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RESUMO

Introducgéo: Os glicocorticoides (GC) séo utilizados como antialérgicos e anti-inflamatorios,
mas o seu uso prolongado pode causar distarbios metabolicos, podendo levar ao
desenvolvimento da disfuncdo endotelial. Por outro lado, o treinamento resistido (TR) de
intensidade moderada tem sido uma alternativa importante na prevencao e tratamento desses
distdrbios metabdlicos e que causam danos no endotélio. Objetivo: Avaliar a capacidade do
TR em preservar as alteracdes metabolicas e vasculares induzidas por GC. Métodos: Ratos
Wistar foram divididos em grupos: Controle (CO), Dexametasona (DEX) e
Dexametasona+TR (DEX+TR) e pesados semanalmente. Os animais CO, DEX e DEX+TR
foram adaptados (5 dias/5 min/dia) no aparelho de agachamento. Apds a adaptacdo, 0s grupos
foram submetidos ao teste de uma repeticdo maxima (1RM), repetido a cada 2 semanas para
manter a intensidade desejada. O grupo DEX+TR foi submetido ao protocolo de TR com 3
séries de 10 repeticOes, 3 vezes/semana durante 8 semanas e intensidade de 60% da carga
méxima estabelecida no teste de 1RM. Os grupos CO e DEX foram submetidos a um
exercicio ficticio. Na oitava semana de treinamento resistido, administrou-se dexametasona
(DEXA, 2,0 mg/kg, via i.p) por 7 dias, nos grupos DEX e DEX+TR e NaCl a 0,9% no grupo
CO. 48 horas ap6s 0 1RM, os animais foram mantidos em um jejum de 8 horas e a glicose,
insulina, colesterol total (CT), triglicerideo (TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e
lipoproteina de alta densidade (HDL-c) foram verificadas. Apds isso, 0s animais foram
anestesiados e eutanasiados, a artéria mesentérica superior foi removida e seccionada em
anéis, e montados em cubas para 6rgdos isolados. A vasodilatacdo dependente de endotélio foi
obtida através de curvas concentracdo-resposta para a insulina, em anéis pré-contraidos com
fenilefrina (FEN). Em seguida, foram obtidas curvas concentracdo-respostas para 0S grupos
CO, DEX e DEX+TR, na auséncia e na presenca dos inibidores da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K) utilizando LY294002, da 6xido nitrico sintase (NOS) utilizando L-NAME, do receptor
de endotelina A (ETA) utilizando BQ123, também foi avaliada a vasoconstri¢do induzida por
FEN na auséncia e presenca de L-NAME. Resultados: a glicose, insulina, CT, TG, LDL-c
foram aumentadas e HDL-c reduzido no grupo DEX, porém essas alteracdes foram
prevenidas no grupo DEX+TR. Ja a vasodilatacdo induzida por insulina foi reduzida no grupo
DEX comparado ao grupo CO, entretanto, 0 DEX+TR aumentou a vasodilatagdo em relagéo
ao grupo DEX. Quando avaliamos a participacdo da PI3K apds a incubacdo com LY294002,
houve reducdo do relaxamento no grupo CO, enquanto no grupo DEX a vasodilatagdo foi
abolida, mostrando um efeito contratil semelhantemente na presenca do inibidor da NOS,
sendo inibida com o BQ123. Porém, o efeito contréatil foi abolido no grupo DEX+TR. Ja
resposta vasoconstrictora induzida por FEN, aumentou no grupo DEX comparado ao CO,
sendo reduzida no grupo DEX+TR. Adicionalmente, apds a incubacdo com L-NAME, a
resposta vasoconstrictora foi elevada em todos os grupos, sendo menor no grupo CO e
DEX+RT comparado ao grupo DEX. Conclusdo: o TR na presenca de glicocorticoides,
preservou danos na via vasodilatadora PI3K/eNOS, além de atenuar a via vasoconstritora
MAPK/ET-1.

Palavras-chaves: Glicocorticoide, treinamento resistido, insulina, 6xido nitrico, reatividade
vascular.



ABSTRACT

Introduction: Glucocorticoids (GC) are used as antiallergic and anti-inflammatory drugs, but
their excessive use causes metabolic disorders, resulting in the appearance of metabolic
syndrome (MS) and, therefore, endothelial dysfunction. Thus, resistance exercise has been an
important alternative in the prevention and treatment of these metabolic disorders that lead to
damage to the endothelium, preventing the development of cardiovascular diseases.
Objective: To evaluate the capacity of resistance training (RT) to prevent metabolic and
vascular changes induced by GC. Methods: Wistar rats were divided into groups: Control
(CO), Dexamethasone (DEX) and Dexamethasone + RT (DEX+RT) and weighed weekly.
Animals CO, DEX and DEX+RT were adapted (5 days/5 min/day) in the squat device. After
adaptation, the groups were submitted to the test of a maximum repetition (1RM), repeated
every 2 weeks to maintain the desired intensity. The DEX+RT group was submitted to an RT
protocol in 3 series of 10 repetitions, 3 times/week for 8 weeks and with an intensity of 60%
of the maximum load established in the 1RM test. The CO and DEX groups were submitted
to a fictitious exercise. In the eighth week of resistance training, dexamethasone (DEXA, 2.0
mg/kg, via i.p) was administered for 7 days in the DEX and DEX+RT and 0.9% NacCl groups
in the CO group. 48 hours after 1RM, animals were fasted for 8 hours and glucose, insulin,
total cholesterol (TC), triglyceride (TG), low density lipoprotein (LDL-c) and high density
lipoprotein (HDL- c¢) have been verified. After that, the animals were anesthetized and
sacrificed, the superior mesenteric artery was removed and sectioned into rings, and mounted
in vats for an isolated organ. Endothelium-dependent vasodilation was achieved through
concentration-response curves for insulin, in rings pre-contracted with phenylephrine (Phe).
Then, concentration-response curves were obtained for the CO, DEX and DEX+RT groups, in
the absence and in the presence of PI3K, NOS, ETA receptor inhibitors, and the
vasoconstriction induced by FEN in the absence and presence was also evaluated. of L-
NAME. Results: glucose, insulin, CT, TG, LDL-c were increased and HDL-c reduced in the
DEX group, but these changes were prevented in the DEX+RT group. Insulin-induced
vasodilation was reduced in the DEX group compared to the CO group, however, DEX+TR
increased vasodilation in relation to the DEX group. When we evaluated the participation of
PI3K after incubation with LY294002, there was a reduction in relaxation in the CO group,
while in the DEX group, vasodilation was abolished, showing a similarly contractile effect in
the presence of NOS inhibitor, being inhibited with BQ123. However, the contractile effect
was abolished in the DEX+RT group. The vasoconstrictor response induced by Phe, increased
in the DEX group compared to CO, being reduced in the DEX+RT group. Additionally, after
incubation with L-NAME, the vasoconstrictor response was high in all groups, being lower in
the CO and DEX+RT group than in the DEX group. Conclusion: RT in the presence of high
doses of glucocorticoids, prevented damage to the PI3K/eNOS vasodilator pathway, in
addition to attenuating the MAPK/ET-1 vasoconstrictor pathway.

Keywords: Glucocorticoid, resistance training, insulin, nitric oxide, vascular reactivity.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
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ACTH - Hormdnio adrenocorticotrépico
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[Ca?*]i - Concentracéo de calcio intracelular
CO - Controle

CRH - Hormonio liberador de corticotrofina
CT - Colesterol total

DAG - Diacilglicerol

DEX - Dexametasona

DEX+TR - Dexametasona treinado

EFA - Exercicio fisico aerobio

EF - Exercicio Fisico

eNOS - Oxido nitrico sintase endotelial

EFR - Exercicio fisico resistido

ET-1 - Endotelina-1

EV - Endotélio vascular

FCDE - Fatores constritores derivado do endotélio
FEN - Fenilefrina

FRDE - Fatores relaxantes derivado do endotélio
GC - Glicocorticoide

GMPc - Monofosfato de guanosina ciclico
GLUT - Transportador de glicose

HDL-c - Lipoproteina de alta densidade

INS - Insulina

IR - Receptor de insulina

IRS - Substrato de receptor de insulina

K*- Potassio

LDL-c - Lipoproteina de baixa densidade
MAPK - proteina quinase ativada por mitogénio
NO - Oxido nitrico
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NOS - Oxido nitrico sintase

PDK1 - Fosfoinositideo dependente de quinase
PGH: - Prostaglandinas H»

PGI2- Prostaciclina

PI13K - Fostatidilinositol 3-quinase

SM - Sindrome metabdlica

TF - Treinamento fisico

TFA - Treinamento fisico aerdbico
TFR - Treinamento fisico resistido

TG - Triglicerideos

TR - Treinamento resistido

TXA:2- Tramboxano

1RM - Teste de uma repeticdo maxima
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1 INTRODUCAO

Os glicocorticoides (GC) sdo horménios do estresse que modulam um grande namero
de acdes fisioldgicas envolvidas nos processos inflamatdrios, comportamentais, metabdlicos e
cardiovasculares (WANG, 2005). No entanto, o aumento dos niveis plasméaticos de GCs
causado pelo estresse e/ou 0 uso prolongado em razdo da prescri¢do clinica para o tratamento
de doengas inflamatdrias agudas e cronicas, tem sido associadas a efeitos adversos, como
resisténcia a insulina (BENSING et al., 2016), hipertensdo (MEBRAHTU et al., 2020),
dislipidemia, hiperglicemia, hiperinsulinemia e correlacionada com a obesidade (WANG,
2005). Estes conjuntos de efeitos adversos também estdo presentes em pessoas com sindrome
de Cushing, doenca caracterizada por elevadas concentragdes de GC no organismo (CAIN;
CIDLOWSKI, 2017) e, podem ser muitas vezes associados a um quadro de sindrome
metabdlica (SM) (GARCEZ et al., 2018).

Estas alteracbes causadas pelos GCs podem ser parcialmente explicadas por
irregularidades na via de sinalizagdo da insulina, tanto em tecidos hepéticos quanto em extra-
hepaticos, podendo contribuir no desenvolvimento da resisténcia a insulina (BROWN et al.,
2007; GEER; ISLAM; BUETTNER, 2014). Isso faz com que as concentracdes plasmaticas de
glicose e insulina permanegcam elevadas, sendo um fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, como infarto do miocardio, aterosclerose (LAAKSO; KUUSISTO,
2014) e hipertensdo (ONG; WHITWORTH, 2011; GOODWIN; GELLER, 2012; HATTORI
et al., 2013), além de doenca vascular periférica, devido aos danos causados ao endotélio
vascular, aumentando o risco de morbimortalidade cardiovascular (BECKMAN; CREAGER,;
LIBBY, 2002; LAAKSO; KUUSISTO, 2014).

Embora a insulina seja considerada um hormonio que atua principalmente em musculo
esquelético, tecido adiposo e figado no controle da homeostase da glicose, ela também tem
um papel importante no controle do fluxo sanguineo e da saude vascular. Estudos recentes
mostram que este horménio também participa diretamente na manutencdo da homeostase e do
tonus vascular, o que pode representar até 25% da vasodilatacdo maxima (ARCE-ESQUIVEL
et al., 2013; FONTES et al., 2014; MOTA et al., 2015). A insulina quando se liga ao seu
receptor tirosina-quinase nas células endoteliais, estimula a fosforilacdo do substrato do
receptor de insulina (IRS-1), que entdo ativa o fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K),
estimulando a fosforilacdo da Akt. A Akt ativa a eNOS via fosforilacdo do sitio especifico, o
residuo Serinal'”’, resultando no aumento da atividade da eNOS e subsequente producéo de
oxido nitrico (NO) (MUNIYAPPA; IANTORNO; QUON, 2008; MUNIYAPPA; SOWERS,
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2013). Em contrapartida, o tratamento com GC pode promover alteragcdes sobre a via da
insulina, estimulando a producdo do potente vasoconstritor chamado de endotelina-1 (ET-1),
por meio da via de sinalizacdo que envolve a proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK)
no endotélio vascular. Um desequilibrio entre as a¢fes vasoconstritoras e vasodilatadoras da
insulina pode contribuir na fisiopatologia vascular e disfuncéo endotelial (ARCE-ESQUIVEL
etal., 2013; MUNIYAPPA; SOWERS, 2013).

Em vista disso, o treinamento fisico resistido (TFR) tem sido uma importante
ferramenta ndo farmacoldgica na prevencdo e tratamento de fatores de risco cardiovasculares,
como, a dislipidemia, reduzindo das concentra¢des do colesterol total (CT), dos triglicerideos
(TG), da lipoproteina de baixa intensidade (LDL-c) e, aumento das concentracBes da
lipoproteina de alta intensidade (HDL-c) (CORREA et al., 2014; ZOU et al., 2015), nas
concentracdes de insulina e glicose de jejum e, melhora da resisténcia a insulina (ZOU et al.,
2015).

No entanto, quando estes distrbios metabdlicos se apresentam desregulados sdo
fatores de risco, e que contribuem para o aparecimento da disfuncdo endotelial e, por
conseguinte, o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral e hipertensdo (PHILLIPS et al., 2015). Essas alteracdes afetam as
células endoteliais fazendo com que diminua a biodisponibilidade de NO e aumente 0s niveis
de ET-1, o que favorece as propriedades vasoconstritoras do endotélio (PHILLIPS et al.,
2015). Todavia, alguns estudos tém observado que o TFR agudo e crbénico sdo capazes de
promover reducdo da pressdo arterial e da vasoconstricdo a fenilefrina (FEN), além de
contribuirem para o aumento da vasodilatagdo dependente de NO, através da ativacdo da
eNOS (FARIA et al., 2010, 2017; MACEDO et al., 2016).

Por outro lado, o TFR de intensidade alta parece promover danos sobre a funcdo
vascular, como reducdo da complacéncia arterial e aumento da rigidez arterial, juntamente
com um aumento acentuado da pressdo arterial sistolica e diastélica, ocasionados por uma
elevacdo da atividade simpatica nos vasos sanguineos e alteracfes nos processos que regulam
a elasticidade arterial (MIYACHI MOTOHIKO et al., 2004; MIYACHI, 2013; OKAMOTO;
MASUHARA; IKUTA, 2013). No entanto, outros estudos tém monstrado que TFR de
intensidade leve é capaz de impedir o aumento (OKAMOTO; MASUHARA; IKUTA, 2011),
ou reduzir a rigidez arterial causada pelo treinamento resistido de alta intensidade
(OKAMOTO; MASUHARA; IKUTA, 2013), tendo como beneficio uma melhora na funcéo

vascular. O mesmo também foi visto no TFR de intensidade moderada que, mostrou nédo
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aumentar a rigidez arterial em mulheres de meia idade (YOSHIZAWA et al., 2009) e em
adultos de meia-idade e idosos (CORTEZ-COOPER et al., 2008).

Diante disso, o0 TFR de intensidade moderada parece promover uma menor carga
sobre a funcdo vascular, podendo ser um tipo de TR seguro para ser prescrito tanto para
pessoas adultas de meia idade e idosos. Além de promover melhorias sobre a dislipidemia,
concentracBes de insulina e glicose, resisténcia a insulina e na via de sinaliza¢do da insulina
via IR/PI3K sendo importante ndo s6 para a manutencdo da homeostase vascular, como
também para o perfil metabdlico. Desta forma, a nossa hipdtese é que o TFR de moderada
intensidade realizado regularmente consiga impedir os efeitos colaterais da dexametasona nos

parametros metabdlicos e na vasodilatacéo induzida por insulina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Glicocorticoide

Os glicocorticoides (GCs) sdo hormonios produzidos no cortex adrenal e a sua
producdo e liberagdo sdo coordenadas por respostas fisiologicas a estresse inespecifico,
mediante estimulos externos e internos tais como, baixas temperaturas, hipoglicemia,
inflamacdo, sono-vigilia e, medo (OAKLEY; CIDLOWSKI, 2013). Estes estimulos permitem
que o hipotalamo sintetize e secrete o hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e, por
conseguinte, este atua sobre a hipdfise aumentando a sintese e secre¢cdo do hormdénio
adrenocorticotréfico (ACTH) para a corrente sanguinea, estimulando a atividade adreno-
cortical, principalmente da zona fasciculada responsavel pela producdo dos GCs, visando
restaurar a homeostase corporal alterado pelo estresse. Além disso, estes hormonios exercem
suas acOes sobre o eixo hipotalamo-hipofise, regulando a retroalimentagdo negativa para
controlar a sua sintese (CAIN; CIDLOWSKI, 2017).

Os GCs tém sofrido modificacdes quimicas que ampliam o seu tempo de meia-vida e
sua poténcia, sendo bastante utilizado no tratamento de varias doengas, tais como, meningite,
artrite reumatoide (ABERDEIN; SINGER, 2006), esclerose mudltipla e certas leucemias
(COUTINHO; CHAPMAN, 2011). Porém, o seu uso pode influenciar no metabolismo de
proteinas, lipideos e carboidratos, bem como nas funcdes do sistema nervoso, renal,
cardiovascular, musculo esquelético e outros 6rgaos (CAIN; CIDLOWSKI, 2017). Estima-se
que a prevaléncia do uso prolongado deste esteroide no mundo esteja aproximadamente entre
1% e 3% dos adultos (MCDONOUGH; CURTIS; SAAG, 2008).

A dexametasona (DEX) é um tipo de GC sintético, que pertence a classe dos
corticosteroides. Nos ultimos anos, a DEX tem sido bastante utilizada na producdo de
medicamentos, como  anti-inflamatérios e  imunossupressores  (TIMMERMANS;
SOUFFRIAU; LIBERT, 2019). No entanto, quando utilizado de forma crbnica podem
contribuir para o surgimento da diabetes mellitus do tipo 2, de doengas relacionas ao sistema
esquelético (osteoporose e atrofia muscular) e do sistema cardiovascular (hipertensdo arterial,
acidente vascular cerebral e infarto do miocardio) (LONGUI, 2007), ou efeitos adversos
durante a corticoterapia que em geral, estdo relacionados ao tempo de tratamento e uso de
glicocorticoides, tais como, desordens menstruais, irritagdo gastrica, alteracfes na distribuicao
de gordura e funcgdes do sistema nervoso, intolerancia aos carboidratos (resisténcia a insulina

e hiperinsulinemia), aumento de aminoacidos e glicerol (produto da quebrada de acidos
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graxos livres) causados pelo processo de protedlise e lipdlise, respectivamente, dentre outros
(LONGUI, 2007).

Essas alteracfes sobre o metabolismo das proteinas e lipideos podem comprometer a
sinalizacdo da insulina no figado, contribuindo para o aumento da gliconeogénese hepatica
(formacdo de uma molécula de glicose, por meio de outros substratos energéticos),
promovendo assim, uma elevagdo da concentragdo de glicose no sangue, e, por conseguinte,
elevando a producdo e secrecdo de insulina (VEGIOPOULOS; HERZIG, 2007).

Em condicBes normais, o figado tem como atividade produzir e liberar glicose em
resposta a diminuicdo da concentragdo de glicose sanguinea, através da quebra do glicogénio
(chamada de glicogendlise). Por outro lado, com o aumento da glicose sanguinea, o pancreas
eleva a producéo e liberacdo de insulina, impedindo o figado de liberar glicose, através do
processo de “feedback negativo” induzido pela insulina (DI DALMAZI et al., 2012).
Contudo, na presenca de altas concentracfes de GC, a quebra da glicose é atenuada e a
formacdo de glicose por outros substratos energéticos como lactato, glicerol e aminoacidos no
figado (chamada de gliconeogénese hepatica) mantem-se elevada, impedindo o figado de
realizar o “feedback negativo”, e com isso, continua a Sintetizar e liberar glicose no sangue,
gerando um quadro de hiperglicemia e hiperinsulinemia (DI DALMAZI et al., 2012). Isto
pode contribuir no aparecimento da sindrome metabdlica (SM) também conhecida como
sindrome X.

Esta patologia apresenta um conjunto de fatores biologicos caracterizada por
distdrbios metabolicos, como intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, obesidade,
dislipidemia, além da hipertensdo arterial e associadas a altas concentracdes plasmaticas de
glicocorticoide (GARCEZ et al., 2018), sendo todos fatores de risco que contribuem para o
aparecimento de doencas cardiovasculares (SAKLAYEN, 2018). Estes fatores de riscos
relacionas a SM, também estdo presentes em pessoas portadoras da sindrome de Cushing,
doenca caracterizada pelo aumento na secrecdo de GCs devido a um adenoma pituitario,
(CAIN; CIDLOWSKI, 2017). A SM é um dos principais problemas de satde no mundo, e a
sua prevaléncia global é estimada em cerca de um quarto da populacdo mundial, ou seja, mais
de um bilhdo de pessoas no mundo sao afetadas pela SM (SAKLAYEN, 2018). Ja no Brasil, a
prevaléncia acaba variando em torno de 30% entre individuos de 19 a 64 anos, tendo um forte
impacto nos custos totais com satide (RAMIRES et al., 2018).

A SM causada pelo excesso de GCs podem promover alteracdes sobre a via de

sinalizacdo da insulina responsavel pela entrada da glicose no musculo esquelético, reduzindo
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a atividade quinase do receptor de insulina e da fosforilacdo do IRS-1 e 2, que vai prejudicar a
atividade da fosfatidilinositol 3-quinase (P13K) e Akt, diminuindo a translocacao de vesiculas
que contém transportadores de glicose (GLUTSs) (VEGIOPOULOS; HERZIG, 2007). Além
desses efeitos sobre a musculatura esquelética, os GCs também podem causar prejuizos sobre
vasodilatacdo dependente do endotélio mediado pela insulina, por uma via semelhante a da
musculatura esquelética. Os GCs prejudicam a ativagdo do IRS, causando uma redugdo na
atividade da PI3K e, consequentemente da Akt, isso impede a estimulacdo de uma das
isoformas da NO sintase de aumentar a biodisponibilidade de NO no endotélio causando
danos sobre a vasodilatagdo (ANDREWS; WALKER, 1999; TABRIZCHI, 2005).

2.2 Funcéo endotelial

O endotélio vascular (EV) é uma estrutura tecidual que reveste internamente todos 0s
vasos sanguineos do sistema circulatério, e estd posicionado em um local anatdmico que
permite a interacdo ndo apenas com componentes e células sanguineas em circulagdo, mas
também com células na parede do vaso (CAHILL; REDMOND, 2016). O EV é considerado o
principal regulador do fluxo sanguineo, por meio da vasomotricidade, que ajusta o calibre dos
vasos as constantes alteragdes de sinais hemodinamicos que recebe das células e da matrix
extracelular responsavel pela sintese de substancias vasoativas, contribuindo desta forma para
a manutencdo da homeostase vascular (DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 2007). Além
disso, 0 EV também esta envolvido em outras funcdes, como na sustentacdo do tonus
vascular, prevencao de proliferacdo de musculo liso vascular, reducdo na adesdo e ativagdo de
leucdcitos, inibicdo da agregacdo plaquetéaria e formacdo de trombos (RAJENDRAN et al.,
2013; CAHILL; REDMOND, 2016).

Para manter a homeostase vascular o endotélio atraves de estimulos humorais, neurais
e mecanicos, produz e libera mediadores que séo capazes de promover a vasodilatacdo ou
vasoconstricdo (BAUER; SOTNIKOVA, 2010). Esses mediadores sdo chamados de fatores
relaxantes derivado do endotélio (FRDE) e fatores constritores derivado do endotélio (FCDE).
Os FRDE predominantes sdo o oxido nitrico (NO), prostaciclina (PGl,) e o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio. Ja os predominantes FCDE séo as prostaglandinas H»
(PGHy), tramboxano (TXA:?), a angiotensina Il (Ang Il) e a endotelina-1 (ET-1), onde o
equilibrio desses mediadores sdo importantes para a manutencdo da homeostase vascular
(BAUER; SOTNIKOVA, 2010).
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Os mediadores vasoativos (bradicinina, substancia P, acetilcolina e hiperpolarizagdo
derivada do endotélio) e o “shear stress” (estresse de cisalhamento) induzem a vasodilatacédo
por meio dos seus efeitos no endotélio (Figura 1) (STANKEVICIUS et al., 2003; BAUER;
SOTNIKOVA, 2010; LEVINE; PUNIHAOLE; LEVINE, 2012). Tem sido observado que a
acetilcolina (ACh) e a insulina (INS) induzem a vasodilatacdo dependente de endotélio,
através da producdo de NO dependente ou independente do aumento das concentracfes de
calcio intracelular ([Ca?*]i) (ZECCHIN et al., 2007). Ja os fatores hiperpolarizantes derivados
do endotélio (EDHFs) ativam diferentes familias de canais para potassio (K*), ativados por
Ca2* de baixa condutancia (SKCa), e ativados por Ca?* de condutancia intermediaria (IKCa),
gerando uma hiperpolarizacdo de células musculares lisas que contribuem para a
vasodilatacdo, através da reducdo da abertura de canais para Ca?* dependentes de voltagem e
das concentracGes de trifosfato de inositol intracelular, diminuindo assim a [Ca2+]i
(MALLAT et al., 2017).

Figura 1. Representacdo esquematica dos fatores vasodilatadores produzidos pelo endotélio vascular dependente
do aumento da concentragdo intracelular do Ca?* (adaptado de Stankevicius et al. 2003). Sdo trés as principais
vias endoteliais que promovem a vasodilatacdo: a via da prostaciclina (PGI2), a via de producdo do 6xido nitrico
(NO) e a via do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Acido araquiddnico (AA), adenilato
ciclase (AC), adenosina 3',5-monofosfato ciclico (AMPc), adenosina trifosfato (ATP), célcio intracelular
[Ca2+]i, ciclo-oxigenase (COX), guanilil ciclase soltvel (GCs), guanosina trifosfato (GTP), L-arginina (L-arg),
monosfosfato de guanosina ciclico (GMPc), 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), potassio (K*).
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Por outro lado, a ACh apos se ligar ao seu receptor transmembrana acoplado a
proteina G e localizado no EV, promove a ativacdo da fosfolipase C, ocasionando a producéo
de diacilglicerol e de trifosfato de inositol intracelular e, por conseguinte o aumento do
[Ca2']i, e permitindo a interacdo Ca?*/calmodulina (Figura 2). Esses acontecimentos cursam
com a ativacdo da eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) e produgdo de NO que se difunde
facilmente através das membranas, resultando na estimulagdo da guanilil ciclase soltvel e,
aumento do monosfosfato de guanosina ciclico (cGMP) intracelular. Esse aumento de cGMP
possibilita a ativacio da proteina quinase G, na qual, causa o fechamento de canais para Ca?*
e aumento da recaptagdo de Ca®" para os estoques intracelulares, permitindo a abertura dos
canais para K* ao mesmo tempo que diminui a [Ca?"]i inativando a fosforilagdo da quinase da
cadeia leve da miosina, e com isso gerando a vasodilatacdo (LEVINE; PUNIHAOLE;
LEVINE, 2012).

Figura 2. Representacdo esquematica da vasodilatagdo via NO-GMPc (adaptado de Rattmann, 2009).
Acetilcolina (ACh), célcio (Ca?*), calcio intracelular [Ca2+]i, calmodulina (CaM), fosfolipase C (PLC), guanilil
ciclase solavel (GCs), L-arginina (L-arg), monosfosfato de guanosina ciclico (cGMP), éxido nitrico (NO), dxido

nitrico sintase endotelial (eNOS), proteina quinase G (PKG), reticulo endoplasmatico (RE), trifosfato de inositol
(IP3).

Célula muscular lisa
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A INS tem um papel essencial na regulacdo da homeostase da glicose através da
influéncia do fluxo sanguineo (por exemplo, captacdo de glicose no musculo esquelético e
tecido adiposo) e na manutencdo da saude vascular (MUNIYAPPA; IANTORNO; QUON,
2008; ARCE-ESQUIVEL et al., 2013). Apos a interagdo da INS com o seu receptor (IR)
localizado no EV (Figura 3), ocorre fosforilacdo em tirosina de multiplas proteinas, incluindo
substratos receptores de insulina 1 (IRS-1) e 2 (IRS-2). Em seguida, ocorre a ativacdo da
enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), que converte o fosfolipidio de membrana
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato, promovendo a ativagao do
fosfoinositideo dependente de quinase 1 (PDK-1), que por sua vez aumenta a fosforilagdo
proteina Akt (também conhecida como PKB) (MUNIYAPPA; IANTORNO; QUON, 2008;
MUNIYAPPA; SOWERS, 2013). Esses eventos resultam na fosforilacdo (em residuos de
Serina na posicdo 1177) e ativagdo da eNOS, produzindo o NO independente do aumento do
[Ca®"]i (BORNFELDT; TABAS, 2011). O NO, quando liberado, se difunde das células
endoteliais para as células da musculatura lisa vascular, onde vai estimular a guanilil ciclase
solavel, que por sua vez promove aumento da producdo de GMPc. O aumento do GMPc,
reduz o calcio intracelular  causando o relaxamento musculatura lisa (BAUER;
SOTNIKOVA, 2010; LEVINE; PUNIHAOLE; LEVINE, 2012).

Figura 3. Representacdo esquematica da vasodilatacdo da via de sinalizacdo da insulina (adaptado de
Muniyappa; lantorno; Quon, 2008).
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A INS também ¢é responsavel pelo aumento da producéo e liberacdo de endotelina-1
(ET-1) através do endotélio (Figura 3). O aumento desse potente vasoconstrictor acontece
devido a alteragcbes no funcionamento normal do EV, contribuindo para o inicio e/ou
progressdo de complicacBes patogénicas associadas & doenca cardiovascular (RAJENDRAN
et al., 2013). A INS estimula a producdo de ET-1 usando vias de sinalizacdo dependentes de
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), no qual, aumenta a producdo de ET-1 e
diminui a biodisponibilidade de NO, permitindo o aparecimento de irregularidades sobre a
funcdo vascular, como reducdo do fluxo sanguineo, recrutamento capilar na musculatura
esquelética, e diminuicdo na captacdo de glicose (RAJENDRAN et al., 2013).

De uma forma geral, a homeostase do ténus vascular realizado pela INS, compreende
o0 equilibrio entre a producédo de substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras. Contudo, em
condi¢cBes de hiperglicemia e hiperinsulinemia, que esta frequentemente presente na
obesidade, hipertensdo, doencga arterial coronariana, dislipidemias, diabetes mellitus do tipo 2
e sindrome metabdlica (ARCE-ESQUIVEL et al., 2013), observa-se alteracGes especificas na
via de sinalizacdo IR/P13K/eNOS/NO, enquanto outros ramos de sinalizagdo estimulada por
INS, como a via MAPK/ET-1 permanece inalterada (JANSSON, 2007). Desta forma, a
hiperinsulinemia e hiperglicemia no endotélio leva a um desequilibrio entre as vias da INS,
causando prejuizos na producdo e biodisponibilidade de NO e aumentando a secre¢do de
ET-1, caracteristica essa da disfuncdo endotelial (JANSSON, 2007). Assim, é possivel que a
diminuicdo da producdo de NO no EV causadas por alteragdes na concentracéo de glicose e
insulina contribua para a aterosclerose, por meio da mediac¢ao de vasoconstricdo (JANSSON,
2007).

2.3 Glicocorticoide e funcédo endotelial

Os GCs desempenham um papel importante no controle do ténus vascular, por
estimular o aumento de respostas vasoconstrictoras, tais como, catecolaminas, angiotensina ll,
vasopressina, ET-1 e bradicinina, e atenuacdo da producdo de vasodilatadores, como
prostaciclina e NO, no qual, tem sido associado ao aumento da contragéo arterial e resisténcia
vascular no endotélio (YANG; ZHANG, 2004; GOODWIN; GELLER, 2012). Apesar dos
GCs influenciarem na regulagdo da contratilidade vascular, os mecanismos celulares e

moleculares do sistema vascular em resposta aos GCs permanecem desconhecidos.
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Tem sido demonstrado que os GCs parecem influenciar na diminuicdo da
biodisponibilidade vascular de NO, principal mediador responsavel pela funcdo endotelial.
Além disso, os GCs também podem reduzir a atividade e expressdo da eNOS, transcri¢do do
gene da eNOS, aumento da degradacdo de RNAm da eNOS, diminuicdo da estabilidade da
proteina eNOS e reducdo dos niveis de tetrabiopterina (BH4), cofator necesséario para a
atividade da enzima eNOS (VERHOEVEN et al., 2016). No entanto, tanto o uso agudo
(FARQUHARSON; STRUTHERS, 2002; DOVER et al.,, 2007) quanto o uso cronico
(YADAV et al., 2013) de GC ndo parecem causar disfuncdo endotelial na vasodilatacdo
mediada pela ACh, uma das principais vias responsaveis pela vasodilatacdo endotelial e
caracterizada pelo aumento da liberacio de [Ca?']i que se liga & calmodulina, ativando a
eNOS e, por conseguinte, elevando a producéo de NO.

Um outro mecanismo que pode explicar a disfuncao endotelial apos o uso de GCs, esta
relacionado com a elevacédo dos niveis plasmaticos colesterol total (CT), lipoproteina de baixa
intensidade (LDL-c) e de glicose, na qual, promove danos no receptor da INS prejudicando a
ativacdo do IRS, o que eventualmente leva a um impedimento na capacidade da Akt de
aumentar a biodisponibilidade de NO no endotélio (TABRIZCHI, 2005). Além disso, outro
mecanismo proposto estd relacionado com a elevacdo do estresse oxidativo causado pela
hiperglicemia, no qual, pode resultar na reducéo dos niveis de BH4, que consequentemente
levam ao desacoplamento da eNOS, e produz anios superdxido em vez de NO (TABRIZCHI,
2005). Desta forma, tanto o primeiro quanto o Gltimo mecanismo podem explicar a
diminuicdo da geracdo de NO e a reducéo da vasodilatacdo devido ao uso de GC.

Alguns estudos na literatura tém mostrado que os glicocorticoides podem aumentar a
expressao de receptores agonistas a-adrenérgicos e de ET-1, juntamente com 0s niveis de
concentracdo plasmatica de ET-1 (BORCSOK et al., 1998; ULLIAN, 1999), que além de ser
um potente vasoconstrictor, pode contribuir para o aparecimento da disfuncdo endotelial,
devido a diminuicdo da biodisponibilidade do NO (BOHM; PERNOW, 2007). Em situagGes
de danos sobre a via da INS, juntamente com hiperglicemia e hiperinsulinemia, a via da
PI3K/Akt/eNOS/NO apresenta-se reduzida, enguanto que a via MAPK é aumentada
permitindo uma maior secrecdo de ET-1 (MUNIYAPPA; SOWERS, 2013). Logo, o
desequilibrio entre as acgdes vasculares da PI3K/Akt/eNOS/NO e MAPK/ET-1 pode
prejudicar as agdes metabdlicas e vasculares, além de contribuir para o desenvolvimento de
acOes pro-hipertensivas e aterogénicas causadas pela disfuncdo endotelial decorrente do uso
de GCs (GOODWIN; GELLER, 2012).
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2.4 Treinamento fisico, funcao endotelial e glicocorticoide

O exercicio fisico (EF) ¢ um tipo de atividade fisica que consiste em movimentos
corporais planejados, estruturados e repetitivos, visando melhorar e/ou manter um ou mais
componentes da aptidao fisica e, por conseguinte, a qualidade de vida (GHORAYEB et al.,
2019). Desta forma, algumas associagdes, como, Sociedade Brasileira de Cardiologia
(GHORAYEB et al., 2019), Associagdo Americana de Salde (FLETCHER GERALD F. et
al., 2013) e o Colégio Americano de Medicina do Esporte (RIEBE et al., 2015), tem
fortemente indicado o EF como uma das principais ferramentas na prevencdo e controle
primario das doencas cardiovasculares.

Além dos aspectos preventivos sobre o sistema cardiovascular, o EF também tem uma
importante atuacdo no tratamento de algumas patologias como hipertenséo arterial, acidente
vascular cerebral, diabetes mellitus do tipo 2, cancer (WARBURTON; BREDIN, 2017;
LUAN et al., 2019), obesidade, doencas musculo esqueléticas (osteoartrite, osteoporose e
sarcopenia) (CIOLAC; CIOLAC, 2013; LUAN et al., 2019), e também esta relacionado a
alteracdes sobre as doencas cardiovasculares como a disfungdo endotelial (WOODMAN et
al., 2018).

O EF ¢ caracterizado em aerobico e anaerobico, podendo gerar respostas agudas e
cronicas. As primeiras ocorrem durante e imediatamente apds o exercicio fisico as quais
permanecem até alguns minutos ou horas. Dentre estas respostas agudas, podem ser citadas a
elevacdo da frequéncia cardiaca, da pressdo arterial, da secrecdo de catecolaminas, da
temperatura corporal, melhora da tolerancia a insulina, diminuicdo da resisténcia vascular
periférica, dentre outras que ocorrem com o aumento da demanda energética (HEINONEN et
al., 2014). Ja as respostas cronicas sdo adaptacGes do organismo na tentativa de ajustar-se ao
estresse causado pela exposicdo sistematica ao EF, onde podem ser citadas, a elevacdo do
débito cardiaco, do consumo maximo de oxigénio, reducdo da frequéncia cardiaca de repouso
e do trabalho de esfor¢co subméaximo (HEINONEN et al., 2014).

Os exercicios fisicos aerdbicos (EFA) sdo constantemente o tipo de exercicio mais
estudado, os quais recrutam grandes grupos musculares e abrangem a caminhada, o ciclismo,
a natacdo e a corrida. Na literatura tem-se observado que imediatamente apds uma sessédo de
EFA ocorre melhora da fungdo endotelial em pessoas saudaveis, promovendo vasodilatacdo
mediante 0 aumento da biodisponibilidade de NO (GOTO et al., 2007; SIASOS et al., 2016).
Este mesmo efeito foi observado em um outro estudo, também usando o EFA agudo, porém

em humanos hipertensos (PHILLIPS et al., 2017). Adicionalmente, uma recente meta-analise
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mostrou que o treinamento fisico aerdbicos (TFA) processo organizado e sistematico
composto por EFA, foi capaz de melhorar a funcdo vascular em individuos com Diabetes
mellitus do tipo 2 (WAY et al., 2016) e também pode retardar os processos de envelhecimento
das paredes arteriais, além de promover o aumento da producdo de NO devido a maior
ativagdo da eNOS (D ALMEIDA et al., 2017). Por estes motivos, esse tipo de exercicio é
bastante utilizado como estratégia primaria de tratamento ndo-farmacoldgico para melhorar a
funcdo vascular (ASHOR et al., 2014).

Por outro lado, o treinamento fisico resistido (TFR), ou popularmente conhecido como
musculacdo, € caracterizado por uma contragdo muscular realizada por um determinado
segmento corporal contra uma resisténcia, e quando prescrito e supervisionado de forma
adequada, apresenta importantes beneficios sobre varios aspectos da salde como aumento da
capacidade funcional (MARCOS-PARDO et al., 2019), aumento de massa muscular
(CADORE et al., 2014), forca (AVELAR et al., 2013) e sendo importante para a melhora da
composi¢do corporal (ARNARSON et al., 2014). Além disso, 0 TFR também tem sido
utilizado com finalidade terapéutica e preventiva de uma série de condicdes fisiopatoldgicas
como, diabetes (LIU et al., 2019) e hipertensao arterial (FARIA et al., 2010).

O TFR também pode promover melhorias significativas sobre as concentraces do
colesterol total (CT), da lipoproteina de alta intensidade (HDL), da lipoproteina de baixa
intensidade (LDL), dos triglicerideos (TG) (CORREA et al., 2014; ZOU et al., 2015) e
também sobre as concentracdes de insulina e glicose de jejum, sendo importante na melhora
da resisténcia a insulina (ZOU et al., 2015). Desta forma, o TFR tem significado uma
estratégia ndo farmacologica de grande importancia para prevencdo e tratamento da
dislipidemia e manutengdo do controle glicémico, da insulina, devido a sua capacidade de
estimular o aumento da massa muscular, permitindo uma maior captacdo e estocagem da
glicose (BRAITH; STEWART, 2006).

Estes disturbios metabdlicos associados com a resisténcia a insulina sdo fatores de
risco bem estabelecidos para o aparecimento da disfungdo endotelial e, por conseguinte, o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como infarto do miocéardio, acidente vascular
cerebral e hipertensdo (PHILLIPS et al.,, 2015), que compromete as celulas endoteliais
fazendo com que liberam niveis mais baixos de NO e mais altos de ET-1, o que favorece as
propriedades vasoconstritoras do endotélio (PHILLIPS et al., 2015).

Segundo alguns autores esses danos sobre a células endoteliais também podem ser
observados no TFR quando realizado em intensidade alta (MIYACHI MOTOHIKO et al.,
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2004; MIYACHI, 2013; OKAMOTO; MASUHARA,; IKUTA, 2013). Nestes estudos o TFR
causou efeitos deletérios sobre os vasos arteriais, aumentando a sua rigidez vascular e
reduzindo a complacéncia arterial. Isso pode ter ocorrido em virtude da elevacédo da atividade
simpatica nos vasos sanguineos durante as sessdes do TFR juntamente com um aumento
acentuado da pressdo arterial sistolica e diastdlica, causadas por aumento do recrutamento
muscular e contracdes prolongadas e lentas da musculatura esquelética, que provoca uma
maior restricdo (oclusdo vascular) e reducdo (isquemia) do fluxo sanguineo durante o
exercicio (MCGOWAN et al., 2006; GONZALES et al., 2011). Além disso, o TFR de
intensidade alta também pode promover reducdo na elastina, contetdo importante para a
elasticidade e do colageno, conteddo associado com a rigidez arterial, atenuando a producao
de NO em virtude do comprometimento das células endoteliais (MCGOWAN et al., 2006;
GONZALES et al., 2011).

Em contrapartida, estudos que utilizaram o TFR de leve a moderada tém observado
que uma Unica sessdo e/ou a realizacdo regular sdo capazes de promover reducdo da pressao
arterial e da vasoconstricdo a FEN, além de contribuirem para o aumento da vasodilatacdo
dependente de NO, através da ativacdo da eNOS (FARIA et al., 2010, 2017; MACEDO et al.,
2016). Em outro estudo realizado por Okamoto et al., 2011 em jovens saudaveis utilizando o
TFR de intensidade moderada, houve reducdo da rigidez arterial, e como beneficio obteve-se
uma melhora na fungéo vascular (OKAMOTO; MASUHARA; IKUTA, 2011).

Além disso, esses mesmos autores em outro trabalho observaram que o TFR de baixa
intensidade foi capaz de impedir o aumento da rigidez arterial apés um TFR de alta
intensidade, ajudando a promover uma melhor sadde vascular (OKAMOTO; MASUHARA,;
IKUTA, 2013). Esses beneficios causados pelo TFR de intensidade leve e/ou moderada sobre
a funcdo vascular pode ter sido causado por diminuicdo do tdnus simpatico e, por
conseguinte, da rigidez arterial, uma vez que, o recrutamento muscular e as contracfes da
musculatura esquelética nessas intensidade sdo menores em relacdo ao de intensidade alta,
causando uma menor restricdo (oclusdo vascular) e reducdo (isquemia) do fluxo sanguineo
durante o exercicio (OKAMOTO; MASUHARA,; IKUTA, 2011).

Durante as sessdes do TFA ou TFR a vasodilatacdo é estimulada pela liberacdo de
substancias quimicas (metabolitos e outros compostos vasoativos locais), e/ou mecanicamente
por meio de diferentes proteinas de membrana, conhecida como mecanorreceptores, dos quais
podemos citar, 0s receptores acoplados a proteina G, os canais idnicos, as cavéolas e 0s
receptores quinases (JOHNSON; MATHER; WALLACE, 2011), como mostrado na Figura 4.
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Esses mecanoreceptores reconhecem as alteracdes de tensdo na parede dos vasos sanguineos
causadas pelo aumento do fluxo sanguineo em sentido paralelo ao eixo longitudinal chamado
de shear stress. Essa tensdo sobre a parede dos vasos convertem os estimulos mecanicos em
estimulos quimicos, ativando a eNOS liberando, assim, NO (JOHNSON; MATHER,;
WALLACE, 2011). Isso vai fazer com que haja um aumento da complacéncia e da presséo
arterial, permitindo assim, um maior direcionamento de fluxo sanguineo, e fornecimento de
nutrientes para a musculatura ativa (DI FRANCESCOMARINO et al., 2009; WHYTE;
LAUGHLIN, 2010).

Figura 4. Representacdo esquematica do mecanismo de vasodilatacdo induzidos mediante o shear stress durante

as sessoes do treinamento fisico aerébico e resistido.
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A exposicdo repetitiva ao aumento do fluxo durante as sessbes de exercicio, pode
contribuir para 0 aumento da biodisponibilidade de NO, que é a principal substancia
vasodilatadora liberada pelo endotélio, sendo sintetizado a partir de L-arginina através da acao
da enzima eNQOS, apo6s o shear stress (DI FRANCESCOMARINO et al., 2009). Além disso,
apos varias sessbes de exercicio fisico a longo prazo ocorre uma adaptacdo estrutural,
possivelmente em parte devido a remodelacdo mediada pelo NO, resultando em um aumento
cronico no calibre dos vasos, o que normaliza estruturalmente o shear stress (DI
FRANCESCOMARINO et al., 2009).



28

A literatura tem sugerido que forgas hemodinadmicas podem interagir com mediadores
antiaterogénicos, como INS, causando uma sinalizacdo quimica que pode contribuir para
beneficios sistémicos importantes no EV (PADILLA et al., 2011). Estudos anteriores
realizados em nosso laboratério de pesquisa demonstraram que a vasodilatacdo induzida por
INS é aumentada ap6s o EFR agudo, mediante uma via de sinalizacdo que promove efeitos
hemodinamicos sem alteragbes da [Ca®']i (FONTES et al., 2014; MOTA et al., 2015). A
ativacdo da sinalizacdo da INS também pode ser importante para aumentar a expressao e
atividade da enzima eNOS via PI3K/Akt dependente de endotélio, com consequente aumento
da biodisponibilidade de NO. Em situacdes de reducdo da sensibilidade a INS, a
biodisponibilidade de NO é reduzida devido a reducdo da via PI3K/Akt/eNOS, reduzindo
assim, a vasodilatacdo (ZHENG; LIU, 2015). Portanto, é plausivel que a INS e o “shear
stress” atuem de maneira sinergica na restauracdo do equilibrio entre as acdes
vasoconstrictoras e vasodilatadoras melhorando a fungéo vascular. Ou seja, os efeitos da INS
no endotélio podem ser aumentados ap6s exposi¢des repetidas ao aumento do ““shear stress”
(ZHENG; LIU, 2015).

Apesar das evidéncias citadas anteriormente em relacdo ao TFR na melhora da
vasodilatacdo e, por conseguinte, da funcdo vascular. Os mecanismos envolvidos e que séo
responsaveis em prevenir os danos do GC sobre a fungdo vascular em ratos tratados com DEX
ainda ndo estdo claros. Na literatura, apenas um unico trabalho observou que o TFA continuo
foi eficaz em atenuar a hipertensdo induzida pelo tratamento crénico com DEX
(CONSTANTINO et al., 2017). Sabendo-se que 0 TFR é capaz de produz efeitos muitas
vezes inversos aqueles induzidos pelos GCs sobre a via de sinalizagdo IR/PI3K/eNOS ativada
pela INS causando danos vasculares, buscamos avaliar se 0 TFR pode ter algum beneficio

sobre a fungdo vascular mediado por INS ao submeter-se a um tratamento com DEX.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar a capacidade do treinamento resistido (TR) de intensidade moderada em

promover alteracdes metabolicas e vasculares induzidas por glicocorticoides.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do TR de intensidade moderada em ratos tratados com dexametasona,
sobre:

e Aglicose e insulina de jejum, do CT, do TG, do LDL-c e do HDL-c;

e Os componentes da via de sinalizacdo da insulina na resposta vascular de artérias

mesentéricas;

e Aresposta contratil de artérias mesentéricas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Vinte e quatro ratos Wistar machos com trés meses de vida e pesando entre 300 e 350
g, foram obtidos no biotério central do departamento de fisiologia da Universidade Federal de
Sergipe. Esses animais foram transferidos ao biotério Setorial do Laboratério de
Neurociéncias e Ensaios Farmacologicos (LANEF/DFS/UFS) e mantidos em gaiolas coletivas
(5 animais/gaiola), e com temperatura controlada (23 £ 2°C) e ciclo claro e escuro de 12
horas, eles receberam comida comercial para roedores (Nuvilab®) e &gua filtrada ad libitum.
Os ratos foram pesados semanalmente do inicio ao fim do estudo, utilizando uma balanca
eletrénica digital da marca Bioprecisa (BS 3000A, capacidade maxima 3000g e precisdo de
0,1 g). Todos os procedimentos descritos neste estudo foram realizados de acordo com as
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Sergipe,
Brasil (protocolo nimero 75/2015).

Os animais foram divididos em 3 grupos:

1) Controle (CO): sedentéario durante todo o periodo e recebendo injecdo diaria de
solucdo salina (2 mL/Kkg, i.p.) durante a Gltima semana;

2) Dexametasona (DEX): sedentario durante todo o periodo, e recebendo injecdes
diarias de dexametasona (2 mg/kg, i.p., dissolvido em solucgéo salina) durante a Gltima semana

3) Dexametasona + treinamento resistido (DEX+TR), 8 semanas de treinamento fisico,
e recebendo injecGes diarias de dexametasona (2 mg/kg, i.p., dissolvido em solucdo salina)
durante a ultima semana. Os animais treinados continuaram a treinar durante o periodo de

tratamento medicamentoso.

4.2 Protocolo de Treinamento resistido

Os animais CO, DEX e DEX + TR foram submetidos a um periodo de adaptacdo de
uma semana (5 dias, 5 min por dia em repouso) em um aparelho de agachamento
personalizado para TR, desenvolvido por Tamaki; Uchiyama; Nakano (1992). A estimulagédo
elétrica (20 V, duracdo de 0,3 s, com intervalos de 3 s) foi aplicada na cauda do rato através
de um eletrodo de superficie (Figura 5). Apos o periodo de adaptagdo, os grupos foram
submetidos a um teste de uma repeticdo maxima (LRM), para determinar a carga de trabalho

muscular. Este teste consiste em aumento da carga no equipamento, em que 1RM foi definido
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como a maior carga maxima levantada pelo animal, no qual permitia realizar o movimento de

extensdo do joelho por completo no aparelho de exercicio.

Figura 5. Esquema do aparelho de agachamento (adaptado de Tamaki et al., 1992).
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O teste de 1RM foi repetido a cada 2 semanas na tentativa de manter a intensidade
desejada. O grupo DEX + TR foi submetido a um protocolo de TR que consiste em 3 séries
de 10 repetices com intensidade definida em 60% da carga maxima estabelecida no teste de
1RM, os animais foram exercitados trés vezes por semana (dias alternados) por 8 semanas. Os
grupos CO e DEX foram submetidos a um exercicio ficticio que consistia em procedimentos
semelhantes e estimulacdo elétrica que o grupo DEX + TR, mas sem a realizacdo do
movimento de extensdo e flexdo das patas, visto que estes permaneciam suspensos na posicao

de repouso (Figura 6).
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Figura 6. Sequéncia de atividades do protocolo de treinamento resistido
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4.3 Protocolo de administracdo de dexametasona

Na Gltima semana (entre a 7° e 8° semana) durante o protocolo do TR, os animais dos
grupos DEX e DEX+TR foram tratados com dexametasona (Decadron®, Prodome, Brasil)
por 7 dias (2 mg/kg/dia, via intraperitoneal). Por outro lado, os animais do grupo CO néo
tratados com dexametasona receberam NaCl a 0,9% (2 mg/kg/dia, via intraperitoneal) pelo
mesmo periodo. Além disso, todo o tratamento com dexametasona ou NaCl foi administrado

sempre no mesmo horério (Figura 6).
4.4 Mensuragao dos parametros metabdlicos

Apos o final do protocolo do TR, os animais foram mantidos em um periodo de 8
horas de jejum e foram submetidos a avaliacdo da glicose de jejum. Foi realizado um pequeno
corte na cauda de cada animal para que fosse colhida uma Unica gota de sangue. A glicose dos
animais foi aferida com um glicosimetro Accu-Chek Advantage Il, Roche, Sado Paulo, SP,
Brasil). Logo apos os animais foram anestesiados com isoflurano, e eutanasiados, em seguida
foi coletado o sangue. O sangue coletado (cerca de 1 ml) foi colocado em um tubo de
separacao e posteriormente centrifugado a 3500 rota¢des por minuto (rpm) por 5 minutos para
obtencdo do soro. O sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta e transferido para
um tubo Eppendorf®, o qual foi encaminhado para realizacdo das analises bioquimicas dos
seguintes substratos: Insulina, colesterol total (CT), triglicerideo (TG) e lipoproteina de alta
densidade (HDL-c).
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As concentrac@es de insulina foram analisadas através de imunoensaio (foi utilizado o
aparelho Architect), usando anticorpo para a insulina. Para dosar as concentracdes
plasmaticas utilizou-se testes enzimaticos colorimétricos da marca Vida biotecnologia, sendo
que a leitura dos substratos foi realizada no espectrofotdometro da marca FEMTO e modelo
800 XI, de acordo com as normas estipuladas pelo fabricante. Para dosar a lipoproteina de
baixa densidade (LDL-c) foi utilizada a férmula de Friedewald:

VLDL-c = triglicerideos (mmol) + 5 (cinco)

LDL-c = Colesterol total (mmol) — (HDL-c + VLDL-c)

4.5 Avaliacgdo da vasodilatagdo dependente de endotélio

A vasodilatagdo dependente de endotélio foi avaliado utilizando anéis de artéria
mesentérica superior de ratos preparado conforme descrito em Menezes et al. (2007). Apés a
eutanasia dos animais, anéis do primeiro segmento da artéria mesentérica superior (1-2 mm)
foram obtidos livres de tecido conjuntivo e adiposo, e mantidos em cubas contendo 10 mL de
solucdo de Tyrode (concentragdo em mmol/L: NaCl 158.3, KCI 4.0, CaCl, 2.0, NaHCOs3
10.0, CeH1206 5.6, MgCl> 1.05 and NaH2PO4 0.42), a 37° C e gaseificada com uma mistura
carbogénica (95% de Oz e 5% de CO>). Os anéis foram suspensos por linhas de algodéao
fixadas a um transdutor de forca (Letica, Modelo TRI210, Espanha). As tensdes isometricas
foram registradas através de um sistema de aquisicdo (BD-01, AVS, SP, Brasil). Cada anel foi
submetido a uma tensdo constante de 0,75 g por um periodo de no minimo 60 minutos
(periodo de estabilizacdo). A funcionalidade do endotélio foi verificada através da habilidade
medida em percentagem (%), de 10 uM de ACh em relaxar maior ou igual a 75%, apos pre-
contraidos com 10 uM de FEN. A auséncia ou valores menores do que 75% do relaxamento a
ACh nos anéis foram descartados.

A vasodilatacdo dependente de endotélio foi obtida em anéis pré-contraidos com FEN
(10 uM) pela adicéo a cuba de concentracBes crescentes e cumulativas de insulina (INS) (10
13 .10 M). Essas mesmas curvas foram obtidas apds incubacdo por 30 min dos seguintes
inibidores: LY294002, para avaliar o papel da via PI3K (inibidor de PI3K; 50 uM); L-NAME
foi utilizado para avaliar o papel do NO (inibidor do 6xido nitrico sintase; 100 uM); L-NAME
+ BQ123, para avaliar o papel da endotelina-1 (um antagonista seletivo do receptor ETA; 10
uM). A vasoconstri¢do induzida por FEN (10° M) também foi avaliada na auséncia ou

presenca de L-NAME. As respostas contrateis foram plotadas como porcentagem da
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contracdo induzida por FEN. A vasoconstricdo induzida por FEN foi expressa como tensao

méaxima desenvolvida (gramas).

4.6 Drogas

As drogas utilizadas foram: L-fenilefrina (FEN, agonista al adrenérgico), cloreto de
acetilcolina (ACh, agonista muscarinico ndo-seletivo), NG-nitro L-arginina metil éster (L-
NAME, inibidor do Oxido nitrico sintase) e BQ123 (antagonista dos receptores ETA)
adquiridos da Sigma (Chemical Co, St Louis, MO, Estados Unidos da América), Insulina
Regular Humana Novo Nordisk (Bagsvaerd, Dinamarca), LY294002 (Inibidor da PI3K)
adquirida na Merck (Darmstadt, Alemanha).

4.7 Anélise dos Dados

Todos os dados estdo expressos como média = E.P.M. As diferencas significativas
entre os grupos foram determinadas usando ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de
Bonferroni para comparar os parametros metabdlicos foi usada, a diferenca da aérea sob a
curva (dASC) e vasoconstricdo induzida por FEN. A ANOVA de duas vias, seguida pelo pos-
teste de Bonferroni foi utilizada para comparar as curvas de concentracao-resposta obtidas nos
anéis mesentéricos. Para todos estes procedimentos foi utilizado o programa estatisticos
GraphPad Prism versdo 5.00 (GraphPad software, San Diego, CA, E.U.A.) e valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros metabdlicos

Os resultados dos parametros metabdlicos sdo apresentados na Tabela 1. O peso
corporal dos animais foi semelhante em todos os grupos no inicio do estudo. No entanto,
houve uma reducédo do peso corporal final nos animais do grupo DEX e DEX+TR em relacédo
ao CO (p< 0,001), alem de uma reducédo em relacdo ao peso corporal final em comparacao ao
basal (p< 0,05) e ao grupo CO. Além disso, 0 grupo DEX aumentou a glicose de jejum (p<
0,01), insulina (p< 0,01), CT (p< 0,001), LDL (p< 0,001) e diminui¢do do HDL (p< 0,05) em
comparagdo com o grupo CO, sem nenhuma diferenca significativa no nivel de TG. No
entanto, os animais do grupo DEX+TR conseguiram evitar o aumento da glicose de jejum (p<
0,05), insulina (p< 0,01), CT (p< 0,001), LDL (p< 0,001) e diminui¢do do HDL (p< 0,05).

Tabela 1. Peso corporal inicial e final, glicemia de jejum, insulina, TG, CT, LDL e HDL.

Grupo CO DEX DEX+RT

Peso corporal (g) Inicial 335,83 +4,6 335,33+£1.9 332,1+3,2
Final 333,8+3,0 267,1 + 10,7*%**%  267,9 + 9,8***&

Glicose de jejum Final 52+0,1 6,2 + 0,2%* 54+0,1*

(mmol/L)

Insulina (ng/mL) Final 2,1+0,8 10,5 + 1,5** 2,33+1,1%

Triglicerideos Final 1,05 + 0,05 1,23 + 0,02 1,25 + 0,07

(mmol/L)

Colesterol total Final 41+0,1 6,3 + 0,3*** 3,6 +0,3"

(mmol/L)

Lipoproteinas de Final 2,62 +0,19 5,12 + 0,3*** 2,12 +0,3"*

baixa densidade

(mmol/L)

Lipoproteina de alta  Final 1,35+ 009 0,94 £ 0,04* 1,32 +0,05"

densidade (mmol/L)

Grupo controle (CO), dexametasona (DEX) e dexametasona + treinamento resistido (DEX+TR). Os dados
representam a média £ EPM, (n = 8). As diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA de uma via,
seguido pelo pos-teste de Bonferroni, foi usado para a glicose de jejum, Triglicerideos (TG), colesterol total
(CT), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteina de alta densidade (HDL). *p< 0,05, **p< 0,01 e
***p< 0,001 vs. CO; “p< 0,05, #p< 0,01, ##p< 0,001 vs. DEX; 4p< 0,05 peso corporal inicial vs final.
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5.2 Mecanismos endoteliais e alteracOes na via de sinalizagdo da vasodilatagdo induzida
por insulina.

A vasodilatacdo induzida por insulina foi reduzida no grupo DEX em comparagéo ao
grupo CO (Rmax = 7,9 = 1,4 vs 20,6 £ 2,6%; p <0,001; Figura 7). No entanto, 0 grupo
DEX+RT aumentou a vasodilatagdo induzida por insulina em relagdo ao grupo DEX (Rmax =
23,6 £ 1,5%; p <0,001; Figura 7).
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Figura 7 — Curvas concentragio-resposta para insulina (10™° — 10 M) em anéis isolados da artéria mesentérica
superior de rato com endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (1uM). Anéis obtidos de animais do Grupo
Controle (CO), Dexametasona (DEX) e Dexametasona + treinamento resistido (DEX+TR). Os dados
representam a média £ EPM para 8 — 10 experimentos em cada grupo. As analises estatisticas foram
determinadas pela ANOVA de uma via para os valores de Resposta maxima (Rméax) e de duas vias para as
diferencas entre as concentrac@es seguidas pelo pos-teste de Bonferroni. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001 CO
vs. DEX; #p< 0,01, #p< 0,01, ##p< 0,001, DEX vs. DEX+TR.
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Para avaliar a participacdo do PI3K na vasodilatacdo induzida pela insulina, foi
utilizado um inibidor do PI3K (LY294002). Apos a incubacdo com LY294002, foi observada
uma reducdo da vasodilatacdo da artéria mesentérica no grupo CO (Rmax = 20,6 + 2,6% para
7,4 + 0,9%, p <0,001; Figura 8A), enquanto no grupo DEX a vasodilatacdo foi totalmente
abolida, mostrando um efeito contrétil leve (Rmax = 7,9 + 1,4% para -1,5 + 0,5%, p <0,001;
Figura 8A). O grupo DEX + RT reduziu a vasodilatagdo apds a incuba¢do com LY294002, no
entanto o efeito contratil foi abolido (Rmax = 23,6 £ 1,5% para 8,5 £ 1,3%, p <0,001; Figura
8A). Os valores de variacdo da dASC indicaram o maior papel da PI3K na vasodilatacdo
induzida pela insulina no grupo CO e DEX + RT (67,1 £ 1,1% e 70,8 + 5,6%; Figura 8C) em
comparacédo ao grupo DEX (42,8 £ 7,0%; p <0,05; Figura 8C).
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Figura 8 — Curvas concentragio-resposta para insulina (102 — 10 M) em anéis isolados da artéria mesentérica
superior de rato com endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (1puM). (A) Anéis obtidos de animais do
Grupo Controle (CO), Dexametasona (DEX) e Dexametasona + treinamento resistido (DEX+TR) na presenca do
LY?294002 (50uM) + BQ123 (20 pM). (B) Anéis obtidos na auséncia e na presenca do LY294002. (C) Varia¢do
da area sob a curva (dASC) entre a presenca e a auséncia do LY294002. Os dados representam a média + EPM
para 8 — 10 experimentos para cada grupo. As analises estatisticas foram determinadas pela ANOVA de uma via
para os valores de Resposta maxima (Rmax) e dASC e de duas vias para as diferencas entre as concentragfes
seguidas pelo pos-teste de Bonferroni. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001 CO vs. DEX; #p< 0,01, #*p< 0,001,
DEX vs. DEX+TR.
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Além disso, para avaliar a participacdo do NO na vasodilatacdo induzida pela insulina,
foi utilizado um inibidor ndo seletivo da NOS (L-NAME). Apos a incubacdo com L-NAME,
foi observada reducéo do relaxamento no grupo CO (Rmax = 20,6 + 2,6% a 3,6 + 1,2%, p
<0,00; Figura 9A), enquanto no grupo DEX a vasodilatacdo foi totalmente abolida, mostrando
um efeito contratil leve (Antes: Rmax = 7,9 + 1,4% vs apds: Rmax = -2,3 + 0,4%, p <0,001;
Figura 9A). O grupo DEX + RT reduziu a vasodilatacdo apds a incubacdo com L-NAME,
porém o efeito contratil foi abolido (Antes: Rmax = 23,6 £ 1,5% vs ap0s: Rmax = 4,6 £ 1,1%, p
<0,001; Figura 9A). Uma comparacdo dos valores de dASC indicou que o envolvimento da
NOS é maior no grupo CO e DEX + RT (100,0 £ 5,9% e 100,0 + 7,0%; Figura 9C) em
comparacédo ao grupo DEX (54,1 £ 3,0%; p <0,05; Figura 9C).
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Figura 9 — Curvas concentragio-resposta para insulina (102 — 10 M) em anéis isolados da artéria mesentérica
superior de rato com endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (1puM). (A) Anéis obtidos de animais do
Grupo Controle (CO), Dexametasona (DEX) e Dexametasona + treinamento resistido (DEX+TR) na presenca do
L-NAME (100uM). (B) Anéis obtidos na auséncia e na presenga do L-NAME. (C) Variacdo da area sob a curva
(dASC) entre a presenca e a auséncia do L-NAME. Os dados representam a média + EPM para 8 — 10
experimentos para cada grupo. As analises estatisticas foram determinadas pela ANOVA de uma via para 0s
valores de Resposta maxima (Rmax) e dASC e de duas vias para as diferencas entre as concentragdes seguidas
pelo pds-teste de Bonferroni. **p< 0,01, ***p< 0,001 CO vs. DEX; #p< 0,01, ##p< 0,001, DEX vs. DEX+TR;
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Para entender a participacdo da ET-1 nesta resposta, foi construida uma curva de
concentracdo-resposta na presenca de L-NAME + BQ123 (um antagonista dos receptores
ETA). O grupo CO ndo mostrou alteragdo na Rmax (3,6 £ 1,2% a 2,3 £ 0,7%, p> 0,05; Figura
10A), uma resposta semelhante foi observada no DEX + RT (4,6 £ 1,1% a 3,5 £ 1,2%, p>
0,05; Figura 10A). No entanto, no grupo DEX a vasoconstricdo na presenca de L-NAME +
BQ123 foi inibida (Rmax = -4,9 £ 0,7% para 0,1 £ 1,3%, p <0,05; Figura 10A). Além disso, 0s
valores de dASC entre os grupos revelaram que ap6s a incubacdo com L-NAME + BQ123
aumentou no grupo CO e DEX + RT (49,8 + 4,0% e 43,6 + 5,8%; Figura 10C) em relacdo ao
grupo DEX (25,6 + 3,9 %; p <0,05; Figura 10C).
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Figura 10 — Curvas concentragdo-resposta para insulina (10 — 108 M) em anéis isolados da artéria mesentérica
superior de rato com endotélio funcional e preé-contraidos com FEN (1uM). (A) Anéis obtidos de animais do
Grupo Controle (CO), Dexametasona (DEX) e Dexametasona + treinamento resistido (DEX+TR) na presenca do
L-NAME (100uM) + BQ123 (10 uM). (B) Anéis obtidos na auséncia e na presenca do L-NAME + BQ123. (C)
Variacdo da area sob a curva (dASC) entre a presenca e a auséncia do L-NAME + BQ123. Os dados representam
a média £ EPM para 8 — 10 experimentos para cada grupo. As andlises estatisticas foram determinadas pela
ANOVA de uma via para os valores de Resposta maxima (Rméx) e dASC e de duas vias para as diferencas entre
as concentracBes seguidas pelo pds-teste de Bonferroni. **p< 0,01, CO vs. DEX; #p< 0,05, DEX vs. DEX+TR.
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5.3 Resposta maxima (Rmax) do relaxamento na presenca e auséncia dos inibidores

Como observado na tabela 2, as Rmax para insulina dos grupos CO, DEX e DEX+TR
foram reduzidas na presenca dos inibidores da via PI3K (LY294002), da NOS (L-NAME) e
dos receptores ETA (BQ123) entre si. Além disso, as Rmax do grupo DEX na presenca de
todos os inibidores, foram reduzidas em relagdo aos grupos CO e DEX+TR.

Tabela 2 - Valores de Rmax obtidos de curvas concentracdo-resposta para insulina antes e apds
0 pré-tratamento com diferentes inibidores.

co DEX DEX+TR

CONTROLE 20,6 +2,6 7,9 +14% 236+1,5
LY 294002 7,4+0,98 -1,5 + 0,5+ 8,5+1,33°
L-NAME 36+1,28 -2,3 +0,4%%& 4,6 +1,1°
L-NAME+BQ 2,3+0,78 0,1 +1,3*%& 35+1,2°

Resposta maxima (Rmax) da vasodilatacdo mediado por insulina, em anéis obtidos de animais do grupo controle
(CO), dexametasona (DEX) e dexametasona treinado (DEX+TR). Na presenca e auséncia do LY294002, L-
NAME e L-NAME+ BQ123. Os dados representam a média + E.P.M. para 8-10 experimentos em cada grupo.
As diferengas estatisticas foram determinadas pela ANOVA de uma via e pds-teste de Bonferroni. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os diferentes grupos *p<0,05 vs CO; #p<0,05 vs DEX+TR;
$p<0,05 CO vs inibidores; #p<0,05 DEX vs inibidores; $p<0,05 DEX+TR vs inibidores.
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5.4 Resposta Vasoconstrictora induzida por FEN

Em relacdo a resposta a vasoconstrictora induzida por FEN, houve aumento no
desenvolvimento da tensdo no grupo DEX em comparacao com o CO (1,18 = 0,079 vs 0,62 +
0,06g, p <0,05; Figura 11). No entanto, a vasoconstri¢ao induzida por FEN diminuiu no grupo
DEX+RT em comparagdo com o grupo DEX (0,62 = 1,1g vs 1,18 £ 0,07g, p <0,05; Figura
11). Além disso, ap0s a incubacdo com L-NAME, a resposta a vasoconstricdo induzida por
FEN foi potencializada em todos os grupos; no entanto, a tensao desenvolvida foi menor no
grupo COe DEX + RT (1,02 +£0,5gvs 1,12 + 0,1 g, p> 0,05; Figura 11) do que Grupo DEX
(1,57 £ 0,05 g, p <0,05; Figura 11).
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Figura 11 - Tensdo desenvolvida por fenilefrina (FEN) (1 uM) avaliada na artéria mesentérica de ratos do grupo
Controle (CO), Dexametasona (DEX) e Dexametasona + treinamento resistido (DEX+TR) na auséncia ou
presenca de L-NAME (100 pM). Os valores sdo expressos como média = S.E.M. por 6 experimentos em cada
grupo. Para avaliar a diferenga entre os grupos, foi utilizada ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de
Bonferroni. *p<0,05 vs CO; #p<0,01 vs DEX+TR sem L-NAME (-); p <0,05, vs. CO; § p <0,05 vs. DEX+TR
pré-incubado com L-NAME (+).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foi avaliado o efeito do TR de intensidade moderada na
preservacao dos efeitos dos glicocorticoides na vasodilatacdo induzida por insulina, que pode
levar menos riscos aos individuos e melhores beneficios sobre a satude em relacdo ao de alta
intensidade (BRAITH; STEWART, 2006). Os principais resultados indicam que o TR de
intensidade moderada de oito semanas foi capaz de: (1) prevenir a disfuncdo metabdlica
descrita pelo aumento da glicose de jejum, insulina, CT, LDL-c e reducdo no HDL-c (2)
prevenir o comprometimento da vasodilatagio mediada por insulina; (3) aumentar a via
vasodilatadora PI3K/Akt/eNOS induzida por insulina e reduzir a vasoconstri¢cdo induzida por
ET-1 e (4) reduzir a resposta vasoconstritora a fenilefrina.

Apesar de amplamente utilizado na terapéutica de inflamacdes e alergias, o tratamento
crénico com a dexametasona (glicocorticoide sintético), causa diversos efeitos colaterais. Tais
como, intolerdncia a glicose (PAULI; GOMES; LUCIANO, 2006), alteracbes no
metabolismo de acidos graxos livres (QI et al., 2004), hiperglicemia (RHEE et al., 2004) e
hiperinsulinemia (BAREL et al., 2010). Neste estudo, o CT e o LDL-c aumentaram e o HDL-
¢ diminuiu no grupo DEX, mostrando modificagfes no metabolismo lipidico. A alta dose de
GC aumenta a quebra de TGs e a liberacdo de glicerol e acidos graxos livres (AGL) por
lipdlise. O glicerol colabora para o aumento da gliconeogénese hepética, promovendo o
aumento da concentracdo de glicose no sangue. Além disso, os AGL tornam-se os substratos
primarios no processo de formacéo de energia e, portanto, tornando a glicose um substrato de
energia secundaria, aumentando a glicemia (VEGIOPOULOS; HERZIG, 2007). O GC
também prejudica o perfil lipidico plasmético, atraves da elevagdo do CT e LDL-c total e
reducdo das concentragdes de HDL-c (BUREN et al., 2008; RAFACHO et al., 2008). No
entanto, o TR foi capaz de prevenir alteracdes significativas no perfil lipidico plasmatico,
impedindo o aparecimento da dislipidemia induzida por dexametasona, semelhante a outros
estudos (PINHEIRO et al., 2009; NICASTRO et al., 2012).

Essas alteraces no perfil lipidico causadas pelos GCs além de causar aumento da
concentracdo de glicose, podem reduzir a transducédo do sinal de insulina intracelular (GEER;
ISLAM; BUETTNER, 2014). No presente estudo, houve aumento da concentracédo de glicose
e insulina em animais tratados com dexametasona. Tem sido sugerido que o glicocorticoide
pode promover alteragdes no metabolismo da glicose, ndo necessariamente aumentando a
glicemia de jejum (PAULI; GOMES; LUCIANO, 2006; BAREL et al., 2010), ou seja,

causando alteracBes apenas na tolerancia a insulina. Embora, ndo tenhamos avaliado a
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sensibilidade a insulina, podemos sugerir que esteja havendo uma resisténcia periférica a
insulina, uma vez que foi observado uma elevacdo da concentracdo da insulina sérica e de
glicose nos animais tratados apenas com dexametasona. A resisténcia a insulina (RI), além de
contribuir para a hiperglicemia, também pode diminuir a resposta vasodilatadora induzida
pela insulina e potencializar sua via alternativa de vasoconstricdo. Em conjunto, a reducédo do
fluxo sanguineo e a captacdo de glicose pelos vasos sanguineos podem gerar disfuncao
endotelial (MUNIYAPPA; IANTORNO; QUON, 2008).

Nossos resultados demonstram que a vasodilatagdo mediada por insulina (INS) foi
reduzida no grupo DEX. Os GCs podem promover o aumento da degradacdo de proteinas
musculares e do tecido adiposo (CAIN; CIDLOWSKI, 2017). Essas alteracGes contribuem
para alterar o perfil lipidico, prejudicando a acdo da INS, e posteriormente a transducdo do
seu sinal (RAFACHO et al., 2014). Essa diminuicdo da sensibilidade a insulina, pode gerar
um desequilibrio entre as a¢Bes vasculares da insulina via PI3K/Akt/eNOS, diminuindo a
biodisponibilidade de NO e consequentemente, a responsividade dos tecidos a insulina
(JANUS et al., 2016). No entanto, o grupo DEX+TR preveniu os danos sobre a vasodilatacdo
causados pelos GCs. Para nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a observar o efeito
protetor do TR na responsividade vascular mediada por insulina apos o tratamento com GCs.

A literatura tem mostrado que o treinamento fisico é importante para melhorar a
sensibilidade vascular a insulina em patologias ou fator de risco presentes, tais como, DM2 e
resisténcia a insulina, possibilitando o aumentando da vasodilatacdo mediada por insulina nas
artérias e arteriolas (MARTIN et al., 2012; MIKUS et al., 2012). Esse aumento na
vasodilatacdo causado pelo TR no presente estudo, pode estar relacionado com o shear stress
(tensdo sobre a parede dos vasos convertem os estimulos mecanicos em estimulos quimicos),
na qual pode interagir com a INS, e favorecer o aumento da expressao e atividade da proteina
eNOS via PI3K/Akt dependente de endotélio aumentando a biodisponibilidade de NO
(ARCE-ESQUIVEL et al., 2013; FONTES et al., 2014; MOTA et al., 2015).

A insulina participa diretamente na manutencdo da homeostase e do ténus vascular, e
pode representar até 25% da vasodilatacdo méaxima (PADILLA et al., 2011; MIKUS et al.,
2012; CADORE et al., 2014). O seu efeito fisioldgico nos diferentes leitos vasculares consiste
em vasodilatagdo combinada com um aumento da producéo do NO, através da ativacao da via
de sinalizagdo PI3K/eNOS. Contudo, a maioria dos estudos tem examinado os efeitos da
infusdo de agonistas endoteliais, como a ACh em melhorar a vasodilatacdo, onde essa via é

caracterizada pelo aumento da liberagcdo de [Ca?']i, permitindo uma maior ligacio com a
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calmodulina, ativando a eNOS e, portanto, elevando a producdo de NO. No entanto, outras
vias ndo examinadas podem também estar envolvidas.

Os GCs podem promover disturbios na resposta vasodilatadora mediada por insulina
através da reducdo da fosforilagdo do seu receptor em tirosina e proteinas totais como IRS-1 e
IRS-2, diminuindo a atividade da PI3K, e reduzindo a resposta da cascata de sinalizagéo da
insulina (RUZZIN; WAGMAN; JENSEN, 2005; VEGIOPOULOS; HERZIG, 2007;
RAFACHO et al., 2014; KUO et al., 2015). Desta forma, procuramos avaliar o efeito vascular
induzido por insulina na presenga de LY294002 (inibidor da PI3K) e constatou-se que o
grupo DEX apresentou uma vasoconstricao.

A reducdo da sinalizagdo da PI3K pode levar a diminuicdo da produgdo de NO e
elevar a sinalizacdo da MAPK e aumento da secrecdo de ET-1 em resposta a insulina, uma
caracteristica da disfuncdo endotelial (RAJENDRAN et al., 2013). Por outro lado, a
vasoconstricdo induzida por insulina apresentada no grupo DEX foi evitada com TR. Isso
pode ter sido motivado pelo aumento do shear stress promovido pelo exercicio, desencadeada
através de mecanorreceptores presentes nas células endoteliais, que ativam diretamente
proteinas G, canais idnicos e aumento da atividades de enzimas, como, a PI3K estimulando a
fosforilagéo e a ativagdo de Akt, fosforilando diretamente a eNOS em Ser1177, resultando em
aumento da atividade da eNOS e subsequente producdo de NO (MUNIYAPPA; SOWERS,
2013).

Além disso, durante as sessdes de exercicio o shear stress permanece elevado, causado
pelo aumento das demandas metabdlicas da contracdo muscular, isso permite um maior fluxo
sanguineo para o tecido muscular ativo (PADILLA et al., 2011), fazendo com que haja um
aumento na biodisponibilidade do NO, provavelmente envolvendo a ativagédo da via de
sinalizacdo P13K/eNOS, favorecendo uma maior vasodilatacdo (FONTES et al., 2014). Além
disso, o leito vascular estudado pode regular cerca de 20% do fluxo sanguineo total no corpo e
alteragdes em sua perfusdo vascular podem representar mudancas significativas na resisténcia
vascular periférica total (BLANCO-RIVERO et al., 2013). Ou seja, 0 exercicio dependendo
da intensidade pode promover adapta¢es em outras artérias que sofrem diminuicdo do fluxo
sanguineo, como é o0 caso das artérias mesentéricas, devido a um aumento do fluxo sanguineo
local em repouso, definido como hiperemia reativa indicando um aumento na vasodilatacao
mediada pelo endotélio nessas artérias (JOYNER; CASEY, 2015).

O NO desempenha um papel fundamental no controle do ténus vascular, atuando

como o principal responsavel da vasodilatacdo nos leitos vasculares ativos (MUNIYAPPA,;
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SOWERS, 2013). Em relacdo a participacdo do NO na vasodilatacdo, foi observada nao
eNOS no grupo DEX. A atenuacdo da resposta vasodilatadora em nosso estudo pode ter sido
causado pela reducdo da biodisponibilidade do NO, juntamente com a diminuicdo da
expressdo da eNOS. Estudos demonstraram que o tratamento com GCs, reduz a expressao da
eNOS (SCHAFER et al., 2005, BLECHARZ-LANG; BUREK, 2017). Essas mudancas na
expressao da eNOS apdés o tratamento com GCs podem ter sido causadas pelo
desacoplamento da eNOS, através da inibicdo de cofatores essenciais, tornando-se inativo e
reduzindo a produgdo de NO (VERHOEVEN et al., 2016). Desta forma, os GCs causam
danos especificos sobre a via de sinalizacdo IR/PI3K/eNOS/NO, enquanto outros ramos de
sinalizacé@o estimulada por INS, como a via MAPK/ET-1 permanece inalterada (JANSSON,
2007).

Em nosso estudo, foi observado uma reversdo da curva nos animais tratados com
dexametasona. A literatura mostra que o disturbio da via da insulina pode induzir
vasoconstricdo por mecanismo dependente do endotélio através da ativacdo da via
MAPK/ET-1 (CARDILLO et al., 2000; JIANG et al., 2003), e que contribuir para o
aparecimento da disfuncdo endotelial. No entanto, o efeito contréatil foi inibido no grupo
DEX+TR. Alguns estudos mostram que o ER ¢ capaz de melhorar a funcdo endotelial através
da regulacdo positiva da expressdo e fosforilagdo da eNOS e, consequentemente maior
biodisponibilidade do NO (MOTA et al., 2015).

Alguns fatores podem estar envolvidos na ativacdo da eNOS e, posteriormente, na
sintese do NO, tais como shear stress e alteracfes na sinalizacdo quimica (hormdnios,
citocinas, adipocinas) que estdo presentes durante e apds o exercicio, podendo contribuir para
beneficios sistémicos do exercicio cronico em células endoteliais (PADILLA et al., 2011).
Além disso, durante o exercicio a ativacdo da eNOS através da fosforilacdo da serina 1177
também pode ocorrer pela diminui¢cdo do ATP durante o exercicio que aumenta a proporgdo
AMP/ATP estimulando a fosforilagdo em Thrl72 da proteina quinase ativada por AMP
(AMPK), permitindo uma maior vasodilatacdo, mediante aumento da producdo de NO
(CHEN et al., 2016).

Além disso, para confirmar se a via MAPK/ET-1 estava se sobressaindo em relagéo a
via PI3K/eNOS/NO, foi utilizado o BQ123+L-NAME simultaneamente. Nessa condicéo, a
vasoconstri¢ao induzida por insulina foi inibida, sugerindo que esse efeito parece ser devido a

predominancia de MAPK/ET-1 em relacdo a via PI3K/eNOS no grupo DEX, o que pode levar
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a uma reducdo na biodisponibilidade de NO e aumento de ET-1. Todavia, ndo foi observada
alteracdo na presenca de BQ123+L-NAME no DEX+RT, na qual essa resposta pode ser
explicada pela redistribuicdo do fluxo sanguineo (hiperemia reativa) que ocorre durante e
imediatamente apds a execugdo da ER nos tecidos necessarios durante o exercicio. Isso
permite um aumento do shear stress e, consequentemente a ativacdo da via de sinalizacdo
PI3K/eNOS. Além disso, a ativacdo do receptor ET-A parece ndo ter efeito negativo sobre a
reatividade vascular. Alguns autores demonstraram que, em condi¢des normais, o efeito da
ativacdo do ET-A é compensado por um aumento na biodisponibilidade do NO causado pela
ativacdo da via PI3K/eNOS (ARCE-ESQUIVEL et al., 2013; MUNIYAPPA; SOWERS,
2013). Portanto, é possivel que a TR tenha mantido o ténus vascular, além de promover
ajustes nas vias PI3K/eNOS/NO e MAPKI/ET-1, através da redistribuicdo do fluxo para o
musculo exercitado, restabelecendo o equilibrio entre elas (MIKUS et al., 2012).

No presente estudo, também foi observado um aumento na resposta contratil & FEN
nos animais do grupo DEX. Alguns estudos tém mostrado que os GCs aumentaram a
vasoconstricdo induzida por FEN (ULLIAN, 1999; YANG; ZHANG, 2004), mostrando uma
resposta semelhante ao nosso resultado. Uma das principais causas do aumento da
vasoconstricdo pode estar relacionada com a hipersensibilidade a FEN, devido & perda da
vasodilatacdo dependente do NO. Porém, sabendo que o tdnus vascular é resultado do
equilibrio entre fatores vasodilatadores e vasoconstritores, encontramos uma diminuicdo nas
respostas contrateis a FEN no grupo TR. Diante disso, 0 TR tenha reduzido essa resposta
contratil devido ao aumento na biodisponibilidade do NO, provavelmente envolvendo a
ativacdo da via de sinalizagdo PI3K/eNOS, favorecendo uma maior vasodilatagdo devido ao
aumento da biodisponibilidade endotelial do NO na artéria mesentérica de ratos.



47

7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo nos permitem sugerir que o tratamento crénico com
dexametasona promove disturbios metabolicos causadas pela reducdo de peso corporal,
acompanhada com aumento da glicose e insulina de jejum, colesterol total, lipoproteina de
baixa densidade e reducdo da lipoproteina de alta densidade causando danos & homeostase
vascular, sendo um fator e/ou indicador critico de fator de risco associado a doencas
cardiovasculares. Portanto, esse é o primeiro estudo a demonstrar que 0 TR mesmo na
presenca de altas doses de glicocorticoides, foi capaz de preservar as concentraces de
glicose, insulina, colesterol total, lipoproteina de baixa densidade e redugédo da lipoproteina de
alta densidade, que causam danos na vasodilatacdo dependente de endotélio. Além disso, o
TR foi capaz de impedir prejuizos na via vasodilatadora PI3K/eNOS, além de atenuar a via
vasoconstritora MAPK/ET-1, e reduzir as respostas contrateis a fenilefrina.

Diante disso, 0 nossos resultados sugerem que o TR de intensidade moderada pode ser
uma importante ferramenta ndo farmacoldgica para a prevencdo e tratamento de distarbios
metabdlicos e disfuncdo endotelial em pessoas que utilizam glicocorticoides sintéticos de
maneira cronica e/ou indiscriminada, e também em individuos portadores da sindrome de
Cushing, doenca caracterizada pelo aumento na secrecdo de GCs, e que apresentam obesidade
central, dislipidemia, hiperglicemia, hipertensdo arterial e resisténcia a insulina, podendo
reduzir o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como infarto do miocéardio, acidente

vascular cerebral e hipertenséo.
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8 PERSPECTIVA

e Caracterizar as alteragfes no musculo esquelético de ratos tratados com alta dose de
dexametasona na atrofia e homeostase da glicose.

e Avaliar a capacidade do treinamento resistido (TR) em prevenir as alteragbes no
musculo esquelético de ratos tratados com alta dose de dexametasona na atrofia e

homeostase da glicose.
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Abstract

Several pathological conditions predict the use of glucocorticoids for the management of the
inflammatory response; however, chronic or high dose glucocorticoid treatment is associ-
ated with hyperglycemia, hyperlipidemia, and insulin resistance and can be considered a
risk factor for cardiovascular disease. Therefore, we investigated the mechanisms involved
in the vascular responsiveness and inflammatory profile of mesenteric arteries of rats
treated with high doses of glucocorticoids. Wistar rats were divided into a control (CO) group
and a dexamethasone (DEX) group, that received dexamethasone for 7 days (2mg/kg/day,
i.p.). Blood samples were used to assess the lipid profile and insulin tolerance. Vascular
reactivity to Phenylephrine (Phe) and insulin, and O,"production were evaluated. The intra-
cellular insulin signaling pathway PISK/AKT/eNOS and MAPK/ET-1 were investigated.
Regarding the vascular inflammatory profile, TNF-a, IL-6, IL-1B and IL-18 were assessed.
Dexamethasone-treated rats had decreased insulin tolerance test and endothelium-depen-
dent vasodilation induced by insulin. eNOS inhibition caused vasoconstriction in the DEX
group, which was abolished by the ET-A antagonist. Insulin-mediated relaxation in the DEX
group was restored in the presence of the O, scavenger TIRON. Nevertheless, in the DEX
group there was an increase in Phe-induced vasoconstriction. In addition, the intracellular
insulin signaling pathway PI3K/AKT/eNOS was impaired, decreasing NO bioavailability.
Regarding superoxide anion generation, there was an increase in the DEX group, and all
measured proinflammatory cytokines were also augmented in the DEX group. In addition,
the DEX-group presented an increase in low-density lipoprotein cholesterol (LDL-¢) and
total cholesterol (TC) and reduced high-density lipopratein cholesterol (HDL-c) levels. In
summary, treatment with high doses of dexamethasone promoted changes in insulin-

PLOS ONE | https:/fdoi.ong/10.1371/journal.pone.0230514
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