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Resumo

Fundamentos: O exercicio resistido (ER) tem sido recomendado para pacientes com doencas cardiovasculares.
Recentemente, alguns estudos demonstraram que a intensidade de uma sessao de ER exerce um efeito sobre a disfuncao
endotelial. No entanto, nao ha dados sobre os efeitos de diferentes volumes de ER sobre a funcao endotelial.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes volumes de ER, realizados em uma tinica sessao, sobre
a vasodilatacao dependente do endotélio e sintese de 6xido nitrico (NO) em artéria mesentérica de animais saudaveis.

Métodos: Ratos Wistar machos foram divididos em trés grupos: Controle (Ct); baixo volume (BV, 5 séries x 10 repeticoes)
e alto volume de ER (AV, 15 séries x 10 repeticoes). Foi estabelecida a intensidade de 70% do teste de repeticao maxima.
Ap6s o protocolo de exercicio, anéis de artéria mesentérica foram utilizados na avaliacao da reatividade vascular, e outras
artérias mesentéricas foram preparadas para a deteccao da producao de NO por fluorescéncia com para do DAF-FM.
A resposta a insulina pela sintese de NO foi avaliada estimulando-se os anéis vasculares com insulina (10nM).

Resultados: A resposta maxima do relaxamento induzido por insulina foi aumentada somente no grupo AV em
comparagao ao grupo Ct. Além disso, a inibicao da sintese do NO (L-NAME), aboliu completamente o relaxamento
vascular induzido por insulina em ratos exercitados. A producao de NO mostrou um aumento dependente do volume
no endotélio e no misculo liso. No endotélio, apenas os grupos Ct e BV mostraram aumento significativo na sintese de
NO quando comparado aos seus respectivos grupos sob condicao basal. No entanto, no misculo liso, a fluorescéncia
foi aumentada em todos os grupos quando comparados aos seus respectivos grupos sob a condigao basal.

Conclusoes: Nossos resultados sugerem que uma tnica sessao de ER foi capaz de promover adaptacoes no endotélio
vascular. Além disso, nés observamos que este efeito é volume-dependente e o volume de 15 séries x10 repeticoes
induziu o0 maior aumento na sintese de NO. (Arq Bras Cardiol. 2017; 108(5):436-442)

Palavras-chave: Exercicio; Endotélio; Condicionamento Fisico Animal; Misculo Liso Vascular; Oxido Nitrico;
Vasodilatacao; Ratos.

Abstract

Background: Resistance exercise (RE) has been recommended for patients with cardiovascular diseases. Recently, a few studies have
demonstrated that the intensity of a single bout of RE has an effect on endothelial adaptations to exercise. However, there is no data about the
effects of different volumes of RE on endothelium function.

Objective: The aim of the study was to evaluate the effects of different volumes of RE in a single bout on endothelium-dependent vasodilatation
and nitric oxide (NO) synthesis in the mesenteric artery of healthy animals.

Methods: Male Wistar rats were divided into three groups: Control (Ct); low-volume RE (LV, 5 sets x 10 repetitions) and high-volume RE (HV,
15 sets x 10 repetitions). The established intensity was 70% of the maximal repetition test. After the exercise protocol, rings of mesenteric
artery were used for assessment of vascular reactivity, and other mesenteric arteries were prepared for detection of measure NO production by
DAF-FM fluorescence. Insulin responsiveness on NO synthesis was evaluated by stimulating the vascular rings with insulin (10 nM).

Results: The maximal relaxation response to insulin increased in the HV group only as compared with the Ct group. Moreover, the inhibition of nitric
oxide synthesis (L-NAME) completely abolished the insulin-induced vasorelaxation in exercised rats. NO production showed a volume-dependent
increase in the endothelial and smooth muscle layer. In endothelial layer, only Ct and LV groups showed a significant increase in NO synthesis when
compared to their respective group under basal condition. On the other hand, in smooth muscle layer, NO fluorescence increased in all groups
when compared to their respective group under basal condition.

Conclusions: Our results suggest that a single bout of RE promotes vascular endothelium changes in a volume-dependent manner. The 15 sets
x 10 repetitions exercise plan induced the greatest levels of NO synthesis. (Arq Bras Cardiol. 2017; 108(5):436-442)
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Introducao

A atividade fisica induz, sistematicamente, as adaptagdes
fisiolégicas do endotélio, contribuindo para o controle local do
tonus vascular.” Além disso, os efeitos benéficos do exercicio
fisico regular sobre o ténus simpatico e parassimpatico,?
coagulagao sanguinea,® contratilidade do miocardio* e
liberagao de fatores relaxantes derivados do endotélio® podem
melhorar a satide cardiovascular e reduzir o risco de doencas.

Atualmente, o exercicio fisico é uma das principais
ferramentas ndo-farmacolégicas na manutengao de uma vida
saudavel. Seus efeitos envolvem a exposicao recorrente as
mudancas na hemodinamica cardiovascular promovidas pelas
sessoes de atividade fisica. Em resposta ao exercicio agudo,
vdrias vias intra- e extracelulares sao ativadas para aumentar o
fluxo sanguineo nos misculos ativos.®” No inicio do exercicio,
a agao mecanica do masculo esquelético cria uma “bomba”
muscular, que provoca um aumento imediato no fluxo
sanguineo.”® Essa mudanca abrupta no fluxo sanguineo em
diregao aos tecidos mobilizados no exercicio promove uma
redugao no fluxo a regiao visceral, fen6meno conhecido como
hiperemia induzida pelo exercicio.”?

Diversas evidéncias apontam que a distensao na
parede vascular, juntamente com o fluxo pulsatil, hipéxia
intermitente e liberacao de catecolaminas sao fatores
essenciais para a producdo de 6xido nitrico (NO) durante
uma sessao de exercicio.”"" Recentemente, nosso grupo
demonstrou que uma sessao de exercicio resistido induz um
efeito dependente da intensidade do exercicio sobre a sintese
de NO e o relaxamento vascular em artérias mesentéricas de
ratos saudaveis.'>"* A artéria mesentérica regula 20% do fluxo
sanguineo e participa ativamente na resisténcia periférica
total e, portanto, esté diretamente envolvida nas mudangas
vasculares promovidas pelo exercicio.’

Além disso, nosso grupo também demonstrou recentemente
uma forte e positiva relagao entre a magnitude das alteragoes
vasculares induzidas pelo exercicio e a intensidade do exercicio."
No entanto, a prescrigao de exercicio depende de dois aspectos
— intensidade e volume de exercicio. O volume de exercicio
afeta diretamente a demanda de oxigénio e de outros nutrientes
na tentativa de se recuperar do estresse promovido pelas
consecutivas contragdes musculares. Portanto, é de se esperar
que mudangas no volume de treinamento promovam diferentes
adaptagoes vasculares, i.e., quanto maior o volume de exercicios,
maior a demanda metabdlica.

Em adicdo, ndo existem estudos que investiguem as adaptagoes
vasculares agudas de diferentes volumes do exercicio resistido.
Essa informagao poderia orientar a prescricao do treinamento de
longa duragao nas doengas cardiovasculares. Assim, nosso estudo
teve como objetivo avaliar a influéncia do volume do exercicio
resistido sobre a vasodilatagdo dependente do endotélio e, a
sintese de NO na artéria mesentérica de animais saudaveis.

Métodos

Animais
Vinte e quatro ratos Wistar machos (250-350 g, 8-10
semanas) foram usados em todos os experimentos. Os ratos

foram divididos aleatoriamente em trés grupos: controle (Ct,
n = 8), baixo volume (BV, n = 8) e alto volume de exercicio
de resisténcia (AV, n = 8). Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com a Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratério, e aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais, Brasil (nGmero de protocolo
80/2010).

Protocolo de exercicio resistido

Os animais foram submetidos a exercicios segundo modelo
descrito por Tamaki et al.,'* Estimulo elétrico (20 V, 0,3 segundo
de duragdo com intervalos de 3 segundos) foi aplicado na
cauda dos animais por meio de um eletrodo de superficie.
Os animais foram submetidos a trés dias de familiarizagao;
primeiro, os ratos foram colocados sobre o aparelho e
deixados na posigao de exercicio por 5 minutos para reduzir
o estresse causado pelo equipamento e pela manipulagao.
Apés o periodo de familiarizagdo, os animais realizaram
o teste de uma repeticdo maxima (1RM), que consistiu na
determinagao da méaxima carga suspensa pelos animais em
uma Unica repeticao. Apds 2 dias, os animais foram submetidos
aos protocolos de exercicios de extensdo de pernas -5 (BV) ou
15 (AV) séries com 10 repetigdes e um periodo de descanso de
180 segundos entre cada série. Os animais se exercitaram em
intensidade de 70% da TRM. Os animais do grupo Ct foram
mantidos nas mesmas condigdes que os animais dos grupos
BV e AV, porém em posigao de repouso.

Reatividade vascular

Imediatamente ap6s o exercicio, a artéria mesentérica
foi removida e limpa de tecido conectivo e adiposo,
e entdo seccionada em anéis vasculares (1-2mm).
Os anéis foram suspensos em banho de érgaos contendo
10 mL de solugdo de Tyrode através de ganchos finos de
aco inoxidavel ligados a um transdutor de forga (Letica,
Modelo TRI210; Barcelona, Espanha) com fios de algodao.
A solucao foi continuamente gaseificada com uma mistura
de 95% O, e 5% CO,, e os anéis mantidos a 37°C sob uma
tensdo de 0,75 g por 60 min (periodo de estabilizagao).
A funcionalidade do endotélio foi avaliada pela capacidade
da acetilcolina (ACh, T uM; Sigma-Aldrich, USA) induzir mais
de 75% de relaxamento dos anéis vasculares pré-contraidos
com fenilefrina (Phe, T uM; Sigma-Aldrich, USA). Em seguida,
mudancas na reatividade vascular foram avaliadas através de
curvas de concentragao-resposta para insulina (Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Denmark) (10-"*~107¢ M). Posteriormente, os
anéis foram lavados e um novo relaxamento induzido por
insulina foi obtido apés incubacdo com NG-Nitroarginina
metil éster (L-NAME, 100 uMol/L; Sigma-Aldrich, USA), um
inibidor nao especifico da enzima NO sintase, por 30 minutos.
Essa técnica foi usada para se avaliar o papel do NO.

Medida da producao de NO

A producao de NO no anel de artéria mesentérica foi
determinada utilizando-se um marcador para NO permeével
a célula, o DAF-FM (4,-amino-5 metilamino-2',7'-diacetato
de diaminofluoresceina, Molecular Probes, EUA), conforme
descrito anteriormente.' Para a deteccao de NO, 10uM do
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marcador foi adicionado a artéria mesentérica recém isolada,
e mantido por 40 minutos a 37°C. Vinte minutos apds o inicio
da marcagao, alguns anéis foram estimulados com 10 nM
de insulina regular humana por 20 minutos e em seguida
lavados com solugao de Tyrode por 40 minutos. Os segmentos
mesentéricos foram congelados e seccionados a uma espessura
de 20 um. As imagens foram registradas utilizando-se um
microscépio de fluorescéncia (IX2-1CB, Olympus®, EUA) sob
condigbes idénticas. A intensidade da fluorescéncia foi medida
utilizando-se o programa ImageJ (NIH,EUA). Um minimo de dez
regides foram aleatoriamente selecionadas no endotélio e no
miisculo liso de cada secgio da artéria mesentérica. E importante
ressaltar que o mdsculo liso exibe uma autofluorescéncia e, por
isso, para se evitar medidas erroneas, as andlises das imagens
foram cuidadosamente realizadas em regides de interesse
determinadas entre as fibras de musculo liso.

Analise estatistica

Inicialmente, todos os dados foram submetidos ao teste
de Kolmogorov-Smirnov para determinar se as distribuicoes
de probabilidade eram paramétricas ou ndo paramétricas.
Todos os dados tinham distribuicdo normal. Os dados
foram expressos em média * erro padrao da média.
Andlise de variancia (ANOVA) univariada, seguida do teste
de Bonferroni, foi realizado pelo programa GraphPad Prism
(San Diego, CA, EUA). Imagens de microscopia fluorescente
do NO foram analisadas de acordo com a intensidade de
fluorescéncia normalizada pela area, representada em
unidade arbitraria (u.a.). Os valores foram considerados
estatisticamente significativos para p < 0,05.

Resultados

Efeito agudo de diferentes volumes de exercicio resistido
sobre vasodilatacdo dependente do endotélio

Como mostrado na Figura 1a, em todos os grupos, a insulina
causou uma vasodilatagdo dependente de concentracao em
artérias mesentéricas superiores. Apesar da tendéncia do
aumento da vasodilatagdo induzida por insulina no grupo
BV, néo foi observada diferenca significativa em comparagao
ao grupo Ct (Figura 1a). No entanto, o exercicio resistido
aumentou significativamente o relaxamento induzido por
insulina no grupo AV em comparagao aos grupos Ct e BV
(Figura Ta). A participagao do NO sobre o relaxamento vascular
induzido por insulina foi avaliado na presenga de L-NAME.
Como mostrado na Tabela 1, a vasodilatacdo induzida
por insulina foi reduzida significativamente no grupo Ct.
No entanto, em ambos os grupos submetidos a exercicio,
a vasodilatacao foi completamente abolida, mostrando
uma reversao significativa da curva quando comparados ao
grupo Ct. Nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos BV e AV (Figura 1b).

Efeito agudo de diferentes volumes de exercicio resistido
sobre a sintese de NO endotelial

Um resultado interessante foi que, em condigoes basais,
houve um aumento significativo, volume-dependente, na
producao de NO na camada endotelial e de mdsculo liso
(Figura 2a e 2b). Ap6s estimulo com insulina, observamos uma
producao endotelial de NO aumentada nos grupos Ct e BV,
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Figura 1 - Efeitos de diferentes volumes de exercicio resistido realizado em uma sesséo sobre o relaxamento dependente do endotélio. (a) Curvas concentragdo-resposta
a insulina (10-13 — 10-6M) em anéis isolados da artéria mesentérica superior com endotélio intacto e pré-contraidos com fenilefrina (Phe) (1 uM). (b) Curvas
concentragdo-resposta a insulina em anéis pré-incubados com inibidor de 6xido nitrico (L-NAME: 100 uM). Ct: controle, BV: baixo volume e AV: alto volume. Diferengas
estatisticas foram determinadas por analise de varidncia (ANOVA) univariada seguida pelo teste de Bonferroni. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo

da média. *p < 0,05.

Arq Bras Cardiol. 2017; 108(5):436-442



Mota et al
Exercicio de resisténcia e adaptacoes endoteliais

Artigo Original

Tabela 1 - Valores de Rmax obtidos de curvas de concentragao-resposta a insulina nas artérias mesentéricas antes e apds incubagao com L-NAME

Grupos Insulina (%) Insulina + L-NAME (%)
Controle 7,66 +0,83 2,01£0,248
Baixo volume 10,77 £0,86 -0,36 £0,36%"
Alto volume 18,01 +£0,97# -2,08+£0,195¢

Os experimentos foram realizados na auséncia de L-NAME (insulina) e na presenca de 100 uM de L-NAME (L-NAME). As diferengas estatisticas foram determinadas
pela andlise de variéncia (ANOVA) univariada seguida pelo teste de Bonferroni’s. Os resultados estdo expressos em média + erro padrédo da média. *p < 0,05 vs. controle,
#p < 0.05 vs. baixo volume, § p < 0,05 vs. respectivo grupo sem L-NAME e fp < 0,05 vs. controle + L-NAME.
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Figura 2 - Efeitos de diferentes volumes de exercicio resistido realizado em uma sesséo sobre a produgéo de 6xido nitrico derivado do endotélio. Detecgéo de 6xido
nitrico por fluorescéncia (DAF, diacetato de diaminofluoresceina) nas condigdes basais e apds estimulo com insulina (10 nM). (a) Anélises quantitativas da fluorescéncia no
endotélio antes e apds estimulo com insulina; (b), Anélises quantitativas da fluorescéncia no musculo liso antes e apés estimulo com insulina. Escala: 20um. Ct: controle,
BV: baixo volume e AV: alto volume. Diferengas estatisticas foram determinadas por anélise de varidncia (ANOVA) univariada seguida pelo teste de Bonferroni. Os resultados

foram expressos em média + erro padréo da média.. 'p < 0,05 vs. Ct(-); p < 0,05 vs. BV(-); °p < 0,05 vs. Ct (+); #p < 0,05 vs. BV(+); ¥p < 0.05 vs. AV(-).

mas nao no grupo AV quando comparados aos seus respectivos
grupos em condigao basal (Figura 2a). Por outro lado, no
musculo liso, a fluorescéncia do NO foi significativamente
aumentada em todos os grupos quando comparados a
condicao basal (Figura 2b). No entanto, é importante ressaltar
que o estimulo da insulina no grupo BV atingiu um nivel de
fluorescéncia do DAF similar ao grupo Ct (Figura 2b).

A fim de se avaliar o aumento na sintese global de NO, os
dados de fluorescéncia no endotélio e no musculo liso foram
agrupados e normalizados aos respectivos grupos sob condigao
basal. Os resultados foram expressos em porcentagem do
aumento em comparagao ao basal. Nesse experimento, houve
uma redugao na produgao suplementar de NO de forma
volume-dependente (Figura 3).
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Figura 3 - Efeitos de uma tnica sessdo de exercicio resistido realizado em diferentes volumes sobre a produgao adicional de NO em artéria mesentérica estimulada
com insulina (10 nmol/L). O grafico mostra a razéo entre a fluorescéncia do NO nos anéis estimulados por insulina e a fluorescéncia do NO em condigbes basais.
Ct: controle, BV: baixo volume e AV: alto volume. As diferengas estatisticas foram determinadas pela anélise de varidncia (ANOVA) univariada seguida pelo teste de
Bonferroni's. Os resultados estédo expressos em média + erro padréo da média. ‘p < 0,05 vs. Cte *p < 0,05 vs. BV.

Discussao

No presente estudo, nés demonstramos que uma sessao
de exercicio resistido em diferentes volumes, mas mesma
intensidade promove adaptagoes agudas no endotélio em
animais sadios de maneira volume-dependente. Assim, o grupo
submetido a 15 séries x10 repetigdes (grupo AV) apresentou uma
resposta vasodilatadora mais acentuada. Em resumo, nossos
resultados indicam que um alto volume de exercicio resistido
promove uma melhora no relaxamento arterial induzido por
insulina devido a uma producao aumentada de NO.

A insulina é conhecida por exercer um papel importante
na manutencao da homeostase metabdlica. No entanto,
esse hormonio também exerce um papel chave no sistema
cardiovascular. Em células endoteliais do leito vascular, a insulina
provoca um rapido aumento dependente de concentragao na
producao de NO pela ativagao de NO sintase.'®"” Em nosso
estudo, um baixo volume de exercicio resistido nao foi capaz
de promover um aumento no relaxamento vascular. Por outro
lado, um alto volume de exercicio levou a um aumento na
vasodilatacao induzida por insulina na artéria mesentérica
superior. De maneira semelhante, Mota et al.,'> observaram
que o exercicio resistido de alta intensidade aumentou o
relaxamento induzido por insulina em artéria mesentérica
de animais sadios. Assim, nossa hipdtese é de que, tanto um
alto volume de exercicio, como uma alta intensidade, estejam
relacionados com melhora na funcao vascular.

Para entender a participagdo do NO sobre o relaxamento
induzido pela insulina, nés construimos curvas de
concentragao-resposta para insulina em anéis vasculares
pré-incubados com L-NAME. Nossos dados mostraram que
o relaxamento induzido pela insulina foi completamente
abolido pelo L-NAME em todos os grupos, o que reforga
a grande contribuicdo do NO no relaxamento arterial
promovido pela insulina.

Arq Bras Cardiol. 2017; 108(5):436-442

Além disso, nosso grupo relatou previamente vasoconstri¢ao
induzida por insulina em animais submetidos a exercicio via
ativagao da via MAPK/endotelina-1. Esse fato corrobora nosso
resultado da presenca de contragao na inibicao da NO sintase
em animais submetidos a uma Unica sessao de exercicio
resistido. Portanto, como descrito por nosso grupo em
outro estudo, a interagao funcional entre vias de sinalizacao
intracelular tem um papel essencial na regulagao do tonus
miogénico na vasculatura.™

Nossos resultados in situ da produgao de NO em
artéria mesentérica superior de animais submetidos a
diferentes volumes de exercicio demonstraram um aumento
volume-dependente da produgdo de NO no endotélio e na
musculatura lisa. Em anéis da artéria mesentérica estimulados
com insulina, o aumento na sintese de NO foi menor nos
animais que se exercitaram que no grupo Ct. Nossos resultados
demonstram ainda que os grupos de animais submetidos a
exercicio ja apresentavam niveis basais aumentados de NO.
Assim, pode-se sugerir que o exercicio resistido aumenta a
atividade da NO sintase para niveis submdaximos, prevenindo
um aumento substancial da sintese de NO nos anéis da artéria
mesentérica estimulados com insulina.

De fato, o NO derivado do endotélio necessita atingir
as células do masculo liso subjacente.” Apesar de pouco se
conhecer sobre a taxa de difusdo tempo-dependente do NO
através da membrana plasmética, novos agentes moleculares
foram descritos por estarem envolvidos nos mecanismos de
transporte do NO.™ Estudos tém sugerido que o NO ativa e
permeia hemicanais formados por conexinas (Cxs 37, 40 ou 43)
envolvidos na transferéncia de NO das células endoteliais para as
células do musculo liso. Portanto, apesar de que, diferentemente
do grupo AV, em que foi observado um aumento significativo
na vasodilatagdo, a existéncia de uma tendéncia positiva, mas
nao significativa no grupo BV pode ser explicada, ao menos em
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parte, pelo alcance de valores relativamente baixos de NO nas
células do masculo liso. Além disso, apesar deste mecanismo
nao ter sido investigado em nosso estudo, outros estudos sao
necessarios para avaliar se o exercicio resistido melhora o
funcionamento de jungbes comunicantes e, consequentemente,
promove vasodilatagao.

Varios estudos utilizando uma sessdo de exercicio
aerdbico™ ou de resistido®?' observaram um aumento no
relaxamento vascular, sugerindo uma maior biodisponibilidade
de NO apds uma sessao de exercicio. Além disso, o papel do
exercicio resistido foi avaliado na prevengao e no tratamento
de doencas cardiovasculares.??? Contudo, apesar de a maioria
dos estudos focarem nos efeitos vasculares do exercicio
aer6bico, nossos dados sao os primeiros a demonstrarem
o efeito volume-dependente sobre alteragoes vasculares
induzidas pelo exercicio resistido. Finalmente, os achados
deste estudo podem contribuir para o estabelecimento de
limites seguros de exercicio para pacientes com disfungao
endotelial e resisténcia a insulina.

Conclusao

Em resumo, nés demonstramos que uma Gnica sessao
de exercicio resistido é capaz de melhorar a vasodilatagao
induzida por insulina e aumentar a producao de NO de
maneira volume-dependente em animais sadios. Assim, nossos
resultados sugerem que a resposta vascular ao exercicio resistido
esta diretamente relacionada ao volume de exercicio e, por
isso, programas com alto volume de exercicios devem ser
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