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RESUMO

Introducdo: A resisténcia a insulina (RI) precede as manifestacGes clinicas de diversas
condicGes patoldgicas. Dentre elas destaca-se a disfungdo vascular que provoca danos nos
mecanismos vasorrelaxantes. O exercicio resistido (ER) promove beneficios no sistema
cardiovascular e apenas uma sessdo ja é capaz de induzi-los. Desse modo o ER pode ser
uma ferramenta nao-farmacoldgica atil no combate dessa disfuncdo. Porém, os efeitos
atenuantes de uma sessao de ER sobre a disfuncdo endotelial induzida pela RI precisam
ser esclarecidos. Objetivo: Investigar os efeitos de uma sessdo de exercicio resistido de
intensidade moderada sobre a fungdo vascular de animais com resisténcia a insulina.
Metodos: Foram utilizados ratos Wistar machos (300-350 g) (CEPA/UFS 34/16). A
inducdo da RI foi feita através da administracéo de dexametasona (2 mg/kg/dia/i.p./7 dias)
nos grupos sedentario resistente a insulina (SRI) e exercitado resistente a insulina (ERI)
e solucdo salina 0,9% no grupo sedentério controle (SC). O grupo ERI foi submetido ao
protocolo de ER que consistiu em 5 séries de 10 repeticdes com intensidade de 60% do
teste de uma repeticdo méaxima. A sensibilidade sistémica a insulina foi avaliada através
do teste de tolerancia a insulina (TTI) durante e depois da inducdo. Apds a sessdo de ER,
os ratos foram eutanasiados e submetidos ao protocolo de avaliacdo da reatividade
vascular em anéis de artéria mesentérica superior, obtendo curvas concentragdo-resposta
para a insulina (103310 mol/L) na auséncia e presenca de L-NAME (100 mol/L),ou
tetraetilamdnio (TEA) (10 mol/L), ou glibenclamida (GLI) (10 mol/L), ou BQ 123 (10
mol/L). Os resultados foram apresentados como a média + EPM e foi utilizado o teste
ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni. Resultados: No TTI, notou-se
do dia 6 que o grupo SC apresentou sensibilidade a insulina preservada (35,2 mg/dL) e
0s grupos SRI tiveram diminuicdo dessa sensibilidade (106,8 mg/dL e 108,8 mg/dL,
respectivamente). No dia 8 o grupo SC apresentou sensibilidade a insulina ainda
preservada (41 mg/dL), o grupo SRI ainda apresentou sensibilidade reduzida (108,5
mg/dL) e o grupo ERI, apresentou melhora na sensibilidade ap6s o exercicio (74 mg/dL).
O vasorrelaxamento induzido pela insulina no grupo SRI foi atenuado quando comparado
ao grupo SC (Rmax= 10,3 £ 0,7% vs 22,8 + 2,2% p<0,0001) e que uma sessdo de ER foi
capaz de reverter essa atenuacao (Rmax=23,2 = 2,2%, p<0,0001). Em anéis pré-incubados
com L-NAME o vasorrelaxamento foi praticamente abolido no grupo SC (Rmax=3,7
1,1%, p<0,0001), enquanto no grupo SRI houve uma contracdo (Rmax=-4,9 £ 0,7 %,
p<0,0001). E o grupo ERI apresentou um aumento no vasorelaxamento induzido pela
insulina quando comparado ao grupo SC (Rmax=12,1 £ 0,9 % vs. 3,7 + 1,1%, p<0,001).
Em anéis incubados com L-NAME+TEA o relaxamento de todos os grupos foram
praticamente abolidos (SC: Rmax= 3,7 £ 1,8% p<0,0001; SRI: Rmax= 0,0 £ 1,4%,
p<0,0001; ERI: Rmax= 3,4 = 0,8 %, p<0,0001). Na presenca de L-NAME + GLI o
resultado foi semelhante ao da presenca com L-NAME+TEA (SC: Rmax=3,2 = 1,0%
p<0,0001; SRI: Rmax=0,4 + 0,9%, p<0,0001; ERI: Rmax=3,6 + 0,8 %, p<0,0001). E na
presenca de L-NAME+BQ 123, os grupos SC e SRI tiveram o relaxamento abolido (SC:
Rmax=2,2 £ 1,1% p<0,0001; SRI: Rmax=0,1 £ 1,3%, p<0,0001), no entanto, o grupo ERI
apresentou relaxamento (Rmax= 10,4 £ 1,4 %, p<0,0001).Concluséo: Nossos resultados
sugerem que uma sessdo de ER com intensidade moderada é capaz de promover ajustes
na disfuncéo vascular gerada pela RI através de mecanismos dependentes de NO e dos
canais para K* do subtipo Katp.

Descritores: Resisténcia a insulina; exercicio resistido; fungéo vascular.



ABSTRACT

Introduction: Insulin resistance (IR) precedes clinical manifestations of several
pathological conditions. Among them stands out the vascular dysfunction that triggers
damage in the vasorelaxation mechanisms. The resistance exercise (RE) promotes
benefits in the cardiovascular system, one session is able to induce such benefits, thus
may be a useful non-pharmacological tool to treat this dysfunction. However, the effects
of a RE session on vascular dysfunction induced by IR still needs to be clarified.
Objective: To investigate the effects of a moderate resistance exercise session on vascular
function in animals with insulin resistance. Methods: Were used Wistar male rats (300-
350g) (CEPAJ/UFS 34/16). The IR induction were made through dexamethasone
administration (2 mg/kg/day/i.p./7 days) in for sedentary insulin resistant (SRI) and
exercised insulin resistant (ERI) groups, and saline solution 0,9% for sedentary control
group (SC). The ERI group was submitted to ER protocol consisted by 5 series of 10
repetitions with 60% intensity of maximum intensity test. The systemic insulin sensibility
was evaluated through insulin tolerance test (ITT) during and after induction. Following
the RE session, the rats were euthanized and submitted to vascular reactivity evaluation
protocol in superior mesenteric artery rings, obtaining concentration-response curves for
insulin (10 — 10°® mol/L) in the presence and absence of L-NAME (100 mol/L), or
tetraethylammonium (TEA) (10 mol/L), or glibenclamide (GLI) (10 mol/L), or BQ 123
(10 mol/L). The results were shown as mean+EPM with two-way ANOVA test, followed
by Bonferroni post-test. Results: On TTI, it was noted on the day 6 that the SC group
showed preserved sensibility to insulin (35,2 mg/dL), the SRI and ERI groups had
decreased sensibility (106,8 mg/dL e 108,8 mg/dL, respectively). On the day 8, the SC
group still showed preserved sensibility to insulin (41 mg/dL), the SRI group still showed
decreased sensibility (108,5 mg/dL), and the ERI group showed improvement in
sensibility after exercise (74 mg/dL). The vasorelaxation induced by insulin in SRI group
was attenuated when compared to SC group (Rmax=10,3 £0,7% vs 22,8 + 2,2% p<0,0001)
and one RE session was able to revert this attenuation (Rmax=23,2 + 2,2%, p<0,0001). On
pre-incubated rings with L-NAME, the vasorelaxation was almost abolished on SC group
(Rmax= 3,7 = 1,1%, p<0,0001), while in the SRI group had a contraction (Rmax=-4,9
0,7%, p<0,0001). On the other hand, the ERI group presented increase in vasorelaxation
induced by insulin when compared to SC (Rmax=12,1 £ 0,9 % vs. 3,7 £ 1,1%, p<0,001).
Rings incubated with L-NAME+TEA the relaxation in all groups was almost abolished
(SC: Rmax=3,7 + 1,8% p<0,0001; SRI: Rmax=0,0 £ 1,4%, p<0,0001; ERI: Rmax=3,4 £ 0,8
%, p<0,0001). In presence of L-NAME+GLI the result was similar to L-NAME+TEA
(SC: Rmax= 3,2 + 1,0% p<0,0001; SRI: Rmax=0,4 = 0,9%, p<0,0001; ERI: Rmax=3,6 £ 0,8
%, p<0,0001). With L-NAME+BQ 123, the groups SC and SRI had their relaxation
abolished (SC: Rmax=2,2 £ 1,1% p<0,0001; SRI: Rmax=0,1 £ 1,3%, p<0,0001), however,
the ERI group showed relaxation (Rmax= 10,4 £ 1,4 %, p<0,0001). Conclusion: Our
results suggest that one session of ER with moderate intensity is able to promote adjusts
in the vascular dysfunction caused by IR through NO dependent mechanisms and K*
channels subtype Kartp.

Keywords: Insulin resistance; resistance exercise; vascular function.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia a insulina (RI) é caracterizada por alteracdo metabdlica decorrente
da diminuicdo da capacidade do receptor de insulina em realizar a sua funcdo de forma
adequada. Como consequéncia disto, ocorre atenuacdo na captacao de glicose e aumento
das concentragdes plasmaéticas de insulina gerando um quadro de hiperinsulinemia (SBD,
2015).

A RI pode desencadear um quadro de sindrome metabdlica por promover o
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial e aterosclerose
(STRANGE, 2015). Essas doencas constituem problemas de salde publica por
apresentarem um alto indice de prevaléncia, mortalidade e custos para a satde no Brasil
e no mundo, reduzindo tanto a qualidade quanto a expectativa de vida (NAKAGAKI;
PORTERO MCLELLAN, 2013; SBD, 2015).

Além disso, a Rl consiste em um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares por provocar disfuncdo endotelial com
consequentes disturbios no ténus vascular. Essa disfungéo é decorrente de alteracGes nas
vias de sinalizacdo da insulina sobre a célula endotelial, seja por prejudicar os
mecanismos envolvidos com a vasodilatagdo (PI3K/Akt/eNOS), ou por potencializar os
mecanismos envolvidos com a vasoconstriccdo (MAPK/ET-1) (ZHENG,; LIU, 2015).

Dentre as causas que levam ao desenvolvimento da RI, a obesidade e o
sedentarismo tem recebido grande destaque (GONG et al., 2015; REAVEN, 1988),
contudo, também ha de se considerar o uso de prolongado de glicocorticoides. Pacientes
com doencas autoimune representam entre 5 a 8% da populacdo mundial e sdo
frequentemente tratados com corticoides sintéticos (LLEO, 2017).

Os efeitos colaterais causados pelos glicocorticoides ja sdo aparentes a partir de
doses menores que 7,5 mg/kg e dois meses de uso (CURTIS et al., 2006; PEREIRA;
CARVALHO; CANALIS, 2010). Esses efeitos colaterais s&o comuns e afetam diversos
sistemas, dos quais podem ser citados o cardiovascular, o enddcrino e metabolico,
destacando-se o0 metabolismo da glicose, além de efeitos gastrointestinais e
dermatoldgicos, por exemplo (ORAY et al., 2016). Um das principais substancias
sintéticas amplamente utilizados na prética clinica é a dexametasona, prescritos para
tratamentos de doencas inflamatdrias, alérgicas, autoimunes e até como tratamento
profilatico pos-operatério (DIELEMAN et al., 2012).



Visto que possui causas multifatoriais, a Rl apresenta muitos efeitos deletérios, e
esses precisam ser tratados, desse modo, o exercicio fisico e outras mudancas no estilo de
vida, como a adocdo de uma alimentagdo saudavel, tem sido indicados como importantes
recursos ndo-farmacoldgicos eficazes no controle da RI por contribuirem tanto na
prevencdo quanto no tratamento dessa disfuncdo metabdlica (FEDEWA et al., 2014;
GONG et al., 2015).

O ER tem demonstrado ser eficaz no tratamento da RI, por melhorar a via de
sinalizacdo da insulina através do aumento da captacao e estocagem de glicose na célula
muscular esquelética e da expressdo de transportadores de glicose que auxiliam na
manutencdo da homeostase a glicemia (ARAUJO et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016).
Além disso, o exercicio fisico, tanto aerébico quanto resistido, promove na vasculatura,
0 estresse de cisalhamento que aumenta o fluxo sanguineo e consequente ativagao da via
da sinalizacdo da fosfatidil 3-quinase/proteina quinase B (PI3K/Akt), e como
consequéncia hd uma maior ativacdo da producdo de 6xido nitrico promovendo por fim,
vasodilatacdo (CHAUDHURI; DANDONA; FONSECA, 2012; FONTES et al., 2014;
MOTA et al., 2015; SALT, 2012). Adicionalmente, para produzir mais ATP durante o
exercicio, ocorre a ativacao da proteina quinase pela adenosina monofosfato (AMPK) que
resulta na translocacdo de GLUT-4 adicional para a membrana celular, induzindo assim
uma maior captacédo de glicose (MCGEE et al., 2003; SIMONEAU et al., 1999).

Ademais, em animais saudaveis, foi demonstrado que uma sessdo de exercicio
resistido fisico também promove alteracGes importantes nas respostas vasculares, como
0 aumento da producdo de NO derivado do endotélio (FONTES et al., 2014; MOTA et
al., 2015), capazes de ajudar na melhora da funcédo endotelial, que encontra-se prejudicada
na resisténcia a insulina. Assim, o exercicio pode fazer ajustes em que 0s mecanismos
vasodilatadores sejam potencializados enquanto que 0s mecanismos vasoconstritores
sejam diminuidos (ZHENG; LIU, 2015).

Desta forma, a hipotese deste trabalho é que uma sessdo de exercicio resistido seja
capaz de promover ajustes nas respostas vasculares, atenuando o risco das doencas

cardiovasculares decorrentes da RI.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resisténcia a Insulina

A resisténcia a insulina (RI) é caracterizada por altera¢Ges nas vias de sinalizagédo
da insulina, decorrente da menor atividade do receptor de insulina reduzindo captacéo de
glicose pelas células alvo. Como consequéncia disto, h4 aumento da concentragdo de
insulina no organismo podendo gerar um quadro de hiperinsulinemia (MATHER,;
STEINBERG; BARON, 2013; SBD, 2015).

A RI é um importante fator de risco e pode preceder o desenvolvimento do
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), da hipertensdo arterial e aterosclerose. Juntas, essas
morbidades podem causar um quadro clinico de sindrome metabdlica (GIACAGLIA,
2014; STRANGE, 2015). Desta forma, o tratamento da RI apresenta um desafio para a
salde publica devido ao seu alto indice de prevaléncia e mortalidade e por reduzir
consideravelmente a qualidade e a expectativa de vida, além de um alto custo econémico
(NAKAGAKI; PORTERO MCLELLAN, 2013; SBD, 2015).

Muitos fatores tem influenciado para o desenvolvimento da RI, dentre os quais
destacam-se 0 mau comportamento alimentar, o sedentarismo, e principalmente a
obesidade (ADA, 2010, 2017). Inicialmente silenciosa, a Rl pode estar presente antes
mesmo de serem detectadas alteraces da concentracdo plasmatica de glicose, devido a
hiperinsulinemia que acontece para compensar o desequilibrio glicolitico (CARVALHO;
COLACO; FORTES, 2006; SBD, 2015).

Pessoas com de DM2, necessitam de tratamento farmacoldgico, como o uso de
hipoglicemiantes (CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006). Além disso, outros
problemas graves também podem ser desencadeados pela RI, como a predisposi¢cdo as
doencas microvasculares (neuropatia, retinopatia). Também constitui um importante fator
de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares como hipertensédo e
aterosclerose, decorrentes das alteracfes na funcdo endotelial, que diminui a capacidade
funcional vascular (ADA, 2010; ARCE-ESQUIVEL. et al.,, 2013; CARVALHO;
COLACO; FORTES, 2006; MATHER; STEINBERG; BARON, 2013).

A disfuncdo endotelial causada pela RI é caracterizada pela diminuicdo da
resposta vasorrelaxante promovida pela insulina (PI3K/Akt/eNOS), promovendo a

reducdo da producdo de Oxido nitrico, em favorecimento da resposta contrétil



(MAPK/ET-1), que aumenta a concentracio intracelular de Ca?* no masculo liso
(ZHENG,; LIU, 2015). Diante de todos os riscos decorrentes da R, que sdo resultantes da
diminuicdo da funcdo vascular, & importante que alternativas para o tratamento dessa

doenca continuem a ser estudados, afim de que melhorias possam ser alcancadas.

2.2 Endotélio Vascular

O endotélio vascular é constituido por uma monocamada de células que reveste o
limen dos vasos sanguineos e desempenham um papel fundamental para a homeostase
vascular (HALL; GUYTON, 2011). E considerado um tecido dindmico, ativo e que
desempenha func¢des importantes nos organismos, tais como a manutencao da circulacdo
sanguinea, a agregacgdo plaquetaria, a fluidificacdo e, principalmente, o controle do tonus
vascular (DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 2007; GHISI et al., 2010).

Essas células que estdo em contato com o sangue sdo capazes de detectar
alteracdes no fluxo sanguineo e na pressao arterial, também respondem adequadamente a
cada estimulo por meio da sintese e liberacdo de substancias vasoativas que desencadeiam
respostas vasoconstritoras ou vasodilatadoras (BAUER; SOTNIKOVA, 2010; NASEEM,
2005).

Desde que foi descoberto por Furchgott e Zawadisk (1980), foi visto que o
endotélio vascular tinha fun¢es mais sofisticadas que simplesmente ser impermeavel ao
sangue. A partir de entdo, outros estudos foram realizados e o entendimento da
funcionalidade endotelial por meio de agentes vasoativos, que foram descritos como
fatores relaxantes derivados do endotélio e fatores constritores derivados do endoteélio
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

Os fatores relaxantes derivados do endotélio mais importantes sdo: o Oxido
nitrico (NO), o fator hiperpolarizante do endotélio (FHDE), e a prostaciclina. Enquanto
os fatores constritores derivados do endotélio (FCDE) sdo: a prostaglandina Hz, o &nion
superoxido, o tromboxano, a endotelina 1 e a angiotensina Il (FELETOU;
VANHOUTTE, 1988; FURCHGOTT, 1983; MILLER; VANHOUTTE, 1985;
MONCADA et al., 1976; VANHOUTTE; KATUSIC, 1988; VELTMAR; GOHLKE;
UNGER, 1991; YANAGISAWA et al., 1988). Essas substancias podem ser liberadas em
reposta a estimulos humorais, neurais ou mecéanicos, como o aumento do fluxo sanguineo

decorrente do estresse de cisalhamento e também de substancias vasoativas, como a



acetilcolina (ACh), a insulina (INS) e a ANG Il que promovem relaxamento ou contragdo
dos vasos (BOO; JO, 2003; LEVINE; PUNIHAOLE; LEVINE, 2012). Dentre essas
respostas desencadeadas no vaso sanguineo pelo endotélio, a producdo de NO ¢é
considerada a mais importante (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989).

No vaso sanguineo, a via classica da dilatacdo promovida pelo NO é mediada pela
ACh que se liga aos receptores muscarinicos Ms, lacopladosa proteina Gq. Esta ligacao
faz com que haja a conversdo da guanosina difosfato (GDP) em guanosina trifosfato
(GTP), da subunidade a da proteina G que se desloca e ativa a fosfolipase C, que cliva a
fosfatidilinosiltol 4,5-bifosfato (PIP2) em inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG). Esses segundos mesnsageiros promovem o0 aumento da concentracdao de célcio
intracelular ([Ca*™2]i) por meio da liberagcdo do Ca*2 do reticulo sarcoplasmatico e pela
atividade da proteina quinase C (PKC) que influencia na abertura de canais para caclio.
O aumento da [Ca*?]i permite que esse fon se ligue a calmodulina (CaM), formando o
complexo Ca*?/calmodulina e ativando a dxido nitrico sintase endotelial (eNOS), que
sintetiza 0 NO a partir do aminoécido L-Arginina (L-Arg). O NO sintetizado difunde-se
para a musculatura lisa e se liga ao grupo heme da guanilato ciclase soltvel (GCs) que, a
partir do GTP, sintetiza a guanosina monofosfato ciclico (GMPc) promovendo, por fim,
o relaxamento do vaso (figura 1) (BIAN; DOURSOUT; MURAD, 2008; CERQUEIRA;
YOSHIDA, 2002).

MB
1~[Caz‘] Ca’*/Cam NOS
i >
Via PLC-IP,
Célula NO L-Arg
endotelial
GC,
Célula
muscurar lisa GMP, aix.
e

Relaxamento

Figura 1:Esquema da via de sinalizagdo do vasorrelaxamento do NO induzido pela ACh. Ms: receptor
muscarinico subtipo M3; 4 [Ca?*]i: aumento da concentracéo de calcio intracelular; PLC: fosfolipase C; IPs:
inositol 1,4,5-trifosfato; Ca2*/CaM: complexo célcio calmodulina; NOS: éxido nitrico sintase; L-Arg: L-
Arginina; NO: 6xido nitrico; GCs: guanilato ciclase soullvel; GTP: guanosina trifosfato; GMP,: guanosina
monofosfato ciclica. Fonte: (CUNHA, 2013).



2.3 Canais para potassio sensiveis a ATP

Além disso, outros fatores também contribuem com o desenvolvimento do
relaxamento vascular. Entre eles 0 FHDE que promove o vasorrelaxamento por meio da
ativacdo de canais para K* nas células do mdasculo liso vascular (NAGAO;
VANHOUTTE, 1992). Essa hiperpolarizacdo parece ocorrer atraves das jungdes
mioendoteliais, sendo que a baixa concentracdo de K* no espaco intercelular pode ativar
a Na*/K*ATPase e o0s canais para K* retificantes (BUSSE et al., 2002).

Ademais, vale ressaltar que para manter o tonus basal fisiologico é necessario a
interacdo entre os fatores contrateis e relaxantes. De modo que alteragdes no equilibrio

desses fatores resulta em situacdes patologicas (RATTMANN, 2009).

2.4 Acdes vasculares da insulina

A insulina ¢ um horménio produzido pelas células p pancreaticas. E responsavel
pela manutencdo da homeostase da glicemia e exerce importante papel sobre as acoes
metabolicas do organismo. Promove a captacdo de glicose pelo musculo esquelético e
pelo o figado, aumenta a sintese proteica, reduz a lipdlise e a producdo hepatica de
glicose. Além disso, é capaz de promover vasorrelaxamento, contribuindo
significativamente na fungdo vascular, no controle do tonus e consequente melhoria da
salde cardiovascular (BORNFELDT; TABAS, 2011; FONTES et al., 2014; ROPELLE;
PAULI; CARVALHEIRA, 2007; ZIERATH, 2002).

A acdo da insulina no vaso sanguineo acontece pela interacdo entre esse hormonio
e o receptor de insulina (IR) transmembrana do tipo tirosina quinase localizado na célula
endotelial, composto por duas subunidades a e duas subunidades P. Através do
acoplamento da insulina com o IR, uma cascata de respostas é produzida que pode resultar
na constricdo ou relaxamento do musculo liso vascular (FROJDO; VIDAL; PIROLA,
2009; SAINI, 2010).

A via da vasodilatacdo desencadeada pela insulina ocorre por meio da fosforilacéo
da PI3K que cliva PIP2 em IPs, essa por sua vez ativa o fosfoinositideo dependente de
quinase 1(PDK-1) que fosforila e aumenta a atividade da proteina quinase B (Akt/PKB).
Isso promove a fosforilacéo de residuos de serina 1177 da eNOS, resultando na producéo



de NO independente do aumento da [Ca?]i (BORNFELDT;, TABAS, 2011;
MUNIYAPPA; SOWERS, 2013; SALT, 2012). A difusdo do NO para as células
musculares do vaso vai gerar a ativacdo da GCs que produz GMPc reduzindo a [Ca?']i e
consequentemente a vasodilatacdo (figura 2) (BAUER; SOTNIKOVA, 2010; LEVINE;
PUNIHAOLE; LEVINE, 2012).
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Figura 2: Esquema da via de sinalizagdo da insulina promovendo vasorrelaxamento derivado do NO e
vasoconstri¢do derivada da endotelina. Receptor de insulina (IR); Substrato do receptor de insulina 1/2 (IRS
1/2); Proteina transformadora (SHC); Proteina 2 ligada ao fator de crescimento (GRB2); Fator de troca de
nucleotideos de guanina (SOS); Proteina conversora de guanosina difosfato (RAS); Proteina quinase
ativadora da MAPK (MEK); Proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK); Endotelina 1 (ET-1);
Fosftidilinositol-3 quianse (P13K); Fosfoinositideo dependente de quinase 1 (PDK-1); Proteina quinase B
(AKt/PKBY); Isoforma endotelia da dxido nitrico sintase (eNOS); Oxido nitrico (NO). Fonte: (ARAUJO,
2017 — ndo publicado)

A vasoconstricdo desencadeada pela insulina ocorre pela ligacdo com o IR que
fosforila o IRS e a proteina transformadora (SHC) que interagem com a proteina 2 ligada
ao fator de crescimento (Grb2). Este fator, esta constitutivamente associado ao fator de
troca de nucleotideos de guanina (SOS) e ativa a proteina RAS, fazendo a troca de GDP
por GTP. A RAS, por sua vez, ativa a proteina quinase ativadora da MAPK (MEK), que
fosforila a proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK/ERK) e promove por fim, a
producdo de endotelina (ET-1). O aumento de ET-1 causa a vasoconstrigéo pela interacdo
da mesma com proteina a Gg que aumenta a [Ca2*]i na célula muscular lisa por meio do
IPs e do DAG (figura 2) (AIRES, 2008; MUNIYAPPA; SOWERS, 2013).



Essas vias, em funcionamento fisiologico adequado, ajudam a manter a
modulagdo do tonus vascular em conjunto com os outros FCDE e os FRDE. De modo
que alteracbes nessas vias causam disfuncdo endotelial e acarretam em diversas
morbidades das quais podem ser citadas a hipertenséo, aterosclerose, Rl e DM2 (ZHENG;
LIU, 2015).

A disfuncdo endotelial estd diretamente relacionada ao quadro clinico da RI, uma
vez que 0 mau funcionamento do IR causa a inativacgao dos IRS-1/2 e, consequentemente,
promove uma diminuicdo da atividade da via produtora de NO (PI3K/Akt/eNOS) e
manutencdo ou aumento da atividade da via vasoconstritora (IRS/MAPK/ET-1) (ARCE-
ESQUIVEL. et al., 2013). A reducdo da biodisponibilidade de NO e aumento da
biodisponibilidade de ET-1 altera a modulagdo do ténus vascular, diminuindo a
complacéncia arterial e provocando a disfuncdo endotelial que estd ligada ao
desenvolvimento da aterosclerose e outras doencas cardiovasculares (MUNIYAPPA et
al., 2007; MUNIYAPPA; SOWERS, 2013; ZHENG; LIU, 2015).

A acdo vascular da insulina € um relevante fator na modulagéo do tonus vascular,
de modo que a melhoria do funcionamento dessa sinalizagdo, com o aumento da
expressao e atividade da via dilatadora e diminui¢do da constritora é de fundamental
importancia para a manutencdo do ténus vascular e consequente melhoria da funcéo
endotelial (FROJDO; VIDAL; PIROLA, 2009; SAINI, 2010). Neste contexto, o exercicio
fisico pode exercer um papel relevante na melhoria da funcéo vascular, uma vez que trem
sido descrita a sua participacdo da modulacdo do ténus vascular (FONTES et al., 2014;
MOTA et al., 2015).

2.5 Exercicio Fisico

Caracterizado como sendo uma atividade fisica praticada regularmente e de forma
planejada, o exercicio fisico tem como objetivo de melhorar a qualidade de vida
(GUISELINI, 2006). Desse modo, também tem sido recomendado e utilizado para
prevencdo e tratamento de comorbidades, dentre as quais se destacam as
cardiovasculares, a R, a dislipidemia e 0 DM2 (ACSM, 2010; FONTES et al., 2014;
NAKAGAKI; PORTERO MCLELLAN, 2013; WINETT; CARPINELLI, 2001).

A mudanca no estilo de vida é essencial para a melhoria da satde. Assim,

alteracbes nos habitos alimentares, seguindo uma dieta saudavel, acompanhadas da



pratica regular de exercicio fisico sdo importantes ferramenta ndo farmacoldgica, que
pode ser usada na prevencdo e tratamento da RI, podendo impedir complica¢fes na
funcdo endotelial e consequentemente reduzir os danos que essa doenga promove
(OKAMOTO etal., 2011; OKAMOTO; MASUHARA; IKUTA, 2011).

Das modalidades de exercicio fisico, o resistido (ER), conhecido popularmente
como musculacdo, apresenta inumeros beneficios no que tange a satde, desde o aumento
de massa muscular e de forca até melhoria da capacidade funcional (AMERICAN
COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2009; AVELAR et al., 2013; CADORE et al.,
2014) Sabe-se que 0 ER pode promover aumento da massa muscular, permitindo que haja
uma maior captacdo e estocagem da glicose e auxilia na manutencdo do controle
glicémico, da insulina e por conseguinte, da Rl (BRAITH; STEWART, 2006).

O exercicio fisico também promove o aumento da biodisponibilidade do NO que
¢ um indicio de melhora da fun¢do vascular (OKAMOTO et al., 2011; ZHENG,; LIU,
2015). Esse fato pode ser atribuido ao aumento da expressdo da via de sinalizacdo da
insulina PI3K/Akt dependente de endotélio que aumenta a atividade da eNOS (ZHENG;
LIU, 2015). E conhecido que a RI apresenta reducéo da via de relaxamento produzida
pela insulina, tanto pela disfuncdo endotelial quanto pela diminuicdo da
biodisponibilidade de NO, além do aumento da atividade da via constritora MAPK/ET-1
(BORNFELDT; TABAS, 2011; CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006;
MUNIYAPPA; SOWERS, 2013).

Tem sido descrito que o treinamento fisico pode restaurar o equilibrio entre as
acOes vasoconstrictora e vasodilatadora, reduzindo os fatores de risco cardiovasculares
(GONG et al., 2015). A ACMS (2009) recomenda a pratica de ER entre baixa e
moderadas intensidades pois promove beneficios e apresentam baixo risco a saude
(ASHOR et al., 2014; BRAITH; STEWART, 2006).

A literatura apresenta dados concisos sobre os beneficios tanto do treinamento
fisico resistido quanto do ER sobre a funcdo vascular em modelos saudaveis melhorando
a via de sinalizagéo vasorrelaxante da insulina dependente de endotélio (FONTES et al.,
2014; MOTA et al., 2015; OKAMOTO; MASUHARA,; IKUTA, 2011).Fontes et al
(2014) demonstrou que uma sessdo de ER com alta intensidade é capaz de modular as
vias de sinalizagcdo da insulina em artérias mesentéricas de animais saudaveis,
favorecendo a via relaxante e consequentemente melhorando a vasodilatagdo, com
participagdo do NO, da bomba de Na*/K*-ATPase, dos para K*. Mota et al (2015)
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evidenciou que o relaxamento promovido por uma sessdo de ER depende da intensidade
que é realizado. De modo que nas intensidades moderada e baixa, apresentam maior
vasorelaxamento e maior producdo de NO.

Contudo, ndo héa indicios dos efeitos agudos de uma sessdo de ER na funcao
vascular em modelo de RI, uma vez que a disfuncdo endotelial estd presente nessa
condigdo e o mecanismo da insulina é dependente do endotélio. Desse modo, o
entendimento do papel do ER, bem como os mecanismos envolvidos na fungéo vascular

em modelo de RI ainda precisam de maiores esclarecimentos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos agudos do exercicio resistido de intensidade moderada sobre

a funcéo vascular de ratos com resisténcia a insulina.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos agudos do ER sobre a sensibilidade sistémica a insulina;
Avaliar as respostas vasculares de artéria mesentérica de ratos com resisténcia a
insulina ap6s uma sessao de exercicio resistido sobre a participacao:
e do Oxido nitrico;
e dos canais para potassio;
e dos canais para potassio sensiveis a ATP (Katp);

e daendotelina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra

Foram utilizados 52 ratos Wistar (Rattus norvegicus) pesando aproximadamente
340g provenientes do biotério setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade
Federal de Sergipe. O projeto foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal — CEPA, sob protocolo 34/2016. Esses animais foram transferidos
para o biotério do Laboratério de Farmacologia Cardiovascular (LAFAC/DFS/UFS) para
a realizagdo dos protocolos experimentais e seguindo os principios éticos na
experimentacao animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Os animais foram acomodados em gaiolas de polietileno contendo 5 animais por
caixa, com livre acesso a &gua e racdo, ciclo de claro/escuro de 12 horas e temperatura de
23+2°C durante todo o experimento e tiveram livre acesso a agua filtrada e racédo

especifica para roedores, exceto quando houve protocolos que exigiram jejum de 6 horas.

4.1.1 Categorizacdo dos grupos de estudo

Os animais foram divididos aleatoriamente, por meio de sorteio, em 3 grupos:

e Sedentario Controle (SC): animais saudaveis que ndo foram submetidos nem ao

protocolo de exercicio e inducado de RI;

e Sedentario com resisténcia a insulina (SRI): animais que ndo foram submetidos

ao protocolo de exercicio, mas foram submetidos ao protocolo de inducédo de RI;

e Exercitado e com resisténcia a insulina (ERI): animais que foram submetidos aos

protocolos de exercicio e a indu¢do de RI.
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4.2 Procedimentos e Material

4.2.1 Monitoramento da massa corporal

A massa corporal de todos os animais foi monitorada diariamente antes da
administracdo de dexametasona para os grupos SRI e ERI e solugéo salina para o grupo
SC utilizando a balanca de precisédo (Modelo Bs 3000A, Bioprecisa, Curitiba, PR, Brasil).
A balanca foi tarada com o recipiente especifico usado para conter o animal. Em seguida,
os animais foram pesados individualmente. Sempre que necessario, a balanca foi tarada

novamente.

4.2.2 Protocolo de inducdo da resisténcia a insulina

Os animais dos grupos SRI e ERI foram tratados com dexametasona (2 mg/kg/dia
I.p.) (Decadron®, Prodome, Brasil), durante 7 dias (NICASTRO et al., 2012). O grupo
SC foi tratado com soluc¢éo salina 0,9% (i.p.) pelo mesmo periodo de tempo.

4.2.3 Teste de toleréncia a insulina (TTI)

No sexto dia de tratamento os animais foram submetidos a jejum de 6 horas para
a realizacdo do teste de toleréncia a insulina. Apds o jejum foi realizada a coleta de
sangue, da veia caudal, para dosagem da glicemia basal antes da administracéo de insulina
humana Regular (HumulinR — 100 Ul/ml, Celiofarm) na dose de 0,75 Ul/kg por via
intraperitoneal. Apds a injecdo de insulina, novas coletas de sangue foram realizadas a
cada 15 minutos, por um periodo de 1 hora e a Gltima coleta foi realizada 2 horas apos a
injecdo. No oitavo dia, o grupo ERI foi submetido ao protocolo de exercicio e 0s grupos
SC e SRI ao exercicio ficticio, em seguida, passaram por jejum de 6 horas e o protocolo
para o teste de tolerancia a insulina descrito acima foi realizado (OKAMOTO et al.,
2011).
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4.2.4 Protocolo de exercicio resistido

Inicialmente, os animais foram familiarizados ao aparelho de exercicio durante 5
dias, ao sexto dia o teste de uma repeticdo maxima (LRM) foi realizado. O teste de 1RM
foi determinado como o peso maximo levantado por cada rato, ndo conseguindo uma
segunda execu¢do (THOMPSON et al., 2013). Apos 2 dias, tempo para recuperacao, 0s
animais foram submetidos ao protocolo de exercicio resistido.

Os animais foram exercitados em um modelo de exercicio resistido para ratos,
descrito por Tamaki et al, que simula o exercicio de agachamento em humanos
(TAMAKI; UCHIYAMA; NAKANO, 1992). Os animais do grupo ERI realizaram o
protocolo de ER que consistiu em 5 séries com 10 repeticGes, com intensidade moderada
de 60% do teste de 1RM.

Para executarem as séries de exercicios, 0s animais foram estimulados por meio
da aplicacao de estimulacéo elétrica (20 V, 0,3 s de duragdo, com intervalo de pulso de 3
s entre os estimulos) por elétrodos (ValuTrode, Modelo CF3200, Axelgaard, Fallbrook,
CA, EUA) ligados na cauda e conectados a um estimulador elétrico (BIOSET,
Physiotonus Four, modelo 3050, Rio Claro, SP, Brasil) (FONTES et al., 2014; MOTA et
al., 2015; PINTER et al., 2008). Os grupos SC e SRI foram mantidos na posicdo de
descanso e submetidos a eletroestimulagéo sem elevacéo de carga.

_— / Suporte de §
= 7 ER Aluminio I

Jaqueta & B de ¢ Posicao Superior
deLona S

| Posicao Inferior ' H
' y ; Suporte de Suportede ;
é_‘ AN ” Seguranca Repouso

4 % s : Ca

v < P - - L
e, =52 :

A i DA . .

>3 X - :

-~ - » .

e : H

] L 3

Estimulador

Figura 3: Esquema do aparelho de agachamento (adaptado de TAMAKI e cols, 1992).
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4.3 Avaliacdo da funcgdo vascular

O vasorrelaxamento dependente de endotélio foi avaliado utilizando anéis de
artéria mesentérica superior de rato, preparado conforme descrito anteriormente
(FONTES et al., 2014). Apo6s a eutanasia dos animais, anéis do primeiro segmento da
artéria mesentérica superior (1-2 mm) foram obtidos livres de tecido conjuntivo e adiposo,
e foram mantidos em cubas contendo 10 mL de solucéo de Tyrode (concentracdo em mM:
NaCl 158,3, KCI 4,0, CaClz 2,0, NaHCO3z 10.0, C¢H1206 5,6, MgCy2 1,05 e NaH2PO4
0,42), a 37° C e gaseificada com uma mistura carbogénica (95% de O e 5% de CO»). Os
anéis foram suspensos por linhas de algoddo fixadas a um transdutor de forga (Letica,
Modelo TRI210, Espanha). As tensdes isométricas foram registradas através de um
sistema de aquisicdo (BD-01, AVS, SP, Brasil). Cada anel foi submetido a uma tenséo
constante de 0,75 g por um periodo minimo de 60 minutos (periodo de estabilizacao).

A funcionalidade do endotélio foi verificada pela habilidade medida em
percentagem (%), de 1 mol/L de acetilcolina (ACh) em relaxar mais do que 75% os anéis
pré-contraidos com 1 mol/L de fenilefrina (FEN). Os tecidos com auséncia ou valores
menores do que 75% do relaxamento a ACh foram excluidos.

O vasorrelaxamento dependente de endotélio foi obtido em anéis pré-contraidos
com FEN (1 mol/L) pela adigdo a cuba de concentragdes crescentes e cumulativas de
insulina (INS) (10*® - 10® mol/L). Ap6s isto, curvas concentragdo-respostas foram
construidas na condicdo controle ou na presenca (30 minutos de pré-incubacdo) dos
seguintes inibidores: L-NAME (inibidor da sintase do éxido nitrico endotelial - 100
mol/L), tetraetilaménio (inibidor ndo seletivo de canais para K* - 10 mol/L), e
glibenclamida (inibidor dos canais para K* dependentes de ATP - 10 mol/L) e BQ 123
(inibidor dos receptores ETA — 10 mol/L).

A figura 4 ilustra o esquema de aplicagéo dos protocolos experimentais que foram

descritos anteriormente.
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Figura 4: Esquema dos protocolos experimentais realizados neste estudo.

4.3.1 Drogas

As drogas utilizadas foram: L-fenilefrina (FEN, agonista al adrenérgico), cloreto
de acetilcolina (ACh, agonista muscarinico nio-seletivo), N®-nitro L-arginina metil éster,
tetraetilamonio, glibenclamida, BQ 123 adquiridas da Sigma (Chemical Co, St Louis,
MO, EUA) e insulina humana regular (Humulin R — 100 Ul/ml, Lilly, Brasil).

4.4 Analise estatistica

Os valores foram expressos como a mediaterro padrdo da média (EPM). A
avaliacdo estatistica foi realizada pelo teste ANOVA de uma via para analisar a carga
maxima e as respostas maximas. Para a massa corporal, a reatividade vascular e o teste
de tolerancia da insulina foi utilizado o teste ANOVA de duas vias. Ambos seguidos do
pos-teste de Bonferroni. As meédias foram consideradas significativamente diferente
quando p < 0,05. Para todas as analises foi utilizado o programa GraphPadPrism versédo
6.0 (San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS
5.1 Massa corporal

Observou-se que ao longo dos sete dias de inducdo da RI os animais dos grupos
SRI e ERI, apresentaram uma perda de massa corporal crescente e significativa em
relagdo ao grupo SC (p < 0,0001) (figura 5). A partir do segundo dia de inducéo da RI, os
animais perderam diariamente cerca de 4% de massa corporal em relagcdo ao dia anterior

e no sétimo dia, o total de perda foi de aproximadamente 28% do peso inicial.
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Figura 5: Efeito da inducdo da RI sobre a massa corporal dos animais dos grupos sedentério controle (SC),
sedentario resistente a insulina (SRI) e exercitado resistente a insulina (ERI) (n=5 por grupo). Os valores
foram expressos pela média £ EPM. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido do pés-teste de
Bonferroni. “p < 0,0001 SRI e ERI vs SC.
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5.2 Teste de Uma Repeticdo Maxima

O Teste de Uma Repeticdo Méaxima (1RM) (figura 6) mostrou que os animais dos
grupos SRI e ERI apresentaram uma reducdo significativa de for¢a quando comparados
ao grupo SC.
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Figura 6: Painel A: teste de uma repeticdo méaxima (1 RM) em animais dos grupos sedentario controle
(SC), sedentario resistente a insulina (SRI) e exercitado resistente a insulina (ERI) (n=5 para cada grupo).
Painel B: razdo da carga méxima pela massa corporal. Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi
utilizado o teste ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Bonferroni. ™p < 0,01, ™ p < 0,001, ™p <
0,0001 SRI e ERI vs SC.
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5.3 Teste de Tolerancia a Insulina

No sexto dia de indugdo a RI, os animais foram submetidos ao Teste de
Tolerancia a Insulina (TTI). Desse modo, os animais dos grupos resistente a insulina,
sedentario e exercitado, apresentaram valores de glicemia maiores quando comparado ao
grupo controle desde o valor basal até 2 horas apds a injecéo de insulina (figura 7 — painel
a). No que se refere aos valores de delta da glicemia, os grupos SRI e ERI apresentaram
menor sensibilidade a insulina no tempo 120 minutos quando comparado ao grupo SC
(figura 7 — painel B).
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Figura 7: Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) no sexto dia de indu¢do, em animais dos grupos sedentério
controle (SC) (n=5), sedentério resistente a insulina (SRI) (n=5); exercitado resistente & insulina (ERI)
(n=5). Painel A: valores glicémicos basais e nos tempos de 30 a 120 minutos apés a inje¢do de insulina.
Painel B: delta da glicemia a partir dos 30 minutos até 0s 120 minutos ap6s a inje¢do de insulina. Os valores
foram expressos pela média = EPM. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de
Bonferroni. "p < 0,05, “p < 0,01 ™p <0, 001, SRI e ERI vs SC.
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O teste de tolerancia a insulina também foi realizado no oitavo dia, ap6s o periodo
de inducdo da RI. A figura 8 apresenta o resultado da sensibilidade a insulina nos animais
dos grupos SC, SRI e ERI. A Rl alterou a sensibilidade & insulina dos grupos SRI e ERI.
O grupo SRI apresentou valores de glicemia maiores que o grupo SC nos tempos 0, 30,
60, 90 e 120 (minutos). O grupo ERI, quando comparado ao SRI, apresentou valores de
glicemia menores (figura 8 - painéis A e B), a partir dos 30 minutos. Quando comparado
ao grupo SC o grupo ERI apresentou valores de glicemia maiores nos tempos 60 e 120
minutos (figura 8 - painel A). No entanto, ndo houve diferenca significativa nos valores

que se referem ao delta da glicemia dos grupos SC vs ERI (painel B).

A 1807 B 207
160
1404

1204

-20
1004

804

40
60

Glicemia (mg/dL)
A glicemia (mg/dL)
H*

404 = ¢
-® scC -60 @ scC I
201 A sRI -~ SRI
o- M ERI 804 & ERI
T T T T 1 T T T 1
0 30 60 90 120 30 60 90 120
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 8: Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) no oitavo dia, em animais dos grupos sedentario controle
(SC) (n=5), sedentério resistente a insulina (SRI) (n=5). e exercitado resistente a insulina (ERI) (n=>5).
Painel A: valores glicEmicos basais e nos tempos de 30 a 120 minutos apds a injecéo de insulina. Painel B:
delta da glicemia a partir dos 30 minutos até os 120 minutos apés a inje¢do de insulina. Os valores foram
expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni.
“p < 0,05, ™p < 0,01, ™ p <0,0001, SRI vs SC; #p < 0,05, ##p < 0,001 ERI vs SRI.
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5.4 Relaxamento induzindo pela insulina

Observou-se que a insulina foi capaz de induzir vasorrelaxamento em anéis
isolados de artéria mesentérica superior com endotélio funcional, em todos os grupos. As
respostas maximas mostram que o relaxamento do grupo SRI foi atenuado (Rmax = 10,3
+0,7% p < 0,0001) quando comparado ao grupo SC (Rmax = 22,8 + 2,2, p < 0,0001). O
grupo ERI apresentou relaxamento semelhante ao do grupo SC (Rmax = 23,2 £ 2,2%, p <
0,0001) (figura 9).
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Figura 9: Curvas concentragdo-resposta para insulina (102 - 10 mol/L) em anéis isolados da artéria
mesentérica superior com endotélio e pré contraidos com fenilefrina (1 mol/L) de animais dos grupos
sedentario controle (SC), sedentéario resistente a insulina (SRI) e exercitado resistente a insulina (ERI) (n =
2 -3 anéis por animal; 3-4 animais por grupo). Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado
o teste ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni. “p < 0,01, **p < 0, 001, *p < 0,0001
SRI vs SC; #p < 0,01, ###p < 0,0001 ERI vs SRI.
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5.5 Participacdo do NO no relaxamento induzido pela insulina

Para verificar a participacdo do NO no vasorrelaxamento induzido pela insulina, os
anéis foram pre-incubados com L-NAME, inibidor da NOS. O grupo SC apresentou uma
atenuacdo do vasorrelaxamento em relacdo ao relaxamento sem o inibidor (Rmax =3,7 £
1,1%, p < 0,0001 vs 22,8 £ 2,2% p < 0,0001). O grupo SRI apresentou uma contragao
quando comparado sem o inibidor (Rmax =-4,9 + 0,7%, p < 0,0001 vs 10,3 £ 0,7% p <
0,0001). O grupo ERI apresentou atenuacao do vasorrelaxamento na presenca do inibidor
(Rmax=12,1 + 0,9%, p < 0,0001) no entanto, o relaxamento foi significativamente maior
guando comparado aos grupos SC+L-NAME e SRI+L-NAME (figura 10).

-20 7
puny HHER HEHH BHEE BHHE R
-10 1 #H### P T KhkKk  kkkk  kkERK  skkdk
o *kk A A A
= A
o 0-
e o o ®
«
x | @)
8107 o sc - a
(&)
= /% SRI G
gzo—
- ERI Q
N
20l ® SC+L-NAME
A SRI+L-NAME
40- M ERI+L-NAME
J T T T T T T T 1
13 12 11 10 9 8 7 6 5

-Log [Insulinal] mol/L

Figura 10: Curvas concentragdo-resposta para insulina (10*® - 10 mol/L) em anéis isolados da artéria
mesentérica superior com endotélio e pré incubados com L-NAME (100 mol/L) e pré contraidos com
fenilefrina (1 mol/L) de animais dos grupos sedentario controle (SC), sedentario resistente a insulina (SRI)
e exercitado resistente a insulina (ERI) (n = 2 -3 anéis por animal; 3-4 animais por grupo). Os valores foram
expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni.
™p < 0,001, "™p < 0,0001 SRI+L-NAME vs SC+L-NAME e ERI+L-NAME vs SC+L-NAME; ###p <
0,0001 ERI+L-NAME vs SRI+L-NAME.
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5.6 Participacdo dos canais para K* no relaxamento induzido pela insulina

Foi investigada a participacdo dos canais para potassio, um fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (FHDE). Para tanto, os anéis das artérias mesentéricas foram pre-
incubados com L-NAME e TEA (tetraetilaménio) inibidor ndo seletivo dos canais para
K*. Observou-se entdo, na figura 11, que o relaxamento induzido pela insulina foi
significativamente reduzido em todos os grupos, SC (Rmax= 3,7 = 1,8%, p < 0,0001), SRI
(Rmax = 0,0 £ 1,4%, p < 0,0001) e ERI (Rmax= 3,4 £ 0,7%, p < 0,0001).

40~ ERI+L-NAME+TEA

T T T T T T T 1
12 11 10 9 8 7 6 5

-Log [Insulina]l] mol/L

=20
-10 - *kkKx
° : HHHHY :
c
o 0
S
E _
x a
< 10 -
< -O- sc ®
s 0
504 -/~ SRI [t
©
© I+ ERI @
[=)
30 @ SC+L-NAME+TEA
—& SRI+L-NAME+TEA
-
I
13

Figura 11: Curvas concentragdo-resposta para insulina (10-13 - 10-6 mol/L) em anéis isolados da artéria
mesentérica superior com endotélio e pré-incubados com L-NAME (100 mol/L) + TEA (10 mol/L) e pré-
contraidos com fenilefrina (1 mol/L) de animais dos grupos sedentario controle (SC), sedentario resistente
ainsulina (SRI) e exercitado resistente a insulina (ERI) (n = 2 -3 anéis por animal; 3-4 animais por grupo).
Os valores foram expressos pela média £ EPM. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido do pds-
teste de Bonferroni. ™p < 0,0001, SC+L-NAME+TEA, SRI+L-NAME+TEA, ERI+L-NAME+TEA vs
SC; ####p < 0,0001, SC+L-NAME+TEA, SRI+L-NAME+TEA, ERI+L-NAME+TEA vs ERI;
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5.7 Participagéo dos canais para Kate no relaxamento induzido pela insulina

Os anéis das artérias mesentéricas do foram pré-incubados com L-NAME e GLI
(glibenclamida) inibidor seletivo dos canais para K* sensiveis a ATP (adenosina
trifosfato). Percebeu-se, que o relaxamento induzido pela insulina foi abolido em todos
0s grupos, SC (Rmax=3,2 + 1,0%, p < 0,0001), SRI (Rmax= 0,4 £ 0,9%, p < 0,0001) e ERI
(Rmax= 3,6 + 0,8%, p<0,0001), sem diferenca estatistica entre os grupos (figura 12).
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Figura 12: Curvas concentracdo-resposta para insulina (10*® - 10 mol/L) em anéis isolados da artéria
mesentérica superior com endotélio e pré-incubados com L-NAME (100 mol/L) + GLI (10 mol/L) e pré-
contraidos com fenilefrina (1 mol/L) de animais dos grupos sedentario controle (SC), sedentério resistente
ainsulina (SRI) e exercitado resistente a insulina (ERI) (n = 2 -3 anéis por animal; 3-4 animais por grupo).
Os valores foram expressos pela média = EPM. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido do pds-
teste de Bonferroni. ™*p <0,0001, SC+L-NAME+GLI, SRI+L-NAME+GLI, ERI+L-NAME+GLI vs SC;
F##y < 0,0001, SC+L-NAME+GLI, SRI+L-NAME+GLI, ERI+L-NAME+GLI vs ERI;
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5.8 Participacdo do NO e da ET-1 no relaxamento induzido pela insulina

Na presenca de L-NAME + BQ123 (inibidores da NOS e dos receptores ETA,
respectivamente), observou-se a auséncia do relaxamento nos grupos SC (Rmax = 2,2
1,1 %, p<0,0001) e SRI (Rmax=0,1 £ 1,3%, p < 0,0001). No entanto, mesmo na presenca
dos inibidores, o grupo ERI (Rmax = 10,4 + 1,4%, p < 0,0001) apresentou um relaxamento

concentracdo dependente (figura 13).
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Figura 13: Curvas concentragdo-resposta para insulina (103 - 10 mol/L) em anéis isolados da artéria
mesentérica superior com endotélio e pré-incubados com L-NAME (100 mol/L) + BQ123 (10 mol/L) e
pré-contraidos com fenilefrina (1 mol/L) de animais dos grupos sedentario controle (SC), sedentéario
resistente & insulina (SRI) e exercitado resistente a insulina (ERI) (n = 2 -3 anéis por animal; 3-4 animais
por grupo). Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias
seguido do pds-teste de Bonferroni. ™p < 0,01, ™ p < 0,0001 SRI+L-NAME+BQ123 vs SC+L-
NAME+BQ123; #p < 0,01, ¥##p < 0,0001 ERI+L-NAME+BQ123 vs SRI+L-NAME+BQ123.
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5.9 Resposta maxima da reatividade vascular para insulina na auséncia e na

presenca dos inibidores

A tabela 1, mostra as respostas maximas das curvas concentracdo resposta para
insulina na auséncia e na presenca dos inibidores. E possivel observar que o grupo SC
teve o relaxamento atenuado na presenca de todos os inibidores, e apresenta auséncia de
relaxamento quando incubado com L-NAME + TEA, L-NAME + GLI e L-NAME + BQ
123. O grupo SRI também apresenta atenuacgédo do relaxamento da presenca de L-NAME
+ TEA, L-NAME + GLI e L-NAME + BQ 123 e exibe contracdo na presenca de L-
NAME. O grupo ERI apresenta inibicdo do relaxamento apenas quando incubado com L-
NAME + TEA e L-NAME + GLI. Embora atenuado, esse grupo ainda apresenta
relaxamento na presenca de L-NAME, LY 294002 e L-NAME + BQ 123.

Tabela 1: Valores de respostas maximas obtidas das curvas concentracdo-respostas para
insulina na auséncia e na presenca de inibidores

SC SRI ERI
INSULINA 228+ 22% 10,3+0,7%2 232 +22%"
L-NAME 37+1,1%32a¢ -4,9+0,7%2abcd 121 + (0,090 2cde

L-NAME + TEA 3,7 +1,8%acef 0,0 + 1,49 abcHti 3,4 +0,7%acefi
L-NAME + GLI ~ 32£1,0%2¢H  04+0,9%2H  36+0,8%2"

L-NAME + BQ 123 2,2+ 1,1%2bcef 0,1+1,3%*<h 10,4 +1,4%2ceon

Respostas maximas, de todos os grupos, obtidas na auséncia e presenca dos inibidores L-NAME, L-
NAME+TEA; L-NAME+GLI e L-NAME+BQ 123. Os valores foram expressos pela média + EPM. Foi
utilizado ao teste ANOVA de uma via para determinar as diferencas estatisticas. 2 SC vs SRI e vs presenca
dos inibidores em todos os grupos. ® SRI vs ERI e vs presenca dos inibidores em todos os grupos. ¢ ERI vs
presenca dos inibidores em todos os grupos. ¢ SC+L-NAME vs presenca dos inibidores em todos os grupos.
¢ SRI+L-NAME vs presenca dos inibidores em todos os grupos. FERI+L-NAME vs presenca dos inibidores
em todos os grupos. ¢ SC+L-NAME+BQ 123 vs presenca dos inibidores em todos os grupos. " SRI+L-
NAME+BQ 123 vs presenca dos inibidores em todos os grupos. ' SC+L-NAME+BQ 123 vs presenca dos
inibidores em todos os grupos (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, os efeitos agudos de uma sessdo de ER realizado com intensidade
moderada foram avaliados quanto a resposta vascular em animais com RI. Verificou-se
que o exercicio foi capaz de melhorar o relaxamento vascular, induzido pela insulina, em
anéis de artéria mesentérica de ratos resistentes a insulina. O aumento do
vasorrelaxamento ocorrido no grupo exercitado, aconteceu principalmente pela
participacdo do NO, contudo também foi observada a participacdo dos canais para K*.
Além disso, foi avaliada a sensibilidade sistémica a insulina dos animais com Rl e o grupo
submetido ao exercicio mostrou melhora da resposta a esse hormonio.

O modelo de RI utilizado neste estudo foi uma adaptacdo de modelos ja descritos,
tanto agudo, tratamento de uma semana, quanto crdnico, tratamento de um més
(NICASTRO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2016). Foi observada perda de massa
corporal gradual e progressivo dos animais dos grupos SRI e ERI a partir do segundo dia
de inducdo da Rl com dexametasona, esses dados corroboram outros achados ja descritos
(ARAUJO et al., 2016; BAREL et al., 2010; MACEDO et al., 2014; RODRIGUES et al.,
2016; SANTOS; RAFACHO; BOSQUEIRO, 2007). A perda de massa corporal esta
associada a alteracfes metabolicas de lipidios e proteinas, além do aumento da proteolise
e inibicdo da sintese proteica (NICASTRO et al., 2012).

No que se refere ao teste de 1RM, o grupo SC apresentou valores de forca maiores
que os grupos SRI e ERI. Isso é decorrente da manutengdo da massa corporal do grupo
SC. Os grupos SRI e ERI, apresentaram redugéo na forca, mas ndo houve diferenca entre
si, uma vez que a inducdo da Rl e o protocolo de exercicio sdo agudos e no momento do
teste eles tinham a mesma condicdo de tratamento e a perda de massa corporal foi
semelhante em ambos, evidenciando o efeito da RI induzida pela dexametasona como
descritos por outros estudos (ARAUJO et al., 2016; MACEDO et al., 2014; RODRIGUES
etal., 2016) .

Além da acentuada perda de massa corporal, & conhecido 0 aumento dos niveis
glicémicos em conjunto com a hiperinsulinemia (CARVALHO; COLACO; FORTES,
2006; FERREIRA JUNIOR et al., 2017; FROJDO; VIDAL; PIROLA, 2009; SAINI,
2010; SANTOS; RAFACHO; BOSQUEIRO, 2007). As alteragdes na glicose e na
sensibilidade a insulina também foram encontradas no presente estudo. Ao analisar o TTI,

no dia 6, foi observado que os animais do grupo SRI apresentaram valores maiores da
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glicemia desde o tempo 0 até o tempo de 120 minutos em relacdo ao SC. Santos et al
(2007) e Ferreira Junior (2017), afirmam que a dexametasona altera os valores glicémicos
a partir das 24 horas ap6s o inicio e, que 0 aumento da glicemia € progressivo durante o
periodo de tratamento.

No oitavo dia de tratamento, o grupo SRI ainda apresenta indices glicémicos
maiores que o grupo SC, alem de menor responsividade a insulina. Estudos asseguram
que o tratamento com glicocorticoide induz resisténcia a insulina, uma vez que ha
presenca de hiperglicemia e hiperinsulinemia em animais tratados com dexametasona
(FERREIRA JUNIOR et al., 2017; SANTOS; RAFACHO; BOSQUEIRO, 2007). O
grupo ERI apresentou valores menores desde o tempo 0 até 120 minutos depois em
relacdo ao SRI. Esses dados indicam que uma sessdo de ER é capaz de melhorar o
sensibilidade a INS em condi¢fes patoldgicas de RI, confirmando os dados ja descritos
na literatura (ARAUJO et al., 2016; CODERRE et al., 2007; RODRIGUES et al., 2016).

Estudos recentes demonstraram que 0 exercicio promove o0 aumento da captacao
de glicose pela musculatura esquelética, por meio da ativacdo do IR e consequente
aumento da translocacdo de GLUT-4 (transportador de glicose) facilitando a entrada da
glicose para o musculo (MAARBJERG; SYLOW; RICHTER, 2011; PAULI et al., 2009).
Tanto o exercicio aerdbico quanto o resistido sdo eficazes na reducdo da concentracédo
plasmatica de glicose, melhorando a sensibilidade & insulina e, por conseguinte o controle
glicémico, em condi¢des saudaveis ou patolégicas (ARAUJO et al., 2016; MOTA et al.,
2015; RODRIGUES et al., 2016; VAN DIJK et al., 2012).

Ademais, estudos tém demonstrado que uma sessao de ER propicia um aumento
da vasodilatacdo induzida pela insulina. Esse fenbmeno esta diretamente ligado a maior
producdo de NO pela via IRS/PI3K/Akt/eNOS (FONTES et al., 2014; MOTA et al.,
2015). No presente estudo o grupo ERI exibiu um vasorrelaxamento, induzido pela INS,
semelhante ao grupo SC significativamente maior que o grupo SRI. Desta forma, uma
sessdo de ER pode promover ajustes vasculares que melhoram a sinalizacéo celular que
culminam no vasorrelaxamento promovido pela insulina.

Além da ativacdo dos receptores de insulina na célula endotelial promovendo a
interacdo insulina/receptor e a resposta vasodilatadora pela producéo de NO, o ER, por
meio do estresse de cisalhamento, contribui para a produgdo de NO por uma via
independente de Ca?", pela ativacdo da PI3K/Akt/eNOS (JENKINS et al., 2012;
PADILLA etal., 2011; SILVA; ZANESCO, 2010).
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A participacdo da via dependente de NO foi confirmada neste estudo quando os
anéis foram incubados com L-NAME, inibidor ndo especifico da 6xido nitrico sintase
(NOS). O grupo SC teve o relaxamento praticamente abolido e o grupo SRI apresentou
uma leve contracdo, possivelmente pela participacéo da via MAPK/ET-1, que é ativada
pela insulina. O grupo ERI teve uma reducéo significativa do relaxamento, evidenciando
a participacdo do NO e corroborando a literatura que apresenta dados de animais sadios
(FONTES et al., 2014; MOTA et al., 2015). Mota et al (2015) apresentam em seu estudo,
respostas vasculares dependentes da intensidade do ER em ratos saudaveis. De modo que
a producdo de NO é gradativamente aumentada de acordo com a intensidade do ER,
mostrando aumento significativo a partir da intensidade moderada.

O grupo ERI, apesar da reducgéo no vasorrelaxamento na presen¢a do L-NAME
observou-se ainda de relaxamento de aproximadamente 10%, indicando a participacédo de
outro mecanismo vasodilatador. Desse modo, como ja foi descrito que o fator
hiperpolarizante, pela ativacdo de canais para K* exerce uma funcdo no vasorrelaxamento
(KO et al., 2008; YASUI et al., 2008), buscou-se entdo, avaliar a participacdo desses
canais nessa porcentagem de relaxamento, por meio da incubacdo dos anéis de artéria
mesentérica do grupo ERI, com TEA, um inibidor ndo seletivo dos canais para K*
associado ao L-NAME.

Quando incubados com L-NAME+TEA, o relaxamento de todos os grupos foi
abolido, indicando que ha de fato a participacdo dos canais para K* envolvidos no
relaxamento induzido pela insulina. O estudo de Fontes et al (2014), com animais
saudaveis e o primeiro a evidenciar os mecanismos de acdo relacionados a funcgédo
vascular da INS modulado pelo ER, demostrou resposta semelhante. Dessa forma, o
FHDE parece exercer um papel importante no relaxamento induzido pela INS ap6s uma
sessdo de ER. A atividade dos canais para K* pode colaborar significativamente para a
manutencdo do ténus vascular, com relevancia na recuperacdo da funcdo endotelial,
mesmo diante de uma disfungéo estabelecida, como acontece durante a RI (BUSSE et al.,
2002; KO et al., 2008; NAGAO; VANHOUTTE, 1992).

Diante da resposta inibidora do relaxamento por meio do bloqueio conjunto do
NO e do K" investigou-se a participacdo dos canais para K* sensiveis a ATP, no
vasorrelaxamento induzido pela INS. A incubagéo dos anéis, com glibenclamida, inibidor
seletivo destes canais, em associacdo ao L-NAME, promoveu um bloqueio do

relaxamento de todos os grupos. Exibindo resposta semelhante a dos anéis quando
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incubados com L-NAME+TEA. Esses resultados sugerem que a participacdo dos canais
para Katp podem estar diretamente relacionados com o FHDE. Ha estudos que
demonstram a participacdo dos canais especificos para K*, como os sensiveis a ATP
(MCKAY; HESTER, 1996; YASUI et al., 2008).

Além disso, buscou-se avaliar a participacdo da ET-1 nesses ajustes vasculares
promovidos pela sessdo de ER. Desse modo, os anéis foram incubados com BQ 123,
inibidor especifico dos receptores ETA em associagdo com L-NAME, de maneira que os
principais fatores relaxante e contratil fossem bloqueados. Observou-se entdo, que 0s
grupos SC e SRI tiveram o relaxamento abolido, no entanto, o grupo ERI apresentou
relaxamento semelhante aos exibidos na presenca de L-NAME. Esses dados parecem
evidenciar outra via de relaxamento que ndo as principais, ja descritas por diversos
autores, como a dependente de NO (BORNFELDT; TABAS, 2011; FONTES et al., 2014;
MOTA et al, 2015, MUNIYAPPA; SOWERS, 2013; ROPELLE; PAULI;
CARVALHEIRA, 2007).

O relaxamento apresentado no grupo ERI nas diferentes condic¢des de incubacéo,
deixam evidente a participagdo das vias anteriormente descritas. Enfatizando que o
principal fator vasorrelaxante induzido pela insulina e modulado pelo exercicio € o NO,
seguido do FHDE, com participacdo dos canais para K* sensiveis a ATP (GHAFOURI,
HAJIZADEH; MANI, 2011; MCKAY; HESTER, 1996; PADILLA et al., 2011; SILVA,;
ZANESCO, 2010; YASUI et al., 2008).

Assim, 0s mecanismos relaxantes envolvidos no presente estudo, sugerem que
uma sessdo de ER, com intensidade moderada, é capaz de modular a resposta
vasodilatadora induzida pela insulina, através da maior participacdo do NO, da ativacao
do receptor de insulina pelo estresse de cisalhamento, e também da participacdo dos

canais para K* do subtipo Kare.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que os efeitos agudos do exercicio resistido com
intensidade moderada é capaz de promover ajustes vasculares, capazes de melhorar a
disfuncdo vascular gerada pela RI, por meio de mecanismos dependentes de NO e dos
canais para Katp. Demonstrando que o ER € uma importante ferramenta ndo
farmacoldgica, capaz de promover melhoras na qualidade de vida na populagao saudavel
e em condicdes patologicas como a RI. Contudo, é necessario que outras vias
participantes nestes mecanismos relaxantes e contrateis sejam investigadas para melhor
compreender o funcionamento fisioldgico do ER na reatividade vascular na presenca de
RI.
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8 PERSPECTIVAS

Verificar a biodisponibilidade do NO e quantificar os niveis de estresse oxidadtivo
neste modelo de resisténcia a insula. Quantificar as proteinas eNos, nNos, Akt e ET-1 por
western blot para ajudar a melhorar a compreensédo do papel na melhora da disfungéo

causada pela resisténcia a insulina.
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