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RESUMO

A sepse € caracterizada por hipotensdo sistémica, hiporreatividade aos
vasoconstritores, perfusdo tecidual inadequada e faléncia multipla de 6rgdos. Um
dos principais mediadores envolvidos é o oxido nitrico (NO). Durante o treinamento
fisico (TF), ajustes cardiovasculares dinamicos mantém a pressdo sanguinea
adequada e ajustam o suprimento sanguineo aos diferentes leitos vasculares, e o
NO parece estar participando desse processo. O objetivo principal desse estudo foi
verificar se o treinamento fisico pela natacdo tem efeito preventivo sobre as
anormalidades cardiovasculares e pulmonares induzidas pela administracdo de
lipopolissacarideos de Escherichia coli (LPS), e de que maneira o NO contribui para
essas alteragdes. Para este estudo foram usados ratos Wistar machos (200 a 220
g), submetidos ao treinamento fisico pela natagdo (1 hora; 5 dias/semana; 4
semanas). Os animais sedentarios (SED) ou treinados (TF) foram submetidos a
cateterizagdo da artéria e veia femorais. Apos 24 horas do procedimento cirurgico,
os animais foram tratados com salina 0,9% e com inibidores da NOS:
Aminoguanidina (Amino), L-NAME e 7-NI e submetidos a endotoxemia através da
administracdo de LPS (5mg/kg, i.v.). Os parametros cardiovasculares foram
analisados por 2 horas, e os animais foram sacrificados 5 horas apods a
administragcao de LPS, para a quantificacdo do edema pulmonar. Os parametros
basais da presséao arterial média (PAM), ndo mostraram diferengas entre os grupos,
no entanto na frequéncia cardiaca basal (FC), foi observado bradicardia de repouso
nos animais treinados. Neste estudo, nés também investigamos o envolvimento dos
inibidores das vias indutiva e constitutiva da NOS nas respostas cardiovasculares
em animais sedentarios e treinados sem endotoxemia por LPS. Nossos dados
mostraram uma resposta pressora tbnica nos grupos sedentarios e treinados
tratados com L-NAME (inibidor da cNOS), onde houve um aumento nos valores da
pressao arterial média em relacdo ao basal, acompanhados de bradicardia, sendo
que no grupo treinado a administracdo de L-NAME, levou a uma menor resposta
hipertensiva, quando comparado ao grupo sedentario. Apés a administragéo de LPS
foi observada hipotensao e taquicardia no grupo SED tratado com salina, sendo que
estas alteragdes foram atenuadas no grupo TF. No entanto, apdés a Amino no grupo
SED a hipotensao foi atenuada, com aumento na taquicardia. Apés o L-NAME no
grupo SED a hipotensao foi acentuada, com atenuagdo da taquicardia. Apos a
Amino no grupo TF a hipotensao foi acentuada, com atenuag¢ao da taquicardia. O L-
NAME no grupo TF bloqueou a hipotensdo e atenuou a taquicardia. Os animais
treinados mostraram um menor indice de edema apoés o LPS, o qual foi atenuado
em ambos os grupos apés o tratamento com Amino. Apds o tratamento com L-
NAME, houve um aumento do indice de edema pulmonar tanto no grupo SED
quanto no grupo TF. O tratamento com 7-NI ndo mostrou qualquer alteragdo em
ambos os grupos. A dosagem de TNF-a no plasma dos animais revelou que o
treinamento fisico diminui os niveis dessa citocina e que o bloqueio da via
constitutiva aumenta os niveis desta, especialmente no grupo TF. As alteracbes



promovidas pelo treinamento fisico mostraram-se benéficas, no sentido de se
contrapor as anormalidades cardiovasculares e pulmonares observadas na
endotoxemia induzida pelo LPS. No entanto, a inibicdo das vias constitutiva e
indutiva da produgdo de NO revelam papéis diferentes durante a fase inicial da
sepse, onde a iINOS parece ser predominante nos animais controle, enquanto a
cNOS nos animais treinados.

Palavras—chave: Press3o arterial. Treinamento fisico. Oxido nitrico.
Aminoguanidina. L-NAME. 7-NI. Sepse. Edema pulmonar.



MEHANNA, Aida. Pathophysiological effects of endotoxemia by LPS in rats
subject to swimming training: role of nitric oxide. 2008. 100f. Dissertation

(Master degree in Experimental Pathology) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2008.

ABSTRACT

The sepsis is characterized by systemic hypotension, hyporeactiveness to
vasoconstrictors, impaired tissue perfusion and multiple organ failure. One of the
main mediators involved is nitric oxide (NO). During the exercise training (ET),
dynamic cardiovascular adjustments take place to maintain proper blood pressure
and adjust blood supply to the different vascular beds, and NO seems to be
participating in this process. The main objective of this study was to investigate
whether exercise training by swimming protects against the cardiovascular and
pulmonary abnormalities induced by the administration of lipopolysaccharide of
Escherichia coli (LPS), and the way that NO contributes to these changes. For this
study male Wistar rats (200 to 220 g), were subjected to swimming training (1 hour /
day, 5 days / week, 4 weeks). The animals sedentary (ST) or trained (ET) were
submitted to catheterization of the femoral artery and vein. After 24 hours of surgery,
animals were treated with 0.9% saline and with NOS inhibitors: Aminoguanidine
(Amino), L-NAME and 7-NI and submitted to endotoxemia by administration of LPS
(5mg/kg, i.v.). The cardiovascular effects of endotoxin were analyzed by 2 hours. The
rats were observed until 5 hours after LPS injection, when they were sacrificed for
the quantification of pulmonary edema. The baseline parameters between both
groups had not shown differences in the average mean arterial pressure (MAP),
however in the heart rate (HR) were observed a bradycardia at rest in the trained
animals. In this study, we also investigated the involvement of inducible and
constitutive pathways by NOS inhibitors on the cardiovascular responses in animals
sedentary and trained without endotoxemia by LPS. Our data showed a tonic pressor
response in sedentary and trained groups treated with L-NAME (inhibitor cNOS),
where there was an increase in the values of mean arterial pressure in relation to the
baseline with bradycardia, and in the group trained the administration of L-NAME, led
to a lesser hypertensive response, compared to the sedentary group. After
administration of LPS it was observed hypotension and tachycardia in the ST group
treated with saline, and these changes were attenuated in ET group. However, after
pretreatment with Amino in ST group the hypotension was blocked without alteration
in the tachycardia. After pretreatment with L-NAME in ST group the hypotension was
enhanced without alteration in the tachycardia. After pretreatment with Amino in ET
group the hypotension did not modify, but the tachycardia was attenuated.
Pretreatment with L-NAME in ET group inhibited the hypotension and attenuated the
tachycardia. The trained animals showed a lower index of pulmonary edema after
LPS, which was attenuated in both groups after treatment with Amino. After
treatment with L-NAME, there was an increase in the index of pulmonary edema in
both the ST group as the ET group. Treatment with 7-NI did not show any change in
both groups. Plasma TNF-a concentrations showed that the exercise training
reduces the levels of this cytokine and that the blockade of cNOS pathway increases
the levels of this, especially in the ET group. The cardiopulmonary adaptations
promoted by exercise training seem to be beneficial, to counteracting the



cardiovascular and pulmonary abnormalities observed in the septicemia induced by
LPS. However, the inhibition of the constitutive and inducible NOS isoforms
presented different roles during the initial phase of sepse, where INOS seems to be
predominant in the control animals, while cNOS in trained animals.

Keywords: Arterial pressure. Exercise training. Nitric oxide. Aminoguanidine.
L-NAME. 7-NI. Sepsis. Pulmonary edema.
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1 INTRODUGAO

A sepse ainda constitui uma das principais causas de morte em
unidades de terapia intensiva, sendo que o0s principais agentes etiolégicos sao
bactérias gram—negativas seguidas pelas gram—positivas, € em menor escala os
fungos (LEE et al., 2002). E caracterizada por hipotenséo sistémica, hiporreatividade
aos vasoconstritores, subsequentes anormalidades na funcdo e perfusédo tecidual,
seguida de faléncia multipla de 6rgaos (BONE et al., 1997).

A fisiopatologia da sepse envolve a associacdo de intrincadas
reagcdes desencadeadas pelo patdégeno microbiano, principalmente as bactérias
gram-negativas que sdo comumente isoladas em individuos sépticos (SHAPIRO et
al., 1993). A endotoxina € uma molécula derivada da membrana de bactérias gram-
negativas e € o estimulo inicial para as reacdes celulares que levam a liberagao de
citocinas. Dois mecanismos distintos contribuem para o colapso hemodinamico na
sepse: 1) extrinsecos: toxinas, endotoxinas e particulas de proteinas de bactérias
gram-positivas, virus ou fungos, e 2) intrinsecos (ou enddgenos): liberagdo de
mediadores proé-inflamatérios pelas células do hospedeiro (JEAN-BAPTISTE, 2007;
ALBERT et al., 2002).

A endotoxina pode ativar diretamente os macrofagos, as células
endoteliais, e o sistema complemento, levando a liberagdo de varios mediadores
pré-inflamatoérios: TNF-a, interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de ativagao
plaquetario (PAF), éxido nitrico (NO), complementos e eicosandides (SHAPIRO et
al., 1993, WANG et al., 1999). O LPS liga-se a uma molécula de superficie chamada
de CD14, presente nos macréfagos, mondcitos e neutrofilos. Este acoplamento é
facilitado pela proteina ligante de LPS (WRIGHT et al.,1995). Uma vez que o
dominio endoplasmatico do CD14 é ativado, a sinalizacido é entdo dada através de
uma proteina transmembrana, chamada de receptor toll-like (TLR). O toll-like 4 (TLR-
4), é responsavel pelo reconhecimento de muitas bactérias gram-negativas
(VISINTIN et al., 2001). A sinalizagcdo dada pelo complexo CD14/TLR-4 ativa o fator
nuclear kB (NF-xB), através de uma cascata de fosforilagdo dada pela familia de
proteinas quinases mitdgeno-ativadas (MAPK). A MAPK, especialmente a p38,
desempenha papel crucial na liberagcao de citocinas e na apoptose (ARBABI et al.,
2002).



18

A progressao dos estagios iniciais de septicemia para choque
séptico envolve varias etapas. Os macréfagos e neutrofilos ativados aumentam a
expressdo das moléculas de adesdo nas células endoteliais dos vasos sanguineos.
O PAF, um potente agente quimiotatico para neutréfilos, contribui significativamente
para o inicio da adesao leucocitaria, ativagdo da cascata de coagulagdo e oclusao
vascular, o que eventualmente leva a isquemia tecidual. A perfusdo tecidual
inadequada e hipdxia favorecem a conversdo da xantina desidrogenase para a
xantina oxidase, a qual catalisa a transformagéo do oxigénio a radicais livres, como
0 superoxido, o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxil. Estes radicais livres
amplificam o dano tecidual e a faléncia multipla de érgaos. Terapias no sentido de
reestabelecer a perfusdo tecidual facilitam a propagacédo sistémica dos radicais
livres. Na reperfusdo ocorre um aumento da permeabilidade vascular, e a perda da
auto-regulagdo do tébnus vascular em resposta aos efeitos dos mediadores
inflamatorios. Finalmente, respostas inflamatérias continuas levam a faléncia
multipla de 6rgaos (MARICK & ZALOPA, 2002; BRIX-CHRISTENSEN et al., 2004;
MARIX & RAGHAVAN, 2004; JEAN-BAPTISTE, 2007).

Um dos principais mediadores inflamatdrios liberados durante a
sepse € o oxido nitrico (NO). O papel deste ja esta bem estabelecido na regulacao
cardiovascular, no entanto o NO parece ter muitos outros papéis importantes em
funcbes bioldgicas (MONCADA et al., 2006). Ele é sintetizado enzimaticamente a
partir do aminoacido L-arginina, por um grupo de hemoproteinas conhecidas por NO
sintases (NOS). Até o presente momento foram identificadas trés isoformas da NOS:
neuronal NOS (nNOS ou NOS [) presente no cérebro, medula espinhal, ganglios
simpaticos, nervos periféricos, células epiteliais do estdmago, utero, pulméo e
musculo esquelético; endotelial NOS (eNOS ou NOS IllI) encontrada em células
endoteliais, musculo liso vascular e musculo cardiaco, sendo estas duas isoformas
expressas constitutivamente dentro de condi¢gbes fisioldgicas, e uma terceira
isoforma induzivel da NOS (iNOS ou NOS IlI), cujas fontes podem ser células
endoteliais, células epiteliais, macrofagos, neutrdfilos, células do musculo liso
vascular e fibroblastos (MONCADA, 1993; RANDOMSKI et al., 1990; MAYER &
ANDREW, 1998; COLASANTI & SUZUKI, 2000). Alguns trabalhos descrevem ainda
uma quarta forma de NOS, com caracteristicas intermediarias entre a cNOS e a
iINOS, localizada nas mitocéndrias de diferentes érgaos (NOS mitocondrial - mtNOS)
(GIULIVI et al., 1998; ENKHBAATAR , 2004 ).
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Enquanto a eNOS e a nNOS sdo enzimas constitutivas e
dependentes de calcio, a agao da iNOS requer a presenga de um indutor, como por
exemplo, um microorganismo invasor, endotoxina ou citocina. As citocinas mais
importantes envolvidas na estimulagdo da INOS sdo o TNF-a, IL1-B e interferon
gama (INF-y). (JIA et al., 2006).

Apo6s a inducdo, a INOS produz grandes quantidades de NO,
substancialmente maiores que as produzidas pela eNOS ou nNOS, e sua atividade
continua até que o substrato seja exaurido. Dentro de condi¢des de substrato
reduzido (como a L-arginina), o NO produzido pela iNOS pode também levar a
producdo do anion superdxido, mostrando a estreita interacdo entre o NO e as
espécies reativas de oxigénio (ROS) (ESCH, 2002). O NO tem uma meia-vida “in
vivo” extremamente curta (8-9 s), e é rapidamente degradado a nitrito (NO2’), e
subsequentemente a nitrato (NO3"), os quais estdo elevados na sepse (EVANS et
al.,1993). Entretanto, o NO pode reagir rapidamente com o superéxido para formar
peroxinitrito (ONOO", um oxidante potente e altamente reativo). O peroxinitrito
formado pode induzir dano celular incluindo agregagao plaquetaria, coagulagéo
intravascular disseminada, peroxidagao lipidica e dano mitocondrial (BURNEY,
1999; PARRAT, 1998).

A sequéncia de eventos cardiovasculares durante a septicemia por
LPS é complexa, mas pode ser vista como uma vasodilatagdo generalizada, o que
leva ao final ao colapso circulatério devido a dois fatores: aumentada producéo de
NO e sensibilidade diminuida aos agentes vasoconstritores endogenos (NAVA et al.,
1992; MAYEUX, 1997, WOLKOW, 1998). Embora a evidéncia bioquimica para
producao aumentada de NO e diminuida sensibilidade a agentes vasoconstritores
endoégenos é soélida, pouco foi estudado sobre o envolvimento de mecanismos
fisiologicos durante o choque séptico induzido por LPS. Em trabalho recente, a
funcado barorreflexa arterial foi estudada em ratos acordados e submetidos a uma
dose letal de LPS. Nesse trabalho, os autores observaram que a sobrevida dos
animais era dependente da fungao barorreflexa (SHEN et al., 2004). Outros estudos
tém mostrado também que a sepse severa € caracterizada por faléncia autonémica
a qual precede o choque e a faléncia multipla de 6rgaos (SHARSHAR et al., 2003).
A ativacao simpatica prejudicada durante a septicemia parece desempenhar um
papel bastante importante no desenvolvimento do choque séptico. ANNANE et al.

(1999), tém demonstrado que o choque séptico € caracterizado por altas



20

concentragcbes nas catecolaminas circulantes, mas com modulagdo simpatica
prejudicada tanto nos vasos quanto no coragao, sugerindo que a alteracdo na
regulagéo autondmica central contribui para a faléncia circulatoria.

Existem evidéncias de que o NO induzido pela iINOS deve ser o
mediador mais importante para produzir as altera¢des cardiovasculares observadas
na sepse. Em alguns modelos de endotoxemia, a reducdo da fungdo miocardica
coincidiu com a indug&o da expressao da iINOS no miocardio, aumento da atividade
miocardica da iINOS e formacao de peroxinitrito (PRICE et al., 2002; MITCHELL et
al., 2000). Em vasos sanguineos isolados, o aumento da expressao e atividade da
iINOS resultou em hiporesponsividade a agentes pressores (REES et al., 1990).
Camundongos “knockout” para iNOS apresentam menor hipotensdo, além de
apresentarem protecao total ou parcial contra a disfuncdo mecanica miocardica
quando submetidos a endotoxemia (CSONT et al. , 2005; McMICKING et al., 1995).

Entretanto, os efeitos dos inibidores da iINOS na sepse séao
controversos. Varios estudos demonstraram que o bloqueio da iINOS foi benéfico no
choque séptico em roedores anestesiados (KENGATHAVAN et al., 1996; ARANOW
et al., 1996; UNNO et al., 1997; NUMATA et al., 1998). Por outro lado, existem
estudos indicando que certos efeitos colaterais como baixo débito cardiaco,
isquemia miocardica, hipertensdo pulmonar, e decréscimos de perfusdao e
oxigenagao de 6rgaos, devem ser causados por inibidores da INOS (MEYER et al.,
1994; AVONTUUR et al., 1995; COHEN et al., 1998). Um estudo em ratos
acordados mostrou que a inibicdo da INOS aumenta a disfuncédo de 6rgaos e o dano
tecidual devido a septicemia (LEE et al., 2005).

O exercicio fisico regular e adequado apresenta papel importante na
manutencao da saude (BLAIR et al., 2001; KELLEY et al., 2001; KOHL et al., 2001).
Por outro lado, exercicios de carater exaustivo ou de alta intensidade podem causar
diversos tipos de lesdo, aumentando a produc¢ao de radicais livres e causando varios
danos nos orgaos. Diversos estudos tém demonstrado que o exercicio regular e de
carater moderado pode aumentar as fungdes antioxidantes e imunoldgicas,
reduzindo a elevacdo dos niveis de TNF-a induzidos pela endotoxemia
(MACKINNON et al.; 1994; NIEMAN et al., 1993; PEDERSEN et al., 2000).

O carater protetor do exercicio fisico regular nas doencas
cardiovasculares esta bem estabelecido (RUSSEL et al., 1989; TIPTON et al., 1991;
SHEPHARD & BALADY, 1999). Varios trabalhos tém evidenciado que o NO, atua na
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regulacdo hemodinamica e metabdlica durante a pratica de exercicios fisicos. Um
possivel mecanismo envolvido nesta regulagao é a alteracdo da resposta vascular
endotélio-dependente a favor da vasodilatagdo. Alguns estudos tém demonstrado
que o exercicio fisico crénico aumenta a vasodilatacdo endotélio-dependente
induzida pela acetilcolina (Ach) e reduz a vasoconstricao induzida pela norepinefrina
através de um aumento da producédo de NO (CHEN & LI, 1993; CHEN et al., 1994;
DELP et al., 1993; PARKER et al., 1994; CHEN et al., 1996). Além disso, o NO
derivado do musculo € um importante regulador da contracdo e metabolismo
muscular, onde parece modular a captacéo de glicose independentemente do fluxo
sanguineo (KINGWELL, 2000; BALON et al., 1994, 1997; ROBERTS et al., 1997,
BRADLEY et al., 1999).

O exercicio fisico regular promove adaptagdes nos varios sistemas
formadores de NO, os quais aumentam a sua biodisponibilidade através de uma
variedade de mecanismos, incluindo aumento da expressao e atividade da NOS
(KINGWELL, 2000).

Em animais submetidos a uma sessdo de exercicio agudo em
esteira motorizada, a atividade da NOS total estda aumentada, principalmente no
musculo esquelético (ROBERTS et al., 1999). Em outro trabalho com animais
submetidos a treinamento fisico por natagdo, a atividade da nNOS esta aumentada
no musculo esquelético e a eNOS esta aumentada nos pulmdes, atrios e na aorta
(TATCHUM-TALOM et al., 2000). Uma possivel explicagdo para o aumento da
atividade da NOS com o exercicio € o aumento do conteudo de calcio nas fibras
musculares durante a contragdo, fazendo com que haja a ativagdo das vias
constitutivas da NOS (nNOS e eNOS) (HIRAI et al., 1994; ROBERTS et al., 1999). O
aumento da atividade da NOS pode ocorrer também quando ha aumento da
demanda metabdlica no musculo esquelético (deplegao de glicogénio), tendo em
vista que o NO também desempenha um importante papel no transporte de glicose
para o musculo durante a contragdo muscular (BALON et al., 1997; ROBERTS et al.,
1997). Assim, a produgdo aumentada do NO durante o exercicio pode estar
envolvida no aumento do fluxo sangilineo e transporte de glicose para o musculo
esquelético, o que sugere que o NO possa ser um mediador chave no metabolismo
durante o exercicio (ROBERTS et al., 1999, CARTEE et al., 1989).

Muitos trabalhos indicam que o NO contribui para as alteragdes

fisiopatoldgicas envolvidas na lesdo pulmonar aguda, como no edema pulmonar rico
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em proteinas, estresse oxidativo e disfungdo de surfactante. Muitos autores tem
relatado, que um aumento na atividade da iINOS pode levar a lesdo microvascular e
edema pulmonar rico em proteinas em uma variedade de modelos animais de
edema pulmonar, como na endotoxemia induzida pela administracdo de
lipopolissacarideos (LASZLO et al., 1995; PHENG et al., 1995; LI et al., 1998;
NUMATA et al., 1998; SCUMPIA et al., 2002; KOIZUMI et al., 2004). Por outro lado,
o papel da cNOS na sepse parece ser controverso, sendo que o L-NAME pode inibir
um aumento no NO exalado dos pulmbdes, mas nao reduz a inflamacao pulmonar, e
muitas vezes, contribui para aumenta-la (AARON et al., 1998).

Um grande numero de trabalhos experimentais tem demonstrado
que a cNOS e a iINOS séao reguladas inversamente tanto nas células quanto nos
tecidos. Neste sentido, tem sido observado que muitos fatores que estimulam a
atividade catalitica da cNOS, ou aumentam a expressdo da enzima, agem como
redutores ou supressores da expressdao da iINOS (COLASANTI & SUZUKI, 2000;
MARIOTTO et al., 2004; PERSICHINI et al., 2006). Em um estudo recente, (COMINI
et al., 2005), foi observado que tanto a nNOS quanto a eNOS apresentaram redugao
na expressao em resposta ao tratamento com LPS, enquanto houve um aumento da
expressdo da iINOS. O calcio citosdlico parece ser afetado pelo LPS, mas esta
alteragao provavelmente ndo é dada pela produgdo endogena de NO. Este estudo
sugere que todas as isoformas da NOS sdo alteradas de diferentes maneiras pela
endotoxemia.

O exercicio parece estar envolvido como um importante fator no
aumento da expressao de ambas eNOS (SESSA et al., 1994) e nNOS (MOHAN et
al.,, 2000). Ao mesmo tempo, varios padroes de expressdo da iINOS tem sido
observados: uma reducgao na ativacado da iNOS na aorta de coelhos em 8 semanas
de treinamento fisico em esteira (YANG & CHEN, 2003), nenhuma alteragéo foi
observada nos musculos ventilatérios e dos membros apdés 4 semanas de
treinamento em esteira (VASSILAKOPOULOS et al., 2003), ou ainda um aumento
da iINOS em células endoteliais da aorta de ratos apds 10 semanas de treinamento
(YANG et al., 2002). O fato é que o metabolismo do NO em individuos submetidos
ao treinamento fisico parece estar alterado. Estas alteragcdes parecem depender do
tipo ou da intensidade do exercicio, o que contribui para o condicionamento
cardiovascular dado pelo treinamento fisico. Em um trabalho bastante recente

(CHEN et al., 2007), as respostas a sepse ap0s treinamento fisico foram avaliadas
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em ratos acordados. Entretanto, o envolvimento do 6xido nitrico apos o treinamento
fisico e seus efeitos cardiovasculares e pulmonares induzidos pela endotoxemia
ainda nao foram avaliados.

Dessa forma, a proposta desta dissertacdo € avaliar os possiveis
efeitos benéficos ou ndao do treinamento fisico pela natagdo, de intensidade
moderada, em animais submetidos a septicemia quando comparados com animais
sedentarios. Também caracterizar a participacdo das vias de producdo de NO,
utilizando bloqueadores da NOS das vias constitutiva e indutiva, em animais
sedentarios e treinados. Além dos parametros cardiovasculares de pressao arterial e
frequéncia cardiaca foram também avaliados o peso pulmonar (para calcular o

indice de edema) e a concentragao plasmatica de TNF-a.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo principal foi avaliar os parédmetros cardiovasculares,
pulmonares e imunolégicos induzidos pela administragdo de LPS em ratos
acordados sedentarios ou submetidos previamente ao treinamento fisico pela
natacdo. Além disso, analisar o papel das vias produtoras de NO em animais com

endotoxemia e normais submetidos ou n&o ao treinamento fisico pela natagao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

1. Caracterizar os parametros de eficacia do treinamento fisico:
1.1 — Frequéncia cardiaca de repouso;
1.2 - Ganho de peso corporal;

1.3 — Indice de massa muscular cardiaca e esquelética.

2. Analisar os parametros cardiovasculares (PAM e FC) em animais
normais, sedentarios ou submetidos ao treinamento fisico, apds a
administragdo de um dos inibidores da NOS: Aminoguanidina
(INOS), L-NAME (cNOS) e 7-NI (nNOS);

3. Analisar os seguintes parametros em animais com endotoxemia
induzida por LPS, sedentarios ou submetidos ao treinamento
fisico, apdés a administracdo de um dos inibidores da NOS
(Aminoguanidina, L-NAME e 7-NI):

3.1. Presséao arterial média e frequéncia cardiaca,;

3.2. Ganho de peso pulmonar e indice de edema pulmonar

3.4. TNF-a plasmatico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas
(CIF) do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) e todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade.

Para esta pesquisa foram utilizados ratos Wistar machos,
provenientes do Biotério Central da UEL. Os animais tiveram peso padronizado
entre 200 a 220 gramas no inicio do treinamento, e foram mantidos em gaiolas
coletivas (maximo de seis animais) a temperatura constante de 21 + 2 °C, com ciclo

claro/escuro de 12 horas. Agua e ragéo foram fornecidas “ad libitum’.

3.2 TREINAMENTO Fisico

Os animais destinados ao treinamento fisico tiveram seus pesos
avaliados diariamente antes do inicio de cada sessao. O treinamento consistiu de 20
sessbes (4 semanas) de uma hora de natagdo diaria, durante cinco dias por
semana, de acordo com MARTINS-PINGE et al. (2005).

Na primeira semana houve aumento gradual do periodo de natagao
até alcancar o tempo de uma hora, iniciando com quinze minutos no primeiro dia,
seguido de trinta minutos no segundo dia, quarenta e cinco minutos no terceiro dia e
sessenta minutos a partir do quarto dia. Durante o periodo de treinamento o grupo
controle sedentario, teve seu peso avaliado paralelamente aos animais submetidos
ao treinamento.

Os animais realizaram o treinamento em um tanque de vidro (100 X
60 X 50 cm) contendo agua aquecida a 31 £ 1° C, a uma profundidade de 40 cm.
Apés cada sessao de natacdo diaria os animais foram colocados em caixa para

aquecimento e secagem. Depois de secos retornavam ao biotério.
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3.3 CANULAGAO DA ARTERIA E VEIA FEMORAIS

Os animais sedentarios e treinados foram submetidos a cirurgia sob
anestesia de tribromoetanol 2,5%, ou pentobarbital sédico (50 mg/kg) por via
intraperitoneal, para implantacdo de cateteres na artéria e veia femorais. Os vasos
foram dissecados e cateteres de polietileno foram introduzidos na artéria e veia
femorais. Os cateteres eram constituidos por segmentos de polietileno PE-10 (4-5
cm) soldados a segmentos de polietieno PE-50 (12-13 cm), previamente
preenchidos com solugao salina e anticoagulante (15 U/mL de heparina em solugao
salina) e obstruidos com pino de metal.

Apods a implantagdo dos cateteres, os mesmos foram exteriorizados
na regido dorsal do animal através de um trocater por via subcutanea, e fixados a
pele por sutura cirurgica.

O cateter arterial foi utilizado para registro da pressao arterial e o
cateter venoso para administracdo de drogas. O registro da pressao arterial foi
realizado 24 horas apos o procedimento cirurgico de implantacdo dos cateteres,
permitindo a recuperacao dos animais dos efeitos anestésicos. Os animais foram
mantidos em caixas individuais durante todo o periodo pos-operatorio e de registro

da pressao arterial.

3.4 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL E DA FREQUENCIA CARDIACA

A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de pressao
(MLTO0380, ADInstruments) conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (Powerlab, 4/20T, ADInstruments), obtendo-se assim a presséo
pulsatil (PA), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Durante o
periodo de registro os animais foram mantidos dentro de caixas individuais em
ambiente silencioso. Experimentos pilotos ja evidenciaram que os procedimentos
utilizados neste protocolo ndo causam reagdes dolorosas ou outro tipo de

comportamento que interfira no registro cardiovascular.
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3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.5.1 Analise da pressao arterial e freqliéncia cardiaca

No dia do experimento o animal foi mantido em sua gaiola moradia e
os registros basais foram obtidos por pelo menos 30 minutos. Durante esse periodo
e até o final do experimento o ambiente era silencioso e desprovido de estimulos
estressantes. Apods o registro basal da pressao arterial (30 min), os animais do grupo
sedentario e do grupo treinado foram submetidos a administragdo endovenosa de
um dos seguintes inibidores da NOS: aminoguanidina (Amino) 20 mg/kg, 7-
nitroindazol (7-NI) 25 mg/kg, N®-nitro-L-arginina methyl ester (L-NAME) 20 mg/kg,
solugao salina (NaCl 0,9%), ou dimetilsulféxido (DMSO). Todas as drogas foram
dissolvidas em solucdo salina, exceto o 7-NI que foi diluido em DMSO 100%. Em
outros experimentos, apos a administragcdo do inibidor os animais do grupo
sedentario e treinado foram submetidos a endotoxemia. Neste grupo, apds o periodo
de 10 minutos da administracao do inibidor, foi injetada uma dose (in “bolus”) de
Lipopolissacaride de Escherichia coli (LPS) sorotipo 026:B6 (5 mg/kg). A avaliagao
cardiovascular apés a administracdo do inibidor ou inducdo da septicemia por LPS

foi entdo registrada por duas horas.

3.5.2 Analise do edema pulmonar

O indice de edema pulmonar foi avaliado no grupo sedentario e
treinado. Todos os animais foram inicialmente tratados com os seguintes inibidores:
aminoguanidina (Amino) 20mg/kg, L-NAME 20 mg/kg, 7-nitroindazol (7NI) 8 mg/kg
ou solugao salina (0,9%). Apds um periodo de 10 minutos foi administrado nos
animais o LPS (5mg/kg) de Escherichia coli sorotipo 026:B6, aguardando-se um
periodo de 5 horas até que os animais fossem sacrificados com uma sobredose de

anestésico (pentobarbital sédico).
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Os animais sacrificados foram submetidos a toracotomia e apds
exanguinagao os pulmdes livres dos tecidos mediastinais foram retirados e pesados,
para avaliacdo do ganho de peso pulmonar. Além da retirada dos pulmdes, foi feita
também a retirada do coragdo e dos musculos séleo e gastrocnémio, para analise
dos pesos musculares e calculo do indice de massa muscular (IMM), dado pela
relacdo do peso muscular (PM) e peso corporal (PC) de cada animal multiplicado por
100 (IMM = PM/PC X 100).

O ganho de peso pulmonar foi calculado como segue:

GPP = (PP final — PP inicial)
PP inicial

O peso pulmonar final (PP final) foi obtido através da pesagem dos
pulmbes ao final dos experimentos, j4 o peso pulmonar inicial (PP inicial) foi

calculado segundo SU et al (2007), através da seguinte equacao de regressao:

PP (g) = 0, 0015 X PC + 0, 034

O edema foi avaliado pelo seu indice calculado pela relacédo entre os
pesos pulmonar e corporal de cada animal e multiplicado por 100 (PP/PC x 100)
(Lee et al., 2001). Nos casos em que ocorreu morte do animal antes do periodo de 5

horas apds a administracdo de LPS, a pesagem dos pulmdes se deu imediatamente.

3.5.3 Quantificagao de TNF-a

Amostras de sangue (1,5 ml) foram coletadas dos grupos
sedentarios e treinados n&o submetidos ao registro cardiovascular através da canula
arterial, antes e 2 horas depois da administracdo de salina e LPS, ou L-NAME e
LPS. O sangue foi centrifugado a 4500 g por 10 minutos. O sobrenadante foi
utilizado para a quantificagdo de TNF- a através do método ELISA, utilizando um kit
de anticorpo comercial, padrées recombinantes e um sistema de deteccdo de
avidina-peroxidase (PeproTech, México).

Basicamente o protocolo utilizado para a quantificacdo do TNF-a
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plasmastico pode ser descrito da seguinte maneira: a placa de ELISA com 96 pogos
foi revestida com 100ul de anticorpo de captura, diluido em PBS a uma
concentragdo de 1ug/ml. A placa foi incubada “overnight” a temperatura ambiente.
Apoés este periodo, os pogos foram aspirados e lavados 4 vezes com 300 ul de
tampao de lavagem (0,05 % Tween — 20 em PBS pH 7,4), em seguida a placa foi
invertida para remocéao dos residuos do tampao. Em seguida, adicionou-se 300 ul de
tampao de bloqueio (1% BSA em PBS pH 7,4) em cada pogo, seguido de incubagao
por 1 hora a temperatura ambiente, aspiracdo e lavagem por 4 vezes. Procedeu-se
entdo ao preparo da curva-padrdo e amostras. O padrao foi diluido em série a partir
da concentragdo de 2 ng/ml (2 ng/ml, 1 ng/ml, 0,5 ng/ml, 0,25 ng/ml, 0,125 ng/ml,
0,0625 ng/ml, 0,03125 ng/ml e 0 ng/ml) até 0, e imediatamente 100 ul do padréo ou
amostra foram adicionados a cada poco em friplicata e incubados a temperatura
ambiente por 2 horas. A placa foi entdo lavada por 4 vezes, e foi adicionado o
anticorpo de detecgdo a uma concentragéo de 0,25 pug/ml , seguida de incubacgéo
por 2 horas. A placa foi aspirada e lavada por 4 vezes com tampao de lavagem, e
uma aliquota de 6 ul de avidina peroxidase (1:2000), foi diluida em 12 ml de diluente,
sendo adicionado 100 ul desta solugdo em cada poco da placa de ELISA, seguida
de incubagao por 30 minutos a temperatura ambiente. Procedeu-se a lavagem e
aspiracao da placa por mais 4 vezes e entao foi adicionada 100 ul de solugao do
substrato ABTS em cada pogo da placa, seguida de incubagdo a temperatura
ambiente para o desenvolvimento de cor. A leitura da absorbancia foi feita em leitora

automatica de microplacas (modelo ELX-800, Bioteck Instruments Inc.) em 405 nm.

3.6 DROGAS UTILIZADAS

- Cloreto de sodio P.A. Casa Americana de Produtos para
Laboratério-CAAL;

- Aminoguanidina. Sigma Chemical Company, St Louis - USA;

- NC-nitro-L-arginina methyl  ester (L-NAME). Research
Biochemicals (RBI), Natick, USA;

- 7- nitroindazol (7-Nl). Sigma Chemical Company, St Louis - USA;
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- Dimetilsulféxido (DMSO) P.A. Merck, USA;

- LPS sorotipo 026:B6. Sigma Chemical Company, St Louis - USA,;
- Tribromoetanol. Sigma Chemical Company, St Louis - USA,;

- Heparina Sddica. Laboratérios Roche, Brasil;

- Tween 20. Sigma Chemical Company, St Louis - USA,;

- BSA 1% .Sigma Chemical Company, St Louis — USA

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média
(EPM). Comparacgdes feitas num mesmo animal ao longo do tempo foram analisadas
por Analise de Variancia (ANOVA). Para as variagbes de tempo num mesmo animal
foi utilizado o teste t' de Student pareado. As comparacdes entre sedentarios e
treinados em um mesmo tempo foram analisadas pelo teste t' de Student nao

pareado. As diferencas foram consideradas significantes para um valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGAO DOS PARAMETROS DE EFICACIA DO TREINAMENTO Fisico

Os valores basais da pressao arterial média (PAM) e da frequéncia
cardiaca (FC) para cada grupo experimental foram obtidos do valor médio do
periodo de registro inicial de 30 minutos. A tabela 2 mostra os valores da PAM e da
FC dos diferentes grupos experimentais evidenciando a bradicardia de repouso no
grupo submetido ao treinamento fisico (TF), quando comparado ao grupo sedentario
(SED) (p<0,05). O acompanhamento dos pesos corporais dos animais sedentarios e
dos animais treinados mostrou uma diminuicdo no ganho de peso corporal nos
animais treinados, que foi estatisticamente significativa a partir do décimo dia de
treinamento (Figura 1). Em relagdo ao indice de massa muscular (IMM), houve um
aumento do IMM do musculo cardiaco no grupo TF (0,48 = 0,04), quando
comparado ao grupo SED (0,37 + 0,01), enquanto ndo houve diferengas estatisticas
no IMM dos musculos séleo e gastrocnémio (Tabela 1). Estes dados em conjunto

demonstram a efetividade do treinamento fisico pela natacéo.
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FIGURA 1 — Evolugao temporal do peso corporal dos ratos dos grupos sedentario e
treinado. *p<0,05. Cada ponto no grafico representa a média + EPM do
peso corporal para ambos os grupos.

TABELA 1 — Valores médios de indice de massa muscular dos grupos
sedentario (n=8) e treinado (n=11). * diferenga em relagcéo ao
grupo sedentario p<0,05.

SEDENTARIO TREINADO
SOLEO 0,090 0,090
GASTROCNEMIO | 0,51 0,01 0,53 £ 0,02
CORACAO 0,37 £ 0,01 0,48 £0,04 *
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Sedentario Treinado Sedentario Treinado Sedentario Treinado Sedentario Treinado Sedentario Treinado

SALINA SALINA AMINO AMINO L-NAME L-NAME DMSO DMSO 7NI 7NI
n=9 n=11 n=9 n=8 n=9 n=8 n=6 n=4 n=8 n=7
PAM 105+ 2 11520~ 103 £ 1 1M1 £2* 1103 108 £ 2 107 £ 7 106 £ 2 1115 106% 2

FC 3718 2948~ 38312 312 £ 14~ 3864 3241 14~ 369 £ 11 312 t 4* 343110 311 27*

Tabela 2 — Valores basais de presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) dos grupos experimentais tratados com os
diferentes inibidores e com administracdo de LPS. * diferenga em relagéo ao grupo sedentario correspondente,
(p<0,05)
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4.2 ANALISE DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES, PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA
CARDIACA EM ANIMAIS SEDENTARIOS OU SUBMETIDOS AO TREINAMENTO FiSICO, APOS A
ADMINISTRAGAO DOS INIBIDORES DA NOS

Foi realizada a administragdo dos inibidores da NOS apdés 30
minutos de registro basal da PAM e da FC, seguido do registro de 2 horas dos
parametros cardiovasculares. As analises foram realizadas a partir do tempo 0, ou
seja, imediatamente antes da administracéo do inibidor e cerca de 25 minutos apos
a administracado, onde foram encontrados os valores maximos da resposta (APAM e
AFC). A relagédo dos valores médios da pressao arterial e frequéncia cardiaca apos
a administragcdo dos inibidores da NOS durante o periodo de 2 horas esta
representada nas Figuras 2A e B, 3A e B.

A Figura 4 A e B mostra a variagdo maxima da pressao arterial
média (APAM) e da frequéncia cardiaca (AFC) nos diferentes grupos experimentais
sedentarios e submetidos ao treinamento fisico, apés a administracdo dos diferentes
inibidores da NOS.

No grupo sedentario aminoguanidina foi observado um aumento na
variagdo maxima da PAM (APAM = + 20+8 mmHg, t = 0-20 min., n=5; Fig. 4A), em
relacdo ao grupo treinado aminoguanidina (APAM = -1+5 mmHg, t = 0-15 min.; n=6;
Fig. 4A) com p<0,05, ja em relacdo a FC nao houve diferenga significativa entre o
grupo sedentario aminoguanidina (AFC= -7+15 bpm, t = 0-15 min;; n=5; Fig.4B), e o
grupo treinado aminoguanidina (AFC= +13t5 bpm, t = 0-15 min; n=6; Fig.4B).

No grupo sedentario L-NAME foi observado um aumento na variagéo
maxima da PAM (APAM = +52+3 mmHg; t = 0-20 min; n=6; Fig. 4A), em relagdo ao
grupo treinado L-NAME (APAM= +42+1 mmHg, t = 0-25 min; n=3; Fig. 4A) com
p<0,05, ndo demonstrando qualquer diferenga significativa na FC entre o grupo
sedentario L-NAME (AFC= -591+6 bpm; t = 0-20 min; n=6; Fig. 4B), e o grupo
treinado L-NAME (AFC= -75+23 bpm; t = 0-25 min; n=3; Fig. 4B).

No grupo sedentario DMSO nao foram observadas diferencas
significativas no APAM (APAM= +8+4 mmHg; t = 0-20 min.; n=5; Fig. 4A), em
relacdo ao grupo treinado DMSO (APAM= +3+18 mmHg; t = 0-15 min; n=3; Fig. 4A).
No AFC ndo houve alteragdo estatisticamente significativa no grupo sedentario
DMSO (AFC= -9+10 bpm; t = 0-20 min; n=5; Fig. 4B), quando comparado ao grupo
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treinado DMSO (AFC= -36%5 bpm; t = 0-15 min; n=3; Fig. 4B).

No grupo sedentario tratado com 7-Nl, ndo foram observadas
diferencas significativas no APAM (APAM= +20+3 mmHg; t = 0-10 min; n=5; Fig.
4A), em relacdo ao grupo treinado 7-NI (APAM= +23+5 mmHg; t = 0-25 min; n=4;
Fig. 4A), nao havendo também diferenca significativa entre os valores de AFC do
grupo sedentario 7-NI (AFC= -49+15 bpm; t = 0-10 min; n=5; Fig. 4B) e do grupo
treinado 7-NI (AFC = -11+21 bpm; t = 0-25 min; n=4; Fig. 4B).

No entanto, foi evidenciado um aumento significativo da APAM no
grupo sedentario 7-NI (APAM = +20+3 mmHg; t = 0-10 min), quando comparado ao
grupo sedentario DMSO (APAM = +8+4 mmHg; t = 0-20 min; p<0,05 Fig. 4A). Os
valores de AFC também foram estatisticamente diferentes no grupo sedentario 7-NI
(AFC = -49+15 bpm; t = 0-10 min), quando comparados ao grupo sedentario DMSO
(AFC = -9+10 bpm; t = 0-20 min; p<0,05; Fig. 4B).
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FIGURA 2 — Alteragbes em funcdo do tempo na pressao arterial média (PAM) (A) e
na frequéncia cardiaca (FC) (B), apds a administracao dos inibidores
da NOS, nos grupos sedentarios: aminoguanidina (n=5), L-NAME
(n=6), DMSO (veiculo, n=5) e 7-NI (n=5).
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FIGURA 3 — Alteragbes em fungdo do tempo na pressao arterial média (PAM) (A) e
na frequéncia cardiaca (FC) (B), apds a administracao dos inibidores

da NOS,

nos grupos submetidos ao treinamento fisico (TF):

aminoguanidina (n=6), L-NAME (n=3), DMSO (veiculo, n=3), 7-NI

(n=4).



38

Hl Scdentario
A I Treinado

APAM (mmHg)

-10- *
AMINO L-NAME DMSO 7-NI

AFC (bpm)
5

# *%

#
AMINO L-NAME DMSO 7-NI

FIGURA 4 - Variagcdo maxima da pressdo arterial média (APAM) (A), e da
frequéncia cardiaca (AFC) (B), apdés a administracdo dos diferentes
inibidores da NOS. # Diferenca em relacdo aos valores basais
(p<0,05). * Diferenca entre o grupo sedentario e grupo treinado
(p<0,05). ** Diferenga entre o grupo sedentario 7-NI e o grupo
sedentario DMSO (p<0,05).
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4.3 ANALISE DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA
CARDIACA EM ANIMAIS SEDENTARIOS OU SUBMETIDOS AO TREINAMENTO FiSICO, COM
ENDOTOXEMIA INDUZIDA POR LPS, APOS A ADMINISTRAGAO DOS INIBIDORES DA NOS ou
SALINA

Apds trinta minutos do registro basal da PAM e FC, os animais dos
diferentes grupos experimentais sedentarios e treinados foram tratados com salina,
DMSO, ou com inibidores da NOS, e aguardou-se um periodo de 10 minutos sendo,
em seguida, realizada a administracdo endovenosa de LPS. Os efeitos
cardiovasculares promovidos pela administracdo de LPS nos diferentes grupos

experimentais foram registrados por 2 horas.

4.3.1 Efeitos do pré-tratamento com salina

As alteragdes cardiovasculares na PAM e FC, dadas pela
administragdo de LPS em animais sedentarios e treinados tratados com salina s&o
mostradas na Fig. 5 A e B. Apds a administragdo de LPS, foram observadas trés
fases distintas na PAM durante as primeiras 2 horas: uma redugéo inicial na PAM
(fase 1: 5 minutos), seguida de recuperagao na PAM (fase 2: 25 minutos) e por
ultimo uma segunda e mantida queda na PAM (fase 3: 50 minutos).

O grupo sedentario salina apresentou uma queda significativa nos
valores da PAM na fase 1 (antes:104+3 mmHg vs. depois: 89+6 mmHg; t = 0-5
minutos; p<0,05), enquanto no grupo treinado salina esta queda nao foi significativa
(antes: 112+2 mmHg vs. depois: 109+2 mmHg; t = 0-5 minutos; p>0,05), sendo que
ambos os grupos apresentaram um aumento significativo na FC em relagao ao valor
basal . Na fase 2, o grupo sedentario salina apresentou uma recuperagao da queda
na PAM (antes: 104+3 mmHg vs. depois: 99t4 mmHg; t = 0-25 minutos; p>0,05),
enquanto que no grupo treinado houve um aumento da PAM (antes: 11242 mmHg
vs. depois: 1161 mmHg; t = 0-25 minutos; p<0,05), acompanhado de um aumento
significativo da FC (antes: 304+8 bpm vs. depois: 378+19 bpm; t = 0-25 minutos;

p<0,05). Na fase 3, foi observado queda significativa da PAM seguida de aumento
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da FC em ambos os grupos, sem diferenca significativa entre os grupos.

A andlise dos valores de PAM e FC maximos durante as 3 fases
apos administracdo de LPS pode ser observada na Figura 6 A e B. Na fase 1 o
grupo treinado salina apresentou uma menor queda do APAM (APAM= -3+3 mmHg),
em relagdo ao grupo sedentario (APAM= -15+5 mmHg), com p<0,05. Os valores do
AFC nao foram diferentes para ambos os grupos. Na fase 2, o grupo treinado
apresentou ao invés de queda, um aumento na PAM (APAM= +4+2 mmHg)
estatisticamente diferente do sedentario salina (APAM= -5t2 mmHg). Na fase 3,
houve queda nos valores do APAM tanto no grupo sedentario salina (APAM= -14t4
mmHg), quanto no grupo treinado (APAM= -12+3 mmHg), seguida de aumento do
AFC mas sem diferenga estatistica entre ambos os grupos (Figs. 20 A e B). A
analise dos valores de PAM e FC obtidos nas diferentes fases evidenciam uma
atenuacao da resposta hipotensora apds a administragdo de LPS no grupo treinado

salina, durante as fases 1 e 2.
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FIGURA 5 — Alteragbes em fungdo do tempo na pressao arterial média (PAM) (A) e
na frequéncia cardiaca (FC) (B), apés a administragcdo de LPS no
grupo sedentario (n=9) e treinado (n=11). A seta indica 0 momento da
administragao de LPS. * grupo treinado vs. grupo sedentario (p<0,05).
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FIGURA 6 - Variagcdo maxima da pressédo arterial média (APAM) (A), e da
freqUéncia cardiaca (AFC) (B), apds a administragao de LPS no grupo
sedentario (n=9) e no grupo treinado (n=11). Fase 1 = 5 minutos,
Fase 2 = 25 minutos, Fase 3 = 50 minutos. * Diferenga em relagao
aos valores basais (p< 0,05). # Grupo treinado vs. grupo sedentario
(p<0,05).
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4.3.2 Efeitos do pré-tratamento com aminoguanidina

As alteracdes cardiovasculares na PAM e FC observadas apoés a
administracdo de LPS, no grupo sedentario salina e no grupo sedentario
aminoguanidina s&do mostradas nas Figuras 7 A e B.

Na fase 1 a administragcdo de aminoguanidina no grupo sedentario
inibiu a queda da PAM e o aumento da FC observada no grupo sedentario salina
(Figs. 7 A e B). Em relagdo aos valores maximos da PAM (APAM), o grupo
sedentario aminoguanidina apresentou o valor de APAM= +0,22+2 mmHg, enquanto
0 grupo sedentario salina APAM= -15+5 mmHg, com p<0,05. Ja o AFC do grupo
sedentario aminoguanidina foi de AFC=+5+9 bpm vs. AFC= +731£26 bpm no grupo
sedentario salina, com p<0,05 (Figs. 10 A e B).

Na fase 2 houve uma pequena queda da PAM de ambos os grupos
sedentario salina e sedentario aminoguanidina, mas sem diferenca significativa, ja
em relagdo a FC o grupo sedentario aminoguanidina apresentou um aumento
significativo da FC, com p<0,05. No APAM n&o houve diferengas significativas entre
0S grupos, mas O grupo aminoguanidina apresentou um aumento do AFC em
relacdo ao grupo sedentario salina (amino: AFC=+108+27 bpm vs. salina AFC=
+311£14 bpm; p<0,05).

Na fase 3 ocorreu uma pequena queda da PAM no grupo sedentario
aminoguanidina (100x1 mmHg vs. 9914 mmHg; p>0,05), em relacdo ao grupo
sedentario salina (104+3 mmHg vs. 89+5 mmHg; p<0,05), acompanhada de
aumento da FC em ambos os grupos. No APAM foi evidenciada uma menor queda
no grupo sedentario aminoguanidina, quando comparado ao grupo sedentario salina
(amino: APAM= -0,22+3 mmHg vs. salina: APAM= -15+4 mmHg; p<0,05).

As alteracdes cardiovasculares na PAM e FC observadas apos a
administracdo de LPS, no grupo treinado salina e no grupo treinado aminoguanidina
sdo mostradas nas Figuras 8 A e B.

Na fase 1, ndo houve diferencas significativas nos valores de PAM
nos grupos treinado salina e treinado aminoguanidina, ja em relagdo a FC o grupo
treinado aminoguanidina apresentou menores valores no AFC (AFC = +25+21 bpm),
quando comparado ao grupo treinado salina (AFC = +101+26 bpm), com p<0,05. Na

fase 2, o grupo treinado aminoguanidina apresentou queda significativa na PAM
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(111+£3 mmHg vs. 9916 mmHg, p<0,05), em relacédo ao grupo treinado salina (11212
mmHg vs. 1161 mmHg,p<0,05) acompanhada de aumento da FC em ambos os
grupos. O APAM, evidenciou a diferenga dos valores de PAM entre o grupo treinado
salina APAM= +4+2 mmHg e o grupo treinado aminoguanidina APAM= -12+5 mmHg,
com p<0,05. Na fase 3, ocorreu queda significativa nos valores de PAM entre os
grupos treinado salina (112+2 mmHg vs. 1004 mmHg), e grupo treinado
aminoguanidina (111£3 mmHg vs. 94+6 mmHg), que foi acompanhado de aumento
na FC em ambos os grupos. O grupo treinado salina apresentou o valor do
AFC=+1261£20 bpm, enquanto o grupo treinado aminoguanidina obteve o valor de
AFC =+60+21 bpm, evidenciando um menor aumento da FC no grupo treinado
aminoguanidina, com p<0,05.

As alteragbes cardiovasculares da PAM e FC nos grupos sedentario
aminoguanidina e treinado aminoguanidina apés a administragdo de LPS podem ser
observadas nas Figuras 9 A e B.

Na fase 1 ndo houve diferengas significativas nos valores de PAM e
FC nos grupos sedentario e treinado aminoguanidina. Na fase 2, houve uma queda
significativa nos valores de PAM no grupo treinado aminoguanidina (111+3 mmHg
vs. 9916 mmHg; p<0,05), em relagdo ao grupo sedentario aminoguanidina (100+2
mmHg vs. 95+4 mmHg; p>0,05), enquanto ocorreu um aumento significativo da FC
em ambos os grupos. Os valores de AFC evidenciaram um maior aumento da FC no
grupo sedentario aminoguanidina (AFC = +108+27 bpm), em relagdo ao grupo
treinado aminoguanidina (AFC = +38%7 bpm) (Fig.10 B; p<0,05). Na fase 3, ocorreu
queda significativa da PAM no grupo treinado aminoguanidina (111+3 mmHg vs.
9416 mmHg; p<0,05), em relacdo ao grupo sedentario aminoguanidina (100£2
mmHg vs. 99t4 mmHg; p>0,05), que foi acompanhada de aumento na FC em
ambos os grupos. O grupo treinado aminoguanidina apresentou APAM = -1714
mmHg, enquanto o grupo sedentario aminoguanidina APAM = -0,22+3 mmHg,
evidenciando uma maior queda na PAM no grupo treinado (p<0,05; Fig. 10 A e 20
A).
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Alteracbes em funcao do tempo na pressao arterial média (PAM) (A) e
na frequéncia cardiaca (FC) (B), apés a administragcdo de LPS no
grupo sedentario salina (n=9) e sedentario aminoguanidina (n=9). A
seta indica 0 momento da administracdo de LPS. * Diferenga entre o
grupo sedentario salina e o grupo sedentario aminoguanidina (p<0,05).
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FIGURA 8 — Alteragbes em fungdo do tempo na pressao arterial média (PAM) (A) e
na frequéncia cardiaca (FC) (B), apés a administragcdo de LPS no
grupo treinado salina (n=11) e grupo treinado aminoguanidina (n=8). A
seta indica 0 momento da administracdo de LPS. * Diferenga entre o
grupo treinado salina e grupo treinado aminoguanidina (p<0,05).
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FIGURA 9 — Alteragbes em fungdo do tempo na pressao arterial média (PAM) (A) e
na frequéncia cardiaca (FC) (B), apés a administragcdo de LPS no
grupo sedentario aminoguanidina (n=9) e grupo treinado
aminoguanidina (n=8). A seta indica o0 momento da administracdo de
LPS. * Diferenga entre o grupo sedentario aminoguanidina e grupo
treinado aminoguanidina (p<0,05).
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FIGURA 10 - Variagdo maxima da pressado arterial média (APAM) (A), e da
frequéncia cardiaca (AFC) (B), apés a administracdo de LPS no
grupo sedentario aminoguanidina (n=9) e no grupo treinado
aminoguanidina (n=8). Fase 1 = 5 minutos, Fase 2 = 25 minutos,
Fase 3 = 50 minutos. * Diferenga em relagdo aos valores basais (p<
0,05). # Grupo treinado vs. grupo sedentario (p<0,05).
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4.3.3 Efeitos do pré-tratamento com L-NAME

As alteragbes cardiovasculares na PAM e FC nos grupos sedentario
salina e sedentario L-NAME, apdés a administragdo de LPS podem ser vistas nas
Figuras 11 A e B. A administracdo de L-NAME promoveu aumento significativo da
PAM logo apos a sua administragéo (antes: 1103 mmHg vs. depois: 158+5 mmHg; t
= -10-0 minutos; p<0,05), que foi acompanhado de diminuigdo da FC (antes: 38614
bpm vs. depois: 287113 bpm; t = -10-0 minutos; p<0,05). O efeito tdnico do L-NAME
sobre a PAM pode ser evidenciado durante todo o periodo de registro (Fig.11 A). No
entanto, apds a administragdo de LPS foi observada uma maior queda dos valores
pressoricos do grupo sedentario L-NAME, quando comparado ao grupo sedentario
salina, que foi acompanhado de diminui¢ao dos valores da FC (Figs.11 A e B).

Na fase 1, houve queda significativa da PAM no grupo sedentario L-
NAME (158t5 mmHg vs 13648 mmHg, p<0,05), quando comparado ao grupo
sedentario salina (104+3 mmHg vs. 89+6 mmHg; p<0,05), acompanhada de
aumento significativo da FC somente no grupo sedentario salina (392+11 bpm vs.
465130 bpm; p<0,05). Em relagdo ao APAM n&o houve diferenca significativa entre
0s grupos, mas o valor do AFC foi significativamente maior no grupo sedentario
salina (AFC = +73+27 bpm), quando comparado ao grupo sedentario L-NAME (AFC
= +8+11 bpm).

Na fase 2, o grupo sedentario L-NAME apresentou queda
significativa dos valores de PAM (158t5 mmHg vs. 120+9 mmHg), quando
comparado ao grupo sedentario salina, sem alteragdes significativas na FC em
ambos os grupos. O APAM também evidenciou queda significativa nos valores de
PAM no grupo sedentario L-NAME (APAM = -38+11 mmHg), em relagdo ao grupo
sedentario salina (APAM = -5+2 mmHg), mas sem diferenca significativa nos valores
do AFC em ambos os grupos.

Na fase 3, o grupo sedentario L-NAME continuou a apresentar
queda significativa nos niveis da PAM (1585 mmHg vs. 10814 mmHg), em relacao
ao grupo sedentario salina (104+3 mmHg vs. 89+5 mmHg), acompanhada de
taquicardia em ambos os grupos. Os valores do APAM também mostraram a queda
na PAM no grupo sedentario L-NAME (APAM= -50£16 mmHg), em relagdo ao grupo

sedentario salina (APAM = -1414 mmHg), ndo havendo alteracdes significativas nos
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valores do AFC.

As alteracbes cardiovasculares na PAM e FC observadas apds a
administragao de LPS, no grupo treinado salina e treinado L-NAME podem ser vistas
nas Figuras 12 A e B.

A administracédo de L-NAME no grupo treinado promoveu aumento
na PAM (antes: 108+2 mmHg vs. depois: 127t4 mmHg; t = -10-0 minutos; p<0,05),
quando comparado ao grupo treinado salina (antes: 115+0 mmHg vs. depois:109+3
mmHg; t = -10-0 minutos; p<0,05), acompanhada de redugao significativa na FC no
grupo treinado L-NAME, em relacdo ao grupo treinado salina, sendo que estas
alteracdes se mantiveram apds a administragao de LPS, durante todo o periodo de
registro.

Na fase 1, ndo houve diferengas significativas nos valores de PAM
entre o grupo treinado salina e treinado L-NAME, ja em relagédo a FC, o grupo
treinado salina apresentou maiores valores (3048 bpm vs. 406+25 bpm; p<0,05),
em relagédo ao grupo treinado L-NAME. O AFC também mostrou maiores valores de
FC no grupo treinado salina (AFC = +101+£26 bpm), em relagdo ao grupo treinado L-
NAME (AFC = +0,38%£17 bpm), com p<0,05.

Na fase 2, ndo houve alteragdes significativas na PAM, ja o grupo
treinado salina apresentou maiores valores de FC (30418 bpm vs. 378+19 bpm;
p<0,05), em relacdo ao grupo treinado L-NAME, este aumento na FC também foi
evidenciado no AFC , onde o grupo treinado salina apresentou AFC = +74+23 bpm,
enquanto o grupo treinado L-NAME, AFC = +3+21 bpm, com p<0,05.

Na fase 3, houve queda na PAM no grupo treinado salina (11212
mmHg vs 1004 mmHg;p<0,05), enquanto houve um aumento na PAM no grupo
treinado L-NAME (112+2 mmHg vs. 12917 mmHg; p<0,05), sendo que somente o
grupo treinado salina apresentou um aumento significativo da FC. Em relagdo ao
APAM encontramos os seguintes valores: treinado salina APAM = -12+3 mmHg vs.
treinado L-NAME APAM = +6+7 mmHg, com p<0,05. O grupo treinado salina
apresentou AFC = +126+20 bpm, enquanto o grupo treinado L-NAME AFC = +36+24
bpm, com p<0,05.

As alteragdes cardiovasculares da PAM e da FC ao longo do tempo,
no grupo sedentario L-NAME e no grupo treinado L-NAME podem ser observadas
nas Figuras 13 A e B. A administracdo de L-NAME no grupo sedentario promoveu

um aumento inicial na PAM (antes: 1103 mmHg vs. 158+5 mmHg; t = -10-0
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minutos; p<0,05), seguido de queda da FC (antes: 387t4 bpm vs. 294115 bpm; t = -
10-0 minutos, p<0,05). O grupo treinado L-NAME apresentou um menor aumento na
PAM (antes: 108+2 mmHg vs. 1235 mmHg; t = -10—-0 minutos; p<0,05), também
seguido de queda da FC. A analise ao longo do tempo apds a administracado de LPS
mostrou queda inicial da PAM no grupo sedentario L-NAME, em relagdo ao grupo
treinado, sem alteracgdes significativas da FC em ambos os grupos (Figs. 13 A e B).

Na fase 1, o grupo sedentario L-NAME apresentou uma queda
significativa da PAM (158t5 mmHg vs. 136x8 mmHg; p<0,05), enquanto o grupo
treinado L-NAME apresentou uma atenuagao importante da resposta hipotensora
(123+5 mmHg vs. 122t6 mmHg), sem alteracdes significativas na FC. A atenuacao
da resposta hipotensora no grupo treinado L-NAME pode ser evidenciada também
no APAM (treinado: APAM = -0,63+4 mmHg vs. sedentario: APAM = -22+8 mmHg),
Fig. 14 A.

Na fase 2, houve queda na PAM no grupo sedentario L-NAME
(15815 mmHg vs. 120+9 mmHg; p<0,05), sem altera¢des significativas na PAM no
grupo treinado L-NAME e na FC de ambos os grupos (Figs. 13 A e B). Ja em relagéo
aos valores de APAM, o grupo sedentario obteve APAM = -38+11 mmHg, enquanto
0 grupo treinado elevacao do valores de PAM, com APAM = +4+6 mmHg, Fig. 14 A.

Na fase 3, as maiores alteragdes foram observadas nos valores do
APAM. O grupo sedentario L-NAME apresentou uma queda bastante importante na
PAM, com APAM = -50£16 mmHg, enquanto o grupo treinado L-NAME manteve os
niveis presséricos com APAM = +6+7 mmHg, sem alterag¢des significativas no AFC
(Fig. 14 A e B; Figs. 20 A e B).
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FIGURA 11 — Alteracbes em funcdo do tempo na presséao arterial média (PAM) (A) e

na freqliéncia cardiaca (FC) (B), apdés a administragdo de LPS no
grupo sedentario salina (n=9) e grupo sedentario L-NAME (n=9). A
seta indica o momento da administracdo de LPS. * Diferencga entre o
grupo sedentario salina e grupo sedentario L-NAME (p<0,05).
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FIGURA 12 — Alteracbes em funcdo do tempo na presséao arterial média (PAM) (A) e

na frequéncia cardiaca (FC) (B), apdés a administragdo de LPS no
grupo treinado salina (n=11) e grupo treinado L-NAME (n=8). A seta
indica 0 momento da administragdo de LPS. * Diferenca entre o grupo
treinado salina e grupo treinado L-NAME (p<0,05).
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FIGURA 13 — Alteracbées em fungao do tempo na presséao arterial média (PAM) (A) e
na frequéncia cardiaca (FC) (B), apdés a administragdo de LPS no
grupo sedentario L-NAME (n=9) e grupo treinado L-NAME (n=8). A
seta indica o momento da administragdo de LPS. * Diferenca entre o
grupo sedentario L-NAME e grupo treinado L-NAME (p<0,05).
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FIGURA 14 - Variagdo maxima da pressao arterial média (APAM) (A), e da
frequéncia cardiaca (AFC) (B), ap6s a administragdo de LPS no
grupo sedentario L-NAME (n=9) e no grupo treinado L-NAME (n=8).
Fase 1 = 5 minutos, Fase 2 = 25 minutos, Fase 3 = 50 minutos. *
Diferenca em relacdo aos valores basais (p< 0,05). # Grupo
treinado vs. grupo sedentario (p<0,05).
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4.3.4 Efeitos do pré-tratamento com DMSO e 7-NI

O DMSO foi utilizado como veiculo de dissolu¢gdo do 7-NI (inibidor da
NNOS). Por esta razdo, foram realizados experimentos no sentido de avaliar as
possiveis alteragdes cardiovasculares sobre a PAM e a FC, decorrentes do uso do
DMSO em animais sedentarios e treinados submetidos a endotoxemia.

Na figura 15 A e B podem ser vistas as alteragdes cardiovasculares
em fung¢ao do tempo sobre a PAM e a FC dos grupos sedentério e treinado DMSO
submetidos a administracdo de LPS. Na indugcdo da endotoxemia nos grupos
sedentario e treinado tratados com DMSO foram observadas trés fases distintas
durante as 2 horas de registro: uma diminuigéo inicial da PAM (fase1), seguida de
aumento na PAM (fase 2), e uma segunda queda na PAM (fase 3). Nao houve
diferenca estatistica entre os valores de PAM do grupo sedentario DMSO, em
relacdo ao grupo treinado DMSO (Fig. 15 A). No entanto, o grupo sedentario DMSO
apresentou maiores valores de FC quando comparado ao grupo treinado DMSO
(Fig. 15 B).

As Figuras 16 A e B mostram as alteragdes cardiovasculares sobre a
PAM e FC nos grupos sedentario DMSO e sedentario 7-NI, tratados com LPS. O
grupo sedentario 7-N| apresentou aumento significativo da PAM, em relagdo ao
grupo sedentario DMSO a partir dos 90 minutos de registro (p<0,05), sem alteragdes
significativas na FC em ambos os grupos.

As figuras 17 A e B mostram as alteracdes cardiovasculares sobre a
PAM e FC nos grupos treinado DMSO e treinado 7-NI submetidos a endotoxemia,
sendo que os grupos nao apresentaram alteragcdes significativas tanto na PAM
quanto na FC.

As figuras 18 A e B mostram as alteragdes em fungdo do tempo dos
grupos sedentario 7-NI e treinado 7-NI submetidos a endotoxemia, n&do havendo
diferencas significativas na PAM e FC entre os grupos.

Os efeitos maximos da administragdao de 7-NI sobre os parametros
cardiovasculares (APAM e AFC), nos grupos sedentario e treinado 7-NI podem ser
vistos nas Figuras 19 A e B. Nao houve diferencas estatisticas entre os valores de

APAM e AFC entre ambos os grupos.
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Em relacdo aos valores basais, na fase 1 o grupo sedentario 7-NI
apresentou queda na PAM (121+4 mmHg vs. 115£3 mmHg; t = 0-5 minutos; p<0,05),
acompanhada de taquicardia (309+12 bpm vs. 348+11 bpm; t = 0-5 minutos;
p<0,05), enquanto ndo houve alteragdes significativas no grupo treinado 7-NI. Na
fase 2, ndo houveram alteragdes significativas na PAM dos grupos em relagao ao
valor basal, havendo aumento significativo da FC em ambos os grupos. Na fase 3,
houve queda significativa da PAM seguida de aumento da FC em ambos os grupos.

As alteracbes da PAM e FC em relagado aos valores basais podem ser vistas nas
Figs. 19 A e B.
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FIGURA 15 — Alteragcbdes em fungdo do tempo na presséo arterial média (PAM) (A) e

na freqiéncia cardiaca (FC) (B), apdés a administragdo de LPS no
grupo sedentario DMSO (n=6) e grupo treinado DMSO (n=3). A seta
indica 0 momento da administragdo de LPS. * Diferenca entre o grupo
sedentario DMSO e grupo treinado DMSO (p<0,05).
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FIGURA 16 — Alteracbes em fungao do tempo na pressao arterial média (PAM) (A) e
na frequéncia cardiaca (FC) (B), apdés a administragdo de LPS no
grupo sedentario DMSO (n=6) e grupo sedentario 7-NI (n=8). A seta
indica 0 momento da administragdo de LPS. * Diferenga entre o grupo
sedentario DMSO e grupo sedentario 7-NI (p<0,05).
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FIGURA 17 — Alteragcbdes em fungdo do tempo na presséo arterial média (PAM) (A) e
na freqiéncia cardiaca (FC) (B), apdés a administragdo de LPS no
grupo treinado DMSO (n=3) e grupo treinado 7-NI (n=7). A seta indica
o momento da administragdo de LPS. * Diferenga entre o grupo
treinado DMSO e grupo treinado 7-NI (p<0,05).
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FIGURA 18 — Alteracbées em fungao do tempo na presséao arterial média (PAM) (A) e
na frequéncia cardiaca (FC) (B), apdés a administragdo de LPS no
grupo sedentario 7-NI (n=8) e grupo treinado 7-NI (n=7). A seta indica
o momento da administragdo de LPS. * Diferenga entre o grupo
sedentario 7-NI e grupo treinado 7-NI (p<0,05).
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FIGURA 19 - Variagdo maxima da pressado arterial média (APAM) (A), e da
frequéncia cardiaca (AFC) (B), ap6s a administragdo de LPS no
grupo sedentario 7-NI (n=8) e no grupo treinado 7-NI (n=7). Fase 1
= 5 minutos, Fase 2 = 25 minutos, Fase 3 = 50 minutos. * Diferenga
em relagao aos valores basais (p< 0,05).
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Variagdo maxima da pressao arterial média (APAM) (A), e da
frequéncia cardiaca (AFC) (B), 50 minutos apds a administracao de
LPS (Fase 3), nos grupos sedentarios e treinados submetidos aos
diferentes tratamentos (salina, DMSO, aminoguanidina, L-NAME e
7-NI). * Diferenca entre grupo sedentario e grupo treinado (p< 0,05).
# Diferenca entre sedentario tratado e sedentario salina (p<0,05). **
Diferenca entre grupo treinado tratado e grupo treinado salina
(p<0,05). ## Diferenca entre treinado DMSO e treinado 7-NI
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4.4 ANALISE DO EDEMA PULMONAR E QUANTIFICAGAO DE TNF-o EM ANIMAIS COM
ENDOTOXEMIA INDUZIDA POR LPS

A analise do edema pulmonar foi realizada em animais sedentarios
(SED), e em animais submetidos ao treinamento fisico (TF), tratados com salina
(0,9%), aminoguanidina (20mg/kg), L-NAME (20mg/kg) e 7-NI (8mg/kg) e
submetidos a endotoxemia pela administracao de LPS (5mg/kg).

O edema pulmonar foi uma das alteragdes promovidas pela
administragdo de LPS em animais SED e TF. Entretanto, o indice de edema
pulmonar (IEP) e o ganho de peso pulmonar (GPP) em animais TF foi
estatisticamente baixo (IEPSED = 0,65+0,01 vs. IEPTF = 0,60+0,02; p<0,05;
GPPSED = 0,68+0,02 vs. GPPTF = 0,3810,09; p<0,05; Fig. 21A e B). O grupo
sedentario e treinado submetido ao tratamento prévio com aminoguanidina, um
inibidor da INOS; apresentou uma diminuicdo do ganho de peso pulmonar e do
indice de edema pulmonar em relacdo aos grupos sedentario e treinado tratados
com salina (Fig. 22A e B). Apds o bloqueio da iNOS, os valores do IEP e do GPP
foram reduzidos nos grupos sedentario e treinado, sugerindo um papel da iINOS no
edema pulmonar em ambos os grupos.

O tratamento prévio com L-NAME n&o modificou o indice de edema
pulmonar no grupo sedentario, em relagdo ao grupo sedentario salina. Entretanto, o
grupo treinado L-NAME apresentou maiores valores no |IEP, quando comparado ao
grupo sedentario L-NAME (Fig.22). Estes efeitos sugerem um papel protetor da
cNOS no edema pulmonar em animais treinados.

A administracdo de 7-NI n&o causou alteragéo significativa, tanto no
grupo sedentario quanto no grupo treinado (Fig. 22), sugerindo que a nNOS pode
nao participar no edema pulmonar induzido por LPS.

A administracado de LPS aumentou as concentragdes plasmaticas de
TNF-a no grupo sedentario para 2980+41pg/ml apds 2 horas. No grupo treinado a
administragao de LPS também promoveu aumento dos niveis plasmaticos de TNF-q,
mas numa menor proporgao: 2434pg/ml (p<0,01). O tratamento prévio com L-NAME
aumentou as concentragdes de TNF-a induzidas pela administracdo de LPS em
ambos os grupos, sendo que o grupo treinado apresentou as maiores concentragdes
(Fig. 23).



65

A
1.0+
=4 *
-
>‘<’ 0.5
o .
o
—
o
o
0.0~
B
1.0+ . .
Bl cedentario+salina
Treinado +salina
C
o 0.5 *
o
(O]
0.0~

FIGURA 21 — indice de edema pulmonar (peso pulmonar/peso corporal X 100) (A), e
ganho de peso pulmonar (B), 5 horas ap6s administragdo de LPS em
animais sedentarios (SED: n=6) e treinados (TF: n= 5). * Diferengca em
relacdo ao grupo sedentario (p<0,05).
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indice de edema pulmonar (IEP: peso pulmonar/peso corporal X 100)
(A) e ganho de peso pulmonar (GPP) (B), 5 horas apds a
administragdo de LPS em animais sedentarios e treinados salina
(SED: n=6; TF: n=5), pré-tratados com L-NAME (20mg/kg)(SED:
n=13; TF:n=11); ou aminoguanidina (Amino 20mg/kg)(SED: n=9; TF:
n=6); ou 7-nitroindazol (7-NI: 8mg/kg)(SED: n=7; TF: n=5). * Diferenca
em relagdo ao sedentario (p<0,05). # Diferenca em relagdo aos
grupos salina (p<0,05).
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Concentragbes plasmaticas de TNF-o. nos varios grupos em
condigdes basais (Sedentario: SED, Treinado: TF), ou 2 horas apos
a administracao de LPS. LN = L-NAME. Os valores representam a
média tEPM e correspondem a dois experimentos independentes,
utilizando 4 ratos por grupo. As diferengas entre as concentragdes
de TNF-a foram analisadas através do teste ANOVA de duas vias
seguido do teste de Bonferroni. * Diferenga em relagdo ao grupo
sedentario; # Diferenga em relagdo ao grupo sedentario LPS (SED
+ LPS); ** Diferenca em relagdo ao grupo treinado (TF); ##
Diferenca em relagé&o ao grupo treinado LPS (TF+LPS) (p<0,01).
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5 DISCUSSAO

Esta bem estabelecido na literatura que a endotoxemia produz
faléncia multipla de érgaos, a qual é causa frequente de morte em pacientes que
desenvolvem choque séptico. Em varios modelos experimentais, a endotoxina leva a
um aumento da atividade da INOS e da liberacdo de NO pelo endotélio
(KILBOURN, 1998). O NO é produzido em grandes quantidades pela iNOS
(SCHULZ et al., 1992), o que pode contribuir significativamente para os efeitos
deletérios da endotoxemia, como a hipotensdo (THIMMERMANN & VANE, 1990),
hiporesponsividade aos vasoconstritores (JULOU-SCHAEFFER et al., 1990; GUC et
al., 1990), depressao cardiaca (RANGEL-FRAUSTO et al., 1995), lesdo e disfungao
dos 6rgaos no choque séptico (ISKIT et al., 1999).

Os mecanismos envolvidos nas adaptagdes ao exercicio fisico sao
complexos, sendo que, o equilibrio entre seus efeitos benéficos, e prejudiciais
dependem, sobretudo, da intensidade do exercicio. Nossos dados mostraram que
houve bradicardia de repouso, aumento do indice de massa muscular cardiaca,
aléem de menor ganho de peso corporal nos animais treinados. Alguns estudos
mostram que o treinamento fisico aerdbico de baixa intensidade como a natagao,
leva a bradicardia de repouso que pode ser considerada um dos marcadores mais
importantes de efetividade do treinamento fisico. Um dos mecanismos sugeridos
para a diminuicdo da FC nos animais treinados seria o aumento do ténus vagal
cardiaco (De ANGELIS et al., 2004). Segundo alguns autores, o treinamento fisico
estd associado com menor consumo de oxigénio pelo miocardio, além de aumento
do volume de ejecédo cardiaco (MEDEIROS et al., 2004; WISLOFF et al., 2001).
Outros estudos indicam que o treinamento fisico por natagdo em ratos, além de
promover perda de peso corporal, promove aumento de 12 a 31% no indice de
massa muscular cardiaca. (SCHAIBLE et al., 1979; EVANGELISTA et al., 2003).

Neste estudo, nds investigamos o envolvimento dos inibidores das
vias indutiva e constitutiva da NOS nas respostas cardiovasculares em animais
sedentarios e treinados. Nossos dados mostraram uma resposta pressora ténica nos
grupos sedentarios e treinados tratados com L-NAME (inibidor da cNOS), onde
houve um aumento nos valores da pressado arterial média em relagdo ao basal,

acompanhados de bradicardia. No grupo treinado com a administragdo de L-NAME,
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houve uma menor resposta hipertensiva, quando comparado ao grupo sedentario L-
NAME, com uma tendéncia numérica a menores valores de FC. Varios estudos
demonstram que a administracdo aguda de L-NAME promove aumento na PAM e
que quando este inibidor € usado de forma crénica (STRUNK et al., 2001), ocorre
hipertensdo em ratos normais (HUSAIN K., 2002). O treinamento fisico tem como
caracteristica menores valores de frequéncia cardiaca (bradicardia de repouso), que
€ dado através de adaptagbes do sistema nervoso autbnomo. Alguns autores
propdem que estas adaptacbes possam ocorrer via modulagado periférica da
atividade simpatica. Ainda ndo esta claro, se a modulagdo simpatica ocorre por
reducao do numero ou da afinidade de receptores 3 - cardiacos ou por redugao do
fluxo central simpatico (DIXON et al., 1992; STONE et al.,1985). Dados do
laboratério evidenciaram que apos este mesmo protocolo de treinamento fisico, o
fluxo simpatico central estaria atenuado, caracterizado por uma menor resposta
pressora ao nivel do RVLm pela administracdo local de L-glutamato (MARTINS-
PINGE et al., 2005). Além disso, o treinamento fisico esta associado a um aumento
da expressdo da eNOS e da nNOS nos musculos ventilatorios e das extremidades
(VASSILAKOPOULQOS et al., 2003), e também a um aumento da produgéo de 6xido
nitrico em vasos coronarios e artérias do musculo esquelético (GREEN et al., 1996).
Ha consideraveis evidéncias indicando que o NO exerce um efeito inibitério no
controle simpatico da fungao cardiaca tanto em animais controle quanto em animais
treinados. Varios estudos tém sugerido, que uso de inibidores da eNOS e da nNOS
aumentam a liberacdo de norepinefrina durante a estimulagdo simpatica em
coragdes isolados de ratos, sendo que este efeito persiste mesmo em preparagdes
onde o endotélio foi retirado, sugerindo neste caso, que a possivel fonte de NO
possa ser proveniente da via neuronal (SCHWARZ et al., 1995; SEARS et al., 1998).
Estes achados sugerem que o treinamento fisico aumenta a produgéo de NO, e que
este pode contribuir para a redugéo da atividade simpatica e consequente atenuagéao
das respostas pressoras observadas no grupo treinado tratado com L-NAME,
quando comparado ao grupo sedentario.

Nos animais tratados com 7-NlI, inibidor da nNOS, foi observado um
aumento dos valores da PAM em relagao ao basal, tanto no grupo sedentario quanto
no grupo treinado, entretanto, ndo observamos diferenca significante entre os
grupos. Uma das acdes periféricas do NO derivado da nNOS é reduzir a liberagéo
de norepinefrina (SCHWARZ et al., 1995), e facilitar a liberagdo de Ach que inibe as
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respostas a estimulagdo nervosa simpatica e facilita a agao cronotropica negativa da
estimulacdo vagal (SEARS et al., 2004). O aumento da pressao arterial média
observada apdés a administracdo de 7-NI em nosso estudo seria provavelmente
decorrente de um aumento da liberacdo de norepinefrina e da estimulagao
simpatica.

nao apresentou alteragdes significativas na PAM em relagdo ao valor basal, o que
sugere uma maior seletividade da aminoguanidina no bloqueio da iNOS, que na
auséncia de estimulos imunolégicos nao possui efeito tdnico importante. Alguns
estudos que utilizaram doses maiores de aminoguanidina observaram aumento
significativo na PAM, provavelmente em fungdo da inibicdo da atividade da cNOS
(HOCK et al., 1997; GRIFFITHS et al., 1993). No entanto, no grupo treinado a
aminoguanidina promoveu atenuacado da resposta pressora ténica, em relagdo ao
grupo sedentario. O significado fisioldgico desse efeito é ainda desconhecido.

As alteracbes da pressdo sanguinea apds a administragdo
endovenosa de LPS em ratos acordados tém sido observadas em outros estudos
(LIN et al., 2006). Nossos dados mostraram trés fases distintas na presséo arterial
média (PAM) em ratos sedentarios e treinados apds o LPS, onde observamos uma
resposta hipotensiva atenuada no grupo de animais treinados. Um resultado similar
foi obtido em um recente estudo (CHEN et al., 2007), no qual os ratos foram
treinados em esteira motorizada. Este estudo também mostrou que o treinamento
fisico promove atenuagcdo nas concentragdes plasmaticas de nitrito/nitrato e nas
citocinas proé-inflamatorias.

Nossos dados mostraram que o exercicio fisico €& benéfico,
atenuando as anormalidades cardiovasculares no modelo de endotoxemia induzido
pela administracdo de LPS. Uma das vantagens do nosso trabalho foi o uso de
animais acordados, o que permitiu a avaliagdo sem a interferéncia da anestesia. A
literatura tem mostrado que o uso de anestesia reduz o tempo de sobrevida de
animais submetidos ao choque séptico (SHEN et al., 2004). Além disso, o uso da
anestesia parece estar associado com alteragbes nos niveis de RNA mensageiro
para a iNOS no pulmdo (MARTINEZ et al., 2000).

Ha fortes evidéncias que a administragcao de inibidores da NOS é
benéfica na restauracao da presséao arterial e da reatividade vascular em humanos e

em modelos experimentais de septicemia em animais. No sentido de avaliar o efeito
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da inibicao direta da iINOS sobre as alteragbes cardiovasculares induzidas pelo LPS,
foi realizada a administracdo prévia de aminoguanidina. Estudos anteriores
mostraram que a aminoguanidina é cerca de 30-40 vezes mais seletiva para a iINOS
do que para a cNOS. (CORBETT et al.,1992; GRIFFITHS et al., 1993).

Nossos dados mostraram que houve atenuagdo da resposta
hipotensora e da taquicardia apds a administragdo de LPS no grupo sedentario
tratado previamente com aminoguanidina, quando comparado ao grupo sedentario
tratado com salina. Varios estudos tém demonstrado, que a inibicdo seletiva da
INOS atenua a hipotensdo induzida por LPS através do aumento da resisténcia
vascular sistémica sem efeitos prejudiciais na funcdo cardiaca (HAUSER et al.,
2005). Outros estudos demonstraram que a disfungdo cardiaca e a liberagéo
aumentada de oOxido nitrico observadas na endotoxemia podem estar associadas
com altas concentragbes plasmaticas de citocinas pré-inflamatérias, e com o
aumento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio no miocardio. Animais
tratados com inibidores da iINOS apresentam niveis reduzidos de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (HAUSER et al, 2005; STRUNK et al., 2001,
ENKHBAATAR et al., 2004).

O grupo treinado tratado previamente com aminoguanidina
apresentou uma maior hipotensao induzida pela administracdo de LPS, seguida de
menores variagdes na taquicardia, quando comparado ao grupo sedentario tratado
com aminoguanidina. Esse resultado nos surpreendeu, ja que a literatura tem
mostrado um elevado numero de trabalhos que apontam para um papel chave da
INOS na hipotensao caracteristica da sepse, € que o bloqueio da INOS promove
atenuacdo da hipotensdo (BONE et al., 1997; THHMMERMANN & VANE, 1990;
VANHOUTTE, 2001; ALBERTINI et al., 2002; VONA-DAVIS et al., 2002). Varios
trabalhos “in vitro” e “in vivo” tém evidenciado que ha uma auto-regulagdo das
isoformas da NOS. Nestes trabalhos, o uso do bloqueio farmacolégico ou de animais
“knockout” para a cNOS levou a uma producao excessiva de NO via iNOS e vice-
versa (SCOTT et al., 2002; MARIOTTO et al., 2004; PERSCHINI et al., 2006).
Assim, baseado nesses achados, é possivel que uma vez que a via indutiva da NOS
esteja bloqueada, a atividade da cNOS torne-se mais evidente, e estando
aumentada pelo treinamento fisico, seja responsavel pela hipotensdo observada nos
animais treinados tratados com aminoguanidina.

O grupo sedentario L-NAME submetido a endotoxemia apresentou
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maiores valores de PAM a partir do tempo 0 minuto, quando comparado ao grupo
sedentario salina, caracterizando a inibicdo da cNOS. No entanto, embora os valores
reais da PAM durante a endotoxemia em ratos tratados com L-NAME tenham sido
maiores que no sedentario salina, a diminuicdo na PAM durante as 3 fases da
endotoxemia foi acentuada apdés o tratamento com L-NAME, sugerindo que a via
constitutiva parece proteger contra os efeitos hipotensivos da sepse. Camundongos
“knockout” para cNOS apresentam aumento na pressao arterial basal (SHESELY et
al., 1996). Segundo STRUNK et al.( 2001), o L-NAME restaura os valores da PAM
na sepse via inibicdo da eNOS, aumentando a resisténcia vascular periférica. Além
disso, foi encontrado que em ratos normais sedentarios, o L-NAME diminui a
vasodilatagdo endotélio-dependente de Ach, a qual pode ser resultado direto da
inibicdo da eNOS (VARGAS et al.,, 1994). Em experimentos realizados com céaes
submetidos a endotoxemia, o tratamento com inibidores da cNOS restaurou a
resisténcia vascular sistémica, mas reduziu a forca de ejeg¢ao cardiaca e o fluxo
sanguineo na artéria femoral (KLABUNDE et al., 1991). Varios estudos
demonstraram que o bloqueio da cNOS através do L-NAME reverte a hipotenséo,
mas também altera o fluxo sangliineo nos 6rgaos e reduz a oxigenagao e a forga de
ejecao cardiaca em modelos de septicemia (AVOUNTUUR et al., 1995; PETROS et
al., 1994).

O pré-tratamento com L-NAME nos animais treinados bloqueou
totalmente os efeitos hipotensivos observados nas 3 fases da endotoxemia por LPS.
Esse resultado nos permite concluir que neste modelo de sepse, a via constitutiva,
ao contrario do que ocorre nos animais sedentarios, parece ter um papel relevante
na manutencdo dos valores pressoricos nos animais treinados. Uma possivel
explicacdo para esse resultado seria baseada nas evidéncias de que camundongos
transgénicos com superexpressao de eNOS mostraram-se resistentes a hipotensao
induzida pela administragdo de LPS (YAMASHITA et al., 2000), e que animais
submetidos a diferentes protocolos de treinamento fisico, apresentaram aumento na
expressdo das enzimas constitutivas da NOS em diferentes tecidos e 6rgaos
(SESSA et al., 1994; McALLISTER & LAUGHLIN, 2006; HUSAIN, 2004; ZHENG et
al., 2005). Além disso, dados encontrados na literatura mostram que existe uma
auto-regulagdo na expressao das isoformas da NOS, onde agentes liberadores de
NO como o nitroprussiato de sédio, previnem a expressao da iINOS em neutréfilos
de ratos tratados com LPS (MARIOTTO et al., 2004; PERSCHINI et al., 2006).
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Assim, é possivel que haja um aumento da expressao da cNOS no animal treinado,
e os niveis de NO aumentados possivelmente levariam a atenuacado da expressao
da iNOS. Embora nés ndo tenhamos dosado as concentragbes de NO no sangue
dos nossos animais, nossos dados utilizando bloqueio farmacolégico com baixas
doses dos inibidores, sugerem que apds treinamento fisico a expressao da cNOS
esteja aumentada, enquanto a iNOS esteja atenuada.

Nossos dados mostraram que o pré-tratamento com 7-NI ndo
modificou as respostas pressoras dos animais sedentarios, comparados com
animais tratados com salina ou com DMSO, e que nos animais treinados também
nao foram observadas alteracbes na pressao arterial pelo 7-Nl. No entanto, a
resposta de freqUéncia cardiaca nos animais treinados e tratados com 7-NI se
mostrou acentuada para a taquicardia durante as fases 2 e 3 quando comparados
com o veiculo DMSO. Dados da literatura corroboram esses achados. Em
camundongos “knockout” para nNOS, foi evidenciado um aumento da freqténcia
cardiaca em relagdo aos controle selvagens, sendo indicativo de uma atenuagao da
atividade vagal cardiaca. Dessa forma, parece que o NO derivado da nNOS tem um
papel importante no controle vagal como modulador da frequéncia cardiaca (SEARS
et al., 2004; JUMRUSSIRIKUL et al., 1998). Este papel modulatério do NO sobre as
respostas autonémicas cardiacas parece ser importante em situacbes onde ha
aumento de expressdao da nNOS, como no exercicio fisico. Camundongos
submetidos ao treinamento fisico apresentaram um aumento de 73% da expresséo
da nNOS e aumento da bradicardia vagal, a qual foi inibida através do uso de um
inibidor especifico da nNOS (DANSON & PATERSON, 2003).

A literatura tem mostrado que todas as isoformas da NOS estao
presentes no trato respiratorio (ASANO et al., 1994). A eNOS esta localizada nas
células endoteliais dos vasos sanguineos pulmonares, a NnNOS nos nervos das vias
aéreas de animais e humanos e a INOS em varios tipos celulares como macréfagos,
células epiteliais alveolares do tipo Il, mastdcitos, células endoteliais, neutrdéfilos e
condrécitos (RICCIARDOLO et al., 2003). As isoformas trabalham em conjunto para
regular o tdnus da musculatura lisa aérea e as respostas imunes e inflamatdrias.

No presente estudo, nds também analisamos o edema pulmonar
como efeito da endotoxemia, e a participacdo das vias constitutiva e indutiva de
producao de éxido nitrico, em animais sedentarios (SED) e treinados (TF). A escolha

da dose de LPS foi baseada em estudos prévios, onde 5mg/kg promoveu um
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aumento significativo no indice de edema pulmonar (IEP) (LEE et al., 2001). Nossos
dados sugerem que o bloqueio da INOS pela aminoguanidina (20mg/kg), é
importante na reducdo do IEP em ratos acordados, pelo menos na fase inicial da
endotoxemia (MEHANNA et al., 2007). Embora ndés n&o tenhamos observado
qualquer diferenca no indice de edema pulmonar entre SED e TF quando a
aminoguanidina foi utilizada, o ganho de peso pulmonar (GPP), foi reduzido mais
intensamente em animais treinados. Nossos dados junto com outros na literatura,
sugerem que o NO derivado da iNOS atua como um importante mediador no edema
pulmonar agudo induzido por endotoxemia. Por outro lado, a cNOS parece proteger
o0 pulmao contra o edema, pois houve um aumento do indice de edema pulmonar
apos o L-NAME (inibidor da cNOS) no grupo treinado, e um aumento numérico no
grupo sedentario. No nosso estudo também avaliamos a participagdo da nNOS no
edema pulmonar por endotoxemia. No entanto, nés ndo observamos qualquer efeito
apos a administracdo de 7-NI anterior ao LPS em nenhum dos grupos estudados,
sugerindo que a nNOS n&o participe do edema pulmonar agudo induzido por LPS.
Dessa forma, é possivel especular que o bloqueio com L-NAME poderia estar mais
relacionado ao bloqueio da eNOS do que da nNOS. Embora, em nosso estudo nao
foi mensurada a expressdao da eNOS nos pulmdes, € possivel que o efeito
diferencial do L-NAME no IEP de animais treinados possa estar relacionado com a
producdo basal aumentada do 6xido nitrico pela eNOS nestes animais. De fato, foi
observado apés o treinamento fisico de curto periodo, um aumento da expressao da
eNOS no tecido arterial pulmonar (JOHNSON et al., 2001).

Nosso estudo demonstrou que 2 horas apds a administracdo de
LPS, houve um aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a em ambos os grupos
SED e TF, mas esse aumento foi menor nos treinados. Nossos dados também
mostraram que as alteragcdes induzidas pelo LPS no TNF-a plasmatico foram
aumentadas pelo L-NAME, e este efeito foi maior nos ratos treinados. A possivel
implicacdo destes achados € que as citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-q,
geralmente precedem a ativagdo da iNOS sob condi¢bes sépticas. Apds a inibigao
da cNOS, mais TNF-a seria produzido, e desta forma mais iINOS poderia ser ativada.
E possivel que o treinamento fisico possa influenciar muitos aspectos da
endotoxemia através de acgdes antiinflamatérias e o NO proveniente da cNOS
parece exercer um papel importante.

E possivel que nos ratos treinados, esta protecdo dada pela cNOS
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possa ser uma adaptacao caracteristica do exercicio fisico que protege contra o
edema pulmonar. A literatura tem mostrado que o exercicio fisico aumenta a
expressdo da eNOS em muitos tecidos (VASSILAKOPOULOS et al., 2003;
LAUGHLIN et al., 2004; GREEN et al., 2004). Nossos dados com L-NAME em ratos
treinados, estdo em concordancia com o aumento da expressao da eNOS nos
pulmbes pelo treinamento fisico. A razado para este efeito ainda é desconhecida, mas
resultados similares foram obtidos com camundongos transgénicos acordados com
superexpressao da eNOS, apds a administragcado de LPS (YAMASHITA et al., 2000).

Nossos dados sobre o papel da INOS no edema pulmonar induzido
por LPS estdo de acordo com a literatura, onde tem sido sugerido que muitos
aspectos da lesdo pulmonar sdo melhorados pelos inibidores da INOS e os efeitos
da sepse sdo agravados pelos inibidores da cNOS, como o L-NAME (MEHTA,
2005). Entretanto, a literatura tem mostrado também uma atenuacdo do edema
pulmonar e do NO exalado em pulmdes isolados e perfundidos “in vivo” apds o
tratamento com aminoguanidina e L-NAME (LEE et al, 2001), ou em ratos
acordados apos L-NAME (LIU et al., 2007). A discrepancia com os nossos dados
pode ser dada pelo uso de anestesia, a qual € conhecida por ativar a via da iINOS
(LOSONCZY et al., 1997) ou no caso de ratos acordados pelo uso de diferentes
doses de LPS ou L-NAME (LIU et al., 2007).

A inibicdo da cNOS pode levar a outros efeitos nos vasos
pulmonares. A presséao arterial pulmonar aumentada apos a inibicdo da cNOS tem
sido demonstrada em varios modelos experimentais (MEYER et al., 1994; HINDER
et al., 1998, 1999). Este aumento pode afetar o balango de fluidos pulmonares.
Embora ndés ndo possamos descartar a possibilidade de que o L-NAME aumente a
pressdo pulmonar, o aumento do IEP foi observado somente no grupo treinado,
sugerindo que este efeito pode nao ser relacionado somente ao ténus vascular
pulmonar.

O tempo apds o LPS onde nés observamos as alteracées no IEP
estd de acordo com a literatura, que tem demonstrado que a expressdao do RNA
mensageiro da iNOS apds o LPS em ratos acordados alcangam um pico no coragao,
pulm&o, bago e figado entre 3 e 6 horas e retorna ao nivel basal em 24 horas (LIN et
al., 2006).

Em resumo, as adaptagdes cardiopulmonares promovidas pelo

treinamento fisico parecem ser benéficas, se contrapondo as anormalidades
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observadas na fase inicial da sepse induzida por LPS. Acreditamos que o NO da via
constitutiva deve participar desse processo. O presente estudo avaliou pela primeira
vez o0 papel das vias enzimaticas no desenvolvimento do edema pulmonar e nas
respostas cardiovasculares em ratos acordados e submetidos a endotoxemia e os
efeitos preventivos do treinamento fisico. Para isso foram usados diferentes
inibidores da NOS como ferramentas farmacolégicas. Embora baixas concentracdes
de inibidores tenham sido usadas para garantir seletividade, n6s acreditamos que
seria importante analisar a expressao da NOS nos tecidos durante a endotoxemia
nos animais sedentarios e treinados para melhor elucidar o fenédmeno. Para tanto,

estudos futuros serdo necessarios para alcangar esse objetivo.
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6 CONCLUSOES

As alteragbes promovidas pelo treinamento fisico mostraram-se
benéficas, no sentido de se contrapor as anormalidades cardiovasculares,
pulmonares e imunoldgicas observadas na fase inicial da endotoxemia induzida pelo
LPS.

As analises cardiovasculares revelaram papéis diferentes durante a
endotoxemia para as isoformas da NOS, onde a iNOS parece ser predominante nos
animais sedentarios, enquanto a cNOS nos animais treinados.

Além disso, a inibicdo da cNOS pelo L-NAME revelou um papel
protetor desta via sobre o edema pulmonar e a produ¢cdo de TNF-a durante a

endotoxemia nos animais sedentarios e especialmente nos treinados.
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Abstract

Sepsis is characterized by systemic hypolension, hyporeactiveness o vasoconstrictors, impaired tissue perfusion, and multiple onzan Gilure,
During exercise training (ET), dynamic cardiovascular adjustments take place to maintain proper blood pressure and adjust blood supply to
di Terent vascular beds, The aim of this study was 1o investigate whether ET protects against the canliovascular abnormalities induced by LPS, a
madel of experimental endotoxemia, and o evaluate the mle of nitric oxide (NO) in pulmanary edema.

Wistar rats were subjected to swimming training (up to | hiday, 5 days'week for 4 weeks) afler which their femoral artery and vein were
catheterized. LPS (3 mg'ke, iv.), injected incontrol {C) and treined animals (ET), promoted 3 distinet phases in mean arterial pressure (MAP) and
heant rate (HR). Afler ET the alterations in MAP were attenuated. The ET animals showed a lower pulmonary edema index (PED) after LPS
(C=0.654000; ET=0.60£0.02), which was attenuated after treatment with aminoguanidine in both groups (C=0.5340.02; ET=0.5340.02,
p=005). After LINAME, PEI was enhanced numerically in the C and was statistically higher in the ET group (C=0.7320.05; ET=1.30403,
p=005). T-nitroindazole did not promote any alteration in either group.

The adaptations promoted by ET seem to be beneficial, counteracting the canliovascular abnomnalities and pulmonary edema seen in

septicemia induced by LPS. The results suggest that iNOS aggravates and ¢NOS protects against this pulmonary edema.

© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Pulmonary edema; L-NAME; Aminoguanidine; Arterial

; Exercise traini

Introduction

Sepsis 1s associated with profound cardiovascular abnor-
malities characterized by hypotension, decreased systemic
vascular resistance, increased cardiac output, altered vascular
reactivity to contractile agents, and a high mortality rate
(Pamilo, 1993). Cardiovascular abnormality in severe sepsis is a
secondary effect derived of the release of various inflammatory
mediators that include nitric oxide (NO).
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NO, a multifunctional second messenger with numerous
biological functions, is synthesized from L-arginine by a group
of hemoproteins known as nitric oxide synthases (NOS). To
date, three isoforms of NOS have been identified. Neuronal
NOS (nNOS, NOS I) and endothelial NOS (eNOS, NOS 11} are
calcium-dependent isoforms that are expressed constitutively
under physiological conditions (Moncada and Higgs, 1993). In
contrast, the activity of NOS II (iNOS), the expression of which
is induced by immunological stimuli, is calcium independent
(Moncada and Higgs, 1993). Other reports suggest the presence
of a mitochondrial isoform of NOS with characteristics
intermediate between constitutive (¢NOS) and inducible NOS
(Giulivi et al., 1998).

The INOS isoform can be stimulated in inflammatory
conditions (Szabo et al., 1995; Canussi ct al, 1998; Lee
ct al., 2002). The sources of INOS may be endothelial cells,
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epithelial cells, macrophages, neutrophils, vascular smooth
muscle and fibroblasts (Kengathavan et al., 1996; Wang et al.,
1999; Lee et al, 2002; Kao et al,, 2004). It has been shown that
synthesis of INOS leads to production of NO and free radicals,
resulting in systemic hypotension and tissue injury in
septicemia (Kirkeboen and Stand, 1999; Vanhoutte, 2001;
Chen et al., 2003). NO from iINOS may cause myocardial
dysfimction and thus contribute to systemic hypotension and
shock (Herberstson et al., 1996, 1997; Suffredini, 1998). INOS
activation is also involved in pulmonary edema induced by
endotoxemia (Wang et al., 1999),

It is generally accepted that NO contributes significantly to
the key pathophysiologic features of acute lung injury (AL,
such as protein-rich pulmonary edema, oxidative stress, and
surfactant dysfinction. Many authors have reported that
mereased INOS activity mediates microvascular injury and
protein-rich pulmonary edema in a variety of animal models of
ALL such as endotoxemia induced by lipopolysaccharide (LPS)
administration (Laszlo et al,, 1995; Pheng etal., 1995; Li et al,
1998 ; Numata et al., 1998; Scumpia et al., 2002; Koizumi et al.,
2004). On the other hand, the role of cNOS in sepsis seems
controversial, as L-NAME can inhibit the mcrease in exhaled
NO from the hings of septic rats, but does not reduce hung
inflammation, and may even worsen it (Aaron et al., 1998),

An appreciable number of experimental studies have shown
that cNOS and INOS are inversely regulated, either in a cell or
in tissues. In this respect, it has been noted that many
compounds that either stimulate the catalytic activity of
cMNOS, or upregulate the expression of the enzyme, are reported
to act as downregulators, or suppressors, of INOS expression
{Colasanti and Suzuki, 2000; Mariotto et al., 2004; Persichini et
al, 2006). In a recent study (Comini et al, 2005), it was
observed that nNOS and eNOS in cardiac myocyies were
downregulated in response to LPS wreatment, while iNOS was
upregulated. The cvtosolic calcium seems to be affected by
LP'S, but probably not through endogenous NO production. The
study suggests that all NO isoforms are altered by endotoxemia
and in different ways. It is well known that regular exercise has
protective effects against cardiovascular diseases (Russel et al.,
1989; Tipton et al, 1991; Shephard and Balady, 1999). One
possible underlying mechanism for this is the alteration of
endothelinm-dependent vascular responses in favor of vasor-
elaxation. Indeed, previous studies have demonstrated that
chronic exercise increases Ach-induced endothelium-dependent
vasorelaxation and decreases norepinephrine-induced vasocon-
striction by increasing NO production (Chen and Li, 1993; Delp
etal, 1993; Parker et al,, 19%4; Chen et al., 1994, 1996),

Exercise has been implicated as an important factor in the
upregulation of both eNOS (Sessa et al., 1994) and nNOS
(Mohan et al,, 2000) expression. Alongside this, various
pattems of iNOS expression have been observed: a decrease
in the iINOS activation in rabhit aortae by & weeks of treadmill
exercise training (Yang and Chen, 2003), no change in limb and
ventilatory muscles after 4 weeks of treadmill training
{Vassilakopoulos et al., 2003) or even an increase in iNOS in
endothelial cells of rat aorta after 10 weeks of unning (Yang et
al., 2002). The fact is that the NO metabolism in the exercised

subjects seems to be altered. The actual change may depend on
the kind or intensity of exercise and may contribute to the
cardiovascular conditioning due to exercise training, In a very
recent paper (Chen etal., 2007), the septic responses to exercise
fraining were evaluated in conscious rats. However, the
mvolvement of nitric oxide afler exercise raining in cardio-
vascular and pulmonary effects induced by endotoxemia has
still not been evaluated.

The aim of our study is to investigate a possible protective
mechanism promoted by exercise fraining against the cardio-
vascular and pulmonary effects induced by endotoxemia in
conscious rats, and to evaluate how nitric oxide from
constitutive, neuronal and inducible pathways (cNOS, nNOS
and INCS) participates in pulmonary edema in this model. Our
model of exercise training is swimming, which promotes
bradycardia as an index of effective adaptation by exercise
training (Martins-Pinge et al., 2005).

Materials and methods
Animal care

All experiments were performed in conscious, freely
moving, adult male Wistar rats (= 86) supplied by the central
animal house of the State University of Londrina in Brazil. The
animals were housed individually in Perspex cages in a room
with a 12:12-howr light'dark cycle. Food and water were freely
available at all times, except during the experiments. All
experimental protocols were performed in accordance with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and the
Ethical Principles for Animal Experimentation established by
the Brazilian Committee for Animal Experimentation (COBEA)
and were approved by the animal experimentation Ethics
Committee of the State University of Londrina (CEEA/UEL).

Swimming raining

The weight of the rats at the start of the training was between
210 and 230 g. Control and training rat groups were matched in
weight, but after training, the body weights of control and frained
rats were statistically different, showing a reduced weight gain in
trained rats (Fig. 1). The swimming training (ST) was performed

3504 =a= Conbrol
——Trainad
Za00-
z .
F 250 )
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Training sessions (days)

Fig. 1. Time-course of changes in body weight of control and swimming training
rat. *Different from control group (p<005).
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Fig. 2. Time-course of changes in mean arterial pressure (MAF) and heart rate
(HR) after iv. injection of LPS in control {r=%9) or traiped (r=11) conscipus
rats.

at the same time every day (between 11:00 am. and 1:00 p.m.)in
a glass tank with vertical sides filled with lukewarm water (31+
1°C) of 4000 cm” surface and 60 cm depth. The ST consisted of
twenty swimming sessions of up to one hour (5 days a week for
4 weeks). During the first week, the training was graded,
beginning with 15 min on the first day, rising to 60 min on the last
day, as previously described (Martins-Pinge et al., 2005).

Arnimal preparation

Twenty-four hours before the experiments, under anesthesia
(sodium pentobarbital, 40 mg/kg [P), the femoral artery and vein
were cannulated, and the catheters were dorsally externalized to
record arterial pressure (AP) and drug administration, respec-
tively, in a conscious rat preparation. On the day of the
experiment, the animals were kept in their cages, and basal
recordings were taken for at least 30 min. The mean arterial
blood pressure (MAP) and heart rate (HR), were recorded by a
MLTO380 blood pressure transducer connected to a Powerlab
system 4/20 T (ADInstruments).

Experimental protocol

After the basal recording, a dose of 5 mgkg of lipopoly-
saccharides (LPS) of Escherichia coli (Serotype 026:B6) was
administered as a bolus injection (iv). The cardiovascular
effects of endotoxin were analysed for two hours in control (C)
and exercise raining (ET) rats. Rats were pretreated by infusion
with an iNOS inhibitor, aminoguanidine (Amg, 20 mgkg), a
¢NOS inhibitor, N°-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME,

20 mg/kg) an nNOS inhibitor, T-nitroindazole (TNI, 8 mg'kg) or
physiological saline, 10 min before the LPS injection. The
choice of dose for the NOS inhibitors was based on previous
studies (Gardiner et al., 1990; Zagvazdin et al., 1996). The rats
were observed until 5 h after LPS injection, when they were
sacrificed with an overdose of sodium pentobarbital.

Pulmonary edema index and lung weight pain

After a thoracotomy, the chest was opened and the lungs
removed and weighed. The pulmonary edema index (PEI) was
calculated as: PEI=IW/BW = 100, where LW is lung weight,
BW is body weight.

Lung weight gain (LWG) was caleulated as follows:

LWG = (final LW — initial LW),/initial LW.

Final lung weight was determined after the experiments had
finished. The initial lung weight was estimated from an equation
relating it to body weight (Lec et al,, 2001), as follows. BW and
W were measured in 30 rats killed by decapitation. The LW
values were then plotted against BW to obtam the following
regression equation:

LW(g) = 0.0015 x BW(g) + 0034 g

Examination of plasma TNF-a

Blood samples (1.5 mL) were taken before and 2 h after the
administration of LPS, or LPS+L-NAME. Blood was

A LPS (5 mg/kg)
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Fig. 3. Changes in mean anterial pressure (MAP) (A) and heart rate (HR) (B)
after LTS injection in contrel (n=9) and trained rats (r=11). Fhase 1=5 min;
phase 2=25 min; phase 3=50 min. *Different from baseline (p<0.05).
#Different from contro] group {p<-0.05).



96

1304 A Mehanna et al. / Life Sciences 81 (2007) 1301-1308

centrifuged at 4500 xg for 10 min. The supematant was used for
measurement of TNF-« by antibody enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA), using a commercial antibody pair,
recombinant standards and an avidin-peroxidase detection
system (Invitrogen, Carlsbad, CA). All reagents, samples and
working standards were prepared according to the manufac-
turer’s instructions. The optical density was measured at 405 nm
with an automated ELISA reader.

Drugs

Just before infusion, all drugs were dissolved in physiolog-
ical saline, with the exception of 7NI, which was diluted in
DMSO. Sodium pentobarbital, aminoguanidine, L-NAME, 7-
nitroindazole and LPS were obtained from Sigma Chemical Co.

Data analysis

All data are reported as mean+SEM. Differences related to
group and time were analyzed by two-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Bonferroni’s test. Student’s 1 test was
used to compare the effects in different groups. The criterion for
statistical significance was p<0.05.

Results

The baseline values for mean arterial pressure (MAP) and
heart rate (HR) for each group were taken as the mean value of
the period of basal recording (+30 min) for each animal. In the
C group, the baseline values were: MAP: 10542 mm Hg; HR:
37148 bpm (n=9). In the ET group, the baseline values were:
MAP: 11541 mm Hg, HR: 29448 bpm (#=11). Our data
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Fig. 4. Bar graphs showing the pulmonary cdema index (ung weight/body
weight < 100) (A) and lung weight gain (LWG) (B) § h afier LPS injection in
control {n=6) and trained rats (n=>5). *Different from the control (p<0.05).
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Fig. 5. Bar graphs showing the pulmonary edema index (lung weight/body
weight < 100) (A) and lung weight gain (LWG) (B) 5 b after LPS injection in
saline control and trained ras (C: n=6; T: n=35), pretreated with L-NAME
(20 mgkg) (C: n=13; T: n=11), or aminoguanidine ( Amg, 20 mgkg) (C: n=9;
T: n=6), or T-nitoindazole (7-NI, 8 mg'kg) (C: a=T; T: n=5). *Different flom
the control (p<0.05). #Different from the saline groups (p<0.05).

shows a bradycardia for the ET group, relative to the control
group (p<0.05). These data, together with the lower body
weight gain of the tained group (Fig. 1), indicate the
effectiveness of the ST as exercise training.

The cardiovascular effects promoted by LPS injection in
control and trained rats are shown in Fig. 2. After LPS injection,
we observed 3 distinct phases in arterial pressure parameters
during the first two hours: an initial decrease in MAP (phase 1);
a rebound recovery in MAP (phase2) and a second long-lasting
decrease in MAP (phase 3). After ET, we observed a similar
pattem, although the alterations in MAP were attenuated in
phases 1 and 2. In the HR data, tachycardia was observed in
both groups after LPS and it was not statistically different
between C and ET rats. The peak in MAP and HR responses
observed in the 3 phases after LPS are shown in Fig, 3.

Pulmonary edema was one of the alterations promoted by
injection of LPS in C and in ET rats. However, the pulmonary
edema index (PEI) and the lung weight gain (LWG) of ET rats
were statistically lower (CPEL 0.6540.01, TPEL 0.604+0.02,
p<005 CLWG: 0684002, TLWG: 038+£0.09, p<0.05;
Fig. 4). Pretreatment with aminoguanidine, an INOS inhibitor,
led to a decrease in the PEI and LWG of both groups, in
comparison with rats untreated with Amg (Fig. 5). After INOS
blockade, the PEI and LWG values were attenuated in C and ET
groups, suggesting a role of INOS in pulmonary edema in both
situations.

The pretreatment with L-NAME did not modify the
pulmonary edema in the control group, compared with the
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Fig. 6. Plasma TNF-a concentrations in various groups in basal condisons
(Control: C, Exercise training: ET) or 2 h after LPS administration. LN=1L-
NAME. Valuss represent the means +SEM and are representative of two
independent experiments, using 4 rats per group. Differences in TNF-a kvek
were analysed by two-way analysis of variance (ANOVA) follwod by
Bonferroni’s test. *=different from C group; #=different from C~LPS
group; **=different from ET group; ##=different from ET+LPS group
(p=<0.01).

saline-treated control. However, in the pretreated ET group, PEI
was statistically higher than in the control group treated with L-
NAME (Fig. 5). These effects suggest a protective role of cNOS
in pulmonary edema in the trained rats.

Infusion of 7NI before LPS did not modify PEI, in control or
in trained rats (Fig. 5), suggesting that nNOS may not
participate in pulmonary edema induced by LPS.

Injection of LPS increased plasma concentration of TNF-u
in the control group to 2980+ 41 pg/mL at 2 h. In the ET group
LPS also promoted an increase in TNF-a, but of lower
magnitude: 2434+ 16 pg/mL (p<0.01). Pretreament with L-
NAME enhanced the LPS-induced changes in the TNF-«
concentration in both groups, but the effect was higher in the ET

group (Fig. 6).
Discussion

It is widely accepted that endotoxin produces multiple organ
failure, which is a frequent cause of death among patients who
succumb to endotoxic shock. In several experimental models,
endotoxin has been shown to increase the release of nitric oxide
by endothelium and the activity of INOS (Kilboum, 1998).
Nitric oxide, produced in copious amounts by iNOS (Schulz et
al., 1992), may contribute significantly to the deleterious effects
of endotoxin such as hypotension (Thiermermann and Vane,
1990}, vascular unresponsiveness (Julou-Schaeffer et al,, 1990,
Gue et al, 1990), cardiodepression (Rangel-Frausto et al.,
1995), organ injury and dysfunction in septic shock (Iskitet al.,
1999),

Published work has shown that all isoforms of NOS are
present in the respiratory tract (Asano et al., 1994). The eNOS
isoform is localized in the endothelial cells of pulmonary blood
vessels, nNOS in the airway nerves of humans and animals and
INOS in many cell types, including macrophages, alveolar type
I epithelial cells, mast cells, endothelial cells, neutrophils and
condrocytes (Ricciardolo et al., 2003). The isoforms may work
cooperatively to regulate airway smooth muscle tone and
immune/inflammatory responses.

97

Our data indicated that exercise maining is beneficial,
buffering the cardiovascular abnomalities promoted by LPS
injection, a model of endotoxemia. One of the advantages of our
work was the use of a conscious animal preparation, which
provided an evaluation without the interference of anesthesia.
The literature has shown that the use of anesthesia reduces the
survival time of animals subjected to septic shock (Shen et al.,
2004). Also, the use of anesthesia seems to be associated with
alterations in INOS mRNA levels in the lung (Martinez et al,,
2000).

The blood pressure effects after LPS administration (1.v.) in
conscious rats, have been observed by others (Lin et al., 2006).
Our data showed three distinct phases in MAP in control and
rained rats after LPS and we observed an attenuated
hypotensive response in the ET group. A similar result was
obtained in arecent study (Chen et al., 2007) in which rats were
trained on a treadmill. That study also showed an ET-promoted
attenuation in plasma nitrite/nirate and pro-inflammatory
cytokines.

Nitric oxide has been studied in many aspects of biological
systems. It has been shown that exercise training increases
eNOS expression in many tissues (Sessa etal., 1994; McAllister
and Laughlin, 2006). Other studies have pointed to an influence
on several pathologies, which can be benefited by an increase in
NO observed after exercise training. In most studies, the
increase of NO after exercise training is related to an increase in
the activity of eNOS and’or nNOS isoforms (Husain, 2004;
Zheng et al, 2005). Consistently with our study, swimming
training for 4 weeks promoted an increase in nNOS protein
expression in the left quadriceps femoris muscle of rats
(Tatchum-Talom et al., 2000). However, increased iNOS
activity after exercise training was also observed in basal
conditions (Lu et al,, 1999; Yang et al., 2002).

In the present study, we analyzed the pulmonary edema as an
effect of endotoxemia and the participation of inducible and
constitutive pathways for nitric oxide production, in C and ET
groups of rats. The choice of dose for LPS was hased on a
previous study where 5 mg/kg promoted a significant increase
in the pulmonary edema index (PEI) (Lee et al,, 2001). Our data
suggest that INOS blockade is important in the reduction of PEI
in conscious rats, at least in the early phase. Although we did
not observe any difference in PEI between C and ET animals
when aminoguanidine was used, LWG was decreased by
aminoguanidine more stwongly in ET animals. Our data,
together with others in the literature, pointed to INOS as an
important mediator of acute endotoxin-induced pulmonary
edema. On the other hand, ¢NOS seems to protect the lung
against edema, as there was an increase in PEl after L-NAME in
the trained group, and a numerical increase in the control group.
Also, we did not observe any effect after 7NI administration
before LPS in any of the groups, suggesting that nNOS does not
participate in the LPS-induced pulmonary edema. In addition,
we may speculate that the ¢eNOS blockade promoted by L-
NAME could be more related to eNOS blockade than nNOS.
Although in our study we did not measure eNOS expression in
the lungs, it is possible that the differential effect of L-NAME on
the PEI of trained rats may be related with an increased
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production of nitric oxide by eNOS in these animals, in basal
conditions. In fact, it was also observed after short-term exercise
training, an increase in eNOS protein expression in pulmonary
arterial tissue (Johnson et al., 2001).

Our study demonstrated that 2 h after LPS administration,
the plasma TNF-w increased in both C and ET groups, but was
lower in the ET group. Our data also showed that LPS-induced
changes in plasma TNF-u are increased by L-NAME, and this
effect is enhanced in the ET rats. The possible implication of
these findings is that pro-inflammatory eytokines, such as TNF-
o, may precede INOS activation under septic conditions, After
¢NOS inhibition, more TNF is produced, and in this way more
INOS could be activated. It is possible that ET may influence
many aspects of endotoxemia through anti-inflammatory
actions and nitric oxide from ¢cNOS seems to have a role.

Itis possible that inthe exercised rats, this protection by cNOS
may be the feature of exercise tmining that protects against
pulmonary edema. The literature has shown that exercise training
increases eNOS expression in many tissues (Vassilakopoulos et
al., 2003; Laughlin et al., 2004; Green et al,, 2004). Our data with
L-NAME in exercise-trained rats are in line with the upregulation
of eNOS in the lungs by ET. The reason for this effect is still
unknown, but in another study with transgenic conscious mice
with overexpression of eNOS, similar results were observed after
LPS injection (Yamashita et al, 2000), when the authors
attributed the inhibition of thrombus formation in microvessels
to overproduced NO from the endothelium.

Our data regarding the role of INOS in pulmonary edema
induced by sepsis are in accordance with the literature, where it
has been suggested that many aspects of lung injury are improved
by INOS inhibitors and the effects of sepsis are aggravated by
¢NOS inhibitors, such as L-NAME (Mchta, 2003). However, the
literature has also shown an attenuation of pulmonary edema and
exhaled NO in isolated and in vive blood-perfused lungs after
treatment with aminoguanidine and L-NAME (Lec etal., 2001 )or
in conscious rats after L-NAME (L et al, 2007). The
discrepancy with our data may be due to the use of anesthesia,
which is known to activate the INOS pathway (Losonczy et al.,
1997) or, in the case of conscious rats, the different doses of LPS
and L-NAME utilized (Liu et al., 2007).

Inhibition of ¢cNOS may, however, elicit side effects on the
pulmonary vasculature. Increased pulmonary artery pressure
after inhibition of cNOS have been demonstrated in various
experimental models (Meyer et al,, 1994; Hinder et al., 1998,
1999), These increases may also affect the pulmonary fluid
balance. Although we cannot rule the possibility that LNAME
increases pulmonary pressure, the increase in PEI was observed
only in the trained group, suggesting that its effect may be
related not only to pulmonary vascular tone.

The time after LPS when we observed the alterations in PEI
are in line with the literature, as it has been demonstrated that
INOS mRNA expression after LPS in conscious rats reached a
peak in heart, lungs, spleen and liver between 3 and 6 h and
reverted to basal level within 24 h (Lin et al., 2006).

In summary, the cardiopulmonary adaptations promoted by ET
scem to be beneficial, counteracting the abnormalities seen in the
carly phase of septicemia induced by LPS, and constitutive NO
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seems to participate in this process. This study provides for the
first time the roles of NOS enzymes in pulmonary edema in
endotoxemic rats and preventive effects of exercise training. For
this purpose we used different NOS inhibitors as pharmacological
tools and although we had used low concentrations of the
inhibitors to guarantee selectively, we believe that it would be
important to analyze NOS expression in the tissues during
endotoxemia in control and rained animals to better elucidate the
phenomenon. Further studies need to be done to reach this goal.
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