMSTED; BORISY, 1973; HIMES et al.,
1976; OWELLEN et al., 1976; JORDAN et al., 1992; LOBERT et al., 1996). Porém o

efeito neurotoxico provavelmente € devido a agcdo da vincristina sobre os
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microtubulos neuronais, resultando em prejuizo no transporte axonal em nervos
periféricos (SHELANSKI; WISNIEWSKI, 1969; BRADLEY et al., 1970; CASEY et al.,
1973; WEISS et al., 1974).

Os neurdnios periféricos sdo mais sensiveis a acdo deste anti-neoplasico. A
funcdo destes neurbnios depende do transporte axonal e da integridade das
terminagdes periféricas (SHELANSKI and WISNIEWSKI, 1969). As parestesias e
disestesias, mais pronunciadas em extremidades, se devem a disfuncdo dos
neurénios sensitivos distais, os quais s&o mais longos e provavelmente mais
sensiveis a alteracado no transporte axonal.

Entretanto, ndo ha estudos sobre o comprometimento dos ganglios da raiz
dorsal secundario ao tratamento com vincristina, efeito descrito em outros
quimioterapicos, tais como a cisplatina (KRARUP-HANSEN et al., 2007).

Estudos histolégicos em humanos tratados com vincristina revelaram o
acometimento primariamente de nervos periféricos, com degeneragdao axonal
primaria (BRADLEY et al., 1970).

Estes achados também foram vistos em modelos experimentais tratados com
vincristina (GOTTSCHALK et al., 1968), porém um grau variavel de miopatia toxica
foi associado a administragcao deste quimioterapico em algumas espécies de animais
(ANDERSON et al., 1967; SLOTWINER et al., 1966; CLARKE et al., 1972).

Achados de microscopia eletrénica em culturas de neurbnios e em animais
tratados com vincristina evidenciaram dano axonal caracterizado por degeneragao
neurofibrilar (SCHOCHET et al., 1968; SHELANSKI et al., 1969). Esta degeneragao
axonal tem sido associada a alteragdes nos mecanismos de transporte
axonoplasmatico e, portanto a toxicidade neural (WISNIEWSKI et al.,, 1970;
SCHLAEPFER, 1971). Porém, estudos sobre o grau de degeneragido e
desorientacdo dos microtubulos e sua associagao com as fungdes do citoesqueleto
como transporte axonal ainda nao foram realizados.

Estudos in vitro, com exposicdo direta de nervos seccionados a vincristina
também induziu desorganizagao dos microtubulos axonais, 0os quais normalmente
estdo longitudinalmente alinhados (SAHENK et al., 1987).

Modelos animais de neuropatia associada a vincristina também revelaram
desorientacdo dos microtubulos sem reducdo concomitante do numero de
microtubulos por axénio (GREEN et al., 1977; TANNER et al., 1998).
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Os mecanismos pelos quais o0s microtubulos axonais se tornam
desorganizados ndo € conhecido, porém pode ser associado a uma
despolimerizagao parcial, resultando em microtubulos menores (GREEN et al., 1977;
DUSTIN, 1984). Altas doses de alcaldides da Vinca promovem a despolimerizagao
de microtubulos axonais e a formagao de paracristais de tubulina quando aplicados
localmente no axdnio tanto in vitro (SAHENK et al., 1987) como in vivo (SHELANSKI,
WISNIEWSKI, 1969).

A possibilidade de estes microtubulos menores ndo se ligarem ao
citoesqueleto adjacente ou aos elementos membranosos foi aventada como causa
da desorganizacado destes, apds exposi¢ao a vincristina (ROBSON; BURGOYNE,
1988).

A neuropatia periférica associada a vincristina ocorre sem danos morfologicos
grosseiros e sem perda axonal. Portanto, a desorganizagdo dos microtubulos tem
sido associada as anormalidades na funcdo nociceptiva e a hiperalgesia (TANNER
et al., 1998). Os microtubulos axonais estdo envolvidos no transporte axonal de
componentes celulares, anterogradamente e retrogradamente (SHEETZ et al., 1989;
ALLAN; VALE, 1991; CIEVELAND; HOFFMAN, 1991; SHEETZ; MARTENSON,
1991; HIROKAWA, 1993). E postulado que a desorganizacdo no citoesqueleto
poderia produzir alteracbes nas proteinas presentes nas terminagdes nervosas,
resultando em mudancas na excitabilidade dos nociceptores. Segundo alguns
autores, este pode ser um dos mecanismos envolvidos na neuropatia sensitiva
associada a vincristina (TANNER et al.,, 1998). Entretanto, ndo ha estudos
demonstrando alteragdes no transporte axonal apos desorganizagdo no

citoesqueleto neural devido vincristina.

Alteragdes em outros sistemas associadas a vincristina

A vincristina atua sobre o ciclo celular, ocasionando alteracbes sobre a estrutura e
fisiologia de varios tecidos. Embora nas neoplasias este efeito seja desejavel, a agcéo
deste farmaco sobre outros tecidos pode resultar em prejuizo para o paciente,
ocasionando morbidades e eventualmente a morte.

Um efeito da vincristina, descrito desde os primeiros estudos sobre sua acédo, é a
mielosupressao. Este efeito ndo é considerado limitante e tem motivado o seu uso

terapéutico sobre as neoplasias da linhagem hematoldgica. Tem sido descrita
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trombocitopenia, anemia e leucopenia transitorias durante tratamento com
vincristina. Porém aplasia de medula dssea grave esta associada principalmente
com superdosagem deste quimioterapico (SCHAUMBURG, 2000).

Alopecia tem sido descrita com uso de vincristina em doses terapéuticas
(SELAWRY; HANANIAN, 1963; HILDEBRAND; COERS, 1965; SANDLER et al.,
1969; MCLEOD; PENNY, 1969; BRADLEY et al., 1970; CASEY et al., 1973). Esta é
geralmente é reversivel e pode acometer 20% dos pacientes submetidos ao
tratamento (SCHAUMBURG, 2000). Perda de peso transitoria em humanos tem sido
descrita também com uso deste quimioterapico (SELAWRY; HANANIAN, 1963) e,
assim como a alopecia, é vista também em modelos animais usados para estudo de
toxicidade da vincristina.

O efeito deste quimioterapico sobre o sistema endocrino motivou alguns
experimentos (NOBLE et al., 1958; SVOBODA et al., 1959). Ainda na metade do
século passado, a infusdo e o extrato da Vinca rosea chegou a ser industrializado e
comercializado por alguns laboratérios para o tratamento de diabetes mellitus
(JOHNSON et al., 1963). Vincristina tem efeito variavel sobre a liberagdo pancreatica
de glucagon (LECLEREG-MEYER et al.,, 1974; ASSAN et al., 1978) e insulina
(DEVIS et al., 1974; SHAH et al., 1979, 1981). Em doses baixas e por curto periodo
de tempo, este quimioterapico potencializa a secreciao destes hormdnios, enquanto
o tratamento com vincristina em doses elevadas e por longos periodos resulta em
inibicdo da liberacdo. Em humanos, doses terapéuticas de vincristina reduziram em
40% a resposta insulinica a infusdo intravenosa de 5 g de glicose (CAVIEZEL et al.,
1977).

Ainda em relagédo ao efeito sobre o sistema enddcrino, estudos realizados em ratas
mostraram que a vincristina tem efeito anti-estrogénico (CUTTS et al., 1960). Este
efeito nao foi confirmado em humanos.

Toxicidade cardiaca foi relatada em um estudo de Lassman et al. (1965), porém este
efeito ndo é descrito por outros autores, provavelmente por ser incomum.
Tratamento de cobaios com vincristina resultou em miopatia nos estudos realizados
por Bradley (1970). Estes animais apresentavam precocemente e apds doses baixas
de vincristina, corpusculos espiralados no sarcoplasma, possivelmente derivados da
degeneragdo do reticulo sarcoplasmatico. Cobaios submetidos ao tratamento
crénico por duas semanas com vincristina se tornaram moribundos e apresentavam

fragueza dos membros posteriores, além de extensas alteragdes necroticas em
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musculatura proximal. Em humanos, sinais fisicos de miopatia como fadiga e
fraqueza proximal sédo raros (BRADLEY et al., 1970).

A vincrisitha tem como caracteristica a facilidade em penetrar através da barreira
placentaria, podendo agir também sobre células e tecido embrionario.

Ha descrigdes sobre efeitos teratogénicos como microftalmia, anoftalmia e até morte
do embrido de mées tratadas com este quimioterapico durante a gestacédo, em
particular durante o inicio do periodo gestacional quando as células do embrido
ainda estédo indiferenciadas (COHLAN, 1963). Entretanto, ha varios relatos na
literatura de gestantes tratadas com alcaldides da Vinca, que conceberam filhos sem
malformacgdes congénitas (ARMSTRONG et al., 1964; ROSENZWEIG et al., 1964;
LACHER et al.,, 1966; COOPLAND et al., 1969). As revisbes de literatura sao
controversas quanto a seguranga do uso de vincristina durante a gestagao. Apesar
disto, a utilizagdo de drogas anti-mitéticas como os alcaldides da Vinca neste
periodo nao é recomendada (SCHARDEIN, 1985).
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2 OBJETIVOS

Alteragdes gastrintestinais relacionadas a vincristina tém sido citadas

amplamente pela literatura. Entretanto, um modelo experimental para o estudo

destas alteracgdes, até entdo, ndo havia sido descrito. Além disso, nenhum trabalho

foi realizado procurando identificar o comportamento das alteragdes gastrintestinais

ao longo do tratamento com vincristina e a associagdo destas com alteragdes

sensitivas e autondbmicas.

O presente trabalho teve como objetivos avaliar, em ratos acordados:

1.

O efeito do tratamento agudo e crénico com vincristina sobre a motilidade
gastrintestinal alta e baixa.

A associagado entre alteragbes do esvaziamento gastrico e do transito
gastrintestinal de liquido e alteragbes no peso dos colons induzidas por
vincristina.

A associacdo entre alteragcdes na sensibilidade térmica e alteracbes da
motilidade gastrintestinal alta e baixa induzidas por vincristina.

A participagdo do sistema nervoso simpatico nas alteragbes do
esvaziamento gastrico e do transito gastrintestinal de liquido induzidas por
vincristina.

O efeito do tratamento cronico com vincristina sobre a resposta
barorreflexa aos testes de avaliagao de disautonomia cardiovascular.
Evidéncias de neurotoxicidade autonémica induzida por vincristina, através
da relacdo entre alteragdes na motilidade gastritestinal e na resposta

barorreflexa.
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos cirurgicos e tratamentos experimentais foram
conduzidos de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo de Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal (COBEA) e foi aprovado
pela Comiss&o de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) (Declaracdo em anexo).

Os experimentos foram realizados em laboratoérios, procurando atenuacédo de som e

mantendo-se a temperatura em estabilidade com ar-condicionado (20-22°C).
Protocolo 1

Estudo do esvaziamento gastrico e do transito gastrintestinal de liquido em
ratos acordados e submetidos a tratamento agudo com vincristina

intravenosa.

Os resultados dos experimentos do protocolo 1 foram apresentados na XXI
Reunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental, Aguas de
Linddia, Brasil, 2006 (05.006), na Il Reunidao Regional da Federacado de Sociedades
de Biologia Experimental, Recife, Brasil, 2007, foram aceitos para apresenta¢cdo no
American Academy of Neurology 60" Anual Meeting, Chigaco, IL em 12 a 19 de abril

de 2008 e publicagdo do resumo no peridédico Neurology (resumos em anexo).
Tratamento farmacoldgico

A fim de realizarmos o estudo do efeito agudo da vincristina intravenosa sobre
0 esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal de liquido, realizamos os
experimentos deste protocolo com as mesmas doses utilizadas previamente por
Sninsky (1987) e por Kaneko et al. (2001) para o estudo do efeito agudo da
vincristina sobre a motilidade gastrintestinal.

Os experimentos foram realizados em 12 ratos Wistar, machos, pesando
entre 170 e 240 g, mantidos sob ciclo de 12h luz/escuro, recebendo comida e agua
ad libitum.

Sulfato de vincristina foi administrado em 7 animais, por via intravenosa na

veia da cauda na dose de 750 pg/Kg.
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O subgrupo controle, formado por 5 animais, recebeu volume de salina de
acordo com o peso dos ratos, mantendo a equivaléncia de volume.
O tratamento agudo foi realizado 60 minutos antes da medigdo do EG e do

TGl de liquido com vincristina ou salina em dose Unica.

Farmaco

Sulfato de vincristina (Tecnocris®, Eurofarma/Zodiac Produtos Farmacéuticos
S/A, Sao Paulo-SP) na concentragdo de 1 mg/ml foi diluido em salina até atingir a

concentracao de 45 ug/ml.

Medicdo do EG e do TGl de liquido

Um subgrupo de 12 ratos, sendo sete tratados com vincristina e cinco com
salina, permaneceu em jejum durante 16 horas, antes da medi¢cado do EG e TGI, com
livre ingestdo de agua até duas horas antes do procedimento.

A medicdo do EG e do TGI foi realizada utilizando uma modificacdo da
técnica descrita por Reynell e Spray (1956), previamente utilizada em nosso
laboratério (GONDIM et al., 1999, 2001).

Uma refeigao-teste com volume de 1,5 ml, contendo marcador n&o absorvivel
(0,5 mg/ml de uma solucdo de vermelho fenol em glicose a 5%) foi introduzida no
estbmago, mediante sonda oral por gavagem, sendo esta removida imediatamente
apos o término de sua administragao.

Os animais foram sacrificados através de deslocamento cervical, 10 minutos
apo6s a administracao da refeigao teste. O estdmago e o intestino delgado foram, em
seguida, expostos, mediante laparotomia mediana, e clampeados de forma
sucessiva ao nivel de piloro, cardia e ileo terminal, sendo em seguida removidos.

O estdbmago e o intestino delgado foram cuidadosamente extendidos, ao lado
de uma fita métrica em uma mesa plana e divididos em 4 segmentos: estbmago,
40% iniciais do intestino delgado, 30% mediais do intestino delgado e 30% terminais
do intestino delgado.

Cada segmento foi homogeneizado durante 30 segundos, juntamente com

100 ml de NaOH 0,1N, colocado em uma proveta e o volume de cada um foi medido.
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A suspensao foi deixada em repouso durante 20 minutos, a temperatura ambiente e
10 ml do sobrenadante foram centrifugados durante 10 minutos, a 2800 rpm.

Proteinas em 5ml de homogenato foram precipitadas, mediante adicédo de
0,5ml de &cido tricloroacético (20% wt:vol) e centrifugadas por mais 20 minutos, a
2800 rpm. Finalmente, 3ml do sobrenadante foi adicionado a 4ml de uma solugao de
NaOH 0,5 N, para a determinagao da absorbancia (ABS) das amostras, através da
espectrofotometria (Spectronic 20 Genesys).

A absorbancia da amostra foi lida a 560nm e expressa em densidades Opticas
(D.O.). A percentagem de retengdo de vermelho fenol em cada segmento (x) foi
expressa de acordo com a seguinte férmula: retengcdo no segmento x = quantidade
de vermelho fenol recuperada no segmento / total de vermelho fenol recuperado em

todos os quatro segmentos.

Andalise estatistica

Estatistica descritiva foi aplicada para cada subgrupo do experimento, sendo
os resultados expressos como média * erro padrdo. Para comparagao entre dois
subgrupos foi usado o Teste “t” de Student-Newman-Keuls. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (a = 0,05) e diferengas foram consideradas estatisticamente

significativas se P<0,05.
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Protocolo 2

Estudo do esvaziamento gastrico, transito gastrintestinal de liquido, peso dos
colons, peso das fezes e laténcia térmica em ratos acordados e submetidos a

tratamento crénico com vincristina intravenosa.

Os resultados dos experimentos do protocolo 2 foram apresentados na XXI
Reunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental, Aguas de
Linddia, Brasil, 2006 (05.006), na Il Reunidao Regional da Federagcédo de Sociedades
de Biologia Experimental, Recife, Brasil, 2007, foram aceitos para apresentagcao no
American Academy of Neurology 60™ Anual Meeting, Chigaco, IL em 12 a 19 de abril

de 2008 e publicagdo do resumo no peridédico Neurology (resumos em anexo).

Tratamento farmacoldgico

No estudo do efeito crénico do tratamento com vincristina intravenosa sobre o
esvaziamento gastrico, transito gastrintestinal de liquido, peso dos cdlons, peso das
fezes e tempo de laténcia ao calor em ratos acordados, foi utilizado o mesmo
protocolo de tratamento descrito por Authier et al. (2003) para indugédo de neuropatia
periférica em ratos.

Os experimentos foram realizados em 83 ratos Wistar, machos, pesando
entre 170 e 250 g, mantidos sob ciclo de 12h luz/escuro, recebendo comida e agua
ad libitum.

Sulfato de vincristina foi administrado em 49 animais, por via intravenosa na
veia da cauda, nas doses de 50, 100 ou 150 ug/Kg a cada dois dias. Os ratos
submetidos ao tratamento crénico com vincristina foram divididos em sete
subgrupos. Um subgrupo (N=5) recebeu 5 doses de vincristina 50 ug/Kg (total de
250 pg/Kg), quatro outros subgrupos receberam 2 (N=6), 3 (N=6), 4 (N=5) ou 5
(N=9) doses de vincristina 100 pug/Kg (200-500 ug/Kg) e 3 demais subgrupos 1
(N=5), 2 (N=6) e 5 (N=7) doses de vincristina (150-750 ug/Kg).

Os subgrupos controle, formados por um total de 34 animais, receberam
volume de salina de acordo com o peso dos ratos, mantendo a equivaléncia de
volume. O tratamento dos subgrupos controle foi realizado com 1 (N=6), 2 (N=8), 3

(N=5), 4 (N=5) ou 5 (N=5) doses de solucgao salina intravenosa, a cada dois dias.
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Farmaco

Sulfato de vincristina (Tecnocris®, Eurofarma/Zodiac Produtos Farmacéuticos
S/A, Sao Paulo-SP) na concentragdo de 1 mg/ml foi diluido em salina em

concentragdes de 15 pug/ml, 30 pg/ml e 45 pg/ml.

Medicdo do EG e do TGl de liquido

Para a medi¢ao do EG e do TGl de liquido, foi utilizada uma modificacdo da
técnica descrita por Reynell e Spray (1956), descrita no protocolo 1.

A medicdo foi realizada 24 horas apds a ultima dose do tratamento crénico
com vincristina ou salina.

Os subgrupos de animais experimentais e controles permaneceram em jejum
durante 16 horas, antes da medi¢cao do EG e TGl, com livre ingestdao de agua até

duas horas antes do procedimento.
Medicdo do peso das fezes

Os animais foram deixados em gaiolas metalicas individuais, com livre acesso
a agua e comida antes, durante e apds o tratamento crdénico com vincristina ou
salina. A evacuacgao dos animais foi avaliada através do peso das fezes, mensurado
diariamente, a cada 24 horas.
Medicdo do peso dos célons

Os célons dos animais tratados cronicamente com vincristina intravenosa ou
solugdo salina foram cuidadosamente retirados durante a laparotomia mediana.
Estes segmentos foram pesados logo em seguida

Medicdo da laténcia térmica

Os subgrupos de animais tratados cronicamente foram submetidos ao teste

de placa quente descrito por Eddy e Leimbach (1953) e modificado por O’Callaghan
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e Holzman (1975) para determinar a laténcia térmica basal um dia antes e apds a
primeira, terceira e quinta dose de vincristina ou salina.

Os ratos foram colocados em uma superficie de placa quente (I.I.T.C. Life
Science, Woodland Hills, CA) mantida em uma temperatura constante de 51+0.5°C.
As repostas consideradas como reacdes de desconforto foram a elevacédo da pata
traseira ou pulo. O tempo de laténcia foi definido como o intervalo entre a colocacao
do animal na placa até a primeira reacdo de desconforto. Este foi mensurado
manualmente através de um cronbmetro e estabelecido um cutt-off de tempo de 30

segundos. Hiperalgesia foi definida como uma redugédo no tempo de laténcia.

Analise estatistica

Estatistica descritiva foi aplicada para cada subgrupo do experimento, sendo
os resultados expressos como média + erro padrao. O Teste One-Way Andlise de
Variancia (ANOVA) seguido do Teste de Bonferroni foi usada para comparar médias
entre os multiplos subgrupos. Para comparagédo entre dois subgrupos foi usado o
Teste “t” de Student-Newman-Keuls, enquanto a analise dos subgrupos antes,
durante e apds o tratamento foi realizada pelo Teste One-Way Analise de Variancia
(ANOVA) com Medidas Repetidas seguido do Teste de Holm-Sidak. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (a = 0,05) e diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas se P<0,05.
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Protocolo 3

Estudo do esvaziamento gastrico, transito gastrintestinal de liquido, peso dos
colons e laténcia térmica em ratos acordados ap0s uma e duas semanas de

tratamento crénico com vincristina intravenosa (efeito residual).

Os resultados dos experimentos do protocolo 3 foram apresentados na XXI
Reunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental, Aguas de
Linddia, Brasil, 2006 (05.006), na Il Reunidao Regional da Federagado de Sociedades
de Biologia Experimental, Recife, Brasil, 2007, foram aceitos para apresentacao no
American Academy of Neurology 60™ Anual Meeting, Chigaco, IL em 12 a 19 de abril

de 2008 e publicagdo do resumo no peridédico Neurology (resumos em anexo).
Tratamento farmacoldgico

A fim de estudar o efeito residual do tratamento com vincristina intravenosa
sobre o esvaziamento gastrico, transito gastrintestinal de liquido, peso dos célons e
tempo de laténcia ao calor, foram realizados os experimentos em 22 ratos Wistar,
machos, pesando entre 190 e 260 g, mantidos sob ciclo de 12h luz/escuro,
recebendo comida e agua ad libitum.

Foram administradas 5 doses de vincristina 150 ug/Kg intravenosa a cada
dois dias em 12 ratos. Os animais submetidos ao tratamento com vincristina foram
divididos em dois subgrupos. Um subgrupo com cinco animais foi mantido vivo
durante uma semana e depois submetido ao estudo do EG e do TGI de liquido.
Outro subgrupo com sete animais foi mantido durante duas semanas até ser
submetido ao mesmo estudo depois deste periodo.

O subgrupo controle, formado por um total de 10 animais, recebeu 5 doses de
salina intravenosa a cada dois dias, com o volume de acordo com o peso dos ratos,
mantendo a equivaléncia deste com o peso. Cinco animais foram sacrificados uma
semana ap0s e os outros cinco animais somente duas semanas apoés a ultima dose

de salina, quando foi entdo realizada a medigao do EG e do TGl de liquido.
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Farmaco

Sulfato de vincristina (Tecnocris®, Eurofarma/Zodiac Produtos Farmacéuticos
S/A, Sao Paulo-SP) na concentracdo de 1 mg/ml foi diluido em salina até atingir a

concentragao de 45 ug/ml.

Medicdo do EG e do TGl de liquido

Para a medi¢ao do EG e do TGl de liquido, foi utilizada uma modificacdo da
técnica descrita por Reynell e Spray (1956), descrita no protocolo 1.

A medicéo foi realizada uma semana e duas semanas apos a ultima dose do
tratamento com vincristina ou salina.

Os subgrupos de animais experimentais e controles permaneceram em jejum
durante 16 horas, antes da medicao do EG e TGI, com livre ingestao de agua até

duas horas antes do procedimento.

Medicdo do peso dos célons

Os colons dos animais tratados com vincristina intravenosa ou solugéo salina
foram cuidadosamente retirados durante a laparotomia mediana. Estes segmentos

foram pesados logo em seguida.

Medicdo da laténcia térmica

Os subgrupos de animais tratados foram submetidos ao teste de placa quente
descrito por Eddy e Leimbach (1953) e modificado por O’Callaghan e Holzman
(1975) para determina a laténcia térmica basal um dia antes e apos a primeira,
terceira e quinta dose de vincristina. Com o intuito de avaliar o efeito neuropatico
residual, foi realizado o teste da placa quente uma e duas semanas apods a ultima
dose do quimioterapico
O tempo de laténcia e hiperalgesia foram estabelecidos conforme descrito no

protocolo 1.
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Andlise estatistica

Estatistica descritiva foi aplicada para cada subgrupo do experimento, sendo
os resultados expressos como média + erro padrdao. O Teste One-Way Anadlise de
Variancia (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni foi usada para comparar médias
entre os multiplos subgrupos. Enquanto a analise dos subgrupos antes, durante e
apos o tratamento foi realizada pelo Teste One-Way Analise de Variancia (ANOVA)
com Medidas Repetidas seguido do Teste de Holm-Sidak. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (a = 0,05) e diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas se P<0,05.
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Protocolo 4

Estudo da deplecédo da funcdo do sistema nervoso simpatico com guanetidina
sobre o esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal de liquido em ratos

acordados apos tratamento crénico com vincristina intravenosa.

Os resultados dos experimentos do protocolo 4 foram apresentados na XXI
Reunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental, Aguas de
Linddia, Brasil, 2006 (05.006), na Il Reunidao Regional da Federagcédo de Sociedades
de Biologia Experimental, Recife, Brasil, 2007, foram aceitos para apresentagcao no
American Academy of Neurology 60™ Anual Meeting, Chigaco, IL em 12 a 19 de abril

de 2008 e publicagdo do resumo no peridédico Neurology (resumos em anexo).
Tratamento farmacoldgico

Com o intuito de estudar a participacdo das vias simpaticas sobre o aumento
da retengao gastrica de corante induzido pela vincristina, foi realizado o experimento
em 10 ratos Wistar, machos, pesando entre 190 e 240 g, mantidos sob ciclo de 12h
luz/escuro, recebendo comida e agua ad libitum.

Sulfato de vincristina foi administrado em 5 animais, por via intravenosa na
veia da cauda na dose de 150 pg/Kg a cada dois dias. Este subgrupo recebeu um
total de 5 doses.

O subgrupo controle, formado por um total de 5 animais, recebeu volume de
salina de acordo com o peso dos ratos, mantendo a equivaléncia de volume. O
tratamento dos subgrupos controle foi realizado com 5 doses de solugéo salina
intravenosa, a cada dois dias.

Os subgrupos de animais tratados com vincristina ou salina foram submetidos
ao bloqueio simpatico com guanetidina intraperitoneal, na dose de 10 mg/Kg,

aplicada uma hora antes do sacrificio para medicdo do EG e do TGI de liquido.
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Farmacos

Sulfato de vincristina (Tecnocris®, Eurofarma/Zodiac Produtos Farmacéuticos
S/A, Séo Paulo-SP) na concentragdo de 1 mg/ml foi diluido em salina até atingir a
concentragao de 45 ug/ml.

Sulfato de guanetidina (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) diluida em

salina, na concentragcéo de 20 mg/ml.

Medicdo do EG e do TGl de liquido

Para a medi¢ao do EG e do TGI de liquido, foi utilizada uma modificacdo da
técnica descrita por Reynell e Spray (1956), descrita no protocolo 1.

A medicao foi realizada 24 horas apds a ultima dose do tratamento com
vincristina ou salina e uma hora apos o bloqueio simpatico com guanetidina
intraperitoneal.

Os subgrupos de animais experimentais e controles permaneceram em jejum
durante 16 horas, antes da medi¢cao do EG e TGI, com livre ingestao de agua até

duas horas antes do procedimento.

Analise estatistica

Estatistica descritiva foi aplicada para cada subgrupo do experimento, sendo
os resultados expressos como média * erro padrdo. Para comparagdo entre os
subgrupos foi usado o Teste One-Way ANOVA e Teste de Fisher. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (a = 0,05) e diferengcas foram consideradas

estatisticamente significativas se P<0,05.
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Protocolo 5

Estudo da resposta ao desafio pela administracdo de fenilefrina e atropina em
ratos acordados submetidos ou ndo ao tratamento crénico com vincristina

intravenosa (Estudo dos barorreflexos).

Os resultados dos experimentos do protocolo 5 foram aceitos para
apresentacdo no American Academy of Neurology 60™ Anual Meeting, Chigaco, IL
em 12 a 19 de abril de 2008 e publicagdo do resumo no periédico Neurology

(resumo em anexo).
Tratamento farmacologico

A fim de se evidenciar a presenga de neuropatia autondmica induzida pela
vincristina ao nivel da regulag&o das respostas cardiovagais, foi utilizado o protocolo
de Dunlap et al. (1987).

Os experimentos foram realizados em 13 ratos Wistar, machos, pesando
entre 190 e 240 g, mantidos sob ciclo de 12h luz/escuro, recebendo comida e agua
ad libitum.

Sulfato de vincristina foi administrado em 7 animais, por via intravenosa na
veia da cauda, a cada dois dias. Os ratos submetidos ao tratamento com vincristina
receberam um total de 5 doses de 150 pg/Kg.

Os subgrupos controle, formados por um total de 6 animais, receberam
volume de salina de acordo com o peso dos ratos, mantendo a equivaléncia de
volume. O tratamento dos subgrupos controle foi realizado com 5 doses de solugéo

salina intravenosa, a cada dois dias.
Farmacos

Sulfato de vincristina (Tecnocris®, Eurofarma/Zodiac Produtos Farmacéuticos
S/A, Séo Paulo-SP) na concentragdo de 1 mg/ml foi diluido em salina até atingir a
concentragéo de 45 pg/ml.

Fenilefrina (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) diluida em salina na

concentracao de 10 mg/ml.
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Sulfato de atropina (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) diluida em
salina na concentragcao de 1mg/ml.
Tribromo etanol a 2% (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, USA).

Procedimentos cirargicos

Os animais tratados com vincristina e salina foram anestesiados com
Tribromo etanol a 2%, na dose de 10 ml/Kg i.p., € em seguida submetidos a
procedimento cirdrgico de canulagéo da veia jugular externa esquerda e da artéria
carétida direita com canula de polietileno (PE 50), contendo heparina (500 U/ml).
Estas canulas serviram para medicdo da pressao venosa central e da pressao
arterial média. Foram colocados também eletrodos subcuténeos nas patas dianteiras
e na pata traseira esquerda, para registro do tragado eletrocardiografico e da
medig¢ao da freqléncia cardiaca. Uma pequena incisao possibilitou a fixagado destas
canulas e dos fios de eletrodos na regiao dorsal do animal, mediante sutura.

Este procedimento cirurgico foi realizado no momento da administragdo da
quinta dose do tratamento com vincristina ou salina. Apdés os experimentos para
estudo do barorreflexo, os animais foram sacrificados através de deslocamento

cervical.

Estudo das respostas

Foi realizada a medig&o dos niveis de presséo arterial média (PAM, mmHgQ) e
frequéncia cardiaca (FC, bpm) através do registro continuo, durante um periodo de
20 minutos com o animal tratado com vincristina ou salina em repouso e livre de
estimulos sonoros.

A PAM foi registrada através de transdutores de pressao (P1000B), ligados a
canula na carétida do animal e conectados a um sistema de aquisicdo digital
(PowerLab; AD Instruments, Australia).

A FC foi obtida através dos eletrodos subcutaneos, ligados a um sistema de
registro do tragcado eletrocardiografico (PowerLab; AD Instruments, Australia), sendo

esta mensurada através dos intervalos R-R.
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A média dos valores obtidos nos ultimos 5 minutos do registro foi considerada
o valor basal e o barorreflexo foi avaliado através dos testes com fenilefrina e

atropina.

Teste da fenilefrina

Foi administrada fenilefrina, na dose de 5 ug/Kg, diluida em um volume
constante da solugcdo de 0,1 ml, por via intravenosa, na jugular canulada
previamente, sendo registrados o pico pressérico e a variagao da FC reflexa. Foi
registrado entdo o ganho, dado pela razao entre a variacédo da FC e a variacao da
PAM (Cardoso et al., 2005).

Teste da atropina

Apos estabilizacdo dos niveis pressoricos e da frequéncia cardiaca para
obtencéo de novos valores basais de PAM e FC, foi administrada atropina, na dose
0,5 mg/Kg, diluida em um volume constante da solugdo de 0,1 ml, por via
intravenosa, na jugular canulada previamente, sendo registrada a variagao da FC.
Foi entdo avaliada como resposta, a medida da variagcdo da FC com o bloqueio

parassimpatico com atropina.

Andlise estatistica

Estatistica descritiva foi aplicada para cada subgrupo do experimento, sendo
os resultados expressos como média * erro padrdo. Para comparagao entre dois
subgrupos foi usado o Teste “t” de Student-Newman-Keuls. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (a = 0,05) e diferengas foram consideradas estatisticamente

significativas se P<0,05.
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4 RESULTADOS

Protocolo 1

Estudo do esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal em ratos acordados

e submetidos a tratamento agudo com vincristina intravenosa.

A Figura 3 mostra que o tratamento agudo com vincristina com dose unica de
750 pg/Kg e sacrificio do animal apds 1 hora nao resultou em aumento da retengao
gastrica de corante. A média do percentual de retencdo no estdbmago foi de 58,4 +
4,4% nos ratos tratados com vincristina (N=7), enquanto nos animais controle (N=5)
este percentual foi de 59,7 + 7,4% (P>0,05).

O estudo do transito gastrintestinal de liquido, também representado na figura
1, revelou uma tendéncia ao aumento da retengcdo de corante nos segmentos
proximais do intestino delgado em ratos tratados com vincristina; entretanto, nao
houve diferenca estatistica entre as médias dos percentuais de corante nas porgcdes
proximais, mediais e distais do intestino delgado entre os dois subgrupos.

No segmento intestinal proximal, os animais tratados com vincristina tiveram
um percentual de retencéo de 24,7 + 2,7%, enquanto o subgrupo controle foi de 21,9
t+ 1,8% (P>0,05). No segmento intestinal medial, a retencéo percentual de corante
no subgrupo experimental foi de 15,1 + 2,7% e no subgrupo controle foi de 10,0 +
3,5% (P>0,05); enquanto no segmento intestinal distal, nos animais tratados com

vincristina foi de 1,7 £ 0,4% e nos que receberam salina foi de 8,2 + 7,4% (P>0,05).
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Figura 3 - Efeito do tratamento agudo com vincristina intravenosa sobre o
esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal de liquido em ratos acordados

Nota: Retengao gastrica e dos segmentos do intestino delgado (proximal, medial e distal) em
ratos acordados submetidos ao tratamento agudo com 750 pg/Kg de vincristina (N=7) ou
solugao salina (N=5) intravenosa. Os animais foram estudados 1 hora apés a administragcao
de vincristina ou salina e 10 minutos apés a administragdo, mediante gavagem, da refeicao-
teste (1,5 mL de 0,5 mg/mL de vermelho fenol em solugcdo de glicose a 5%). As barras
representam a média dos valores de retengdo do corante de cada segmento do trato
gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdao da média. *, P<0,05 vs. subgrupo
controle (salina) ao Teste “t” de Student-Newman-Keuls.
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Protocolo 2

Estudo do esvaziamento gastrico, transito gastrintestinal de liquido, peso
colénico, peso das fezes e laténcia térmica em ratos acordados e submetidos a

tratamento crénico com vincristina intravenosa.

Esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal de liquido

Na Figura 4 observamos que o tratamento com 5 doses de 50 ug/Kg de
vincristina intravenosa em dias alternados, resultando em uma dose cumulativa de
250 pg/Kg, causou aumento significativo na retengdo de corante no estdémago
quando comparada com o subgrupo de animais que recebeu solugdo salina.

A média da retengao gastrica percentual de corante em animais do subgrupo
experimental (N=5) foi de 63,9 + 3,0% e a do subgrupo controle (N=5) foi de 43,7 *
6,2% (P<0,05).

Quanto ao estudo do transito gastrintestinal de liquido, a recuperacdo de
corante vermelho fenol no intestino delgado proximal foi de 23,1 + 1,4% em animais
que receberam vincristina e de 27,1 + 3,4% em animais controle, ndo havendo
diferenca significativa (P>0,05).

A recuperagdo de corante no intestino delgado medial e distal mostrou-se
diferente estatisticamente entre os dois subgrupos (P<0,05): 12,8 + 3,3% vs. 28,1 £
4,4% (intestino delgado medial) e 0,0% vs. 0,9 £+ 0,1% (intestino delgado distal).

Nos subgrupos de animais tratados com 2 doses de 100 pg/Kg de vincristina
intravenosa em dias alternados (doses cumulativas de 200 pg/Kg), ndo houve
diferencga significativa na recuperagao de corante no estdbmago, quando comparada
aos subgrupos de animais tratados com doses equivalentes de solugéo salina
(P>0,05).

A média da retengcdo percentual de corante no estdbmago em ratos que
receberam 2 doses de 100 pg/Kg de vincristina (N=6) foi de 53,0 + 5,1%, enquanto a
dos animais que receberam 2 doses de salina (N=8) foi de 48,6 + 1,9% (P>0,05).
N&o houve diferenga também entre os percentuais de retengéo no intestino delgado
proximal (30,7 = 2,9% vs. 30,0 £ 1,5%) e medial (16,1 £ 5,2% vs. 21,3 + 1,8%) dos

animais dos subgrupos experimental e controle (P>0,05).
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Entretanto, nos subgrupos de animais tratados com 3, 4 e 5 doses de 100
Mg/Kg de vincristina intravenosa em dias alternados (doses cumulativas de 300 a
500 pg/Kg), houve diferenca significativa na recuperagcéo de corante no estbmago,
quando comparada aos subgrupos de animais controle (P<0,05), sendo verificado
um aumento progressivo da retengao gastrica de corante com o0 aumento no numero
de doses de vincristina 100 ug/Kg (Figura 5).

Dentre os animais tratados com 3 doses de 100 ug/Kg de vincristina em dias
alternados (N=6), a média do percentual de retengéo gastrica de vermelho fenol foi
de 54,5 + 2,9%; ja entre os que receberam solugéo salina (N=5), esta média foi de
38,1 + 6,6% e houve diferenca entre estes dois subgrupos (P<0,05). A recuperagao
de corante no intestino delgado proximal foi similar no subgrupo submetido a este
esquema de tratamento com vincristina (27,8 + 2,0%), quando comparado com o
subgrupo de ratos controle (30,2 £ 3,3%) (P>0,05). Também nao houve diferenca
entre a recuperacgao de corante no segmento medial do intestino delgado entre estes
dois subgrupos (17,6 + 4,4% vs. 23,4 + 6,8%) (P>0,05). Enquanto que, conforme
ilustrado na Figura 6, houve diferengca na média destes percentuais entre os dois
subgrupos, nos segmentos distais do intestino delgado (0.0% vs. 8,1 + 1,9%)
(P<0,05).

Na Figura 7 esta representada a retencdo de corante apos 4 doses de
vincristina 100 pg/Kg intravenosa em dias alternados. No subgrupo experimental
(N=5), a retencao gastrica foi de 57,8 £ 1,0% e no subgrupo controle (N=5) foi de
44,0 £+ 4,5%, com diferenca significativa entre estes dois resultados (P<0,05). Nao
houve diferenga, porém, na retengc&o no intestino delgado em segmentos proximais
(22,8 £ 1,8% vs. 20,3 £ 2,1%) e mediais (19,2 + 1,7 vs. 24,7 £ 2,1%) (P>0,05). Nos
segmentos distais do intestino, houve diferengca na retengdo de corante entre estes
dois subgrupos (0,0% vs. 10,8 + 4,3%) (P<0,05).

A retengéo percentual de corante em animais tratados com 5 doses de 100
Mg/Kg de vincristina intravenosa, em dias alternados, perfazendo uma dose
cumulativa de 500 ug/Kg (N=9), diferiu da retengdo em ratos controle (N=5) (62,2 +
3,7% vs. 43,7 £ 6,2%), conforme demonstrado na Figura 8 (P<0,05). Quanto ao
estudo do transito gastrintestinal de liquido, os percentuais de corante no segmento
proximal de delgado (30,0 + 2,3% vs. 27,1 = 3,4%) nao diferiram entre os dois
subgrupos (P>0,05). Entretanto, nos segmentos medial (7,2 £ 2,2% vs. 28,1 £ 4,4%)
e distal (0,4 + 0,4% vs. 0,9 + 0,1%) houve diferenca estatistica (P<0,05).
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A Figura 9 mostra um aumento da reteng¢ao de corante no estébmago apds a
administracao de 2 e de 5 doses de vincristina 150 ug/Kg, quando comparada com o
subgrupo que recebeu apenas 1 dose de 150 ug/Kg deste quimioterapico. Houve
uma redugdo do esvaziamento gastrico apos o tratamento com 2 e 5 doses de 150
Mg/Kg vincristina intravenosa, em dias alternados, totalizando uma dose cumulativa
de 300 pg/Kg e de 750 pg/Kg respectivamente, quando comparada ao tratamento
com salina em doses equivalentes (P<0,05). Este mesmo efeito ndo foi encontrado
apos a administragdo de 1 dose de 150 ug/Kg vincristina.

A administracdo de 1 dose de 150 ug/Kg vincristina intravenosa resultou em
uma recuperagao de corante média no estdmago de 44,7 + 3,2% (N=5), enquanto
apos a administragdo de 1 dose de salina, esta foi de 45,0 £ 3,1% (N=6). Na Figura
10 esta representada a retencdo gastrica e a retencdo de corante no intestino
delgado proximal (35,0 £ 1.0% vs. 23,8 £ 2,0%), medial (16,5 + 1,8% vs. 23,7 £
2,5%) e distal (3,6 + 1,6% vs. 7,3 £ 1,9%), ndo havendo diferenga significativa entre
estas (P>0,05).

Enquanto isso, o tratamento com 2 doses de 150 ug/Kg de vincristina
intravenosa, em dias alternados, resultou em um percentual médio de retencao
gastrica de vermelho fenol de 69,3 + 4,4% (N=6), superior ao encontrado em animais
tratados com salina (N=5) que foi de 48,6 £ 1,9% (P<0,05). Quanto a retencdo de
corante no intestino proximal, ndo houve diferenca entre estes dois grupos (29,2 +
3,2% vs. 30,0 £ 1,5%), enquanto no segmento medial houve diferenca com
significancia estatistica (1,4 + 1,4% vs. 21,3 £ 1,8%) (P<0,05). Na porcao distal do
intestino delgado a obtencéo de corante foi similar entre os dois grupos, sendo estes
resultados ilustrados na Figura 11.

No subgrupo de animais tratados com a dose cumulativa maxima de 750
Mg/Kg de vincristina (Figura 12), dividida em 5 doses de 150 pg/Kg e administradas
em dias alternados (N=7), também houve maior recuperacdo do corante no
estbmago (69,3 + 3,3%), enquanto que no subgrupo controle (N=5) esta foi
significativamente inferior 43,7 + 6,2% (P<0,05). N&o houve diferenga no percentual
de corante recuperado no segmento intestinal proximal (26,8 + 2,5% vs. 27,1 £3,4%)
e distal (0,3 £ 0,3% vs. 0,9 + 0,1%) entre os dois subgrupos (P>0,05). Entretanto, no
segmento intestinal medial, a recuperagdo do vermelho fenol foi bem inferior nos
animais tratados com vincristina (4,1 + 1,3%), frente & encontrada no subgrupo
controle (28,1 + 4,4%) (P<0,05).
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Peso dos célons

Conforme ilustrado na Figura 13, houve um aumento significativo no peso dos
cblons nos animais tratados com 2 e 5 doses de 150 ug/Kg de vincristina quando
comparado com os animais tratados com solugao salina (4,7 + 0,2g vs. 2,6 £ 0,4g e
5,0£0,5g vs. 2,4 + 0,1g, respectivamente) (P<0,05).

A figura 14 ilustra o aspecto macroscopico do colon de ratos submetidos ao
tratamento crénico com 5 doses de 150 ug/Kg de vincristina ou solug¢ao salina.

Nos ratos tratados com 5 doses de 50 ug/Kg de vincristina, o peso dos célons
foi de 2,2 + 0,4g, semelhante ao subgrupo controle (2,4 + 0,1g) (P>0,05).

Nos animais que receberam 2, 3, 4 e 5 doses de 100 yg/Kg, o peso dos
colons nao diferiu estatisticamente quando comparado com o dos que foram tratados
com solugéo salina (2,7 £ 0,2g vs. 2,6 £+ 0,4g; 2,9 + 0,1g vs. 3,8 £ 0,4g; 2,8 £ 0,2g vs.
4.4 +0,3g; 3,2+ 0,1g vs. 2,4 + 0,1g, respectivamente) (P>0,05).

Peso das fezes

A Figura 15 mostra o peso diario das fezes durante o tratamento com 5 doses
de 150 pg/Kg de vincristina. N&o houve diferenga estatistica entre o peso das fezes
24 horas antes da primeira dose 2,1 £ 0,2 g e 48 horas apos a quinta dose 0,5 £ 0,3
g (P>0,05), apesar de haver uma tendéncia evidente de diminuigdo no peso destas.
Quatro dias apds a ultima dose de 150 pg/Kg, o débito fecal, medido através do
peso fecal (4,6 £ 1,6 g), tende a ser maior, porém também sem diferenca estatistica,

quando comparado com o peso no segundo dia apods a ultima dose (P>0,05).

Laténcia térmica

O tempo de laténcia ao calor no subgrupo de animais que receberam 5 doses
de 50 pg/Kg de vincristina, antes do tratamento foi 12,2 £ 1,2 s (N=5). Houve uma
reducao progressiva, com significancia estatistica quando comparada aos resultados
basais, no tempo de laténcia 24 horas apds a primeira dose 6,7 = 1,3 s € 24 horas
apos a quinta dose 5,7 £ 0,6 s (P<0,05). A laténcia térmica medida 24 horas apés a

terceira dose de 50 ug/Kg foi de 10,6 + 2,3 s, ndo diferindo significantemente da
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laténcia basal (P>0,05), apesar de os resultados mostrarem uma tendéncia a
reducao.

No subgrupo de animais tratados com 5 doses de 100 pg/Kg de vincristina, a
laténcia térmica basal encontrada foi mensurada em cinco animais, sendo esta de
10,6 + 1,1 s. Houve reducgéo significante desta 24 horas apés a primeira (5,3 £ 0,9 s),
terceira (6,1 £ 0,7 s) e quinta dose (4,4 + 0,5 s), quando comparada com a laténcia
térmica basal (P<0,05).

Dentre os ratos que receberam 5 doses de 150 ug/Kg, o tempo de laténcia
antes do tratamento foi de 12,7 £ 1,2 s (N=6). A diminuicdo da laténcia térmica
também ocorreu 24 horas apds a primeira dose de neste subgrupo (9,7 £ 0,6 s)
(P<0,05), e persistiu apos a terceira (5,9 + 0,3 s) e apds a quinta dose (8,1 £ 1,1 s)
em relagdo a laténcia pré-tratamento com vincristina (P<0,05). Um animal deste
subgrupo foi excluido por apresentar tempo de laténcia basal superior a 20 s. Estes

resultados estao ilustrados na Figura 16.

Toxicidade do protocolo

Na avaliagao da toxicidade do protocolo, foi verificado inicialmente que o peso
dos animais do subgrupo controle (218,6 + 2,7 g) e dos animais tratados com 5
doses de 50 pg/Kg (216,8 £ 11,1 g), 100 pg/Kg (211,0 £ 3,8 g) e 150 ug/Kg (215,4 +
4,9 g), nao apresentavam diferenca estatistica (P>0,05).

Durante a avaliacdo diaria do peso corporeo, no grupo de animais que
recebeu 5 doses de 50 ug/Kg ndo houve perda de peso com significancia estatistica
apos a primeira (221,0 £+ 11,4 g) e terceira dose (221,8 £ 11,8 g) de vincristina
(P>0,05). Entretanto, o peso dos animais apds a quinta dose (207,6 + 12,3 g) foi
significativamente menor que o peso basal pré-tratamento (216,8 + 11,1 g) (P<0,05).

Dentre o animais tratados com 5 doses de 100 ug/Kg, ndo houve redugao
significante do peso apds primeira (211,2 £ 3,5 g) e terceira dose (207,2 + 2,7 Q)
(P>0,05), acontecendo perda de peso significativa apds a quinta dose (194,6 £ 4,1 g)
quando comparado com o peso basal (211,0 + 3,8 g) (P<0,05).

Nos ratos tratados com 5 doses de 150 pg/Kg, houve perda de peso
significativa apos a terceira (199,2 £ 6,1 g) e quinta (175,4 + 7,1 g) dose de
vincristina (P<0,05), ndo havendo diferenga estatistica entre o peso basal (215,4 +
4,9 g) e ap6s a primeira dose (210,4 £ 5,1 g) (P>0,05).
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No subgrupo de animais controle, foi identificado ganho progressivo de peso
apos a terceira (227,8 + 3,0 g) e quinta (238,0 £ 3,9 g) dose de solugao salina,
quando comparado ao peso dos ratos antes do tratamento (218,6 + 2,7 g) (P<0,05).
O peso dos animais apos a primeira dose de solu¢do salina (216,6 + 2,6 g) néo
diferiu estatisticamente do peso pré-tratamento (P>0,05).

No momento do sacrificio para o estudo do esvaziamento gastrico e transito
gastrintestinal de liquido, o peso dos animais tratados com 5 doses de 100 pg/Kg
(194,6 £ 4,1 g) e 150 pg/kg (175,4 = 7,1 g) de vincristina eram estatisticamente
inferiores ao peso do subgrupo controle (238,0 £+ 3,9 g) (P<0,05). Entretanto nos
animais do subgrupo tratado com 5 doses de 50 ug/Kg, ndo houve diferenca
estatistica do peso corpéreo quando comparado com o subgrupo controle (207,6 +
12,3 g vs. 238,0 £ 3,9 g) (P>0,05). Estes resultados estédo ilustrados na Figura 17.

Quanto a outros parametros associados a toxicidade, foi verificada a
incidéncia de diarréia transitéria (Figura 18A) em dois ratos tratados com 5 doses de
150 ug/Kg (N=7) e piloerecao (Figura 18B) em trés animais deste mesmo subgrupo.
N&o houve diarréia ou piloerecdo no subgrupo de ratos tratados com solugéo salina.

Marcha neuropatica tipo Toe-walking gait (GOTTSCHALK et al., 1968) foi
identificada em 5 animais tratados com 5 doses de vincristina 150 ug/Kg (N=7), nao

havendo nenhum caso no subgrupo controle. A marcha esta ilustrada na Figura 18C.
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Figura 4 - O tratamento crénico com 5 doses de 50 pg/Kg de vincristina
intravenosa em dias alternados inibe o esvaziamento gastrico e transito
gastrintestinal de liquido

Nota: Retengao gastrica e dos segmentos do intestino delgado (proximal, medial e distal) em
ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 50 ug/Kg de vincristina (N=5) ou
solucao salina (N=5) intravenosa em dias alternados. Os animais foram estudados 24 horas
apods a ultima dose de vincristina ou salina e 10 minutos apds a administragdo, mediante
gavagem, da refeicao-teste (1,5 mL de 0,5 mg/mL de vermelho fenol em solucao de glicose
a 5%). As barras representam a média dos valores de retengdo do corante de cada
segmento do trato gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. *,
P<0,05 vs. subgrupo controle (salina) ao Teste One-Way ANOVA e Teste de Bonferroni.
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Figura 5 - O tratamento cronico com 2, 3, 4 e 5 doses de 100 pg/Kg de
vincristina intravenosa inibe o esvaziamento gastrico em ratos acordados

Nota: Retengdo gastrica em ratos acordados submetidos ao tratamento com 2, 3, 4 e 5
doses de 100 pg/Kg de vincristina (N=6, 6, 5 e 11) ou solugédo salina (N=8, 5, 5 e 5)
intravenosa em dias alternados. Os animais foram estudados 24 horas apo6s a ultima dose
de vincristina ou salina e 10 minutos apés a administragdo, mediante gavagem, da refeicao-
teste (1,5 mL de 0,5 mg/mL de vermelho fenol em solugdo de glicose a 5%). As barras
representam a média dos valores de retencdo do corante de cada segmento do trato
gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdao da média. *, P<0,05 vs. subgrupo
controle (salina) ao Teste One-Way ANOVA e Teste de Bonferroni.



56

< 100~ _
& = Salina
= 804 1 Vincristina 100 ug/Kg
9 * (3 doses)
2 1
© 604
S
g
g - )
S T
g 20+ |J'_ | |
o) [ |
nd 0
Estémago Proximal Medial Distal

Figura 6 - O tratamento cronico com 3 doses de 100 pg/Kg de vincristina
intravenosa em dias alternados inibe o esvaziamento géastrico e o transito
gastrintestinal de liquido em ratos acordados

Nota: Retencdo gastrica e do intestino delgado (proximal, medial e distal) em ratos
acordados submetidos ao tratamento com 3 doses de 100 pg/Kg de vincristina (N=6) ou
solucdo salina (N=5) intravenosa em dias alternados. Os animais foram estudados 24 horas
apos a ultima dose de vincristina ou salina e 10 minutos apdés a administracdo, mediante
gavagem, da refeicao-teste (1,5 mL de 0,5 mg/mL de vermelho fenol em solugcéo de glicose
a 5%). As barras representam a média dos valores de retencdo do corante de cada
segmento do trato gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. *,
P<0,05 vs. subgrupo controle (salina) ao Teste “t” de Student-Newman-Keuls.
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Figura 7 - O tratamento crénico com 4 doses de 100 pg/Kg de vincristina
intravenosa em dias alternados inibe o esvaziamento gastrico e o transito
gastrintestinal de liquido em ratos acordados

Nota: Retencdo gastrica e do intestino delgado (proximal, medial e distal) em ratos
acordados submetidos ao tratamento com 4 doses de 100 pg/Kg de vincristina (N=5) ou
solugao salina (N=5) intravenosa em dias alternados. Os animais foram estudados 24 horas
apds a ultima dose de vincristina ou salina e 10 minutos apds a administragdo, mediante
gavagem, da refeicao-teste (1,5 mL de 0,5 mg/mL de vermelho fenol em solucao de glicose
a 5%). As barras representam a média dos valores de retencdo do corante de cada
segmento do trato gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdao da média. *,
P<0,05 vs. subgrupo controle (salina) ao Teste “t” de Student-Newman-Keuls.



$ 1004
o
§ 80+
(@]
=
D 604
S
)
> 404
()
©
3
S 20-
[
Q2
[O)
x O

= Salina

3 Vincristina 100 pg/Kg
(5 doses)

*
X
*
I I [ ]
Estbmago  Proximal Medial Distal

58

Figura 8 - O tratamento cronico com 5 doses de 100 pg/Kg de vincristina
intravenosa em dias alternados inibe o esvaziamento géastrico e o transito
gastrintestinal de liquido em ratos acordados

Nota: Retencdo gastrica e do intestino delgado (proximal, medial e distal) em ratos
acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 100 pg/Kg de vincristina (N=11) ou
solucdo salina (N=5) intravenosa em dias alternados. Os animais foram estudados 24 horas
apos a ultima dose de vincristina ou salina e 10 minutos apdés a administracdo, mediante
gavagem, da refeicao-teste (1,5 mL de 0,5 mg/mL de vermelho fenol em solucéo de glicose
a 5%). As barras representam a média dos valores de retencdo do corante de cada
segmento do trato gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. *,

P<0,05 vs. subgrupo controle (salina) ao Teste One-Way ANOVA e Teste de Bonferroni.
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Figura 9 - Efeito do tratamento crénico com 1, 2 e 5 doses de 150 pg/Kg de
vincristina intravenosa sobre o esvaziamento gastrico em ratos acordados

Nota: Retencdo gastrica em ratos acordados submetidos ao tratamento com 1, 2, e 5 doses
de 150 ug/Kg de vincristina (N=5, 6 e 7) ou solucao salina (N=6, 8 e 5) intravenosa em dias
alternados. Os animais foram estudados 24 horas apds a ultima dose de vincristina ou salina
e 10 minutos apds a administragdo, mediante gavagem, da refeicao-teste (1,5 mL de 0,5
mg/mL de vermelho fenol em solucdo de glicose a 5%). As barras representam a média dos
valores de retencdo do corante de cada segmento do trato gastrintestinal e as linhas
verticais indicam o erro padrao da média. *, P<0,05 vs. subgrupo controle (salina) ao Teste
One-Way ANOVA e Teste de Bonferroni.
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Figura 10 - O tratamento crénico com 1 dose de 150 pg/Kg de vincristina
intravenosa inibe o transito gastrintestinal de liquido em ratos acordados

Nota: Retencdo gastrica e do intestino delgado (proximal, medial e distal) em ratos
acordados submetidos ao tratamento com 1 dose de 150 ug/Kg de vincristina (N=5) ou
solugao salina (N=6) intravenosa. Os animais foram estudados 24 horas apos a ultima dose
de vincristina ou salina e 10 minutos apés a administragdo, mediante gavagem, da refeigcao-
teste (1,5 mL de 0,5 mg/mL de vermelho fenol em solugcdo de glicose a 5%). As barras
representam a media dos valores de retengdo do corante de cada segmento do trato
gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdao da média. *, P<0,05 vs. subgrupo
controle (salina) ao Teste “t” de Student-Newman-Keuls.
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Figura 11 - O tratamento cronico com 2 doses de 150 pg/Kg de vincristina
intravenosa em dias alternados inibe o esvaziamento gastrico e o transito
gastrintestinal de liquido em ratos acordados

Nota: Retencdo gastrica e do intestino delgado (proximal e medial) em ratos acordados
submetidos ao tratamento com 2 doses de 150 ug/Kg de vincristina (N=6) ou solucao salina
(N=8) intravenosa em dias alternados. Os animais foram estudados 24 horas apds a ultima
dose de vincristina ou salina e 10 minutos apés a administragdo, mediante gavagem, da
refeicdo-teste (1,5 mL de 0,5 mg/mL de vermelho fenol em solugdo de glicose a 5%). As
barras representam a média dos valores de retengédo do corante de cada segmento do trato
gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdao da média. *, P<0,05 vs. subgrupo
controle (salina) ao Teste One-Way ANOVA e Teste de Bonferroni.
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Figura 12 - O tratamento cronico com 5 doses de 150 pg/Kg de vincristina
intravenosa em dias alternados inibe o esvaziamento gastrico e o transito
gastrintestinal de liquido em ratos acordados

Nota: Retencdo gastrica e do intestino delgado (proximal, medial e distal) em ratos
acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 150 pg/Kg de vincristina (N=7) ou
solugao salina (N=5) intravenosa em dias alternados. Os animais foram estudados 24 horas
apos a ultima dose de vincristina ou salina e 10 minutos apds a administragcdo, mediante
gavagem, da refeicao-teste (1,5 mL de 0,5 mg/mL de vermelho fenol em solucdo de glicose
a 5%). As barras representam a média dos valores de retengdo do corante de cada
segmento do trato gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. *,
P<0,05 vs. subgrupo controle (salina) ao Teste One-Way ANOVA e Teste de Bonferroni.
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Figura 13 - Efeito do tratamento crénico com 5 doses de 50 ug/Kg; 2, 3,4 e 5
doses de 100 pg/Kg; e 1, 2 e 5 doses de 150 ug/Kg de vincristina intravenosa
em dias alternados sobre o peso dos coélons

Nota: Peso do célon em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 50
Ha/Kg (N=5); 2, 3, 4 e 5 doses de 100 ug/Kg (N=6, 6, 5e 11); e 1, 2 e 5 doses de 150 ug/Kg
de vincristina (N=5, 6 e 5) ou solugdo salina (N=6, 5, 8, 5 e 5) intravenosa em dias
alternados. Os animais foram estudados 24 horas apds a ultima dose de vincristina ou
salina. As barras representam a média dos valores do peso dos cdlons e as linhas verticais
indicam o erro padrdo da média. *, P<0,05 vs. subgrupo controle (salina) ao Teste One-Way
ANOVA e Teste de Bonferroni.
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Figura 14 - Efeito do tratamento crénico com 5 doses de 150 pg/Kg de
vincristina intravenosa em dias alternados sobre os c6lons de ratos acordados

Nota: Aspecto macroscoépico do célon de ratos submetidos ao tratamento crénico com 5
doses de 150 ug/Kg de vincristina ou salina (SHAM).
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Figura 15 - Efeito do tratamento crénico com 5 doses de 150 pg/Kg de
vincristina intravenosa em dias alternados sobre o peso diario das fezes

Nota: Peso diario das fezes em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de
150 pg/Kg de vincristina (N=4) intravenosa em dias alternados. Os animais foram estudados
antes do tratamento (basal), 24 horas apds a primeira, terceira, quinta dose, trés e quatro
dias apds a quinta dose de vincristina. As barras representam as médias dos pesos das
fezes e as linhas verticais indicam o erro padrdao da média. *, P<0,05 vs. pré-tratamento
(basal) ao Teste One-Way ANOVA com Medidas Repetidas e Teste de Holm-Sidak.
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Figura 16 - Diminuicdo do tempo de laténcia térmica avaliada 24 horas apds a
12 32 e 52 dose de 50 pg/Kg, 100 ug/Kg e 150 ug/Kg de vincristina intravenosa
em ratos acordados

Nota: Laténcia térmica medida através do teste da placa quente (51+0,5°C) em ratos
acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 50 ug/Kg (N=5), 5 doses de 100
Mg/Kg (N=5) 5 doses de 150 ug/Kg de vincristina (N=6) intravenosa em dias alternados. Os
animais foram estudados antes do tratamento (basal), 24 horas apés a primeira, terceira e
quinta dose de vincristina. As barras representam as médias dos valores do tempo de
laténcia térmica e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. *, P<0,05 vs. pré-
tratamento (basal) ao Teste One-Way ANOVA com Medidas Repetidas e Teste de Holm-
Sidak.
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Figura 17 - Peso corporal em ratos avaliados 24 horas apoés a 12, 32 e 52 dose
de 50 pg/Kg, 100 pug/Kg e 150 pg/Kg de vincristina ou salina intravenosa em
ratos acordados

Nota: Peso corporal em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 50
Hg/Kg (N=5), 5 doses de 100 pg/Kg (N=9), 5 doses de 150 pg/Kg de vincristina (N=7) ou de
solucao salina (N=5) intravenosa em dias alternados. Os animais foram estudados antes do
tratamento (basal), 24 horas apds a primeira, terceira e quinta dose de vincristina. As barras
representam as médias dos pesos corpéreo dos animais e as linhas verticais indicam o erro
padrdo da média. *, P<0,05 vs. pré-tratamento (basal) ao Teste One-Way ANOVA com
Medidas Repetidas e Teste de Holm-Sidak.
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Figura 18 - Diarréia (A), pilo-erecdo (B) e marcha neuropética tipo toe-walking
gait (C) em ratos acordados tratados com 5 doses de 150 pg/Kg de vincristina
intravenosa
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Protocolo 3

Estudo do esvaziamento gastrico, transito gastrintestinal de liquido, peso dos
colons e laténcia térmica em ratos acordados ap0s uma e duas semanas de
tratamento créonico com 5 doses de 150 ug/Kg de vincristina intravenosa (efeito

residual).

Esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal de liquido

A avaliacdo da motilidade gastrintestinal, através da medicdo da retencao
gastrica de corante e do transito gastrintestinal de liquido em ratos tratados com 5
doses de vincristina intravenosa e sacrificados apdés uma semana foi realizada em 5
animais. Conforme ilustrado na Figura 19A, foi evidenciada uma reversao na
retencédo de corante no estémago (60,5 + 3,6%) quando comparada com a do grupo
controle (43,7 + 6,2%) (P>0,05). Nos segmentos intestinais proximais e mediais, a
recuperacao encontrada foi de 27,8 + 2,0%, 11,6 £ 3,4%, respectivamente e nao
diferiu do controle.

Nos subgrupo de animais tratados com 5 doses de 150 ug/Kg de vincristina e
sacrificados apos duas semanas (N=7), a retencdo de corante no estdmago também
foi semelhante a do grupo controle (55,9 + 4,0% vs. 43,7 = 6,2%) (P>0,05). Nos
segmentos intestinais proximais e mediais, a recuperagao encontrada foi de 33,4 +

4,5% e 10,6 = 1,1%, respectivamente, sendo semelhante ao subgrupo controle.

Peso dos colons

No subgrupo de animais sacrificados apés uma semana, os pesos dos colons
persistiram elevados (4,1 £ 0,3 g) quando comparados com o0s encontrados no
subgrupo controle (2,4 £ 0,1 g) (P<0,05). Entretanto, como ilustrado na Figura 19B,
houve reversdo do aumento do peso colénico duas semanas apds a ultima dose do

tratamento com 5 doses de 150 pg/Kg de vincristina (3,4 £ 0,4 g).
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Laténcia térmica

Quanto a avaliacdo da sensibilidade térmica dolorosa no teste da placa
quente (Figura 19C), houve persisténcia da redugdo no tempo de laténcia térmica
mesmo uma semana apos (6,8 £ 1,0 s) e duas semanas apos (4,8 + 0,4 s) a quinta
dose de vincristina, quando comparado com a resposta pré-tratamento (12,7 £ 1,2 s)
(P<0,05).

Toxicidade do protocolo

A avaliagdo do peso corporal medido diariamente revelou que a perda
ponderal nos animais tratados com 5 doses de vincristina intravenosa persistiu apos
uma semana (215,4 £ 4,966 g vs. 194,2 + 9,4 g) (P<0,05), porém foi revertida duas
semanas apos a ultima dose (215,4 + 4,9 g vs. 208,1 + 11,5 g) (P>0,05). Estes

resultados est&o ilustrados na Figura 20.
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Figura 19 — Correlagao entre a inibicdo do esvaziamento gastrico, aumento do peso dos célons
e diminuicdo do tempo de laténcia térmica em ratos acordados, sacrificados um dia, uma e
duas semanas ap6s o tratamento crénico com 5 doses de 150 ug/Kg de vincristina intravenosa
em dias alternados *P<0,05 vs. controle (ou basal)
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A. Retencdo gastrica em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 150
Mg/Kg de vincristina (N=19) ou solugao salina (N=5) intravenosa em dias alternados. Os
animais tratados com vincristina foram estudados um dia (N=7), uma semana (N=5) e duas
semanas (N=7) apdés a ultima dose de vincristina e os tratados com salina foram estudados
um dia apdés a ultima dose. O estudo foi realizado 10 minutos apds a administragao,
mediante gavagem, da refeigdo-teste (1,5 mL de 0,5 mg/mL de vermelho fenol em solugao
de glicose a 5%). As barras representam a média dos valores de retengdo do corante do
estbmago e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. *, P<0,05 vs. subgrupo

controle (salina) ao Teste One-Way ANOVA e Teste de Bonferroni.

B. Peso do colon em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 150 ug/Kg
de vincristina (N=17) ou solugao salina (N=5) intravenosa em dias alternados. Os animais
foram estudados um dia (N=5), uma semana (N=5) e duas semanas (N=7) apds a ultima
dose de vincristina ou um dia ap6s ultima dose de salina. As barras representam a média
dos valores do peso dos célons e as linhas verticais indicam o erro padrao da média. *,

P<0,05 vs. subgrupo controle (salina) ao Teste One-Way ANOVA e Teste de Bonferroni.

C. Laténcia térmica mensurada através do teste da placa quente (51+0,5°C) em ratos
acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 150 pg/Kg de vincristina (N=6)
intravenosa em dias alternados. Os animais foram estudados antes do tratamento (basal),
um dia, uma semana e duas semanas apos a Uultima dose de vincristina. As barras
representam as médias dos valores do tempo de laténcia térmica e as linhas verticais
indicam o erro padrdo da média. *, P<0,05 vs. pré-tratamento (basal) ao Teste One-Way
ANOVA com Medidas Repetidas e Teste de Holm-Sidak.
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Figura 20 - Reversdo da perda de peso corporal em ratos acordados um dia,
uma e duas semanas apo6s a Utima dose do tratamento crénico com 5 doses de
150 pug/Kg de vincristina intravenosa em dias alternados

Nota: Peso corporal em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 150
Mg/Kg de vincristina (N=7) intravenosa em dias alternados. Os animais foram estudados
antes do tratamento (basal), um dia, uma semana e duas semanas apoés a ultima dose de
vincristina. As barras representam as médias dos pesos corpéreo dos animais e as linhas
verticais indicam o erro padrao da média. *, P<0,05 vs. pré-tratamento (basal) ao Teste One-
Way ANOVA com Medidas Repetidas e Teste de Holm-Sidak.
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Protocolo 4

Estudo da deplecédo da funcdo do sistema nervoso simpatico com guanetidina
sobre o esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal de liquido em ratos

acordados apos tratamento crénico com vincristina intravenosa.

Conforme pode ser observado na Figura 21, houve diferenga estatistica entre
a retengdo gastrica de corante em ratos tratados com 5 doses de 150 pg/Kg de
vincristina e submetidos ao bloqueio simpatico com guanetidina 10 mg/Kg
intraperitoneal (71,7 £ 10,1%), quando comparada com a retengdo em animais
tratados com salina + guanetidina (41,1 £ 4,5%) (P<0,05). Nao houve diferenga entre
0s segmentos intestinais proximais (21,8 9,6% vs. 33,8 5,1%), mediais (5,2 + 2,4%
vs. 22,4 £ 7,6%) e distais (1,1 £ 0,8% vs. 2,5 + 0,2%) (P>0,05).
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Figura 21 - Efeito da deplecéo da funcdo do sistema nervoso simpatico com guanetidina sobre
0 esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal de liguido em ratos acordados, tratados com
5 doses de 150 pg/Kg de vincristina ou solucéo salina intravenosa em dias alternados

Nota: Retencdo gastrica e do intestino delgado (proximal, medial e distal) em ratos acordados
submetidos ao tratamento com 5 doses de 150 pg/Kg de vincristina (N=12) ou solu¢ao salina (N=10)
intravenosa em dias alternados e blogqueio (ou n&do bloqueio) simpatico com guanetidina 10 mg/kg
intraperitoneal. Os animais foram estudados 24 horas apods a Ultima dose de vincristina ou salina, 1
hora apds o bloqueio simpatico com guanetidina e 10 minutos apds a administracdo, mediante
gavagem, da refeicao-teste (1,5 mL de 0,5 mg/mL de vermelho fenol em solucéo de glicose a 5%). As
barras representam a média dos valores de retencdo do corante de cada segmento do trato
gastrintestinal e as linhas verticais indicam o erro padrédo da média. *, P<0,05 vs. subgrupos controles
(salina e salina+guanetidina) ao Teste One-Way ANOVA e Teste de Fisher.
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Protocolo 5

Estudo da resposta ao desafio pela administracdo de fenilefrina e atropina em
ratos acordados submetidos ou ndo ao tratamento cronico com vincristina

intravenosa (Estudo dos barorreflexos).

Parametros cardiovasculares (pré-tratamento com fenilefrina)

Na avaliagao dos parametros hemodinamicos apods o tratamento com 5 doses
de 150 pg/Kg de vincristina ou solucao salina, foi verificado que os niveis basais da
PAM dos animais experimentais (N=6) n&o apresentavam diferenca estatistica
quando comparados com os animais controles (N=5) (128,9 £ 7,2 mmHg vs. 112,9
12,4 mmHg) (P>0,05). Também nao houve diferenga na FC basal entre o subgrupo
de animais que recebeu vincristina (335,3 £ 15,4 b.p.m.) e o subgrupo de animais
controle (333,9 + 17,2 b.p.m.) (P>0,05).

Tratamento com fenilefrina

Ap6s a administragdo do agonista a¢-adrenérgico fenilefrina (5 pg/Kg
intravenosa), houve um aumento significativo nos niveis da PAM no grupo tratado
com vincristina (128,9 £ 7,2 mmHg vs. 161,3 £ 4,2 mmHg) (P<0,05), assim como
também no grupo controle (112,9 + 12,4 mmHg vs. 154,3 + 4,0 mmHg) (P<0,05).
Estes resultados estao ilustrados na Figura 22B.

Quanto a variagdo da PAM nestes dois subrupos, apds o estimulo
adrenérgico com fenilefrina, houve semelhanga estatistica nos ratos tratados com
vincristina (32,3 + 5,8 mmHg) e nos tratados com salina (41,4 £ 11,4 mmHgQ)
(P>0,05).

Estudo do baroreflexo (ap6s fenilefrina)
Conforme ilustrado na Figura 22A, a resposta autondmica caracterizada pela

reducdo da FC induzida pelo agonista ai-adrenérgico com fenilefrina 5 ug/kg

intravenosa foi identificada no subgrupo tratado com vincristina (335,3 + 15,4 b.p.m.
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vs. 262,7 = 14,4 b.p.m.) e no subgrupo controle (333,9 £+ 17,2 vs. 306,1 £ 12,3
b.p.m.) (P<0,05).

Entretanto, a redugdo média da FC nos animais experimentais foi de 72,5 +
14,2 b.p.m., superior a encontrada no subgrupo de ratos tratados com salina, que foi
da ordem de 27,7 £ 9,6 b.p.m. (P<0,05). Este resultado esta ilustrado na Figura 23.

O ganho (Figura 24), calculado como a razado entre a variagdo da FC e a
variagdo da PAM apods estimulo com aq-adrenérgico, foi superior nos animais
submetidos ao tratamento com vincristina (-2,3 £ 0,4 b.p.m/mmHg), quando

comparado com os animais controle (mediana: -0,7 £ 0,3 b.p.m/mmHg) (P<0,05).

Parametros cardiovasculares (pré-tratamento com atropina)

Os niveis da PAM e a FC basal, antes dos testes com atropina, eram
semelhantes no subgrupo de animais tratados com 5 doses de 150 ug/Kg de
vincristina (N=7) ou salina (N=6) (129,1 + 6,0 mmHg vs. 113,1 £ 9,8 mmHg e 353,2 +
15,0 b.p.m. vs. 322,1 £ 21,6 b.p.m., respectivamente) (P>0,05).

Tratamento com atropina

A comparagado entre os niveis da PAM antes e apds o tratamento com
atropina 0,5 mg/Kg intravenosa, ilustrada na Figura 25B, ndo revelou diferenca
significativa no subgrupo de animais experimentais (129,1 + 6,0 mmHg vs. 126,9 +
7,9 mmHg) ou no subgrupo controle (113,1 + 9,8 mmHg vs. 105,4 £ 12,7 mmHgQ)
(P>0,05).

Quanto a variagio da PAM mensurada antes e apds o bloqueio
parassimpatico com atropina, houve uma tendéncia a redug¢ao nos niveis destas em
ambos os subgrupos de animais. Entretanto, n&do houve diferenca estatistica entre a
variacdo da PAM nos animais tratados com vincristina (-2,1 £ 2,7 mmHg) e nos que
receberam salina (-3,1 £ 5,3 mmHg) (P>0,05).

Estudo do baroreflexo (ap6s atropina)

O bloqueio parassimpatico com atropina 0,5 mg/Kg resultou em um aumento

significativo na FC basal em animais tratados com vincristina (353,2 £ 15,0 b.p.m. vs.
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466,4 + 16,4 b.p.m.) e em animais tratados com salina (322,1 + 21,6 b.p.m. vs. 372,8
1+ 29,0 b.p.m.) (P<0,05). Estes resultados estao ilustrados na Figura 25A.

Entretanto, conforme ilustrado na Figura 26, a variagdo da FC apos o
tratamento com atropina foi significativamente superior nos animais do subgrupo
experimental (113,2 + 19,6 b.p.m.) quando comparada a do subgrupo controle (44,1
+ 17,8 b.p.m.) (P<0,05).
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Figura 22 - Aumento da pressdo arterial média e reducdo da frequéncia
cardiaca ap6s a administracdo intravenosa de fenilefrina 5 pg/Kg em ratos
acordados e tratados cronicamente com 5 doses de vincristina 150 pg/Kg ou
salina em dias alternados
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A. Freqliéncia cardiaca em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 150
Mg/Kg de vincristina (N=6) ou solugéo salina (N=5) intravenosa em dias alternados e com
agonista aq-adrenérgico fenilefrina 5 ug/Kg intravenosa. Os animais foram estudados 24
horas apds a ultima dose de vincristina ou salina. As frequéncias cardiacas foram medidas
antes (basal) e apds o estimulo simpatico maximo induzido pela fenilefrina. Os simbolos
representam as médias das freqliéncias cardiacas e as linhas verticais indicam o erro
padrdo da média. *, P<0,05 vs. pré-estimulo simpatico (basal) ao Teste One-Way ANOVA

com Medidas Repetidas e Teste de Holm-Sidak.

B. Pressdo arterial média em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de
150 pg/Kg de vincristina (N=6) ou solu¢do salina (N=5) intravenosa em dias alternados e
com agonista as-adrenérgico fenilefrina 5 pg/Kg intravenosa. Os animais foram estudados
24 horas ap6s a ultima dose de vincristina ou salina. As pressodes arteriais médias foram
mensuradas antes (basal) e apds o estimulo simpatico maximo induzido pela fenilefrina. Os
simbolos representam as médias das pressdes e as linhas verticais indicam o erro padrao
da média. *, P<0,05 vs. pré-estimulo simpatico (basal) ao Teste One-Way ANOVA com
Medidas Repetidas e Teste de Holm-Sidak.
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Figura 23 - Variacdo da frequéncia cardiaca ap6s a administragcao intravenosa
de fenilefrina 5 ug/Kg em ratos acordados e tratados cronicamente com 5
doses de vincristina 150 pg/Kg ou salina em dias alternados

Nota: Variacédo da freqiéncia cardiaca em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5
doses de 150 ug/Kg de vincristina (N=6) ou solugdo salina (N=5) intravenosa em dias
alternados e com agonista as-adrenérgico fenilefrina 5 ug/Kg intravenosa. Os animais foram
estudados 24 horas apés a ultima dose de vincristina ou salina. As frequéncias cardiacas
foram medidas antes (basal) e apds o estimulo simpatico maximo induzido pela fenilefrina.
As barras representam as médias das variagdes da frequiéncia cardiaca e as linhas verticais
indicam o erro padrdao da média. *, P<0,05 vs. subgrupo controle (salina) ao Teste “t” de
Student-Newman-Keuls.
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Figura 24 - Ganho (razdo entre a variagcdo da frequéncia cardiaca e a da
pressao arterial) apés a administracao intravenosa de fenilefrina 5 ug/Kg em
ratos acordados e tratados cronicamente com 5 doses de vincristina 150 pg/Kg
ou salina em dias alternados

Nota: Ganho (razdo entre a variagao da frequéncia cardiaca e a variacdo da pressao arterial
média) em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 150 ug/Kg de
vincristina (N=6) ou solugao salina (N=5) intravenosa em dias alternados e com agonista a4-
adrenérgico fenilefrina 5 pg/Kg intravenosa. Os animais foram estudados 24 horas apds a
ultima dose de vincristina ou salina. As freqléncias cardiacas e as pressdes arteriais médias
foram medidas antes (basal) e apds o estimulo simpatico maximo induzido pela fenilefrina.
As barras representam as médias dos ganhos e as linhas verticais indicam o erro padrao da
média. *, P<0,05 vs. subgrupo controle (salina) ao Teste “t” de Student-Newman-Keuls.
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Figura 25 - Pressao arterial média e frequéncia cardiaca antes (basal) e apés a
administracdo intravenosa de atropina 0,5 mg/Kg em ratos acordados e
tratados cronicamente com 5 doses de vincristina 150 pg/Kg ou salina em dias
alternados
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A. Freqliéncia cardiaca em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de 150
Mg/Kg de vincristina (N=6) ou solugdo salina (N=5) intravenosa em dias alternados e ao
bloqueio parassimpatico com atropina 0,5 mg/Kg intravenosa. Os animais foram estudados
24 horas ap6s a ultima dose de vincristina ou salina. As freqliéncias cardiacas foram
medidas antes (basal) e apos o bloqueio parassimpatico maximo com atropina. Os simbolos
representam as médias das freqliéncias cardiacas e as linhas verticais indicam o erro
padrdo da média. *, P<0,05 vs. pré-bloqueio prassimpatico (basal) ao Teste One-Way
ANOVA com Medidas Repetidas e Teste de Holm-Sidak.

B. Pressdo arterial média em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5 doses de
150 pg/Kg de vincristina (N=6) ou solucao salina (N=5) intravenosa em dias alternados e ao
bloqueio parassimpatico com atropina 0,5 mg/Kg intravenosa. Os animais foram estudados
24 horas ap6s a ultima dose de vincristina ou salina. As pressodes arteriais médias foram
medidas antes (basal) e apds o bloqueio parassimpatico maximo com atropina. Os simbolos
representam as médias das pressdes e as linhas verticais indicam o erro padrdao da média.
*, P<0,05 vs. pré-bloqueio prassimpatico (basal) ao Teste One-Way ANOVA com Medidas
Repetidas e Teste de Holm-Sidak.
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Figura 26 - Variacdo da frequéncia cardiaca apds a administragdo intravenosa
de atropina 0,5 mg/Kg em ratos acordados e tratados cronicamente com 5
doses de vincristina 150 ug/Kg ou salina em dias alternados

Nota: Variacao da freqliiéncia cardiaca em ratos acordados submetidos ao tratamento com 5
doses de 150 ug/Kg de vincristina (N=7) ou solugdo salina (N=6) intravenosa em dias
alternados e ao bloqueio parassimpatico com atropina 0,5 mg/Kg intravenosa. Os animais
foram estudados 24 horas apods a ultima dose de vincristina ou salina. As freqiéncias
cardiacas foram medidas antes (basal) e apds o bloqueio parassimpatico e as variagbes
destas calculadas durante o efeito maximo da atropina. As barras representam as médias
das variagoes da frequiéncia cardiaca e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média.
*, P<0,05 vs. subgrupo controle (salina) ao Teste “t” de Student-Newman-Keuls.
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5 DISCUSSAO

As propriedades benéficas e medicinais da planta pervinca de Madagascar,
Catharantus roseus, antigamente denominada Vinca rosea Linn., foram descritas em
varias partes do mundo. Ha relatos sobre sua utilizagdo pelos povos indigenas no
Brasil desde 1910, como anti-hemorragico, cicatrizante e antisséptico em feridas e
em bochechos para dores de dentes (PECKOLT, 1910). Entre os povos filipinos,
chegou a ser utilizada como hipoglicemiante oral e para tratar ulcera diabética
(JOHNSON et al., 1963).

Em 1958, pesquisadores canadenses e americanos que se dedicavam a
estudar o efeito dos extratos da pervinca no diabetes mellitus descreveram um efeito
modesto sobre a glicemia (NOBLE et al., 1958; JOHNSON et al., 1963). Entretanto,
a extraordinaria capacidade deste extrato causar granulocitopenia e supressao
medular em ratos permitiu a investigacdo sobre o efeito destes em neoplasias,
principalmente os de linhagem hematolégica (NOBLE et al., 1958).

Baseados nos resultados sobre os efeitos medulares dos extratos da Vinca,
alguns autores demonstraram que certas fragdes alcaldides deste extrato
prolongavam a sobrevida de camundongos que haviam recebido implante de
neoplasia linfocitica aguda P-1534 (JOHNSON et al., 1959).

Estudos fitoquimicos passaram a ser realizados, com isolamento e
identificacdo de quatro alcaldides derivados do extrato da vinca: vinblastina,
vinleurosina, vinrosidina e vincristina (SVOBODA et al., 1959). Estes compostos
diferem principalmente quanto a toxicidade e ao espectro anti-tumoral. Dois deles, a
vimblastina e a vincristina sdo atualmente utilizados na pratica clinica para o
tratamento de leucemias, linfomas e tumores sélidos (CHABNER et al., 1996).

A vincristina se mostrou eficaz principalmente no tratamento de leucemia
linfoblastica aguda, doenga de Hodgkin, linfoma n&o-Hodgkin de grandes células,
mieloma multiplo, cancer de mama, carcinoma cervical, tumor trofoblastico do utero
(coriocarcinoma), cancer testicular ndo seminomatoso, tumor de Wilms, sarcoma de
Ewing, sarcoma de partes moles, doenga histiocitica maligna do adulto, carcinoma
de pequenas células de pulmao e neuroblastoma disseminado (CHABNER et al.,
1996).
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Modelos experimentais para o estudo da eficacia terapéutica da vincristina,
assim como também da sua toxicidade tém sido encontrados na literatura desde
1959 (JOHNSON et al., 1959; ZELLER et al., 1979; LAURIE et al., 2005).

Dentre estes modelos experimentais utilizados para o estudo do efeito
terapéutico anti-neoplasico da vincristina, varios foram realizados com ratos adultos.

Nos modelos de neoplasias hematologicas em ratos, a dose utilizada chega a
ser de 0,5 mg/Kg (LAURIE et al., 2005), similar a dose utilizada nos experimentos
deste trabalho para estudo de toxicidade.

Em estudos sobre o efeito anti-tumoral da vincristina em neoplasias sélidas,
utilizando modelos experimentais com ratos, a dose eficaz deste quimioterapico
chegou a ser de 1 mg/Kg, considerada proxima a 50% da dose letal (DLso) em ratos
adultos (ZELLER et al., 1979).

Quanto a toxicidade geral, o efeito da vincristina foi avaliado em diversas
espécies de animais. Em coelhos, ha relatos de fraqueza muscular seguida de
leucopenia e morte apds a administragdo de trés a cinco doses de 0,1 a 0,2 mg/kg
de vincristina intravenosa. Estudos em gatos revelaram o surgimento de perda de
peso, convulsdes, leucopenia e morte apds o tratamento com duas doses de 0,2
mg/kg intravenosa, enquanto os estudos em cachorros demonstraram o surgimento
de tremores, fraqueza muscular, vémitos, leucopenia, sangramento digestivo e morte
apo6s a administracdo de cinco doses semanais de 0,05 mg/Kg. Estudos com
macacos mostraram que uma unica dose de 4 mg/Kg de vincristina causa constrigao
pupilar, anorexia, diarréia e morte 30 horas apés a dose (JOHNSON et al., 1959).

Nos estudos sobre toxicidade pela vincristina intravenosa em ratos,
tratamentos com 5 doses semanais de 0,5 e 0,25 mg/Kg causaram leucopenia,
perda de peso e redugao da ingestao oral de alimentos. Tratamentos com vincristina
intraperitoneal em ratos, em doses diarias de 0,2 mg/Kg, causaram leucopenia,
perda de peso, diarréia, alopecia, convulsdes e catalepsia, com morte apos 10 a 21
doses (JOHNSON et al., 1959). Estudos experimentais realizados chegam a
descrever uma dose DLsy de vincristina intravenosa em ratos de 1,3 mg/Kg
(ADAMSON et al., 1965).

Apesar da descrigao frequente sobre mielotoxicidade, perda de peso e morte
associada ao uso de vincristina em modelos experimentais (JOHNSON et al., 1959),
a neurotoxicidade e os efeitos sobre o trato gastrintestinal vém sendo os principais

fatores limitantes para o uso de doses mais elevadas de vincristina no tratamento
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das neoplasias em humanos (ROSENTHAL; KAUFMAN, 1974; EVANS, 1968;
HAGGARD et al., 1968).

Um modelo recente (ALEY et al., 1996) mostrou alteragbes sensitivas
induzidas por este quimioterapico, descrevendo inclusive sua evolugao temporal € o0
efeito residual. Entretanto, neste modelo foram utilizadas doses mais elevada de
vincristina quando comparado com os experimentos do presente trabalho, resultando
em maior toxicidade, com morte de varios animais.

Outro modelo experimental de indugdo de neuropatia periférica sensitiva e
motora apos tratamento crénico com vincristina intravenosa em ratos acordados foi
descrito (AUTHIER et al., 2003). Neste ultimo, foram utilizadas doses cumulativas
mais baixas de vincristina, administradas por periodo mais curto de tratamento,
resultando em uma menor mortalidade dos animais.

Existem relatos na literatura médica sobre a agao téxica deste quimioterapico
no trato gastrintestinal em humanos e animais desde 1965 (ADAMSON et al., 1965).
Porém, pouco se tem descrito sobre o mecanismo preciso das alteracbes na
motilidade digestiva, assim como também sobre a relacdo destas com
manifestacdes neuropaticas sensitivas ou motoras.

Alteragbes autondbmicas como provavel mecanismo da toxicidade
gastrintestinal, como se postulam alguns autores (SMITH, 1967; SMITH et al., 1972),
ainda nao foram comprovadas até o momento (JOHNSTON et al., 1985; ROCA et
al., 1985) e modelos experimentais sdo necessarios para o estudo dos mecanismos
envolvidos nas alteragdes de motilidade gastrintestinal induzidas pela vincristina.

O presente estudo teve o intuito de descrever o efeito do tratamento agudo,
cronico e residual com vincristina intravenosa sobre a motilidade gastrintestinal em
ratos acordados. Buscou também identificar, através de modelo experimental, a
relacdo deste efeito com evidéncias de alteragcbes sensitivas e fendmenos
autondémicos cardiovasculares.

Foi utilizado um modelo experimental com ratos Wistar adultos machos
acordados e submetidos ao tratamento com vincristina intravenosa, similar ao
descrito pelos autores acima (AUTHIER et al., 2003), documentando alteragdes
sensitivas como hiperalgesia térmica e acrescentando dados relativos as alteragdes
autondmicas cardiovasculares e alteracdo na motilidade gastrintestinal.

Modelos experimentais com animais versando sobre farmacocinética,

farmacodindmica e toxicidade pela vincristina tém sido descritos por outros autores
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(EI DAREER et al., 1977; TODD et al., 1979, RAHMANI et al., 1986). Rato parece
ser uma espécie adequada para o estudo da toxicidade por este quimioterapico, haja
vista os modelos ja existentes, além de estes animais tolerarem bem os
procedimentos experimentais, estarem disponiveis com facilidade e a um baixo
custo.

Diferencas filogenéticas entre ratos e homens limitam a extrapolacdo de
resultados em modelos experimentais como este para seres humanos (RAHMANI et
al., 1986). Entretanto, o presente trabalho, assim como estudos semelhantes
realizados anteriormente, permite uma melhor compreensao de altera¢des induzidas
pela vincristina e que até entdo nao foram adequadamente estudadas e explicadas
pela literatura médica (JOHNSTON et al., 1985).

Este estudo foi constituido por 5 protocolos, os quais procuram estabelecer
uma sequéncia de raciocinio sobre os fendmenos ocorridos, apesar de nao ter o
intuito de explicar e conceder uma explicacdo definitiva sobre as alteracdes
gastrintestinais induzidas pela vincristina e sua associagdo direta ou ndo com
disfuncédo autonémica.

Nos protocolos 1, 2, 3 e 4, foi utilizada a técnica de medicdo simultdnea do
esvaziamento gastrico e transito intestinal, através da quantificacdo do corante
vermelho fenol recuperado no estdémago e ao longo de todo intestino delgado
(REYNELL; SPRAY, 1956). Esta técnica vem sendo utilizada desde a década de 50,
em estudos com animais e atualmente ainda tem uma ampla utilizagdo, tendo em
vista que os métodos baseados em radioisétopos e considerados “padrao-ouro”
ainda ndo sédo tdo acessiveis do ponto de vista logistico e financeiro. Além disso, a
técnica utilizada ja vem sendo amplamente aplicada ndo somente em outros
experimentos de nosso laboratério (GONDIM et al., 1998).

O efeito agudo e crénico da vincristina sobre a motilidade gastrintestinal em
modelos animais foi estudado por alguns autores anteriormente (UY et al., 1967;
SNINSKY, 1987; KANEKO et al., 2001).

Um estudo experimental com ratos submetidos ao tratamento com dose Unica
de vincristina intravenosa de 1 mg/Kg demonstrou que ocorre distensdo abdominal e
parada nas contragdes intestinais em 80 a 100% dos animais, sugerindo uma
diminuicdo da motilidade gastrintestinal (UY et al., 1967).

O presente estudo também revelou que ocorre reducdo na motilidade

gastrintestinal alta e baixa apds o tratamento com vincristina, acrescentando que
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este efeito pode depender da dose aplicada e do tempo decorrido apds a
administracgao.

No primeiro protocolo, foi avaliado o efeito agudo da administracdo de
vincristina intravenosa em ratos Wistar adultos acordados sobre o esvaziamento
gastrico e transito intestinal de liquido e os resultados obtidos foram apresentados
sob a forma de comunicagao oral e publicados em resumo (PEIXOTO Jr et al.,
2006).

Neste protocolo, foram utilizadas doses de vincristina similares a praticada por
outros autores em dois estudos semelhantes (SNINSKY, 1987; KANEKO et al.,
2001). A dose administrada de 750 ug/Kg aplicada uma hora antes do estudo do
transito intestinal foi também similar a dose cumulativa aplicada nos protocolos 2, 3 e
4 deste mesmo trabalho, em grupos de animais que receberam a maior dose de
vincristina.

O estudo realizado por Sninsky (1987) demonstrou que o tratamento com
doses de 500 pg/Kg e 750 pug/Kg de vincristina causou aumento desordenado dos
potenciais de agdo mioelétricos em segmentos do intestino delgado de ratos,
medidos 50 minutos apds a administragdo. Em concordancia com os achados do
efeito agudo do tratamento com vincristina sobre a atividade mioelétrica intestinal, o
estudo do transito intestinal através da quantificagdo do deslocamento de um
marcador radioativo (radiocromo) ao longo do intestino delgado revelou uma redugao
no transito intestinal.

O estudo de Sninsky (1987) demonstrou, entretanto, que a atividade
mioelétrica organizada, mensurada através de eletrodos colocados em segmentos
do intestino delgado, reaparecia 70 minutos apds a administracéo de vincristina nas
doses de 500 ug/Kg e 750 ug/Kg, agora associada a uma redugao da periodicidade
do complexo motor migratério. Este achado coincidiu com o aumento do transito do
marcador radioativo ao longo do intestino delgado.

A auséncia de alteragdes agudas na retengao de corante no estémago ou no
intestino delgado apds o tratamento com 750 ug/Kg de vincristina pelo presente
trabalho pode ser justificada pela diferenca entre as metodologias utilizadas para o
estudo da motilidade gastrintestinal, quando comparados com os resultados do
estudo de Sninsky (1987).

Neste ultimo, a alimentagao teste foi administrada no segmento proximal do

intestino delgado, enquanto que no presente estudo, o alimento teste foi
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administrado no estdbmago. Além disto, estudos realizados com marcadores
radioativos podem ser mais sensiveis na medigdo de alteragdes do transito
gastrintestinal, quando comparados com estudos realizados com corantes.

Em um estudo realizado por Kaneko et al. (2001), a motilidade gastrica em
ratos acordados, monitorizada através de um transdutor de forga suturado na
superficie serosa do antro gastrico, 5 mm proximal ao piloro, no eixo circular, foi
alterada ap6s a administragao de vincristina.

Neste estudo, o efeito agudo, duas horas apds a administracdo de 750 ug/Kg
de vincristina resultou em aumento do numero de contragdes e na amplitude média
das contragdes, com retorno para os niveis semelhantes ao controle apds seis
horas. Este efeito da vincristina foi abolido apds o bloqueio parassimpatico com
atropina e hexametbnio, sendo sugerido, por estes autores, que esta resposta
gastrintestinal ao tratamento agudo com vincristina seja mediada por neurdnicos
colinérgicos pré-sinapticos.

Diferente do estudo realizado por Kaneko et al. (2001), o presente estudo nao
revelou aumento da motilidade gastrintestinal, medida pela retengdo gastrica de
corante vermelho fenol uma hora apdés o tratamento agudo com 750 pg/Kg de
vincristina. Apesar da divergéncia entre os resultados, ha de se considerar a
diferenca significativa entre as metodologias utilizadas.

Esta diferenca pode indicar que, apesar do aumento da amplitude de
contragdes descritas por Kaneko et al. (2001), este nado reflete aumento do
esvaziamento gastrico.

Outra diferenca a ser considerada é o fato de que as alteragdes encontradas
por Kaneko et al. (2001) foram descritas duas horas apdés a administragdo de
vincristina, enquanto que no presente estudo, a medicdo da retencido de corante foi
realizada uma hora apods o tratamento com vincristina.

No segundo protocolo, foi estudado o efeito do tratamento crénico com
vincristina intravenosa em ratos Wistar adultos acordados.

Nos animais que receberam a menor dose de vincristina (150 ug/Kg) e foram
sacrificados 24 horas apds néao foi evidenciado retengao de corante no estémago ou
em segmentos proximais do intestino delgado quando comparado com os animais
do subgrupo controle. Também n&o houve diferenga entre a recuperacao de corante
no estbmago e segmentos do intestino delgado no subgrupo de animais tratados

com 2 doses de 100 ug/Kg de vincristina, perfazendo uma dose cumulativa de 200
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Mg/Kg. Nestes dois subgrupos de animais também nao foi evidenciado aumento do
peso dos coélons, quando comparado aos subgrupos tratados com doses similares
de solucdo salina.

Dentre os animais destes dois subgrupos, houve uma diminuigdo do tempo de
laténcia no teste da placa quente 24 horas apds a dose de 150 pg/Kg e 24 horas
apos a primeira dose de 100 pg/Kg vincristina com significancia estatistica.

Nos subgrupos de animais que receberam doses cumulativas mais altas de
vincristina, houve retengao gastrica de corante.

A dose minima que resultou em diminuigdo do esvaziamento gastrico foi de
250 ug/Kg, no subgrupo tratado com 5 doses de 50 pg/Kg de vincristina, sem
evidéncia ainda de constipacao através do método de medicdo do peso dos célons.
Neste mesmo subgrupo, houve uma reducgao do tempo de laténcia no teste da placa
quente apds a primeira e a quinta doses de 50 pg/Kg, sendo estas diferentes
estatisticamente quando comparadas aos resultados basais.

Nos subgrupos que receberam tratamento crénico com 3, 4 e 5 doses de 100
Mg/Kg, perfazendo uma dose cumulativa de 300 a 500 pg/Kg de vincristina, houve
alteracao da motilidade gastrintestinal alta, com retencédo de corante no estémago.
Nestes grupos também nao houve evidéncias de constipagédo através do peso dos
cblons, mas sim uma redugdo no tempo de laténcia térmica com significancia
estatistica 24 horas apos a primeira, terceira e quinta doses de 100 pg/Kg de
vincristina.

Alteragdes mais importantes na motilidade gastrintestinal ocorreram apdés o
tratamento crénico com 2 e 5 doses de 150 ug/kg de vincristina. Apos 2 doses de
150 pg/Kg deste quimioterapico em dias alternados, a recuperagao gastrica de
corante foi mais significativa, associada desta vez com aumento do peso dos cdlons.
Este resultado se repetiu com o tratamento com dose cumulativa maxima de 750
Mg/Kg, dividida em 5 administragdes em dias alternados.

No estudo de Sninsky (1987), o efeito cronico do tratamento com 500 pg/Kg e
750 ug/kg de vincristina sobre a atividade mioelétrica no intestino delgado,
mensurado trés dias apds a administracdo de vincristina revelou uma redugao
significativa nos potenciais de acdo organizados em 20 e 40% dos animais
respectivamente. Este efeito descrito por Sninsky (1987) pode coincidir com os

achados do presente estudo, no qual foi verificado um aumento da retengao gastrica
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de corante um dia apds o tratamento com doses cumulativas de 500 pg/Kg e 750
Mg/Kg de vincristina.

Quanto ao efeito cronico, medido 24 horas apos o tratamento com 750 pg/Kg
de vincristina, o estudo de Kaneko et al. (2001) revelou diminuigdo na motilidade
gastrintestinal mensurada através da amplitude de contragédo. No presente estudo, o
efeito crbnico do tratamento com dose cumulativa de 750 pg/Kg de vincristina
mostrou aumento na retencdo gastrica de corante, indicando também uma
diminuicdo da motilidade gastrintestinal.

Entretanto, houve divergéncia entre as doses minimas que resultaram em
diminuicdo da motilidade gastrintestinal. Neste estudo, houve aumento da retengao
gastrica de corante ap6s uma dose cumulativa de 250 ug/Kg. No estudo de Kaneko
et al. (2001), esta dose, aplicada de uma unica vez, ndo resultou em reducéo da
amplitude de contragbes no antro gastrico, um dia apds o tratamento.

Esta divergéncia indica também que a metodologia pode influenciar o estudo
dos efeitos da vincristina sobre a motilidade e que a medicdo da amplitude de
contracdo néo foi sensivel o suficiente para identificar uma redugao no esvaziamento
gastrico apds doses baixas como 250 ug/Kg de vincristina.

Ainda no estudo realizado por Kaneko et al. (2001), a administracao de
acetilcolina resultou em aumento da amplitude de contracdo em animais tratados
com a dose maxima de vincristina e os autores sugeriram que o efeito da vincristina
nao seria, portanto, sobre as células musculares lisas do intestino.

No protocolo 3, foi avaliado o efeito residual da vincristina sobre a motilidade
gastrintestinal alta e baixa, assim como também sobre a sensibilidade dolorosa
térmica.

Apds a administragdo de 5 doses de 150 ug/Kg de vincristina e seguimento
dos animais por um periodo de uma e duas semanas, foi verificada a reversao
completa da retengdo gastrica de corante apdés uma semana e da constipacéo,
mensurada através do peso coldnico, apds duas semanas. Quanto as alteragdes
sensitivas induzidas pela vincristina, houve redugao progressiva do tempo de
laténcia térmica ao logo do seguimento, quando mensurado apdés uma e duas
semanas.

No protocolo 4, foi estudado subgrupos de animais tratados com dose
cumulativa maxima de vincristina (750 ug/Kg) ou salina e submetidos ao bloqueio

simpatico com guanetidina antes do estudo do esvaziamento gastrico e do transito
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intestinal de liquido. A agao do agente simpaticolitico nao foi suficiente para reverter
o0 aumento da retengao gastrica de corante.

Varios estudos previamente realizados confirmam que os fenémenos
dolorosos, somaticos ou viscerais, podem estar associados a inibicao da motilidade
gastrintestinal (SATO et al., 1975; BOJO et al., 1992, BOJO; CASSUTO, 1992).

O estudo realizado por Sato et al. (1975) demonstrou alteragcées na motilidade
gastrica associadas a estimulo nociceptivo em pele de ratos.

No estudo realizado por Bojo et al. (1992), o efeito de relaxamento gastrico foi
induzido pelo estimulo doloroso causado pela compressdo do testiculo em ratos.
Neste mesmo estudo, foi verificado que o uso de bloqueador-a; (prazosin) e um (-
bloqueador ndo seletivo (propranolol) aboliu este o relaxamento gastrico induzido
pelo estimulo doloroso. Além disto, a vagotomia cervical bilateral também aboliu a
resposta gastrica a dor, enquanto que o uso de um bloqueador adrenérgico a,-
seletivo resultou em potencializagcdo do relaxamento gastrico induzido pelo estimulo
doloroso. Diante destes achados, os autores sugeriram que o relaxamento gastrico
induzido pelo estimulo doloroso seria resultante de um reflexo mediado pela via
simpatica, com participacdo dos receptores as e B e, possivelmente, também via
fibras vagais nao-adrenérgicas.

No presente estudo, no qual foi utilizado o modelo de neuropatia sensitiva
induzida pela vincristina descrito por Authier et al. (2003), foi documentada a indugao
de neuropatia dolorosa térmica, caracterizada pela reducao da laténcia térmica no
teste da placa quente.

A principio, o surgimento de hiperalgesia térmica apds o tratamento com
vincristina poderia estar associado também a um relaxamento gastrico mediado pela
via simpatica e, consequentemente, com o aumento da retengao gastrica de corante.

Entretanto, foi verificado que, durante o acompanhamento dos animais pelo
periodo de duas semanas, o aumento da retengao gastrica de corante induzido pela
vincristina ocorreu de forma transitéria, com reversdo completa do retardo do
esvaziamento gastrico uma semana apdés a ultima dose do tratamento com 5 doses
de 150 pg/Kg.

Enquanto isto, as alteragcdes nociceptivas permaneceram por pelo menos até
duas semanas, com redugéo progressiva do tempo de laténcia térmica no teste da
placa quente avaliado um dia, uma semana e duas semanas apos a ultima dose do

tratamento com 5 doses de 150 ug/Kg de vincristina.
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Foi verificado também que o aumento da retengdo gastrica de corante
induzido pelo tratamento com 5 doses de 150 ug/Kg de vincristina nao foi revertido
pelo bloqueio simpatico com guanetidina.

Diante destes achados, a inibicdo do esvaziamento gastrico associada a
nocicepcdo e mediada pelo reflexo via fibras simpaticas, conforme o modelo
proposto por Bojo et al. (1992), nao justifica os resultados encontrados no presente
trabalho e os fendbmenos dolorosos induzidos pela vincristina pode ndo ser a unica
explicagéo para o retardo no esvaziamento gastrico encontrado.

A distensdo colbnica também tem sido associada a inibicdo da motilidade
gastrica. Estudo realizado por Bojo e Cassuto (1992), demonstrou que a distensao
colonica em ratos anestesiados produziu relaxamento gastrico. Este efeito foi
revertido por vagotomia cervical bilateral e bloqueio parassimpatico com
hexametbnio, ndo havendo reversao deste com o uso de bloqueadores
adrenérgicos, naloxona e antagonistas de receptores opioides.

A inibicdo do tbnus gastrico associada a dilatagdo colénica provavelmente
nao € o unico mecanismo responsavel pelo aumento da retengao gastrica de corante
no presente estudo. O animais estudados apresentaram aumento do peso dos
colons somente nos subgrupos tratados com 2 e 5 doses de 150 pg/Kg de
vincristina, enquanto que o retardo do esvaziamento gastrico foi detectado também
apos doses menores deste quimioterapico, a partir de 5 doses de 50 ug/Kg. Houve
aumento da retengao gastrica também em animais tratados com 3 a 5 doses de 100
Mg/Kg de vincristina, sem aumento do peso dos célons, indicando que o reflexo
entero-entérico, mediado via nervo vago, nao foi o unico fator envolvido no retardo
do esvaziamento gastrico.

No protocolo 5, foi estudado subgrupos de animais tratados também com
dose cumulativa maxima de vincristina ou salina e submetidos a monitorizagdo dos
niveis pressoricos e frequéncia cardiaca continua.

O estimulo a-adrenérgico com fenilefrina resultou em aumento dos niveis
pressoéricos e reducao reflexa da frequéncia cardiaca em animais do subgrupo
experimental e controle. Porém, a reducéao reflexa da frequéncia cardiaca foi mais
significativa nos animais submetidos ao tratamento com vincristina, quando
comparada com o0s que receberam solucdo salina. A razdo entre a variagdo da
freqUéncia cardiaca e a variagao da pressao arterial (ganho) também foi mais alta no

subgrupo experimental quando comparada com a do subgrupo controle.
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O bloqueio parassimpatico com atropina resultou em aumento da frequéncia
cardiaca nos animais tratados com vincristina e salina. Entretanto, os aumentos da
frequéncia cardiaca e da variagdo da frequéncia cardiaca foram estatisticamente
mais elevados nos animais do subgrupo experimental quando comparada com o
subgrupo controle.

A toxicidade da vincristina sobre o sistema nervoso autondmico vem sendo
proposta com o mecanismo responsavel por alteragbes gastrintestinais altas e
baixas em humanos. Constipagdo, megacélon, dor abdominal, ileo paralitico e
gastroparesia tém sido descritos durante o tratamento com vincristina (EVANS et al.,
1963; EVANS, 1968; HAGGARD et al, 1968; TOGHILL; BRUKE, 1970;
ROSEMBERG; CARIdi, 1983; TOMOMASA et al., 1999).

A ocorréncia de outros fendbmenos associados ao tratamento com vincristina
como disfungdes esfincterianas, atonia vesical, flutuacdo anormal na pressao arterial
e hipotensdo ortostatica também sugerem a ocorréncia de neurotoxicidade
autondmica (CARMICHAEL et al., 1970; GOTTLIEB; CUTTNER, 1971,
ROSENTHAL; KAUFMAN, 1974; DIBELLA, 1980; LEGHA, 1986).

A ocorréncia de dano axonal como processo patolégico primario associado ao
tratamento com alcaldides da Vinca foi documentada em humanos e em ratos com
sinais de neuropatia periférica por Gottschalk et al. (1968).

Alguns autores defendem a hip6tese de que um dano axonal com redugédo na
densidade e a desorientagdo dos microtubulos em fibras nao-mielinizadas apds o
tratamento com vincristina sejam mecanimos possivelmente associados a alteragbes
no transporte axonal (SHELANSKI; WISNIEWSKI, 1968; BRADLEY et al., 1970;
CASEY et al., 1973; WEISS et al., 1974).

Em um estudo mais recente, realizado com modelo de neuropatia periférica
induzida por vincristina em ratos (ALEY et al., 1996), a analise ultra-estrutural do
citoesqueleto de axdnios em fibras nao-mielinizadas do nervo safeno revelou
desorganizagdo dos microtubulos e aumento do calibre das fibras, sem evidénicas
de perda das fibras ndo-mielinizadas ou reducdo do numero de microtubulos
(TANNER et al., 1998).

Em outro estudo, foi documentado o bloqueio do transporte axonoplasmatico
retrogrado 24 horas ap6s a administragdo de vincristina intraneural em nervo ciatico

de ratos. Além disto, neste mesmo estudo, verificou-se que o efeito foi revertido ao
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longo de quatro dias, com normalizagdo do transporte axonoplasmatico retrogrado
no quinto dia apds o tratamento com vincristina (MACFARLANE et al., 1997).

O bloqueio do transporte axonoplasmatico retrogrado tem sido associado a
reducao no efeito inibitério neuronal e aumento da excitabilidade, a qual parece ser o
mecanismo envolvido com dor, alodinia e algumas doengas musculo-esqueléticas
(BREUER; ATKINSON, 1988; WALL; MELZACK, 1989; BUTLER, 1991).

No presente estudo, a neuropatia periférica sensitiva tipo hiperalgesia térmica
apos o tratamento com vincristina foi documentada, sendo esta possivelmente
associada a alteragdes nos microtubulos e no transporte axonoplasmatico retrogrado
descrito anterirormente.

Apesar dos varios estudos em humanos e em animais sobre a fisiopatologia
envolvida na neuropatia sensitiva induzida pela vincristina, poucos trabalhos
objetivando documentar, com substrato histolégico, a neurotoxicidade autonémica
da vincristina, foram realizados.

Estudos em camundongos, mostraram dilatagdo do intestino delgado e
degeneragao do plexo mioentérico no colon apds o tratamento com vinblastina, um
alcaldide da vinca com estrutura quimica semelhante a vincristina, exceto pela troca
do grupamento formil pelo grupamento metil ligado ao nitrogénio na porgao
dihidroindol da molécula (SMITH, 1967).

Estudos realizados em ratos, também revelaram degeneragdo do plexo
mientérico apos o tratamento com vincristina (GOTTSCHALK et al., 1968).

Quanto as evidéncias fisiologicas de disautonomia gastrintestinal,
pesquisadores demonstraram que a vincristina causou inibicdo progressiva, dose-
dependente, da contracdo do estdbmago de rato isolado e submetido a estimulo
elétrico do nervo vago. Demonstraram também que a vincristina nao interferiu na
resposta do receptor periférico parassimpatico do estdmago de rato isolado a
acetilcolina exdégena e levantaram a hipotese de que este quimioterapico teria agéo
anticolinérgica pos-sinaptica (MITOLO-CHIEPPA et al., 1976).

Outro grupo de pesquisadores avaliou o efeito dos alcaldides da Vinca sobre
o ducto deferente de ratos. Identificaram, através de experimentos in vitro, que a
vinblastina causou aumento da sensibilidade a noradrenalina, além de evidéncias
bioquimicas, histoquimicas e ultra-estruturais de deplegdo de noradrenalina em

nervos da camada muscular longitudinal externa (GARDINER et al., 1976).
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No presente estudo, 0 aumento da retengao gastrica de corante documentado
apos o tratamento com vincristina pode ser associado a um efeito autonémico
anticolinérgico semelhantes aos descritos por Mitolo-Chieppa et al. (1976).

O surgimento de constipagao, documentada através do aumento do peso dos
cblons em dois subgrupos de animais tratados com vincristina também pode ser
associado a neuropatia autonémica transitéria ou com degeneragdo de plexo
mientérico conforme documentado por Gottschalk et al. (1968).

Evidéncias de neurotoxicidade autonémica cardiovascular induzida pela
vincristina em ratos também foram descritas. Estudo realizado por Bennett et al.
(1976) evidenciou, através da avaliagdo ultra-estrutural das fibras nervosas e
histoquimica do tecido atrial, degeneracao de fibras adrenérgicas e preservagao de
fibras colinérgicas 30 horas apds o tratamento com dose unica de 3 mg/Kg de
vincristina intravenosa.

Relatos de casos em humanos também associaram efeitos cardiovasculares
como hipotensdo ortostatica com neurotoxicidade autonémica pela vincristina
(HANCOCK; NAYSMITH, 1975).

Em trabalhos mais recentes, outros autores demonstraram que a medicdo da
variabiliade da frequéncia cardiaca € um método valido para a monitorizagao da
neuropatia autonémica transitoria induzida pela vincristina em humanos (HIRVONEN
et al., 1989).

Ainda em estudos realizados em humanos, foi verificada uma variagao
anormal da pressao arterial e da frequéncia cardiaca com a ortostase e da
frequéncia cardiaca durante a inspiracao profunda em individuos tratados com
alcaléides da Vinca, quando comparados com individuos controle (ROCA et al.,
1985).

Nos experimentos realizados no protocolo 5 do presente trabalho foram
evidenciadas alteragcdes possivelmente associadas a uma neuropatia autonémica
cardiovascular induzida pelo tratamento com vincristina em ratos acordados.
Estudos versando sobre metodologia para determinar o funcionamento do sistema
nervoso autondmico cardiovascular em ratos acordados descrevem testes
semelhantes aos realizados neste protocolo (DUNLAP et al., 1987).

Foi documentada uma resposta parassimpatica exacerbada caracterizada
por bradicardia reflexa mais intensa apds o aumento dos niveis pressoricos induzido

pelo agonista as-adrenérgico fenilefrina em animais tratados com vincristina.
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Além disto, foi identificado também um aumento mais significativo da
freqUéncia cardiaca e uma maior variacao da frequéncia cardiaca apos o bloqueio
parassimpatico com atropina em animais tratados com vincristina, quando
comparados com o subgrupo controle.

Estes resultados possivelmente estdo associados a preponderancia do
sistema nervoso parassimpatico sobre o simpatico nestes animais, sendo um dos
indicios de neuropatia autonémica associada a vincristina no modelo experimental
utilizado.

A reducdo da freqléncia cardiaca também tem sido associada a distensao
coloretal em ratos anestesiados (LI; SUZUKI, 2006). Ainda em estudos in vivo com
ratos anestesiados, verificou-se um aumento do ténus parassimpatico, caracterizado
por hipersecre¢cdo de agua no célon induzido pela distensdo retal. Este efeito foi
blogueado por vagotomia e pelo bloqueio parassimpatico com atropina e
hexameténio (EUTAMENE et al., 1997).

O fato de os animais tratados com 5 doses de 150 pg/Kg de vincristina
intravenosa em dias alternados desenvolverem constipacao, caracterizada por
aumento do peso dos colons, pode interferir no reflexo autondmico com tdnus
parassimpaticos exacerbado e redugcdo mais significativa da freqléncia cardiaca
(EUTAMENE et al., 1997; LI; SUZUKI, 2006).

Entretanto, o estudo realizado por Bennet et al. (1976) em atrios de ratos, ja
citado anteriormente, reforgca a possibilidade de que a neurotoxicidade autonémica
pela vincristina seja responsavel, pelo menos em parte, pelas alteragbes no
barorreflexo encontradas no presente trabalho.

Além disto, o surgimento de outros fenbmenos sugestivos de neuropatia
autonémica, como o retardo no esvaziamento gastrico e do transito gastrintestinal de
liquido, reforga a hipétese de neurotoxidade autondmica induzida pela vincristina.

A acgédo toxica de quimioterapicos sobre a mucosa gastrintestinal vem sendo
descrita na literatura. Estudos com mucosite intestinal induzida por irinotecan e
metrotexate tém sido relizados por alguns autores (MELO et al., 2008; CARNEIRO-
FILHO et al., 2004), entretanto ndo ha estudos sobre este efeito induzido por
vincristina. Também ndo ha relatos na literatura, at¢é o momento, sobre o
comprometimento do plexo mientérico associado a mucosite induzida por

quimioterapicos.
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O surgimento de retardo no esvaziamento gastrico, constipacao intestinal e
alteragdes no baroreflexo cardiovascular em ratos acordados e submetidos ao
tratamento com vincristina € um dos indicios de que este modelo experimental pode
vir a ser utilizado como mais um modelo de neuropatia autonémica.

Modelos de neuropatia autondbmica tém sido descritos em ratos e em
camundongos diabéticos induzido com estreptozocina (SCHMIDT et al., 1983, 2003).

Entretanto, ratos diabéticos induzidos por estreptozocina podem n&o ser
considerados o modelo ideal de neuropatia autondmica, tendo em vista que o
aumento dos niveis pressoricos associado ao tratamento com estreptozocina pode
influenciar o estudo do baroreflexo e da variagéo da freqiiéncia cardiaca (BUNAG et
al., 1982).

Dentre os animais tratados com vincristina ndo houve aumento dos niveis
pressoricos basais, quando comparados com 0s animais que receberam solucéo
salina e este dado sugere que o modelo de neuropatia autonémica induzida pela
vincristina seja melhor para o estudo de baroreflexos.

Experimentos utilizando modelo de diabetes em ratos BB normotensos nao
identificaram alteragdo no baroreflexo apds o teste com agonista as-adrenérgico,
impossibilitando, portanto, o uso destes animais em modelos de neutopatia
autonémica (KRIZSAN-AGBAS; BUNAG, 1991).

Outro modelo experimental de neuropatia autondmica foi descrito
recentemente. Neste modelo, coelhos imunizados com uma proteina de fusdo
correspondente ao dominio extracelular N-terminal da subunidade a3 do receptor
ganglibnico da acetilcolina, produziram anticorpos IgG contra os receptores
ganglidnicos. Estes foram injetados em camundongos, os quais desenvolveram
neuropatia autonémica auto-imune semelhante a que ocorre em humanos, com
surgimento de alteragao transitoria da motilidade gastrintestinal, retencédo urinaria,
dilatagéo pupilar, diminuicdo da variabilidade da frequéncia cardiaca e diminui¢cado da
liberagdo de catecolaminas durante o estresse (VERNINO et al., 2004). Ainda neste
modelo, os estudos imunohistoquimicos revelaram que as terminagdes nervosas
pré-sinapticos e pos-sinaticas permaneciam intactas, com redug¢ao dos receptores
de acetilcolina (VERNINO et al., 2003).

O modelo de disautonomia proposto por Vernino et al. (2004) necessita de
utilizacao de técnicas laboratoriais especializadas de imunologia para isolamento de

anticorpos, o qual dificulta a utilizagao deste em outros centros de pesquisa.
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No modelo descrito pelo presente trabalho, foi evidenciado, portanto, retardo
no esvaziamento gastrico e no transito gastrintestinal de liquido e constipacao
durante o tratamento crénico com vincristina e este provavelmente esta associado a
um efeito transitério deste quimioterapico sobre o controle autondmico da motilidade
gastrintestinal.

Nesse modelo, a indugdo de alteragcbes nas respostas autondémicas
cardiovasculares sugere que a disautonomia induzida por vincristina em ratos nao é
restrita apenas ao trato gastrintestinal.

O modelo de disautonomia induzida por vincristina em ratos acordados
descrito pelo presente estudo ndo requer aparato técnico especializado e pode ser
utilizado para o estudo de neuropatia téxica autonémica induzida por farmacos.

A toxicidade sistémica e a mortalidade dos animais foram baixas, similares
aos estudos anteriores (AUTHIER et al., 2003), validando a importancia e a
reprodutibilidade do modelo experimental utilizado no presente trabalho.

Os efeitos sobre a motilidade gastrintestinal e sobre a resposta autonémica
cardiovascular surgiram apds o tratamento com doses de vincristina consideradas
terapéuticas em modelos experimentais de neoplasias hematolégicas e de tumores
sélidos em ratos e bem inferiores a 50% da dose letal (DLsp) nestes animais. Estes

fatos reforcam também o valor dos resultados encontrados neste trabalho.
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6 CONCLUSOES

Como principais conclusdes, o presente estudo realizado em ratos acordados

mostra que:

1.

O tratamento agudo com vincristina ndo inibe o esvaziamento gastrico e o
transito gastrintestinal de liquido. O tratamento crénico, por sua vez, causa
retardo transitorio na motilidade gastrintestinal alta e baixa.

O retardo no esvaziamento gastrico € induzido por doses mais baixas de
vincristina quando comparadas com as doses que causam constipacao,
indicando que a dilatagdo colénica ndo é o unico mecanismo reponsavel
por este efeito.

A hiperalgesia térmica € induzida por dose mais baixas de vincristina
quando comparadas com as doses que inibem a motilidade gastrintestinal,
e persiste por pelo menos duas semanas, indicando que a dor nédo é o
unico mecanismo responsavel pelo retardo no esvaziamento gastrico
induzido por vincristina.

A deplecao da fungao do sistema nervoso simpatico pela guanetidina nao
reverte o efeito da vincristina sobre a motilidade gastrintestinal, indicando
que as alteragdes na motilidade ndo sdo causadas por aumento do ténus
simpatico.

O tratamento crénico com vincristina causa uma resposta exacerbada ao
desafio com fenilefrina e ao bloqueio parassimpatico com atropina,
indicando que a vincristina induz uma disautonomia cardiovascular com
alteracdes de barorreflexos.

A disautonomia cardiovascular induzida por vincristina reforca a idéia de
que alteragdes autonémicas podem ser responsaveis pelo retardo no
esvaziamento gastrico, na motilidade do intestino delgado e constipagao

que surgem durante o tratamento com este quimioterapico.
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ALTERACAO DO ESVAZIAMENTO GASTRICO ASSOCIADO A
VINCRITISTINA ENDOVENOSA EM RATOS ACORDADOS - UM MODELO
EXPERIMENTAL DE NEUROPATIA AUTONOMICA. 'Peixoto Jr. A. A. ~’Teles.
BCV "’Gondim, F. A. A. ;'Castro, EFB ";’Santos, A. A. :"Ribeiro, R.A. ; > * * © Fisiologia ¢
Farmacologia - DFF., UFC: “Fisiologia e Farmacologia, UFC:

Objetivo:

Vincristina é um antineopldsico com acdo sobre neoplasias hematoldgicas e
tumores solidos. Seu uso € limitado pela neurotoxicidade, resultando em alteracao
da motilidade intestinal, constipacdo, neuropatia periférica sensitiva e motora. Com
0 objetivo de descrever um modelo experimental com ratos para neuropatia
autondémica induzida por vincristina, estudamos o esvaziamento gastrico, transito
gastrintestinal de liquidos apds doses cumulativas de vincristina endovenosa.

Métodos e Resultados:

Utilizamos ratos Wistar machos com peso de 200-250g, mantidos sob ciclo de 12h
luz/escuro, recebendo comida e dgua ad libitum. Sulfato de vincristina (Zodiac®)
na concentracdao de 1mg/ml foi diluida em salina em concentracdoes de 15ug/ml,
30ug/ml e 45ug/ml. Vincristina foi administrada i.v. na veia da cauda em doses de
50ug/Kg, 100ug/Kg e 150ug/Kg a cada 2 dias. Sete grupos de ratos experimentais
receberam: 5 doses de 50ug/Kg (dose cumulativa de 250ug/Kg); 2, 3 e 4 doses de
100pg/Kg (doses cumulativas de 200pg/Kg, 300pg/Kg e  400pg/Kg
respectivamente) e 1, 2 e 5 doses de 150ug/Kg (doses cumulativas de 150ug/Kg,
300upg/Kg e 750ug/Kg). Grupos controles receberam volume de salina de acordo
com o peso dos ratos, mantendo a equivaléncia de volume. Grupos experimentais e
controles foram constituidos de 5-10 ratos. Toxicidade da droga foi avaliada pela
perda de peso, fraqueza motora, alopecia, diarréia e morte do animal. O estudo do
esvaziamento gastrico e transito de liquido gastrintestinal foi realizado apos
gavagem de 1,5ml de alimentacado teste (vermelho fenol em solucdo glicosada 5%,
0,5 mg/ml) e sacrificio do animal apdés 10 minutos. Retencdo do corante no
estdmago, intestino delgado proximal, medial e distal foi obtida através de
espectrofotometria. Os dados foram avaliados através de ANOVA seguido pelo teste
t-Student. Encontramos retencdo gdstrica apds aplicacdo de 5 doses de 50ug/Kg
(76,9+7,4%), 2 e 5 doses de 150 pg/Kg (81,4+3,5% e 72,0+8,3%) quando
comparado com animais que receberam 2 e 5 doses de salina (48,6+5,4% e
55,7+8,5% respectivamente), com p < 0,05. Ratos que receberam 2, 3 e 4 doses
de 100 pg/Kg e 1 dose de 150 pg/Kg apresentaram tendéncia a retencdo quando
comparado aos ratos que receberam salina, porém sem significancia estatistica.

Conclusoes:

Os resultados sugerem que a neuropatia autondmica associada a vincristina em
ratos, quando avaliada através do esvaziamento gastrico e transito
gastrintestinal de liquidos relaciona-se ndo somente a dose cumulativa, como
também com o tempo de exposicao a droga.
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MODIFICACKO DO ESVAZIAMENTO GASTRICO RELACIONADO A VINCRITISTINA
ENDOVENOSA EM RATOS ACORDADOS. 'Teles, B. C. V.: Brasil, E. F.; *Peixoto Junior, A. A.:
*Aquino, P. S.; *Albuquerque, R. R.; °Santos, A. A.; ‘Gondim, F. A. A.; %3 %% ’Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, UFC;

Objetivo:

A vincristina € um quimioterapico usado no tratamento de neoplasias hematoldgicas e de tumores
solidos, sendo seu uso limitado devido neurotoxicidade e alteragdes na motilidade intestinal,
podendo resultar em neuropatia sensitiva e motora, constipacdo intestinal e ileo paralitico. A
pretensdo deste trabalho constitui em descrever as alteragdes no esvaziamento gastrico (EG) de
liquidos em ratos saudaveis submetidos a administragdo endovenosa de vincristina.

Métodos e Resultados:

Utilizamos ratos Wistar machos (n=37), com peso de 180 a 240g, submetidos a tratamento com 5
doses de sulfato de vincristina (Zodiac®) endovenosa nas doses 50, 100 e 150ug/Kg a cada dois
dias. Quatro grupos de ratos experimentais receberam: 5 doses de 50ug/Kg (dose cumulativa de
250pg/Kg); 5 doses de 100upg/Kg (doses cumulativas de 500ug/Kg); 5 doses de 150ug/Kg (doses
cumulativas de 750ug/Kg) e 5 doses de 150ug/Kg seguido de tratamento com guanetidina intra-
peritoneal (10mg/Kg) 50 minutos antes da gavagem. Grupos controles receberam volume de salina
de acordo com o peso dos ratos, mantendo a equivaléncia de volume. Grupos experimentais e
controles foram constituidos de 5-10 ratos. Toxicidade da droga foi avaliada pela perda de peso,
fraqueza motora, alopecia, diarréia e morte do animal. Neuropatia sensitiva foi avaliada através do
tempo de laténcia no teste da placa quente (52°C). O estudo do esvaziamento gastrico e transito de
liquido gastrintestinal foram realizados apds gavagem de 1,5ml de alimentagdo teste (vermelho fenol
em solucdo glicosada 5%, 0,5 mg/ml) e sacrificio do animal apds 10 minutos. Retencao fracional do
corante no estdbmago, intestino delgado proximal, medial e distal foi obtida através de
espectrofotometria. Os dados foram expressos em média£EPM e avaliados através do teste t-
Student. Encontramos retencdo gastrica apds 5 doses de 150ug/Kg (67,5+2,39%), quando
comparado ao grupo salina (57,9+2,59%) (p<0,05), diferente de animais tratados com 5 doses de
50ug/Kg (63,9+ 3,08%) e 100upg/Kg (62,2+ 3,70%) nos quais nao foi observado este efeito
(p>0,05). A retencao gastrica de corantes apds tratamento com 5 doses de vincristina 150ug/Kg nao
foi revertida com blogueio simpatico pela guanetidina (71,7+10,17% vs. 41,1+ 4,56%) (p<0,05).
Grupos de animais tratados com vincristina 50ug/Kg e 100ug/Kg manifestaram hiperalgesia apds 52
dose, enquanto animais que receberam 150ug/Kg tiveram redugdo significativa do tempo de laténcia
na placa quente apds 32 dose de vincristina.

Conclusoes:

A vincristina reduziu o esvaziamento gastrico em ratos tratados com 5 doses de 150upg/Kg, ndo
sendo este efeito revertido pelo bloqueio simpatico com guanetidina. A neuropatia sensitiva foi
induzida com doses mais baixas de vincristina 50ug/Kg e 100ug/Kg.

Data de Apresentacao: 01/06/2007
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32.006 - EVOLUGAO CLINICA DE NEUROPATIA AUTONOMICA E SOMATICA
INDUZIDA POR ADMINISTRQ(;ﬁO INTRAVENOSA CRONICA DE VINCRISTINA EM
RATOS ACORDADOS: EVIDENCIAS GASTROINTESTINAIS E SENSITIVAS 'Junior,
S.S. A. da S.; “Teles, B. C. V. ; *Aquino, P. de S. ; “Costa, A. M. C. ; °Pinho, L.
G. ; ®Junior, A. A. P. ; ‘Gondim, F. de A. A. ; >»*Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, FM - UFC.

Objetivos:

Descrever modificagcbes quantitativas da motilidade gastrointestinal
secundarias a administragéo crénica de vincristina em ratos.

Métodos e resultados:

Solugdes de vincristina (50ug/Kg, 100ug/Kg e 150ug/Kg) foram aplicadas i.v.
em ratos Wistar, adultos, machos (n=100, 200 — 250g) em 4 protocolos. Um dia
depois da ultima dose, os animais foram gavados com uma refeicdo-teste de
vermelho fenol e sacrificados apés 10 minutos da gavagem. A recuperagéao do
corante em segmentos digestivos foi determinada por espectrofotometria.
Utilizou-se placa quente (T=52°C) para avaliar alteragdes nociceptivas.
Constatou-se que a administracéo croénica de 5 altas doses (150 g/kg) retardam
0 esvaziamento gastrico (p<0,05). O achado esteve igualmente presente um
dia apés tratamento com 2 doses (150 g/kg), mas ndo apds uma unica dose de
150 g/kg (p<0,05). Vincristina (150 g/kg) diminui imediatamente a eliminagéo
fecal (p<0,05). Tratamento com 2 doses de vincristina (150 g/kg) e 5 doses de
vincristina (100 ou 150 g/kg) aumentam o peso coldnico (p<0,05). Vincristina
reduz a laténcia de retirada apds a 52 dose de 50 g/kg e 100 g/kg (p<0,05). O
efeito da vincristina no esvaziamento gastrico ndo esteve presente em ratos
tratados com 5 doses de vincristina (150 g/kg), uma e duas semanas apos a
ultima dose (p<0,05).0 decréscimo da laténcia de retirada cessa em até 2
semanas, apos 5 doses de 150 g/kg (p<0,05).

Conclusoées:

As principais pertubagdes motoras gastrointestinais para liquidos apds
experimentacdo de vincristina em ratos foram maior retengcéo gastrica de
corante, redugao da eliminagao fecal e aumento do peso colénico. Alteragbes
nocicepticas térmicas precedem as alteragées autondmicas e ultrapassam a
sua duracéo.

Apoio Financeiro:
CNPg
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Certificamos que

O trabalho numero: 11.001 intitulado O TRATAMENTO CRONICO
COM VINCRISTINA PROMOVE ALTERACOES REFLEXAS NAS
RESPOSTAS CARDIOVASCULARES EM RATOS ACORDADQOS
'Teles, B. C. V. ; 2Junior, A. A. P. ; *Silva, M. T. B. da ; “Santos, A.
A. dos ; °Gondim, F. de A. A. ; 'Depto de Fisiologia e
Farmacologia, FM - UFC. foi apresentado sob a forma de painel
na
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Arnaldo Peixoto Junior, M.D.

Federal University of Ceara

Physiology and Pharmacoclogy Department
Rua Cel Nunes de Melo, 1127 - CP 3157

Fortaleza, Ceara 60.430-270
Brazil

Dear Dr. Peixoto Junior:

We are pleased to inform you that your scientific abstract, number 2212 entitied "Clinical Evolution of the
Somatic and Autonomic Neuropathy Induced by Chronic Intravenous Vincristine Administration in Awake
Rats: A New Model of Autonomic Neuropathy" has been selected for presentation at the American Academy of
Neurclogy 60" Annual Meeting, April 12 to April 19, 2008, at the McCormick Place West Convention Center in
Chicago, IL. Please read the following information.

Poster Presentation Information:

Your poster presentation number is P07.112. You are scheduled to present this at Poster Session P07 on April
17, 2008. Enclosed is a set of guidelines. Please use as a reference for making your poster. Posters are on display
from 11:30 am - 2:30 p.m. You or one of your co-authors must stand by your display from 12:00 p.m. to 1:30 p.m.
on that day. We are placing a nametag on each poster with the poster number (P07.112) that you should wear so
that attendees can more easily recognize the presenter. | thank you in advance for your cooperation in wearing the
additional identification. Posters may be set up between 11:00 a.m. and 11:30 a.m. Although your presence is not
required after 1:30 p.m. the posters must remain on display until 2:30 p.m. Posters must be taken down between
2:30 p.m. and 3:30 p.m. Posters not removed by 3:30 p.m. will be thrown away.

User name: arnaldoapj
Password: raquel

As a poster presenter, you are required to complete the following tasks:

1. Complete the AAN On-Line Letter of Agreement: To address attendees’ concerns over undue industry
influence at scientific programs, the Science Committee developed the AAN Letter of Agreement. Please log on to
the following website (which will be available after Feb. 11) to sign the Letter of Agreement:
www.aan.conmv/annualmeeting/abstracts. Your user name and password are shown above. This must be completed
by March 3, 2008. Presenters who do not complete their Letter of Agreement will NOT be able to participate.

2. Confirm your disclosure statement: The disclosure information you provided at the time of your
submission will be displayed on your poster board and made available to meeting attendees on the AAN website
prior to the start of the meeting. We require that all authors verify their disclosure online for this purpose. It is
important that you confirm your co-authors’ disclosure information with them prior to noting it before
your presentation. Please log on to the following website to confirm your disclosure statement:
www.aan.com/annualmeeting/abstracts. Your user name and password are shown above. This must be
completed by March 3, 2008. Please note that disclosure information is NOT based on a specific abstract
but should cover any commercial financial relationship or other relationship that you or your immediate
family has had in the past year. Presenters who do not complete their disclosure information online will NOT be
able to participate.

3. Register for the 2008 AAN Annual Meeting: All abstract presenters must pay the meeting registration fee.
To register for the Annual Meeting and reserve your housing, go to_www aan.com/ga/am or call Convention
Management Resources (CMR) at (800) 676-4226 (USA/Canada) or (415) 979-2283 (International). The early
registration and housing deadline is March 7, 2008. All registrations after that date must be made on site at the
MecCormick Place West Convention Center in Chicago, IL. We encourage you to register early since registration
rates do increase after March 7, 2008. Hotel rooms at a negotiated convention rate are available on a first-come,
first—served basis.
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circumstances when withdrawing an abstract may face sanctions from the AAN, including a suspension of
abstract-submitting privileges in future years.

_ategor ME Opportunity for Poster Presenters

In addition to earning Category 1 CME credits via the traditional methods (e.g., attending seminars, enduring
materials), US licensed physicians may also earn AMA PRA Category 1 Credit™ for preparing a poster
presentation, which is also included in the published abstracts, for a live activity approved for AMA PRA Category
1 Credit. To obtain credit for preparing a poster presentation, physicians must apply to the AMA Physician's
Recognition Award (PRA) department. To apply and/or for more information on this specific CME opportunity,
contact the AMA via phone at (312) 464-4672 or email pra2@ama-assn.org.

N . | Highlights:
An increasing number of commercial organizations are offering highlights of annual meetings, including that of the
American Academy of Neurclogy. At times, individuals from these organizations may indicate that they have some
relationship with the Academy, and will ask for you to provide illustrations, tables, or major elements of your
presentation for inclusion. While itis the goal of the Academy to bring material presented at the Annual Meeting
before the public and the profession, we want to let you know that any communication regarding your presentation
before or after the AAN Annual Meeting will only be through the Academy office, and not an outside organization.
Those participating in such publications without AAN consent may face sanctions by the Science Committee.
Moreover, you should know that if you allow extensive inclusion of material in any commercial presentation, you
might jeopardize your ability to have this material published in a peer-reviewed journal, such as Neurology.

If you have any questions regarding your presentation, please contact Erin Jackson, Administrator, Scientific
Program, at the Academy office at_ejackson@aan.com or (651) 695-2704.

The Science Committee is committed to presenting the best neuroscientific research at its Annual Meating. Thank
you for sending your work to the American Academy of Neurology's Annual Meeting. | look forward to seeing you
in Chicago.

Sincerely,

Sl Bt

Sl

Stefan Pulst, MD, FAAN

Chair, AAN Science Committee and Scientific Program Subcommittee

SMP/egj
Enclosures

cc: Christine E, Phelps, Chief Education and Science Officer, Interim Foundation Director
Kris Fridgen, Associate Director, Center for Education and Science
Kevin Heinz, Manager, Scientific Program
Erin Jackson, Administrator, Scientific Program
Kyle Krause, Specialist, Scientific Program

2006 ARN Arrus) Meeting

Aprd 25 - May 2, 7003
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To describe an animal model of vincristine-induced autonomic neuropathy.

Vincristine is a chemotherapy drug and its use is limited by peripheral neuropathy with
autonomic, sensory and motor involvement.

Vincristine sulphate or saline was injected into the tail vein at the doses of 50 Hg/Kg (5 doses).
100 Hg/Kg (2-5 doses) or 150 Hg/Kg (1. 2 or 5 doses) QOD in 144 male Wistar rats (200-250g) .
Next day, they were gavage-fed with a test meal and sacrificed 10 minutes later. Gastric and
intestinal dye recovery was determined by spectrophotometry. Basal mean arterial pressure
(MAP) and heart rate (HR) and peak values of MAP and HR after i.v. phenylephrine 5 mg/Kg
and atropine 0.5 mg/Kg were used to evaluate the baroreflex responses. Differences were
evaluated by One-Way ANOVA with P<0.05.

Chronic administration of higher doses (150 Hg/kg) delayved gastric emptyving (GE) one day after
5 doses (£<0.05). This was similarly present one day after treatment with 2 doses but not after
one dose of 150 Hg/kg (P<0.05). Vincristine (150 Pg/Kg) immediately decreased fecal output
(P<0.05). Treatment with 2 doses of vincristine 150 Hg/Kg and 5 doses of vincristine 100 Hg/Kg
or 150 Hg/Kg increased colonic weights (P<0.05). Vincristine reduced withdrawal latencies
after 5 doses of 50 Hg/Kg and 100 Hg/Kg (P<0.05). The effect of vincristine on the GE was not
present in rats treated with 5 doses of vincristine 150 Hg/kg one week and two weeks after the
last dose (P>0.05). The withdrawal latency decrease lasted for at least 2 weeks after 5 doses of
150 Hg/Kg, P<0.05. Vincristine enhanced the HR reduction induced by phenylephrine and
atropine (P<0.05).

Vincristine-induced autonomic neuropathy courses with delayed GE, altered baroreflex
responses, decreased fecal output and increased colonic weight, Sensory neuropathy preceded
and outlasted the autonomic changes.
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We evaluated the effects of vincristine on the gastrointestinal (GI) motility of awake
rats and correlated them with the course of vincristine-induced peripheral neuropathy.
Vincristine or saline was injected into the tail vein of male Wistar rats (180-250 g) on
alternate days: 50 microg/kg (5 doses, N = 10), 100 microg/kg (2, 3, 4 and 5 doses, N
= 49) or 150 microg/kg (1, 2, or 5 doses, N = 37). Weight and stool output were
measured daily for each animal. One day after completing the vincristine treatment,
the animals were fasted for 24 h, gavage-fed with a test meal and sacrificed 10 min
later to measure gastric emptying (GE), GI transit and colon weight. Sensory
peripheral neuropathy was evaluated by hot plate testing. Chronic vincristine
treatments with total cumulative doses of at least 250 microg/kg significantly
decreased GE by 31-59% and GI transit by 55-93%. The effect of 5 doses of
vincristine (150 microg/kg) on GE did not persist for more than 1 week. Colon weight
increased after 2 and 5 doses of vincristine (150 microg/kg). Fecal output decreased up
to 48 h after the fifth dose of vincristine (150 microg/kg). Vincristine decreased the
heat pain threshold 1 day after 5 doses of 50-100 microg/kg or after 3-5 doses of 150
microg/kg. This effect lasted for at least 2 weeks after the fifth dose. Chronic
intravenous vincristine treatment delayed GE and Gl transit of liquid. This effect
correlated with the peak increase in colon weight but not with the pain threshold
changes.
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We evaluated the effects of vincristine on the gastrointestinal (Gl) motility of awake rats and correlated them with the course of
vincristine-induced peripheral neuropathy. Vincristine or saline was injected into the tail vein of male Wistar rats (180-250 g) on
alternate days: 50 pg/kg (5 doses, N =10), 100 pg/kg (2, 3, 4 and 5 doses, N =49) or 150 pg/kg (1, 2, or 5 doses, N = 37). Weight
and stool output were measured daily for each animal. One day after completing the vincristine treatment, the animals were
fasted for 24 h, gavage-fed with a test meal and sacrificed 10 min later to measure gastric emptying (GE), Gl transit and colon
weight. Sensory peripheral neuropathy was evaluated by hot plate testing. Chronic vincristine treatments with total cumulative
doses of at least 250 pg/kg significantly decreased GE by 31-59% and Gl transit by 55-93%. The effect of 5 doses of vincristine
(150 pg/kg) on GE did not persist for more than 1 week. Colon weight increased after 2 and 5 doses of vincristine (150 pa/kg).
Fecal output decreased up to 48 h after the fifth dose of vincristine (150 pg/kg). Vincristine decreased the heat pain threshold 1
day after 5 doses of 50-100 pg/kg or after 3-5 doses of 150 pg/kg. This effect lasted for at least 2 weeks after the fifth dose. Chronic
intravenous vincristine treatment delayed GE and Gl transit of liquid. This effect correlated with the peak increase in colon weight
but not with the pain threshold changes.
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Introduction

The therapeutical use of Vinca rosea was recognized
by indigenous people who used the infusion of leaves to
confrol hemorrhage, for healing and cleansing of chronic
wounds and as a mouthwash for toothache (1). Vincristine
is a chemotherapeutic agent derived from Vinca rosea
(Linn), which has been widely employed against hemato-
logical malignancies and solid tumors since the 1960's

www.bjournal.com.br

(2,3). However, its use is limited by a wide spectrum of
negative systemic effects such as neurotoxicity, orthos-
tatic hypotension, gastrointestinal (Gl) complications, loss
of appetite, alopecia, and hyponatremia (4).
Neurotoxicity, especially against the somatic and auto-
nomic peripheral nervous system, is the most commonly
reported systemic complication (5). Neurotoxicity mani-
fests mainly as peripheral neuropathy with predominant
sensory findings. In humans, autonomic involvement has
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been widely reported (6). Gl complications can be severe
and include constipation, paralytic ileus and Olgivie's syn-
drome (7), in some cases leading to death due to bowel
perforation (8). The impact of vincristine on Gl motility and
other autonomic functions has not been adequately stud-
ied in humans or animals (9,10). Acute intravenous (iv)
administration of vincristine increases the intestinal myo-
electrical activity (11) and delays Gl fransit in rats (12).
Although the acute effect of vincristine on Gl motility has
been described, to our knowledge, there are no studies
addressing the chronic effects of vincristine on rats, which
may be significant, given the possibility of development of
autonomic neuropathy (13).

Thus, the objectives of the present study were to deter-
mine the impact of acute and chronic iv vincristine freat-
ment on the gastric emptying (GE) and Gl transit of liquids
in awake rats and to determine the relationship between
these effects and the development of somatic neuropathy.

Material and Methods

Animals, drugs and experimental design

Experiments were performed on male Wistar rats weigh-
ing 200 to 250 g. All procedures and animal treatments
were conducted in accordance with the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (DHEW Publication No.
(NIH) 85-23, Bethesda, MD, USA) and were approved by
the Institutional Review Board of the Universidade Federal
do Ceara (#109/07).

The rats were anesthetized with ether and treated with
vincristine, which was slowly injected intravenously into
the tail vein every other day. Sham animals received
equivalent amounts of saline according to their weight.

Vincristine sulfate (Tecnocris™, Eurofarma/Zodiac
Produtos Farmacéuticos S/A, Brazil, 1 mg/mL) was diluted
with saline to concentrations of 15, 30, and 45 pg/mL.
Then, vincristine was administered by iv injection into the
tail vein at doses of 50, 100, or 150 pg/kg every other day.
A subgroup of rats (N = 5) received 5 doses of 50 pg/kg
vincristine (total cumulative dose of 250 pug/kg), four other
subgroups received either2 (N=6), 3(N=6), 4 (N=5), or
5 doses of 100 pg/kg vincristine (N = 9; total cumulative
dose of 200-500 pg/kg), and the three remaining sub-
groups received 1 (N =5), 2 (N = 6) or 5 doses of 150 pg/
kg vincristine (N = 7; total cumulative dose of 150-750 pg/
kg). This protocol was similar to the model described by
Authier et al. (14) to study vincristine-induced sensory
peripheral neuropathy in rats.

The thermal latency threshold and fecal output were
measured at different times before and during the treat-
ment with iv vincristine. One day after the last administra-
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tion of vincristine, we evaluated the colonic weight, GE,
and Gl transit of liquids.

Two subgroups of rats treated with 5 doses of 150 pg/kg
vincristine were maintained for 1 (N = 6) or 2 weeks (N = 5),
with food and water ad libitum. In these 2 groups, the thermal
latency threshold was assessed 24 h prior to the measure-
ment of GE and Gl transit. The animals were also fasted for
24 h prior to the assessment of GE and of Gl transit.

GE and Gl transit measurements

The animals were fasted for 24 h prior to the GE and GI
transit measurements, but water was allowed ad /ibitum
until 2 h before the measurements. We used a modification
of the technique described by Reynell and Spray (15) for
GE and Gl transit measurements, which we have previ-
ously utilized (16,17). First, 1.5 mL of the test meal contain-
ing a nonabsorbable marker (0.5 mg/mL phenol red solu-
tion in 5% glucose) was given orally by gavage. After 10
min, the animals were killed by cervical dislocation. The
stomach and small intestine were exposed by laparotomy,
quickly clamped at the pylorus, cardia and terminal ileum,
and then removed. The stomach and small intestine from
the gastroduodenal junction to the cecum were carefully
stretched along a meter-stick on a plain table top and
divided into the following four consecutive segments: stom-
ach, proximal (40% of small intestine), middle (30% of
small intestine), and distal small intestine (last 30%).

Each segment was placed in a measuring cylinder and
its volume was measured by adding 100 mL 0.1 N NaOH.
They were cut in small pieces and homogenized for 30 s.
The suspension was allowed to settle for 20 min at room
temperature and 10 mL of the supernatant was centrifuged
for 10 min at2800 rpm (about 1400 g). Proteins in 5 mL of the
homogenate were precipitated with 0.5 mL trichloroacetic
acid (20% wiv) and centrifuged for 20 min at2800 rpm (about
1400 g), and 3 mL from the supernatant was added to 4 mL
0.5 N NaOH. The absorbance of the sample was read at 560
nm. A standard dilution curve was obtained in each experi-
ment relating the concentration of phenol red in 0.1 N NaOH
to absorbance at 560 nm. The linear coefficient of the
standard dilution curve () was established and used to
determine the concentration of the solution read at 560 nm
and the amount of phenol red recovered from each segment.

The percent recovery of phenol red in each segment
was determined according to the following equation: %
recovery in segment = amount of phenol red recovered in
the segment / total amount of phenol red recovered from all
four segments x 100.

Fecal output and colon weight
Animals were placed in separate Bowman cages with
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food and water available ad libitumexceptwhen GE and Gl
transit studies were scheduled. Weight and stool output
were measured daily for each animal. Colon weight was
measured after sacrifice to assess the presence of in-
creased fecal retention.

Thermal latencies

Thermal threshold assessment was performed using
the hot plate method described by Eddy and Leimbach
(18), which was modified by O’'Callaghan and Holtzman
(19) to determine paw withdrawal latencies before and
after the administration of different doses of vincristine or
saline. Rats were placed on a hot plate surface (1.1.T.C. Life
Science, USA) with a heat source to maintain a constant
temperature of 51 + 0.5°C. A typical response used to
define the threshold consisted of a discomfort reaction,
i.e., licking of the hind paws or jumping. The latency in time
until reaction was recorded manually with a chronometer
and a cut-off time of 20 s was used. Hyperalgesia to heat
was defined as a decrease in withdrawal latency.

Withdrawal latencies were determined at baseline,
before vincristine (N = 5) or saline (N = 5) administration
and 24 h after the first, third and fifth doses. The subgroups
of rats treated with 5 doses of 150 pg/kg vincristine or
saline were observed 1 and 2 weeks after the last dose.

General toxicity

We also evaluated the presence of general toxicity by
determining the amount of weight loss, diarrhea, alopecia,
piloerection, and death.

569

Statistical analysis

The results are reported as means + SEM. One-way
analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni's test were
used to compare the differences in phenol red recovery,
stool and colon weight and the thermal latencies between
the various groups. Thereafter, two-way ANOVA was per-
formed to determine whether the Gl motility changes in-
duced by vincristine were dose-dependent. Differences
were considered to be statistically significant at P < 0.05.

Results

Effect of chronic iv vincristine treatment on gastric and
gastrointestinal phenol red recovery

Table 1 shows that phenol red recovery in the stomach
was significantly increased by chronic vincristine treat-
ment by 31-59% and gastrointestinal phenol red recovery
increased by 55-93%. As can be seen in Table 1, the
minimal total cumulative dose of vincristine necessary to
induce Gl motility inhibition was 250 pg/kg. In rats treated
with one dose of 150 pg/kg vincristine and with two doses
of 100 pg/kg vincristine, the phenol red recovery in the
stomach and small intestine was similar to that observed in
the control group. However, as can be seen in Figure 1A,
chronic administration of higher doses of iv vincristine (5
doses of 50 pg/kg; 3, 4, and 5 doses of 100 pg/kg; 2 and 5
doses of 150 pg/kg) significantly increased phenol red
recovery in the stomach 1 day after the lastdose (P < 0.05).
Two-way ANOVA revealed that the effect of vincristine on
the GE or Gl transit of liquid was not dose-dependent.

Table 1. Effect of intravenous vincristine administration on the dye recovery in the stomach, proximal, middle and distal small intestine
(when present) of awake rats, 10 min after gavage administration of 1.5 mL of a 0.6 mg/mL phenol red solution in 5% glucose, 1 day

after 5 doses of vincristine 50, 100, or 150 pg/kg.

Treatment Vincristine Saline

Stomach Proximal Middle Distal N Stomach Proximal Middle Distal N

50 pg/kg
S5doses 63.9+30* 231+14 128 £33 00+00* 5 437 +£62 271 +34 281+44 09+01 5

100 pg/kg
2doses 530+51 307+29 16152 0000 6 486 +19 300+15 213+18 00x00 8
3doses 545+29" 278+20 176+44 00+00" 6 381+66 302+33 234+68 81+19 5
4doses 578+10* 228+18 192+17 00+0.0* 5 440+45 20321 247 +21 108+43 65
S5doses 622 +37* 300223 72+22* 04+04 9 437 +£62 271 +£34 28144 0901 5

150 pg/kg
1 dose 447 £32 350+10 165+18 36+16 5 450+31 238+20 23725 7319 6
2doses 693 +44* 292+ 32 14+14" 00200 6 486 +19 300x15 213+ 18 0000 8
693 £33 268+25 41+13 03+03 7 437 +62 271 +£34 281+44 09+01 5

5 doses
Data are reported as means £ SEM. N = number of animals in each experimental subgroup. *P < 0.05 vs saline (ANOVA and

Bonferroni's test).

www.bjournal.com.br Braz J Med Biol Res 42(6) 2009



570

Effect of chronic iv vincristine treatment on colonic
function

Vincristine treatmentwith doses of 150 pg/kg decreased
the daily fecal output from 3.4 £ 0.4 to 1.1 + 0.4 g after the
first dose (P < 0.05). This effect persisted after repeated
administration of vincristine, and 48 h after 5 doses of
vincristine (150 pg/kg) the stool output was still significant-
ly decreased to 1.0 + 0.4 g (Figure 1C), P < 0.05.

A.A. Peixoto Junior et al.

The colon weight of rats sacrificed 24 h after the fifth
dose of 50 pg/kg vincristine was 2.2 + 0.4 g, similar to
control values of 2.4 £ 0.1 g (Figure 1B). The colon weight
of rats submitted to 3 or 4 doses of 100 pg/kg vincristine
was also similar to thatof control animals: 2.8 £+ 0.2and 2.9
+ 0.1 g, respectively; P > 0.05.

As can be seen in Figure 1B, animals treated with two
doses of 150 pg/kg vincristine and 5 doses of 100 or 150

| [ Control [150 pg/kg

[ 100 pgrkg M 150 pg/kg

8
>

Gastric phenol red recovery (%)
8 &8 8 8

(=]

2 doses

Colon weight (g)
w

2 doses 3 doses

Fecal output (g)

3 doses

4 doses 5 doses

0 T
Pre-treatment 1 dose 2 doses

3 doses 4 doses 5 doses

Figure 1. Effect of vincristine administered on alternate days on phenol red recovery (A), colon weight (B) and fecal output (C).
Measurements were made 1 day after 5 doses of 50 pg/kg vincristine administered iv; 2, 3, 4, and 5 doses of 100 pg/kg, and 1, 2 and
5 doses of 150 pg/kg. Data are reported as means + SEM, N = 5-9. *P < 0.05 vs respective control (Student-Newman-Keuls test).
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pa/kg exhibited a significant increase in colon weight, i.e.,
40+0.2,32+0.1,and 5.0 £ 0.5 g, respectively (P < 0.05).

Effect of chronic iv vincristine treatment on thermal pain
thresholds

Vincristine treatment significantly (P < 0.05) reduced
paw withdrawal latencies after 5 doses of 50 pg/kg (from
11.3+1.31057+0.6s)or 100 pgkg (from9.8 +1.2t0 4.7
+ 0.5 s). This effect also occurred after 3 doses of 150 pg/kg
(12.2+0.7 vs9.2 + 1.0 s) and was more intense after 5 doses
of vincristine at 150 pg/kg (6.5 +0.5s, P <0.05). After 1 dose
of 150 pg/kg vincristine, there was no significant reduction in
paw withdrawal latencies: 122 + 0.7 vs 10.8 + 1.4 s.

The effects of lower doses of vincristine (1 and 3 doses
of 50 pg/kg and 1 and 3 doses of 100 pg/kg) on paw
withdrawal latencies also showed a trend (P > 0.05) to a
reduction when compared to baseline latencies: 11.3+ 1.3
vs7.8+1.5and 10.6 + 2.3 s for the 50 pg/kg group and 9.8
+1.2vs53+0.7and 6.1 £ 0.6 s for the 100 pg/kg group.

Effect of chronic iv vincristine treatment on GE, Gl
transit and colonic function

The effect of vincristine on the GE and GI transit of
liquid was not present in rats treated with 5 doses of 150
1g/kg and sacrificed 1 or 2 weeks after the lastdose (Table
2; P> 0.05).

Stool output returned to baseline levels 96 h after the
fifth dose of 150 pg/kg vincristine (6.8 + 2.5 g; P > 0.05).
However, as can be seen in Table 2, the colonic weight
was still increased in the subgroup of animals sacrificed 1
week after 5 doses of 150 pg/kg vincristine: 4.2 + 0.3 g (P
> 0.05). However, in the subgroup of animals sacrificed 2
weeks after the fifth dose of 150 pg/kg vincristine, the
colonic weight was similar to that of the control group: 3.5
+ 0.4 g (P>0.05).

The decrease in paw withdrawal latencies was present
1 or 2 weeks after 5 doses of 150 pg/kg vincristine (12.8 +
12vs69+10sand128+1.2vs52+045s;P>0.05),
but was not present in control animals: 12.9+ 1.4 vs8.6 *
06and 129 + 1.4 vs8.4 + 0.4; Table 2; P > 0.05.
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Two rats treated with 5 doses of vincristine 150 pg/kg
(N = 5) developed diarrhea. Transient weight loss (17.4%)
due to vincristine treatment was also observed (215.4 +
49 vs 1779 = 7.9 g; P > 0.05), but with prompt weight
recovery 8 days after vincristine was discontinued (196.3 +
11.0 g; P > 0.05). Alopecia and death due to vincristine
administration did not occur. Transient piloerection was
also observed in some animals treated with the higher
doses of vincristine (150 pg/kg).

Discussion

Gl motility changes are an important adverse effect of
vincristine administration, reducing the quality of life of
patients submitted to vinca-alkaloid chemotherapy (4).
Constipation, paralytic ileus and dysmotility of the upper Gl
fract are common in these patients (7,8). However, few
studies have examined changes of Gl motility in the proxi-
mal gut and the relationship between peripheral neuro-
pathy and Gl dysmotility (9). Our results demonstrated that
chronic vincristine treatment delayed the GE and Gl transit
of liquid in awake rats. The minimum total cumulative dose
of vincristine, which could induce these Gl motility changes
was 250 pg/kg. Total cumulative doses above 250 pg/kg
produced a similar delay in GE and Gl transit and therefore
the overall effect of vincristine was not dose-dependent.
This delay in GE and Gl transit was not demonstrable 1 or
2 weeks after the treatment with 5 doses of 150 pglkg
vincristine was completed.

Kaneko et al. (11) evaluated the effect of vincristine on
the gastric antral motility of rats and observed that one
dose of 750 pg/kg vincristine acutely increased gastric
motility 2 h after its injection, suggesting a presynaptic
cholinergic activation. However, decreased gastric motility
was observed on the second day after the injection. Sninsky
(12) reported similar findings: increased myoelectric activ-
ity of the small intestine 2 h after vincristine administration,
with a return to control levels within 6 h after injection and
a markedly reduced action-potential activity after 3 days.

In the present study, we determined whether doses

Table 2. Phenol red recovery, colon weight, and thermal latency 1 day and 1 and 2 weeks after 5 doses

of 150 pg/kg vincristine or saline.

Control/pre-treatment One day One week  Two weeks
Gastric phenol red recovery (%) 57.8 £3.7 693 £+33" 605+%36 559 +40
Colon weight (g) 24 01 50 + 05" 4.2 +03" 35+04
Thermal latency (vincristine) 128 £ 1.2 72 +08" 6.9 +1.0" 52+ 04"
Thermal latency (saline) 129 £+ 1.4 95+06 86 06 84+04

Data are reported as means + SEM, N = 5-7, *P < 0.05 vs control (ANOVA and Bonferroni's test).
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that induce somatic peripheral neuropathy can cause
changes in Gl motility. For this purpose, we employed the
animal model of sensory neuropathy previously reported
by Authier et al. (14). The reduction of paw withdrawal
latencies detected by hot plate testing in vincristine-treated,
but not in control animals, demonstrated that our animals
developed thermal hyperalgesia, which is consistent with
the clinical expression of sensory neuropathy.

Our findings suggest that the GE and Gl transit delay
after vincristine administration is not correlated with the
temporal course of the sensory neuropathy. Somatic neu-
ropathy (thermal hyperalgesia) was quickly induced by
lower doses of vincristine and persisted until 2 weeks after
the last dose of 150 pg/kg, while the delay of GE and GI
transit was transient, with recovery after 2 weeks in the
same group. These results suggest that the Gl motility
changes induced by chronic vincristine treatment are not
due to the presence of neuropathic pain induced by vincris-
tine, which could potentially enhance adrenergic activity.
Moreover, we have also observed that guanethidine treat-
ment does not prevent the development of the GI motility
changes induced by vincristine (Peixoto AA Jr, Gondim
FAA, unpublished results).

The most common effects of vincristine on the gas-
trointestinal tract in humans are constipation, abdominal
pain and paralytic ileus (20). Gl dysfunction and bladder
disturbances may result from autonomic nerve damage
(21). However, the exact pathological and neurophysi-
ological mechanisms responsible for the Gl motility changes
after vincristine treatment have not been established (4).
Similar to our animal model, Gl and urinary disturbances
induced by vincristine in humans usually start after the
developmentof peripheral neuropathy (21). Mitolo-Chieppa
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etal. (22) studying the effect of vincristine on gastric vagus
branches in rats, described a progressive inhibition of
nerve activity with increased vincristine doses. These pre-
vious studies suggest that the Gl motility changes ob-
served in our animal model may be due to autonomic
dysfunctioninduced by vincristine. Preliminary experiments
using this protocol revealed baroreflex activity changes,
which further reinforce the idea of a vincristine-induced
autonomic neuropathy leading to GE and Gl transit delays
(Peixoto AA Jr, Gondim FAA, unpublished results).

Similar to humans, vincristine-induced fecal retention
was reproduced in our animal model. This reduction in fecal
output was associated with increased colon weight. Similar
to humans, this effect was transient in rats, with recovery of
fecal output 4 days after five doses of vincristine and normal
colon weight 2 weeks after treatment. Since the Gl motility
changes were present when the fecal impaction and de-
creased colon weight were more evident, it is tempting to
speculate thatthese changes might have played arole in the
upper Gl motility dysfunction after vincristine treatment,
similar to that which we have previously observed in rats
after high spinal cord injury (16,17,23).

The present results provide the first evidence that
vincristine delays gastric emptying and transit, which indi-
cates chronic dysautonomic changes in the Gl tract in
experimental models.
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