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INTRODUCAO

A associacao do alcoolismo e lesdao pulmonar é um importante
problema de salde publica, por apresentar alta taxa de mortalidade
e piorar a qualidade de vida dos individuos que sofreram lesées
pulmonares agudas ou crénicas'™. O consumo crénico de alcool
estd associado ao desenvolvimento de insuficiéncia respiratéria, edema
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RESUMO

O alcoolismo crénico provoca alteragdes nos tecidos pulmonares caracterizadas por edema pulmonar e
formacdo de extenso infiltrado inflamatério. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do exercicio fisico
sobre as lesdes pulmonares provocadas por ingestao cronica de dlcool em ratos Wistar. Material e métodos:
Trinta e dois ratos Wistar machos (261,1 + 1,3 gramas) receberam aguardente de cana-de-agucar diluida
(30%, v/v, grupo alcoolizado) ou dgua potavel (grupo controle) durante 120 dias. Apos este perfodo, cinco
animais de cada grupo foram sacrificados. Os demais animais receberam apenas dgua potavel até o final do
experimento e foram divididos em quatro grupos: alcoolizados sedentérios (AS), controle sedentérios (CS),
alcoolizados treinados (AT) e controles treinados (CT). Os animais AT e CT foram submetidos a protocolo de
natacdo, aumentando gradativamente o tempo de exercicio até 20 minutos por dia, cinco vezes por semana,
durante um periodo total de cinco semanas. Neste mesmo periodo, 0s animais AS e CS foram mantidos em
sedentarismo. Resultados: Apds o periodo de ingestao alcodlica, os animais do grupo alcoolizado apresen-
taram reducéo de peso (P < 0,05) e aumento da massa relativa do pulméao (P < 0,05). O pulmao do grupo
alcoolizado apresentou edema pulmonar e extenso infiltrado inflamatério. Os animais dos grupos CS e CT
nao apresentaram diferencas morfoldgicas. Os animais do grupo AT apresentaram aumento do quadro de
edema pulmonar e do nimero de macréfagos pigmentados em relacao ao grupo AC (P < 0,05). Conclusao:
O exercicio fisico pode acentuar o processo inflamatério pulmonar quando aplicado em animais com lesao
pulmonar inflamatéria provocada pelo consumo crénico de alcool.

Palavras-chave: etanol, edema pulmonar, exercicio.

ABSTRACT

Chronic alcohol consumption causes alterations in the lung tissues characterized by edema and formation
of large inflammatory infiltrate. The purpose of this work was to evaluate the effect of physical exercise on
lung injuries caused by chronic alcohol intake in Wistar rats. Material and methods:Thirty-two male Wistar
rats (261.1 + 1.3 g) received sugarcane distilled alcoholic beverage diluted (30%, v/v, alcohol group) or tap
water (control group) for 120 days. After this period, five animals of each group were sacrificed. The remaining
animals received water and were sorted in four groups: alcoholic and sedentary (AS), control and sedentary
(CS), alcoholic and trained (AT) and control and trained (CT). The AT and CT groups were submitted to a
swimming exercise protocol with progressive daily increase in the training time until 20 minutes per day,
five times per week, for five weeks. For the same period, AS and CS groups were maintained at sedentary
state. Results: after the alcoholic intake period, the alcohol group presented decreased (P<0.05) body weight
and increased relative lung weight (P<0.05). Lungs of alcoholic group showed characteristics of edema and
inflammatory infiltrate. The CS and CT groups did not present morphological changes. AT animals showed
increased inflammation and number of hyper pigmented macrophages in relation to CT group. Conclusion:
exercise can increase lung inflammation when applied in animals with inflammatory injury induced by
chronic alcohol consumption.

Keywords: alcohol, lung edema and exercise.

pulmonar e aumento da susceptibilidade as infecgoes respiratérias’.
As alteragdes pulmonares podem ser causadas por acao direta do etanol
sobre as fungdes dos pneumacitos tipo | e |, alteragdo da permeabilidade
epitelial, diminuicdo da producdo da camada surfactante e remogao
de liquidos, reducao das defesas antioxidantes e resposta inflamatéria
local, exacerbada‘>®. As alteracoes morfofuncionais também podem
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estar associadas a hipertensdo arterial, causada pelo aumento da
converséo da angiotensina Il ou secundaria a pancreatite alcodlica®.
Os mecanismos etiopatogénicos da pneumopatia alcodlica e o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas podem ser avaliados por
meio de estudos experimentais em ratos. Em modelos experimentais,
o efeito deletério do estresse oxidativo provocado pelo etanol, além
da acdo direta da droga e produtos do seu metabolismo sobre
o tecido pulmonar, sdo os principais mecanismos indutores de
inflamacao, edema e fibrose intersticial®”,

O exercicio fisico moderado e crénico tem sido associado a di-
versos efeitos benéficos a saude, incluindo o aumento das defesas
antioxidantes celulares e o controle da hipertenséo arterial®'". Em
ratos, o treinamento fisico demonstrou prote¢do contra os efeitos le-
sivos do alcool no sistema cardiovascular e nos musculos estriados
esqueléticos!''?. Os efeitos protetores do exercicio fisico sobre lesdes
de isquemia e reperfusdo, particularmente o aumento da atividade
de sistemas antioxidantes, foram demonstrados em pulméo de ratos
sedentarios e treinados!"®. Embora seja demonstrada experimental-
mente a protecdo induzida pelo exercicio fisico moderado em animais
submetidos concomitantemente a dieta alcodlica?'¥, os efeitos do
exercicio fisico sobre a reparagdo de lesdes alcodlicas ja instaladas foram
pouco investigados, particularmente sobre o aparelho respiratério. O
objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do exercicio fisico de baixa
intensidade na reparagédo de lesdes dos tecidos pulmonares provocadas
por ingestéo crénica de alcool em ratos.

MATERIAL E METODOS

Animais e protocolo experimental

Trinta e dois ratos Wistar machos, pesando 261,1 £+ 1,3 gramas,
foram mantidos em gaiolas individuais, no Biotério de Experimenta-
¢do Animal do Departamento de Histologia da Universidade Estadual
de Londrina, a aproximadamente 24°C, com ciclo claro/escuro de 12
horas. Os animais foram alimentados ad libitum com ragcdo em pellet
CR1 (Nuvilab®).

Os animais foram divididos em dois grupos de 16 animais: um
grupo foi submetido a dieta liquida de alcool etilico (aguardente de
cana-de-aglcar) e o outro grupo de animais recebeu dgua potdvel
(controle). Aos 120 dias, cinco animais do grupo controle e cinco ani-
mais do grupo alcool foram sacrificados. Ap6s este periodo, os demais
animais passaram a receber apenas dgua potavel e foram divididos
em quatro grupos:

® (S:controle sedentério (n = 5)
® (T: controle treinado (n = 6)
® AS:alcoolizado sedentdrio (n =5)

® AT alcoolizado treinado (n = 6)
Os procedimentos experimentais foram realizados em conformida-
de com o Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade
Estadual de Londrina, parecer n° 16/07, processo n° 12.242/07.

Protocolo de ingestéo alcoélica

Os animais submetidos a ingestao alcodlica foram tratados con-
forme o modelo de alcoolismo semivoluntario™. A Unica fonte de
liquidos disponiveis para os animais submetidos a dieta alcodlica foi
aguardente destilada de cana-de-acuUcar nas seguintes dilui¢des e
tempos: 10%, durante 10 dias; 15%, durante 11 dias; 20%, durante 12
dias; 25%, durante 12 dias; e 30% a partir do 452dia até o 1202 dia.
Apds este periodo, 0s animais receberam dgua potdvel sem adicao
de aguardente. Durante todo o periodo experimental, o consumo de
agua e élcool foi medido diariamente.

Rev Bras Med Esporte - Vol. 16, N2 6 - Nov/Dez, 2010

Protocolo de treinamento fisico

Os animais foram submetidos a protocolo de treinamento fisico
de natagdo, em tanques individuais (37 x 30cm, com 31cm de dgua
aquecida a 32 + 2°C). No primeiro dia, os animais foram mantidos
durante cinco minutos nos tanques para selecdo dos animais com
comportamento de natacdo espontaneo. Os animais foram submeti-
dos a natacéo, sem carga, cinco dias por semana, iniciando com cinco
minutos de treino e aumentando progressivamente cinco minutos,
semanalmente, até o tempo total de 20 minutos/dia de treino. O treino
teve duracdo total de oito semanas.

Anélise histopatolégica

Um dia ap6s o término do treinamento, cinco animais do grupo
controle e do grupo alcoolizado foram sedados em éter etilico e sa-
crificados por deslocamento cervical. O animal e os pulmdes foram
pesados em balanca analitica (Micronal®, 0,001g). Em seguida, os
pulmdes foram lavados em solucdo salina e fixados em solucdo de
Bouin alcodlico durante 24 horas. Apds a inclusdo em parafina his-
tolégica, seccdes de 7um foram coradas com hematoxilina e eosina
e analisados em microscopio de luz. Foram analisados 10 campos
aleatérios por lamina e as imagens foram registradas em sistema de
captura de imagens (Motican, Motic, Hong Kong, China) e analisadas
em software Image Plus 2.0 (Motic, Hong Kong, China). As areas de
edema foram calculadas pela razdo entre a area ocupada pelos sep-
tos interalveolares e a érea total do campo analisado. O numero de
macréfagos pigmentados foi determinado em imagens capturadas
no aumento de 400 vezes.

Analise estatistica

A distribuicdo de normalidade dos dados foi avaliada por meio
de teste de Shapiro Wilk e foram aplicados testes ndo paramétricos
quando né&o observada distribuicdo normal (P < 0,05). Foram utilizados
teste t de Student (dados paramétricos) ou U de Mann-Whitney (dados
nao-paramétricos), para comparagao entre os animais sacrificados aos
120 dias. Comparagdes entre os grupos sacrificados apds o perfodo de
treinamento foram realizadas com testes ANOVA e post hoc de Tukey
(dados paramétricos) ou testes de Kruscal-Wallis e post hoc de Dunn
(dados ndo-paramétricos). As diferencas foram consideradas signifi-
cantes quando o teste bicaudal apresentou P < 0,05. Os dados foram
processados no programa estatistico SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) versao 18,0.

RESULTADOS

O peso dos animais sacrificados imediatamente apds o término do
periodo de ingestdo alcodlica (120 dias) e apds o periodo de treina-
mento (176 dias) estd demonstrado na figura 1. Os animais alcoolizados
apresentaram reducao de peso em relagdo aos animais controle, Apds
o periodo de treinamento, os animais CS, CT, AS e AT néo apresenta-
ram diferenca significativa de peso. Os animais dos grupos controle
e alcoolizados sacrificados aos 120 dias apresentaram consumo de
liquido semelhante (P > 0,05, teste U de Mann-Whitney) na ultima
semana antes do sacrificio (48,9 + 9,6ml/dia e 65,6 + 18,2ml/dia, res-
pectivamente). Quanto ao consumo de dgua, ndo foram encontradas
diferencas durante a ultima semana antes do sacrificio entre os grupos
CS (66,7 + 27,8ml/dia), CT (63 + 24,6ml/dia) e AS (65,4 + 12,7ml/dia).
O grupo AT apresentou reducédo da ingesta liquida (45,2 + 4,8ml/dia),
em relagdo ao grupo AS (P < 0,05, teste de Dunn).

O peso relativo dos pulmdes, expresso pela razao entre o peso do
pulmao/peso do animal estd demonstrado na figura 2. A ingestdo de
alcool provocou aumento do peso relativo dos pulmades, em ambos os
periodos avaliados; no entanto, esta diferenca néo foi significante.
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Figura 1. Avaliagdo do peso dos ratos Wistar controles ou submetidos a dieta alcodlica
(alcool) durante 120 dias, animais controles mantidos em sedentarismo (CS) ou treina-
dos (CT) e animais apos dieta alcodlica mantidos em sedentarismo (AS) ou treinados
(AT) sacrificados aos 176 dias. Animais do grupo élcool apresentaram reducao signifi-
cativa de peso em relacdo ao grupo controle (***P < 0,005, teste t de Student).
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Figura 2. Peso relativo dos pulmées dos ratos Wistar controles ou submetidos a dieta
alcodlica (dlcool) durante 120 dias, animais controles mantidos em sedentarismo
(CS) ou treinados (CT) e animais apds dieta alcodlica mantidos em sedentarismo
(AS) ou treinados (AT) sacrificados aos 176 dias. Nao foi observada diferenca entre
0s animais aos 120 dias (P > 0,05, teste t de Student) e apos 176 dias (P> 0,05, teste
de Kruscal-Wallis).

Os animais do grupo controle CS e CT apresentaram morfologia
pulmonar normal (figura 3a, 3¢ e 3e). Os animais alcoolizados apre-
sentaram lesdes pulmonares caracterizadas por inflamacéo dos septos
interalveolares nas regides periféricas e lobos inferiores dos pulmbes
(figura 3b). Os infiltrados inflamatérios predominaram na periferia das
veias interlobulares. Os septos alveolares apresentaram espessamento
devido a vasodilatacéo capilar e infiltrado difuso de células inflamatdrias
(macrofagos e neutrdfilos).

Os animais AS apresentaram quadro de edema pulmonar seme-
lhante ao observado nos animais alcoolizados; porém, limitado as
regides dos septos interlobulares (figura 3d). Nas regides periféricas
do 6rgédo, houve reducdo do espessamento das paredes alveolares
e predominio de macréfagos. Proximo as veias foram observados
macréfagos com citoplasma repleto de pigmento férrico (células da
hipertensao). Os animas do grupo AT apresentaram areas mais ex-
tensas de edema interalveolar e infiltrado de macréfagos (figura 3f),
em relagdo ao grupo AS.
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Figura 3. Fotomicrografia de pulméao de ratos Wistar. a) Animais do controle, subme-
tidos a dieta liquida com dgua potéavel apresentaram aspecto de normalidade em
parénquima pulmonar. b) Animais do grupo alcoolizado, submetidos a dieta liquida
com élcool apresentaram vasodilatagao nos septos interalveolares, edema pulmonar
e infiltrado inflamatorio. ¢) Animais do CS apresentaram aspecto de normalidade.
d) Animais do grupo AS ainda apresentaram édreas de edema de espessamento de
septos aos 176 dias. ) Animais do grupo CT apresentaram aspecto de normalidade.
f) Animais do grupo AT apresentaram extenso infiltrado inflamatério e edema nos
septos interalveolares. Coloracdo HE, 400x de aumento.

A andlise da drea relativa de edema demonstrou um aumento
significativo da drea ocupada pelos septos interalveolares nos animais
do grupo alcool em relagdo ao controle, apds 120 dias. Os animais AS
apresentaram areas de edema, ap6s 176 dias. No entanto, o exercicio
fisico promoveu 0 aumento de &rea ocupada pelos septos alveolares
no grupo AT, indicando aumento do edema (figura 4).

Durante o periodo experimental, foi observado aumento do nu-
mero de macréfagos pigmentados nos animais que ingeriram élcool
(figura 5). O numero de macréfagos pigmentados continuou aumen-
tado apds 176 dias, em relacdo aos grupos CS e CT (figura 6).

DISCUSSAO

As evidéncias experimentais demonstram que a acao direta do &l-
cool e os produtos do seu metabolismo sobre os pulmdes provocam le-
sdes nos alvéolos pulmonares que culminam com sinais e sintomas de
hipertenséo pulmonar, aumento da permeabilidade, edema, inflamacéo
e remodelagdo do intersticio pulmonar?819, Neste estudo, os animais
submetidos a ingestao cronica de alcool apresentaram aumento do
peso relativo dos pulmdes, refletindo os achados do exame micros-
copico, com aumento da circulagcdo sanguinea nos septos alveolares
e a presenca de infiltrado inflamatério composto principalmente por
neutréfilos e macréfagos.

Ap6s o periodo de ingestao alcodlica, os animais AS e AT apresen-
taram aumento do peso corporal, diminuindo a diferenca em relacao
ao grupo CS e CT. Estes resultados sugerem um processo de reparo
dos tecidos apds a remocgdo da dieta alcodlica. No entanto, a redugdo
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Figura 4. Andlise morfométrica da drea dos septos interalveolares para avaliagao de
percentagem de edema dos ratos Wistar controles ou submetidos a dieta alcodlica
(&lcool) durante 120 dias, animais controles mantidos em sedentarismo (CS) ou treina-
dos (CT) aos 176 dias e animais apos dieta alcodlica mantidos em sedentarismo (AS)
ou treinados (AT) sacrificados aos 176 dias. Foi observada diferenca de porcentagem
de ares de edema nos animais do grupo alcool em relagéo ao grupo controle, aos 120
dias (*P < 0,05, teste t de Student). Animais AT apresentaram dreas de edema maiores
em relagdo aos demais grupos (P < 0,05, Teste de Dunn). **Diferenca entre o grupo
AS e AT (P> 0,005, teste de Dunn).
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Figura 5. Fotomicrografia de pulmao de rato Wistar, veia interlobular, grupo AT. As
setas indicam macréfagos com citoplasma contendo pigmento férrico (células da

hipertensao).

da massa relativa dos pulmdes continuou aumentada nos animais AT
e pode-se observar diferenca também no consumo de liquidos, in-
dicando que um estado de desequilibrio hidrico ainda poderia estar
presente nestes animais apds 176 dias.

Ao exame microscépico, os animais dos grupos AS e AT ainda
apresentavam espessamento das paredes alveolares e vasodilatagéo
dos capilares, aos 176 dias. Outra alteragao microscopica evidente nos
animais AS e AT foi a presenca de grande nimero de macréfagos con-
tendo pigmento férrico. Os macréfagos contendo pigmento férrico séo
achados comuns na hipertensdo pulmonar, resultado da fagocitose
de hemadcias extravasadas para o intersticio dos septos alveolares e
alvéolos pulmonares(”. A presenca de maior nimero destas células
nos animais AT sugere que o treinamento fisico pode ter contribuido
para o agravamento da lesao pulmonar. Além disso, 0 aumento no peso
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Figura 6. Andlise morfométrica do nimero de macréfagos contendo pigmentos
férricos (células da hipertensao pulmonar) em 10 dreas (aumento de 400 vezes) de
septos interalveolares de ratos Wistar controle ou submetidos a dieta alcodlica (alcool)
durante 120 dias, animais controles mantidos em sedentarismo (CS) ou treinados
(CT) aos 176 dias e animais apos dieta alcodlica mantidos em sedentarismo (AS)
ou treinados (AT) sacrificados aos 176 dias. Foi observado aumento do ndmero de
macrofagos hiperpigmentados nos animais do grupo alcool em relagédo ao grupo
controle, aos 120 dias (*P < 0,05, teste t de Student). Animais AS e AT apresentaram
maior nimero de células em relagdo aos grupos CS e CT, respectivamente (# P <
0,01, teste de Dunn).

relativo dos pulmdes e da drea de septos interalveolares e a evidente
presenca de vasodilatacdo capilar sugerem que o exercicio fisico, mes-
mo em baixa intensidade, induz ao aumento do quadro inflamatério
e do edema pulmonar.

A relacéo entre o abuso de alcool e doenga pulmonar é reconhe-
cida como fator de risco para as lesdes pulmonares agudas causadas
por pneumonia, maior susceptibilidade e maior severidade da tubercu-
lose pulmonar e sindrome do desconforto respiratorio agudo®'9. Em
pacientes com histéria de alcoolismo, hd aumento do risco de morte
devido as complicacdes pulmonares®. Pacientes que sobrevivem a
doenca pulmonar aguda apresentam piora na qualidade de vida e
altos custos para o sistema de saude; além disso, ha reducdo da ca-
pacidade de realizar exercicios fisicos até dois anos apds o episddio®.
Brown et al" sugerem que o exercicio fisico aerdbio apresenta diversos
beneficios na recuperacdo de individuos alcoolistas. Neste trabalho,
optamos pelo treinamento de intensidade baixa devido a presenca
de alteracées graves nos tecidos pulmonares apés periodo de inges-
tdo alcodlica. Além disso, estudos clinicos demonstram que individu-
0s que sofrem de hipertensdo pulmonar ou sobrevivem a sindrome
do desconforto respiratério agudo apresentam pouca resisténcia ao
exercicio fisico®. Embora o exercicio fisico moderado possa contribuir
para a homeostasia pulmonar em individuos saudaveis, a aplicacao
imediata de treinamento fisico nos animais, mesmo em baixa intensi-
dade, parece agravar as lesdes provocadas pelo dlcool. Os resultados
sugerem que a remocado da ingestao de alcool per se permite que o
tecido pulmonar inicie o processo de regeneragdo e reparo; no en-
tanto, o treinamento fisico, mesmo que em baixa intensidade e por
curto periodo de tempo, perpetua a lesdo pulmonar quando aplicado
imediatamente ap6s o periodo de alcoolizagdo. A presenca de lesdo do
epitélio dos alvéolos pulmonares e a inflamacéo aguda provocada pelo
alcool podem ter contribuido para 0 aumento da lesdo pulmonar quan-
do a pressao intrapulmonar aumentou em funcao do esforco fisico.
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Considerando que o pulméo inicia um processo de reparo apds a re-
mogcao do alcool, é necessario investigar o efeito do treinamento fisico
apos a diminuicdo do quadro inflamatério pulmonar.

CONCLUSAO

Concluimos que o exercicio fisico aerdbio pode agravar as lesdes
pulmonares provocadas pelo alcoolismo quando iniciado em fases
em que ainda ha edema e infiltrado inflamatorio. Apds o periodo
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