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LUCENA, WANESK KERLY BARBOSA. Efeito do Sulfato de Vincristina sobre epitélio
Intestinal e Seminifero de ratos. Patos-PB, UFCG, 2016, 38p. Monografia (Trabalho de
Conclusao de Curso em Medicina Veterinaria). Unidade Académica de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal de Campina Grande.

RESUMO

Com o objetivo de avaliar a influéncia da utilizacido do sulfato de vincristina sobre epitélios de
rdpida multiplicagdo, neste trabalho sdo descritos aspectos morfolégicos do epitélio intestinal
(duodeno, jejuno e ileo) e do epitélio seminifero de ratos tratados aos 15 dias de vida e
eutanasiados na fase pubertal. Em sua grande maioria os quimioterdpicos hoje disponiveis
atuam na destruicdo de células em intensa multiplicacdo, ndo apresentando seletividade
celular exclusiva de células tumorais, causando inimeros efeitos deletérios tanto em tecidos
sadios quanto em células neoplasicas. Dentre os tecidos mais susceptiveis encontram-se o
epitélio seminifero e o epitélio intestinal por estarem em constante replica¢do celular. Foram
utilizados 10 animais (5 controles e 5 tratados com sulfato de vincristina). As aplicagdes da
droga ocorreram aos 15 dias de vida, e a eutandsia aos 64 dias de vida. Foram realizadas
medidas de pesos corpdreos, medidas morfométricas intestinais (altura de vilosidades e
profundida de criptas) e medidas morfométricas testiculares (didmetro total tubular, diametro
do limen tubular a altura do epitélio seminifero). As medidas biométricas foram feitas em
todos os animais do experimento, as avaliacdes morfométricas intestinais foram realizadas em
120 vilosidades e 120 criptas por segmento intestinal, e as avaliacbes morfométricas
testiculares em 200 tibulos seminiferos. Desta forma a quimioterapia pode causar sérios
danos ao intestino e testiculos, em especial a altura das vilosidades intestinais, refletindo
diretamente sob o ganho de peso. Promove também a diminuicio dos testiculos resultando em
infertilidade transitéria ou permanente. No entanto a utilizacdo da droga ndo influenciou
significativamente a renovacdo celular da mucosa intestinal, e consequentemente o peso
corpéreo médio também nao foi alterado.

Palavras chaves: intestinos, quimioterdpicos, testiculos.



LUCENA, WANESK KERLY BARBOSA. Effect of Vincristine Sulfate on Intestinal
Epithelium and Seminiferous rats. Patos-PB, UFCG, 2016, 38p. Monograph (Work
Completion of course in Veterinary Medicine). Academic Unit of Veterinary Medicine,
Federal University of Campina Grande.

ABSTRACT

In order to evaluate the influence of the use of vincristine sulfate on rapid multiplication
epithelia in this work are described morphology of the intestinal epithelium (duodenum,
jejunum and ileum) and the seminiferous epithelium of rats treated with 15 days of life and
euthanized in pubertal phase. Mostly the currently available chemotherapeutic agents act in
the destruction of cells in intense multiplication, not exclusive presenting cell selectivity of
tumor cells, causing many deleterious effects in both healthy tissues and in neoplastic cells.
Among the most susceptible tissues are the seminiferous epithelium and intestinal epithelium
since they are in constant cell replication. 10 animals (5 and 5 controls treated with vincristine
sulfate) were used. The drug applications occurred at 15 days of life, and euthanasia at 64
days of life. body weights were measured, intestinal morphometric measurements (villus
height and crypt profundida) and testicular morphometric measurements (tubular overall
diameter, the diameter of the tubular lumen the height of the seminiferous epithelium). The
biometric measurements were made on all animals in the experiment, intestinal morphometric
evaluations were performed in 120 villi and crypts 120 per intestinal segment, and the
morphometric testicular ratings in 200 seminiferous tubules. Thus chemotherapy can cause
serious damage to the intestine and testis, in particular the height of the intestinal villi,
reflecting directly on weight gain. It also promotes the reduction of the testes resulting in
temporary or permanent infertility. However the use of the drug did not significantly
influence cell renewal of intestinal mucosa, and thus the average body weight was also not
changed.

Keywords: intestine, chemotherapy, testis.
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1 INTRODUCAO

Nos dltimos anos, assim como nos humanos, os diagnésticos de cancer em animais
domésticos foram cada vez mais frequentes, € com isso a oncologia veterindria tem
demonstrado um notdrio crescimento. Atualmente, os avangos tecnoldgicos e bioldgicos na
medicina veterindria tém proporcionado uma longevidade maior a cies e gatos, fator que

predispde ao maior nimero de pacientes oncoldgicos.

A quimioterapia € um dos métodos mais utilizados no tratamento do cancer. Trata-se
de um procedimento médico-hospitalar de grande eficicia que faz uso de drogas
antineopldsicas. Uma das principais drogas utilizadas na quimioterapia veterindria, em
diversos tipos de neoplasias e principalmente no Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) é o
sulfato de vincristina, que se destaca tanto pela eficicia nos tratamentos, quanto pelo custo de
aquisicdo, sendo relativamente mais acessivel, se comparado a outras drogas antineoplasicas.
O sulfato de vincristina € uma droga que atua especificamente no ciclo celular, inibindo a
mitose, portanto agindo como farmaco fase M especifico, presentes em quase todos os

protocolos de terapia, tanto sozinho quanto em conjunto com outras drogas.

As drogas utilizadas nos protocolos de quimioterapia ndo sdo seletivas, ou seja, atuam
inespecificamente sobre todas as células de rdpida replicacdo. Dessa forma, atuam
indistintamente sobre as células tumorais e tecidos sadios, fato que gera os intimeros efeitos
colaterais. Os efeitos colaterais ocorrem porque as drogas agem inibindo, controlando ou
destruindo as células em rdpido processo de divisdo celular, incluindo as células tumorais, e

outras células como as células do trato digestivo, da medula 6ssea, do sangue e dos testiculos.

Os testiculos sdo as gdonadas masculinas, responsdveis pela producdo de hormdnios
(por¢do enddcrina) e pela espermatogénese (por¢do exodcrina). O parénquima testicular é
formado pelos tibulos seminiferos e o tecido intersticial testicular compreende as células de
Leydig, entre outras células do tecido conjuntivo intersticial. O epitélio estratificado que
reveste os tibulos € um dos tecidos com maior indice de replicacdo celular, tornando-se muito

sensivel a drogas que atuam especificamente no ciclo celular.

Os intestinos sdo 6rgaos tubulares, que estdo divididos em intestino delgado (duodeno,
jejuno e ileo) e intestino grosso (ceco, colon e reto). Suas principais func¢des sdo a digestao
dos alimentos e absor¢do dos nutrientes, sofrendo variagcdes no comprimento de acordo com

as espécies. A mucosa do intestino delgado difere da mucosa do intestino grosso
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principalmente pela presenca de vilosidades, que cobrem toda a sua tiinica mucosa. Estas
vilosidades sdo extremamente importantes para absorcdo dos nutrientes, tornando o intestino

delgado o 6rgio que possuem maior taxa de absorcao e renovacao celular.

O presente estudo visa avaliar os efeitos colaterais da aplicacdo do uso de sulfato de
vincristina sobre o epitélio seminifero e intestinal de ratos albinos tratados aos 15 dias de vida
e eutanasiados na fase puberal. Contribuird com informagdes importantes sobre o efeito

inibitério da droga sobre os epitélios em constante multiplicacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O sulfato de vincristina € um antineopldsico, desenvolvido a partir do principio ativo
da Catharanthus roseu. E um alcaléide classificado como antimicrotibulo e droga fase-
especifica, amplamente utilizado na oncologia veterindria. Atua inibindo o fuso mitético ao se
ligar com a tubulina (microfilamento intracelular), inibindo a polimerizacdo dos microttibulos
e consequentemente impedindo a replicacao celular. Alguns autores afirmam que a utiliza¢ao
do farmaco proporciona o aumento dos radicais livres, gerando efeito citotoxico, o que
potencializa o efeito da quimioterapia tanto em células tumorais como em células saudadveis
(MARTINS, 2011; BORIN-CRIVELLENTI; CRIVELLENTI, 2013; SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2014; MADDISON; PAGE; CHURCH, 2010).

A vincristina € popularmente conhecida como vinca résea, comumente cultivada em
jardins, sendo utilizada como medicamento alternativo no controle de hemorragias, limpeza e
cicatrizagio de feridas cronicas. E usada de forma terapéutica como antineopldsico sendo
amplamente difundido na quimioterapia veterindria. Clinicamente é empregada no tratamento
de diversos tumores linforreticulares como os linfomas canino, felino e do ferret,
nefroblastoma renal, leucemias, e sarcomas, no tratamento de trombocitopenia idiopética
verdadeira, adenocarcinomas mamadario € em especial no tratamento de tumor venéreo
transmissivel (TVT), que comumente acomete a espécie canina (VELOSO, 2016; MARTINS,
2011; ROSENTHAL, 1981; SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2014; FARO, 2008;
BORIN-CRIVELLENTI; CRIVELLENTI, 2013; DALECK; NARDI; RODASKI, 2008;
MADDISON; PAGE; CHURCH, 2010).

Os quimioterdpicos podem ser classificados de acordo com a fase do ciclo celular que
atuam em drogas ciclo-especifica e ciclo inespecificas (alquilantes); as ultimas podem atuar
em todas as fases do ciclo celular. As drogas ciclo especificas se dividem em fase-especifica e
fase-inespecifica. As fase-especificas (antimetabolitos e alcaldides) atuam em células em
divisdo e em determinadas fases do ciclo celular, ja as fase inespecificas (antibidticos) tem

efeito em varias fases do ciclo (BRILHANTE, 2012; VELOSO, 2016).

A seletividade celular é uma grande barreira a ser enfrentada, pois os quimioterdpicos
atualmente disponiveis ndo sdo seletivos na destrui¢do de células tumorais, fazendo com que
grande parte das drogas utilizadas no tratamento do cancer possuam agentes citotéxicos que
sdo mais prejudiciais as células com altas taxas de mitose, ocasionando desta forma efeitos

deletérios em tecidos sadios. Ressaltando que como qualquer outro quimioterapico, o sulfato
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de vincristina pode causar efeitos adversos como alteragdes neuroldgicas, dermatoldgicas
(alopecia, hiperpigmentacdo da pele), hematoldgicas como a mielossupressdo, e sinais
gastrointestinais ocasionados pela toxicidade entérica, como vomito, anorexia, {leo adinamico
e constipacao (SANTOS, 2009; SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2014; DALECK;
NARDI; RODASKI, 2008; MADDISON; PAGE; CHURCH, 2010; MARTINS, 2011;
NELSON; COUTO, 2001; SANTOS, 2009.).

Quanto maior a taxa de replicacdo celular mais susceptivel torna-se o tecido, portanto
os epitélios seminifero e intestinal apresentam maior sensibilidade aos efeitos adversos da
quimioterapia com o Sulfato de vincristina, devido a caracteristica da ndo seletividade celular

(DALECK; NARDI; RODASKI, 2008; KIERSZENBAUN, 2008).

Os testiculos sdo 6rgaos de formato oval ou arredondado nos mamiferos, localizando-
se fora da cavidade abdominal, com tamanho variante entre as espécies e envolto pelo escroto,
que pode ser definido como uma bolsa musculo-cutinea onde estdo contidos além dos
testiculos, o epididimo e a primeira por¢do dos ductos deferentes. Este posicionamento
externo dos testiculos tem como funcdo a termorregulacdo, uma vez que o 6rgido deve

apresentar-se mais frio que o restante do corpo para que possa desempenhar suas fungdes

adequadamente. (CARRETTA-J [jNIOR, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Podem ser denominados de gbénadas masculinas, as quais sdo compostas por uma
por¢do enddcrina e outra exdcrina, tendo como alvo principal a producdo de hormodnios e a
espermatogénese, respectivamente. A por¢do enddcrina € formada pelas células intersticiais
de Leydig. Os tibulos seminiferos formam a porcdo exdcrina da glandula, que sao
responsdveis pela producdo dos gametas. Embora existam diferencas entre as espécies,
descreve-se que o processo espermatogénico ocorre em ondas helicoidais que progridem pelos

tubulos espermatogénicos, rumos aos tibulos retos (BANKS,1991).

Estudos mostram que os danos testiculares causados pela administracdo de drogas em
ratos pré-puberes podem ser estendidos para a vida adulta, levando a danos sérios na
fertilidade (FREITAS et al., 2002; STUMPP et al., 2004). De acordo com Brilhante, Stumpp e
Miraglia (2011), a andlise morfométrica e de parametros estereoldgicos testiculares podem
fornecer importantes informagdes sobre a extensdo dos danos causados a espermatogénese e

sobre a dindmica dos compartimentos testiculares.
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Segundo Brilhante et al (2012), ratos jovens tratados com doxorrubicina apresentaram
vacuolizacdo e desorganizacdo no epitélio seminifero, diminui¢do do peso dos testiculos, no
nimero de espermatozoides e danos a sua morfologia, o que leva a perda gradativa da
fertilidade. Observaram também que os animais tratados apresentavam menor ganho de peso
quando comparados aos animais do grupo controle. Caes tratados com vincristina podem
apresentar degeneracgdo testicular em grau severo com presenca de vacuolizacdes, descamagao
epitelial, diminuicdo da luz tubular e presenca de células gigantes. Portanto, além da
vincristina, outras drogas quimioterdpicas apresentam resultados deletérios sobre a capacidade
reprodutiva do paciente (HODEL et al., 1984; TRASLER et al., 1988; DALECK et al., 1995;
BORDALLO, 2001; CASTRO, 2007; VAISHEVA et al., 2013).

O intestino delgado é um 6rgdo tubular responsdvel pela digestdo, barreira imune,
secrecdo enddcrina e principalmente absor¢do de nutrientes. Estas fungdes sdo possiveis, pois
o Orgdo possui algumas adaptagdes que aumentam tanto a superficie secretora quanto a
absortiva através de projecOes epiteliais semelhantes a dedos conhecidos como vilos ou
vilosidades que recobrem todo o epitélio (BANKS, 1991; DAVIDSON; STABENFELDT,
2008; HIB, 2003).

De acordo com Banks (1991a) o intestino delgado possui algumas particularidades em
cada uma de suas por¢des. A por¢do mais cranial denominada duodeno possui uma tinica
mucosa altamente pregueada, com vilos e pregas circulares. Os vilos, embora estejam sujeitos
a variagdes, tendem a ser largos, com formato regular e ponta arredondada. Os vilos estreitos,
pequenos € menos numerosos caracterizam o jejuno, que acompanha o mesmo padrido da
mucosa duodenal diferindo apenas na morfologia dos vilos. A por¢ao final recebe o nome de
ileo. Os vilos desta regido sdao claviformes, podendo os nddulos linfaticos tornassem

suficientes grandes para preencher ou obliterar totalmente estes.
Segundo Junqueira e Carneiro (2008, p.301) morfologicamente:

“O epitélio dos vilos é formado principalmente por células absortivas (enterdcitos)
e células caliciformes e se continua com epitélio das criptas, que por sua vez contém
algumas células absortivas, células caliciformes, células enteroenddcrinas, células de

Paneth e células-tronco.”

As vilosidades estdo presentes em todas as espécies € aumentam a drea superficial do
intestino de 10 a 14 vezes, comparada com a superficie plana de igual extensdo. Estas

possuem um eixo central de tecido conjuntivo — que é um prolongamento do tecido



18

conjuntivo da lamina propria — e seu epitélio superficial de revestimento é simples cilindrico
com microvilos submicroscopicos, que lhe dd a aparéncia de uma escova, caracteristica

conhecida como borda-em-escova (DAVIDSON; STABENFELDT, 2008; HIB, 2003).

De acordo com Caruso e Demonte (2005) a altura das vilosidades afeta diretamente o
ganho ou perda de peso, portanto um tamanho menor das vilosidades reflete na redu¢do do
transporte de nutrientes pela superficie do enterdcito, e consequentemente ocorre uma

diminui¢do na absorcao.
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo utilizou como modelo experimental ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicusa albinus) foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Satide e
Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina Grande (CSTR/UFCG), com parecer

consubstanciado, sob registro n° 02/2015.

3.1 Obtengao dos animais
Foram utilizados 10 (dez) 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.
3.2 Formacgao do grupo experimental e controle
Os acasalamentos ocorreram no periodo noturno, € na manha do dia seguinte, realizou-se

esfregacos vaginais para averiguar a presenca de espermatozoides, atestando assim a cobertura

(Figura 1). Esse dia foi considerado o dia 1 de gestacgao.

Figura 1: Realizacdo do esfregaco vaginal.

Fonte: Arquivo Pessoal (2016).

Os animais foram marcados com furos no pavilhdo auricular por meio de alicate de

perfuragcdo para identificacio individual. Foram desmamados aos 21 dias e mantidos em gaiolas
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de 06 (seis) animais cada, sob maravalha, e monitorados quanto a higiene e satide. As condi¢des
de criacdo foram padronizadas e mantidas durante todo o experimento, com regime didrio de 12
horas luz (em regime circadiano), sob temperatura controlada, alimentados com ragdo comercial
e dgua ad libitum. O ganho de peso foi monitorado desde o dia seguinte ao nascimento até o dia
da eutandsia como mostra a figura 2. No dia do sacrificio, os animais foram pesados e os dados

analisados nesse estudo.
Figura 2: Pesagem dos animais dos animais em balanga digital de precisdo, mostrando a progressao
da massa corpdrea de um mesmo individuo. A - Animal com um dia de idade e B —Animal aos 64

dias de vida.

Fonte: Arquivo Pessoal (2016).

Apoés o nascimento, os animais foram submetidos a sexagem, por meio de inspecao da
genitdlia externa (Figura 3), e grupos de 06 (seis) machos foram acomodados por fémea matriz
durante a amamentagdo em gaiolas plasticas. Os animais foram desmamados aos 21 dias de vida
e distribuidos em dois grupos principais: o grupo GC (controle) e o grupo GV (tratados com
Sulfato de Vincristina).

Os grupos GC e GV possuiam 05 animais cada, que foram eutanasiados aos 64
dias de vida (tabela 1). Esse intervalo de tempo foi escolhido mediante o desenvolvimento e
maturacdo do organismo dos animais em estudo, ou seja, animais pré-ptberes (aos 40 dias de

vida), puberes (aos 64 dias de vida) e adultos (aos 127 dias de vida).
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Figura 3: Sexagem dos animais no primeiro dia de vida por meio de inspecdo da genitélia externa.
A

Fonte: Arquivo Pessoal (2016).

O grupo GC recebeu solucdo salina por via intraperitoneal aos 15 dias de idade, na mesma
dose empregada no grupo GV. Objetivou-se com isso simular as condi¢des de manipulacdo do
grupo tratado, efetuando-se os mesmos procedimentos em todos os grupos. Os animais do grupo
GV receberam sulfato de vincristina em dose dnica por via intraperitoneal de 0,05 mg/kg de peso
vivo aos 15 dias idade (Figura 4) (HODEL, 1984; VELOSO, 2016). O dia da administracao 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 formagdao (CLEGG, 1960;

RUSSELL, 1990).

Tabela 1: Distribuicdo dos animais e procedimentos experimentais em grupos de ratos controle e tratado.

GRUPO N° DE APLICACAO IDADE AO
ANIMAIS (substancia) SACRIFICIO
(unid.) (dias)
GCes 5 Solugéo salina 64
GV 5 Sulfato de vincristina 64

Nas idade especificada, os animais foram pesados e anestesiados com Tiopental Sédico

(89 mg/kg de peso corpéreo) segundo BRILHANTE (2012);
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Figura 4: A - Aplicacdo de sulfato de vincristina em dose tnica por via intraperitoneal. B — Ampola do Sulfato de
Vincristina juntamente com agulha de insulina utilizada para as aplicagdes.

Fonte: Arquivo Pessoal (2016).

3.3 Coleta e processamento das amostras
3.3.1 Coleta do tecido intestinal

Apds a eutandsia dos animais, foram coletadas amostras de 5 cm linear do intestino
(duodeno, jejuno, ileo) que em seguida foram imersas em solu¢do de fixacdo de formol
tamponado a 10% por quarenta e oito horas. Apds a fixagdo as amostras foram desidratadas em
alcool em concentragdes crescentes, imersas em xilol (diafanizagdo), cortadas, clarificadas e
incluidas em parafina semelhante ao processo realizado por MICHALANY (1998). Os fragmentos
foram cortados em micrétomo rotativo manual LEICA RM2125 RT navalhas descartdveis Easy
Path DURAEDGE para obten¢do de seccoes de tecido com 07 um cada, ao quais foram corados
pela técnica de hematoxilina e eosina (HE). Para cada animal foram confeccionadas 3 (trés)
laminas, uma por segmento intestinal (duodeno, jejuno e ileo) com 4 (quatro) cortes histolégicos

cada, ndo seriados com intervalo de 5 cortes de um para outro.
Avaliacdo morfométrica

Os cortes de intestino foram submetidos a avaliagdo morfométrica em microscépio de luz

da marca Olympus BX41, acoplada ao Sistema de Andlise de Imagens Image Pr6-Express 6.0. O
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estudo morfométrico foi randomizado, em cada corte foi mensurada a altura de 30 vilosidades
intestinais (totalizando 120 por segmento) e profundidade de 30 criptas de Lieberkunh

(totalizando 120 por segmento) (Figura 5), obtendo as médias de ambas respectivamente.

Figura 5: A - Vista da drea de uma vilosidade duodenal em amarelo e como foi medido o comprimento através de
retas pontilhadas. B- Vista da 4drea de uma cripta de Lieberkunh duodenal em amarelo e como foi medido o
comprimento através de retas pontilhadas.

Fonte: Arquivo Pessoal (2016).

Avaliagdo macroscépica e microscopica

Antes da coleta dos fragmentos, o intestino foi inteiramente inspecionado (avaliacdao
macroscopica). A inspecdo macroscopica destinou-se a investigar a ocorréncia de aderéncias,
abscessos, tumores, entre outros.

Antes da avaliacdo morfométrica, os cortes de intestino foram inteiramente inspecionados
(avaliacdo microscopica). A inspe¢do microscopica destinou-se a investigar a ocorréncia de dreas

inflamatorias, necrose intestinal, entre outras.

3.3.2 Coleta de tecido seminifero

Apés a eutandsia dos animais, as amostras do epitélio seminifero foram coletadas
imediatamente e pré-fixadas por imersio em solugdo fixadora de Bouin e apds 30 minutos foram
hemisseccionadas e as hemisseccoes retornaram a solu¢do de Bouin permanecendo por 24 horas.

Ap6s a fixacdo, as amostras foram desidratadas em dlcool em concentragdes crescentes, imersas
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em xilol (diafanizagdo), cortadas, clarificadas e incluidas em parafina processo semelhante ao
realizado por MICHALANY(1998). Os fragmentos foram cortados em micrétomo rotativo
manual LEICA RM2125 RT navalhas descartdveis Easy Path DURAEDGE para obtencio de
sec¢oes de tecido com 5 um cada, as quais foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina
(HE). Para cada animal foram confeccionados 10 (dez) laminas, 05 de cada testiculo (direito e

esquerdo) com 02 (dois) cortes histolégicos cada, ou seja, 20 (vinte) cortes por animal.

Avaliacdo morfométrica

Os cortes de testiculos foram submetidos a avaliacdo morfométrica do epitélio seminifero
em microscopio de luz da marca Olympus BX41, com objetiva de 20x acoplada ao Sistema de
Andlise de Imagens Image Pré-Express 6.0. O estudo morfométrico foi randomizado e em cada
corte foram mensurados de forma aleatéria 200 tibulos seminiferos em corte transversal por
animal (100 em cada testiculo). Determinou-se o diametro total tubular e o diametro do Iimen
tubular (Figura 6). A diferencga entre o didmetro total do tibulo seminifero e o didmetro do limen
dividido por 2 (dois) correspondeu a altura do epitélio seminifero. Todos os parametros foram

mensurados de forma individual e em seguida calculada a média ponderada de cada grupo.
Avaliagdo macroscopica e microscopica
Antes da coleta dos fragmentos, os testiculos foram inteiramente inspecionados (avaliagao

macroscopica). A inspe¢ao microscéopica destinou-se a investigar a ocorréncia de alteracdes como

aderéncias, tumores, degeneragdo e necrose tubular, entre outras.
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Figura 6: A - Vista de um tibulo seminifero de um animal do grupo controle e de como foi medido o didmetro total

do tibulo (reta pontilhada vermelha) e o didmetro do limen tubular (reta pontilhada verde).

, -4 B >3
Fonte: Arquivo Pessoal (2016).

3.4 Analise estatistica

Os resultados foram estatisticamente confrontados pelo teste de normalidade Shapiro-
Wilk, programa BioEstat 5.0, e posteriormente de acordo com os resultados foi realizada a
escolha do teste adequado.

Os dados foram avaliados pelo teste paramétrico “t” de Student, que exige uma
distribuicdo normal dos valores analisados (Curva de Gauss) e se aplica a comparacdes pareadas
entre grupos tratados e seus respectivos controles. Os resultados que ndo passaram pelo teste de
normalidade e variancia foram submetidos ao teste ndo paramétrico “U” de Mann Whitney.

Os resultados foram considerados significantes quando p<0,05 e muito significantes

quando p<0,01.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa abrangeu avaliacdes de cardter histologico e morfométrico, e os resultados
obtidos foram apresentados em tabelas contendo um grupo tratado com sulfato de vincristina e
seu respectivo controle.

Ao final do experimento, ndo houve diferenca estatistica entre grupo tratado e controle em

relagdo a varidvel peso (p>0,05). (Tabela 02).

Tabela 02: Médias dos pesos corpdreos expressos em gramas, dos ratos dos grupos controle e
tratado aos 64 dias de idade (médias e + desvio padrao).

PESO CORPOREO (G)
ANIMAIS GCos GV
1 198,91 235,73
2 239,56 249,14
3 207,96 228,05
4 220,11 237,62
5 260,12 246,22
Média + DP 225.33+24.79 239.35+8,46

Ges- Médias nao diferiram entre si pelo teste ”t” de Student (p>0,05). Significincia *

As oscilagdes dos pesos corpéreos nos grupos de 64 dias ndo foram significantes,
possivelmente em virtude do efeito cronico produzido pela droga sobre os tecidos estudados. No
entanto reducdes transitorias nos pesos corporeos de animais tratados com quimioterdpicos t€ém
sido relatadas como alteragdes comuns ndo s6 com o uso de sulfato de vincristina, mas, com
outras drogas antineopldsicas (BRILHANTE, 1999; COSKUN, 2013; DEHGHANI, 2013;
HODEL, 1984; OKADA, 2009; VASILIAUSHA, 2012; VENDRAMINI; SASSO-CERRI;
MIRAGLIA, 2010; PEIXOTO-JUNIOR, 2009).

Caruso e Demonte (2005) afirmam que “nos ratos o ciclo proliferativo completo da
dindmica da renovacgdo celular é de um dia, e o tempo de vida das células nos vilos é de dois
dias”. Visto que a droga foi utilizada aos 15 dias de vida, o epitélio intestinal ja estava totalmente

renovado no momento da eutandsia e coleta dos fragmentos.
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Considerando as médias morfométrica das estruturas presentes na tinica mucosa do grupo
tratado com sulfato de Vincristina (GVe4) em relagdo ao seu controle (solucio salina - GC64),
observou-se que ndao houve diferenca significativa da altura das vilosidades intestinais e da
profundidade das criptas de Lieberkuhn em nenhum dos segmentos analisados (duodeno, jejuno e
ileo). Este achado permitiu inferir que, uma vez que ndo houve diminuicdo da altura das
vilosidades, a absorcdo de nutrientes nao foi afetada. Estes resultados diferem dos apresentados
por SOARES et al. (2008) que investigando os efeitos do quimioterapico 5-FU sobre o epitélio
intestinal de ratos, observaram lesdes nas células epiteliais da mucosa intestinal além de uma

diminui¢do na altura das vilosidades duodenais (BASTOS, 2014).

Ao correlacionarmos as medidas da morfometria intestinal com os valores médios dos
pesos corpodreos apresentados, o resultado encontrado estd de acordo com Caruso e Demonte
(2005), os quais afirmaram que a altura das vilosidades afetam diretamente o ganho ou perda de
peso, portanto um tamanho menor das vilosidades refletiria na reducdo do transporte de
nutrientes pela superficie dos enterdcitos, € consequentemente iria ocorrer uma diminui¢do na
absorcdo. A altura média das vilosidades do intestino delgado dos ratos ndo diferiu

significativamente entre os grupos experimentais (tratado e controle) (Tabela 03).

Tabela 03: Medidas da altura das vilosidades dos segmentos de intestino analisados expressas
em micrometros de ratos dos grupos controle e tratado aos 64 dias de idade. (Médias + desvio
padrdo).

ALTURA DAS VILOSIDADES (um)

SEGMENTOS Grupo GC Grupo GV

Duodeno 838,11 212,00 784,88 + 47,93
Jejuno 668,37 + 83,85 628,64 + 38,90
fleo 483,90 + 69,87 451,09+ 42,78

Ges- Médias ndo diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p>0,05). Significincia *

As criptas sdo glandulas tubulares simples, localizadas entre as bases das vilosidades, e
conhecidas também como glandulas intestinais ou de Lieberkuhn (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008). De maneira geral, a profundidade das glandulas intestinais do grupo tratado nao diferiram

significativamente do grupo controle respectivo (Tabela 04).
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Tabela 04:M¢édias e Desvios Padrao das profundidades das criptas dos segmentos intestinais
analisados expresso em micrometros de ratos dos grupos controle e tratado aos 64 dias de idade
(médias + desvio padrao).

PROFUNDIDADE DE CRIPTA (pm)

SEGMENTOS Grupo GC Grupo GV
Duodeno 200,27+20,09 219,49 = 19,72
Jejuno 210,25+ 12,17 216,27 + 49,64
fleo 197,21+ 21,77 178,56 + 34,34

Ges- Médias nao diferiram entre si pelo teste “t” de Student (p>0,05). Significancia *

Ocorreram reducdes significantes nos didmetros dos tibulos seminiferos (Tabela 05) de

animais do grupo tratado quando comparado ao seu controle respectivo.

Tabela 05: Diametros dos tibulos seminiferos (em pm) de ratos dos grupos controle e tratado
aos 64 dias de idade (valores individuais, médias + desvios padrao).

DIAMETRO TUBULAR (um)
ANIMAIS GCs4 GVes
1 424.33 390.75
2 437.89 390.33
3 412.45 399.5
4 425.26 399.70
5 405.34 397.39
Médias + Desvio Padrio 421,06+12,57* 395,55+4,66

Ge4 -Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,01). Significancia *
A altura do epitélio seminifero mostrou-se reduzida em todos os animais pertencentes ao
grupo tratado. O grupo tratado de 64 dias (GVe4) reduziu 24,9%, quando comparado ao

respectivo grupo controle (Tabela 06).
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Tabela 06: Altura do epitélio seminifero expresso em micrometros de ratos dos grupos controle e
tratado aos 64 dias de idade (valores individuais, médias + desvio padrao).

ALTURA DE EPITELIO (um)

ANIMAIS GCe4 GV

1 138.57 95.02

2 147.00 100.85

3 135.40 96.64

4 127.69 103.33

5 116.64 104.34

Médias + Desvios Padrao 133,06+11,49* 100,04+4,08

G64 -Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,01). Significancia *

Os diametros dos tdbulos seminiferos, associados a altura do epitélio seminifero sdo
parametros quantitativos que possibilitam avaliar a ocorréncia da atividade espermatogénica. Isto
ocorre em virtude desses parametros apresentarem uma relacdo proporcional com a producdo de
espermatozoides, sendo portanto importantes para avaliagdo do ciclo celular (CARRETTA-
JUNIOR, 2012). Portanto, as reducdes nestes valores sugerem o comprometimento do epitélio
seminifero das gonadas dos animais tratados com sulfato de vincristina, e esses danos podem ter

inicio com o tratamento e se estender de forma cronica por toda vida adulta dos animais.

A média do didmetro do lumen dos tabulos seminiferos revelou-se aumentada nos animais
do grupo tratamento de 64 dias (GVes), apresentando diferenca significante (p<0,01) quando

comparada a média do grupo controle (Tabela 07).

A média do grupo GVes aumentou 20,74% em relacdo ao controle de mesma idade. Este
aumento de didmetro do luminal dos tibulos seminiferos se deu provavelmente devido a
diminui¢do celular do epitélio seminifero (Figura 2). Desta forma, concomitante a redugdo do
didmetro do tdibulo seminifero, houve aumento do didmetro do limen tubular, refletindo a

reducdo da altura do epitélio seminifero decorrente da deplecdo celular (VELOSO, 2016).
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Tabela 07: Diametro do limen do tdbulo seminifero expresso em micrometros de ratos dos
grupos controle e tratado aos 64 dias de idade (médias + desvio padrdo).

DIAMETRO LUMINAL (um)
ANIMAIS GCe4 GV
1 147.17 200.71
2 143.88 188.61
3 141.65 206.26
4 169.86 193.03
5 172.04 188.70
Meédias+Desvio Padrao 154,92+14,78* 195,46+7,79

GVes -Médias diferiram entre si pelo teste “U” de Mann-Whitney (p<0,01). Significancia *

Figura 7: Vista de um ttibulo de seminifero apds utilizacdo do Sulfato de Vincristina,
apresentando vacuoliza¢do, descamagdo epitelial e desestruturag@o do epitélio.
A L ] 3 : )

1.

Tanto as reducdes no didmetro tubular, quanto o aumento do didmetro luminal dos tibulos
seminiferos foram descritos por NASRABADI, MOHAMMADNEJAD, NIKPOUR (2012) e por
VAISHEVA (2013), quando avaliaram os efeitos de sulfato de vincristina sobre as estruturas

morfoldgicas do testiculo de ratos.

A barreira hemato-testicular nos ratos encontra-se em formac¢do no 16° dia de vida,
(VITALE, 1973). Assim sendo, os testiculos de animais pré-puberes encontram-se sensiveis a

acdo das drogas, principalmente quimioterdpicos, e entre eles o sulfato de vincristina. A droga
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interage com as cé€lulas do epitélio seminifero, provocam os efeitos colaterais como morte ou
alteragdes celulares que se estendem mesmo apds a maturidade, comprometendo a capacidade

reprodutiva parcialmente ou de forma definitiva.

Nessa pesquisa, a administracdo do sulfato de vincristina aos 15 dias de vida pode ter
possibilitado a passagem da substancia e de seus metabodlitos pela barreira hemato-testicular

maximizando os efeitos citotoxicos sobre todos os tipos celulares do epitélio seminifero

(VELOSO, 2016)

Os danos causados pelo sulfato de vincristina sdo evidentes, porém, pouco relatados
quando comparados a outros quimioterdpicos. Alguns estudiosos descrevem as alteracdes como
reversiveis (DALECK, 1995), outros relataram suspensao transitéria da espermatogénese em caes
tratados com sulfato de vincristina (ROSENTHAL, 1981). Entretanto concordam que o grau de
severidade parece estd diretamente relacionado com a dose empregada e com a idade na qual

ocorreu o tratamento (MEISTRICH, 1982).

O grupo controle GCss apresentou caracteristicas morfologicas normais, no entanto o
grupo tratado apresentou diversas alteragcdes morfolégicas como vacuolizacdo e descamacdo
epitelial, representado pelos restos celulares no limen tubular e diferencas nas populagdes dos

tipos celulares, quando comparada ao respectivo controle.

Além disso, € possivel que a administracdo da droga na fase pré-pubere tenha atrasado o
processo de diferenciacdo das células germinativas, visto que o epitélio seminifero ainda
encontrava-se em desenvolvimento. De posse dessas informagdes € possivel sugerir que ocorreu
ampla mortalidade de células tronco de reserva e de renovagdo. Os resultados de pesquisas

semelhantes com sulfato de vincristina corroboram com esse estudo (HODEL, 1984;

ROSENTHAL, 1981).

Outra alteracdo morfoldgica frequentemente observada nesse estudo foi a vacuolizacdo
intratubular no epitélio seminifero dos animais tratados com o quimioterdpico. Esse achado foi
proporcionalmente maior nos tibulos seminiferos em que o epitélio encontrava-se mais avariado.
E possivel que as vacuolizacdes tenham se originado de espagos outrora ocupados por células da
linhagem germinativa que sofreram apoptose ou degeneragdes, ou ainda, a partir do

desprendimento de células germinativas para o limen tubular.
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As alteracdes morfolégicas observadas nesse estudo estio de acordo com os achados
descritos pela literatura. DALECK (1995) estudando os efeitos deletérios de sulfato de vincristina
em testiculos de cdes relatou a presenga de vacuolizagdes no epitélio seminifero, a mesma

alteracdo também foi descrita por ROSENTHAL (1981).

Infelizmente, os quimioterdpicos hoje disponiveis ndo sdo seletivos na destrui¢do
exclusiva de células tumorais, e grande parte das drogas utilizadas no tratamento do cancer
causam inumeros efeitos adversos principalmente nos tecidos de intensa multiplicagdo,
lesionando tecidos sadios. A neurotoxidade provocada pelo Sulfato de vincristina pode ocasionar
neuropatia periférica, determinando parestesia, déficit proprioceptivo, ileo adindmico e
constipacao. Ressaltando que, como qualquer outro quimioterdpico, pode causar alopecia e sinais
gastrointestinais como dor abdominal, diarreias, nduseas e vomitos (SANTOS, 2009; SPINOSA;
GORNIAK; BERNARDI, 2014; DALECK; NARDI; RODASKI, 2008). Dentre uma variedade
de efeitos indesejados, as implicagdes deletérias sobre as gonadas masculinas sdo referidas em

homens (VAISHEVA, 2013) e em outras espécies animais (DALECK, 1995).
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5 CONCLUSOES

A administracdo de sulfato de vincristina ndo afetou histologicamente e
morfometricamente a mucosa do intestino delgado dos ratos tratados, refletindo desta forma no
peso corpodreo, que nao apresentou diferenca entre os grupos analisados. No entanto constatou-se
que o quimioterdpico é agressivo a integridade morfoldgica do epitélio seminifero provocando
danos a espermatogénese, o que acarreta em perda de células da linhagem germinativa e,

consequentemente, acentuada deplecao do epitélio.
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