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Effect of early treatment with transcutaneous electrical
diaphragmatic stimulation (TEDS) on pulmonary
inflammation induced by bleomycin

Efeito do tratamento precoce com estimulacdo diafragmatica elétrica transcutanea
(EDET) na inflamac¢ao pulmonar provocada pela Bleomicina

Laisa A. Santos, Carlos A. Silva, Maria L. O. Polacow

ABSTRACT | Background: Bleomycin (B) is an antineoplastic drug that has pulmonary fibrosis as a side effect. There
are few experimental studies about the effects of physical therapy treatment in this case. Objective: The objective was
to study rat lungs treated with B and precocious intervention by transcutaneous electrical diaphragmatic stimulation
(TEDS). Method: Wistar rats were divided into 4 groups (n=5): a control group (C); a stimulated group (TEDS); a
group treated with a single dose of B (intratracheally, 2.5 mg/kg) (B); and a group treated with B and electric stimulation
(B + TEDS). After the B instillation, the electrical stimulation was applied for 7 days, for a duration of 20 minutes. Lung
fragments were histologically processed with hematoxylin and eosin (HE) and 8-isoprostane-PGF2o. (8-is0-PGF2 o).
The density of the alveolar area was determined by planimetry, the inflammatory profile was defined by the number of
cells, and the level of oxidative stress in the pulmonary tissue was evaluated by 8-iso-PGF2 o.. For statistical analysis of
the data, the Shapiro-Wilk test was used, followed by a one-way ANOVA with the post-hoc Bonferroni test (p <0.05).
Results: The B group exhibited a significant reduction in the area density, and the acute treatment with B + TEDS
prevented this reduction. There were increased numbers of fibroblasts, leukocytes, and macrophages in the B group, as
well as increased lipid peroxidation, which was observed only in this group. Conclusion: B promoted a reduction in the
alveolar density area, thereby inducing the inflammatory process and increasing the production of free radicals. These
effects were minimized by the application of TEDS at the initial treatment stage.
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RESUMO | Contextualiza¢io: A bleomicina é um antineopldsico que tem como efeito colateral fibrose pulmonar. Ha
poucos estudos experimentais dos efeitos do tratamento fisioterapéutico nesse quadro. Objetivo: Estudar pulmdes de
ratos tratados com bleomicina e interveng@o precoce com estimulacido diafragmadtica elétrica transcutanea (EDET).
Método: Ratos Wistar foram divididos em quatro grupos (n=5): controle; estimulado; tratado com dose tnica de
bleomicina 2,5 mg/Kg, via intratraqueal, e tratado com bleomicina e estimulagéo elétrica 24 horas ap6s a instilagao da
bleomicina, durante sete dias, por 20 minutos. Fragmentos de pulmao foram tratados para coloragdo em hematoxilina e
eosina (HE) e 8-isoprostane-PGF2o. (8-i1s0-PGF2 o). A densidade de drea alveolar foi obtida por planimetria; o perfil
inflamatério, por quantifica¢do do nimero de células, e os niveis de estresse oxidativo no tecido pulmonar, pela analise
do marcador 8-iso-PGF2 a.. Utilizou-se teste de normalidade Shapiro-Wilk seguido de ANOVA one-way-+Bonferroni
(p<0,05). Resultados: O tratamento com bleomicina promoveu redugdo significativa na densidade de drea da parte
aérea, e o tratamento agudo de bleomicina associado com a EDET evitou essa redugdo. Houve aumento no nimero de
fibroblastos, leucdcitos e macréfagos e aumento da peroxidacao lipidica no grupo tratado com bleomicina, fato ndo
encontrado no grupo bleomicina+EDET. Conclusdo: A bleomicina promoveu diminui¢ao na densidade de drea alveolar
por induzir processo inflamatdrio e aumento na produgdo de radicais livres, efeitos esses minimizados com a intervenc¢ao
da EDET na fase precoce do tratamento.

Palavras-chave: fisioterapia; estimulagdo elétrica; diafragma; bleomicina; fibrose pulmonar.

Programa de P6s-Graduagdo em Fisioterapia, Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP), Piracicaba, SP, Brasil
Received: 02/28/2013 Revised: 05/27/2013 Accepted: 07/19/2013

® 606 Braz] Phys Ther. 2013 Nov-Dec; 17(6):606-613 http://dx.doi.org/10.1590/51413-35552012005000130



Introducao

A bleomicina é um antibidtico quimioterdpico
utilizado no tratamento de linfomas, tumores
testiculares e carcinomas. Dose dependente pode
produzir uma série de lesdes associadas a alteracdes
funcionais e bioquimicas que promovem fibrose
pulmonar'. Microscopicamente, as alteracoes dos
tecidos incluem metaplasia bronquica, macréfagos
reativos, células epiteliais alveolares atipicas, edema
fibrinoso e fibrose intersticial®. O evento principal € o
dano as células endoteliais dos vasos pulmonares, o
que leva a formacao de algumas citocinas e espécies
reativas de oxigénio (EROs)’.

O modelo de fibrose pulmonar induzida por
bleomicina em ratos e camundongos € uma ferramenta
util para avaliar os mecanismos gerais de fibrose,
principalmente aquelas mediadas por EROs**. A
produgdo de EROs pode aumentar o dano pulmonar
por inativagdo de antiproteases, o rompimento de
membranas e dano alveolar®.

Costa et al.® avaliaram os efeitos da bleomicina
no metabolismo energético, nas substancias reativas
ao acido tiobarbitirico (TBARS) e por analise
bioquimica em ratos. Os autores concluiram que
esse farmaco causou uma reacdo adaptativa na
musculatura respiratéria, representada por um
aumento no TBARS e na concentragio de glicogénio.

Esse mesmo grupo de pesquisadores associou o
modelo de fibrose pulmonar em ratos com o tratamento
de estimulacdo diafragmatica elétrica transcutanea
(EDET) para a andlise dos musculos respiratérios’.
A eficacia desse método fisioterap€utico também foi
observada na melhoria das condi¢des energéticas do
musculo diafragma, além de alteragdo no tipo de
fibra®.

A EDET ¢ uma especificidade utilizada para
melhorar a fungio ventilatéria, auxiliando pacientes
com fraqueza dos musculos respiratérios ou
submetidos a ventilagio mecanica’. Alguns trabalhos
apontaram beneficios, como o incremento da forga
na musculatura respiratéria'®!!.

No entanto, o efeito desse tratamento em tecido
pulmonar alterado por reagdo inflamatéria ndo
foi ainda estudado. Embora seu efeito seja sobre
a musculatura diafragmdtica especificamente, a
hipétese que se levanta é de que a contragdo muscular
poderia intervir no tecido pulmonar em condicdes
patolégicas na fase aguda, uma vez que o exercicio
fisico tem se mostrado benéfico sobre o estresse
oxidativo nessa situagdo'?.

Assim, a EDET poderia ser um recurso
complementar na area da fisioterapia para minimizar
ou prevenir os efeitos deletérios causados pela

Efeito da EDET no tecido pulmonar de ratos

bleomicina sobre o pulmao. Conforme exposto,
o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
bleomicina e da associa¢do desse fairmaco com o
tratamento precoce de EDET sobre o parénquima
pulmonar de ratos Wistar.

Método

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdao
Carlos (CEUA/UFSCar), Sao Carlos, SP, Brasil sob
o protocolo n° 011/2011. Foram utilizados 20 ratos
Wistar machos, entre 3 e 4 meses de idade, com peso
corporal médio de 263,4+45,5 g, com alimentacdo
e dgua ad libitum, divididos em quatro grupos
experimentais, com cinco animais em cada grupo:
controle (C), estimulado (EDET), tratados com
bleomicina (B) e tratados com bleomicina associada
a EDET (B + EDET).

Tratamento

Bleomicina

O tratamento com bleomicina foi realizado numa
dose unica de sulfato de bleomicina (BONAR®
15 U- Biosintética): 8,57 mg em pé lidfilo acrescido
do veiculo: dgua para injetdveis na concentracdo de
2,5 mg/kg de peso corporal, num total de 0,2 mL por
animal, pela via intratraqueal, segundo Beller et al.'>.
Segurou-se o animal pela parte posterior do corpo até
aimobilizagio, e sua lingua foi fixada com auxilio de
uma pinga, facilitando o procedimento. Uma canula
com a ponta em formato arredondado foi acoplada a
uma seringa e introduzida na cavidade oral através
da epiglote até entrar em contato com os anéis da
traquéia, confirmando a localizag@o da canula, sendo
cuidadosamente inserida.

Treinamento da musculatura respiratoria

Para o tratamento com a EDET, o protocolo
de Costa et al.® foi utilizado, sendo a primeira
sessdo realizada 24 horas apds a administragdo
da bleomicina. Os animais foram anestesiados
com uma mistura de Dopalen® (Cloridrato de
Cetamina) 1,16 g/10 mL e Rompun® (Cloridrato
de Xilazina) 2 g/100 mL, na propor¢do 3:2, em
dose de 0,09 mL/100 g e 0,06 mL/100 g de massa
corporal, respectivamente, via intramuscular. A
regido anterior do térax foi tricotomizada para
garantir uma maior efetividade da estimulagdo e
posicionamento do eletrodo. A estimulagdo elétrica
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foi realizada diariamente por 20 minutos, sempre no
periodo da manhd, durante sete dias consecutivos,
com frequéncia de 50 Hz (ciclos por segundo),
T, de 2 segundos (tempo de contragdo), T . de
2 segundos (tempo de relaxamento) e a largura de
fase (durag@o de pulso) de 0,4 milissegundos (ms).
A intensidade (amplitude do pulso) foi padronizada
em 5.0 miliamperes (mA), a partir da visualizagio da
contragdo muscular, sendo a cada 3 minutos acrescido
1.0 mA a corrente, minimizando a acomodacio do
diafragma®.

O equipamento utilizado para a estimulacido
elétrica foi o Dualpex 961 (QUARK® Produtos
Médicos, SP, Brasil), além de dois eletrodos de
silicone-carbono com darea de 1,5%2,0 cm cada
e gel de acoplamento. Os dois eletrodos foram
posicionados bilateralmente sobre a regido lateral do
torax entre a 4* e a 6 costela, no ponto médio entre
o cotovelo e a tltima costela do animal. Essa regiao
€ préxima dos ramos laterais do nervo frénico, que
enervam as cupulas diafragmaticas. No 8° dia, os
animais foram sacrificados por decapitagao.

Analise histomorfométrica

Cinco segmentos de pulmdo foram removidos
e fixados em solucdo tamponada de formol a 10%,
posteriormente passaram por desidratacdo em
alcool etilico, diafanizag¢do em xilol e inclusdo em
paraplast. Cortes ndo seriados de 6 um de espessura
foram obtidos e processados para coloracdo em
hematoxilina- eosina (HE) e montados em laminas
permanentes com Entellan® (Merck 107961,
Darmstadt, Alemanha).

Imagens do pulmao foram captadas por uma camera
Olympus BX41 acoplada a um microscopio Olympus
U-KPA - Japan, integrado a um microcomputador,
dotado de um software de andlise de imagem Image
Pro-plus 6.2 (Media Cybernects®, Silver Spring,
MD, EUA). Para avalia¢do da densidade de area
da por¢do aérea do parénquima pulmonar, foram
obtidas imagens somente da parte aérea, alvéolos,
sacos alveolares e ductos alveolares, excluindo-se os
brénquios, bronquiolos e grandes vasos sanguineos.

Foram selecionados cinco fragmentos de pulmao
por animal, cinco cortes por fragmento, cinco areas
por corte, totalizando 125 imagens por animal. Todas
as andlises das laminas cegadas foram realizadas
por um tUnico pesquisador, em todas as varidveis
estudadas.

A densidade de drea alveolar foi obtida por
meio de planimetria por contagem de pontos,
segundo Mandarin-de-Lacerda et al.'*. Uma grade
quadriculada com 165 intersec¢des foi sobreposta
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as imagens, sendo que os pontos de intersec¢do que
coincidiam sobre a drea alveolar foram contados.

Os dados em porcentagem foram calculados da
seguinte forma:

N° de intersecgdes sobre area alveolar %100 =165

N° total de intersecgdes de retas

Para a quantificacao das células do parénquima
pulmonar, utilizou-se um microscopio de luz com
objetiva de 100x, adaptado com uma ocular reticulada
(Carl Zeiss, KF 10x/18). Foi quantificado o nimero
de fibroblastos, de leucdcitos e macréfagos presentes
nos septos interalveolares em oito dreas de 1.000 pm?,
totalizando 8.000 pwm? por animal.

Analise imunohistoquimica

Cortes nado seriados de 6 um de espessura
também foram colhidos em laminas silanizadas para
deteccdo do 8-isoprostane-PGF2a. (8-iso-PGF-2a).
Utilizou-se o anticorpo Anti-8-epi-PGF-2o. (Oxford
Biomedical Research, Rochester Hills, MI, EUA) com
diluicao de 1:500. Os blocos foram desparafinados e
lavados sete vezes por 5 minutos com H,0, 10V 3%
para inibir a atividade de peroxidase endégena. Apds
banhos em PBS e dgua, a recuperag¢do do antigeno
foi realizada com tripsina por 20 minutos e entao trés
banhos de 3 minutos/cada em PBS.

Os cortes foram incubados com anticorpo Anti-8-
epi-PGF-2a diluidos em BSA durante toda a noite.
Ap6s lavagem em PBS, Vectastain ABC Kit (Vector
Elite PK-6105, Burlingame, CA, EUA) foi utilizado
como anticorpo secundario e 3,3 Diaminobenzidina
(DAB) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
foi usado como cromégeno. Os cortes foram entido
contracorados com hematoxilina de Harris (Merck)'.

Para a quantificagdo da porcentagem de drea
de oxidacdo, foi utilizada uma ocular Nikon OPI
10x/20 e uma objetiva de 40x. A ocular apresentava
100 pontos, sendo contadas as dreas coradas em
marrom (% de drea de oxidacdo). Assim, foram
contadas 25 dreas de 55.225 pm?, totalizando
1.380.625 pm?por animal.

Analise estatistica

Na andlise estatistica, aplicou-se o teste Shapiro-
Wilk para verificar a normalidade da amostra.
Mediante a distribui¢do normal dos dados, optou-se
pelo teste paramétrico ANOVA one-way seguido
do teste de Bonferroni; os dados foram apresentados
em média e desvio padrao (DP). As andlises foram
processadas pelo software SPSS® 13.0 (Chicago,
EUA), considerando-se significincia de 5%.



Resultados

A andlise morfométrica do tecido pulmonar
(Tabela 1) mostrou que o grupo B apresentou
reducdo significativa de 38,43% na densidade da drea
alveolar quando comparado ao grupo C. Os dados
morfométricos do grupo EDET nao foram diferentes
do controle.

O tratamento com EDET no grupo B+EDET
evitou a perda de area alveolar em rela¢do ao grupo

Tabela 1. Densidade da drea alveolar (%) dos grupos controle
(C), estimulado (EDET), bleomicina (B) e bleomicina + EDET
(B + EDET).

Grupos (n=5) Densidade de area alveolar (%)
C 51,3£34
EDET 49+2.5
B 31,6+5,2%%
B + EDET 45,3+8,3F

Valores expressos em média+desvio padrdo. Diferenga estatistica
significativa comparada ao C*; ao Bf; ao EDET4; (p=0,001).

Efeito da EDET no tecido pulmonar de ratos

tratado apenas com bleominica, sendo que nao
houve diferenca quando comparado ao grupo C. Tais
alteracdes podem ser observadas na Figura 1.

Em relacdo ao perfil numérico das células no
parénquima pulmonar, no grupo B, tanto os leucécitos
quanto os macréfagos apresentaram aumento
significativo de 150% e 40%, respectivamente,
quando comparado ao grupo C. O tratamento com
EDET nio alterou o ndmero de células no tecido
pulmonar e, mesmo no grupo B+EDET, os valores
encontrados foram iguais aos do grupo C. O niimero
de fibroblastos no grupo B+EDET apresentou uma
reducdo significativa comparada a do grupo B
(Tabela 2).

A porcentagem de drea do substrato da peroxidacio
lipidica (Figura 2), evidenciada pelo 8-iso-PGF-2a,
também teve aumento significativo de 184% no grupo
B em relacdo ao grupo C. Porém, no tratamento com
EDET no grupo B+EDET, essa porcentagem de area
foi menor, sem diferenca significativa com o grupo
C, como também pode ser observado na Figura 3.

Figura 1. Fotomicrografia de pulmao dos grupos: Controle (C), estimulado (EDET), bleomicina (B) e bleomicina + EDET (B+EDET).
Observar o espessamento do septo interalveolar (*) Hematoxilina- eosina, 200x, barra=100 pm.
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Figura 2. Fotomicrografia do parénquima pulmonar de ratos
dos grupos: Controle (C), bleomicina (B) e bleomicina + EDET
(B+EDET). A peroxidagéo lipidica é evidenciada pela cor
marrom formada pelo cromdgeno. A seta aponta macréfagos.
(Hematoxilina de Harris, 400X, barra=50 pm).

Discussao

Os resultados deste estudo mostraram que o
tratamento com bleomicina promoveu uma redugio
na densidade de drea alveolar e um aumento no
nimero de leucécitos e macréfagos no tecido
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Tabela 2. Nimero de fibroblastos, leucdcitos e macréfagos
presentes no septo interalveolar com inflamagdo pulmonar
dos grupos controle (C), estimulado (EDET), bleomicina(B) e
bleomicina + EDET (B + EDET).

Grupos (n=5) Fibroblastos Leucécitos Macrofagos
C 7,4+0,3 0,7+0,1 0,5+0,1
EDET 7,8+0,1 0,8+0,1 0,9+0,1
B 8,1+0,4 1,9+0,4%% 1,4+0,2%*
B+EDET 7,1+£0,3% 0,9+0,1 % 0,5+0,1%

Valores expressos em média+desvio padrdo. Diferenca estatistica
significativa comparada ao C*, ao EDETT, ao B; (p<0,05).

8-is0-PGF2 o

30 4
25 4
20 +
15 A

10

C B B + EDET

Porcentagem de drea de peroxidagao lipidica (%)

Figura 3. Area (%) da peroxidacio lipidica marcada pelo
8-1s0-PGF-2a., nos grupos controle (C), grupo bleomicina (B)
e grupo bleomicina+EDET (B+EDET). Valores expressos
em média+desvio padrdo. Diferenca estatistica significativa
comparada ao C* e ao Bf; (p < 0,01).

pulmonar de ratos. No entanto, quando o tratamento
foi associado precocemente com a EDET, essas
varidveis nio diferiram daquelas do grupo controle.

Ha, na literatura, diversos estudos em modelo
animal, nos quais a administragdo intratraqueal de
bleomicina induz inflamag¢do aguda no pulmaio,
promovendo liberagdo de radicais livres que
culminam em fibrose cronica num estigio posterior.
Devido a esse efeito colateral, a bleomicina é
amplamente utilizada em pesquisas para induzir a
fibrose pulmonar pela similaridade com a fibrose
pulmonar que ocorre em humanos, sendo que, quando
instilada intratraquealmente, provoca inflamagao
intersticial aguda, com predominio de neutréfilos e
macréfagos'®.

O presente estudo corrobora os achados da
literatura, sendo confirmada, por andlises histolégicas,
a presenca de reagdo inflamatéria e redugdo da
area alveolar apds a instilagao da bleomicina,
pois foi observado aumento no niimero de células



inflamatdrias, como leucécitos e macréfagos, no
entanto a andlise foi realizada numa fase aguda da
inflamag@o intersticial. Assim, ndo houve aumento
significativo no numero de fibroblastos, que sdo
as células responsdveis pela sintese e remodelacio
da matriz extracelular (MEC), caracterizando uma
reacéo inflamatdria cronica®, quando se compara
ao grupo controle.

Em relacido ao nimero de células presentes nos
septos interalveolares, pode-se observar que o grupo
B apresentou aumento nas células pré-inflamatdrias,
como os leucdcitos e macréfagos. No processo
inflamatério instalado, ocorre dano alveolar, ativagdo
dos macréfagos alveolares, influxo de células, como
mondcitos e linfécitos, além da liberagdo de fatores
de crescimento que vao estimular a proliferacio
de fibroblastos, levando a deposicio de coldgeno
extracelular e formagdo de fibrose numa fase mais
tardia?!.

A andlise histoldgica do pulmao de ratos tratados
com bleomicina e EDET, ap6s sete dias da instilacao
de dose tnica da bleomicina, mostrou reducdo
significativa dos efeitos deletérios do farmaco, com
recuperagdo da area alveolar. Metabolicamente,
os musculos respiratérios sao beneficiados com
esse recurso, promovendo eleva¢do na captacio de
substratos metabolizéveis, ativagdo enzimadtica, além
do fortalecimento muscular’!'-?,

Cancelliero et al.” observaram uma melhora das
condigdes energéticas da musculatura respiratéria
com a aplicacdo da EDET, uma vez que encontraram
aumento de 42,85% nas concentracdes de glicogénio
do diafragma, 81,2% do intercostal, 96,7% do peitoral
e 104,5% do abdominal.

Possivelmente, com a contragdo muscular
promovida pela EDET na musculatura respiratéria
apos a instilacdo, houve aumento do fluxo sanguineo,
facilitando a remocdo dos EROS provocada pela
bleomicina.

Os isoprostanos (8-iso-PGF-2a.) correspondem ao
produto final da peroxidag¢ao lipidica, no qual ocorre
hidrdlise dos fosfolipidios da membrana celular por
meio de uma reagao ndo enzimética com peroxidacao
do 4cido araquidonico®*.

Os resultados deste trabalho mostraram aumento
significativo da porcentagem de drea marcada com
8-is0-PGF-2a no grupo B, indicando aumento
do estresse oxidativo nesse grupo. Tal resultado
coincide com o aumento de macréfagos alveolares
encontrados no mesmo grupo, considerando que essa
célula tem importante papel no desencadeamento
da fibrose pulmonar por liberar uma variedade de
substancias, incluindo citocinas e EROs, que levam

Efeito da EDET no tecido pulmonar de ratos

a apoptose e/ou ao aumento da regulagio de fatores
transformadores de crescimento TGF-%.

Hong et al.?® mostraram que a permeabilidade
mitocondrial de macréfagos alveolares e de células
epiteliais pulmonares estd envolvida na toxicidade
e formas de injdria celular. Quando expostos a
bleomicina, hd perda de potencial de membrana das
mitocondrias de macréfagos alveolares, resultado
do acumulo de citocromo ¢ no citosol, e do aumento
na formacdo de EROs, levando a apoptose dessas
células. Todos esses efeitos foram atenuados quando
tratados com um sequestrador de radicais livres, como
0 ambroxol, principio ativo do Mucossolvan®.

Para reforgar essa tese, Asai®’ trataram coelhos
que apresentavam fibrose pulmonar provocada pela
bleomicina com edaravone, também sequestrador
de radical livre. Os resultados mostraram atenuagiao
do infiltrado inflamatério nos septos interalveolares,
na apoptose e sintese de TGF- 3, demonstrando que
a injuria provocada pela bleomicina € resultado de
produgdo de ERO:s.

Telesi e Machado® constataram que a atividade
fisica aerébia de intensidade leve a moderada pode
aumentar as defesas antioxidantes, que tém por
func¢@o inibir ou reduzir as acdes deletérias causadas
pelos radicais livres. No entanto, a atividade fisica
exaustiva aumenta o dano oxidativo, e a atividade
fisica moderada pode reduzir a agdo do estresse
oxidativo sobre os tecidos'.

Os resultados do grupo B+EDET mostraram
reducdo dessas areas de estresse oxidativo. Apesar
de a EDET nao ser um exercicio fisico, a contragido
muscular gerada pela corrente elétrica foi capaz de
proteger o tecido pulmonar do processo inflamatério
induzido pela bleomicina. Assim, além dessa
condicdo patoldgica poder ser tratada com recursos
farmacoldgicos e exercicio fisico, como observado
nos estudos acima mencionados, a EDET, como um
recurso fisioterapéutico, aplicada precocemente, pode
contribuir na preveng@o do processo inflamatério do
tecido pulmonar provocado pela bleomicina.

Tais resultados concordam com as outras analises
histopatoldgicas, em que o tecido pulmonar do grupo
que recebeu o tratamento com B+EDET apresentou
densidade de area e o ndimero de fibroblastos,
leucécitos e macréfagos semelhantes ao grupo
controle.

Este estudo reitera a eficicia desse recurso na
prevengdo do aparecimento da fibrose pulmonar,
confirmando a hipétese inicial do estudo. Destaca a
importancia da obtencao de dados sobre seus efeitos
fisiolégicos e morfolégicos em modelo animal, uma
vez que ¢ impossivel realizar tais andlises invasivas
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em seres humanos. Além disso, como esse recurso
foi recentemente adaptado ao modelo animal, por
enquanto nao ha registros na literatura de seu efeito
sobre o tecido pulmonar.

Outras perspectivas podem ser exploradas em
continuacdo a este trabalho, como tratamento
terapéutico com a EDET em animais com pulmdes
ja lesados pela bleomicina, além de andlises
relacionadas ao sistema oxidante-antioxidante,
para que os resultados possam ser mais bem
compreendidos, especialmente relacionados ao
mecanismo de a¢do da contragdo muscular gerada
pela EDET na prevencao dos processos inflamatorios
pulmonares. Espera-se, com esses estudos, subsidiar
e contribuir para o desenvolvimento da 4rea de
fisioterapia respiratdria.

Com relacdo as limitacdes do estudo, destaca-
se a falta de andlise das interleucinas musculares,
principalmente do musculo diafragma, para melhor
compreensdo da contracdo muscular gerada pela
EDET.

Diante do exposto, conclui-se que o tratamento
com bleomicina promoveu reducio da drea alveolar
por indugdo do processo inflamatério, porém o recurso
fisioterapéutico EDET, aplicado precocemente,
conseguiu evitar esses efeitos deletérios do farmaco.
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