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RESUMO

A dexametasona ¢ um glicocorticdide sintético utilizada em trés principais situagdes:
para conter processos inflamatérios agudos, cronicos ou até como droga imunossupressora.
Nestes casos o paciente receberd altas doses por um periodo cronico e, portanto, ¢ muito
maior a chance de ocorréncia dos efeitos colaterais. Por ser um potente anti-inflamatorio, a
dexametasona tem promovido efeitos deletérios na via dos acidos aracddnicos, quando
administrada em altas doses. Demonstramos recentemente que reduz significativamente a
expressao proteica do fator de crescimento de vasos derivado do endotélio (VEGF), tanto na
musculatura esquelética quanto no coragdo, mas os mecanismos envolvidos neste efeito ainda
ndo estio esclarecidos. Por outro lado, o exercicio fisico tem se mostrado eficaz no combate a
hipertensao arterial, diabetes e dislipidemias, promovendo, entre outros fatores, o aumento de
VEGF e da angiogénese. Uma possivel explicagdo para essa criagdo de novos vasos seria pela
via inflamatdria, ou seja, por meio da estimulacdo da formagdo de produtos do metabolismo
dos 4cidos aracdonicos (AA), tais como prostaglandina E, (PGE2) e VEGF, por meio do
aumento da estimulacdo das enzimas cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2). Quase nada se
sabe sobre os efeitos preventivos do treinamento fisico sobre a a¢do da dexametasona na via
dos 4cidos aracdonicos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi verificar se o treinamento
fisico aerobio, realizado anteriormente e concomitantemente ao tratamento com
dexametasona, foi capaz de prevenir e/ou atenuar os efeitos da droga na expressdo das
proteinas COX-2 e VEGF. Para isso, foram utilizados ratos jovens Wistar (n = 40) divididos
aleatoriamente em 4 grupos: Sedentdrios controle (SC), Sedentirios e tratados com
dexametasona (SD), Treinados controle (TC) e Treinados e tratados com dexametasona (TD).
Os mesmos realizaram treinamento fisico aerdbio, a 60% da capacidade méaxima, 5 dias por
semana, 1 hora por dia, por 70 dias. Nos 10 dias finais de protocolo, os ratos foram tratados,
concomitante ao treinamento fisico, com dexametasona (0,5mg/kg/dia, i.p.). A glicemia de
jejum foi mensurada no inicio e final dos protocolos de exercicio e tratamento farmacoldgico.
Os animais foram pesados semanalmente durante o treinamento e diariamente durante o
tratamento com dexametasona. Ao final do protocolo experimental os ratos foram
eutanasiados e os musculos séleo e tibial anterior foram retirados, pesados, homogeneizados e
armazenados a -20° C para posterior analise da expressdo protéica de COX-2 ¢ VEGF. Todos
os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média e foi relizada a analise
de variancia de dois caminhos (ANOVA) seguidos de post-hoc de Tukey. A dexametasona
reduziu o peso corporal dos ratos a partir do quarto dia de tratamento, além de causar atrofia
muscular, sendo o treinamento fisico insuficiente para reverter esses quadros. Contudo o
treinamento fisico foi eficaz em aumentar a capacidade fisica dos animais, em atenuar a
hiperglicemia e em conter os efeitos colaterais da droga na expressdo da proteina VEGF nos
musculos de fibras vermelhas. Dessa forma, o protocolo utilizado foi efetivo em proteger os
ratos dos efeitos colaterais da dexametasona.

Palavras chave: Glicocorticéides, exercicio fisico, musculo esquelético,

angiogénese, dcidos aracdonicos.



ABSTRACT

Dexamethasone is a synthetic glucocorticoid widely used to treat allergic and
inflammatory processes. This drug is used in three main situations, are used to contain acute
or chronic inflammatory processes, or like immunosuppressive drug’s. In these cases the
patient will receive high doses for a chronic period and, therefore, has a much greater chance
of adverse side effects, such as hypertension, diabetes and dyslipidemia. Dexamethasone
promotes deleterious effects on the arachidonic acid pathway, when administered in high
doses, because it is a potent anti-inflammatory drug. We recently demonstrated that
dexamethasone significantly reduces the protein expression of vascular endothelial growth
factor (VEGF) in both skeletal muscle and heart, but the mechanisms involved remain
unclear. Meanwhile, exercise has been shown to be effective against high blood pressure,
diabetes and dyslipidemia, promoting, among other factors, the increase in VEGF and
angiogenesis. One possible explanation for these effects would be the creation of new vessels
mediated by inflammation, or by the stimulation of the formation of products of the
metabolism of arachidonic acid (AA), such as prostaglandin E2 (PGE2) and VEGF, by
increasing the stimulation of the enzymes cyclooxygenase 1 and 2 (COX-1 and COX-2).
Little is known about the preventive effects of training on the action of dexamethasone in the
arachidonic acid pathway. Therefore, the aim of this study was to determine whether aerobic
exercise training, performed before and concomitant treatment with dexamethasone, was able
to prevent the effects of the dexamethasone in the protein expression of COX-2 and VEGF.
For this, we used young Wistar rats (n = 40) which were randomly divided into 4 groups:
sedentary control (SC), sedentary and treated with dexamethasone (SD), trained control (TC)
and trained and treated with dexamethasone (TD). These rats performed aerobic exercise
training, 60% of maximum capacity, 5 days per week, one hour per day for 70 days. Within
10 days of the final protocol, the rats were treated concomitantly with the physical training
with dexamethasone (0.5 mg / kg / day, ip). Fasting plasma glucose was measured at the
beginning and the end of the exercise protocols and pharmacological treatment. Additionally,
the animals were weighed weekly during training and daily during treatment with
dexamethasone. At the end of the experimental protocol the rats were euthanized and the
soleus and tibialis anterior muscles were removed, weighed, homogenized and stored at-20°C
for analysis of protein expression of COX-2 and VEGF. All results were presented as a mean
+ one standard error of the mean which were analyzed using a two-way analysis of variance
followed by a post hoc Tukey’s test. Dexamethasone reduced body weight of rats with the
start at the fourth day of treatment and cause muscle atrophy. For both situations, the physical
training was insufficient to reverse these conditions. However, the physical training was
effective in increasing the physical capacity of animals, in attenuate hyperglycemia and in
contain the effects of the drugs in the expression of VEGF protein in red muscle fibers. Thus,
the protocol used was effective in protecting mice from the side effects of dexamethasone.

Key words: Glucocorticoids, exercise, skeletal muscle, angiogenesis, arachidonic
acid.
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1 INTRODUCAO

O cortisol ¢ um hormonio produzido no coértex adrenal do ser humano sob
controle do hormonio adrenocorticotréfico e regulado pelo eixo hipotatamico-hipofisario-
adrenal, sob um circuito de feedback neuroenddcrino. Normalmente, o cortisol € ativado e
tem sua produc¢do e liberacdo em situacdes de muito estresse como, por exemplo, ao final de
exercicios de longa duragdo e na reacdo de luta ou fuga. Sua liberagao tem como principal
finalidade mobilizar substratos energéticos para recuperar tecidos lesionados e restabelecer o
metabolismo basal (FARIA e LONGUIL., 2006).

A dexametasona ¢ um glicocorticoide sintético amplamente utilizado no tratamento de
processos inflamatorios e alérgicos. Essa droga farmacoldgica ¢ utilizada em trés principais
situacdes: para processos inflamatorios agudos, com o intuito de diminuir o edema; processos
inflamatorios cronicos, como por exemplo, em artropatias, € como imunossupressor, por
exemplo, em doencas auto-imunes ou para evitar a rejeicdo de enxertos. Nestes casos o
paciente recebera altas doses por um periodo cronico e, portanto, € muito maior a chance de
ocorréncia dos efeitos colaterais.

Dentre os varios efeitos colaterais, tem sido demonstrado que uma simples dose de
dexametasona pode ser responsavel por alterar significativamente o metabolismo glicolitico
cardiaco, bem como o metabolismo de acidos graxos livres em animais (QI et al., 2004) e
produzir intolerancia a glicose em humanos (SCHNEITER e TAPPY, 1998). Cronicamente,
tem sido demonstrado que a dexametasona determina resisténcia periférica a insulina,
acompanhada de hiperglicemia e hiperinsulinemia, perda de peso corporal, atrofia muscular e
hipertensdao (BAREL et al., 2010; BROTMAN et al., 2005; PATEL et al., 2006; PEREZ
2007, proc. FAPESP 06/51935-6; CODERRE et al., 2007; SANTOS et al., 2007; RAFACHO
et al, 2007; GIOZZET et al, 2008; LOUZADA 2009, processo fapesp n° 2008/00821- 6;
DIONISIO et al, 2009; DIONISIO et al. 2010; AMARAL et al, 2010 (a) ¢ AMARAL et al,
2010 (b)). Trabalhos recentes do nosso laboratorio tém investigado os possiveis mecanismos
induzidos pela dexametasona que possam estar contribuindo para o aumento da resisténcia
periférica a insulina e verificaram alteragdes das proteinas responsaveis pela captacao
periférica de glicose na musculatura esquelética (LOUZADA 2009, proc. n° 2008/00821- 6;
AMARAL et al., 2010 (b); DIONISIO et al., 2010 ¢ BAREL et al., 2010). Além disso, os
resultados do laboratorio demonstraram, pela primeira vez, que o exercicio aerdbio realizado
previamente ao tratamento com dexametasona atenua alguns dos efeitos colaterais

relacionado a captagdo periférica a glicose, melhorando consequentemente a resisténcia a
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insulina (LOUZADA 2009, proc. FAPESP n° 2008/00821- 6; DIONISIO et al, 2010; BAREL
etal., 2010 e AMARAL et al, 2010b).

1.1 Efeitos do tratamento com dexametasona na musculatura esquelética

Resultados recentes do nosso laboratério (BAREL et al, 2010) demonstraram que o
tratamento cronico, com alta dose de dexametasona, determina redugdo significativa do fator
de crescimento de vasos (VEGF), que ndo ¢ atenuada pelo exercicio fisico realizado
anteriormente. Esta redu¢do de VEGF pode estar determinando uma rarefagdo, como
demonstrada por Vogt e Schmid-Schonbein (2001). Em concordancia, outros autores também
demonstraram reducdo signficativa de VEGF apo6s tratamento cronico com dexametasona em
diferentes tecidos do organismo (HEISS et al., 1996; MACHEIN et al., 1999; HA et al., 2002;
KOEDAM et al., 2002; IWALI et al., 2004; KANERVA et al., 2008) e na glandula adrenal
(MALLET et al., 2003).

VEGF ¢ uma glicoproteina ativa de 46-kDa, considerada um dos principais fatores
mitogénicos conhecidos até hoje (FERRARA et al, 1992). Existem cinco diferentes
moléculas de VEGF identificadas em humanos, as quais sdo compostas por 121, 145, 165,
189 e 206 aminoacidos, respectivamente. O VEGF 45 ¢ a espécie molecular predominante e a
principal isoforma ativa (HOUK et al., 1992; ZACHARY., 2001). Diversas evidéncias t€ém
demonstrado que o VEGF estd envolvido na regulacio de processos angiogénicos,
fisiologicos e patologicos in vitro (OTANI et al., 1998, WILLIANS et al., 1998 ¢ ZHENG et
al., 2001) e in vivo (FERRARA et al., 1992; HUDLICKA and BROWN , 1996; FERRARA,
1999; RICHARDSON et al., 2000; AMARAL et al., 2001a, b e ¢). A angiogénese ¢ um
processo complexo e de vdrias etapas que estd intimamente regulado por moléculas que
induzem ou inibem a neovascularizagdo (CARLILE et al.,, 2001; POLVERINI, 2002;
KOHNO et al., 2003). O VEGF tem sido demonstrado ser estimulado por varios mecanismos,
entre eles a hipoxia (KANERVA et al., 2008), o 6xido nitrico (GAVIN et al., 2000), a
Angiotensina II (AMARAL et al., 2001a e b) e a PGE, (INOUE et al., 2002; JAIN et al.,
2008; HORI et al., 2010). Dentre estes varios mecanismos, a via dos acidos aracdonicos
parece ser significativamente afetada pela dexametasona, uma vez que esta droga
farmacologica ¢ um potente anti-inflamatorio.

Em condicdes inflamatorias, a enzima fosfolipase A, (PLA;) atua na formacgdo dos
acidos aracdonicos (AA), os quais sdo catalisados pelas enzimas cicloxigenase-1 e

cicloxigenase-2 (COX-1 e COX-2). A COX-2, por sua vez, ¢ responsavel pela formagao de
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prostaglandina E; - PGE, (VANE et al., 1998; HARRIS AND BREYER, 2001; KIM et al.,
2006) entre outros produtos, tais como tromboxana e prostaciclinas. Tem sido demonstrado
que a PGE, pode atuar em um dos seus receptores (EP2 ¢ EP4) na promog¢do do VEGF
(INOUE et al., 2002; JAIN et al., 2008; HORI et al., 2010) e, consequentemente, facilita o
processo de angiogénese, que ¢ definido como crescimento de vasos a partir de vasos pré
existentes (HALABY et al.,, 2002). Da mesma forma, Amaral et al. (2003) j& haviam
demonstrado o envolvimento do 20-HETE (20-hidroxieicosatetraenoico), um produto do
metabolismo dos acidos aracddnicos na expressao de VEGF.

As Cicloxigenases (COXs) sdo enzimas responsaveis pelo catabolismo dos AA na
biossintese de prostaglandina (PG) e, posteriormente, em alguns substratos como PGE,,
PGF,, PGD,, PGl,, and TXA, A atividade biossintética das duas isoformas podem ser
inibidas pelo uso de drogas antiinflamatdrias ndo esteroidais. Ambas as formas (COX-1 e
COX-2) possuem peso molecular de 69kDa com 63% de homologia em humanos. A atividade
da COX-1 ¢ constitutiva e estd presente em todos os tipos de células, em concentragdes
constantes, sendo responsavel por sintetizar prostaglandinas de protecdo que visam preservar
a integridade do revestimento do estomago e manter fun¢do renal normal em um rim
comprometido. J& a atividade da COX-2 ¢ normalmente ausente nas células e quando
induzida, sua concentracdo aumenta e diminui logo apds o estimulo dado. Além disso, a
COX-2 esta intimamente ligada com a inflamagao, controle do crescimento celular, ovulagao,
angiogénese necessaria a placenta e possivelmente na transmissdao nervosa. (VANE et al.,
1998). A mesma pode ainda ser encontrada em diversos tecidos como, por exemplo, coracao,
diafragma, musculos esqueléticos de fibras brancas e vermelhas, rins, entre outros. (SUDBO
etal, 2003; TESTA et al 2007).

Em altas doses, tem sido demonstrado que a dexametasona reduz de forma
significativa os produtos desta via inflamatodria, por exemplo, PGE2 e VEGF, determinando
sérios efeitos colaterais, tais como rarefagdo, apoptose e hipertensao (VOGT e SCHMID-
SCHONBEIN, 2001; CASTRO et al., 2004; BAREL et al., 2010; AMARAL et al, 2010 (d)).
Fournier et al. (1997) ja haviam demonstrado que 1 uM de dexametasona era capaz de reduzir
significativamente tanto o conteudo de mRNA para COX-1 e COX-2, quanto a expressao de
PGE,; e PGD, em macréfagos. Concordando com estes resultados, Croxtall et al. (2000 e
2003) comprovaram que, independente da dose, a dexametasona acarretava em reducdo
significativa da expressdo de acidos aracdonicos em células carcindomicas A549. Luo et al.
(2009) observaram que a dexametasona reduz a expressao de PGE; e COX-2 em células da

mucosa gastrica de ratos com inflamacao induzida pelo TNFa.
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Estes resultados foram confirmados mais recentemente in vivo e in vitro. Hirasawa et
al. (2010) mostraram que 1,65 mg/kg de dexametasona foi eficaz em reduzir os niveis de
mRNA para COX-2 em tecidos cutaneos, subcutaneos ¢ musculares (homogeneizados em
conjunto). Além disso, Myers et al. (2009) demonstraram que 1uM ou 3 uM de dexametasona
sdo eficientes em reduzir os niveis de PGE, em células sanguineas. Dados preliminares do
laboratério mostraram que o tratamento cronico com 1mg/kg/dia de dexametasona, em ratos,
era capaz de reduzir significativamente a expressao de VEGF, tanto em musculo esquelético
quanto em musculo cardiaco (PEREZ 2007, processo FAPESP # 06/51935-6, BAREL et al.,
2010) o que pode determinar problemas na neovascularizagdo (CASTRO et al., 2004).
Contudo os mecanismos responsaveis por estes efeitos da dexametasona na expressdo de

VEGTF ainda nao estdo totalmente esclarecidos.

1.2 Efeitos do exercicio fisico

O exercicio fisico cronico tem sido amplamente utilizado nos ultimos anos com
finalidade preventiva e principalmente terapéutica de uma série de condigdes fisiopatologicas
como o diabetes, a hipertensdo arterial, a obesidade e a dislipidemia devido ao seu efeito
compensatorio e regulatorio em varios tecidos do organismo (MOTA e ZANESCO, 2007;
GUEDES e GONCALVES, 2007, AMARAL et al., 2008; COIMBRA et al., 2008; BAREL et
al., 2010).

O exercicio fisico promove efeitos centrais e periféricos, diminui atividade nervosa
simpatica (ROVEDA et al., 2003) e, na musculatura esquelética, o exercicio cronico promove
aumento do numero e do tamanho das mitocondrias (CEJUDO et al., 2005; HUNTER et al.,
2005), hipertrofia muscular (GALVAO et al., 2005) e aumento na densidade de vasos
(AMARAL et al., 2001a; AMARAL et al., 2003; MELO et al., 2003; AMARAL et al., 2008)
melhorando, assim, o metabolismo oxidativo.

Diversos autores vém demonstrando que o exercicio fisico agudo ou de curta duragao
pode aumentar significativamente a expressdo génica ou proteica de COX-2 e VEGF
(AMARAL et al., 2008; OLFERT et al., 2001; WEINHEIMER et al., 2007; BUFORD et al.,
2009), o que poderia contribuir para aumentar o nimero de vasos na musculatura esquelética
e cardiaca. Weinheimer et al. (2007), revelaram que uma sessdao de exercicio resistido
aumentou os niveis de mRNA para COX-2 tanto 4 horas, quanto 24 horas apos o exercicio
fisico em musculos esqueléticos de homens e mulheres ndo obesos, contudo ndo houve

diferenca estatistica na expressdo protéica da COX-2. Da mesma forma, Buford et al. (2009)
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demonstraram, mais recentemente, que uma sessdo de exercicio em esteira aumentava
significativamente o conteudo de mRNA de COX-2 no musculo vasto lateral de homens
recreacionalmente ativos apos 3 horas de exercicio, porém retornava ao basal apos 24 horas.
Marini et al. (2007), demonstraram que 14 semanas de treinamento fisico de baixa intensidade
em esteira foi capaz de aumentar os niveis de COX-2 no coragdo de ratos. Concordando com
estes resultados, Jiménez et al. (2008) verificaram um aumento de mRNA e proteina para
COX-2 em células mononucleares do sangue periférico apds exercicio agudo, tanto em
homens saudaveis treinados (8 semanas de treinamento resistido excéntrico), quanto em
homens ndo treinados e este aumento perdurou por 3 horas. Chiang et al. (2009) mostraram
que 5 dias de exercicio excéntrico em esteira (-16° de inclinagdo) a 16m/min de velocidade,
foi efetivo em aumentar a expressdo protéica de COX-2 em musculos esqueléticos de ratos.
Além disso, Soltow et al. (2010) também observaram que 1 hora de alongamento ciclico de
células C2C12, resultou em aumento no contetdo de mRNA para COX-2. Por outro lado,
alguns autores nao encontraram aumentos significativos de COX-2 nem apo6s exercicio agudo
(BURD et al., 2010) nem crénico (DEMARZO et al., 2008).

A expressdo de VEGF também ¢é rapidamente estimulada pelo exercicio. Olfert et al.
(2001) observaram aumentos de mRNA de VEGF ap6s uma sessdo de exercicio e mais
recentemente, Amaral et al. (2008) demonstraram que 3 dias de exercicio aerdbio foram
efetivos para aumentar a expressao proteica de VEGF acompanhada de angiogénese na
musculatura esquelética. Além disso, Hoier et al. (2010) observaram que treinamento de
movimento passivo foi eficiente em aumentar a expressdo de VEGF, o niimero de capilares
por fibra e ainda a angiogenese no musculo vasto lateral de humanos. No entanto, tem sido
demonstrado que o treinamento fisico ndo altera signficativamente a expressao de VEGF
(OLFERT et al., 2001; AMARAL et al., 2008; BAREL et al., 2010).

Portanto, baseado nos dados acima expostos, acredita-se que a dexametasona, em altas
doses, atua na via anti-inflamatoria, atenuando a expressao de VEGF via inibicao da formacao
de PGE2 pela COX-2. Da mesma forma, sabe-se que o exercicio fisico promove efeitos
opostos, ou seja, aumenta a expressao de COX-2, PGE2 e VEGF. No entanto, quase nada se
sabe sobre os efeitos preventivos do treinamento fisico sobre os efeitos da dexametasona na
via inflamatéria. Dados preliminares do laboratorio (BAREL et al, 2010 e PEREZ 2007,
processo FAPESP # 06/51935-6) demonstraram que o tratamento cronico com dexametasona
determinou redu¢do significativa de VEGF na musculatura esquelética e cardiaca e o
exercicio realizado anteriormente ndo foi capaz de prevenir esta redugdo. No entanto, os

mecanismos que explicam este efeito ainda precisam ser melhor investigados, além da anélise
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de diferentes dosagens. Este trabalho tem como hipoétese que o exercicio fisico possa atenuar a
redu¢do de VEGF e COX-2 induzidos por tratamento com dexametasona quando menores

doses sdo administradas.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A utilizagdo de glicocorticdides sintéticos para o controle de processos
inflamatérios e alérgicos vem crescendo muito. Contudo, sabe-se que em altas doses,
farmacos, como dexametasona, ocasionam uma série de efeitos colaterais, como rarefagao
capilar, apoptose e hipertensdo. Tem sido observado que a dexametasona atua na via
inflamatoéria inibindo a producao/expressao de proteinas importantes como COX-2 e VEGF,
em contrapartida, o exercicio fisico parece aumentar essa produgao/expressao. Quase nada se
sabe sobre o efeito de um programa de treinamento fisico prevenindo as alteragdes induzidas
pela dexametasona na via inflamatoria, portanto, o objetivo geral desse trabalho foi verificar
os efeitos preventivos do treinamento fisico nas proteinas COX-2 e VEGF na musculatura

esquelética de ratos tratados com dexametasona (0,5mg/kg/dia, i.p.).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

A dexametasona (Decadron®) foi adquirida da Ache (Campinas, SP, Brasil).
Thiopental sédico (Thiopentax™) foi comprado pela Cristalia (Itapira, SP, Brasil). Todos os
quimicos e materiais utilizados para western blotting foram comprados da Sigma (St. Louis,
MO, Estados Unidos) e Bio-Rad (Hercules, CA, Estados Unidos). Foram utilizados os
anticorpos primarios para VEGF (#G143-850, mouse monoclonal, Pharmingen) e COX-2
(#ab15191, anti-rabbit polyclonal, Abcan) e os secundarios Anti — Mouse e Anti - Rabbit IgG
(H+L)- HRP Conjugated (#170-6515, Bio-Rad, Hercules, CA, United States),

respectivamente. Luminescéncia quimica aumentada foi o Super Signal Pico (Pierce®).

3.2 Métodos

Foram utilizados ratos (Wistar) de 7-8 semanas de idade (200-250g, jovens),
provenientes do Biotério da UNESP no Campus de Botucatu. Durante todo o protocolo, os
animais foram mantidos em gaiolas com até quatro animais, no biotério da Faculdade de
Ciéncias da UNESP de Bauru, com ciclo claro escuro de 12:12 horas e temperatura controlada
(22°C). Ragdo e agua foram fornecidas at libitum. Os ratos foram pesados semanalmente
durante o protocolo de treinamento fisico e diariamente durante o tratamento com

dexametasona (Balanga ACRIMET).
3.3 Avaliacao da capacidade fisica maxima dos animais

A capacidade maxima foi avaliada de forma indireta por meio de teste de esforco
maximo (TEM) em esteira ergométrica. Apds um periodo inicial de adaptacdo a esteira (10
dias), os ratos foram selecionados segundo sua habilidade em andar/correr na esteira
ergométrica, confeccionada especialmente para ratos (10 raias suspensas de ferro). Apos esta
pré-selecdo, eles realizaram um teste de esfor¢co méximo (TEM-1), utilizando um protocolo
escalonado previamente validado e publicado por Silva et al. (1997), com incrementos de 5

m/min a cada 3 min. A carga méaxima foi determinada quando o animal nao conseguiu correr
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espontaneamente. Este teste maximo foi realizado novamente apds 4 ¢ 8 semanas (TEM-2 e
TEM-3, para readequar a carga, mantendo a intensidade de treinamento e para verificar o
efeito do treinamento apos as 8 semanas, respectivamente). Apds o tratamento com
dexametasona (10 dias) foi realizado mais um teste maximo (TEM-4) para verificar se a droga
tem algum efeito sobre a capacidade fisica dos animais. Os ratos sedentarios realizaram os
testes de capacidade méxima no mesmo periodo em que os treinados e permaneceram

sedentarios durante o periodo de treino.

3.4 Grupos experimentais

ApoOs a avaliagdo da capacidade fisica, os ratos foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos experimentais, seguindo protocolo de 70 dias.

Grupo 1: 10 animais que permaneceram sedentdrios durante todo o periodo e nio
receberam tratamento com dexametasona, somente solugdo salina, i.p. (SC).

Grupo 2: 10 animais que permaneceram sedentdrios por todo o periodo e receberam
tratamento com dexametasona nos ultimos 10 dias (0,5 mg/kg/dia, i.p.) — (SD).

Grupo 3: 10 animais que foram submetidos a um protocolo de treinamento fisico por 8
semanas e nao receberam tratamento com dexametasona, somente solugao salina, i.p. (TC)

Grupo 4: 10 animais submetidos a um protocolo de treinamento fisico por 8 semanas
seguido de tratamento com dexametasona por 10 dias (0,5 mg/kg/dia, i.p.) — (TD). Os
animais treinados continuaram a treinar durante o periodo de tratamento medicamentoso.

Os animais sedentarios foram readaptados a esteira a cada 15 dias para a realiza¢do

dos testes de esfor¢co maximos.

3.5 Protocolo de treinamento fisico

O treinamento fisico foi realizado em esteira ergométrica durante uma hora por dia,
por 8 semanas, com intensidade de 60% da velocidade méxima atingida no teste de esforco. A
velocidade e o tempo de treinamento foram aumentados gradativamente a cada dia, sendo que
na segunda semana de treino os animais ja estavam realizando o treino na intensidade
desejada e no periodo de uma hora. A figura 1 representa a linha do tempo do protocolo

experimental.
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3.6 Protocolo de tratamento e medida de glicemia

O protocolo pode ser melhor visualizado na linha temporal proposta para todo o
protocolo experimental. Durante os ultimos 10 dias do protocolo experimental, os ratos
receberam tratamento farmacoldgico com dexametasona (Decadron®, 0,5 mg/kg/dia, i.p.). Os
ratos controles foram tratados com salina.

Apo6s 10 horas de jejum e apds 24 horas da ultima sessdao de exercicio, foi avaliada a
glicemia de jejum dos ratos por meio de uma gota de sangue extraida da cauda do animal e
analisada por um glicosimetro (One Touch Ultra, Johnsons&Johnsons®). Esta avaliagdo foi
realizada no inicio e final do periodo de treinamento fisico e antes e apds o tratamento

farmacologico (figura 1).

Treinamento fisico

Semanas Dias |

Teste

Peso  Peso Peso Peso  Peso

| 1]
vy vy oy HEE ||||l

Teste Maximo Teste Maximo Teste Maximo A Méximo
Glicemia Peso Glicemia Tratamento Tratament
Peso Peso Peso o [
Peso Sacrificio
Glicemia

Figura 1. Linha do tempo do protocolo experimental

3.7 Retirada dos musculos esqueléticos

Apods os protocolos experimentais, os animais foram eutanasiados por excesso de
anestésico ANASEDAN® (cloridrato de xilasina) e DOPALEN® (cloridrato de quetamina),
VETBRANDS do Brasil (1:1, Img/kg de peso corporal). Os musculos esqueléticos (soleo e
tibial anterior, TA) foram removidos, limpos e imediatamente pesados. Os tecidos foram
homogeneizados com um homogeneizador Polytron em uma solugdo RIPA concentrado 10x
contendo: 0.5M Tris-HCI, pH 7.4, 1.5M NaCl, 2.5% acido deoxicdlico, 10% NP-40, 10mM
EDTA e adicionado 1% de PMSF na hora de usar.

As amostras foram centrifugadas a 10000g por 5 minutos ¢ em seguida o
sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo, que foi armazenados em freezer a
-20°C para futuras analises de expressdao proteica. Os tecidos ndo homogeneizados foram

armazenados em freezer -80°C.
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3.8 Protocolo de dosagem de proteina

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford utilizando um
kit comercial (Bio-Rad Kit, Hercules, CA) com albumina como padrdao, como previamente
publicado (AMARAL et al, 2001b). Este procedimento foi realizado em colaboragdo com o
Laboratorio do Prof. Titular Carlos Ferreira dos Santos, na FOB/USP. Apds a dosagem as
amostras foram estocadas a —20°C até serem utilizadas para os experimentos de Western

Blotting.

3.9 Procedimentos de Western Blotting

A proteina foi eletroforeticamente separada por tamanho, usando-se um sistema de gel
de poliacrilamida conforme publicacdo prévia do laboratorio (AMARAL et al, 2001Db).
Basicamente, foi utilizado um gel com duas camadas de poliacrilamida, em diferentes
concentragoes: 5% na camada superior e 8% (COX-2) e 12% (VEGF) na camada inferior. A
solucdao tampao de transferéncia consistiu de: 190 mM de glicina, 25 mM de Tris, 0,1% de
SDS, pH 8,3. As amostras (60 pg para COX-2 e 30 pg para VEGF) foram colocadas para
correr por 50 minutos a 200 V. Marcadores de peso molecular foram simultaneamente
utilizados como tamanho padrdo. As proteinas foram transferidas eletroforeticamente para
uma membrana de nitrocelulose com aplicag¢do de corrente de 120V por 1 hora e meia em um
tampao que consistiu de: 190 mM de glicina, 25 mM de Tris, 20% de metanol, pH 8,3. Logo
apos a transferéncia, a equivaléncia da quantidade de proteina colocada em cada coluna foi
conferida com a colocacdo com Ponceau. As membranas foram lavadas em solugdo basal
(Tris 1M, NaCl 5M, Tween 20), bloqueadas em solugao a 5% de leite sem gordura em
solugdo basal por 2 horas e incubadas por toda a noite, a 4°C, com dilui¢do apropriada do
anticorpo anti-COX-2 (1:500, em albumina) e anticorpo monoclonal para sequéncias de
VEGF humano (1:1000, em leite desnatado). As membranas foram entdo lavadas e incubadas
com um anticorpo secundario, IgG anti-coelho e anti mouse (COX-2 e VEGF,
respectivamente), por 2 horas. O anticorpo foi detectado por luminescéncia quimica
aumentada (Super signal Pico) e as membranas foram expostas a filme de radiografia. As

bandas foram analisadas utilizando um programa de computador (Scion Image, Corporation).
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3.1.1 Métodos estatisticos

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
Para todos os experimentos foi utilizada a andlise de variancia de dois caminhos (ANOVA),
sendo um caminho o treinamento fisico e outro caminho o tratamento farmacologico. Nas
analises de comportamento de peso e capacidade maxima foi utilizada a analise de variancia
de dois caminhos (ANOVA) com medidas repetidas, onde as repeticdes foram as semanas e
dias. As amostras que apresentaram interagao foram posteriormente analisadas pelo post-hoc

de Tukey. O nivel de significancia considerado foi de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

Os ratos foram pesados semanalmente durante as 8 semanas de treinamento e
diariamente durante os 10 dias de tratamento. Pode-se observar na Figura 2 que os ratos
apresentavam o mesmo peso corporal no inicio do protocolo experimental e, como esperado,
este peso corporal aumentou significativamente semana a semana até o final do treinamento.
Ao final da 8 semana de treinamento, os 10 dias de tratamento com a droga foram iniciados
(0,5 mg/kg/dia, i.p.). Conforme demonstrado na Figura 2, o tratamento com a Dexametasona
determinou reducdo significativa do peso corporal a partir do 4° dia, sendo o treinamento

fisico ineficaz em reverter esse quadro.
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Figura 2: Evolucdo do peso dos ratos durante as 8 semanas de treino (parte esquerda do grafico) e os
10 dias de tratamento com o farmaco (parte direita do grafico). Sedentario controle (SC, n=10),
sedentario e tratado com dexametasona (SD, n=10), treinado controle (TC, n=10) e treinado e tratado
com dexametasona (TD, n=10). Significancia: * VS inicio, p<0,05, para todos os grupos analisados.

A Tabela 1 ilustra os valores de peso corporal no dia da eutanédsia e os pesos
musculares dos animais. Pode-se observar que o tratamento cronico com dexametasona
reduziu significativamente o peso muscular dos ratos (normalizados pelo tamanho da tibia) e
o treinamento fisico realizado prévia e concomitantemente com o tratamento nao foi capaz de

atenuar essa queda.
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Tabela 1: Peso corporal e muscular dos animais no final do protocolo experimental.

Tibia TA TA/Peso TA/Tibia Séleo Séleo/Peso  Soéleo/Tibia

Grupo Peso corporal (g) (cm) (8 (mgkg) (kg/em) (g) (mg/kg) (kg/cm)
SC 415,11 4,07 0,73 1,77 178,28 0,18 0,438 44,65
SD 338,38 4,09 0,56 1,68 137,48+ 0,17 0,49 40,49
TC 413,67 4,04 0,74 1,83 183,78 0,21 0,51 51,72
TD 337,75 4,18 0,60 1,76 142,93+ 0,16 0,48 39,40+

SC (sedentario controle, n=10), SD (sedentario e tratado com dexametasona, n=10), TC (treinado
controle, n=10), TD (treinado e tratado com dexametasona, n=10). Significancia: + vS grupo controle,

p<0,05.

O treinamento fisico foi bastante efetivo em aumentar a capacidade fisica dos ratos,
pois enquanto os ratos sedentarios percorreram uma distancia de 135 metros no ultimo teste
maximo,os ratos treinados percorreram 505 metros, o que representa um aumento de 370
metros (73%). Com isso, pode-se observar na figura 3 que os ratos treinados correram 316

metros a mais, quando comparados o 1° e 3° testes maximos, enquanto os ratos sedentarios

correram 39 metros a menos.
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Figura 3. A da distancia percorrida (em metros) pelos ratos sedentarios (n=20) e treinados (n=20) no
1° e 3° testes maximos. Significancia: # VS. sedentario, p<0,05.
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O comportamento glicémico dos ratos de todos os grupos foi semelhante durante todo
o treinamento, pois se tratavam de animais normoglicémicos. Contudo, o tratamento
farmacologico (apos a 2* avaliagdo) determinou aumento de 88% na glicemia de jejum dos
animais sedentarios, como pode ser observado na Figura 4. Por outro lado, o treinamento

fisico foi efetivo em atenuar a hiperglicemia dos ratos tratados com dexametasona (Figura 4).
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Figura 4: Valores de Glicemia de jejum antes e apds o treinamento (1* e 2° avaliagdes,
respectivamente) e apds o tratamento com 0,5 mg/kg/dia — i.p. (3* avalia¢@o) nos ratos SC (sedentarios
controles, n = 10), SD (sedentarios dexametasona, n = 10), TC (treinados controles, n = 10), TD
(treinados dexametasona, n = 10). Significancia: # VS. sedentario, + VS. Grupo controle p<0,05.

As Figuras 5a e 5b, representam, respectivamente, a expressao de COX-2 no musculo
tibial anterior (n=4) e séleo (n=2). Observa-se que a dexametasona causa redu¢do da
expressdao de COX-2 tanto no musculo tibial anterior, quanto no so6leo. Além disso, o
treinamento fisico aerobio ndo conseguiu proteger essa alteragdo no musculo tibial anterior.
Para o resultado da COX-2 no musculo soleo, ndo foram feitas andlises estatisticas, pois o

numero de ratos era muito reduzido.
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Figura Sa: Analise quantitativa da expressdo da proteina COX-2 dos grupos sedentério controle (SC,
n=4), sedentario tratado com dexametasona (SD, n=4), treinado controle (TC, n=4) e treinado tratado
com dexametasona (TD, n=4) no musculo tibial anterior.
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Figura Sb: Analise quantitativa da expressdo da proteina COX-2 dos grupos sedentario controle (SC,
n=2), sedentario tratado com dexametasona (SD, n=2), treinado controle (TC, n=2) e treinado tratado
com dexametasona (TD, n=2) no musculo séleo.

Pode-se observar no grafico da figura 6a que o tratamento de 10 dias com
0,5mg/kg/dia de dexametasona reduziu a expressao de VEGF no musculo tibial anterior e que
o treinamento fisico ndo foi capaz de atenuar essa queda. Por outro lado, apesar do tratamento
cronico com dexametasona reduzir a expressio de VEGF também no musculo soéleo, o

treinamento fisico atenua esta reducao. (grafico da figura 6b).
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Figura 6a: Gel representativo da expressdo da proteina VEGF com 2 bandas para cada grupo (painel
superior) e analise quantitativa da expressao da proteina VEGF (painel inferior) dos grupos sedentério
controle (SC, n=8), sedentario tratado com dexametasona (SD, n=8), treinado controle (TC, n=8) e
treinado tratado com dexametasona (TD, n=7) no musculo tibial anterior. Significancia: p<0,05, + vs.

grupo controle.
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Figura 6b: Gel representativo da expressao da proteina VEGF com 2 bandas para cada grupo (painel
superior) e analise quantitativa da expressdo da proteina VEGF (painel inferior) dos animais dos
grupos sedentario controle (SC, n=8), sedentario tratado com dexametasona (SD, n=8), treinado
controle (TC, n=8) e treinado tratado com dexametasona (TD, n=8) no musculo séleo. Significancia:

p<0,05, + vs. grupo controle e # vs. SD.
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A utilizacao cronica da dexametasona visando conter processos inflamatérios e
alérgicos tem evidenciado uma série de efeitos colaterais, com isso, diversos estudos vém
enfatizando a importancia do treinamento fisico no controle desses maleficios.

Pode-se observar neste estudo que o tratamento com 0,5 mg de dexametasona
durante os 10 dias finais de protocolo resultou em reducao significativa do peso corporal,
tanto dos ratos treinados, quanto dos ratos sedentarios, a partir do 4° dia de tratamento. Esse
quadro ja ¢ bastante conhecido na literatura, independente da dosagem utilizada. Estudos
anteriores do nosso laboratério comprovaram que, o tratamento também por 10 dias, porém
com 1 mg/kg/dia de dexametasona, acarretou em perda de peso corporal, sendo o treinamento
fisico ineficaz em atenuar essa queda. (BAREL et al 2010). Concordando com esses achados,
Ma et al, (2003), também verificaram perda de peso corporal significativa (4%) utilizando
uma dosagem de 0,6 mg/kg por dia de dexametasona. Uma diferenga consideravel no presente
estudo ¢ que, enquanto o peso corporal dos ratos tratados com 1mg de dexametasona decai a
partir do primeiro dia (BAREL et al 2010) ou terceiro dia (GILSON et al 2007), os ratos
tratados com 0,5mg comecam a perder peso corporal apenas a partir 4° dia de tratamento.
Contudo, para ambas as dosagens, a perda de peso corporal ndo foi atenuada pelo treinamento
fisico realizado anteriormente ao tratamento.

A atrofia muscular tem sido apontada como um desbalango entre fatores
hipertroficos e atréficos que controlam o crescimento muscular. Ma et al (2003), Gilson et al
(2007) e mais recentemente Barel et al (2010), demonstraram que o uso cronico de
dexametasona a 0,6mg/kg e 1 mg/kg/dia, promovia uma perda significativa de peso corporal
acompanhada de atrofia muscular. Dessa forma, outro resultado deste estudo também vai ao
encontro da literatura e dos resultados de nosso laboratério (DIONISIO et al, 2009; BAREL
et al 2010), ou seja, pode-se observar que o tratamento com dexametasona, seja com 0,5mg ou
Img/kg/dia, causa atrofia muscular, principalmente em musculo de fibra branca. Nota-se que
o musculo tibial anterior sofreu com os efeitos colaterais do tratamento com a droga e que,
mais uma vez, o treinamento aerobio e de baixa/moderada intensidade nao foi efetivo. Ja o
musculo soleo (predomindncia vermelha) ndo sofreu com efeitos do farmaco e manteve seu
peso mesmo durante os 10 dias de tratamento.

Outro importante efeito colateral da dexametasona ¢ o aumento significativo da
glicemia de jejum dos animais o que contribui para o desenvolvimento de hiperglicemia,

seguida de hiperinsulimenia. (RAFACHO et al., 2007; SANTOS et al, 2007; GIOZZET et al,



34

2008; DIONISIO et al, 2010; BAREL et al., 2010). Resultados recentes do laboratério
(BAREL et al., 2010) demonstraram que Img/kg por dia de dexametasona era capaz de
aumentar em 136% a glicemia de jejum dos animais. Além disso, os resultados do presente
projeto confirmam estes resultados e demonstram de forma coerente que, em doses menores, a
droga produz menores efeitos. Neste presente estudo, 0,5 mg/kg por dia determinou aumento
significativo na glicemia dos animais sedentarios de +88%.

Por outro lado, observa-se uma resposta positiva do treinamento fisico aerébio de 8
semanas na glicemia dos animais, porque apesar dos animais treinados também apresentarem
seus valores de glicemia de jejum maiores, a porcentagem foi bem menor (+21%) do que o
grupo sedentdrio. Assim o treinamento fisico destaca-se como grande aliado ao atenuar a
hiperglicemia causada pelo tratamento com este potente anti-inflamatorio.

Outros autores também demonstraram redugdo significativa na expressao da proteina
VEGF apés tratamento cronico com dexametasona em diferentes tecidos do organismo
(HEISS et al., 1996; MACHEIN et al., 1999; HA et al., 2002; KOEDAM et al., 2002; IWAI
et al., 2004; KANERVA et al., 2008) e na glandula adrenal (MALLET et al., 2003). Dessa
forma, ainda na perspectiva de que quanto menor a dose de dexametasona, melhor serd o
efeito do treinamento fisico, verificou-se no presente estudo que o treinamento fisico € capaz
de atenuar a diminui¢do da proteina VEGF no musculo so6leo com o tratamento com 0,5mg,
diferentemente do tratamento com 1mg contido na literatura (BAREL et al 2010), mediante o
qual o treinamento fisico ndo conseguiu o mesmo efeito. Contudo, o musculo tibial anterior
ndo respondeu ao treinamento, talvez pelo fato do treinamento aerdbio ativar prioritariamente
as fibras vermelhas.

Além disso, concordando com Luo et al 2009 ¢ HIRASAWA et al 2010, a
dexametasona causou diminui¢@o na expressao da proteina COX-2 nos musculos séleo e tibial
anterior. Sendo o treinamento fisico, novamente insuficiente para atenuar essa redu¢do no
musculo tibial anterior. Certamente, sera necessario uma amostra maior, para que possa ficar
comprovado o real efeito, tanto do treinamento, quanto do tratamento.

Com isso, nota-se que o tratamento cronico com dexametasona por 10 dias
(0,5mg/kg/dia, i.p.) causa uma série de efeitos colaterais como: perda de peso, atrofia
muscular, hiperglicemia e aparente diminuicdo da expressao protéica de COX-2 ¢ VEGF,

sendo o treinamento fisico um aliado para conter esses maleficios.
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5.1 Dificuldades encontradas

Foram trés, as maiores dificuldades encontradas. Primeiramente na aquisi¢do dos
ratos, pois os animais sdo transportados do Biotério da Faculdade de Medicina de Botucatu
(UNESP) para Bauru mensalmente. Contudo, devido a alguns problemas, o transporte dos
animais ndo aconteceu da forma desejada durante o ano de 2011, o que atrasou todo o
cronograma. Utilizamos para tanto os animais que ja estavam no laboratdrio, caso contrario
ndo seriam possiveis os resultados para esta monografia.

A segunda grande dificuldade foi com as andlises de Western Blotting,
principalmente para a expressdo da proteina COX-2. Como ndo era uma proteina realizada de
rotina no laboratério tivemos que demandar certo tempo para a padronizagdo. Neste sentido,
fizemos modificagdes na quantidade de proteina sugerida na literatura (e diferente do que
outros membros do laboratdrio utilizam no musculo miocardio), tempo de corrida, nimero de
lavagens e tempo de incubagdo com o anticorpo. Apenas 50ug de proteina € necessaria para
avaliar COX-2 no coragdo, mas essa quantidade era insuficiente para o musculo esquelético.
Tentamos diversas dosagens diferentes mas ndo encontramos a ideal, talvez por problema no
proprio anticorpo.

Por fim, a maior dificuldade foi ter passado em um concurso publico para
técnico de laboratorio na FOB-USP/ Bauru, pois quando as coisas comegaram a dar certo no
laboratorio quanto a proteina COX-2, eu tive de assumir meu novo emprego. Essa mudanga
de rotina acabou inviabiliziando a continua¢do da minha pesquisa, porque eu tive que cancelar
minha bolsa de iniciacdo cientifica por ter um trabalho rentavel e por falta de tempo. Ainda
assim, como estou trabalhando em um laboratdrio, procurei saber se era possivel terminar
minha monografia na Universidade de Sdo Paulo. Encontrei no laboratorio de Bioquimica,
alunos desenvolvendo a técnica de Western Blotting e tentei dar continuidade ao meu projeto.
Todavia, como o aparato utilizado era mais atual do que eu estava acostumado, ndo consegui
repadronizar meus experimentos a tempo.

Com isso, peco desculpas a comunidade unespiana por ndo ter concluido meu

projeto inicial, mas tenho a certeza de ter contribuido com outros resultados relevantes.
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