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CAPITULO L OS QUIMIOTERAPICOS NA MEDICINA VETERINARIA: Uma
revisao de literatura

CHEMOTHERAPEUTIC IN VETERINARY MEDICINE: A literature review



RESUMO

A ampliacdo dos servicos em saude animal e a utilizagdo das novas técnicas diagndsticas t€ém
aumentado a perspectiva de vida dos animais domésticos. Consequentemente, os nimeros de
diagnésticos oncoldgicos em animais domésticos tém crescido na mesma propor¢do € a
quimioterapia veterindria tem se destacado nas ultimas décadas, como alternativa importante
no tratamento de diversos tipos de tumores, principalmente devido a sua eficiéncia na
recuperagdo do paciente e ao baixo custo de aquisicdo de algumas drogas. Apesar da eficicia
terapéutica de muitos protocolos quimioterdpicos, a utilizagao dessas drogas apresenta severas
limitagdes, as quais estdo relacionadas aos seus efeitos adversos, e dessa forma ¢é
imprescindivel uma avaliagdo médica criteriosa a respeito das vantagens e desvantagens do
tratamento. Esse estudo teve por objetivo compilar resultados de pesquisas realizadas na
ultima década sobre os principais aspectos farmacoldgicos, clinicos e efeitos adversos das
principais substancias antineopldsicas quimioterdpicas utilizadas na medicina veterindria,
destacando-se a doxorrubicina, vincristina, ciclofosfamida e cisplatina. Esta revisdo agrupa os
trabalhos importantes do Brasil e de outros paises onde as medidas terapéuticas de combate
aos tumores tem avangado nos ultimos anos, representando contribui¢do significativa para o
estudo dessas patologias e de seu tratamento na Medicina Veterinaria. O presente estudo foi
realizado utilizando os bancos de dados Pubmed, Sielo e Portal Capes de acesso a periddicos
por meio da rede mundial de computadores.Palavras-chave:Oncologia, Quimioterapia,
Féarmacos.

ABSTRACT

The expansion of services in animal health and the use of new diagnostic techniques have
increased the prospect of life of pets.Consequently, the number of cancer diagnoses in
domestic animals have grown at the same rateand veterinary chemotherapy has been

highlighted in recent decades, as an important alternative in the treatment of various types of
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tumors,mainly due to its efficiency in patient recovery and low acquisition cost of some
drugs.Despite the therapeutic efficacy of many chemotherapeutic protocols, the use of these
drugs has severe limitations,which are related to its adverse effects, and thus it is essential a
careful medical evaluation of the advantages and disadvantages of treatment.This study aimed
to compile results of research conducted in the last decade on the main pharmacological,
clinical and adverse effects of antineoplastic chemotherapy main substances used in
veterinary medicine,highlighting doxorubicin, vincristine, cyclophosphamide and cisplatin.
This review brings together the important work of Brazil and other countries where
therapeutic measures against tumors has advanced in recent years,representing a significant
contribution to the study of these diseases and their treatment in veterinary medicine.This
study was conducted using the databases Pubmed, Sielo Portal Capes and access to journals

via the World Wide Web.Keywords:Oncology,Chemotherapy, Pharmaceuticals.

1 INTRODUCAO

Os estudos cientificos das ultimas décadas evidenciaram um aumento significativo no
numero de casos de tumores tanto em humanos como em animais domésticos. A
quimioterapiaantineopldsica ou antibldstica tem sido, em muitos casos, a alternativa mais
indicada para o tratamento curativo de diferentes tipos de tumores,podendo ser indicada de
forma adjuvante, combinada a outras medidas terapéuticas como radioterapia, crioterapia e
intervencgdes cirdrgicas, ou ainda de forma paliativa (ALMEIDA et al, 2005;FARO et al,
2008).

Substincias antineoplédsicas incluem agentes quimioterdpicos e radioterdpicos. O
principal objetivo dos protocolos quimioterdpicos € a destruicdo especifica das células
cancerigenas, porém, o mecanismo de acdo de grande parte dessas substincias estd
diretamente ligado aos ciclos celulares de divisdo e a alta capacidade proliferativa das células

tumorais e de alguns tipos de células normais. Desta forma todos os tecidos com niveis



13

elevados de divisdo celular, incluindo tumores e tecidos normais podem ser alvo da acdo dos
antineoplésicos quimioterapicos (KARASU et al, 2005).

Este trabalho tem por objetivo compilar os principais resultados dos estudos
cientificos que dispdem sobre aspectos farmacoldgicos, clinicos e efeitos adversos dos
quimioterdpicos de uso corrente na medicina veterindria. Esse estudo é uma pesquisa do tipo
bibliografica com base no banco de dados de artigos cientificos disponibilizados nos sites de

revistas cientificas nacionais e internacionais (SAMPAIO & MANCINI, 2007).

2 DESENVOLVIMENTO

Os primeiros quimioterapicos foram descobertos em 1946 quando na Segunda Guerra
Mundial observou-se que pessoas expostas ao gds mostarda (até entdo arma de guerra)
desenvolviam hipoplasia medular e linféide. A partir daf iniciaram-se pesquisas com objetivo
de empregar essas substancias no tratamento de linfomas malignos. A cada periodo, uma nova
gama de antineopldsicos quimioterdpicos € descoberta ou desenvolvida em laboratorios
possibilitando a elaboracdo de diversos protocolos e estratégias de tratamento que
possibilitem méximo desempenho dos medicamentos e atenuem os efeitos indesejados
(COSTA-LOTUFO et al, 2010; FERDINANDI&FERREIRA, 2009;MACIEL et al, 2007).

Atualmente os quimioterdpicos podem ser classificados de acordo a sua fun¢do a nivel
celular, sendo divididos em:2.1 Alquilantes: Mostarda nitrogenada e derivados
(mecloretamina, ciclofosfamida, clorambucil), etilenamina, epoxidos (dibromomanitol,
dibromocitrol), alquilsifonatos  (bussulfan), nitrosouréias (carmustine, lomustine,
streptomizicin), diaquitriazenes (dacarbazina), streptozocina, ifosfamida, melfalan, cisplatina,
estramustina, melfalano, tiopeda, semustina, dacarbazina, carboplatina
(FERDINANDI&FERREIRA, 2009); 2.2 Antimetabdlitos:Metotrexato, andlogos da purina
(6-mercapturina, 6- tioguanina, azatioprina), andlogos da pirimidina (5-flurouracil, citosin-

arabinosidio) (ALMEIDA et al, 2005); 2.3 Alcal6ides:Vincristina e vimblastina, paclitaxel,
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teniposido e etoposido (COSTA-LOTUFO et al, 2010; MACIEL et al, 2007;LEVEQUE &
JEHL, 2007); 2.4 Antibidticos:Antaciclicos (doxorubicina, daunublastina, epirubicina,
idarubicina), bleomicina, mitomicina, mitoxotrona (SILVA& CAMACHO, 2005); 2.5
Micelaneas:Hidroxiuréia, procarbazina e asparaginase (REIS et al, 2008).

Os farmacos antineopldsicostambém podem ser classificados de acordo com sua
atuacdo sobre as fases do ciclo celular. Asdrogas ciclo-especificas sdo classificadasem fase-
especificas e fase-inespecificas. As substancias de acdo fase-especificas atuam apenas em
células com divisdes ativas e em determinadas fases do ciclo celular, ja as fase-
inespecificasatuam em vérias fases do ciclo. As drogas ciclo-inespecificas podem atuar em
todas as fases do ciclo celular de forma que podem ser indicadas para tratamento de tumores
de crescimento lento e que apresentam menos células ativas em processo de divisdo
(FERDINANDI&FERREIRA, 2009).

Os antibidticos sdo exemplos de drogas ciclo-especificos fase-inespecificos, enquanto
que antimetabdlicos e alcaldides sdo ciclo-especificos fase-especificos. Os alquilantes sao
classificados como ciclo-inespecificos. Micelaneas sdo quimioterdpicos de composicao

quimica e mecanismos de acdo ainda ndo esclarecidos (FERDINANDI&FERREIRA, 2009).

2.1 DOXORRUBICINA

2.1.1 Aplicacgao clinica

O cloridrado de doxorrubicina € um quimioterdpico antibidtico da classe das
antraciclinas que pode ser isolado a partir de culturas do fungo
Streptomycespeucetiusvariedade caesiustendo sido identificada pela primeira vez por
Arcamone em 1967. Outros exemplos de quimioterdpicos antibidticos sdo bleomicina,
actinomicina e mitomicina (ANTUNES et al, 2007; SILVA & CAMACHO, 2005).

Doxorrubicina (outrora adriamicina) tem sido administrada por via endovenosa devido

a toxicidade tecidual. E uma droga largamente empregada no tratamento de diversos tipos de
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tumores solidos e hematoldgicos com destaque para carcinomas de mama e pulmao,
osteossarcoma, rabdomiossarcoma, leiomiossarcoma, mesotelioma, linfoma linfocitico
nodular, linfoma histiocitico difuso, leucemialinfobldstica aguda, TVT (nos casos
arresponsivos a sulfato de vincristina) e sarcoma de Kaposi (ADAO et al, 2013;ANTUNES et
al, 2007;CAZE et al, 2010; CIRILLO, 2008;EL-SAYYAD et al, 2009;HIDDEMANN et al,
2005;MACDONALD et al, 2005;SIMON et al, 2006).

Aplicagdes de 30mg/m* de doxorrubicina em cdes com TVT arresponsivos a
vincristina, mostraram-se 80% eficazes na segunda aplicacdo. A Doxorrubicina tem assumido
papel de destaque no tratamento de linfomas em caes(CIRILLO, 2008;SILVA& CAMACHO,
2005).

A doxorrubicina e adaunomicina, assim como a maior parte das drogas
quimioterdpicas, atuam sobre a sintese de DNA. Nesse caso, os antibidticos promovem a
quebra das fitas duplas impedindo sua restauracdo e a sintese de dcidos
nucléicos(BRILHANTE et al, 2012).

A metabolizacido da doxorrubicina ocorre principalmente no figado apresentando meia
vida de 20 a 48 horas, porém, 6rgdos como coracdo, rim, pulmdes e baco captam a
substanciarapidamente. Devido a baixa solubilidade acredita-se que nao atravesse a barreira
hematoencefalica. Estudos mostraram que 40% da dose ministrada e seus metabdlicos
(doxorrubicinol e doxorrubicina conjugada) podem ser coletados na vesicula biliar ou nas
fezes cerca de cinco dias ap0s a aplicagdo, nesse mesmo periodo € possivel recuperar entre 5 e
12% da droga na urina (BRILHANTE et al, 2012).

A doxorrubicina apresenta varios mecanismos citotoxicos. A interagdo com a enzima
topoisomerase Il pode causar a abertura irreversivel das fitas duplas de DNA que possuem
topologia controlada pela enzima. Cades com tumores mamarios podem apresentar

amplificacdo dos genes que codificam a topoisomerase Il o que potencializa a acao citotoxica
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da droga em células tumorais.A doxorrubicina € responsdvel por estabilizar o complexo
DNA-Topoisomerase II mudando a conformacdo do DNA. Células normais também podem
sofrer apoptose por meio desse mecanismo. O quimioterdpico também pode atuar de forma a
reduzir o anel quinona a radical semiquinona que possui potencial citotéxico devido a
liberacdo de radicais livres prejudiciais as células normais e tumorais (FRAGIORGE et al,

2007; KALENDER et al, 2005).

2.1.2 Efeitos adversos

A cardiotoxicidade € o principal fator limitante ao uso dadoxorrubicina ja que esse
efeito € irreversivel, progressivo e potencialmente fatal em homens e em caes. Pesquisas
indicam que a administracdo concomitante de vincristina pode atenuar a cardiotoxicidade
dadoxorrubicina (CAZE et al, 2010). Outros efeitos colaterais como mielossupressao,
leucopenia, trombocitopenia, anemia, estomatite, ndusea, vOomito, perda de peso, necrose
tecidual, alopecia, hiperpigmentacdo cutanea, eritema e prurido no trajeto da veia canulada
também sdo relatados, porém, sdo de cariter reversivel dependendo da dose empregada.
Adroga apresenta potencial teratogénico, carcinogénico e mutagénico (BECKER & NARDIN,
2011; CIRILLO, 2008;EL-SAYYAD et al, 2009;SILVA& CAMACHO, 2005). O uso da

doxorrubicina associada a radioterapia pode potencializar os efeitos adversos da radiacao

(ADAO et al, 2013).

2.2 VINCRISTINA

2.2.1 Aplicagdo clinica

A vincristina e a vimblastina sdo alcaldides presentes em plantas da espécie
Catharanthusroseus, também conhecida como “vinca résea”, e atuam de forma citostatica por
meio da ligacdo a proteina tubulina, impedindo sua polimerizagdo e causando sua

precipitacdo. Dessa forma, a droga compromete a migracdo cromossomal e afeta a divisdo

celular. Mantendo os cromossomos unidos, o fuso mitdtico ¢ interrompido na fase “M”
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(metdfase), e a progressdao da replicacdo das células normais e tumorais € impedida
(BRANDAO et al, 2010;COSTA-LOTUFO et al, 2010; FARO et al, 2008; MACIEL et al,
2007; LEVEQUE & JEHL, 2007).

A vincristina e a vimblastina sdo antineopldsicos que podem ser utilizados no
tratamento de tumores no homem e em outros animais, incluindo sarcoma hiperpigmentado
multiplo (sarcoma de Kaposi), sarcoma de células reticulares, linfossarcoma, leucemia
linfoblastica aguda, nefroblastoma renal, tumor venéreo transmissivel (TVT) e distirbios
como trombocitopenia imunomediada. Os alcaldides existentes na vinca, juntamente com
bleomicina e as antraciclinas, tém sido as drogas quimioterdpicas sist€émicas mais largamente
estudadas nos dltimos anos (ADAO et al, 2013; BRANDAO et al, 2010; CAZE et al,
2010;COSTA-LOTUFO et al, 2010; DRUMOND et al, 2013; FARO et al, 2008;
HIDDEMANN et al, 2005;MACDONALD et al, 2005;MACIEL et al, 2007;KARASU et al,
2005; SANTOS et al, 2010; TESKE et al, 2014).

Geralmente o protocolo padrio de tratamento no TVT consiste em aplicacdes
semanais na dose de 0,025 a 0,05mg/kg de peso vivo por via endovenosa por quatro a sete
semanas;porém, vdarios outros protocolos sido testados e relatados por pesquisadores.
Aplicagdes por outras vias além da endovenosa podem causar reacOes indesejadas ou
diminui¢cdo nos efeitos esperados, ja a administracdo intratecal pode levar o animal a 6bito

(SILVA et al, 2007).

2.2.2 Efeitos adversos

Neuropatia  periférica, mielossupressdo, trombocitopenia, hipoplasialinféide,
azoospermia, constipacdo (neuropatia do sistema nervoso autdénomo), necrose da mucosa do
trato gastrointestinal, cdlica, vOomito, diarréia, retencdo urindria, anorexia, ndusea e alopecia
foram observados em pacientes tratados com vincristina, principalmente quando a droga nao é

aplicada por via endovenosa, pois, seu extravasamento além de acentuar alguns efeitos
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indesejados gera vesiculas cutaneas e necrose tecidual (BECKER & NARDIN, 2011;
BRANDAO et al, 2010; CAZE et al, 2010; SANTOS et al, 2010). A alopecia € mais comum
em seres humanos, porém, relatos de alopecia severa ja foram descritos em cdes da racga

Poodle (CIRILLO, 2008; FARO et al, 2008).

2.3 CICLOFOSFAMIDA

2.3.1 Aplicagdo clinica

A ciclofosfamida juntamente com as nitrosuréias sao os alquilantes mais difundidos. A
droga € indicada nos casos de leucemias agudas, linfomas, mieloma multiplo,
adenocarcinoma do ovdrio, retinoblastoma, neuroblastomas,carcinoma de mama, neoplasias
malignas do pulmao e colo de utero e sarcoma. As neoplasias linfoproliferativas em cdes t€ém
sido amplamente tratadas com ciclofosfamida.A droga atua por meio da alquilacdo do DNA,
por ativacdo pelo sistema do citocromo P450 hepatico formando as substancias
aldofosfamida, (metabodlito que apresenta atividade antitumoral), fosforamida e a acroleina
responsdvel por causar alguns dos efeitos adversos da droga como cistite, pois, € eliminado
pela urina (CAZE et al, 2010; CIRILLO, 2008; ELMSLIE et al, 2008; EMADI et al, 2009;
FARO et al, 2008; HIDDEMANN et al, 2005; LANA et al, 2007;MACDONALD et al,
2005;MITCHELL et al, 2012; SANTOS et al, 2010;SIMON et al, 2006; SOUSA NETO &
SCALDAFERRI, 2005; TESKE et al, 2014).

A ciclofosfamida pode ser ministrada por via oral, topica ou endovenosa. Na medicina
veterindria, cadelas e gatas com neoplasias de mama sdo tratadas com dosagens que variam de
50 a 250mg/m’ E comum utilizar uma associacdo da ciclofosfamida com doxorrubicina e
vincristina para tratamento de cades com linfomas. A droga inalterada geralmente ndo se liga a
proteinas plasmaéticas, porém é capaz de cruzar a barreira hematoencefélica assumindo

concentracdo similar a observada no sangue. Dessa forma pode ser indicada em casos de
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metastases no sistema nervoso central (HIDDEMANN et al, 2005;SANTOS et al, 2010;
TRIPP et al, 2011).

Esse quimioterdpico é metabolizado inicialmente pelas enzimas existentes no figado,
produzindo varios metabdlitos toxicos ja descritos. As concentragdes plasmaticas das
substancias metabdlicas sdo proporcionais a dose ministrada sendo que o pico plasmatico
desses metabodlitos € alcancado 2 a 3 horas apds a aplicacdo de ciclofosfamida (CIRILLO,

2008, PIRES et al, 2010;SANTOS et al, 2010).

2.3.2 Efeitos adversos

Os principais efeitos colaterais do uso de ciclofosfamida incluem leucopenia, nduseas,
vOmitos, anorexia, amenorreia,infertilidade tempordria ou definitiva, alopecia,
hiperpigmentagdo cutinea e alteragdes na cicatrizacdo normal. A cistite hemorrdgica e a
possibilidade de cancer de bexiga devem receber especial atengdo no tratamento e
convalescéncia, pois, podem ser severas e até mesmo fatais. A administracdo de fluidos em
grandes quantidades e o consequente aumento na frequéncia da mic¢do pode ajudar a prevenir
o aparecimento de cistite, todavia, se mesmo assim ainda ocorrer, faz-se necessirio
interromper o uso da droga. Os efeitos adversos da ciclofosfamida e de outras mostardas
nitrogenadas (clorambucila,ifosfamida, mecloretamina e melfalana) sdo os mais conhecidos
eamplamente estudados(ADAO et al, 2013; AUGE et al, 2013; BECKER & NARDIN,
2011;BRITO et al, 2008; CIRILLO, 2008, DANTAS et al, 2010;DORNELLES et al,
2014;ELMSLIE et al, 2008; FARO et al, 2008;FERDINANDI&FERREIRA, 2009;
MARTINS et al, 2012;MITCHELL et al, 2012, MUKHTAR & WOODHOUSE, 2010;
SANTOS et al, 2010).

A velocidade do metabolismo e a atividade leucopénica da ciclofosfamida sdao
comprovadamente aumentadas pela administracdo de fenobarbital, j4 que ocorre aumento da

incidéncia de depressio da medula Ossea. Na administracdo conjunta de agentes



20

antidiabéticos, ocorre potencializacdo do efeito hipoglicEémico. Associada a doses elevadas de

citarabina acarreta aumento em cardiomiopatia com morte subsequente dos cardiomidcitos

(CONTI et al, 2007;DE JONGE et al, 2005;SILVA et al, 2008).

2.4 CISPLATINA

2.4.1 Aplicagdo clinica

Cisplatina, platinol ou neoplatin € um antineopldsico quimioterdpico que foi
sintetizado pela primeira vez no século XIV por Michele Peyrone, entretanto, apenas na
década de 70 descobriu-se que a substincia inibia a replicacdio do DNA e a subsequente
divisdo celular. A cisplatina é definida por alguns autores como substancia alquilante do DNA
por impedir sua sintese durante todas as fases do ciclo celular de forma citostética. Todavia,
ha divergéncias quanto a sua classificacdo podendo ser agrupada como antimetabdlito ou
composto de platina (ARNESANO & NATILE, 2009; HOWELL & SHALET,
2005;SAWHNEY et al, 2005). Esse quimioterdpico adentra a célula por difusdo, age sobre os
dcidos nucléicos geralmente na fase S (sintese de DNA), interpondo-se nas moléculas de
DNA impedindo sua transcricdo e replicacio (ALMEIDA et al, 2005;ARMSTRONG et al,
2006; BERG et al, 2006;DELLAMORA& OLIVEIRA, 2011;FERDINANDI&FERREIRA,
2009).

O quimioterdpico deve ser ministrado por infusdo intravenosa. As aplicagdes de
cisplatina sao realizadas no tratamento detumor metastético do testiculo, carcinoma do ovirio,
carcinoma da bexiga, carcinoma das células escamosas e melanoma. A cisplatina € contra-
indicada para felinos, pacientes com histérico com insuficiéncia renal pré-existente, pacientes
com mielossupressio e pacientes com deficiéncia auditiva (ADAO et al, 2013;BARABAS et
al, 2008:; BERG et al, 2006:CAZE et al, 2010:EL-SAYYAD et al, 2009:KONDAGUNTA et
al, 2005; PEREIRA et al, 2010; SIMON et al, 2006; SOUSA NETO & SCALDAFERRI,

2005; TOZON et al, 2005).
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A cisplatina apresenta meia-vida de 2 a 72 horas, dependendo principalmente da
velocidade de depuragdo renal, mecanismo pelo qual a droga é eliminada. Agulhas ou equipos
que contenham partes de aluminio que possam entrar em contato com a cisplatina ndo devem
ser usados na sua prepara¢do ou administracdo. O aluminio reage com a cisplatina levando a
formagdo de um precipitado e a perda dos efeitos, sendo assim os instrumentos que
contenham convencionalmente aluminio na composi¢do devem ser substituidos por aco

inoxidédvel durante o tratamento com cisplatina (BERG et al, 2006; JACOBS et al, 2005).

2.4.2 Efeitos adversos

Insuficiéncia renal € um dos efeitos colaterais mais importantes do uso acumulativo de
cisplatina.Outros efeitos adversos como leucopenia, nduseas, vOmitos, anorexia, neuropatia
periférica, ototoxicidade, distirbios eletroliticos, amenorréia, azoospermia € sangramento
gengivaltambém estdo incluidos.A Cisplatina apresenta caracteristicas mutagénicas,
carcinogénicas e teratogé€nicas. A sensibilidade a radioterapia pode aumentar com o uso de
cisplatina, a ototoxidade e a insuficiéncia renal causada pelo quimioterdpico aumentam em
uso concomitante com furosemida, anfotericina B, cefalotina e amiglicosideos.Os efeitos dos
anticonvulsivantes podem ser diminuidos se usados durante o tratamento comcisplatina, ja as
vacinas de virus vivos ndo devem ser utilizadas durante o tratamento. Cisplatina ndo deve ser
ministrada em gatos sob nenhum pretexto, pois, pode causar edema pulmonar fulminante
(ASNA et al, 2005;BECKER & NARDIN, 2011;BERG et al, 2006;CAZE et al, 2010;EL-

SAYYAD et al, 2009;KATAYAMA et al, 2011;ROSS, 2011).

2.5 OUTROS QUIMIOTERAPICOS
Outros antineopldsicos quimioterdpicos sao empregados em menor escala na medicina
veterindria devido ao custo elevado ou por estar em fase de experimentagdo em tumores

diagnosticados nos animais. Muitos quimioterdpicos ainda estdo sendo testados em pacientes
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veterindrios, tais quais mitoxantrone (SICOTTE et al,2012). O 5-Fluorouracil € um
antimetabolito utilizado na dose de 150 mg/mz, por via intravenosa em neoplasias de mama.
Esta droga é totalmente contraindicada para a espécie felina, em virtude da neurotoxicidade
que leva o animal a 6bito, mesmo em doses pequenas(CIRILLO, 2008; EL-SAYYAD et al,
2009; SIMON et al, 2006;).

A asparaginaseé administrada diretamente por via intramuscular ou subcutadnea,
porém, a aplicacdo dessa droga em tumores de animais ainda estd sendo avaliada. Nos
protocolos utilizados em ca@es com linfoma, incluindo o tratamento com vincristina,
doxorrubucina, ciclofosfamida e prednisona, observou-se que a inclusdo da asparaginase no
protocolo pouco interferiu nos resultados do tratamento. O efeito colateral inclui uma reagao
alérgica aguda, vermelhiddo, urticéria, dificuldade respiratéria ou colapso (MACDONALD et
al, 2005).

A bleomicina é um antibidtico antineopldsico utilizado em larga escala na
quimioterapia humana. Na medicina veterindria, a droga € utilizada na composicdo de alguns
protocolos quimioterdpicos, incluindo o tratamento de neoplasias perianais em cdes em
conjunto com cisplatina, obtendo resultados significantes ainda nas primeiras secOes de
tratamento. O protocolo utilizado nio causou efeitos adversos sistémicos (TOZON et al,

2005).

3 CONCLUSAO

Na busca pelo protocolo quimioterdpico ideal, pesquisadores tem se deparado com um
grande desafio que € o desenvolvimento de drogas ou técnicas que atuem de forma eficiente
na deplecdo dos tumores, mas, que ao mesmo tempo nao danifiquem as células normais do
organismo, minimizando ao maximo os efeitos colaterais que dificultam recuperacdo do

paciente debilitado pela patologia.
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RESUMO

VELOSO, Edson Vinicius Leite. EFEITOS DE SULFATO DE VINCRISTINE SOBRE
OS TESTICULOS DE RATOS ALBINOS, TRATADOS NA FASE PRE-PUBERE.
[Effect of vincristine sulfate on testis albino rats treated in prepubertal]. 2016. Dissertacao de
Mestrado (P6s-Graduacdao de Medicina Veterinaria) — Universidade Federal de Campina
Grande — UFCG. Patos, 2016 (Enviado a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira).

Este trabalho visou avaliar os efeitos de sulfato de vincristine sobre os testiculos de ratos
tratados na fase pré pubere, sobretudo quanto as alteragdes das células de Sertoli e das células
germinativas. Foram utilizados 30 animais controles e 30 tratados com sulfato de vincristine.
As aplicagdes da droga ocorreram aos 15 dias de vida, e a eutandsia aos 40, 64 e 127 dias de
vida para possibilitar a avaliacdo em diferentes estdgios de desenvolvimento reprodutivo.
Foram realizadas medidas biométricas (pesos corporeos e testiculares), medidas
morfométricas testiculares, (eixos testiculares maiores e menores, didmetros testiculares de
tibulo e lumen seminiferos, e altura do epitélio seminifero) e estereoldgicas (volumes
testiculares e as densidades de volume do tecido tubular e do tecido intersticial testicular). As
medidas biométricas foram feitas em todos os animais do experimento, e as avaliacOes
morfométricas e estereoldgicas foram realizadas em 200 tdbulos seminiferos. Os resultados
demonstraram que sulfato de vincristine reduz pardmetros biométricos como peso corporeo,
peso testicular e volume testicular total. Varidveis morfométricas e estereoldgicas como
didmetro dos tubulos seminiferos, altura do epitélio seminifero e volume dos tibulos
seminiferos também foram reduzidos. Os tipos celulares mais atingidos foram as
espermatogonias, espermdtides tardias e células de Sertoli.

Palavras-chave: Quimioterdpico, morfofisiologia, epitélio seminifero.

1 INTRODUCAO

O sulfato de vincristine é largamente utilizado na medicina veterindria para tratamento
de diversos tipos de tumores medulares, além de ser a droga de eleicdo no tratamento de
tumor venéreo transmissivel (TVT) em caes (NAK, et al, 2005; ROSENTHAL, 1981). Trata-
se de uma droga que atua sobre as células em processo de replicacdo, embora ndo apresenta
especificidade para células neoplésicas.

Assim, todas as células em processo de divisdo, sauddveis ou tumorais, sdo alvo da
acdo da droga. Estudos demonstram que drogas como a sulfato de vincristine, que atuam na
replicacdo celular, podem danificar alguns tecidos normais, em especial aqueles com ripida
proliferacdo celular (DALECK, et al, 1995; DELBES, et al, 2010; DINIZ, et al, 1999;
HODEL, et al, 1984; MARTINS, et al, 2011; VAISHEVA, et al, 2007).



32

O presente estudo visa avaliar histologicamente, morfometricamente e
estereologicamente os testiculos de ratos albinos tratados com sulfato de vincristine na fase

pré-pubere, e eutanasiados ainda na fase pré-pubere, e nas fases pubere e adulta.

2 MATERIAL E METODOS

Este projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Unidade
Académica de Medicina Veterindria (UAMYV), do Centro de Satdde e Tecnologia Rural
(CSTR), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Patos-Paraiba,
sendo aprovado sob o protocolo CEP 185/2014.

2.1 Obtencao dos animais

Sessenta (60) ratos Wistar machos (Rattus norvegicus albinus) oriundos do
acasalamento de matrizes provenientes do biotério do Centro de Saude e Tecnologia Rural da
Universidade Federal de Campina Grande foram utilizados para avaliar os efeitos do sulfato
de vincristine. Os acasalamentos ocorreram no periodo noturno, e na manha do dia seguinte,
foram realizados esfregacos vaginais para averiguar a presencga de espermatozéides, atestando

assim a cobertura. Esse dia foi considerado o dia 1 de gestagao.

2.2 Padronizacao da dosagem do sulfato de vincristine

Trinta animais receberam dose de 0,05mg/kg de peso vivo de sulfato de vincristine por
via intraperitoneal. Trinta animais foram utilizados como grupo controle recebendo solucao

salina na mesma dose do quimioterapico.

2.3 Formacao dos grupos experimentais e controles

O grupo GC recebeu solugdo salina por via intraperitoneal aos 15 dias de idade, na
mesma dose empregada no grupo GV. Objetivou-se com isso simular as condicdes de
manipulacdo do grupo tratado, efetuando-se os mesmos procedimentos em todos os grupos.

Os animais do grupo GV receberam sulfato de vincristine em dose unica por via
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intraperitoneal de 0,05 mg/kg de peso vivo aos 15 dias idade (HODEL, et al, 1984). O dia da
administracdo da droga foi escolhido com base no tempo de desenvolvimento da barreira
hematotesticular e na maturacdo das células de Sertoli, visto que até 18° dia de vida essas
células ainda ndo estdo completamente maduras e a barreira hematotesticular ainda estd em
formacgao (CLEGG, 1960; RUSSELL, et al, 1990).

Os grupos GC e GV foram divididos em trés subgrupos de dez animais cada, de
acordo com as idades em que foram eutanasiados: 40dias de vida (subgrupos GCap € GVy);
64 dias de vida (subgrupos GCes € GVgy) € 127 dias de vida (subgrupos GCi,7 € GV 27).

Os grupos foram designados por indices numéricos de acordo as idades em que foram
submetidos a eutandsia. As idades foram escolhidas com base em fases importantes do
desenvolvimento do aparelho reprodutor masculino da espécie segundo CLEGG, (1960);
onde, os ratos de 40 dias sdo considerados pré-pubere, com 64 dias sdo puberes, mas nao
sexualmente maduros, e com 127 dias sdo sexualmente maduros. Nas idades especificadas, os
animais foram anestesiados com propofol (Propovan®) (12.5 mg/kg de peso corpdreo)

segundo recomendacdes do fabricante; seguida de remog¢do de ambos os testiculos.

2.4 Coleta e processamento das amostras

Nas idades especificadas, os ratos foram pesados e submetidos a eutandsia. Os
testiculos foram removidos e pesados em balanca semi-analitica de precisio BG 1000
GEHAKA®. Os eixos maiores e menores foram mensurados com auxilio de um paquimetro
MITUTOYO. A estereologia foi realizada por meio da medi¢do do volume testicular pelo
método de SCHERLE (1970).

As amostras foram pré-fixadas por imersdo em Bouin e apds 30 minutos foram
hemisseccionadas e as hemissec¢des retornaram a solu¢do de Bouin permanecendo por 24
horas. Apés a fixagdo, as amostras foram no Laboratério de Patologia Animal (LPA) do
Hospital Veterindrio (HV) do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR), da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Patos, Paraiba em processo semelhante ao
realizado por MICHALANY (1998).

Foram obtidas sec¢des de Sum de cada testiculo (direito/esquerdo) por meio do
micrétomo manual LEICA RM2125 RT e navalhas descartiveis Easy Path DURAEDGE.

Uma sec¢do do testiculo direito e outra do esquerdo de cada animal foi corada com
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Hematoxilina e Eosina (HE), possibilitando a identificacdo dos tipos celulares e a realizagdo

da avaliagdo morfométrica e estereoldgica do parénquima testicular.

2.5 Biometria, morfometria, estereologia e analise histolégica

A andlise biométrica compreendeu a pesagem dos animais do dia seguinte ao
nascimento até o momento da eutandsia, a determinacdo do peso testicular absoluto (em
grama), do peso testicular relativo segundo a férmula (peso testicular absoluto/100g de peso
vivo) descrita por BRILHANTE (1999); e dos eixos testiculares maiores € menores. A andlise
biométrica incluiu a mensuracdo do volume testicular segundo o método de SCHERLE
(1970), o qual consiste em imergir o 6rgdo suspenso por um fio cirdrgico agulhado em
recipiente contendo solucdo salina isotonica. Utiliza-se uma balanga semi analitica tarada e o
valor deve ser registrado e descontado o peso do fio agulhado para obter o volume do 6rgao
(MANDARIM-DE-LACERDA, 1995). A gravidade especifica € a razdo entre a densidade do
orgao avaliado e a densidade da substancia de referéncia (dgua), segundo MOURA (2006), a
gravidade especifica do testiculo do rato deve ser considerada como igual a da dgua 1.0
(RUSSEL & FRANCA, 1995). Desta forma, o volume testicular total foi obtido a partir da
seguinte férmula: VOLUME=Densidade X Massa

A média do volume testicular total de cada grupo foi obtida por meio do calculo das
médias aritméticas dos volumes dos dois testiculos de cada animal dos seus respectivos
grupos controles e experimentais.

A avaliagdo morfométrica foi realizada com auxilio do software IMAGE-PRO
EXPRESS 6.0 em computador acoplado ao microscépio binocular de luz OLYMPUS BX40
com objetiva de 20x. Foram mensurados de forma aleatéria 200 tibulos seminiferos em corte
transversal por animal (100 em cada testiculo). Os cortes testiculares foram totalmente e
sequencialmente varridos, evitando-se a andlise em duplicidade de uma mesma 4rea.
Mensurou-se o didmetro dos tibulos, didmetro do limen tubular, altura do epitélio seminifero,
area do tdbulo, do limen e do epitélio seminifero, e eixos maiores (diametro) e menores dos
tibulos seminiferos. Todos os parametros foram mensurados de forma individual e em
seguida calculada a média ponderada de cada grupo.

Microscopicamente a estereologia foi realizada em cortes dos testiculos esquerdos e
direito, um corte de cada testiculo (esquerdo e direito) foi submetido a analise da densidade de

volume (Vv) tubular e do tecido intersticial do parénquima testicular. As varidveis



35

estereoldgicas de densidade de volume (Vv) foram obtidas por meio da contagem dos pontos
por alocagdo sistemdtica e aleatdéria das imagens obtidas através do software IMAGE-PRO
EXPRESS 6.0 em computador acoplado em microscépio binocular de luz OLYMPUS BX40
no aumento de 20x e posteriormente empregada no software IMAGEJ para a contagem de
pontos, totalizando 840 pontos por testiculo (GUNDERSEN, et al, 1988; MANDARIM-DE-
LACERDA, 1995).

A densidade dos tecidos intersticiais € dos tubulos seminiferos em mm3 foram
calculadas a partir do percentual obtido na densidade de volume (Vv) de cada tecido segundo
MIRAGLIA & HAYASHI(1993). Os volumes tubulares e intersticiais médios por animal
também foram obtidos através do calculo com os dados obtidos para o volume total dos
testiculos direito e esquerdo.

A densidade de comprimento dos tubulos seminiferos (Lv) foi obtida utilizando a
féormula Lv=2Qa descrita por GUNDERSEN, et al, (1988), sendo Qa a somatdria das sec¢des
tubulares existentes na drea teste gravada em escala de Imm e intervalos do sistema métrico
de 10um. Desta forma Qa=) perfis/At.

Os tipos celulares bdsicos da linhagem germinativa e as células de Sertoli tiveram suas
frequéncias calculadas por 100 sec¢des tubulares por animal analisadas sob objetiva de 100x
utilizando critérios estabelecidos por LEBLOND & CLERMONT (1952) e complementados
por RUSSELL, et al, (1990). Espermatogénias tipo A, tipo B, intermedidria, espermatdcitos

primadrios, espermatides jovens, espermatides tardias e células de Sertoli foram observadas.

2.6 Analise estatistica

Os dados foram avaliados pelo teste ndo paramétrico "U" de Mann Whitney. Os
resultados foram considerados significantes quando p<0,05 e muito significantes quando
p<0,01. A anédlise estatistica foi realizada com o auxilio do software Bioestat 5.0.Utilizou-se
letras iguais para valores ndo significantes quando p>0,05; letras diferentes para valores
considerados significantes (p<0,05) e os valores muito significantes (p<0,01) foram marcados

Com H*H

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados foram obtidos com base na média aritmética dos testiculos (direito e
esquerdo) de cada animal e, por conseguinte, de cada grupo (40, 64 e 127 dias). Os dados
foram apresentados em quadros contendo trés grupos tratados com sulfato de vincristine e
seus respectivos controles.

As varidveis Biométricas (Quadro 1) incluiram peso corpdreo, peso testicular absoluto,

peso testicular relativo, volume testicular total, eixo testicular maior e eixo testicular menor.

Quadro 1: Peso corpéreo (PC), peso testicular absoluto (PTA), peso testicular relativo (PTR),
volume testicular total (VTT), eixo testicular maior (ETMA), eixo testicular menor (ETME) e
os respectivos desvios padrdes (= DP) em grupos de ratos albinos controles (GC) e tratados

(GV) de 40, 64 e 127 dias de idade (GC40, GV4(), GC64, GV64, GC127 € GV127).

GRUPOS
GC-127 GV-127 GC-64 GV-64 GC-40 GV-40
PC (g) 308.7a 283.0a 228.2a  225.0a 136.4a* 116.6b*
+ DP 27.2 39.8 17 23.2 9.1 6.2
PTA (g) 1.8a* 0.9b* 1.6a* 1.2b* 0.6a* 0.4b*
+ DP 0.06 0.18 0.04 0.06 0.03 0.02
PTR (%) 0.59a* 0.34b* 0.71a*  0.56b* 0.51a* 0.42b*
+ DP 0.04 0.05 0.05 0.08 0.03 0.04
VTIT (mm3) 1657.16a* 1081.11b* 1450.12a 1293.01b 600.16a 517.11b
+ DP 88.62 323.06 131.19  109.45 69.05 58.55
ETMA (mm) 17.02a*  12.55b*  16.88a* 13.43b* 16.88a* 6.43b*
+ DP 0.3 1.19 0.45 0.82 0.45 0.78
ETME (mm) 7.73a* 5.46b* 6.79a*  5.55b* 4.4la* 2.28b*
+ DP 0.45 0.65 0.34 0.53 0.34 0.47

Letras diferentes-Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,05).
Letras diferentes com “*”-Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,01).

Letras iguais-Médias ndo diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p>0,05).

As médias dos pesos corpdéreos dos animais nos grupos GVir7 e GVes ndo diferiram
estatisticamente (p>0,05) quando comparados aos seus controles respectivos, embora tenha
havido redugdo percentual de 8,3% no grupo tratado de 127 dias e de 1,39% no grupo tratado
de 64 dias. Porém, houve redu¢do muito significante (p<0,01) na média de peso corporeo dos
animais do grupo GV quando comparado ao controle de mesma idade, com reducao
percentual de 14,49%.

Os pesos testiculares absolutos e relativos apresentaram tendéncia de diminui¢do,
estando em conformidade com outros estudos (ROSENTHAL, 1981). Vale salientar que em

todos os grupos experimentais (GVi27, GVgs € GVy4) houve reducdes muito significantes
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(p<0,01). O peso testicular absoluto reduziu 47,05% no grupo GV,; quando comparado ao
controle de mesma idade, ja nos grupos GVes € GVy4 houve redugdes de 21,88% e 29,32%
respectivamente. O peso testicular relativo reduziu 42,26% no grupo GVy; quando
comparado ao controle de mesma idade, ja nos grupos GVe € GVy4 houve redugdes de
20,12% e 17,29% respectivamente.

A reducdo do peso corpdreo, peso testicular assim como das demais varidveis
estudadas possui relacdo dose dependente na maioria das drogas, ademais, o peso testicular é
considerado uma varidvel importante na avaliagdo dos niveis de perda celular do epitélio
seminifero (BORDALLO, et al, 2001; HACKER-KLOM, et al, 1986; HOWELL & SHALET,
2001). Todos os grupos experimentais apresentaram reducdes muito significantes (p<0,01)
dos pesos testiculares absolutos e relativos quando comparado a seus referentes controles.

Os volumes testiculares totais acompanharam a tendéncia de reducdo observada nas
demais varidveis biométricas. Os animais de grupo GV y; mostraram redugdes muito
significativas (p<0,01) em comparagcdo com o grupo GC,7, mostrando que o quimioterdpico
demonstra seus efeitos citotoxicos no volume do testiculo de forma tardia. Os animais dos
grupos GVes € GVy apresentaram redugdes significantes (p<0,05), de forma que a droga
afetou ativamente o volume testicular total de todos os animais do grupo experimental.

O grupo GV, apresentou reducdo de 34,76% de volume testicular total quando
comparado ao atinente controle. Os grupo GVe e GVyo reduziram 10,83% e 13,83%
respectivamente. Os eixos testiculares maiores € menores se mostraram diminuidos nos
animais de todos os grupos tratados com sulfato de vincristine quando comparados a seus
respectivos controles. O eixo testicular maior no grupo GV 1,7 mostrou-se diminuido 26,26%
quando comparado ao controle de mesma idade, os grupos GVese GVyreduziram 20,43% e
61,90% respectivamente. O eixo testicular menor no grupo GV ; mostrou-se diminuido
29,36% quando comparado ao controle de mesma idade, os grupos GV e GVy reduziram
18,26% e 48,29% respectivamente. E vilido ressaltar que os eixos testiculares maiores e
menores dos animais dos grupos experimentais mostraram redugdes muito significantes
(p<0,01) quando comparados aos referentes controles.

As varidveis estereoldgicas densidade de volume dos tibulos seminiferos e do tecido
intersticial, volume dos tdbulos seminiferos e¢ do tecido intersticial e densidade de

comprimento estdo descritas no quadro 2.
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Quadro 2: Densidade de volume dos tibulos seminiferos (DVT), densidade de volume do
tecido intersticial (DVI), volume dos tibulos seminiferos (VT), volume tecido intersticial
(VI), e densidade de comprimento (DC) com os respectivos desvios padrdes (+ DP) em
grupos de ratos albinos controles (GC) e tratados (GV) de 40, 64 e 127 dias de idade (GCyy,
GV49, GCs4, GVe4, GCi27 € GV127).

GRUPOS
GCzy GV GCe4 GV GCy GV
DVT (%) 71.42a* 37.42b* 73.42a 69.14a 77.42a 72.57a

+ DP 11.74 5.62 9.43 8.05 12.59 7.99
DVI (%) 28.57a*  62.57b* 26.57a  30.85a 22.57a 27.42a
+ DP 11.74 5.62 9.43 8.05 12.59 7.99
VT (mm3) 1185.55a* 407.13b* 1058.81a* 891.43b* 462.72a* 375.1b*
+DP 219.33  141.15 119.75  105.75 77.28 58.74
VI (mm?) 471.6a 673.97b  391.31a 401.57a 137.44a 142a
+ DP 191.98  206.88 148.69  119.57 75.04 44.58
DC (um?) 28.34a* 34.31b* 20.74a  23.67b 37.88a* 43.69b*
+DP 2.28 1.75 2.25 2.76 2.97 3.02

Letras diferentes-Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,05).
Letras diferentes com “*”-M¢édias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,01).

Letras iguais-Médias ndo diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p>0,05).

O presente estudo evidenciou alteracdoes nas médias das densidades de volume dos
tibulos seminiferos e do tecido intersticial testicular. Constatou-se que as densidades de
volume dos tibulos seminiferos do grupo GVi,7 reduziu 47,59%, ja os grupos G64 e¢ G40
tiveram discretas reducdes quando comparados os grupos experimentais com seus relativos
controles de 5,83% no grupo GVe e 6,27% no grupo GVyy, porém, tais variacdes nao
diferiram significativamente (p>0,05). Além disso, as variacdes numéricas entre GCjy7 €
GV17 quanto ao volume dos tibulos seminiferos foram altamente significantes (p<0,01)
demonstrando que os efeitos deletérios de sulfato de vincristine sobre a densidade de volume
dos tubulos seminiferos foram tardios incidindo significativamente em animais adultos (127
dias).

As densidades volumes testiculares do tecido intersticial apresentaram tendéncias
inversas as observadas na densidade de volume dos tibulos seminiferos, pois, hd relagdao de
proporcionalidade entre as duas varidveis. Desse modo, o grupo GV 1,7 apresentou aumento de
54,33% demonstrando aumento relativo muito significante (p<0,01) da densidade de volume

do tecido intersticial testicular nos animais adultos (127 dias) tratados com sulfato de
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vincristine. A diferenca entre os grupos tratados e controles de 40 e 64 dias foi de 13,88% e
17,70% respectivamente, ndo revelando valores diferenciais significantes (p>0,05).

ROSENTHAL (1981) descreveu retardo da espermatogénese em animais tratados com
sulfato de vincristine, levando a crer que os efeitos deletérios da droga sobre as células da
linhagem germinativa venham a ser identificados de forma tardia.

Os volumes dos tibulos seminiferos mostraram-se em tendéncia descendente
semelhante a observada no volume testicular total, mostraram reduc¢des muito significantes
(p<0,01) em todos os grupos experimentais (GV 27, GVgs € GV49) quando comparados aos
atinentes controles. O grupo GV ,; apresentou reducao de 65,65%, os animais do grupo GVey
reduziram 15,80%, ja os animais do grupo GV diminuiram 18,93% quando comparados aos
controles de mesma idade.

Os volumes dos tecidos intersticiais testiculares se mostraram com variacdes nao
significantes (p>0,05) nos grupos GVeg e GVy (variacdes de 2,55% e 3,21%
respectivamente) quando comparados aos atinentes controles. Porém, o grupo GVjy;
demonstrou aumento significativo (p<0,05) do volume do tecido intersticial testicular quando
comparados os grupos controle (GC,,7) e experimentais (GV27), com variacdo de 30,02%.

O ndmero de perfis na drea teste da densidade de comprimento tubular nos animais do
GVi,7 aumentou 17,40% quando comparado ao controle de mesma idade, os animais do
grupo GV aumentaram 0,8%, ja os animais do grupo GV 49 aumentaram 0,57% o nimero de
perfis quando comparado ao atinente controle. Os grupos GVy4y e GV ndo apresentaram
diferencas significantes quando comparados aos relativos controles. O grupo GV 1,7 mostrou-
se diferente do grupo controle de mesma idade, sendo essa diferenca muito significante
(p<0,01).

Segundo EBOETSE et al. (2011), substancias com efeitos deletérios para a
espermatogénese podem acarretar aumento do nimero de perfis em uma determinada area
teste, pois, dentre as alteragdes causadas pelas substancias destaca-se a diminuicdo dos eixos
dos tdbulos seminiferos, dessa forma, as estruturas ocupam espaco fisico menor aumentando
o numero de perfis computados.

As varidveis morfométricas didmetro do tdbulo seminifero, altura do epitélio
seminifero, didmetro do ldmen tubular, eixo menor do tubulo seminifero, area do tabulo

seminifero, drea do limen tubular e drea do epitélio seminifero estao descritas no quadro 3.
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Quadro 3: Diametro do tdbulo seminifero (DT), altura do epitélio seminifero (ALES),
didmetro do limen tubular (DL), eixo menor do tibulo seminifero (EMTS), area do tdbulo
seminifero (ART), drea do Iimen tubular (ARL) e area do epitélio seminifero (AREP) com os
respectivos desvios padrdes (£ DP) em grupos de ratos albinos controles (GC) e tratados (GV)

de 40, 64 e 127 dias de idade (GC4(), GV40, GC64, GV64, GC127 € GV127).

GRUPOS
GCrz GV GCeg4 GV GCyo GV
DT (um) 416a* 320.29b* 421.55a* 400.94b* 335.94a* 292.62b*
+DP 16.37 34.67 10.92 7.41 10.43 9.39
ALEP (um) 125.4a* 50.75b* 131.86a* 101.54b* 111.81a* 87.75b*
+DP 6.25 21.17 8.04 3.64 4.44 6.23
DL (um) 165.2a* 218.78b* 157.83a* 197.86b* 112.32a 117.1a
+DP 10.26 25.02 14.4 6.7 10.55 9.63
EMTS (um) 316.07a* 236.12b* 324.01a 319.77a 261.87a* 229.99b*
+DP 11.55 33.45 15.61 8.14 18.78 7.57

ART (um?) 104028.52a* 61166.17b* 107211.05a 101443.67b  69636.76a*  53117.84b*

+DP 7210.53  14841.33 6306.33 3304.8 5614.82 2354.55

ARL (um?) 15331.43 a* 25396.98b* 14295.65a* 24318.66b* 6840.44a 7702.29a

+DP 1730.9 4143.67 2980.52 1561.63 1624.45 1236.97

AREP (um?) 88697.09a* 35769.18b* 92915.39a* 77125.01b*  62796.31a*  45415.54b*

+DP 6146.02  15546.97 4329.86 2910.88 4147.54 2302.26

Letras diferentes-Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,05).
Letras diferentes com “*”-M¢édias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,01).

Letras iguais-Médias ndo diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p>0,05).

Os diametros dos tubulos seminiferos revelaram-se diminuidos nos grupos
experimentais quando comparados aos seus referentes controles. Os grupos GCi7 e GV,
variaram 23%, o grupo GV, reduziu 4,88%, enquanto que o grupo GV4 reduziu 12,89%
quando comparados aos atinentes controles. E vélido ressaltar que todos os animais dos
grupos experimentais apresentaram reducdes muito significantes (p<0,01) do didmetro do
tibulo seminifero quando comparados aos respectivos controles.

A altura do epitélio seminifero revelou-se reduzida em todos os animais dos grupos
experimentais, tais redugdes foram altamente significativas (p<0,01). O grupo GV 17 diminuiu
59,52%, o grupo GVg4 reduziu 22,99%, ja os animais do grupo GVyo reduziram 21,51%
quando comparados aos respectivos controles.

As médias dos didmetros dos lumens dos tibulos seminiferos revelaram-se
aumentadas nos animais dos grupos experimentais de 64 (GVe) e 127 (GVyy) dias. As

médias desses dois grupos comparadas as médias de seus respectivos controles apresentaram
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diferencas muito significantes (p<0,01), em contrapartida, ndo houve diferengas significativas
(p>0,05) no grupo de 40 dias quando comparadas as médias dos grupos experimental e
controle.

A média de didmetro do limen do tibulo seminifero do grupo GV ;; aumentou
24,49% em relacdo ao controle de mesma idade, os animais do grupo GV tiveram médias
20,23% maiores, ja os animais do grupo GVy obtiveram médias 4,08% maiores que os
atinentes controles.

As reducdes no diametro e aumento do limen dos tdbulos seminiferos ja foram
relatadas por NASRABADI, MOHAMMADNEJAD, NIKPOUR (2012) e por VAISHEVA,
et al, (2007), quando avaliaram os efeitos de sulfato de vincristine sobre as estruturas
morfoldgicas do testiculo.

As médias dos eixos menores dos tibulos seminiferos se mostraram reduzidas nos
grupos experimentais GVyy; e GVy, tais redugdes foram muito significantes (p<0,01),
contudo, ndo foram observadas diferencas (p>0,05) entre os grupos GCgs € GVg4 com reducio
de 1,3% na média do grupo experimental. As médias do grupo GV 7 reduziram 25,29%, os
animais do grupo GV tiveram média reduzida em 12,17% quando comparados os grupos
experimentais e controles.

Ao mesmo tempo em que se observou aumento do didmetro do limen dos tibulos
seminiferos, os animais dos grupos experimentais de 40 e 127 dias apresentaram redugdes das
médias dos eixos menores dos tibulos seminiferos, ou seja, o espaco que deveria ser ocupado
por células da linhagem germinativa foi reduzido em duas frontes, eixo maior (didmetro) e
eixo menor do tubulo seminifero. Internamente ocorreu aumento do limen tubular decorrente
da diminui¢do da celularidade do epitélio seminifero. Externamente a reducao do eixo maior
(didmetro tubular) e do eixo menor dos tibulos seminiferos deflagram a atrofia dos tibulos
seminiferos em  decorréncia da acdo deletéria da droga (NASRABADI,
MOHAMMADNEJAD, NIKPOUR, 2012; VAISHEVA, et al, 2007).

A 4rea total do tibulo seminifero no grupo GV ;7 reduziu 41,20% quando comparado
ao atinente controle, os animais do grupo GV obtiveram média 5,37% menor que o
respectivo controle, ja os animais do grupo GV apresentaram média 23,72% menor que o
grupo controle de mesma idade.

As reducdes observadas nos grupos experimentais de 40 (GV4) e 127 (GVy7) dias

foram muito significantes (p<0,01), enquanto que os animais do grupo GV apresentaram
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média com redugdo significante (p<0,05) quando comparada a média do grupo controle de
mesma idade (GCgy).

A drea do limen tubular apresentou-se aumentada nos grupos experimentais GVg4 €
GViy7 sendo as diferencas muito significantes (p<0,01) quando comparado aos referentes
controles. J4 os grupos GC4 e GV4 ndo apresentaram diferencas (p>0,05) quando
comparados entre si, demonstrado aumento de 11,18% na média do grupo GV4. As médias
do grupo GVy; foram 39,63% maiores que o atinente controle, no grupo GVes as médias
foram 41,21% maiores que o grupo controle de mesma idade.

A drea do epitélio seminifero mostrou se reduzida em todos os grupos experimentais
(GV 127, GVes € GVy). As redugodes foram classificadas como muito significantes (p<0,01) em
todas as idades estudadas (40, 64 € 127 dias). A média da 4rea do epitélio seminifero do grupo
GV; foi 59,67% menor que a média do grupo controle de mesma idade, os animais do grupo
GVg4 tiveram médias 16,99% menor que a média do grupo GCey, ja 0s animias do grupo GV 4
apresentaram médias 27,67% menores que as médias dos animias do grupo GCyy.

TEWARI (1981) avaliou os efeitos do quimioterdpico sulfato de vincristine sobre os
testiculos de ratos. Alteragdes como reducdes no peso testicular e da quantidade de
espermatozdides foram descritas, constatando danos substanciais a espermatogénese e
consequente atrofia dos testiculos dos animais tratados.

Uma das metas estabelecidas nesse estudo foi de quantificar as frequéncias dos
principais tipos celulares do epitélio seminifero (Quadro 4), com o objetivo de avaliar as

influéncias causadas pelo sulfato de vincristine sobre a populacio celular.

Quadro 4: Valores percentuais médios das frequéncias dos tipos celulares espermatogdnia A
(GA), espermatogdnia B e intermedidria (GBI), espermatdcito primério (EP), espermdtide
jovem (SJ), espermadtide tardia (ST) e células de Sertoli (S) e desvio padrao (xDP) nos tibulos
seminiferos em grupos de ratos albinos controles (GC) e tratados (GV) de 40, 64 e 127 dias de
idade (GCap, GV49, GCs4, GVe4, GC127 € GV 127).

GRUPOS
TIPOS CELULARES (%) GCiy; GV GCe4 GV GCyo GV
GA 97.4a*  46.05b* 93a*  76.8b* 74.8a* 60.2b*
+*DP 2.3 5.3 3.7 4.3 4.1 6.8
GBI 71.07 a* 55.7b*  54.25a 52.55a 44.1a 41.95a
+*DP 2.6 3.9 33 33 4 3.1

EP 100a*  80.95b* 100a  99.45a  100a 99.65a
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+DP 0 1.4 0 0.7 0 0.6
SJ 100a*  40.4b*  95.55a 94.15a 66.25a 66.3a
+DP 0 3.5 3.5 33 3.2 32
ST 100a*  39.3b*  98.85a* 74.7b*  54.45a 54.65a
+DP 0 29 0.3 3.7 2.8 2.8
S 100a*  91.25b* 100a 99.7a 100a 100a
+DP 0 6.9 0 0.4 0 0

Letras diferentes-Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,05).
Letras diferentes com “*”-Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,01).

Letras iguais-Médias ndo diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p>0,05).

Os grupos controles (GCy49, GCes € GCjy7) apresentaram caracteristicas morfoldgicas
normais (Fig. Al; Fig. B1 e Fig. Cl1). As associagdes celulares da linhagem germinativa,

caracterizando os estdgios do ciclo do epitélio seminifero estavam bem definidas, sem

alteracOes celulares evidentes.
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Fig. A1: Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos do grupo controle e sacrificados aos
40 dias de vida (GC,p). Coloracdo HE. Nucleo da célula de Sertoli (S); célula miéide (M); espermatdcito

primaério (Ep); espermatide jovem (Sj); limen tubular (Lt); tecido intersticial (Tt).

Fig. B1: Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos do grupo controle e sacrificados aos
64 dias de vida (GCg4). Coloragdo HE. Célula midide (M); limen tubular (Lt); tecido intersticial (Ti);

espermatogonia (G); ldmina limitante (Lm).
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Fig. C1: Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos do grupo controle e sacrificados aos
127 dias de vida (GC;,7). Coloracdo HE. Tecido intersticial (Ti); espermatdcito primario (Ep); espermatide tardia

(St); espermatogonia (G); nicleo da célula de Sertoli (S).

Houve uma reducao muito significante (p<0,01) na frequéncia dos tubulos seminiferos
contendo espermatogdnias do tipo A em todos os grupos tratados com sulfato de vincristine
quando comparados aos controles respectivos. Nao houve indicios de recuperacao do epitélio
seminifero a longo prazo (127 dias), sugerindo um possivel dano permanente e de caréter
irreversivel.

Os resultados desse trabalho corroboram em parte com os estudos realizados por
JOSHI (1968), que estudou os efeitos do extrato de vinca rosea sobre os testiculos de ratos. A
pesquisa descreve danos as células da linhagem germinativa, principalmente espermatogonias
indiferenciadas do tipo A, sendo esse um dos tipos celulares mais danificados pelo
quimioterapico.

Em relacio aos animais tratados, as espermatogdnias diferenciadas tipo B e
intermedidria revelaram frequéncia reduzida no grupo tratado de 127 dias de vida, e essa
reducdo foi considerada muito significativa (p<0,01) quando comparado ao grupo controle de
mesma idade.

Nesse estudo, a frequéncia dos espermatdcitos primarios em tibulos seminiferos foi
estatisticamente menor no grupo tratado de 127 dias de idade (GV,7), sendo essas reducdes
muito significantes (p<0,01). Os demais grupos experimentais ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05).

Em relacdo as espermadtides jovens verificou-se redugdes muito significantes (p<0,01)
nos animais do grupo GVj»; quando comparado ao grupo controle de mesma idade. Nao
foram observadas diferencas (p>0,05) nos grupos GV4 e GVgs quando comparados aos

respectivos controles.
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As médias dos tibulos seminiferos com espermdtides tardias acompanharam
comportamento semelhante ao observado com a varidvel espermatides jovens. Nao houve
diferengas relevantes (p>0,05) entre o grupo GV4 quando comparado ao controle de mesma
idade, em contrapartida, os grupos GVgs € GV y; revelaram diferencas muito significantes
(p<0,01) quando comparados aos seus atinentes grupos controles.

As médias dos tubulos seminiferos com células de Sertoli ndo apresentaram alteracoes
(p>0,05) nos grupos GV4 e GVg4 quando comparadas aos referentes grupos controles, porém,
o grupo tratado GVjy; demonstrou diferencas altamente significantes (p<0,01) quando
comparado ao grupo controle de mesma idade.

Segundo PARVINEN, et al, (1978), ratos tratados com altas doses de sulfato de
vincristine podem apresentar destruicao das células de Sertoli através de arrasamento dos seus
microtibulos e mitocondrias.Além disso, observou-se uma paralisacio dos processos de
divisdo celular (mitose e meiose) seguida de morte das células da linhagem germinativa.

Formag¢des multinucleadas (Fig. A2) oriundas de espermatides jovens, descamacgdo do
epitélio seminifero com presenca de restos celulares e de células da linhagem germinativa no
limen dos tdibulos seminiferos e vacuolizagdes foram alteracdes morfoldgicas comumente

observadas nos testiculos dos animais dos grupos tratados.
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Fig. A2 — Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com sulfato de vincristine
e sacrificados aos 40 dias de vida (GVy). Coloracdo HE. Observam-se efeitos deletérios no epitélio seminifero.
Niucleo da célula de Sertoli (S); célula midéide (M); lamina limitante (Lm); espermatogdnia (G); espermatdcito
primério (Ep); espermatide jovem (Sj); limen tubular (Lt); tecido intersticial (Ti); vacuolizacdo (V); célula

multinucleada (CM).

Diversos estudos constataram a ocorréncia de células gigantes, vacuolizacdes e
descamacdo de células do epitélio seminifero (Fig. B2) em testiculos de ratos tratados com

agentes antineopldsicos quimioterdpicos (BRILHANTE, 1999; CABRAL, et al, 1997;
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DALECK, et al, 1995; NOLTE, 1995; VENDRAMINI, et al, 2010; VENDRAMINI, et al,
2012).

Fig. B2 — Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com sulfato de vincristine
e sacrificados aos 64 dias de vida (GVg,). Coloragdo HE. Observam-se restos celulares oriundos da descamacdo
do epitélio seminifero. Lamina limitante (Lm); espermatide jovem (Sj); espermatide tardia (St); limen tubular

(Lt); tecido intersticial (Ti).

Aglomerados de células germinativas e de restos celulares no limen dos tibulos
seminiferos originam-se do processo de descamacdo do epitélio seminifero. Tal descamagao
provém da acdo citotoxica de sulfato de vincristine sobre as células do epitélio seminifero.
Nesse estudo, descamacdo do epitélio seminifero foi observada nos animais do grupo tratado,
principalmente o grupo GVg4. Os animais do grupo GV127 apresentaram danos severos ao

epitélio seminifero (Fig. C2).

Fig. C2 — Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com sulfato de vincristine
e sacrificados aos 127 dias de vida (GVi;). Coloracio HE. Evidencia-se degeneracdo severa dos tibulos

seminiferos, desorganizacdo e vacuolizacdes (V) do epitélio seminifero.
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Desta forma, é evidente que a citotoxicidade de sulfato de vincristine para o epitélio
seminifero estd intimamente relacionada com a dose ministrada e a idade de aplicacdo da
droga. Esses fatores tem se mostrado predisponentes das alteragdes morfofuncionais causadas

pela substancia aos testiculos.
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