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RESUMO



Barnabé, V. Efeitos da atividade fisica intensa e moderada sobre o
enfisema pulmonar [Tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo; 2010.

INTRODUCAO: Em pacientes com doenga pulmonar obstrutiva crénica a
reabilitacdo pulmonar tem demonstrado ser efetiva sobre diversos aspectos,
incluindo a melhora fisica e emocional nas atividades diarias com
conseqlente melhora da qualidade de vida e diminuicdo da dispnéia.
Embora os resultados benéficos da atividade fisica estejam bem
documentados, ndo se sabe, ao certo, os efeitos do exercicio fisico sobre a
lesdo pulmonar em pacientes enfisematosos. OBJETIVO: Verificar o efeito
pulmonar de dois protocolos de atividade fisica (intensidade leve-moderada
e alta), em ratos Wistar com enfisema pulmonar induzido pela administragao
intratraqueal de papaina. METODOS: Os animais foram divididos em 5
grupos. Destes, 3 grupos receberam administracao intratraqueal de solugao
de papaina, sendo que um deles permaneceu sedentario (PS) e os outros
dois realizaram atividade fisica intensa (PHE) ou moderada (PME) por 10
semanas apds a instalacdo do enfisema (40 dias apo6s a instilacao). O
mesmo aconteceu com 0 grupo que recebeu solugcao salina (NaCl 0,9%),
sendo que um deles permaneceu sedentario (SS) e o outro realizou
atividade fisica intensa (SHE). Foram realizadas medidas de funcao
pulmonar, medidas morfométricas, de densidade de fibras colagenas e
elasticas e avaliacdo imuno-histoquimica da expressao de isoprostano-8 no
tecido pulmonar. RESULTADOS: Houve aumento significativo nos valores
de intercepto linear médio (Lm) nos trés grupos que receberam papaina,
evidenciando a presenca de enfisema pulmonar. O grupo PHE mostrou um
aumento maior dos valores de Lm quando comparado os grupos PS e PME
(p < 0,001). Também foram observados valores da elastancia do sistema
respiratério significativamente menores nos grupos que receberam instilacao
de solugdo de papaina (PS, PME e PHE), comparados aos grupos que
receberam instilacdo de solucao salina (SS e SHE) (p < 0,001). Os grupos
que receberam solucao de papaina mostraram um discreto aumento na
proporcdo do volume de fibras colagenas quando comparados com o0s
animais que receberam solugdo salina (SS e SHE) (p = 0.049).
CONCLUSAO: A atividade fisica intensa piorou a destruicdo alveolar em
nosso modelo de enfisema pulmonar em ratos, sem efeito no
remodelamento e na funcao pulmonar.

Descritores: enfisema pulmonar, Doenca pulmonar obstrutiva croénica,

atividade fisica, reabilitagao, ratos Wistar.



SUMMARY



Barnabé, V. Effects of high and mild exercise training on
pulmonary emphysema. [thesis]. Sao Paulo: School of Medicine, University

of S&do Paulo; 2010.

INTRODUTION: In patients with pulmonary obstructive chronic disease the
pulmonary rehabilitation has shown to be effective in several aspects,
including the physical and emotional improvement in the daily activities with
consequent improvement in quality of life and the decrease of dyspnea.
Although the favorable results of the physical activity are well established, it
is uncertain the effects of the physical activities on the pulmonary injury in
patients with enphysema. OBJECTIVE: The purpose of the present study
was to evaluate if physical exercise of different intensity (moderate and high-
intensity) have different effects on the development of protease-induced
emphysema in rats. METHODS: The animals were divided in five groups.
From this, three groups received intratracheal instillation of papain, being that
one of them remained sedentary (PS) and the other two performed intense
physical activity (PHE) or moderate (PME) for ten weeks after the installation
of emphysema (40 days after the instalation). The same happened to the
group that received saline solution (NaCl 0.9%), one of that remained
sedentary (SS) and the other one performed intense physical activity (SHE).
We performed measurements of pulmonary function, lung morphometry,
density of collagen and elastic fibers and the expression of 8-isoprostane in
the pulmonary issue. RESULTS: There was significant increase in the values
of the mean linear intercept. There was significant increase in the values of
the mean linear intercept (Lm) in the three groups that received papaina,
making evident the presence of pulmonary emphysema. The group PHE
shows a major increase in the values of Lm when compared with the groups
PS and PME (p < 0.001). We also observed significant minor elastance
values of the respiratory system in the groups that received solution of
papain-instilation (PS, PME e PHE), compared with the groups that received
saline solution (SS e SHE) (p < 0.001). The groups that received papain-
solution showed a discreet increase in the proportion of the value of collagen
fibers when compared to the animals that received saline solution (SS e
SHE) (p = 0.049). CONCLUSION: The intense physical activity worsens
the alveolar destruction in our model of pulmonary enphysema in rats,
without effect in the pulmonary remodeling and in the pulmonary function.

Keywords: pulmonary emphysema, cronic obstructive pulmonary disease,

physical activity, rehabilitation, Wistar rats.
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1.Introducgao

1.1DPOC

1.1.1 DEFINICAO, PREVALENCIA E MORTALIDADE

A Doenca Pulmonar obstrutiva Crénica (DPOC) é definida com “uma
doenca capaz de ser evitada e tratada, apresentando alguns efeitos extra
pulmonares significativos que podem contribuir para a sua gravidade em
alguns pacientes. O componente pulmonar é caracterizado por limitacdo ao
fluxo aéreo nao totalmente reversivel, geralmente progressiva e associada a

uma resposta inflamatéria anormal do pulméo a particulas ou gases nocivos’

(Rabe et al., 2009).

A limitagao ao fluxo aéreo da DPOC é causada por uma mistura entre
doenca de pequenas vias aéreas (bronquiolite obstrutiva) e destruicao do
parénquima alveolar (enfisema pulmonar) e a contribuicdo relativa de cada

uma delas varia de individuo para individuo (Rabe et al., 2008).

A DPOC é uma das principais causas mundiais de morbidade e

mortalidade e resulta em um impacto social e econdmico crescente. A

Viviani Barnabé Tese de Doutorado - USP



INTRODUGAO 3

prevaléncia, a morbidade e a mortalidade variam entre paises e entre grupos
diferentes de um mesmo pais, em geral relacionadas diretamente a
prevaléncia do tabagismo. Em muitos paises, a poluicdo do ar devido a
queima de biomassa (carvao, lenha entre outros combustiveis) tem sido

identificada também como importante fator de risco (Rabe et al.,2007).

A prevaléncia da DPOC pode variar muito em razao de diferencas nos
métodos de levantamento, nos critérios de diagnéstico e nas abordagens
analiticas (Halbert et al., 2006). A maioria dos dados mundiais mostra que
menos de 6% da populagdo afirma ter a doenga, o que reflete o
subreconhecimento e subdiagnostico da DPOC (van de Boom et al., 1998).
Por outro lado, estudos realizados em diversos paises com métodos
padronizados, incluindo parametros espirométricos, mostram evidéncias de
que, em individuos com mais de 40 anos, a prevaléncia de DPOC pode
chegar a cerca de 25% (Rabe at al., 2007). No Brasil, os dados de
prevaléncia, obtidos por meio de questionarios de sintomas, estimam a
DPOC em adultos com mais de 40 anos em 12% da populacao segundo o Il
Consenso Brasileiro sobre DPOC de 2004. Na cidade de S&o Paulo a
prevaléncia da DPOC varia de 6 a 15,8% em individuos maiores de 40 anos.
A prevaléncia da doenga aumenta progressivamente com a idade,
acompanhando a perda funcional pulmonar que ocorre em todos os

individuos (Menezes et al. 2005).

Viviani Barnabé Tese de Doutorado - USP



INTRODUCAO 4

Dados do DATASUS* mostram que bronquite crénica e enfisema
pulmonar foram responsaveis por cerca de 170.000 internagées em 2007 no
sistema publico de saude em todo o Brasil, representando um total de 1,5%

do total de internacdes em hospitais publicos (Menezes et al. 2005).

Em 1990, a DPOC ocupava o sexto lugar como causa de morte no
mundo e devera ficar em terceiro lugar em 2020 (Lopez et al., 2006). Essa
mortalidade elevada esta associada ao aumento do tabagismo e ao aumento
na expectativa de vida da populagcdao. Em 2000, o numero de mortes por
DPOC nos Estados Unidos foi maior nas mulheres (59.938) com relacao aos
homens (59.118), porém o indice de mortalidade entre os homens é
ligeiramente mais alto do que o observado nas mulheres. (Rabe et al., 2007).
No Brasil, nos ultimos 20 anos, vem crescendo o numero de Obitos por
DPOC em ambos os sexos. A DPOC apresentou taxa de mortalidade que
variou de 7,88 para 19,04 em cada 100.000 habitantes nas décadas de 1980
e 1990, passando a ocupar da 4% para a 72 posicdo entre as principais

causas de morte (Jardim et al., 2004).

Viviani Barnabé Tese de Doutorado - USP
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1.1.2 ETIOLOGIA, QUADRO CLINICO E CLASSIFICAGAO

A principal causa da DPOC é o tabagismo. Entretanto, estudos
epidemiol6gicos mostram evidéncias consistentes de que nao fumantes
também podem desenvolver obstrucdo crénica ao fluxo aéreo (Behrendt et

al., 2005).

O fator de risco genético mais evidente € a deficiéncia de alfa-1
antitripsina, uma proteina responsavel por mais de 90% da capacidade
antiproteolitica do trato respiratério. Sua auséncia provoca um
desenvolvimento prematuro e acelerado de enfisema panlobular associado a
diminuicdo da funcao pulmonar e que ocorre tanto em fumantes quanto em

nao fumantes (Rabe et al., 2009; Jardim et al., 2006).

As exposicoes ocupacionais incluem poeiras organicas e inorganicas
e agentes quimicos. Estas exposi¢cdes contribuem de 10 a 20% para os

sintomas e comprometimento funcional da DPOC (Balmes et al., 2003).

O ar resultante da queima de biomassa em habitacbes pouco
ventiladas representa um fator de risco importante para o desenvolvimento a
DPOC, principalmente entre mulheres em paises em desenvolvimento.
Existem evidéncias crescentes de que a poluicao atmosférica também é um

fator de risco importante para o desenvolvimento da DPOC, embora nao

Viviani Barnabé Tese de Doutorado - USP
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esteja totalmente estabelecida sua real contribuicdo para o desenvolvimento
da DPOC. Outros fatores relevantes para a predisposicdo da DPOC sao
sexo, as infeccdes respiratorias, o crescimento e o desenvolvimento
pulmonar, o nivel socioeconébmico, o estado nutricional e as comorbidades

(Salvi e Barnes, 2009; Rabe et al., 2007).

Os sintomas mais freqientes encontrados nos pacientes com DPOC
sao: dispnéia, tosse, expectoracdo e fadiga. Os sintomas, além de
constituirem um desfecho clinico, contribuem em outros desfechos, como

tolerancia ao exercicio e qualidade de vida (Jardim et al., 2006).

O componente pulmonar manifesta-se inicialmente com a tosse que é
o sintoma mais encontrado, pode ser diaria ou intermitente e pode preceder
a dispnéia ou aparecer simultaneamente a ela. O aparecimento da tosse no
fumante é tao freqlente que muitos pacientes ndo a percebem como
sintomas de doenca, considerando-a como o “pigarro do fumante”. A tosse
produtiva ocorre em aproximadamente 50% dos fumantes. A presenca de
sintomas respiratérios crénicos no paciente com habito tabagico (cigarro,
cigarrilha, cachimbo, charuto) deve levar a suspeita clinica de DPOC (Jardim

et al.,2004).

A dispnéia é o principal sintoma associado a incapacidade, redugao
da qualidade de vida e pior progndstico. E geralmente progressiva com a

evolucdo da doenca, provocando redugdo progressiva das atividades do

Viviani Barnabé Tese de Doutorado - USP



INTRODUGAO 7

portador de DPOC até a incapacidade. Muitos pacientes s6 referem a
dispnéia numa fase mais avancada da doenca, pois atribuem parte da
incapacidade fisica ao envelhecimento e a falta de condicionamento fisico
(ODonnell,et al.1992; Eltayara et al. 1996; Ambrosino e Scano, 2001;

Calverley e Kouloris, 2005; Jardim et al. 2004; Jardim et al.,2004).

A dispnéia da DPOC é, classicamente, associada a sensacao
resultante do esforco gerado para contrapor o aumento da resisténcia das
vias aéreas. Um segundo mecanismo esta ligado ao aprisionamento de ar e
a hiperinsuflagdo, com conseqiente rebaixamento do diafragma e menor
eficiéncia da musculatura respiratéria, gerando maior gasto energético e
sensacao de desconforto. Respostas a hipoxemia, hipercapnia e acidose
sdo um terceiro mecanismo relatado como potencial gerador de dispnéia.
Nos ultimos anos, a descricao da limitacdo ao fluxo expiratério (LFE) e da
hiperinsuflagcdo dindmica, como fatores fundamentais associados a dispnéia,
trouxeram uma nova compreensao da fisiopatologia da DPOC (ODonnell,et
al.1999; Hadcroft e Calverley, 2001; ODonnell, et al. 2001; Calverley e

Kouloris, 2005).

Em uma curva fluxo-volume normal, observamos que o fluxo
expiratério gerado ndo é maximo; aumentos da demanda ventilatéria sdo
obtidos por aumento do fluxo. A maioria dos individuos saudaveis nao
apresenta LFE mesmo durante atividades fisicas intensas. Pacientes com

LFE atingem seu fluxo méaximo durante o volume corrente e, em

Viviani Barnabé Tese de Doutorado - USP



INTRODUGAO 8

consequéncia, para adequarem a demanda ventilatéria, sdo obrigados a
aumentar o volume pulmonar, tornando-se hiperinsuflados em repouso ou
tendendo a desenvolver hiperinsuflagdo dindmica aos esforgos, o que reduz
a tolerancia ao exercicio (Kouloris et al.,2007; ODonnell,et al.2001; Calverley

e Kouloris, 2005; Lecture, 2000)

Embora esta resposta ndo seja universal, pacientes que adotam esta
estratégia comprometem sua mecénica respiratéria devido ao encurtamento
do diafragma, que o torna menos eficiente, e pela pressdo positiva
expiratéria final (que impde uma carga inspiratéria), gerando maior gasto
energético para manter a ventilagdo adequada. Esse mecanismo tem sido
descrito como dissociagcdo neuromecénica, na qual o paciente necessita de
um esforgo inspiratério muito grande para gerar pequenas variagdes de

volume (Ayers et al., 2001; Aliverty et al.,2004; Calverley, 2004).

A realizacao de atividade fisica esta significativamente prejudicada em
muitos pacientes com DPOC, alterando de maneira significativa sua
qualidade de vida, visto que ha comprometimento na realizacdo das
atividades de vida diaria. A patogénese da limitacao ao exercicio € complexa
e envolve perda da forca dos musculos respiratérios, alteracées das trocas
gasosas e anormalidades na mecanica pulmonar, além de fraqueza
muscular nos membros superiores e inferiores. O principal sintoma
responsavel por esta limitacdo é o desconforto respiratério (dispnéia),

desencadeado quando os pacientes realizam tarefas da vida diaria. Esta

Viviani Barnabé Tese de Doutorado - USP



INTRODUGAO 9

diminuicdo da capacidade fisica leva o paciente a inatividade, o que resulta
em menor tolerancia ao exercicio, criando assim, um ciclo vicioso que evolui
até que o paciente fique dependente. Como ¢é dificil realizar medicbes
confiaveis das atividades de vida diaria dos pacientes, as medidas
fisiolégicas de capacidade de exercicio, realizadas em laboratérios sao,
geralmente, utilizadas como marcadores deste desfecho (Jardim et al., 2006;

Rabe et al., 2009).

O diagnéstico de DPOC é realizado com base na apresentacao clinica
dos sintomas e nos exames de espirometria, radiolégicos e pH, sendo a
espirometria obrigatoria, devendo ser realizada antes e apds broncodilatador
e de preferéncia em uma fase estavel da doenca. Os valores espirométricos
permitem a avaliacdo de uma multiplicidade de parametros, porém os mais
importantes do ponto de vista de aplicacao clinica sdo a CVF (capacidade
vital forcada), o VEF1 (volume expiratério forcado no primeiro segundo), e a
relacdo VEF1/CVF, pois mostram menor variabilidade inter e intra-individual

(Jardim et al., 2004).

A DPOC pode ser classificada, de modo simples, em quatro estagios;
segundo indices espirométricos (Tabela 1), sendo as medidas de VEF1 e da
relacdo VEF1/CVF recomendadas para o diagnéstico e avaliagdo da
gravidade da DPOC, mas o grau de reversibilidade da obstrucdo pulmonar

ndao € mais recomendado para diagnostico ou prognéstico de resposta ao
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tratamento a longo prazo com broncodilatadores ou corticéides (Rabe et al.,

2007).

TABELA 1 — Classificacdo espirométrica da gravidade da DPOC

Estadio | - Doenca leve

VEF,/CVF < 0,70

VEF; > 80% do previsto

Estadio Il — Moderada

VEF,/CVF < 0,70

50 < VEF; < 80% do previsto

Estadio Ill — Grave

VEF,/CVF < 0,70

30 < VEF; < 50% do previsto

Estéadio IV — Muito grave

VEF,/CVF < 0,70
VEF; < 30% do previsto
VEF; < 50% do previsto mais

insuficiéncia respiratoria

- baseada no VEF, pés brocodilatador.

1.1.3 FISIOPATOLOGIA

As alteracbes caracteristicas da DPOC sao encontradas no

parénquima pulmonar, nas vias aéreas proximais, nas vias aéreas

periféricas e na vasculatura pulmonar (Hogg, 2004). O processo inflamatorio

cronico causa alteracdes dos bronquiolos (bronquiolite obstrutiva), nos
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brénquios (bronquite crbénica) e destruicdo do parénquima pulmonar

(enfisema pulmonar) (Jardim et al., 2004).

A inflamacdo cursa com o aumento de células inflamatorias
especificas em diferentes regidbes do pulmao e alteracdoes estruturais
resultantes do processo repetido de lesdo e reparo. Em geral, essas
alteracoes inflamatoérias e estruturais das vias aéreas aumentam com a
gravidade da doencga (Rabe et al., 2009). A inflamacédo nos pacientes com
DPOC parece ser uma amplificacao da resposta inflamatéria normal do
sistema respiratério a irritantes cronicos. Os mecanismos responsaveis por
esta amplificacdo ndo sao totalmente conhecidos podendo ser
geneticamente determinados. O excesso de proteinases no pulmao e o
estresse oxidativo também estdo envolvidos no mecanismo de leséao
inflamatéria. A inflamagdo na DPOC envolve diferentes tipos celulares,
principalmente linfécitos, neutréfilos e macréfagos (Barnes et al.,2003; Rabe

et al. 2007).

O estresse oxidativo, um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, esta aumentado em pacientes com DPOC, principalmente em
exacerbacodes (Biermacki et al., 2003). A presenca do estresse oxidativo tem
consequéncias importantes em diversos eventos da patogénese da DPOC,
como a lesdo do epitélio alveolar, a hipersecrecdo de muco, o

remodelamento da matriz extracelular (MEC) entre outros (Rahman, 2005).
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Um aspecto importante da patogénese da DPOC é o processo de
remodelamento pulmonar, que afeta principalmente as pequenas vias
aéreas levando as mesmas ao espessamento, fibrose e perda do
acoplamento bronquiolo-alveolar e a perda do parénquima pulmonar
(enfisema). O enfisema contribui para a limitagao ao fluxo aéreo por meio da
diminuicdo do recolhimento elastico e as alteragcdes das pequenas vias
aéreas aumentam a resisténcia ao fluxo aéreo. Estes dois componentes
geralmente se apresentam em propor¢cdes variadas interagindo e
contribuindo para a limitacao final ao fluxo aéreo (Jeffery, 2004; Sturton et

al.,2008).

Varios componentes da MEC (colageno, fibras elasticas e
proteoglicanos) podem estar envolvidos no processo de remodelamento
pulmonar da DPOC. O espessamento da parede das pequenas vias aéreas
€ causado principalmente por fibrose envolvendo a lamina prépria, o
musculo liso e a adventicia (Jeffery, 2001; Hogg et al., 2007). Estudos com
animais expostos a fumaca de cigarro comecaram a elucidar os mecanismos
de sinalizacao para o processo fibrético nas grandes e pequenas vias aéreas
(Wang et al. 2003; Wang et al., 2005; Kenyon et al., 2003). Outros estudos
em seres humanos demonstraram que a sinalizacdo para 0 processo
fibrético estd aumentada nas células epiteliais das pequenas vias aéreas de
fumantes; associada a oxidantes derivados dessas células que
provavelmente amplificariam a resposta para o processo fibrotico (De Bber

et al., 1998; Takizawa et al., 2001; Wang et al., 2005).
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O processo de remodelamento do enfisema pulmonar é causado
principalmente pelo desequilibrio entre as proteinases e antiproteinases,
podendo ser descrito pelos seguintes eventos: 1. recrutamento de células
inflamatérias para o interior dos espacos aéreos; 2. liberagao pelas células
inflamatérias de proteinases elastoliticas em quantidade maior do que os
inibidores, causando lesdes em locais especificos da MEC; 3. destruicdo das
células estruturais do pulméo tanto em resposta a perda da MEC quanto por
um evento primario e 4. reparo ineficaz de alvéolos e de fibras elasticas e,
provavelmente, de outros componentes da MEC resultando em alargamento

do espacos alveolares ( Shapiro, 2005).

Finlay et al. (1996) demonstraram que as fibras elasticas do septo
alveolar estdo alteradas, apresentando fragmentacdo, em individuos com
enfisema. Estudos que avaliaram o conteddo de colageno no tecido
pulmonar de individuos com DPOC demonstraram um aumento histolégico e
bioquimico de coladgeno no parénquima alveolar de enfisematosos com
alteracao centrilobular (Cardoso et al., 1993; Vlahovic et al. 1999).
Entretanto, os estudos que quantificaram essas fibras mostraram resultados
conflitantes. Black e colaboradores (2008) demonstraram em seu estudo
preservacao da espessura do septo alveolar e diminuicdo no conteudo de
fibras elasticas no tecido pulmonar de individuos com DPOC quando
comparados com individuos fumantes sem obstrugdo. Outro estudo

demonstrou um aumento de volume nos septos alveolares com um aumento
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paralelo de fibras elasticas no tecido pulmonar de pacientes enfisematosos

(Vlahovic et al. 1999).

1. 2 REABILITACAO PULMONAR

Gradativamente os pacientes com DPOC diminuem sua habilidade
fisica e consequentemente sua qualidade de vida. A reabilitacdo pulmonar
tem demonstrado ser efetiva na melhora da tolerancia ao exercicio € na
melhora da qualidade de vida dos pacientes com DPOC. Tem-se visto que
essas alteracdes afetam principalmente os DPOC em estagio moderado a

grave (Guell et al., 2000; Rabe et al., 2009).

Entre os objetivos da reabilitacdo pulmonar destaca-se o aumento da
tolerancia ao exercicio, aumento do metabolismo, reducdo do nivel de
dependéncia do paciente em relacdo aos cuidados médicos, melhora fisica e
emocional nas atividades diarias com consequiente melhora da qualidade de
vida, diminuicdo da dispnéia, reducdo na ventilagdo, aumento no tempo de
realizacdo do teste de endurance entre outros (Rabe et al., 2009; Corso,
2000; Goldstein et al.,1994; Ribeiro et al., 1994; Neder et al., 1997). A
intolerancia ao exercicio nos pacientes com DPOC aparece ndao somente
pela obstrugdo pulmonar, mas também pela combinagéo de alguns fatores,
entre eles mais recentemente a disfuncdo dos musculos esqueléticos

(Serres et al., 1998; Rabe et al., 2009; Guell et al., 2000).
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Pacientes com DPOC apresentam alteracdes pulmonares e extra-
pulmonares. Dentre as alteracbes pulmonares observa-se o0
desenvolvimento ou agravamento da hiperinsuflacdo pulmonar dinamica,
com aprisionamento aéreo, como uma importante alteragao fisiopatolégica
na exacerbacdo da DPOC. Os principais mecanismos envolvidos sao:
aumento da obstrucdo ao fluxo aéreo (causada por inflamacao,
hipersecrecao brénquica e broncoespasmo), acompanhado de reducao da
retragao elastica pulmonar. Todos esses fatores resultam em prolongamento
da constante de tempo expiratéria, ao mesmo tempo em que se eleva a
frequéncia respiratéria como resposta ao aumento da demanda ventilatéria,
encurtando-se o tempo para expiracdo. A hiperinsuflacdo dinamica gera
aumento substancial da auto-PEEP ou PEEP intrinseca (PEEPI), impondo
uma sobrecarga de trabalho a musculatura inspiratéria para deflagracao de
fluxo de ar na inspiragdo. Por sua vez, a hiperinsuflacdo também
compromete 0 desempenho muscular respiratério, modificando a
conformacdo geométrica das fibras musculares, reduzindo a curvatura
diafragmatica. Além disso, nos pacientes com doenca mais avangcada, pode
haver diminuicdo direta da forca muscular por uso crénico de
corticosteréides e desnutricdo. Nas exacerbagdes muito graves, pode haver
diminuicdo da resposta do comando neural (drive) no centro respiratério a
hipbxia e a hipercapnia, estas decorrentes do desequilibrio
ventilacao/perfusdo e de hipoventilacdo alveolar, agravando a acidose
respiratéria e a hipoxemia arterial (Peigang, 2002; Riera, 2001; Orozco-Levi,

2003).
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Ainda, a destruicao da arquitetura pulmonar pode alterar a disposi¢ao
normal das vias aéreas, contribuindo para o aumento da resisténcia destas

(Barnes, Shapiro, Pauwels, 2003).

Dentre as alteracbes extra-pulmonares, existem varios estudos
demonstrando a diminuicdo da endurance do sistema muscular esquelético
em pacientes DPOC associado as alteracées da funcéo pulmonar (Serres et
al., 1998). Atrofia e fraqueza dos musculos periféricos sdo comuns, levando
a reducao da capacidade fisica. Alguns estudos tém verificado o efeito do
treinamento em pacientes com DPOC, observando um aumento da forca e
do tamanho dos musculos periféricos associado a melhora do desempenho
na realizagdo da atividade fisica (Simpson et al., 1992; Clark et al., 2000;

Bernard et al., 1999).

A reabilitagdo pulmonar visa primariamente o treino aerdbico,
melhorando clinica e significativamente a capacidade do exercicio
submaximo e secundariamente a melhora psicolégica (Lagasse, 2002;
Casaburi,1993). A melhora da capacidade das enzimas oxidativas, a
bioenergética celular e a reducdo da fadiga tém sido demonstradas no
musculo quadriceps em pacientes DPOC, ap6s a reabilitacdo pulmonar

(Mador et al., 2004).
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Além da melhora da capacidade fisica, a reabilitacdo pulmonar
precoce diminui 0 tempo € o numero de vezes em que O paciente é
hospitalizado. Uma meta-analise de Puhan, 2005 demonstrou que pacientes
com DPOC se beneficiam da reabilitacado pulmonar apés uma exacerbacao;
com melhora da capacidade fisica, da qualidade de vida e reducdo da

mortalidade (Osthoff and Leuppi, 2010).

Desde 1990 é realizado grande esforco para desenvolver um
protocolo toleravel, porém efetivo aos pacientes DPOC. Ainda assim, nao se
chegou a um consenso sobre o tipo de atividade fisica mais eficiente para os
pacientes DPOC e sobre o tipo de exercicio. Ainda ndo sabemos o quanto o
exercicio continuo é mais efetivo do que os protocolos de exercicio com
intervalos, sobre a qualidade de vida e a capacidade fisica (Puhan et al.,

2008).

1.2.2 ATIVIDADE FISICA AEROBICA

A atividade fisica aerdbica realizada regular e sistematicamente
desencadeia uma série de adaptacdes crbnicas, tais como: aumento do
consumo maximo de oxigénio (McArdle et al.,, 1998; Denadai, 1999),
aumento da densidade éssea e da massa muscular (McArdle et al., 1998),
melhora da resposta imunolégica (se a atividade for predominantemente de

intensidade leve e moderada) (Pedersen, 2000), entre outras.
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O exercicio ainda aumenta a resisténcia ao estresse oxidativo,
proporcionando uma maior protecdo (Pedersen e Hoffman, 2000; Radak et
al., 2002). Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que o exercicio
diminui a incidéncia de doencas associadas ao estresse oxidativo (Radak et

al., 2008).

Agudamente, o exercicio aumenta o estresse oxidativo, produzindo
um ambiente pré-oxidante (Li et al., 2002). Quando o exercicio é repetido, o
corpo se adapta a esse estresse de tal forma que ele possa agir
rapidamente, para que o estresse oxidativo possa ser eliminado ou reduzido
antes que provoque danos a estrutura celular. Assim, as adaptagées a um
exercicio regular parecem ter uma protecao antioxidante (Radak e Chung,

2005).

Outro efeito importante da atividade fisica é seu efeito antiinflamatorio.
Ha um consenso na literatura de que a atividade aerdébica de alta
intensidade e longa duracdo desencadeiam uma resposta pré-inflamatoria,
enquanto atividades de intensidade leve e moderada associadas a média e
longa duracdo desencadeiam uma resposta antiinflamatéria (Petersen e
Pedersen, 2005; Moldoveanu et al. 2001; Zieker et al., 2005). A atividade
fisica aerdbica € capaz de modular tanto o sistema imune inato quanto o

adaptativo (Costa Rosa e Vaisberg, 2002).
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Normalmente ocorrem duas respostas ao exercicio, a resposta aguda
e a adaptacao cronica (Costa Rosa e Vaisberg, 2002; Cannon et al., 1991;
Lakier, 2003). A resposta aguda é uma reacdo transitéria ao estresse,
enquanto o estimulo crénico gera uma resposta de adaptacao crénica ao
estresse; 0 que permite ao organismo tolerar de maneira mais adequada o

exercicio (Costa Rosa e Vaisberg, 2002).

Embora os resultados benéficos da atividade fisica estejam bem
documentados (Lacasse et al., 2003; Lacasse et al.,1996), ndo se sabe, ao
certo, os efeitos do exercicio fisico sobre a lesdo pulmonar em pacientes
enfisematosos. Ainda existem muitas dividas sobre qual a melhor forma de
se fazer e se existe impacto a Reabilitacdo Respiratéria na evolugdao da

DPOC e na freqiéncia de suas complicacoes.

Ha necessidade de mais estudos clinicos, com desenho experimental
adequado, para melhor estabelecer, em pacientes com DPOC, o papel da
Reabilitacdo Respiratéria e de seus componentes, incluindo o tipo de

atividade fisica, sua duragao e intensidade.
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Estudos em modelos experimentais de DPOC também sao
relevantes, uma vez que através deles & possivel estudar parametros pré-

determinados de maneira controlada e em grupos mais homogéneos.

1.2.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DE DPOC

Os animais tém sido amplamente utilizados em modelos
experimentais e ainda na observacdo da evolucdo de doencas que 0s
acometem (Slauson, 1980; Mc Pherson, 1978). Os estudos empregando
modelos animais de enfisema pulmonar tém servido como importante
ferramenta nas ultimas décadas, pois permitiram esclarecimentos sobre as
respostas celulares, anatémicas e bioquimicas dos pulmdes a uma série de

injurias e alteracdes genéticas.

O primeiro trabalho publicado na éarea de enfisema em modelo
experimental foi o de Gross et al. (1965), onde os animais receberam
instilacao intratraqueal de papaina e apresentaram enfisema centrilobular.
Ap6s este trabalho, varios outros grupos desenvolveram trabalhos

experimentais com enfisema pulmonar e instilagao intratraqueal de papaina.
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Atualmente os modelos mais utilizados para indugéo de enfisema em

animais sao:

- Instilagao de proteases;

- Inalacao de gases toxicos (ex. didxido de nitrogénio e fumaca de cigarro);

- Animais modificados geneticamente.

Nos modelos de degradacdo tecidual sao utilizadas enzimas
elastoliticas, capazes de degradar o tecido pulmonar levando a um quadro
de enfisema pulmonar; proteinases como elastase neutrofilica de humanos,
elastase pancreatica de suinos ou papaina induzem um enfisema panacinar
apds uma unica instilagcao intratraqueal (Snider,1986; Snider,1992). Sao
modelos nos quais podemos observar anormalidades da funcdo pulmonar,
hipoxemia e metaplasia de células secretoras que sao caracteristicas

encontradas em células secretoras (Groneberg e Chung, 2004).

Inicialmente 0 mecanismo de enfisema induzido pela administracédo
intratraqueal de elastase leva a uma perda de fibras de colageno e elastina.
Tardiamente os niveis de elastina tendem a apresentar valores normais, mas
observa-se um aumento de fibras colagenas. A matriz extracelular
apresenta-se com uma estrutura reduzida e com uma estrutura anormal das

vias aéreas (Kuhn et al.,, 1976). Juntamente a esses eventos ocorre um
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processo inflamatério que transforma o alargamento dos espacos alveolares
em lesbes similares as encontradas em enfisematosos. Portanto a
progressdo da doenca deve-se, em grande parte, aos efeitos destrutivos

exercidos pelas proteinases inflamatérias (Groneberg e Chung, 2004).

O modelo experimental de fumaca de cigarro para inducado de
enfisema pulmonar é bastante utilizado e apresenta resultados consistentes
quanto ao aparecimento de enfisema, de remodelamento de vias aéreas e
inflamacéo crénica, sendo considerado o modelo mais proximo da doenca
humana uma vez que esta é a principal substancia téxica causadora de
DPOC em seres humanos (Groneberg e Chung, 2004). Porém, a utilizacao
de enzimas elastoliticas estda muito bem estabelecida com a vantagem de ter
um custo menor e o tempo de instalacdo do enfisema ser mais rapido, cerca
de 35 a 40 dias, enquanto que a fumaca de cigarro leva 6 meses para a

instalacao de enfisema pulmonar bem caracterizado.

Alteracbes genéticas monogénicas e poligénicas para mimetizar a
DPOC tém apresentado amplo desenvolvimento nos ultimos anos, utilizando
técnicas modernas de biologia molecular (Shapiro, 2000). Animais
geneticamente modificados sdo expostos a estimulos exdgenos toxicos,
como por exemplo, fumaca de cigarro, permitindo identificar os mecanismos
moleculares envolvidos na patogénese da DPOC. A combinacao de animais

modificados geneticamente com protocolos de inalacdo de agentes téxicos
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pode ajudar na identificacdo de mediadores protetores ou pré-inflamatérios

da DPOC (Groneberg e Chung, 2004).

Nos laboratérios de investigacdo médica LIM-05 (Poluicao
Atmosférica Experimental), LIM-61 (Cirurgia toracica) e LIM-20 (Terapéutica
Experimental) foram realizados diversos trabalhos com modelos
experimentais de enfisema pulmonar em ratos, sendo o modelo de inducao
de enfisema por administracdo intratraqueal de papaina padronizado. Foi
observado, apés 40 dias da instilacao de papaina, que o enfisema pulmonar
estava estabelecido e bem caracterizado do ponto de vista anatomo-

patolégico.

Sahebjami e Vassallo (1976) realizaram um estudo com o propdsito
de determinar se o estresse mecanico, induzido pela atividade fisica, poderia
influenciar o recolhimento elastico de ratos enfisematosos e ainda, como o
estresse mecanico poderia explicar o processo de destruicdo continuo do
enfisema induzido por papaina. Observaram que o estresse da atividade
fisica levou a uma maior destruicdo dos componentes elasticos do pulméo

de ratos enfisematosos, piorando o enfisema pulmonar.

Martorana et al. (1979) verificaram, por meio de métodos

morfométricos, se a atividade fisica poderia contribuir para a piora do
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enfisema pulmonar, induzido pela elastase, em hamsters. Observaram que,
apos 35 dias da administracao de elastase, o enfisema pulmonar ja estava
instalado, porém sem diferenca entre os grupos enfisematosos que
permaneciam em repouso quando comparados aos que realizavam atividade
fisica. Concluiram que a atividade fisica ndao piorou a progressao do

enfisema pulmonar neste modelo animal.

Em 2006, Fl6 et al. desenvolveram em nosso laboratério (LIM-20) um
estudo, verificando os efeitos da atividade fisica durante o desenvolvimento
do enfisema pulmonar, induzido por papaina, em ratos. Os animais foram
divididos em grupos, recebendo instilacdo intratraqueal de papaina ou
veiculo e foram submetidos ou ndo ao protocolo de atividade fisica intensa,
imediatamente apos a instilacdo de papaina. Apos 9 semanas de atividade
fisica foi observado um aumento do intercepto linear médio (Lm) significativo
nos animais que receberam instilacdo intratraqueal de papaina e foram
submetidos a atividade fisica intensa, quando comparados aos animais que
foram instilados com papaina, mas nao foram submetidos a atividade fisica.
Houve, portanto, uma maior destruicdo do parénquima alveolar no enfisema
ainda em desenvolvimento, nos animais que realizaram atividade fisica

intensa.

Este estudo gerou varias perguntas, como:

- O mesmo aconteceria se o0 enfisema ja estivesse instalado?
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- Se os animais fossem submetidos a diferentes intensidades de atividade

fisica, a resposta a destruicao alveolar seria a mesma?

Considerando a importancia epidemiolégica e social da doenca
pulmonar obstrutiva crénica e a necessidade de estudar, com mais detalhe,
o efeito da atividade fisica sobre a evolucdo do enfisema pulmonar ja
instalado, o presente estudo se propbs a avaliar diferentes intensidades de
atividade fisica (leve-moderada e intensa) e seus efeitos no pulméao de ratos

Wistar com enfisema.

Nao encontramos, até o momento, em revisdo bibliografica, estudos
em que a atividade fisica de diferentes intensidades tenha sido utilizada, em
animais de laboratério, para verificar as possiveis alteracdées no enfisema

pulmonar.

Consideramos este estudo relevante para os programas de
reabilitacdo pulmonar em pacientes com DPOC, pela importancia nas
recomendagdes de intensidade e freqiéncia, ainda ndo estabelecidas, com

as quais estes pacientes deveriam realizar a atividade fisica.
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2.0BJETIVOS

O objetivo deste estudo foi:

- Verificar o efeito pulmonar de dois protocolos de atividade fisica
(intensidade leve-moderada e alta), em ratos Wistar com enfisema pulmonar

induzido pela administragcao intratraqueal de papaina.
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3. METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo (CAPPesq — HCFMUSP), sob o protocolo n°
090/05. Os animais foram manejados de acordo com a orientagcdo para
cuidados com animais de laboratério, publicados pelo National Institutes for

Health (publicagdo 86-23, revisada em 1985).

Utilizamos 40 ratos Wistar, adultos jovens, fornecidos pelo Biotério da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Os animais tinham
idade de 8 semanas e pesavam 294 + 23 g (média + SD), foram mantidos
em condigOes controladas de temperatura (22-25° C) e luminosidade (12h
claro/12h escuro), e 70% de umidade relativa. A alimentagdo constou de

agua e ragao “ad libitum”.

3.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Durante o periodo do protocolo experimental, os animais foram
mantidos em gaiolas préprias, em biotério de manutencao. Foram levados
ao laboratorio cinco dias por semana para realizacao da atividade fisica, por

um periodo de dez semanas.
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3.1. INDUCAO DO ENFISEMA

Os animais foram submetidos a sedacdo com éter etilico (Merck,
Brasil) e anestesiados com isoflurano (Baxter Healthcare, Porto Rico) a 1%,
diluido em 100% de oxigénio a um fluxo de 2 I/min. Foi utilizado um
nebulizador de gases Isovapor (1224K, Takaoka, Brasil). Apés a anestesia,
foi introduzida uma canula de polietileno de 2 mm de diametro e 7 cm de
extensdo na traquéia dos animais, por meio de um laringoscépio pediatrico
com lamina adaptada a pequenos animais. A canula foi, entdo, conectada a
um aparelho de ventilagdo mecénica para pequenos animais (flexiVent,
Scireq, Canada) com volume corrente de 10 mL/Kg e freqléncia respiratoria

de 90 ciclos por minuto.

O enfisema foi induzido por instilacao intratraqueal de dose Unica de
papaina, 10-20 miligramas de papaina (10-20 U/mg proteina, Valdequimica
Produtos Quimicos - Brasil), dissolvida em 1 mL de solugao salina ( NaCl

0,9%) por meio da canula endotraqueal.

O grupo controle foi submetido a instilacao intratraqueal de 1 mL de

solucdo salina.

Todos os grupos permaneceram 40 dias no biotério para manutencgao,

para instalagdo do enfisema, segundo protocolo de Shapiro, 2000.
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3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos da seguinte forma:

- Grupo papaina-exercicio-intenso (PHE): composto por 10 animais que
receberam administracdo intratraqueal de solucado de papaina, para inducao
de enfisema pulmonar e posteriormente foram submetidos ao exercicio fisico

intenso durante 10 semanas.

- Grupo papaina-exercicio-moderado (PME): composto por 10 animais
que receberam administracdo intratraqueal de solucao de papaina, para
inducdo de enfisema pulmonar e posteriormente foram submetidos ao

exercicio fisico leve-moderado durante 10 semanas.

- Grupo papaina-sedentario (PS): composto por 10 animais que receberam
administragao intratraqueal de solucdo de papaina, para inducdo de
enfisema pulmonar e posteriormente foram mantidos sedentarios, sem

realizar exercicio fisico, durante 10 semanas.

- Grupo Salina-exercicio-intenso (SHE): composto por 10 animais que
receberam administracdo intratraqueal de solucdo salina (NaCl 0,9%) e
posteriormente foram submetidos ao exercicio fisico intenso durante 10

semanas.

Viviani Barnabé Tese de Doutorado - USP



METODOS 32

- Grupo Salina-sedentario (SS): composto por 10 animais que receberam
administracao intratraqueal de solucao salina (NaCl 0,9%) e posteriormente
foram mantidos sedentarios, sem realizar exercicio fisico, durante 10

semanas.

3.3 TREINAMENTO FiSICO

Apés os 40 dias da instilacdo de solucao de papaina ou de solugao
salina, os grupos PHE, PME e SHE foram submetidos a um programa de
exercicios em uma esteira ergométrica (Inbramed KT 4000) (Figuras 1A e
1B), adaptada para condicionamento fisico de ratos, com velocidade

regulavel.

A esteira possui 8 baias de acrilico (10 x 10 x 50 cm cada), para
treinamento de 8 animais ao mesmo tempo. Cada baia possui uma tampa de
acrilico com a parte anterior escura e a parte posterior transparente. Dessa
maneira no inicio do movimento da esteira os ratos tendem a caminhar em

direcéo a area anterior escura.
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Figura 1 — (A) Foto da esteira ergométrica adaptada para ratos, (B) Foto das

baias com os ratos em treinamento.

Na semana anterior ao inicio do treinamento, os animais foram
submetidos a 3 dias de adaptacdo na esteira ergométrica, com velocidade
de 0,3 Km/h por 10 minutos. Quarenta e oito horas apés o terceiro dia de
adaptacdo, os animais foram submetidos a um teste de esforco maximo. O
teste teve inicio com uma velocidade de 0,3 Km/h e que era aumentada em
0,1 km/h a cada 1,5 minutos até a exaustao dos animais. As intensidades de
treinamento dos protocolos (leve-moderado e intenso) foram baseadas e

adaptadas segundo a literatura.

O treinamento foi realizado uma vez ao dia, 5 dias por semana,

durante 10 semanas, entre 17 e 19 horas para coincidir com o inicio das
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atividades dos animais, que tém habitos noturnos, uma vez que, no biotério

de manutencao utilizado, ndo ha inversao dia/noite.

3.4 PROTOCOLO DE TREINAMENTO FiSICO

O protocolo de atividade fisica de intensidade leve-moderada foi
baseado em Navarro et al. (2003) e Hashimoto et al. (2004). Nas primeiras
quatro semanas 0s animais eram exercitados na velocidade de 0.3 km/h,
sendo aumentado gradualmente o tempo de exercicio de 15 a 40 minutos.
No inicio da quinta semana, a velocidade comegava a ser aumentada
gradualmente de 0.4 km/h (quinta semana) a 0.6 km/h (décima semana) e o

tempo aumentado gradualmente de 40 para 60 minutos (Tabela 2).

O protocolo de atividade fisica intensa foi baseado em Vrabas et al.
(1999) e Zonderland et al. (1999). Nas primeiras quatro semanas 0s animais
eram exercitados na velocidade de 0.3 km/h, sendo aumentado o tempo de
exercicio gradualmente de 15 para 40 minutos. No inicio da quinta semana a
velocidade comegava a ser aumentada gradualmente de 0.4 km/h (quinta
semana) a 0.9 km/h (décima semana) e o tempo aumentado gradualmente

de 40 para 60 minutos. (Tabela 3).
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Exercicio

Leve- Moderado

12 a 42 semana

52 a 102 semana

Tempo

15 — 40 min.

40 — 60 min.

Velocidade

0,3 km/h

0,4 - 0,6 km/h

Tabela 2 — Protocolo de atividade fisica leve-moderada baseado em Navarro
et al (2003) and Hashimoto et al (2004).

Exercicio Intenso

12 3 42 semana

52 a2 102 semana

Tempo

15 — 40 min.

40 — 60 min.

Velocidade

0,3 km/h

0,4 - 0,9 km/h

Tabela 3 - Protocolo de atividade fisica leve-moderada baseado em Vrabas
et al., 1999; Zonderland et al., 1999.

3.5 AVALIAGAO DA MECANICA PULMONAR

Apo6s quarenta e oito horas da ultima sessdo de treinamento, os

animais de cada grupo foram anestesiados com Thiopental (50 mg/kg),

tragueostomizados e conectados a um sistema para medida de mecénica

pulmonar em pequenos animais (flexiVent, Scireq, Canada) (Figura 2) e

ventilados com um volume corrente de 10 mL/Kg e frequéncia respiratoria de
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90 ciclos/minuto. Foi utilizado uma pressao expiratéria final (PEEP) de 5

cmH20, conectada a valvula expiratéria do ventilador.

Figura 2. Sistema para medida de mecanica pulmonar em
pequenos animais - Flexivent.

Para o calculo das medidas de Rrs (resisténcia do sistema
respiratério) e Ers (elastancia do sistema respiratério), foi utilizada a

equacao de movimento do sistema respiratério, que se segue:

Ptr (t) = Ers.V (t) + Rrs.V’ (1) + Po

Onde Ptr é a pressao traqueal, V™ é o fluxo, V é o volume, t é o tempo
e P, é a constante de correcdo de erros da capacidade residual funcional

(Wagers et al., 2002).
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3.6 AVALIACAO MORFOMETRICA

Apbs o término da avaliagdo da mecanica pulmonar, ainda sob
anestesia geral, os animais foram sacrificados por exsanguinacédo (seccao

da aorta abdominal).

Os pulmoées foram retirados, fixados e preenchidos com solucao de
formaldeido a 10% por 24 h, sob uma pressao constante de 25 cmH,0, para

homogeneizar a distensdo do parénquima pulmonar.

Vinte e quatro horas apds o inicio da fixacdo, os pulmdes foram
retirados do reservatério, cortados e submetidos a processamento

histol6gico de rotina.

As laminas foram coradas com Hematoxilina-eosina, Resorcina-
fuccina (para analise de fibras elasticas), Picrossirius (para analise de fibras
colagenas) e também foram preparadas sem corantes para a realizacao

posterior de imuno-histoquimica.
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3.7 INTERCEPTO LINEAR MEDIO

O intercepto linear médio (Lm), que é uma medida do grau de
distensao dos espacos aéreos distais (Margraf, 1991), foi medido utilizando-
se um reticulo de 50 retas e 100 pontos, com area conhecida (10* um? de
area total), adaptado a ocular de um microscépio. A quantificacdo do
intercepto linear médio foi obtida pela determinacdo do numero de vezes que
estruturas do parénquima de troca gasosa interceptaram as retas. Contamos
0 numero de intersec¢des entre o parénquima pulmonar e as retas da ocular,
em 20 diferentes campos por animal, em cada lobo pulmonar, no aumento de

200 vezes e os resultados foram expressos em micrometros (Figura 3).
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Figura 3. Demonstragcdo do método de morfometria utilizado. A: micrografia
de uma fatia de tecido pulmonar com sobreposicao do reticulo utilizado para
quantificacdo do diametro alveolar médio (aumento de 200X). B. micrografia
de uma fatia de tecido pulmonar sem sobreposicao do reticulo.
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3.8 MENSURACAO DE FIBRAS COLAGENAS E ELASTICAS NO

PARENQUIMA PULMONAR

Para avaliagdo das fibras colagenas do parénquima pulmonar foi
utilizado sistema de analise de imagem por meio do software Image Pro Plus
4.0 (NIH, Maryland, EUA). A andlise das fibras foi realizada em um
microscépio acoplado a uma camara Nikon, ligada a um computador, com
aumento de 400 vezes. Fotografamos 20 campos de parénquima pulmonar
por animal, corado para fibras colagenas (Picrossirius) e elasticas

(Resorcina-fucsina).

A proporcéao de fibras colagenas e elasticas no parénquima pulmonar
foi expressa na relacao entre a area total do tecido pulmonar, da imagem
escolhida, e a area de fibras colagenas ou elasticas (um2) da imagem
(Prado, 2006). Para cada imagem foram coletadas: 1) a area total da
imagem; 2) a area positiva para a marcacao do septo alveolar com base no
padrao estabelecido e 3) a area em branco. A subtragdo do item 1 pelo item
3 fornece o valor da area do septo alveolar. A porcentagem da area positiva
para a marcacao do septo alveolar é igual ao item 2 x 100 / area do septo

alveolar.

Obtivemos, assim, a medida da proporcdo de fibras elasticas e

colagenas por area de parénquima pulmonar, para todos 0s grupos.
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3.8 IMUNO-HISTOQUIMICA

Para a andlise imuno-histoquimica as laminas previamente
preparadas com 3 aminopropil-trietoxicilano (Silane-Sigma), contendo os
cortes histologicos dos pulmdes foram inicialmente desparafinadas e
hidratadas. Posteriormente foram submetidas a recuperacao antigénica por
meio de proteinase K por 20 minutos (37° Celsius) seguidos de 20 minutos

de descanso. Apos este periodo as laminas foram lavadas em PBL.

Foi realizado o blogueio da peroxidase endégena com &agua
oxigenada (H20.) 10V 3% (3 x 10 minutos), seguido de incubacdo com o
anticorpo primario: Isoprostano (IS-20; Oxford Biomedical), o qual foi
aplicado aos cortes relativos ao experimento e também aos controles. As

laminas foram incubadas “overnight”.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por meio do software Sigma Stat (SPSS

Inc., Chicago, IL). Todos os valores foram expressos em média e desvio

padrao.

Foi utilizado Teste t-studentt (t-test) para comparacao dos valores

iniciais e finais de peso para cada um dos grupos. Para analise da elastancia
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e proporcao de fibras colagenas foi utilizada a analise de varidncia de um
fator one way (ANOVA) seguida do teste de multiplas comparacées (Holm—
Sidak). Para os valores de Lm foi utilizada a analise de variancia one way
(ANOVA) seguida do método de Dunn’s para multiplas comparacdes. Para a
andlise da resisténcia e andlise dos dados da expressao de Isoprostano-8 foi
utilizada a analise de variancia de um fator one way (ANOVA). Um valor de p

menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 PESO CORPOREO DOS ANIMAIS

A Figura 4 mostra os valores do peso corporal (= DP) medidos antes
do inicio do protocolo experimental e ao final do protocolo. Houve um
aumento significativo do peso corporal de todos os grupos, comparando-se
cada grupo no momento inicial do protocolo (tempo 0) e no final do protocolo
experimental, apés 10 semanas (p = 0,001). Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre 0os cinco grupos experimentais, tanto no

momento inicial (tempo 0) e como no final do protocolo experimental.
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Figura 4. Peso corpéreo dos animais ao inicio do protocolo experimental e
ao final, apresentando diferenca significativa quando comparados 0s grupos
no momento inicial e final com p = 0, 001.

4.2. MECANICA RESPIRATORIA

As Figuras 5 e 6 mostram, respectivamente, os valores de resisténcia
(Rrs) e elastancia (Ers) do sistema respiratério, nos 5 grupos: salina
sedentario (SS), salina exercicio intenso (SHE), papaina sedentario (PS),

papaina exercicio intenso (PHE) e papaina exercicio moderado (PME). As
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medidas de mecanica respiratoria foram obtidas antes do inicio do protocolo

experimental e ao final do protocolo de atividade fisica de 10 semanas.

Nao foi observada diferenga significativa dos valores de resisténcia
(Rrs) quando comparados os grupos no momento inicial e ao final do
protocolo, assim como nao foi observada diferenca significativa entre os

grupos, nos momentos inicial e final.

Com relacdo a elastancia, ao final do protocolo experimental,
observamos valores de Ers significativamente menores nos grupos que
receberam instilacao de solucdo de papaina (PS, PME e PHE), comparados
aos grupos que receberam instilacado de solucdo salina (SS e SHE) (p <
0,001). Houve ainda diferenca estatisticamente significativa entre os valores
iniciais e os valores finais de elastancia em todos os grupos (p < 0,05), com

excecao do grupo salina exercicio intenso (SHE).
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Bl Salina Sedentario
I Salina Exercicio
Ml Papaina Sedentério
I PapainaExercicio Moderado
I Papaina Exercicio Intenso

1.4 4
1.2 4

1.0 1

0.8

0.6

Rrs (cmHZO.mL'1.s)

INICIAL FINAL

Figura 5. Resisténcia do sistema respiratério (Rrs) inicial e final. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa quando comparados o momento
inicial e o final de cada grupo e quando os valores de Rrs entre os grupos,
no mesmo momento, foram comparados.
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I Salina Sedentario
I Salina Exercicio
Ml Papaina Sedentério
I PapainaExercicio Moderado
I Papaina Exercicio Intenso

3.5

Ers (cmH,O.mL")

INICIAL FINAL

Figura 6. Valores da elastancia do sistema respiratério (Ers) inicial e final nos
cinco grupos experimentais. * p < 0, 001 comparado ao valor inicial; ** p <
0,05 quando os grupos PS, PME e PHE aos grupos salina (SS e SHE).
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4.3. INTERCEPTO LINEAR MEDIO

A andlise do intercepto linear médio (Lm), que é uma medida dos
espacos aéreos, mostra que o0s grupos que receberam instilacdo
intratraqueal de papaina (PS, PME e PHE) obtiveram valores médios de Lm
significativamente mais elevados (p < 0, 001), quando comparados com 0s
grupos que receberam instilacao de salina (SS e SE) (Figura 7). O grupo
PHE mostrou um aumento maior dos valores de Lm quando comparado aos
grupos PS e PME (p < 0, 001) e nao foi observada diferenca significativa

entre os grupos PS e PME (p = 0, 239).
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Figura 7. Valores do intercepto linear médio (Lm) nos cinco grupos (média e
DP). Os grupos que receberam instilacdo de papaina mostraram valores
mais elevados de Lm quando comparados com 0S grupos que receberam
instilacdo de salina (p < 0, 001). O grupo PHE apresentou valores maiores
de Lm quando comparado aos grupos PS e PME (p = 0, 001).
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A Figura 8 mostra fotomicrografias do parénquima pulmonar ao final
do protocolo de exercicio, 40 dias ap6s a instilacao de papaina (grupos SS e
SHE) ou salina (grupos PS; PME e PHE) mais 10 semanas de atividade
fisica. Nos podemos observar a integridade do parénquima alveolar nos
grupos salina e a presenga de destruicdo alveolar com alargamento e
aumento dos espacos alveolares nos grupos que receberam instilacdo de

papaina.

Salina Sedentario Salina Exefcicio '+

Papaina. Sedentario . [Pabaina Exerc. moderado| Papaina Exerc. intenso

-

Figura 8. As fotomicrografias representam o parénquima pulmonar de ratos
Wistar dos 5 grupos experimentais (aumento de 400x, coloragdo pela

hematoxilina e eosina).
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4.4. PROPORCAO DE FIBRAS COLAGENAS NO PARENQUIMA

PULMONAR

A Figura 9 mostra a proporcao de fibras colagenas no tecido alveolar.
Os grupos que receberam solucéo de papaina (PHE, PME e PS) mostraram
um discreto aumento na proporcdo do volume de fibras coldgenas quando
comparados com 0s animais que receberam solugéo salina (SS e SHE) (p =
0, 049). Nao houve diferenga significativa na propor¢céo de volume de fibras

colagenas entre os grupos que receberam instilacao de papaina.
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B Salina Sedentario
I Salina Exercicio
Ml Papaina Sedentério
I PapainaExercicio Moderado
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Figura 9. Proporcao de fibras colagenas no parénquima alveolar nos cinco
grupos experimentais. Os grupos PHE, PME e PS mostraram um discreto
aumento nesta proporcao em relacao aos grupos SS e SHE (p = 0, 049).
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4.4 ANALISE DA EXPRESSAO DE ISOPROSTANO-8

Os dados apresentados para isoprostano-8 correspondem ao
quociente entre a area de parénquima positivo para o marcador estudado

pela area total de parénquima.

A figura 10 mostra o indice de densidade otica (IOD) da area do
parénquima pulmonar positiva para o anticorpo anti-isoprostano-8, nos cinco
grupos experimentais. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os

grupos com p = 0, 286.
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Figura 10. Intensidade de expressdao do Isoprostano-8 no parénquima
alveolar dos grupos experimentais. Nao houve diferenga estatistica
significativa entre os grupos (p=0, 286).
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DISCUSSAO
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5.DISCUSSAO

Ratos Wistar tratados com papaina, para inducdo de enfisema
pulmonar, e submetidos a diferentes intensidades de atividade fisica
apresentaram diferentes graus de lesdo pulmonar. Neste estudo verificamos
que a atividade fisica de alta intensidade piorou o enfisema em ratos Wistar
que receberam tratamento intratraqueal com papaina, enquanto os animais
que receberam o mesmo tratamento, mas foram submetidos a um protocolo
de exercicio de intensidade moderada nao apresentaram diferenga quando
comparados aos animais que nao foram submetidos a atividade fisica e

receberam papaina.

Em pacientes com DPOC a reabilitacdo pulmonar tem demonstrado
ser efetiva na melhora da tolerancia ao exercicio e na melhora da qualidade

de vida (Guell et al., 2000; Gold, 2009).

Entre os objetivos da reabilitacdo pulmonar destaca-se o aumento da
tolerancia ao exercicio, aumento do metabolismo, reducdo do nivel de
dependéncia do paciente em relacdo aos cuidados médicos, melhora fisica e
emocional nas atividades diarias com consequente melhora da qualidade de
vida, diminuicdo da dispnéia, reducdo na ventilagdo, aumento no tempo de
realizacdo do teste de esforco entre outros (Corso, 2000; Clark et al., 2000;

Bernard et al., 1999; Neder et al., 1997; Goldstein et al.,1994; Ribeiro et al.,
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1994; Simpson et al., 1992). A intolerancia ao exercicio nos pacientes com
DPOC parece ser nao somente pela obstrugdo pulmonar, mas também pela
combinacdo de alguns fatores extra-pulmonares. Existem varios estudos
demonstrando a diminuicdo da endurance do sistema muscular esquelético
em pacientes DPOC associado as alteracbes da funcao pulmonar. Atrofia e
fraqgueza dos musculos periféricos sdo comuns, levando a redugao da
capacidade fisica, entre outros fatores (Serres et al., 1998; Gold, 2009; Guell

et al., 2000).

Uma meta-analise de Puhan, em 2005, demonstrou que pacientes
com DPOC se beneficiam da reabilitagdo pulmonar apdés uma exacerbacao,
com melhora da capacidade fisica, da qualidade de vida e reducdo da

mortalidade (Osthoff and Leuppi, 2010).

A destruicdo da arquitetura pulmonar pode também alterar a
disposicdo normal das vias aéreas, contribuindo para o aumento da

resisténcia destas (Barnes, Shapiro, Pauwels, 2003).

A escolha de um protocolo de reabilitagdo deve compreender uma
avaliagao individualizada e criteriosa para posterior adequacéo, segundo os
valores obtidos na avaliagdo, das atividades a serem desenvolvidas pelo
paciente. Tem-se realizado esforcos para desenvolver um protocolo

toleravel, porém efetivo aos pacientes DPOC, mas ainda nao se chegou a
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um consenso sobre o tipo de atividade fisica mais eficiente para os

pacientes DPOC e sobre o tipo de exercicio.

Estudos experimentais em diferentes patologias, com intensidades
diferentes de atividade fisica vém sendo desenvolvidos, por exemplo, por
Navarro et al. (2004), verificando o efeito do exercicio moderado em ratos
com relacdo ao comportamento desses animais e ao estresse oxidativo e
Vrabas et al. (1999) verificando o efeito do treinamento fisico intenso na
reducdo da fadiga do diafragma. Mais recentemente, FI6 et al., 2006
desenvolveram um protocolo de atividade fisica intensa, no enfisema
pulmonar ainda em desenvolvimento, demonstrando efeitos deletérios no
pulméo de ratos Wistar quando comparados aos ratos enfisematosos que

nao realizaram atividade fisica.

Objetivando a melhor compreensao da evolucao da doenca e também
encontrar medidas terapéuticas, diversos modelos animais de DPOC foram
desenvolvidos em diferentes espécies. A instilagcdo pulmonar de enzimas
elastoliticas como a elastase e a papaina tem sido largamente utilizada e
seus resultados na morfologia pulmonar sdo similares ao enfisema humano,
levando ao desenvolvimento de enfisema pulmonar em cerca de um més
(Hayes, 1975; Pushpakom, 1970, Shapiro, 2000). E sabido que roedores e
seres humanos apresentam diferencas anatdbmicas e fisiolégicas em suas
arvores brbnquicas, mas apresentam, com frequéncia, respostas

semelhantes quando expostos a uma substancia que induz lesdo pulmonar

Viviani Barnabé Tese de Doutorado - USP



DISCUSSAO 59

(Dawkins et al., 2001). A escolha pelos ratos Wistar foi por apresentarem
porte pequeno, serem facilmente mantidos no biotério e mais importante,
desenvolverem enfisema pulmonar semelhante ao apresentado por seres
humanos, quando submetidos a instilacao intratraqueal de papaina (Fusco
2002). A escolha por utilizar papaina foi por induzir um enfisema pulmonar
apdés uma Unica administracéo, além dos resultados na morfologia pulmonar
estarem padronizados em nosso grupo de pesquisa e serem similares ao

enfisema humano.

No estudo de Fl6 et al. os animais foram submetidos a atividade fisica
intensa, com enfisema ainda em desenvolvimento e foi observada uma
maior destruicdo do parénquima alveolar nos animais que realizaram
atividade fisica intensa. Nosso estudo teve duas diferencas em relagdo ao
estudo de Fl6 et al.: realizamos um protocolo de enfisema e exercicio,
avaliando duas diferentes intensidades de atividade fisica (leve-moderada e

intensa) e estudamos ratos Wistar com enfisema ja instalado.

Os animais do nosso estudo, em todos os grupos, independente do
fato de terem recebido papaina ou ndo, apresentaram um aumento de peso
significativo ao longo das 10 semanas, semelhante em todos os grupos. Este
resultado foi semelhante ao trabalho de FIé6 com enfisema ainda em
desenvolvimento, porém era esperado que 0s animais com enfisema ja
instalado tivessem uma diminuicdo do peso com relacdo ao grupo controle,

pelo fato do enfisema resultar em um gasto energético maior. Em trabalhos
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anteriores, em que o0s animais foram instilados com papaina, observou-se
diminuicdo do peso dos animais que receberam papaina somente nos
primeiros dias. No entanto, ao longo das semanas seguintes, o peso dos
animais instilados com salina ou com papaina sofreu aumentos similares

(Boyde et al., 1980; Kobrle et al., 1982).

Assim como no trabalho de FI6 e colaboradores, ndo foi observada
diferenca significativa dos valores de resisténcia (Rrs) do sistema
respiratério em nosso experimento, quando comparamos 0S grupos no
momento inicial e ao final do protocolo, assim como nao foi observado

diferenca significativa entre os grupos, nos momentos inicial e final.

Com relacdo a elastancia do sistema respiratorio, houve um
decréscimo significativo nos grupos que receberam instilagdo de solugcao de
papaina, quando comparados aos grupos que receberam instilacido de
solucéo salina. Houve ainda diferenca significativa entre os valores iniciais e
os valores finais de elastancia em todos os grupos, com exce¢ao do grupo
salina exercicio intenso. A diminuicao da elastancia do sistema respiratério
observada no grupo que recebeu solugado salina pode simplesmente ser um
efeito da idade dos animais. No entanto ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos que realizaram diferentes intensidades de
atividade fisica. Podemos observar por estes resultados que 0s grupos
papaina desenvolveram enfisema devido a diminuicdo das fibras elasticas

em comparagao aos grupos salina. Porém, as diferentes intensidades de
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atividade fisica ndo foram capazes de produzir um enfisema mais intenso em
um dos grupos. O alargamento dos espagos aéreos tem sido associado com
a diminuicdo das propriedades elasticas do pulmao, a analise morfométrica
ainda é considerada a medida mais confiavel para detectar enfisema

pulmonar (Foronjy et al., 2006; Guerassimov et al., 2004).

A quantificacdo do enfisema pulmonar foi realizada por meio da
medida do intercepto linear médio (Lm). A medida de Lm é um indice do
didmetro médio dos espacos aéreos e é um marcador da distensao alveolar,

podendo ser calculado por técnicas morfométricas e de analise de imagem.

Neste estudo as medidas de Lm foram feitas por meio de técnicas
convencionais de contagem de interceptos. As laminas foram observadas
em microscopio Optico comum em aumento de 200x, sobre a objetiva foi
colocado um reticulo e as medidas foram realizadas em todos os lobos

pulmonares do pulmao esquerdo e direito.

Os dados encontrados neste trabalho sdo compativeis com o
desenvolvimento do enfisema em ratos publicados em outros estudos e séao
similares ao enfisema humano (Hayes, 1975; Pushpakom, 1970). O tempo
de 40 semanas utilizado neste estudo foi suficiente para produzir uma lesao
detectavel pelas medidas tradicionais de Lm (Shapiro, 2000). Foi possivel
observar alargamento dos espacos aéreos em todos os lobos pulmonares

dos animais que receberam instilacdo de papaina sendo que o grupo que
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realizou atividade fisica intensa apresentou um desenvolvimento maior de
areas enfisematosas quando comparado ao grupo que realizou atividade

leve-moderada, como mostra a Figura 7.

Existem varios estudos anteriores que correlacionam atividade fisica e
enfisema pulmonar, mas até o presente momento, que seja de nosso
conhecimento, ndo existem estudos que correlacionam os efeitos da
atividade fisica leve-moderada e intensa com as alteragdes provocadas no

pulmao de um modelo animal de enfisema.

O protocolo de atividade intensa utilizado foi baseado em um
protocolo anterior de atividade fisica usado em ratos, em nosso laboratério,
por Fl6 et al. e em outros protocolos ja estabelecidos na literatura para
atividade intensa (Vrabas et al. 1999) e Zonderland et al. 1999). O protocolo
de atividade leve-moderada foi baseado nos estudos de Navarro et al (2003)
e Hashimoto et al (2004) e seus efeitos ja se apresentam previamente

descritos e estabelecidos na literatura (Murphy et al. 2004).

Nos animais submetidos as duas intensidades diferentes de atividade
fisica, exercicio leve-moderado e exercicio intenso, ap6s dez semanas de
treinamento, foi observada uma maior destruicdo da parede alveolar, com
aumento significativo nos valores de Lm nos grupos que receberam
instilacdo de papaina quando comparados com 0s grupos que receberam

instilacao de salina. Porém, entre os grupos papaina, o grupo que realizou
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atividade fisica intensa (PHE) mostrou um aumento maior nos valores de Lm
quando comparado com o0 grupo que realizou atividade leve-moderada
(PME). Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos PS e PME
assim como entre os grupos que nao foram submetidos a atividade fisica.
Esses resultados sugerem que a atividade fisica intensa aumentou a
destruicdo do parénquima pulmonar neste modelo animal de enfisema com
relacdo ao exercicio de moderada intensidade, que apresentou uma maior

integridade da parede alveolar.

Geralmente, concomitante a destruicao e alargamento do parénquima
alveolar observados no enfisema pulmonar, ocorre uma reorganizacdo das
fibras do tecido conectivo durante o desenvolvimento do enfisema pulmonar
(Chung e Adcock, 2008; Li et al., 2002). No nosso estudo, foi observado um
aumento na propor¢cdao do volume de fibras colagenas do parénquima
pulmonar de todos 0s grupos de animais que receberam instilacdo de
papaina independente da intensidade de atividade fisica. Embora em nosso
estudo a atividade fisica intensa tenha piorado a destruicao alveolar, nao
apresentou efeito no remodelamento pulmonar. Nao ha um consenso na
literatura correlacionando a destruicdo alveolar com o remodelamento da
matriz extracelular. Porem é importante considerar que foi avaliado o total de
fibras colagenas nos septos alveolares, sem considerar os diferentes tipos

de colageno.
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Para tentar explicar a maior destruicdo alveolar (Lm) observada no
grupo que realizou atividade intensa, foi levantada a hipétese de que o
estresse oxidativo fosse o causador de tal evento. O estresse oxidativo, um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, esta aumentado em pacientes
com DPOC, principalmente em exacerbacbes (Biermacki et al., 2003). A
presenca do estresse oxidativo tem consequiéncias importantes em diversos
eventos da patogénese da DPOC, como a lesdo do epitélio dos espacos
alveolares, a hipersecrecdo de muco, o remodelamento da matriz
extracelular (MEC) entre outros (Rahman, 2005). Considerando que o
exercicio aerobico intenso pode interferir no balango oxidante/antioxidante
resultando no aumento da producao de oxidantes, esse desequilibrio levaria
a piora da destruicao alveolar, ou seja, a um aumento da destruicao alveolar
observada nos animais que realizaram atividade fisica intensa, podendo

entao induzir o estresse oxidativo.

Para estudarmos o estresse oxidativo em nosso protocolo
experimental medimos a expressao do isoprostano-8 nos tecido pulmonar
dos ratos dos cinco grupos. Os isoprostanos sao compostos resultantes da
peroxidacado do acido aracdbnico das membranas celulares, sendo bastante
utilizados como marcadores de estresse oxidativo em doengas pulmonares.
Estes compostos encontram-se aumentados em individuos que possuem
doencas pulmonares obstrutivas crénicas (Pratico et al.,1998), sendo
considerados bons marcadores de estresse oxidativo tanto em seres

humanos como em animais.
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Em nosso estudo, ndo observamos diferenca entre os cinco grupos
quando medimos o isoprostano-8. Portanto o estresse oxidativo ndo seria o
causador da maior destruicao alveolar no grupo que realizou atividade fisica

intensa.

Outra possivel explicacao para essa maior destruicao alveolar seria o
efeito da hiperventilacdo (aumento do volume corrente e freqiéncia
respiratéria) que acompanha o exercicio intenso, causando uma maior
distensdo dos septos alveolares e levando a uma maior quantidade de
rupturas. Ha poucos estudos que tentam elucidar esta questdo. No estudo
de Gelb e colaboradores (1999) foi observado que pacientes em fase
terminal de enfisema submetidos a cirurgia de redugédo de volume pulmonar
perdem os beneficios na funcao pulmonar no decorrer do tempo, podendo
tornar-se ainda mais limitados no periodo pés-operatério. A possivel
explicagcao para este fato seria o aumento das forcas mecanicas exercidas
sobre o tecido conjuntivo em virtude da hiperinsuflagao sofrida pelo pulmao
remanescente. West em 1971 sugere que o estresse mecanico no pulmao é
mais intenso nas areas mais afetadas pelo enfisema. Em estudo mais
recente de Kononov e colaboradores (2001) foi desenvolvida uma técnica
para medir as propriedades mecéanicas de fatias do tecido pulmonar e
visualizar a deformacao das fibras de colageno e elastina em ratos que
receberam instilacdo intratraqueal de elastase. Foi observado um

remodelamento tecidual significativo com espessamento das fibras elaticas e
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colagenas. Mais importante é que durante o estiramento, as fibras de
elastina e colageno recém depositadas apresentaram maior distorcao
quando comparadas as fibras presentes em tecido pulmonar normal. E mais,
estes autores observaram que o limiar de faléncia mecanica do colageno, do
tecido enfisematoso, estd reduzido durante o estiramento quando
comparado ao tecido pulmonar normal. E bem estabelecido, que a
ventilagdo mecéanica com volumes pulmonares elevados, resulta em maior
injuria do tecido pulmonar, em especial em pacientes com lesdo pulmonar
aguda como, por exemplo, a sindrome do desconforto respiratério agudo

(Amato et al., 1993; Amato et al., 1995; Amato et al., 1998).

Shapiro sugeriu a existéncia de um processo inflamatério dindmico
que perdura mesmo depois do enfisema instalado; sugerindo que ocorram
inflamagcdes multiplas (em células provavelmente estruturais) interagindo
para piorar a destruicao alveolar na DPOC, e que o foco em células
individuais e proteinases isoladamente nao proporcionam uma compreensao

global do processo da doenca.

Outras alteragdes fisiolégicas e metabdlicas induzidas pela atividade
fisica também poderiam ter contribuido para o aumento da lesdo alveolar

induzida por papaina, como alteragées hormonais e hemodinamicas.
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Esses resultados podem ter repercussao clinica importante nos
programas de reabilitacdo respiratéria, uma vez que podem orientar, pelo
menos em parte, os programas de atividade fisica em pacientes
enfisematosos com relacdo ao grau de intensidade utilizado, com a
finalidade de proporcionar um maior beneficio ao paciente, melhorando a
capacidade respiratéria sem aumentar o grau de destruicdo pulmonar

causado pela atividade intensa, como apresentado em nosso resultado.

Ha, entretanto, a necessidade de outros estudos para elucidar os
mecanismos precisos envolvidos na maior destruicdo da parede alveolar,

induzidos pela atividade fisica intensa.
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6.CONCLUSOES

A atividade fisica intensa piorou o enfisema pulmonar induzido pela

administracao de solugédo de papaina em ratos Wistar.

Essa piora do enfisema nao foi observada em ratos submetidos a um

protocolo de atividade fisica leve/moderada.
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