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1. INTRODUCAO

A vincristina (VCR) € um farmaco quimioterapico de efeito antitumoral
incontestavel, utilizado para o tratamento de neoplasias incidentes em idosos
(FITZMAURICE et al., 2017). Dentre os canceres tratados pela VCR que acometem
severamente idosos estdo, linfomas (Hodgkin e ndo-Hodgkin) e cancer de mama
(FITZMAURICE et al., 2017). Apesar da eficacia antitumoral, a VCR apresenta
como efeito adverso o desenvolvimento de neuropatia periférica (NPIV) (LI et al.,
2020).

Paralelamente, a senescéncia desencadeia o declinio de algumas funcdes
biolégicas béasicas como a perda de plasticidade neuronal, metabolismo
desacelerado e o aumento da prevaléncia da dor (DAGNINO; CAMPOS, 2022).
Notavelmente, a prevaléncia da dor aumenta mais do que o dobro apés os 60 anos
de idade, sendo que 25% a 50% dos idosos sofrem com dor (FITZMAURICE et al.,
2017).

Logo, a pré-disposicao a dor enfrentada pelos idosos somada a neuropatia
periférica que acomete idosos com cancer expostos a VCR é um paradigma clinico
preocupante. Sabe-se que a VCR pode favorecer processos inflamatorios, levando
a alteracdes sinapticas com consequente degeneracdo walleriana e apoptose
neuronal (LI et al., 2020; STAROBOVA; VETTER, 2017). Entretanto, ndo € bem
elucidado os processos neurotoxicos que a VCR pode causar em idosos.

Apesar disso, sabe-se que a VCR pode promover excitabilidade neuronal
devido principalmente a alteracdbes na homeostase de célcio; seguido pela
degeneracdo nas células nervosas (STAROBOVA; VETTER, 2017). O processo
inflamatorio ainda pode favorecer a migracdo de células inflamatdrias como
macréfagos estabelecendo neuroinflamacdo (MONTAGUE et al., 2018). Sendo
assim, o presente estudo teve como objetivo verificar a NPIV em ratos idosos e
jovens; buscando elucidar o papel da senescéncia no desenvolvimento da
nocicepcao, neurodegeneracao e excitabilidade neuronal por meio da atividade da
enzima Ca?* - ATPase.

2. METODOLOGIA

2.1. Protocolo Experimental

Ratos jovens (2 meses) e velhos (16 meses) da linhagem Wistar foram obtidos
do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas (CEEA 4506-2017) e
mantidos em condi¢cées padrdao. Os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais: (I) Controle Jovem; (II) Jovem + VCR; (lll) Velho Controle; e (IV)
Velho + VCR (7 animais por grupo). Nos dias 1, 3 e 5 do protocolo experimental, os
animais dos grupos Il e IV receberam a indugdo com VCR (0,1 mg.kg?, via
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intraperitoneal), enquanto os grupos | e Il receberam o veiculo (solugéo salina
0,9%, 10 ml.kg?, intraperitoneal). O protocolo experimental durou 17 dias, e no
ualtimo dia os animais foram submetidos a eutanasia. As estruturas cerebrais foram
dissecadas para andlise da enzima Ca?* - ATPase e a medula espinhal foi retirada
para analise histologica.
2.2. Avaliacdo das respostas nociceptivas
A resposta mecéanica foi avaliada nos dias 6, 11 e 17 do protocolo experimental

usando um transdutor de forca portatil (estesibmetro). O método de avaliacao
nociceptiva foi realizado conforme descrito por Alamri et al. (2018).
2.3. Andlise histoldgica

A coluna vertebral dos ratos jovens e velhos foi coletada e fixada em solugao
de formol tamponado (10%) por 24 horas. Posteriormente, as amostras foram
seccionadas e processadas e embebidas em parafina, cortadas em sec¢des de 3-4
Mm e coradas com hematoxilina-eosina (HE) para realizacdo de andlise em
microscépio optico.
2.4. Atividade enzimatica da Ca?* - ATPase

As amostras de cortex e medula foram homogeneizadas em tampao Tris-
HCI 50 mM (pH 7,4) e posteriormente centrifugadas a 900 x g por 10 minutos para
obtencdo do sobrenadante (S1). A atividade da Ca?*-ATPase foi conduzida
seguindo a metodologia descrita por Rohn (1993) e adaptada conforme Trevisan et
al. (2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A VCR causou nocicepcdo mecanica em ratos jovens e velhos em todos os
dias avaliados ap6s a inducdo com VCR (Figura A). No dia 6 do protocolo
experimental, ratos jovens e velhos apresentaram diminui¢cao do limiar de retirada
da pata em 30% e 17%, respectivamente. No dia 11, observamos a permanéncia
da sensibilidade mecéanica em ratos jovens e velhos (43% e 20%, respectivamente).
No dia 17, foi verificada sensibilidade mecanica em ratos jovens (31%) e velhos
(34%). E importante destacar que ratos velhos apresentaram maior sensibilidade
mecanica mesmo antes da indu¢ado quando comparado aos animais jovens. Logo,
o limiar de sensibilidade mecéanica de ratos velhos foi mais baixo do que ratos
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Protocolo experimental (dias)
Figura A. Efeitos da exposicdo a VCR na avaliagéo do limiar de retirada da pata
frente ao estimulo mecéanico em ratos jovens e velhos. Cada coluna representa a média +
erro padrdo da média (E.P.M.) de 7 animais por grupo. (++++) P < 0,0001 denota niveis
de significancia quando comparado o grupo controle jovem ao controle velho; (****) P <
0,0001 denota niveis de significancia na comparacéo do grupo VCR jovem com o grupo
jovem controle; (##) P < 0,01 e (####) P < 0,0001 denotam niveis de significancia quando
comparado o grupo ratos velhos com VCR ao grupo controle velho; (°) P < 0,05 e (°°°°) P
< 0,0001 denotam niveis de significancia quando comparado o grupo velho com VCR ao
grupo jovem com VCR. Foi utilizada ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey.
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A analise histoldgica (Figura B) demonstrou que a VCR causou vacuolizagcao
focalmente extensa bilateral e simétrica do espaco periaxonal com esferoides
axonais ocasionais na medula espinhal de ratos jovens (Figura B2 e B4) e velhos
(Figura B6 e B8). Em ratos idosos expostos a VCR, foram observados danos as
bainhas de mielina pelo desenvolvimento de fragmentos com vacuolos de
diferentes tamanhos, os quais desenvolveram paralelamente camaras de digestao
contendo macroéfagos, principalmente nos funiculos ventral e lateral (Figura B8).
Estes indicios indicam por meio do dano histolégico que a VCR foi capaz de causar
degeneracdo neuronal e walleriana em ratos velhos demonstrando o
comprometimento das células da medula espinhal.
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Figura B. Efeitos da exposi¢do a VCR na andlise histologica da medula espinhal de ratos
jovens e velhos. Os nimeros 1 e 3 correspondem ao perfil histolégico (PH) da medula
espinhal lombar de ratos jovens controle; 2 e 4 correspondem ao PH de ratos jovens com
VCR; 5 e 7 correspondem ao PH de ratos velhos controle; e 6 e 8 correspondem ao PH
de ratos velhos com VCR. A seta denota vacuolos na substancia branca dos animais
submetidos a VCR comparados aos grupos controle com a seta indicando a auséncia de
vacuolo. No canto direito da lamina 8 denota-se macr6fagos dentro de um vacuolo.

Alteracdes na excitabilidade neuronal foram avaliadas por meio do aumento
na atividade da Ca?*- ATPase no cértex cerebral (Figura C1) e medula espinhal
(Figura C2) de ratos jovens e velhos. A exposicao de ratos jovens a VCR causou
aumento na atividade da Ca?*- ATPase no coértex cerebral (175%) e medula
espinhal (3000%). Na medula de ratos velhos controle observamos o aumento per
se da atividade da Ca?*- ATPase. Ainda, em ratos velhos a VCR ocasionou o
aumento da atividade da enzima Ca?* - ATPase no cortex cerebral (141%) e medula
espinhal (166%). O aumento da atividade enzimatica indica o aumento da
translocacéo de Ca?* e, com isso, o aumento da excitabilidade sinaptica. Com este
achado inédito em ratos velhos, é possivel verificar que o aumento de Ca?*,
especialmente na medula espinhal, pode ser um ponto chave para o
desenvolvimento de degeneracdo walleriana e neuronal, bem como a
hipernocicepcéao.
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Figura C. Efeitos da exposicdo a VCR na atividade da enzima Ca?* - ATPase no cortex
cerebral (1) e medula espinhal (2) de ratos jovens e velhos. Cada coluna representa a
média * erro padrao da média (E.P.M.) de 7 animais por grupo. (+++) P < 0,001 denota
niveis de significAncia ao comparar o grupo controle jovem com o grupo controle velho;
(****) P < 0,0001 denotam niveis de significAncia quando comparado o grupo jovem com
VCR com o grupo jovem controle; (#) P < 0,05 e (###) P < 0,001 denotam niveis de
significancia quando comparado ratos velhos com VCR ao grupo de ratos velhos
controle. Foi utilizada ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey.

4. CONCLUSOES
Perante os resultados apresentados, verificamos que ratos jovens e velhos
desenvolveram NPIV; sendo que ratos velhos apresentaram maior hiperalgesia
mecanica. Observamos ainda que a VCR causou degeneragdo walleriana e
neuronal na medula espinhal de ratos velhos. Inferimos por fim que a degeneracéo
observada pode estar relacionada com o aumento da atividade da Ca?*- ATPase
podendo esta evidéncia indicar o aumento da excitabilidade neuronal.
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