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1. Introdução

A bleomicina é um antibiótico citotóxico utilizado por pacientes portadores de carcinoma localizado principalmente na cabeça e
pescoço, pele pênis, colo uterino, vulva, testículo, linfoma (Doença de Hodgkin e linfoma não Hodgkin) e derrame pleural maligno
(BRISTOL- MYERS SQUIBB®).
Segundo Sleifer (2001) o sulfato de bleomicina é o agente antineoplásico que causa fibrose pulmonar e seu efeito tóxico tem sido
utilizado em modelos experimentais em animais (LAZO et al., 1990). No entanto, o mecanismo envolvido na indução dessa doença
não tem sido completamente entendido.
A estimulação diafragmática elétrica transcutânea (EDET), é uma especificidade utilizada para melhorar a função ventilatória,
auxiliando pacientes com fraqueza dos músculos respiratórios ou submetidos á ventilação mecânica.
Estudos em humanos já padronizaram os parâmetros para utilização da EDET (GEDDES et al., 1985; 1990; GEDDES e SIMMONS,
1991). Segundo Green et al., (2001), pacientes submetidos a treinamento muscular profilático obtiveram melhora da força e função
muscular respiratória, além da melhora da oxigenação, ventilação e diminuição no tempo de hospitalização.
Assim, tais estudos mostram a importância da utilização da EDET e sua evolução em diversas patologias e em situações nas quais há
a disfunção ou o desuso muscular.
Baseado nisto, Cancelliero (2007) adaptou a EDET para aplicação em ratos, desenvolvendo um protocolo similar ao utilizado no ser
humano, mais especificamente com relação à frequência da corrente, pois na literatura constam trabalhos de estimulação elétrica em
diafragma somente relacionados a eletrodos subcutâneos, sendo implantados no ponto motor ou mesmo no nervo frênico. Diante
disto, a autora optou pela estimulação elétrica por meio de eletrodo transcutâneo, comumente utilizada pela fisioterapia.
Além do objetivo de propor um protocolo de EDET aplicada em ratos, houve também a inserção de uma condição patológica
pulmonar, especificamente a fibrose pulmonar, gerada por um quimioterápico, a bleomicina.
Assim, aventa-se a hipótese de que a EDET poderia ser um recurso complementar na área da fisioterapia respiratória, para minimizar
algum efeito deletério desencadeado pela bleomicina.



2. Objetivos

Estudar os efeitos da estimulação diafragmática elétrica transcutânea sobre as alterações histopatológicas de pulmão de ratos tratados
com bleomicina.

3. Desenvolvimento

Foram utilizados ratos Wistar, com 3 a 4 meses, alimentados com ração e água “ad libitum”, e divididos em 3 grupos (n=5): tratados
com bleomicina, tratados com bleomicina associado à EDET e controle.
Este trabalho foi aprovado pela comissão de ética na experimentação animal – CEEA-IB-UNICAMP sob o protocolo nº 754-2.
O tratamento com bleomicina foi realizado por uma dose única de sulfato de bleomicina (Blenoxame® - BRISTOL- MYERS
SQUIBB) na concentração de 2,5mg/kg de peso corporal segundo a proposta de Beller et al (2004) pela via intratraqueal e depois de 7
dias os animais foram sacrificados.
Para a aplicação da EDET os animais foram anestesiados e a região anterior do tórax tricotomizada para garantir uma maior
efetividade da estimulação e do posicionamento dos eletrodos. A estimulação elétrica foi realizada diariamente por 20 minutos
durante 7 dias, sendo a freqüência de 50Hz (ciclos por segundo), Ton de 2 segundos (tempo de contração), Toff de 2 segundos (tempo
de relaxamento) e a largura de fase (duração de pulso) de 0,4 milisegundos (ms). A intensidade (amplitude do pulso) foi padronizada
em 5.0 miliamperes (mA), a partir da visualização da contração muscular, sendo que a cada 3 minutos foi aplicado um acréscimo de
1.0mA à corrente minimizando a acomodação do diafragma.
O equipamento utilizado para a estimulação elétrica foi o Dualpex 961 (QUARK®), além de dois eletrodos de silicone-carbono com
área de 1,5x2,0 cm cada e gel de acoplamento.Os dois eletrodos foram posicionados bilateralmente na região lateral do tórax entre a
4ª e a 6ª costela, no ponto médio entre o cotovelo e a última costela do animal. Esta região é próxima aso ramos laterais do nervo
frênico, que terminam na região lateral do diafragma.
As peças (pulmão) obtidas foram processadas para as análises histopatológicas. De cada animal foram retirados 5 fragmentos de
pulmão, fixados em solução tamponada de formol a 10% e posteriormente processados para inclusão em paraplast e coloração em
Hematoxilina e Eosina. Cinco cortes de 6µm de espessura foram obtidos de cada segmento e de cada corte selecionadas 5 áreas
captadas por um microscópio de luz com objetiva de 40x foi adaptado com uma ocular reticulada (Carl Zeiss, K 10x/18) e por meio
desta foram computados o número de fibroblastos e de leucócitos presentes nos septos interalveolares em 10 áreas de 250 µm2, em
cada grupo experimental, totalizando 100 áreas por animal.
Foi realizada a análise estatística pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, sendo positiva a amostra, foi realizado o teste
paramétrico de ANOVA seguido do teste de Tukey, com nível de significância de p ? 0,05.

4. Resultado e Discussão

A partir das análises realizadas pode-se observar um aumento significativo (p<0,05) no número dos fibroblastos no grupo tratado com
a Bleomicina em relação ao grupo controle, enquanto o grupo tratado com Bleomicina + EDET, apresentou uma redução significativa
(p < 0,01) no número dos fibroblastos em relação ao grupo Bleomicina, voltando aos valores normais do grupo Controle (Tabela 1).
Em relação á presença de leucócitos, nossos resultados mostraram que o grupo Bleomicina apresentou um aumento significativo
(p<0,001) destas células de defesa, em comparação ao grupo Controle. Já o grupo tratado com a Bleomicina + EDET apresentou uma
redução significativa (p<0,001) em relação ao grupo Bleomicina (Tabela 2).
Observou–se no grupo bleomicina um espessamento dos septos interalveolares e um aumento do número de células: fibroblastos e
leucócitos. O grupo B + EDET se mostrou semelhante ao grupo C, com septos interalveolares estreitos e poucas células com
características fibroblásticas, como mostra a Figura 1. 
Pelo efeito tóxico com consequente formação de fibrose, a bleomicina foi adotada como modelo experimental (BORZONE et al.,
2001, XU et al., 2003, FUJITA et al., 2008, MARTINEZ et al., 2008), pois seu mecanismo de ação induz a produção de espécies
reativas ao oxigênio (ROS) que promove a apoptose e/ou ao aumento da regulação de Fatores transformadores de crescimento -
TGF-?. Este fator (TGF-?) é uma das mais importantes citocinas envolvida na fibrose pulmonar (AKOI et al., 2005).
Os resultados do presente estudo e de um trabalho anterior do mesmo grupo de pesquisa confirmaram este efeito da bleomicina. Nas
lâminas histológicas de pulmão dos animais tratados com bleomicina, foi observado um espessamento expressivo dos septos



interalveolares e quando foi quantificado por métodos histomorfométricos, foi observada redução significativa de 38,4% na densidade
de área alveolar, com consequente redução da área de troca gasosa. Provavelmente, isto se deve em parte ao infiltrado celular nos
septos interalveolares do pulmão de ratos tratados com bleomicina, pois houve aumento significativo do número de leucócitos
(201,8%) e de fibroblastos (18,4%). Entretanto o grupo estimulado se assemelhou ao número de células presentes no grupo controle.
No presente trabalho a análise morfométrica do pulmão de ratos tratados com bleomicina e EDET mostrou redução significativa dos
efeitos deletérios da bleomicina, com recuperação de 43,45% da densidade de área alveolar, além da inibição do aumento do número
de fibroblastos e leucócitos, mostrando o efeito benéfico do tratamento, mesmo não sendo farmacológico.
Apesar de não haver estudos relacionando a estimulação elétrica com a fibrose pulmonar, possivelmente, com a contração muscular
promovida pela EDET na musculatura respiratória, tendo em vista que metabolicamente os músculos respiratórios são beneficiados
com este recurso, conforme já citado em estudos anteriores, pode-se sugerir que houve aumento do fluxo sanguíneo, facilitando a
remoção dos ROS provocados pela bleomicina, e assim impedindo o processo inflamatório, observado no grupo tratado somente com
bleomicina. Esta sugestão é reforçada pela observação dos dados histopatológicos apresentados, em que o tecido pulmonar do grupo
que recebeu o tratamento com a EDET apresentou número de fibroblastos e de leucócitos semelhantes ao grupo controle.

5. Considerações Finais

Diante do exposto, conclui-se que o tratamento com bleomicina promoveu espessamento dos septos interalveolares e
consequentemente redução da área alveolar, com aumento das células inflamatórias fibroblastos e leucócitos, porém o recurso
fisioterapêutico EDET aplicado precocemente conseguiu reverter os efeitos deletérios pulmonares promovidos por este fármaco.
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