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1. Introdugéo

A bleomicina faz parte de um grupo de glicopeptideos utilizado como antibi6tico citotoxico que possui uma agdo antineoplasica
potente contra varios tipos de tumores, principalmente linfomas e carcinomas de cabega e pescogo (YAMAUCHI et a, 2011). Este
farmaco causa como efeito colateral fibrose pulmonar. Segundo Moeller et a. (2008), o modelo de fibrose pulmonar induzida pela
bleomicina em ratos € uma ferramenta Gtil para avaliar os mecanismos gerais da fibrose e os potenciais efeitos de procedimentos
propostos. Amostras histol égicas mostraram inflamag&o mais evidente em 7 e 14 dias ap6s a administragdo da bleomicina sendo que
apos 28 dias o processo inflamatdrio estava amenizado (JI LI et a., 2006). A estimulag&o diafragmética el étrica transcuténea (EDET),
€ uma especificidade da fisioterapia, utilizada para melhorar a fungéo ventilatoria, auxiliando pacientes com fragueza dos misculos
respiratorios ou submetidos a ventilagdo mecanica. E estudada desde o século passado. Pesquisas realizadas por Geddes; V oorhees;
Bouland (1990), determinaram os parametros para aplicacdo da EDET em humanos. Assim, varios trabalhos apontaram beneficios
como o incremento da forga na musculatura respiratéria (CRINER et al., 1999; NASCIMENTO; AQUIM, 2000; FORTI, 2009).
Segundo Green et al., (2001), pacientes submetidos a treinamento muscular profilatico obtiveram melhora da forca e fungdo muscular
respiratoria, além da melhora da oxigenagéo, ventilacdo e diminuicdo no tempo de hospitalizagdo. Em 2007, Cancelliero adaptou a
EDET para aplicagdo em ratos, desenvol vendo um protocolo similar ao utilizado no ser humano. Os resultados encontrados reiteraram
aeficaciada EDET namelhora das condi¢des energéticas da muscul atura respiratéria, além da alteracdo natipagem de fibra muscular
diafragmética. No entanto o efeito do tratamento com EDET no tecido pulmonar com fibrose ja instalada provocada pela bleomicina
ndo foi estudada. Com os mesmos parémetros dos utilizados por Cancelliero (2007), trabalhos preliminares de nosso grupo de
pesquisa (SANTOS; POLACOW, 2009; SANTOS; POLACOW, 2010) observaram que o tratamento com bleomicina promoveu
espessamento dos septos interal veol ares e consequentemente reducdo da &rea alveolar, com aumento de fibroblastos e leucdcitos. Foi
observado também que a EDET aplicada precocemente (logo apds administracdo de Bleomicina) conseguiu evitar estes efeitos
deletérios. Tais estudos mostram a importancia da utilizagdo da EDET e sua evolugdo em diversas patologias e em situagdes nas
quais ha a disfungdo ou o desuso muscular. No entanto, os poucos trabalhos obtidos na literatura, abordando os parametros e efeitos
deste recurso foram realizados em seres humanos, e suas andlises se limitam principalmente a espirometria e for¢ga muscular
respiratoria. Além disso, em humanos ha a dificuldade de se obter dados de efeitos fisiol 6gicos e histol 6gicos, sb possiveis em estudos
invasivos. Assim, aventa-se a hipétese de que a EDET poderia ser um recurso complementar na area da fisioterapia respiratoria,
minimizando os efeitos de uma fibrose pulmonar.



2. Objetivos

Estudar os efeitos da estimulacdo diafragmética el étrica transcuténea sobre as alteracBes histopatol égicas e histométricas de pulméo
de ratos tratados com bleomicina.

3. Desenvolvimento

Este trabalho foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais da Universidade Federal de Sdo Carlos CEUA/UFSCar sob o
protocolo n° 011/2011. Foram utilizados 28 ratos Wistar, com 3 a 4 meses, alimentados com racdo e agua ad libitum, e divididos
em 4 grupos (n=7) : 1) C controle, 2) EDET tratados com EDET por 7 dias, 3) tratados com bleomicina (BLEO) - 2,5mg/Kg via
intratragueal em dose Unica (BELLER et a, 2004), eutanasiados apés 7 dias e 4) tratados com bleomicina e EDET, iniciando o
tratamento com EDET 7 dias ap6s a administragéo da bleomicina. Foi utilizado BONAR (sulfato de bleomicina) 15U - po liéfilo
injetdvel, sendo a concentragdo de 0,2 ml para média de 200g dos animais. A estimulagdo elétrica foi realizada durante 7 dias
consecutivos por 20 minutos, sendo a freqiiéncia de 50Hz (ciclos por segundo), Ton de 2 segundos (tempo de contracdo), Toff de 2
segundos (tempo de relaxamento) e alargurade fase (duragdo de pulso) de 0,4 milisegundos (ms). A intensidade (amplitude do pulso)
foi padronizada em 5.0 miliamperes (mA), a partir da visualizagcdo da contragcdo muscular, sendo que a cada 3 minutos foi aplicado
um acréscimo de 1.0mA a corrente, minimizando a acomodacdo do diafragma. O equipamento utilizado para a estimulagdo elétrica
foi 0 Dualpex 961 (QUARK), aém de dois eletrodos de silicone-carbono com érea de 1,5x2,0 cm cada e gel de acoplamento. Os
dois eletrodos foram posicionados bilateralmente naregi&o lateral do térax entre a4 e a 62 costela, no ponto médio entre o cotovelo e
a Ultima costela do animal. A &rea de posicionamento dos eletrodos foi previamente tricotomizada. Apds a eutandsia dos animais,
foram retirados 5 fragmentos de pulm&o, que foram ento fixados em solugdo tamponada de formol a 10% e posteriormente
processados para inclusdo em paraplast e coloracdo em Hematoxilina e Eosina. Cinco cortes de 6 m de espessura foram obtidos de
cada fragmento, e de cada corte foram selecionadas 5 areas captadas por uma cameradigital acoplada aum computador. A densidade
de area da porcao alveolar, foi realizada utilizando-se o software de andlise de imagem Image Pro-plus 6.2 (MediaCybernects), por
meio de planimetria por contagem de pontos, segundo Mandarim de Lacerda (2004) Um microscopio de luz com objetiva de 100x foi
adaptado com uma ocular reticulada (Carl Zeiss, K 10x/18) onde foram computados o nimero de fibroblastos, leucécitos e
macrofagos presentes nos septos interalveolares em 10 areas de 100 m2. Essa contagem foi realizada em duplicata em cada grupo
experimental, sendo um total de area de 2000 m2 por animal. Andlise dos dados: Foi verificada a normalidade da amostra pelo teste
Kolmogorov-Smirnov, sendo este positivo, optou-se por uma estatistica paramétrica. Utilizou-se Anova one way seguido de pos hoc
de Bonferroni, considerando o p<0,05. A andlise foi processada pelo software SPSS 13.0.

4, Resultado e Discussao

A Tabela 1 mostra a densidade de area da parte aérea pulmonar, onde se observa uma diferenca significativa entre os grupos BLEO e
B+EDET em relagdo aos grupos controle e EDET, considerando p<0,05. Mas entre os grupos BLEO e B+EDET néo foi encontrada
diferenca significativa. Assim como os achados da literatura, os resultados obtidos neste trabal ho revelaram também uma diminuicdo
na densidade de érea nos grupos que receberam a instilaco da bleomicina, o que demonstra a intensidade do seu efeito colateral
(MARTINEZ et da., 2008). No entanto, o recurso fisioterapéutico utilizado ndo se mostrou eficaz em reduzir a area ocupada pelo
tecido pulmonar ja na fase crénica da reacdo inflamatéria. Pelas fotomicrografias selecionadas a eatoriamente, pode-se observar a
espessura dos septos interalveolares. No grupo controle e EDET, observa-se que 0s septos sdo mais delgados. Ja nos grupos BLEO e
B+EDET, pode-se perceber que 0s septos estdio mais espessos (figura 1). Segundo |zbicki (2002), o melhor periodo para avaiar a
fibrose pulmonar é no 14° dia apds a instilagdo. Nos primeiros 7 dias apés a instilagdo da bleomicina, iniciase o processo
inflamatério, aumentando a concentragdo de citocinas e células pro-inflamatérias, tais como o TGF-? (HAGIWARA et a, 2000;
KAMINSKI et al, 2000). Em relagdo a andlise do nimero de células presentes no septo interalveolar, houve um aumento de 33,3% no
ndmero de fibroblastos quando comparado o grupo B+EDET ao grupo controle. O nimero de leucdécitos foi significativamente maior
no grupo Bleomicina quando comparado ao controle, com um aumento de 93,6%. O grupo bleomicina apresentou um aumento de
357,1% no nimero de macréfagos comparado ao grupo controle e o grupo B + EDET apresentou uma reducdo de 60% do grupo
Bleomicina, conforme mostra a Tabela 2. Gharaee-Kermani; Phan (2005) relatam que pela lesdo pulmonar ocorre um recrutamento
das céulas de defesa, como leucdcitos, macréfagos, neutréfilos e linfécitos, e estas células ativadas produzem citocinas reativas ao
oxigénio (ROS), quimiocinas, e proteases, que consequentemente acel eram a migracdo de mais leucdcitos para aregido afetada. A
EDET, embora ndo tenha provocado mudancas na densidade de &rea pulmonar, foi capaz de produzir uma melhora no quadro
inflamatdrio. Os resultados mostram que o niimero de leucdcitos foi 20,6% menor nos animais do grupo B+EDET em relacéo aos que
utilizaram apenas a bleomicina e, quanto aos macréfagos, a redugdo foi de 60,9%, diferenca significativa (p<0,05). Esses achados
sugerem que a EDET limitou a reacdo inflamatédria. Os fibroblastos séo as células mais abundantes do tecido conjuntivo, e sdo
responséveis pela sintese e renovagdo das substancias da matriz extracelular (MEC). Normamente, sdo estimulados pela reacdo



inflamatéria, uma importante caracteristica da inflamag&o cronica e do reparo tecidual (COTRAN et a, 2000). Pode-se inferir que
estas células em maior nimero estejam envolvidas na remodelagdo da MEC, nesta reacdo inflamatéria crénica. Esta inferéncia so
poderd ser confirmada com futuros trabal hos que possam avaliar a quantidade, bem como o grau de organizagdo das fibras colagenas
na MEC do tecido pulmonar nestas condicdes.

5. Consider acBes Finais

Diante do exposto, conclui-se que o tratamento com bleomicina promoveu espessamento dos septos interalveolares e consequente
reducdo da érea alveolar, com aumento dos fibroblastos, leucdcitos, e macréfagos, e a estimulagéo diafragmética el étrica transcutanea
aplicada tardiamente ndo foi capaz de reverter os efeitos do farmaco, porém o recurso atenuou a inflamagéo pulmonar.
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Anexos

Tabela 1. Média £ dp da densidade de area (%) da porgac alveolar no tecido
pulmaonar de ratos do grupo Controle, EDET, BLEC & BE+EDET.

Grupos experimentais Media £ dp

Controle 50,12 + 8,83

EDET 48 41 £ 9,28
Bleomicina 3963 +8,19"
B+EDET 36,88 + 8,347

dp = desvio padrao; p<0,05; * comparado ao Controle e # comparado ao EDET



Figura 1. Fotomicrografias de pulmdo dos grupos: controle (C), estimulado (EDET),
tratado com bleomicina (B) e tratado com bleomicina + EDET (B+EDET). Observar

o espessamento dos septos interalveclares nos grupos B e B+EDET - seta
(Hematoxilina-Eosina, 40x).

Tabela 2. Média e desvio padrdao do numero de fibroblastos, leucocitos e macrofagos
presentes no septo interalveolar em uma area de 100 pm2,

Grupos Fibroblastos

Leucocitos Macrofagos
experimentais
Controle 7,50+0,50 1,1040,14 0,56+0,10
EDET 9,18+1,08 1,13:029 1,19+0,41
Bleomicina 8,70+1,11 21340 88" 2,5640,56"
B+EDET 10,00£1,45 1,69+0,88 1,00£0,56* |

p<0,05; * comparado ao Controle e # comparado a Bleomicina



