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RESUMO

E comum o clinico veterinario submeter
animais a quimioterapia para controle de neoplasias e observar
depressdo medular, com presenca de anemia, leucopenia e
trombocitopenia como efeitos colaterais. Nesses casos, podem-
se adotar duas condutas: supressdo da quimioterapia e/ou
utilizagdo de estimulantes de medula 6ssea. Dentre os
medicamentos estimulantes mais utilizados, podemos citar o
decanoato de nandrolona (Deca-durabolin®), cuja eficacia
para os animais domésticos é pouco estudada, com poucos
relatos na literatura nacional e internacional. Este trabalho
visou estudar a acdo do decanoato de nandrolona (DN), na
dose de 1,5mg/kg, por via intramuscular, como estimulante de
medula déssea em ratos (Rattus rattus) com supressao medular
induzida pelo sulfato de vincristina (Oncovin®) nas doses de 4
e 8mg m?2, por via intraperitoneal. Foram realizados
hemograma, contagem de plaquetas e determinagdo da
proteina total plasmatica. Os resultados obtidos mostram que
sua eficacia na estimulagdo da medula dssea depende do
grau de depressao medular e da dose administrada.

Palavras-chave: estimulante, medula 6ssea, rato, decanoato
de nandrolona, vincristina.

ABSTRACT

In veterinary practice it is common to submit
animals to chemotherapy for neoplasia control and to observe
bone marrow depression, with presence of anemia, leukopenia
and thrombocytopenia as collateral effects. In these cases,

two therapeutical protocols can be adopted: chemotherapy
by suppression and/or use of bone marrow stimulants.
Nandrolone decanoate (Deca-durabolin®) is a bone marrow
stimulant used in veterinary medicine despite few studies
were conducted in domestic animals. The objective of this
study was to analyse nandrolone decanoate (ND-1,5mg/kg,
intramuscular), as a bone marrow stimulant in rats (Rattus
rattus) with medular suppression induced by 4 and 8mg m=2
(intraperitoneal) of vincristine (Oncovin®). Hemogram,
platelets counting and total plasma protein determination
were evaluated. These results showed that its effectiveness in
bone marrow stimulation depends on the degree of depression
and the dose of administration.

Key words: stimulant, bone marrow, rat, nandrolone
decanoate, vincristine.

INTRODUCAO

No tratamento das neoplasias humanas e
dos animais domésticos, a quimioterapia tem sido a
conduta de escolha, mesmo estando amplamente
documentado que esses medicamentos podem
provocar efeitos colaterais indesejaveis, como
depressdo medular (PARCHMENT et al.,1998;
PAGNANO etal., 2000) . Dentre os quimioterapicos, a
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vincristina (Oncovin®) tem sido uma das drogas mais
utilizadas pelos clinicos veterinarios. E um alcaléide
da vinca atuando nas células, promovendo ruptura do
fuso mitético. E droga de fase especifica, por isso é
utilizada nas neoplasias, interrompendo a divisdo
celular. N&o é absorvida pelo trato gastrintestinal, por
isso é administrada exclusivamente pela via
intravenosa, exigindo cautela em sua administracdo,
pois causa graves danos teciduais quando ocorre
extravasamento (NELSON & COUTO, 1998). E
metabolizada pelo figado e excretada pela bile. Causa
mielossupressdo em grau leve, neuropatia periférica,
parestesia e anorexia. E usada terapeuticamente no
tumor venéreo transmissivel, doencas linfo e
mieloproliferativas, carcinomas e sarcomas variados.
E utilizada em cées e gatos na dose de 0,125 a 0,250mg
kg! (ANDRADE, 2002) ou 0,5mg m2 semanalmente
(NELSON & COUTO, 1998).

A nandrolona é um andrégeno sintético com
acdo anabolizante, que estimula o crescimento e a
resisténcia celular. Pode ser utilizado na regeneragéo
de diversos tecidos, como o sangiiineo, cérneo e
outros (LARSSON et al., 2002). Outros medicamentos
estimulantes da medula 6ssea utilizados séo o &cido
all-trans-retindico (Vesonoid®) (PALLOTAetal., 2000),
a oximetolona (Hemogenin®) e a timomodulina
(Leucogen®), cuja eficacia para os animais domésticos,
é pouco estudada (GALE etal., 1981). CABRERA et al.
(1996) relataram um caso em que a timomodulina foi
administrada juntamente com outros imunoterapicos
especificos, em crianga portadora de neutropenia
ciclica. Ndo foram encontrados relatos mais recentes
do uso desses farmacos em cdes ou outros animais
domésticos.

A aplasia-hipoplasia da medula 6ssea é
caracterizada pela diminuicdo de todas as linhagens
celulares da medula 6ssea (medula 6ssea aplasica ou
pancitopenia aplasica) ou dos precursores eritroides
(aplasia ou hipoplasia de hemacias ou aplasia isolada
de heméacias). Causam anemia ou citopenias
combinadas que podem ser induzidas por uma grande
variedade de distlrbios ou agentes e estados de
desnutri¢do protéica (VITURI et al., 2000), os quais
resultam na producdo diminuida, destrui¢do ou
seqliestro aumentados. Os quimioterapicos figuram
como causadores em potencial dessas hipoplasias/
aplasias medulares (NELSON & COUTO, 1998). A
avaliacdo de toxicidade a medula 6ssea (MO) é
realizada, principalmente, através do hemograma,
calculo dos indices hematimétricos (VCM, CHCM) e
contagem de plaquetas. O exame de material
puncionado da MO (mielograma) ainda néo se tornou
rotina na préatica da clinica veterinaria (LUND, 2000).

A MO é uma mistura complexa de células
com um alto ritmo de multiplicacdo sendo vulneravel
aos efeitos nocivos de muitas substancias quimicas.
A MO parece reagir uniformemente em todas as
linhagens. E capaz de expandir 5 a 10 vezes sua taxa
normal de producgéo se houver aumento da demanda
celular. No entanto, se a célula pluripotente (Stem Cell)
estiver reduzida em 10% do normal, a capacidade de
compensacao diminui e o resultado é a pancitopenia.
A mielotoxicidade direta é um efeito téxico dose-
limitante que, geralmente, afeta todas as linhagens
sangliineas, podendo apresentar algum grau de toxidez
preferencial, dependendo do agente envolvido. A
mielotoxicidade direta € observada em animais
submetidos a tratamentos antineoplasicos,
principalmente, mas tambhém ap0s exposi¢do a certos
antibidticos (cloranfenicol, estreptomicina, por
exemplo), drogas antivirais, anticonvulsivantes,
antiinflamatdrios, diuréticos, estrégenos e outros
(WEISS & KLAUSNER, 1990; HART & NOLTE, 1995).
A sequéncia de declinio na contagem das células
sangiiineas esta relacionada ao tempo de permanéncia
das células no sangue. Devido a curta meia-vida do
neutrdéfilo, a neutropenia é a primeira a ser observada,
seguida por trombocitopenia, e, entdo, anemia
(GOSSET, 2000).

O plasma contém uma mistura de proteinas
—albumina, “globulinas” (varias proteinas agrupadas,
inclusive as imunoglobulinas, enzimas, proteinas
especificas de transporte (como a transferrina)
hormonios protéicos e fatores de coagulagcdo. A
maioria é sintetizada pelo figado a partir de
aminodacidos. Todas possuem funcGes diferentes e
especificas mas, como um grupo, funcionam na
manutencdo da pressdo osmotica do plasma. A
proteina total pode ser mensurada pelo método do
biureto ou por refratometria, que é Gtil nas
emergéncias e nas clinicas veterinarias (FELDMAN
et al., 2000). A proteina total pode estar aumentada
em algumas situac6es, tais como nas desidratacdes,
ndo sendo uma medida tdo boa quanto o hematdcrito,
mas apresentando certas vantagens, pois nao é
afetada pela contracédo esplénica, evitando, portanto,
erros de interpretacéo, como confundir excitagdo ou
estresse com desidratacdo. A diminuicdo da proteina
total pode ocorrer nas desnutrigdes, nas
insuficiéncias hepaticas (pela diminuigdo de sintese)
e renais, pelo aumento da perda urinéria (KERR, 2003).
Portanto, a proteina total é bastante utilizada para
complementar a interpretacdo correta do hemograma,
auxiliando a avaliagdo das hemoconcentracGes e no
diagnostico de algumas hipoproteinemias
(FELDMAN etal., 2000).
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Este trabalho teve como objetivo avaliar a
acdo do decanoato de nandrolona como estimulante de
MO de ratos com depressdo medular induzida pela
administracdo de sulfato de vincristina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 61 ratos (Rattus rattus),
machos, com idade variando entre 4 a 7 meses, pesando
entre 0,4 e 0,7kg, provenientes do Biotério da Faculdade
de Medicina Veterinaria do Centro Universitario da
Fundagdo de Ensino Octavio Bastos, no municipio de
Séo Jodo da Boa Vista, estado de S&o Paulo.

Inicialmente, foram utilizados sete ratos para
0 ajuste da dose do sulfato de vincristina, porque a
literatura consultada faz referéncia ao uso da vincristina
nessa espécie com outras finalidades que ndo a
depressdo medular, tais como sua agdo sobre a
resisténcia 0ssea associada a outros farmacos
(NADULSKA etal., 2002) e sobre a atividade enzimatica
cerebral, onde foi usada a dose de 0,0015mg de
vincristina durante 24 dias (KOZIK et al., 1983). Adose
de sulfato de vincristina foi, entdo, estabelecida mediante
um estudo piloto previamente realizado, na qual foram
utilizadas doses progressivas de 0,5, 1,0, 2,0 até 4,0mg
m2. Os resultados do hemograma e contagem de
plaquetas obtidos com doses abaixo de 4mg m2de
sulfato de vincristina, mantiveram-se inalterados. A
administracdo dessa dose causou diminuigdo moderada
dos valores do hemograma e como se pretendia uma
depressdo mais severa, para avaliar a acdo estimulante
do decanoato de nandrolona, usamos, também, o dobro
dessa dose (8mg m-2). Essa fase do experimento serviu
também para padronizar o manejo e todos 0s
procedimentos necessarios para a realizacdo deste
estudo. A via intraperitoneal tem sido amplamente
utilizada em pequenos roedores de experimentagéo
(OLIVEIRAEtal., 2002; MILTERSTEINER et al., 2003;
RAMALHO etal., 2003; MAZZANTI et al., 2004), por
isso foi a escolhida neste estudo, j& que a via de
administragdo do sulfato de vincristina preconizada para
0s animais domeésticos é a intravenosa (ANDRADE,
2002). A via intraperitoneal em ratos € classicamente
utilizada para substituir a via intravenosa, dadas as
dificuldades da utilizacdo desta Gltima via. A via
intraperitoneal substitui a intravenosa, uma vez que a
cinética do farmaco € bastante semelhante nesta espécie.
A vincristina tem sido usada experimentalmente pela
via intraperitoneal em roedores (KOZIK et al., 1983;
NADULSKA etal., 2002).

Os demais 54 animais foram divididos em
nove grupos distribuidos ao acaso, com seis ratos
cada um, da seguinte maneira: grupo 1: controle. Para

obtencdo de animais com depressdo medular
moderada, foram utilizados dois grupos: grupo 2 -
administracdo de 4mg m? de sulfato de vincristina?
(SV) por via intraperitoneal, verificando-se resposta
da acdo do farmaco ap6s uma semana (7 dias), quando
procedeu-se a colheita de sangue e sacrificio dos
animais; grupo 3 — administracdo de 4mg m? de SV
por via intra peritoneal, verificando-se resposta da
acdo do farmaco, apds duas semanas (14 dias) quando
procedeu-se a colheita de sangue e sacrificio dos
animais.

Para a avaliacdo do efeito do decanoato
de nandrolona (DN) sobre a mielodepressdo moderada,
foram utilizados dois grupos: grupo 4 — administracéo
de 4mg m2de SV por via intra peritoneal, e aplicacéo
de 1,5mg kg de DN (decanoato de nandrolona®) por
via intra muscular, sete dias apds a administracédo de
SV. A colheita de sangue e o sacrificio desses animais
ocorreu sete dias apds a aplicagdo do DN. Grupo 5 -
administracdo de 4mg m2de SV por via intra peritoneal
e aplicacéo de 1,5mg kg* de DN por via intra muscular,
14 dias ap6s administracdo de SV. A colheita de sangue
e o sacrificio desses animais ocorreu sete dias apos a
aplicacdo do DN.

Para obtencdo de animais com depressao
medular mais severa, foram utilizados dois grupos:
grupo 6 —administracdo de 8mg m2de SV por via intra
peritoneal, verificando-se resposta da a¢do do farmaco
apds uma semana. Grupo 7 —administracéo de 8mg m-
de SV por via intra peritoneal, verificando-se resposta
da acdo do farmaco ap0ds duas semanas. A colheita de
sangue e o sacrificio dos animais dos grupos 6 e 7
foram realizados ap0s 7 e 14 dias, respectivamente, da
aplicacdo do SV.

Para a avaliagdo do efeito do decanoato de
nandrolona (DN) sobre a mielodepressdo mais severa,
foram utilizados dois2 grupos: grupo 8 —administracéo
de 8mg m2de SV por via intra peritoneal e aplicacéo
de 1,5mg kg* de DN por via intra muscular, sete dias
apos a administracdo de SV. A colheita de sangue e 0
sacrificio desses animais ocorreu 7sete dias apds a
aplicagdo do DN. Grupo 9—administracéo de 8mgm2de
SV por via intra peritoneal e aplicacdo de 1,5mg kg de
DN por via intra muscular sete dias ap6s a
administracao de SV. A colheita de sangue e o sacrificio
desses animais ocorreu 14 dias apés a aplicagao do
DN.

A verificagdo em tempos diferentes teve
como objetivo conhecer a duracdo da acdo depressora
do SV e estimulante do DN e se ha resposta espontanea
da MO, o que ndo pdde ser realizado no mesmo grupo
porque a colheita de sangue pela veia hepatica em
ratos, dificulta a sobrevida do animal.
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O sangue para os estudos hematolégicos
foi colhido da veia hepatica, como ja citado, na
quantidade de 2ml, em frascos contendo 0,1mg do
anticoagulante EDTA (etileno diamino tetra acetato de
s0dio). Os animais foram submetidos a anestesia geral,
utilizando-se pentobarbital sédico® (Hypnol®) na dose
de 50mg kg, pela via intra peritoneal. O hemograma foi
realizado no Laboratério de Andlises Clinicas do
HOVET, do Centro Universitario da Fundacéo de Ensino
Octavio Bastos , no municipio de Sdo Jodo da Boa Vista,
Estado de Sdo Paulo. As contagens de hemaécias,
leucocitos e a determinacdo da hemoglobina foram
realizadas por contador eletronico de células?, e os
esfregacos sangiiineos foram corados pelo pandtico
rapido, como recomenda JAIN (1993). O volume globular
foi determinado pelo método do micro-hematdcrito
(FELDMAN et al., 2000). A contagem de plaquetas foi
realizada diluindo-se o sangue em oxalato de amonia a
1% em pipeta de Thomas para glébulos vermelhos,
obtendo-se diluicdo final de 1:100. Em c&mara de
Neubauer, contaram-se cinco quadradinhos do
quadrado central, em ambos os lados, totalizando 10
quadradinhos. A soma dos 10 quadradinhos foi
multiplicada por 2.500. A proteina plasmatica total foi
determinada quebrando-se o capilar utilizado para a
determinagdo do hematocrito, acima da camada de
células, transferindo-se o plasma para o refratdmetro®
(JAIN, 1993; FELDMAN et al., 2000).

Aplicou-se uma andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguido do teste de comparagdes
multiplas de Tukey-Kramer. Os resultados séo
expressos por média + erro padrdo da média (SAS,
1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, estdo sumarizadas as médias e
desvios-padrdo do eritrograma, indices hematimétricos
e proteinas totais plasmaticas de todos os grupos. Na
tabela 2, encontram-se as médias e desvios-padréo do
namero de leucdcitos totais, da contagem diferencial
de leucocitos e do nimero de plaquetas para os 9
grupos estudados.

Inicialmente, utilizou-se a dose preconizada
para cdes, 0,5mg m2 (NELSON & COUTO, 1998), que
ndo causou depressdo medular em ratos, o que é
explicado pela alta taxa metabdlica destes animais
(FAGUNDES & TAHA, 2004).

Os valores do hemograma dos ratos do
grupo controle sdo semelhantes aqueles obtidos em
ratos machos, entre 4 e 7 meses de idade, com sangue
colhido da veia cava de animais anestesiados com éter
(DAMERON etal.,1992; MOORE, 2000).

A anélise dos resultados demonstrou que
a depressdo medular foi moderada, quando utilizada a
dose de 4mg m2 de SV por via intra peritoneal, apos
sete dias da aplicacdo (Grupo 2).

O hemograma mostrou valores médios de
eritrograma pouco abaixo dos valores do Grupo
controle, caracterizando uma anemia leve. Os indices
hematimétricos VCM e CHCM n&o mostraram alteragao
(normocitose e normocromia), que era esperado para
anemias causadas por depressdo medular
(PARCHMENT et al., 1998; PAGNANO et al., 2000;
VITURI, 2000). Os valores de plaquetas também
apresentaram leve queda, e a proteina total mostrou
valores sem diferenca estatisticamente significante. Ja
o leucograma apresentou diminui¢do tanto na
contagem global de leucécitos, como na diferencial.
Houve aumento de bastonetes, indicando uma
diminuicdo da reserva medular (neutropenia) e a
mobilizagdo do compartimento pds-mitotico, devido a
acdo depressora do SV, o que concorda com ANDRADE
(2002). Apds 14 dias (Grupo 3), ndo houve alteracao,
comparando-se com os valores encontrados para o
Grupo 2, com excecao do nimero de bastonetes, que
mostrou um desvio a esquerda mais acentuado.
Portanto, ndo houve melhora espontanea da medula
Ossea, que mostrou continuar com a hematopoiese
deprimida, avaliando-se sua agdo através do
hemograma e contagem de plaquetas. Os valores de
proteina total plasmatica, que ndo mostraram variagao
estatisticamente significante apds 7 ou 14 dias da
administracdo de 4mg m2 de SV, indicam que nao
houve desidratacdo significante ou hipoproteinemia
por diminui¢do de sintese, como citam FELDMAN et
al. (2000).

Os animais que receberam 4mg m2de SV e,
apos sete dias, 1,5mg kg*! de DN (Grupo 4), com
colheita de sangue aos 7 e 14 dias ap6s a administragao
de DN, mostraram valores de eritrograma, proteinas
totais plasmaticas, leucograma e plaquetas
semelhantes aos do grupo controle, 0 que mostra o
efeito protetor e estimulante do DN, que neutralizou a
depressdo medular causada pelo SV.

Os Grupos 6, 7, 8 e 9, receberam doses
mais altas de SV (8mg m2). Nos Grupos 6 e 7, verificou-
se essa acdo 7 e 14 dias ap0s sua aplicacédo,
respectivamente. Observou-se diminuicdo de todos
os parametros estudados, com exce¢do da proteina
total plasmatica. Esse achado ndo concorda com
GOSSET (2000), que afirma ser a neutropenia, seguida
de trombocitopenia, os primeiros achados nas
mielodepressGes causadas por agentes
antineoplasicos. Neste trabalho, a anemia, a
leucopenia, a neutropenia e a linfopenia foram mais
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Tabela 1 - Médias* + desvio padrdo (s) dos valores de hemécias, hemoglobina, volume globular (VG), dos indices hematimétricos (VCM e
CHCM) e de proteinas totais plasmaticas de ratos que receberam sulfato de vincristina (SV — 4 ou 8mg m?, intraperitoneal) 7 ou
14 dias (d) antes do decanoato de nandrolona (DN — 1,5mg kg, intramuscular).

Hemoglobina VG VCM CHCM .
SVmgm? DN Eritrécitos Pg)ltgla;r?]aé;li'?;al
N gdL? % fL %
-1 6
Mg kg x10 gdL?
- - 6 8,743 + 16,200 + 48,500 + 55,477 + 33,402 +0,194° 6,267 +
0,186° 0,316° 1,049° 0,160° 0,103
4 (7d) - 6 7,665 + 14,267 + 42,667 + 55,662 + 33,437 + 6,000 +
0,326° 0,659° 1,966° 0,216 0,187° 0,282°
4 (14d) - 6 7,790 + 14,483 + 43,333 + 55,633 + 33,422 + 6,133 +
0,325 0,567° 1,751° 0,179 0,156° 0,531°
4 (7d) 15 6 8,370 + 15,450 + 46,167 + 55,182 + 33,462 + 6,067 +
0,346 0,484 1,472 0,958 0,105* 0,432%
4 (14d) 15 6 8,642 + 16,050 + 48,000 + 55,550 + 33,435 + 6,300 +
0,280° 0,557 1,549° 0,026 0,132 0,328°
8 (7 d) - 6 3,900 + 7,217 + 21,667 + 55,557 + 33,303 + 5,833 +
0,491° 0,919¢ 2,733¢ 0,008° 0,291° 0,496°
8 (14d) - 6 4,338 + 8,117 + 24,000 + 55,332 + 33,878 + 5,967 +
0,492% 0,783 2,683% 0,489° 0,809° 0,320°
8 (7d) 15 6 4,583 + 8,483 + 25,333 + 55,268 + 33,442 + 6,067 +
0,353% 0,696° 1,966% 0,464 0,246% 0,546%
8 (14d) 15 6 4,860 + 9,017 + 27,000 + 55,555 + 33,387 + 5,933 +
0,440° 0,835° 2,449° 0,005 0,252° 0,588°

* Médias com mesma letra na mesma coluna ndo sao significantemente diferentes (P<0,05, andlise de variancia, ¢

do teste Tukey-Kramer).

acentuadas do que a trombocitopenia. Constata-se,
assim, que a intensidade da depressdo medular foi
dependente da dose de SV, concordando com WEISS
& KLAUSNER (1990) e HART & NOLTE (1995).

Os Grupos 8 e 9, que receberam 1,5mg kg'*
de DN ap0s sete dias da aplicagdo de 8mg m2de SV
e que foram analisados aos 7 e 14 dias,
respectivamente, apds a administracdo de DN,
apresentaram anemia, leucopenia, neutropenia,
linfopenia e uma leve diminuicdo de mondcitos, ou
seja, resultados semelhantes aos dos Grupos 6 e 7,
demonstrando que a administracdo de DN né&o foi
suficiente para reverter a depressdo medular causada
pelo SV em nenhum dos momentos avaliados. Isto

demonstra que, quando a depressdo medular é mais
acentuada, o DN ndo se mostra eficaz na estimulagéo
a medula 0ssea, na dose utilizada neste estudo (uma
aplicagdo intramuscular de 1,5mg kg?). Ha
necessidade de mais estudos, utilizando-se outras
dosagens e periodicidade de aplicacdo e
complementando-se a avaliacdo do desempenho
medular com o estudo do mielograma (WEISS &
KLAUSNER, 1990; HART & NOLTE, 1995).

A escolha do hemograma para avaliar a acéo
estimuladora do DN sobre a medula dssea em animais
com depressdo medular, se deve ao fato deste exame
ser um dos mais utilizados na pratica da clinica
veterindria, e ndo o mielograma. Os resultados obtidos
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comprovaram gque o hemograma foi um bom indicador
da acdo depressora ou estimulante dos farmacos
utilizados (LUND,2000).

CONCLUSOES

Nas condi¢des em que este trabalho foi
desenvolvido, foi possivel concluir que o sulfato de
vincristina, que ¢ um dos quimioterapicos mais
utilizados pelos Clinicos veterinarios, causa depressao
medular em ratos, dependente da dose administrada.
Na dose de 4mg m2, causa depressdo medular
moderada e na dose de 8mg m?, depressdo mais
acentuada. A depressdo medular, avaliada pelo
hemograma e contagem de plaquetas, caracterizou-se
por anemia e leucopenia mais acentuadas que a
trombocitopenia. O decanoato de nandrolona
estimulou a medula dssea na depresséo leve, ndo tendo
0 mesmo desempenho na depressdo mais acentuada.
Seu efeito foi avaliado sete e quatorze dias ap0s sua
aplicagdo. A proteina total plasmatica ndo sofreu
alteracdo apds a administragao de sulfato de vincristina
e de decanoato de nandrolona. Os resultados obtidos
demonstram que ha necessidade de mais estudos sobre
os efeitos desses farmacos.
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