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RESUMO

Introducgao: O exercicio fisico atenua a inflamacao pulmonar, no entanto, seus efeitos
nas alteragdes do sistema respiratdrio causadas pela Sindrome hepatopulmonar
(SHP) ainda n&o foram avaliados. Objetivos: Avaliar se a combinag¢ao de treinamento
aerobico e de resisténcia de moderada intensidade durante o desenvolvimento da
sindrome hepatopulmonar (SHP) modifica a capacidade de exercicio, a mecanica do
sistema respiratorio e as respostas a inflamagao pulmonar e sistémica. Métodos:
Ratos Wistar foram divididos aleatoriamente em 3 grupos: SHAM, SHP e SHP+EXER.
Quinze dias apos a indugéo da SHP foi realizado o protocolo de treinamento aerdbico
e de resisténcia de moderada intensidade 5 vezes por semana durante 5 semanas em
dias alternados. Foram avaliadas a capacidade de exercicio, as propriedades
mecanicas do sistema respiratorio, a inflamag¢ao pulmonar e sistémica, a morfologia
pulmonar e a imuno-histoquimica. Resultados: O treinamento fisico combinado
aumentou de forma eficiente o tempo no teste maximo de corrida e a forga maxima de
animais com SHP, no entanto, ndo atenuou os disturbios mecanicos respiratérios
induzidos pela SHP ou a remodelagado do tecido pulmonar. A SHP aumentou a
concentracdo de IL-6 no lavado broncoalveolar, a concentragcao plasmatica das
citocinas INF-y, TNF, IL-6 e IL-2, reduziu a expressao de IL-10 no epitélio das vias
aéreas, aumentou a expressdo de P2X7 e TFPI nos leucdcitos do parénquima
pulmonar, porém, ndo houve alteragcdo com o exercicio. Conclusées: O treinamento
fisico combinado pode levar a adaptacbes em ambas capacidades maxima de corrida
e forca maxima, mesmo nao minimizando os desarranjos das propriedades mecanicas
do sistema respiratorio e a inflamacao pulmonar e sistémica causados pela SHP.

PALAVRAS-CHAVE: Mecanica respiratéria, Sindrome hepatopulmonar, Exercicio
aerdbico, Exercicio de resisténcia.



ABSTRACT

Introduction: Physical exercise training attenuates pulmonary inflammation, but its
effects on impaired respiratory function caused by hepatopulmonary syndrome (HPS)
have not been evaluated. Objectives: We determined if the combination of moderate
intensity aerobic and resistance training during HPS development modifies exercise
capacity, respiratory system mechanics, and lung inflammation responses. Method:
Wistar rats were randomly divided into sham, HPS, and HPS + combined exercise
training groups. Fifteen days after HPS induction, a moderate intensity aerobic plus
resistance exercise training protocol was performed five times a week for 5 weeks on
alternate days. Exercise capacity, respiratory system mechanics, lung inflammation,
pulmonary morphology, and immunohistochemistry were evaluated. Results:
Combined exercise training efficiently increased the maximal running and resistance
capacity of HPS animals, however, it did not attenuate HPS-induced respiratory
mechanical derangements or lung tissue remodeling. HPS increased the level of IL-6
in in the bronchoalveolar lavage, the plasma level of INF-y, TNF, IL-6 and IL-2,
decreased the expression of IL-10 in the airway ephitelium, increased the expression
of P2X7 and TFPI in lung parenchymal leukocytes, however, there was no change with
the exercise. Conclusions: Combined exercise training can elicit adaptation with
regard to both maximal running capacity and maximum strength even without
mitigating the respiratory system mechanical derangements induced by HPS and
without reduce the pulmonary and systemic inflammation.

KEYWORDS: Respiratory mechanics, Hepatopulmonary syndrome, Aerobic exercise,
Resistance exercise.



Figura 1.1
Figura 1.2

Figura 1.3

Figura 3.1
Figura 3.2

Figura 3.3
Figura 4.1
Figura 4.2
Figura 4.3

Figura 4.4

Figura 4.5

Figura 4.6
Figura 4.7

Figura 4.8
Figura 4.9
Figura 4.10
Figura 4.11

LISTA DE FIGURAS

Representagdo de uma unidade de troca gasosa

Representacdo esquematica da patogénese da SHP
em modelo experimental

Representacao das principais alteragdes observadas
em pacientes cirrdticos que podem induzir a
sarcopenia

Fluxograma do experimento

Representacdo esquematica do sistema respiratorio
por meio de balao e tubo

Sistema teste coerente e de referéncia.
Peso inicial e final dos animais
Teste maximo de corrida em tempo

Representacéao grafica da diferenga de forgca maxima
final e inicial, em porcentagem de peso corporal.
Representacdo grafica das citocinas no lavado
broncoalveolar.

Representagcédo grafica da contagem diferencial de
células

Representacgao grafica das citocinas no plasma

Fotomicrografia da via aérea e do parénquima
hepatico

Representagéao grafica da expressao do P2X7
Fotomicrografia da expressédo de P2X7
Representagao grafica da expresséo do TFPI

Fotomicrografia da expressao de TFPI

16

20

33
36

42
45
46
47

49

50

51
53

95
56

58



Tabela 3.1
Tabela 4.1
Tabela 4.2
Tabela 4.3
Tabela 4.4

LISTA DE TABELAS

Prescricdo da carga do treinamento resistido
Teste de carga maxima (% peso corporal)
Propriedades mecanicas do sistema respiratério
Volume percentual de fibras colagenas (%)

Expressao da IL-10 no epitélio das vias aéreas,
parénquima pulmonar e figado

47
48
52
54



ATP
CO
D(A-a)O2
AP
DPOC

eNOS
ET-1
ET-B
f

G

H

I

IL-1
IL-10
IL-18
IL-2
IL-4
IL-6
IL-8
INF-y
iNOS
LBA
LDBC
MERD score
NO
P2X7
PaO:2
PCR
Pel

LISTA DE ABREVIATURAS

Adenosina-trifosfato

Monoxido de carbono

Diferenca alvéolo-arterial de oxigénio
Diferenga de pressao

Doenga pulmonar obstrutiva crénica
Elastancia

Enzina 6xido nitrico sintase endotelial
Endotelina 1

Endotelina B

Frequéncia

Energia dissipada dentro do tecido
Energia armazenada nos tecidos
Inertancia

Interleucina - 1

Interleucina — 10

Interleucina — 18

Interleucina — 2

Interleucina — 4

Interleucina — 6

Interleucina — 8

Interferon —y

Enzina 6xido nitrico sintase induzivel
Lavado broncoalveolar

Ligadura do ducto biliar comum
Model for End-Stage Liver Disease
Oxido nitrico

Receptor P2X7

Pressao arterial parcial de oxigénio
Proteina C reativa

Press&o de recolhimento elastico



RM
Rn
SHP
SR

TFPI
TMC
TNF
TOF

v/Q

VEGF-A
Velmax

Resisténcia

Repeticdo maxima
Resisténcia Newtoniana
Sindrome hepatopulmonar
Sistema respiratoério

Tempo

Inibidor do fator tecidual
Teste maximo de corrido
Fator de necrose tumoral
Técnica de oscilacao forcada
Volume

Relagao ventilagao/perfusao
Fluxo

Fator de crescimento endotelial vascular — A
Velocidade maxima
Impedancia



WWN=_2aaaaaan
TahRhWNNAT
-—

-

3.5.1

3.5.2
3.6

3.7

3.8
3.9
3.10

41
4.2
4.3
4.4

4.5
4.6
4.7

4.8

SUMARIO

INTRODUC}AO ..........................................................................
CARACTERIZACAO E EPIDEMIOLOGIA.............ccccoceeeen.
FISIOPATOLOGIA . .......oooeoeeeoeeee e,
Alteragoes musculares decorrentes de doenga hepatica.......
TRATAMENTO . ...
EXERCICIO FISICO.......ooo oo
JUSTIFICATIVA. ...
OBUJETIVOS ... .o,
MATERIAL E METODOS.........oooooeoooeeeeeeeeeeeeee.
DELINEAMENTO DE PESQUISA E CALCULO
AMOSTRAL ..o,
MODELO ANIMAL E GRUPOS EXPERIMENTAIS..............
TESTES FISICOS. ...,
Teste maximo de Corrida.........cooovenieiiii e,
Testede cargamaxima..............cccccoeeeeeiiiiiiiiiiiice,
PROTOCOLO DE TREINAMENTO.........oooiooeeeeeeeeeee !
Treinamento aerObiCo..........coouioe e,
Treinamento resistido............oooioiii e
AVALIACAO DAS PROPRIEDADES MECANICAS DO
SISTEMA RESPIRATORIO. ..o
Avaliacao da resisténcia e elastancia do sistema
FESPIratOrio....... ..o
Avaliagao da impedancia do sistema respiratoério..................
AVALIACAO INFLAMATORIA PULMONARE
SISTEMICA . ...t e,
AVALIACAO MORFOMETRCA DO TECIDO

PULMONAR. ...
AVALIAGAO HISTOLOGICA DO FIGADO.........c.ccccceoe........
IMUNO-HISTOQUIMICA ..o
ANALISE ESTATISTICA ..o,
RESULT ADOS ... ..o,
PESO DOS ANIMAIS ...,
CAPACIDADE MAXIMA DE EXERCICIO............ccccoovvvn..
TESTE DE FORGAMAXIMA ..........ooomimiiiieeeeeeeeeeee,
PROPRIEDADES MECANICAS DO SISTEMA
RESPIRATORIO. .........cooooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,
INFLAMAGAO PULMONAR ..o
INFLAMAGAO SISTEMICA...........ooiioeeeeeeeeeeeeee
ANALISE MORFOMETRICA DO TECIDO PULMONAR E
HEPATICO . ...,
IMUNO-HISTOQUIMICA.......coooioeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

12
12
14
18
21
23
26
29
30

30
30
31
31
32
33
33
34

35

35
37

40

41
42
43
44
45
45
46
47

48
48
50

51



5.

7.

DISCUSSAO.....
CONCLUSAO...
REFERENCIAS



12

1.INTRODUCAO

1.1 CARACTERIZAGAO E EPIDEMIOLOGIA

A sindrome hepatopulmonar (SHP) é definida na presenga de doencga hepatica
crénica ou hipertenséo portal e vasodilatagdo pulmonar que aumentam o gradiente
alvéolo-arterial de oxigénio, podendo acometer pacientes em todas as idades. (KOCH
et al., 2014; RODRIGUEZ-ROISIN et al., 2008; ZHANG et al., 2012).

Os critérios diagnosticos para SHP incluem confirmagdo da hipoxemia e da
vasodilatagao pulmonar na presenca de doenga hepatica cronica (KOCH et al., 2014).
A hipoxemia arterial (pressédo arterial parcial de oxigénio - PaO2 < 80 mmHg) é
verificada avaliando-se a PaO2 obtida com o paciente sentado em repouso e
respirando em ar ambiente. O calculo da diferenca alvéolo-arterial de oxigénio (D(A-
a)O2) é mais fidedigno para detectar, precocemente, a hipoxemia arterial, pois pode
identificar desoxigenagéao arterial antes que a PaOz diminua para niveis considerados
clinicamente significantes (PaO2 < 80 mmHg). Em ar ambiente e ao nivel do mar, a
D(A-a)O2 acima de 15 mmHg é considerada anormal ou acima de 20 mmHg para
individuos com mais de 64 anos (RODIGUEZ-ROISIN et al., 2008; ZHANG et al.,
2012).

A classificacdo da gravidade da SHP é estabelecida de acordo com o grau da
hipoxemia e é dividida em quatro estagios: leve (PaO2 = 80 mmHg), moderada (60 <
PaO2 < 80 mmHg), grave (50 < PaO2 < 60 mmHg) e muito grave (PaO2 < 50 mmHg)
(RODRIGUEZ-ROISIN et al., 2004).

O ecocardiograma transtoracico com contraste é a técnica mais sensivel e mais

frequentemente usada para detectar a dilatagao vascular intrapulmonar, que pode ser



13

local ou difusa, e menos comumente, pode haver comunicagao arteriovenosa pleural
e pulmonar. (NACIF et al., 2014; RODRIGUEZ-ROISIN et al., 2008; ZHANG et al.,
2012).

A prevaléncia da SHP varia de 4 a 41,5% nos pacientes com cirrose hepatica
(KOCH et al., 2014; ZHANG et al; 2012; SUK et al., 2018; PASCASIO et al., 2014;
SCHENK et al., 2002), e esta amplitude de variacdo deve-se aos diferentes critérios
diagndsticos empregados pelos investigadores. Embora alguns estudos afirmem que
a SHP é mais comum em pacientes com hepatopatias avancadas e nos pacientes que
apresentam hipertens&o portal grave, ela ocorre, claramente, em ambos os pacientes
com doenca hepatica, compensados e descompensados (ZHANG et al; 2012).

A sobrevida média de pacientes cirréticos com SHP em 5 anos é de 23%,
enquanto que a sobrevida média de pacientes cirréticos sem SHP é de 63% em 5
anos. Ademais, a sobrevida a longo termo para os pacientes com SHP é menor para
aqueles com PaO2 < 60 mmHg (SWANSON et al; 2005).

Em pacientes cirréticos, o estado nutricional € um fator importante que esta
associado a mortalidade e morbidade. A desnutricao esta presente 59% dos pacientes
cirroticos e apresenta correlagao significativa com a gravidade da doenca avaliada
pelo “Child-Pugh score” (MAHARSHI et al., 2015). A mortalidade de pacientes
cirréticos € maior para aqueles que apresentam desnutricdo comparada aos que
apresentam estado nutricional normal (41% e 18%, respectivamente, em 12 meses),

de acordo com estudo de Maharshi et al. (2015).
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1.2 FISIOPATOLOGIA

A principal caracteristica da SHP é a vasodilatagdo microvascular e a
angiogénese pulmonar (FIGURA 1.1). De acordo com Koch et al. (2014), Rodriguez-
Roisin et al. (2008) e Zhang et al. (2012), a vasodilatagdo pulmonar decorre do
excesso na produgdo de agentes vasodilatadores, como o éxido nitrico (NO) e o
monoxido de carbono (CO). O aumento da concentragdo de NO é devido,
principalmente, a maior concentragdo da enzima Oxido nitrico sintase endotelial
pulmonar ([eNOS]), e esta, por sua vez, decorre do aumento na produgéao e liberagao
hepatica de endotelina — 1 (ET-1). Em pacientes cirréticos, os niveis plasmaticos de
ET-1 e NO sdo aumentados (SUK et al., 2017), assim como a expresséao de receptores
de endotelina — B (ET-B) no endotélio vascular pulmonar. Logo, a ET-1 produzida pela
lesdao hepatica ativa os receptores pulmonares de ET-B, resultando em vasodilatacao

mediada pelo NO, via eNOS.

(a)

Sangue
desoxigenado

Sangue
oxigenado

Circulagdo pulmonar
—_—

(b)

Vaso pulmonar Alvéolo

dilatado Sangue parcialmente

oxigenado

Bypass arteriovenoso

Figura 1.1 — a) Representacédo de uma unidade de troca gasosa normal, com o alvéolo e a circulagao
pulmonar normais. b) Representagcdo de uma unidade de troca gasosa na SHP, onde a vasodilatacéo
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pulmonar e a angiogénese resultam em incompleta oxigenagédo do sangue. Adaptada de Grace et al.,
2013.

O aumento na producdo pulmonar de CO encontrado nos modelos
experimentais de SHP é derivado dos macrofagos intravasculares que se acumulam,
progressivamente, apos a ligadura do ducto biliar comum. O CO é, primariamente,
produzido pela degradacdo da heme oxigenase (GRACE et al., 2013; ZHANG et al.,
2012).

Os macréfagos também contribuem para a vasodilatagcdo pulmonar por
aumentarem os niveis de NO via éxido nitrico sintase induzivel (iNOS). A aderéncia
vascular dos macréfagos € regulada através da ET-1 e da ativagao dos receptores de
ET-B, que elevam os niveis de quimiocinas. O acumulo de macréfagos no pulmao
ocorre, provavelmente, devido a presenga de fator de necrose tumoral (TNF) na
circulagdo como resposta inflamatéria a translocacéo bacteriana, ao aumento de ET-
1 e as quimiocinas que atraem mondcitos (KOCH et al., 2014; RODRIGUEZ-ROISIN
et al., 2008; ZHANG et al., 2012).

Além da dilatag&o vascular pulmonar, a angiogénese também é observada pela
maior densidade capilar pulmonar e pela ativagédo do fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGF-A). A principal fonte secretora de VEGF-A é a adesé&o vascular dos
mondcitos. (GRACE et al., 2013; KOCH et al., 2014; ZHANG et al., 2012).

Devido a diminuicdo da capacidade fagocitaria do figado doente, os pulmdoes,
em compensacao, fazem a limpeza das bactérias e toxinas da circulagado sanguinea.
Como consequéncia, as células mononucleares do sangue se acumulam no endotélio
vascular pulmonar e se diferenciam em macrofagos, que ampliam sua funcao
fagocitaria para remover as toxinas e bactérias do sangue. Apds a ativacdo dos
macrofagos, NO, CO, TNF-aq, interleucina - 1 (IL-1), interleucina — 6 (IL-6), interleucina

— 8 (IL-8) e outros mediadores inflamatdrios sdo secretados e desempenham
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importante papel no desenvolvimento da SHP (ZHANG et al., 2010), como ilustrado

na figura 1.2.

— Mondcitos
C iNOS HO-1 VEGF-A

Figado )

Vasodilatagao

Figura 1.2 — Representagcdo esquematica da patogénese da SHP em modelo experimental, onde a
maior produgao de endotelina — 1 (ET-1) pelo figado e a translocagdo bacteriana desencadeiam
alteragdes no endotélio vascular pulmonar que resultam em vasodilatagédo e angiogénese. TNF-a: fator
de necrose tumoral — a; ETeR: receptor de endotelina B; iNOS: éxido nitrico sintase induzivel; HO-1:
heme oxigenasse -1; VEGF-A: fator de crescimento endotelial vascular — A; CO: monoxido de carbono;
NO: oxido nitrico; p-eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial fosforilada; p-AKT/P-ERK: via proteina
quinase fosforilada/quinase regulada por sinal extracelular; SHP: sindrome hepatopulmonar. Adaptada
de Koch et al., 2014.

Além das alteragdes vasculares pulmonares, alteragdes das propriedades
mecanicas do sistema respiratdrio e na morfologia do tecido pulmonar também sao
observadas. Aumento na impedancia da parede toracica, da energia dissipada contra
as propriedades viscoelasticas pulmonares e elastancia pulmonar, remodelamento
vascular e de via aérea com aumento no depdsito de colageno e fibras elasticas nos
brébnquios e vasos e edema perivascular sdo observados em ratos submetidos a
ligadura do ducto biliar comum (MELO-SILVA et al., 2011).

Ademais, cabe ressaltar que alteragcbes hemodinamicas per se também
influenciam a estabilidade mecéanica do parénquima pulmonar e, consequentemente,
as propriedades mecanicas do sistema respiratério. A manutengao da pressao capilar
pulmonar fisiolégica contribui significativamente para manter a estabilidade da

arquitetura alveolar (PETAK et al., 2004; ALBU et al., 2007). Gibney et al. (2017)



17

demonstraram em estudo experimental, que apds ressecg¢ao pulmonar e aumento na
perfusdo do pulm&o remanescente, houve aumento na impedancia do parénquima
pulmonar, tanto na resisténcia quanto na elastancia do tecido pulmonar.

Além disso, as modificagcdes mecanicas pulmonares induzidas pela SHP nao se
restringem, unicamente, aos fatores hemodinamicas e o remodelamento do tecido
pulmonar. Em ratos com SHP, Yang et al. (2014) encontraram redug¢ao nos niveis das
proteinas surfactantes pulmonares, acompanhada de apoptose dos pneumocitos tipo
Il e diminuicdo do espaco aéreo alveolar, 0 que corrobora com a redugao do volume
corrente demonstrada por MELO-SILVA et al. (2011). Uma maior restricao na fungéo
pulmonar de pacientes com SHP comparado a pacientes sem SHP corrobora com o
menor espacgo aéreo alveolar observado em estudo experimental.

Diante de todas as alteragdes descritas, € razoavel supor que o disturbio na
relagdo ventilacdo/perfusdo (V/Q) presente na SHP ndo decorra, somente, da
vasodilatacado e da angiogénese (RAEVENS; FALLON, 2018). De acordo com este
modelo, a relagdo V/Q diminui de forma homogénea como consequéncia do aumento
da perfusdo com manutengao da ventilacdo. No entanto, os resultados dos trabalhos
de Melo-Silva et al. (2011) e Yang et al. (2014), demonstraram, experimentalmente,
que além das alteragcdes vasculares supracitadas, ha outros fatores pulmonares e
extrapulmonares que contribuem para a formagéo de baixa relagéo V/Q vista em ratos
com SHP.

Diante de todas as alteracdes descritas anteriormente, os possiveis mecanismos
que alteram a relagéo V/Q e, consequentemente, deterioram as trocas gasosas, sdo:
(i) maior fluxo sanguineo pulmonar, (ii) redugcao da ventilagdo minuto, (iii) aumento da
elastancia pulmonar, (iv) remodelamento do tecido pulmonar, (v) redu¢do do volume

corrente e da taxa média de fluxo inspiratério (MELO-SILVA et al., 2011).
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1.2.1 Alteragoes musculares decorrentes de doenga hepatica

A diminuicdo de massa e da forga muscular, ou sarcopenia, € uma caracteristica
clinica frequente em pacientes cirroticos e esta associada a maior morbidade e
mortalidade desta populacdo (SINCLAIR et al., 2016). Sua prevaléncia atinge 48%
dos pacientes cirréticos e esta associada a menor sobrevida, independentemente de
outros fatores de risco, tais como idade e MELD “score” (“Model for End-Stage Liver
Disease”) (KIM, et al., 2017). Além disso, a sarcopenia também esta associada com
maior tempo de hospitalizagdo e maior incidéncia de infecgdo bacteriana apds o
transplante hepatico (MONTANO-LOZA et al., 2014).

A etiologia da sarcopenia € multifatorial, no entanto, o papel de cada fator é
pouco elucidado. A manutencdo da massa muscular em individuos saudaveis resulta
do equilibrio entre a formacédo e a degradacdo do tecido muscular, o que nao é
encontrado nos pacientes cirroticos, onde tanto a formacdo quanto a degradagao
estéo alterados (SINCLAIR et al., 2016).

A desnutricao ou subnutricdo reduz os substratos necessarios para formacao
muscular e acredita-se ter um importante papel no desenvolvimento da sarcopenia
nos pacientes cirréticos. Existem diferentes causas que reduzem a ingestdo caldrica
nestes pacientes incluindo nauseas, anorexia, ascite, alteracdo da motilidade
intestinal e percepcao alterada de sabor. Além da alteracdo na ingestao caldrica, a
absorcao dos nutrientes também se encontra alterada (DUARTE-ROJO et al., 2018).

Os disturbios metabdlicos encontrados em pacientes cirréticos vao além de
desnutricdo e ma absorgédo de nutrientes. A oxidagado de acidos graxos e proteinas
para produgao de energia ocorre mais precocemente quando comparado a individuos

saudaveis, e esta mudanga na fonte produtora de energia pode ocorrer devido a
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reducao na capacidade de armazenamento hepatico de glicogénio (DUARTE-ROJO
et al., 2018; SINCLAIR et al., 2016).

A miostatina € uma citocina produzida e liberada pela célula muscular e que
regula, negativamente, a sintese proteica, logo, inibe o crescimento muscular.
Pacientes cirroticos apresentam niveis basais elevados de miostatina que estdo
associados a pior sobrevida. Niveis elevados de miostatina em pacientes cirréticos
exercem importante papel no desenvolvimento da sarcopenia. No entanto, a causa
desta elevagao nao é totalmente clara. Um possivel mecanismo é a elevacédo dos
niveis de amébnia que, por sua vez, aumentam a expressdo de miostatina
(NISHIKAWA, et al., 2017; SINCLAIR et al., 2016).

Outra via que leva a degradagao muscular é a ubiquitina-proteassoma. Esta via
também se encontra alterada em cirréticos. O provavel mecanismo de estimulacao
desta via € o aumento de mediadores inflamatdérios no sangue e no tecido muscular,
pois existe uma correlacdo positiva entre o0 TNF-a muscular e a ubiquitina. Sendo a
cirrose uma doenga pro-inflamatoria, o aumento nos niveis circulantes de mediadores
inflamatorios também é um fator causal de sarcopenia (LIN et al., 2005). A figura 1.3

ilustra as diversas vias que induzem a sarcopenia.
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Figura 1.3 — Representagdo das principais alteragdes observadas em pacientes cirréticos que podem
induzir a sarcopenia. Adaptada de Sinclair et al., 2016. UPP: via ubiquitina-proteassoma.

Visto que a sarcopenia € uma complicagao clinica frequente em cirréticos e que
esta estritamente relacionada com pior progndstico e pior qualidade de vida, terapias
que visem minimizar essas alteragdes musculares devem ser implementadas, tais
como aumento da ingestao caldrica e exercicio fisico, com o objetivo de otimizar a
funcdo muscular e melhorar a qualidade de vida.

A combinacdo de exercicios aerobicos e resistido de moderada intensidade,
associado a adequada ingestao caldrica, € recomendado para pacientes com doenga
hepatica em estagio avangado, sem existir contraindicagbées para sua realizagéo. O
treinamento aerdbico melhora o condicionamento cardiorrespiratério, enquanto o
treinamento resistido é capaz de melhorar a forgca muscular, o equilibrio e a densidade
mineral 6ssea, além de outros beneficios como melhora da qualidade de vida,

deambulacgéo e independéncia funcional (DUARTE-ROJO et al., 2018).
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Aproximadamente 1 em cada 5 pacientes com doenga hepatica em estagio final
que estdo na lista de espera para transplante hepatico evoluem a o6bito ou com
progressao da doenga a cada ano (KIM et al., 2015), sendo necessarias, portanto,
intervengdes que possam sustentar os pacientes na espera pelo transplante. O
exercicio € uma alternativa viavel, segura, efetiva e acessivel para ajudar os pacientes
a se manterem menos vulneraveis as complica¢gdes enquanto aguardam o transplante

(DUARTE-ROJO et al., 2018).

1.3 TRATAMENTO

Nenhum tratamento medicamentoso efetivo esta estabelecido para tratar os
pacientes com SHP. Diferentes tipos de medicamentos ja foram estudados, como, por
exemplo, alguns antibioticos, porém, na maioria dos estudos clinicos, o numero de
pacientes estudados é pequeno e os resultados sao controversos. A norfloxacina, um
antibidtico que age contra bactérias gram-negativas, é utilizada com o objetivo de
prevenir a translocacao bacteriana e, consequentemente, diminuir o acumulo de
macréfagos no leito vascular pulmonar. Em estudo com animais, o uso profilatico de
norfloxacina diminuiu a translocacado bacteriana, o acumulo de macréfagos no leito
vascular pulmonar, a expressao de iNOS no pulmao e a gravidade da SHP (RABILLER
et al.,, 2002). Assim como o tratamento profilatico com levofloxacina preveniu a
elevacédo da impedancia da parede toracica e reduziu a heterogeneidade observada
na SHP e o remodelamento vascular pulmonar e da via aérea (GAIO et al., 2013). No

entanto, os mesmos resultados n&o foram encontrados em estudo clinico. Gupta et al.
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(2010) n&o encontrou nenhuma melhora na oxigenagdo, no NO exalado e na
capacidade funcional de pacientes com SHP tratados com norfloxacina.

A pentoxifilina, um inibidor de fosfodiesterase nao especifico, também tem sido
utilizada com o objetivo de inibir a produgéo de TNF e, consequentemente, diminuir a
producdo de NO e a angiogénese (ESHRAGHIAN et al.,, 2013). Em estudo com
animais, os resultados s&o positivos, com melhora da troca gasosa e da vasodilatagao
pulmonar, diminuicdo da ativagdo das enzimas Oxido nitrico sintase, dos receptores
de endotelina-B, do acumulo intravascular de macrofagos e da angiogénese (ZHANG
et al., 2007; ZHANG et al., 2009). Embora muitos beneficios tenham sido relatados
nos estudos com animais, em humanos eles ndo se confirmam. Um estudo clinico
com 9 pacientes adultos com SHP incluidos na lista de espera para transplante nao
encontrou melhora na oxigenagao apés 8 semanas de tratamento com pentoxifilina,
sendo que a tolerancia dos pacientes para a dose recomendada de tratamento foi
baixa (TANIKELLA et al., 2008). No entanto, os resultados foram diferentes quando o
tratamento foi aplicado em criangas, que apresentaram melhora na oxigenagéo arterial
apdés 3 meses de tratamento, porém, os beneficios ndo se mantiveram com a sua
descontinuidade (KIANIFAR et al., 2012).

O azul de metileno tem sido utilizado no tratamento de pacientes com SHP por
sua agao vasoconstritora, ou seja, ele inibe a vasodilatagao induzida pelo NO. Os
estudos experimentais e clinicos mostram resultados satisfatérios com aplicagao do
azul de metileno, na pressao arterial de oxigénio, na diferenca alvéolo-arterial de
oxigénio e na angiogénese (MIYAMOTO et al., 2010; SCHENK et al., 2000). Porém,
os estudos clinicos ndo séo randomizados e nao incluem grupo placebo.

O alho é uma planta rotineiramente utilizada na alimentacédo, que tem sido

empregada no tratamento de pacientes com SHP. Contudo, o seu mecanismo de agao
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ainda é desconhecido. Estudos clinicos utilizando 6leo de alho em capsulas
observaram aumento na pressao arterial de oxigénio e reducdo da diferencga alvéolo-
arterial de oxigénio (DE et al., 2010; SANI et al., 2006).

Entretanto, clinicamente, o unico tratamento capaz de reverter a hipoxemia
presente nos pacientes com SHP € o transplante hepatico. Devido a alta mortalidade
dos pacientes com SHP que ndo realizaram o transplante hepatico e a progressiva
piora da hipoxemia (SWANSON et al; 2005), foi atribuido a estes uma pontuacgao extra
na escala de gravidade (MELD score), assegurando-lhes prioridade na lista de espera
e, dessa forma, minimizando o tempo de espera (FREEMAN et al., 2006).

Muito embora a sobrevida possa ser menor em pacientes com SHP pré-
transplante, parece nao existir diferenga na sobrevida pds-transplante entre pacientes
com e sem SHP, sendo a mortalidade pés-transplante para pacientes com SHP de
22% em 18 meses. A reversibilidade da SHP avaliada em 6 meses pos transplante é
de 96% e em 1 ano € de 100%, levando em consideracdo para avaliagdo da
reversibilidade, os mesmos critérios utilizados para diagnostico, hipoxemia e dilatagéo

vascular pulmonar (PASCASIO et al., 2014).

1.4 EXERCICIO FiSICO

Recente revisao sistematica (PEDERSEN; SALTIN, 2015) confirma que o
exercicio fisico pode ser realizado por muitos pacientes com doencas cronicas, tais
como doengas cardiacas, pulmonares, psiquiatricas, osteomusculares e oncolégicas,
como um medicamento, sozinho ou associado a outros tratamentos. Na doenca

pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), por exemplo, o exercicio fisico é parte integral
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do tratamento clinico e os pacientes apresentam melhora significativa na qualidade
de vida, na capacidade maxima de exercicio, na capacidade funcional, na sensacao
de dispneia e, também, vivenciam menos hospitalizagdes.

De acordo com Pedersen e Saltin (2015), pacientes com DPOC apresentam
niveis elevados de TNF no sangue e no tecido muscular, que estdo associados a
diminuicado de forga muscular. O exercicio fisico consegue diminuir os niveis de TNF
e combater o aumento da degradacgao proteica observada em pacientes com DPOC.
Para pacientes com pneumopatia cronica, o treinamento combinado, aerdbico e
resistido, de moderada intensidade, promove os melhores resultados.

O efeito anti-inflamatdrio do exercicio fisico pode ser observado a nivel local, nos
pulmbes, como descrito por Silva et al. (2010) que encontraram reversdo da
inflamacao e do remodelamento das vias aéreas e também reducéo da resisténcia e
elastancia do tecido pulmonar, além de aumento na expressdo de citocinas anti-
inflamatorios como interleucina — 10 (IL-10) e interleucina — 1ra (IL-1ra) em ratos
asmaticos que foram submetidos a exercicio aerdbico por 4 semanas, 5 vezes por
semana, a 50% da capacidade maxima de exercicio.

Olivo et al. (2014) observaram que o exercicio aerobico (50% da capacidade
maxima de exercicio) conseguiu diminuir a quantidade de bactéria nos pulmdes e
atenuou o processo inflamatério pulmonar em animais infectados com Streptococcus
pneumoniae, sendo que, o efeito do condicionamento fisico na inflamagao pulmonar
foi observado na fase aguda (12 horas) e tardia (10 dias) da infecgdo. Segundo os
autores, este efeito anti-inflamatdério do exercicio fisico pode ser decorrente do efeito
antioxidante do condicionamento fisico.

O mesmo efeito protetor do exercicio aerébico foi observado por Reis Gongalves

et al. (2012). Neste trabalho, os animais realizaram 5 semanas de exercicio aerdbico,
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3 vezes por semana, a 50% da capacidade maxima de exercicio, previamente a
indugao da lesdo pulmonar aguda por instilagao intratraqueal de lipopolissacarideo. E
0 grupo que realizou o treinamento apresentou menor resisténcia e elastancia do
sistema respiratorio, menor concentracao de NO e expressdo de TNF-a no tecido
pulmonar.

O efeito anti-inflamatério sistémico do exercicio fisico foi observado por Jorge et
al. (2011) em pacientes com diabetes Mellitus tipo 2. Os pacientes foram divididos em
4 grupos: controle, exercicio aerdbico, exercicio resistido e exercicio combinado,
sendo que nos 3 grupos que realizaram treinamento por 12 semanas, foi observado
diminuicdo nos niveis séricos de proteina C-reativa (PCR), além de beneficios na
glicemia, no perfil lipidico e na pressao sanguinea. Nascimento et al. (2015) e Abd EI-
Kader et al. (2015) também observaram reducdo nos niveis plasmaticos de
mediadores inflamatérios como IL-8, IL-6 e TNF-a apds programa de exercicio
aerdobico em pacientes com doencga inflamatéria crénica, como DPOC, diabetes
Mellitus tipo 2 e obesidade.

O treinamento resistido, assim como o treinamento aerdbico, aplicado em
pacientes com doenca cronicas, apresenta efeito benéfico, no que diz respeito a agao
anti-inflamatéria do condicionamento fisico, como observado por Martins et al. (2015),
Liu et al. (2015) e Jorge et al. (2011), com redugao dos niveis plasmaticos de TNF-q,
IL-6, IL-18 e PCR. No entanto, o treinamento resistido também aumenta a forga
muscular, comumente diminuida em pacientes com doengas crbénicas, como
observado por Alves et al. (2014) em modelo experimental de insuficiéncia cardiaca
que realizaram o treinamento em aparelho adaptado para esta finalidade, 4 vezes por
semana, por 8 semanas, 4 séries de 10-12/repeti¢cdes, de 65% a 75% de 1 repeticao

maxima.
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Em pacientes com DPOC, o treinamento resistido aumentou a forga muscular do
quadriceps e a area de seccao transversa de fibras tipo Il, apés 8 semanas de
treinamento, assim como, diminui a infiltracdo de células inflamatérias no tecido
muscular, como observado por Menon et al. (2012).

Além disso, ha uma correlagao inversa entre mediadores inflamatérios (TNF-a e
PCR) e a espessura muscular, sugerindo que a hipertrofia muscular induzida pelo
treinamento resistido esta associada com a redugdao nos niveis plasmaticos dos
mediadores inflamatorios (OGAWA et al., 2010).

Os pacientes com SHP apresentam, como consequéncia das alteracdes
primarias da doencga, menor capacidade de exercicio, com menor consumo maximo
de oxigénio, menor capacidade funcional, menor forca muscular respiratéria e pior
qualidade de vida comparado a pacientes cirréticos sem SHP (FAUSTINI-PEREIRA
et al., 2015; FALLON et al., 2008).

De acordo com o que foi descrito anteriormente e considerando a SHP como
uma doenga crbénica, os pacientes com SHP poderiam se beneficiar do efeito anti-
inflamatdrio do exercicio fisico e de seus demais beneficios, como aumento da forca
muscular, melhora da capacidade funcional e da qualidade de Vvida,

minimizando/revertendo as alteracdes decorrentes da SHP.

1.5 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos ha um grande interesse em desenvolver tratamentos que
possam minimizar ou reverter os efeitos da SHP, tendo em vista as altas taxas de

mortalidade, os problemas sociais decorrentes desta doenga e o alto custo no manejo
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dos pacientes. E importante ressaltar que esta doenca apresenta um prognéstico ruim
quando ndo realizado o transplante hepatico. Varios tipos de antibidticos séo
estudados, alguns resultados satisfatorios foram encontrados na area experimental
(GAIO et al.,, 2013; CHANG et al., 2015), porém, em ensaios clinicos, nhenhuma
diferenca significativa foi observada, permanecendo a ineficiéncia do tratamento
medicamentoso (ESHRAGHIAN et al., 2013).

Somado ao fato que a SHP possa ainda ser uma doenga subdiagnosticada, ao
progndstico reservado e ao comprometimento da qualidade de vida destes doentes, o
estudo de novas linhas de tratamentos é de extrema importancia para tratar e melhorar
a qualidade de vida dos pacientes enquanto eles permanecem na fila de espera do
transplante hepatico que, atualmente, € o Unico tratamento efetivo
(COSARDERELIOGLU et al., 2016).

Como descrito anteriormente, o treinamento fisico, com exercicio aerdbico e
resistido, possui efeito anti-inflamatério local e sistémico, atenua os disturbios
mecanicos do sistema respiratorio e o remodelamento do tecido pulmonar induzidos
pela asma (SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2016) e pela lesdo pulmonar aguda (REIS
GONCALVES et al., 2012), bem como melhora a capacidade de exercicio, a for¢a
muscular e a qualidade de vida, aspectos importantes que estdo comprometidos nos
pacientes com SHP.

Justifica-se, entdo, a realizagdo deste estudo com o propdsito de estudar os
efeitos do exercicio combinado em ratos com SHP como uma nova alternativa no
tratamento dos pacientes acometidos por esta sindrome. Considerando a hipotese de
que o exercicio pode influenciar no desenvolvimento da SHP através do bloqueio da

via inflamatdria, que se apresenta pela maior produgéao de TNF, e, consequentemente,
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minimizando os efeitos decorrentes do acumulo de células inflamatérias na

vasculatura pulmonar.
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2. OBJETIVOS

e Geral: avaliar os efeitos do exercicio combinado (aerdbico e resistido) de
moderada intensidade no sistema respiratério em ratos com SHP.
¢ Especificos:
o Estudar as propriedades mecanicas do sistema respiratorio.
o Estudar a morfologia do tecido pulmonar.

o Estudar os mediadores inflamatérios pulmonar e sistémico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA E CALCULO AMOSTRAL

Estudo experimental e prospectivo, realizado no Laboratério de Fisiologia
Respiratoria da Faculdade de Medicina - FM da Universidade de Brasilia.

Para o calculo do tamanho amostral utilizamos os seguintes parametros: (i)
analise de variancia de uma via e de duas caudas; (ii) trés grupos; (iii) erro do tipo |
de 5%; (iv) erro do tipo Il de 20%; (v) poder do teste estatistico de 80%; (vi) tamanho
do efeito 50% (baseado nos valores de diferenga alvéolo-arterial de oxigénio obtidos
por Chang et al. (2015). De acordo com os parametros supracitados, a amostra foi de
14 animais por grupo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal da Universidade de

Brasilia, protocolo numero 66701/2016.

3.2 MODELO ANIMAL E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 42 ratos da ragca Wistar (x300g, 8-10 semanas), machos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Catdlica de Brasilia, Taquatinga -
DF. Os ratos foram divididos, através de tabela de numeros aleatérios, em 3 grupos:

e Controle (SHAM): composto por 14 animais, submetidos a laparotomia e
manipulagédo do ducto biliar comum, sem ligadura;
e Doente sem treinamento (SHP): composto por 14 animais, submetidos ao

procedimento de ligadura do ducto biliar comum (LDBC);
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e Doente submetido ao treinamento combinado (SHP+EXER): composto
por 14 animais, submetidos a LDBC e ao protocolo de treinamento.

Para o procedimento cirurgico, os ratos foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (75 mg.Kg™") e cloridrato de xilazina (10 mg.Kg™") via intraperitoneal, pesados
em balanga digital (Filizola MF-6, Sdo Paulo, SP) e posicionados em decubito dorsal
na mesa cirurgica. Foi realizada assepsia da regido abdominal seguida por uma
incisdo mediana no abdémen e localizagdo do ducto biliar comum. Para os animais
do grupo SHAM, o ducto biliar comum foi manipulado, sem ligadura. Para os animais
dos grupos SHP e SHP+EXER, foi realizada a LDBC, de acordo com Fallon et al.
(1997), utilizando fio de algodao 2.0. Em seguida, o abdémen foi suturado em
camadas, primeiro a musculatura e depois a pele, com fio de nailon 3.0. Apds o
procedimento cirdrgico, os animais foram alojados em caixas padrdao, em ambiente
controlado com ciclos de 12 horas claro e 12 horas escuro durante todo o periodo do
estudo. Os animais tiveram acesso ad libitum a comida e agua. Nas 72 horas que
seguiram o procedimento cirurgico, os animais receberam analgesia, por meio da

administracdo de metadona (0,4 mg.Kg™, via subcutanea) a cada 12 horas.

3.3 TESTES FiSICOS

3.3.1 Teste maximo de corrida

O teste maximo de corrida (TMC) foi utilizado para avaliar a capacidade fisica
dos animais e determinar a intensidade de treinamento aerébico. O teste consistiu em
colocar o animal para correr na esteira (EMG System do Brasil, Sdo José dos Campos
— SP, Brasil) até a exaustao, ou seja, até o0 momento no qual ele nao foi capaz de

continuar correndo mesmo apods estimulo mecanico. O teste era iniciado com a
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velocidade da esteira ajustada a 0,2 Km/h e, a cada dois minutos, a velocidade era
incrementada em 0,3 km/h (CONTI et al., 2015; RODRIGUES et al., 2007; SANCHES
et al., 2015). A velocidade maxima (Velmax) foi definida como o valor maximo que
cada animal conseguiu alcangar. O teste foi realizado antes do inicio do protocolo de

treinamento, apds 17 dias e ao final do treinamento.

3.3.2 Teste de carga maxima

Para determinar a carga do treinamento resistido, uma escada adaptada para
ratos foi confeccionada de acordo com o estudo de Sanches et al. (2014). A escada
possui 1 metro de comprimento, 20 centimetros de largura, 50 degraus, com 2
centimetros de distancia entre cada um e 80 graus de inclinagdo. No topo da escada
havia uma caixa adaptada para permitir 0 repouso necessario do animal entre as
repeticdes do exercicio. O peso utilizado como carga foi produzido com pesos de
aluminio utilizados para pesca e foi fixado na base da cauda do animal. O teste iniciou
com carga de 75% do peso corporal que foi, progressivamente, aumentada em 15%
do peso corporal na subida subsequente. No teste intermediario e final, este
incremento foi de 25 e 40%, respectivamente. Este incremento foi repetido até o
animal ser incapaz de subir a escada carregando a carga. Um intervalo de 2 minutos
foi permitido entre cada repeticdo e no maximo 6 repeticdes foram executadas. O
valor de 1 repeticao maxima (1RM) foi definido como a ultima carga que o animal foi
capaz de carregar (SANCHES et al., 2014). O teste foi realizado antes do inicio do

protocolo de treinamento, apds 17 dias e ao final do treinamento.
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O protocolo de treinamento teve inicio 15 dias apds a LDBC. Os ratos realizaram

o treinamento combinado, 5 vezes por semana, por 5 semanas, em dias alternados.

A intensidade do treinamento foi moderada, de 40 a 60% da Velmax ou 1RM.

Avaliagdes Avaliagoes Avaliagoes

iniciais intermediarias finais
LDBC

fm—m e _
| !

0 7 14 :15 32 491 50
|
7 | I
| TREINAMENTO |
- - __ J

Adaptacao Eutanasia

Tempo (dias)

Figura 3.1 — Fluxograma do experimento.

3.4.1 Treinamento aerébico

Os animais foram colocados na esteira (EMG System do Brasil, Sdo José dos
Campos — SP, Brasil) uma semana antes do inicio do protocolo (5 vezes por semana,

10 minutos/dia, 0,2 km/h) para adaptagéao e, no ultimo dia, foi realizado o teste maximo

de corrida (CONTI et al., 2015; SANCHES et al., 2015). O treinamento consistiu em 1

hora de exercicio (10 minutos de aquecimento a 40% da Velmax, 40 minutos a 60%

Velmax e 10 minutos de desaceleragdo a 40% Velmax).
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3.4.2 Treinamento resistido

Os animais foram adaptados a escada uma semana antes do inicio do protocolo
e no ultimo dia da fase de adaptacao, foi realizado o teste de repeticdo maxima. Para
adaptacdo, os animais foram colocados nos primeiros degraus da escada e
incentivados a subir através de estimulos mecanicos leves até que conseguissem
chegar ao topo da escada. Nao houve estimulo elétrico e nem restricdo de alimentos.
Para o treinamento, cada animal realizou, por sessao, 15 subidas na escada com
intervalo de 1 minuto entre cada repeticdo, com carga de intensidade moderada (40-
60% de 1RM). A carga de treinamento foi prescrita de acordo com a carga maxima
suportada por cada animal e ajustada semanalmente de acordo com o seu peso
corporal. Apos o teste intermediario (17 dias), a carga de treinamento foi ajustada de
acordo com os novos valores obtidos no teste de 1 repeticdo maxima. A intensidade
e 0 numero de repetigdes para cada intensidade estao descritos na Tabela 3.1 com

base no estudo de Sanches et al (2014).

Tabela 3.1 — Prescricdo da carga do treinamento resistido

Semana

12 e 2° 3?e 4 52
0(1) 0(2) 0 (1)
30 (1) 40 (2) 40 (2)
% da intensidade 40 (2) 50 (3) 50 (4)
maxima (numero 50 (3) 60 (3) 60 (4)
de subidas) 60 (2) 50 (3) 50 (2)
50 (3) 40 (1) 40 (1)
40 (1) 0(1) 0(1)

30 (1)
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3.5 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES MECANICAS DO SISTEMA

RESPIRATORIO

Apods 7 semanas do procedimento cirurgico, os animais foram anestesiados,
como descrito previamente, pesados e traqueotomizados. Para este procedimento, foi
realizada uma incisdo cervical acima do esterno, divulsdo da musculatura e
isolamento da traqueia. Uma canula metélica (6 cm de comprimento, 2 mm de
didmetro interno e 2,5 mm de didmetro externo) foi inserida na traqueia e fixada com
fio de seda 3.0. Os animais foram totalmente paralisados com Brometo de pancurdnio
(0,1 mg.kg™") via intra-venosa e conectados a um ventilador mecanico especifico para
animais de pequeno porte (FlexiVent FX, Scireq, Montreal - Canada). Os parametros
ventilatérios utilizados, foram: ciclos respiratérios disparados, limitados e ciclados a
tempo, com fragdo inspirada de oxigénio de 21%, frequéncia respiratoria 90
ciclos.minuto™, volume corrente de 8 mL.Kg™' e pressao ao final da expiragao (PEEP)

de 3 cmH20.

3.5.1 Avaliacao da resisténcia e elastancia do sistema respiratério

Para medida da resisténcia e elastancia do sistema respiratério foi utilizado o
modelo linear de compartimento unico, que representa o sistema respiratorio, de
forma simples, como um tubo conectado em série a um baldo (FIGURA 3.2 A). Para
este modelo deve-se considerar como propriedades constitutivas dos seus
componentes, as propriedades elasticas do baldo e a resisténcia ao fluxo de ar
imposta pelo tubo cilindrico, supondo que estas propriedades sao lineares,
independentes do volume e do fluxo e que as forgas inerciais sao despreziveis

(BATES et al., 2011).
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Considerando a linearidade deste modelo, a pressao de recolhimento elastico
(Pel) do baldo aumenta linearmente com o volume de gas dentro dele, enquanto, a
diferenca de presséo (AP) entre os extremos do tubo varia linearmente com o fluxo
através deste (FIGURA 3.1 B).

A Pe € responsavel pelo retorno do compartimento ao seu volume original
quando a pressao de distensdo cessa, da mesma forma que ocorre na expiracao
passiva quando os musculos inspiratérios relaxam. E a AP € necessaria para
movimentar o gas, de forma semelhante que ocorre 0 movimento do ar pelas vias
aéreas. A pressao total através deste modelo, desde a entrada do tubo cilindrico até
a parte externa do baldo, € a soma das pressdes de recolhimento elastico e a

diferenca de pressao no tubo (BATES et al., 2011).

A) B)

0]

Figura 3.2 - A) Representacao esquematica do sistema respiratério por meio de baléo e tubo, onde R
representa a resisténcia do tubo e E a elastancia do baldo. B) Representacdo mecéanica do modelo
linear unicompartimental, Pel: pressdo de recolhimento elastico, V(t): volume, E: elastancia, R:
resisténcia, AP: diferenca de pressao, V(t) fluxo. Bates, 20009.

O modelo unicompartimental pode ser representado por uma equacio

diferencial de primeira ordem, a equagao do movimento:

P(t)=E. V() +R.V(t) + Po (1)
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onde P(t) é a pressdo na abertura da via aérea, E.V(t) e R.V(t) simbolizam,
respectivamente, os componentes elasticos e resistivos do sistema respiratorio,
também determinadas propriedades constitutivas, Po € uma estimativa de PEEP e t é
o tempo.

Com a equacao do modelo unicompartimental e os dados mensurados durante
a ventilacdo mecanica (P, V e V) os parametros E, R e Po (Peep total) podem ser
calculados. O método matematico utilizado para solucionar a equagao do movimento,
para a grande quantidade de conjunto de dados, € o ajuste dos minimos quadrados.

Este método de medir as propriedades mecanicas do sistema respiratorio ndo
requer padrao ventilatério especial nem manobras de oclusao, portanto, pode ser
aplicado ciclo a ciclo, em qualquer modo ventilatério, com qualquer padrao de fluxo

inspiratério.

3.5.2 Avaliagao da impedancia do sistema respiratério

Além de elastancia e resisténcia do sistema respiratério, também foram
avaliadas a impedancia do sistema respiratorio e as propriedades mecanicas do tecido
pulmonar. Impedancia é um termo usado para descrever um tipo especial de funcao
de transferéncia (BATES, 2009) e no sistema respiratério tem origem, principalmente,
nas forgas resistivas, elasticas e inertivas que se opdem aos movimentos inspiratorios
e expiratorios (CARVALHO; ZIN, 2011)

No campo da mecanica pulmonar a relagdo, no dominio da frequéncia, se
expressa entre fluxo e pressdo. Se um sinal de fluxo e/ou pressao for aplicado na
abertura da via aérea e um sinal correspondente de pressao e/ou fluxo for mensurado

no mesmo local, os dois sinais se relacionam através da equacao:

P(f) = Z(H)-V(f) (2)
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onde P(f) e V(f) sdo os resultados da transformada de Fourier de P(f) e V(f),
respectivamente, e Z(f) € chamada impedancia de entrada, porque esta relacionada a
duas medidas realizadas na entrada dos pulmdoes.

Esta equacao sugere que a determinacdo da impedancia deve ser realizada
aplicando-se um sinal adequado de fluxo aos pulmdes, medindo-se os sinais
resultantes de pressao, e com a transformada rapida de Fourier de ambos os sinais,

executa-se o calculo:

_ PN
2() = 38 3)

A técnica de oscilagao forgada (TOF) € um método que aplica uma gama de
sinais de fluxo nos pulmdes com o objetivo de mensurar a impedancia. Neste estudo,
foi empregada a TOF com frequéncias na faixa de 0,25 a 19,625Hz. Um sinal contendo
19 ondas senoides, com duragdo de 8 segundos, foi aplicada na abertura das vias
aéreas durante pausas na ventilagdo mecénica regular.

A impedancia (Z) € uma fungdo complexa da frequéncia e possui dois
componentes independentes, uma parte real determinada resisténcia e uma parte
imaginaria determinada reatancia (BATES et al., 2011). Para se obter os complexos
valores da impedancia do sistema respiratério o modelo de fase constante, descrito

por Hantos et al. (1992) é empregado por meio da equacgao:

G—iH

w®

Z(f) = Ry + iwl + (4)

RN € a resisténcia Newtoniana, | representa a inertancia, G representa a energia
dissipada dentro do tecido e H a energia armazenada nos tecidos. De acordo com a
equacado 4, os parametros Ry, I, G e H sao linearmente relacionados com Z,

consequentemente, seria facil adaptar as medidas experimentais a este modelo

utilizando regresséo linear multipla se ndo fosse pela presenga do a no denominador
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do ultimo termo da equacgéao, porém, uma forma interativa pode ser empregada, como
sugere Bates (2009), comegando por considerar a = 1.

Com isso pode-se obter os valores de Ry, I, G e H usando regressao linear
multipla. O proximo passo € calcular o valor estimado de a usando os valores

estimados de G e H pela equacgao:

1

Qlx

2 -
a=-tan
/s

(5)

Usando este novo valor de a na equacgao 4, obtém-se valores atualizados de Ry,
I, G e H, por meio de regresséo linear multipla. Isso leva a valores atualizados de a e
assim por diante. Estas etapas podem ser repetidas quantas vezes forem necessarias,
porém, ha uma convergéncia dos valores em quatro ou cinco iteragdes.

De acordo com este modelo, Ry representa a resisténcia da via aérea, I
representa a inertdncia do gas nas vias aéreas centrais e juntos, Ry e I, estdo
relacionados com a impedancia das vias aéreas. A impedancia tecidual e,
coletivamente, representa por G e H. G representa o componente dissipativo e esta,
portanto, relacionado a resisténcia tecidual. H representa a energia armazenada no
tecido e esta relacionado a elastancia tecidual (BATES, 2009).

No entanto, G e H ndo sao, exatamente, 0 mesmo que resisténcia e elastancia
porque nao apresentam a mesma unidade de medida. As unidades de medidade G e
H sdo determinadas por seus valores relativos. Na equacgao 4, quando Z é expresso
em cmH20.s.L-', G e H apresentam unidades de medida em cmH20.s"9.L-!, sendo
que estas unidades mudam de acordo com o valor de a, que é determinado pela
equacao 5 (BATES, 2009).

Um caminho para solucionar essa questédo das unidades de medida € normalizar

o termo da impedancia tecidual da equacéao 4 pela frequéncia de referéncia wo:

G—iH

Z(f) = Ry + i(w)I + W (6)
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determinando wo = 1, os valores numéricos de G e H permanecem inalterados, ainda

que, agora, eles tenham a mesma unidade de medida de Z (BATES, 2009).

3.6 AVALIAGAO INFLAMATORIA PULMONAR E SISTEMICA

ApoOs a avaliagao das propriedades mecanicas do sistema respiratorio, foi
coletado sangue da artéria aorta abdominal (3 mL), para avaliagdo inflamatoria
sistémica. O sangue foi armazenado em tubos especificos contendo anticoagulante
(BD Vacutainer® contendo EDTA K2 7,2 mg), em seguida, foi centrifugado (Centrifuga
NT 825, Novatecnica) a 3500 rpm por 10 minutos, o plasma foi separado, transferido
para um eppendorf e armazenado a -80°C. Apds a coleta de sangue, os animais
sofreram eutanasia por exsanguinacao.

O lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado do pulmao direito, através da
instilacédo de 5 mL de soro fisiolégico estéril (0,9% de NaCl) pela canula traqueal que,
em seguida, foi aspirado e transferido para um tubo do tipo Falcon. A amostra foi
centrifugada a 1500 rpm a 4°C por 10 minutos (Centrifuga NT 825, Novatecnica) para
separar o sobrenadante do botdo celular. O sobrenadante foi armazenado a -80°C
para analise das citocinas.

Para contagem diferencial das células, o botédo celular foi ressuspendido em 1
mL de soro fisioldgico estéril e uma aliquota de 50 microlitros (uL) foi utilizada para
confeccionar uma lamina em centrifuga especifica para esta finalidade (Centrifuga
Cellspin |, Tharmac). Apds secagem, as laminas foram coradas com Diff Quick®
(Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) para diferenciacdo celular. Para contagem foi
utilizado o microscopio biolégico binocular (EK 2000, Eikonal, Brasil) e foram contadas

100 células por lamina.
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A concentragao das citocinas no plasma e no LBA foi determinada pelo método
de citometria de fluxo utilizando-se o conjunto de imunoensaios da BD Biosciences®
(CBA, San Diego, CA, USA), especifico para avaliar os seguintes mediadores:
interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10),
interferon-y (INF-y) e fator de necrose tumoral (TNF). As avaliagbes foram realizadas
de acordo com o protocolo do fabricante. Os padrdes de citocinas reconstituidas e as
amostras foram processadas utilizando o citometro BD FACS Verse®. Duzentos
eventos ou mais foram adquiridos para cada citocina. Os dados foram analisados
utilizando-se o software FCAP, vers&o 3.0 (BD Biosciences®, San Diego, CA, USA).
As curvas padrao para cada citocina foram geradas utilizando-se diluigdes seriadas
dos mediadores fornecidos, com concentracdo em cada soro determinada por

interpolagdo da curva padrao correspondente.

3.7 AVALIAGAO MORFOMETRICA DO TECIDO PULMONAR

Coracao e pulméao esquerdo foram excisados em bloco. O bronquio fonte
esquerdo foi clampeado e solugdo de formalina a 10% foi infundida na tranqueia a
uma pressao transpulmonar de 20cm/H20 por 24 horas e armazenado na mesma
solugéo de preservacao (BRABER et al., 2010). Apds fixagao, o tecido pulmonar foi
embebido em parafina e processado para cortes histologicos. Em seguida, fatias com
3 micrbmetros de espessura foram obtidas e coradas com picrosirius para analise de
fibras colagenas.

A analise morfométrica do tecido pulmonar foi realizada como descrito por

Gundersen et al. (1988) com a utilizagdo de um sistema teste coerente e de referéncia
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(FIGURA 3.3) composto por 100 pontos e 50 linhas acoplado a uma das oculares do
microscopio optico (EK 2000, Eikonal, SP, Brasil).

No parénquima pulmonar, o volume percentual de fibras colagenas foi
mensurado dividindo o numero de pontos que incidem essas fibras pelo numero total
de pontos no septo alveolar, com aumento de 1000x, em 20 campos aleatérios por
animal. O volume de fibras colagenas na via aérea também foi quantificado, com
aumento de 1000x, em 5 vias aéreas médio/grande (via aérea com perimetro de
membrana basal acima de 1mm) por animal, aleatoriamente selecionadas (RAMO-
BARBON et al., 2005). O volume percentual de fibras colagenas foi mensurado
dividindo o numero de pontos que incidem essas fibras pelo numero de pontos que
incidem na via aérea. O perimetro de membrana basal foi calculado utilizando o
software ImageJ (Research Services BRanch, National Institute of Mental Health,

Bethesda, USA).

Lplplrlgly
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Figura 3.3 - Sistema teste coerente e de referéncia.

3.8 AVALIACAO MORFOMETRICA DO FiGADO

Para avaliagdo morfolégica do figado, uma porcédo do tecido hepatico foi

coletada, armazenada em formalina, fixada, embebido em parafina e laminas com 3
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micrédmetro de espessura foram obtidas e corados com picrosirius para identificar
fibras colagenas. Vinte campos aleatérios e ndo coincidentes por animal foram
analisados, com aumento de 1000x, para quantificar o volume percentual de fibras

colagenas, como descrito anteriormente.

3.9 IMUNO-HISTOQUIMICA

A técnica de imuno-histoquimica foi realizada em fatias de 4 micrometros de
espessura do tecido previamente preparado em laminas silanizadas. As fatias foram
incubadas com anticorpo primario anti-P2X7 (sc-15200; diluicdo 1:150), anti-TFPI (sc-
18712; diluicdo 1:200) e anti-IL-10 (sc-1873; diluicdo 1:200) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), e com anticorpos secundarios apropriados
conjugados com biotina-estreptavidina-peroxidase. Como controle das reacgdes
imuno-histoquimicas, fatias foram coradas somente com anticorpo primario (sem
anticorpo secundario) e secundario (sem anticorpo primario). Nos pulmdes, a
expressao do receptor de P2X7, IL-10 e inibidor da via do fator tecidual (TFPI) foi
quantificada no epitélio (correspondendo a porcentagem de epitélio que expressa
cada uma dessas proteinas e a densidade de leucdcitos positivos para cada uma das
proteinas). A area do epitélio foi mensurada e a area positiva para cada anticorpo foi
determinada utilizando um programa para analise de imagens (Image-Pro Plus; Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Os resultados sdo expressos como a
porcentagem de area positiva imunocorada em relagao ao total da area de epitélio
(VIEIRA et al., 2011; VIEIRA et al., 2008). A densidade de leucécitos positivos para
cada anticorpo foi determinada por um investigador cego que contou 15 fatias de

parénquima alveolar (area do septo alveolar, excluindo a area dos capilares
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pulmonares) para cada animal com aumento de 1000x. A expressao de cada proteina
também foi mensurada no figado. Em sintese, a area do parénquima hepatico e a area
imunocorada para cada proteina foi mensurada e, a area imunocorada é apresentada

como a porcentagem de parénquima hepatico positivo (AYATA et al., 2012).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade da distribuicao dos dados foi examinada com a utilizacéo do teste
de Shapiro-Wilk. A hip6tese nula de que nao havia diferenga entre os grupos apos o
treinamento ou apds o periodo estudado foi testada com a utilizacido da analise de
variancia de um fator (ANOVA one-way) ou teste de Kruskal-Wallis. No caso de
rejeicao da hipotese nula, o pos-teste de Tukey e Mann-Whitney foi empregado para
comparag¢ao emparelhada dos grupos, para dados paramétrico e ndo paramétricos,
respectivamente.

O teste T Student foi utilizado para comprar o tempo maximo de corrida inicial e
final intragrupo e o teste de Mann-Whitney para comparar a forga maxima inicial e final
intragrupo. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o programa Statistical
Package for Social Science (IBM SPSS Statistics, Versao 20.0, Armonk, NY, IBM
Corp.). Os dados estdo expressos em media + desvio padrdo quando paramétricos
ou mediana [intervalo interquartilico] quando n&o paramétricos e o nivel de

significancia adotado foi 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 PESO DOS ANIMAIS

No inicio do protocolo experimental, o peso dos animais nao diferiu entre os
grupos, no entanto, no final do periodo de estudo, os animais dos grupos SHP e
SHP+EXER pesaram menos quando comparados aos animais do grupo SHAM

(FIGURA 4.1),
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Figura 4.1 - Peso inicial e final dos animais. As colunas representam a média e as barras sobrepostas
as colunas representam o desvio-padrao.

4.2 CAPACIDADE MAXIMA DE EXERCICIO

A capacidade maxima de exercicio dos animais do grupo treinado aumentou

38% (342,3 segundos) apds o protocolo de treinamento combinado, enquanto a
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capacidade maxima de exercicio dos animais do grupo SHAM né&o alterou no periodo
de estudo e os animais do grupo SHP diminuiram em 22,3% (176 segundos) sua
capacidade maxima de exercicio. Na comparagao intergrupo, avaliada pela diferenca
no tempo final menos inicial, os animais do grupo SHP+EXER aumentaram o tempo

no TMC comparado aos grupos SHAM e SHP, como descrito na figura 4.2.
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Figura 4.2 - Teste maximo de corrida em tempo (segundos). As colunas representam a média e as
barras sobrepostas as colunas representam o desvio-padrao.

4.3 TESTE DE FORGA MAXIMA

Apos 5 semanas de treinamento combinado, a forga maxima dos animais,
avaliada pelo teste de forga maxima, permaneceu inalterada no grupo SHAM. Em
contraste, nos animais do grupo SHP diminuiu em 20,1% e aumentou

significativamente nos animais treinados em 42,5% (TABELA 4.1). Na analise de
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variancia, a forca maxima do grupo treinado foi maior quando comparada ao grupo

SHP, porém, nao diferiu do grupo SHAM (FIGURA 4.3).

Tabela 4.1 — Teste de carga maxima (% peso corporal)

Grupo Inicial Final p-valor
SHAM 105 [105 - 116,2] 108 [108 — 117,1] p =0,64
SHP 105 [105 — 105] 84,1[78,3 — 101] p < 0,001
SHP+EXER 105 [105 — 120] 155 [155 — 155] p < 0,001

Valores expresso em mediana [intervalo interquartilico]l. SHAM: grupo SHAM; SHP: grupo SHP;
SHP+EXER: grupo SHP+EXER
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Figura 4.3 - Representacao grafica da diferenga de forga maxima final e inicial, em porcentagem de
peso corporal.

4.4 PROPRIEDADES MECANICAS DO SISTEMA RESPIRATORIO

A SHP n&o modificou as propriedades resistivas do sistema respiratorio nem das
vias aéreas. No entanto, houve elevacao da elastancia do sistema respiratério e da
conservagao de energia em tecidos que ndo foram modificadas pelo protocolo de

exercicio combinado. Todos os valores das variaveis mecanicas estudadas estao

descritos na tabela 4.2.
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SHAM

SHP SHP+EXER p-valor
Rrs (cmH20.s.mL"") 0,10+ 0,06 0,06 £ 0,01 0,08 + 0,05 0,147
Ers (cmH20.mL") 1,38+0,08 1,98+0,19 2,02+0,37 0,001a
RN (cmH20.s.mL™") 0,07+0,03 0,03+0,01 0,06 + 0,04 0,198
G (cmH20.mL") 0,24 + 0,01 0,29 + 0,06 0,36 + 0,17 0,220
H (cmH20.mL"") 1,14+0,20 1,89+0,16 1,93+0,33  0,00012*

Valores expressos em média + desvio-padrao. Rrs: resisténcia do sistema respiratério; Ers: elastancia
do sistema respiratorio; Rn: resisténcia newtoniana; G: energia dissipada no tecido pulmonar; H:
energia armazenada no tecido pulmonar. a: SHAM x SHP; b: SHAM x SHP+EXER.

4.5 INFLAMAGAO PULMONAR

A anadlise do LBA mostrou significante aumento na concentragéo de IL-6 nos

grupos SHP e SHP+EXER, comparado ao grupo SHAM. No entanto, ndo houve

diferenca na concentragcdo das demais citocinas analisadas entre os grupos (IFN-y,

TNF, IL-10, IL-4 e IL-2) (FIGURA 4.4).
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Figura 4.4 — Representacéo grafica das citocinas no lavado broncoalveolar. A) interferon-y (INF-y); B)
fator de necrose tumoral (TNF); C) interleucina 10 (IL-10); D) interleucina 6 (IL-6); E) interleucina 4 (IL-
4) e F) interleucina 2 (IL-2). As colunas representam a média e as barras sobrepostas as colunas
representam o desvio-padrao.

Analisando a inflamagao pulmonar por meio da contagem diferencial de células,
a quantidade de macrofagos, linfécitos e neutréfilos no grupo treinado nao diferiu do
grupo SHAM, no entanto, houve diferenga entre os grupos SHAM e SHP (FIGURA

4.5).



50

A B
LINFOCITOS MACROFAGOS
201 =0,008 110- p=0,03
——
| 100-
154
90-
—_
= 101 = 804 | —
70-
s L J_
604 1
c T U 1 50 T T T
SHAM SHP SHP+EXER SHAM SHP SHP+EXER
NEUTROFILOS
40 p=0,03
30 | -T-
2 204
104  __
© SHAM SHP SHP+EXER

Figura 4.5 — Representacao grafica da contagem diferencial de células. A) Numero de linfocitos; B)
Numero de macréfagos; C) Numero de neutrdfilos.

4.6 INFLAMAGAO SISTEMICA

A analise do plasma mostrou significante aumento na concentragao das citocinas
INF-y, TNF, IL-6, IL-4 e IL-2 no grupo SHP, que nao foi revertida pelo treinamento
combinado, no entanto, a concentragcdo de IL-10 permaneceu inalterada (FIGURA

4.8).
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Figura 4.6 — Representacéo grafica das citocinas no plasma. A) interferon-y (INF-y); B) fator de necrose
tumoral (TNF); C) interleucina 10 (IL-10); D) interleucina 6 (IL-6); E) interleucina 4 (IL-4) e F) interleucina

2 (IL-2).
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4.7 ANALISE MORFOMETRICA DO TECIDO PULMONAR E HEPATICO

O volume percentual de fibras colagenas no parénquima pulmonar foi similar
entre todos os grupos estudados. No entanto, no grupo SHP houve aumento
significativo do volume percentual de fibras colagenas nas vias aéreas intra-pulmonar
e no figado, que nao foi atenuado pelo protocolo de treinamento combinado (TABELA

4.3 e FIGURA 4.7).

Tabela 4.3 - Volume percentual de fibras colagenas (%)

Volume percentual SHAM SHP SHP + p-value
de fibras EXER

colagenas (%)

Parénquima 38,23+2,63 36,88+3,87 38,89+3,73 0,78
pulmonar

Vias aéreas intra- 39,49+459 4481+£3,29 45,01 +4,78 0,01a®
pulmonar

Figado 16,22 +2,26 62,31+9,26 59,92+8,83 <0,001%°

Valores expressos em média + desvio-padrdo. SHAM: grupo SHAM; SHP: grupo SHP; SHP+EXER:
grupo SHP+EXER; a: SHAM x SHP; b: SHAM x SHP+EXER.
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Figura 4.7 — Fotomicrografia da via aérea do grupo SHAM (A), grupo SHP (B) e grupo SHP+EXER (C).
As figuras D, E e F séo fotomicrografias referentes ao parénquima hepatico dos grupos SHAM, SHP e
SHP+EXER, respectivamente. Todos os tecido foram corados com picrosirius para identificagao e
quantificacao das fibras colagenas utilizando luz polarizada.

4.8 IMUNO-HISTOQUIMICA

A tabela 4.4 apresenta a expressao de IL-10 no epitélio das vias aéreas, nos

leucdcitos do parénquima e no parénquima hepatico. A expressao da IL-10 no epitélio
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das vias aéreas foi significativamente reduzida no grupo SHP (p<0,01) e parcialmente
restabelecida pelo exercicio, como observado no grupo SHP+EXER (p<0,01). A
expressado de IL-10 nos leucdcitos do parénquima e no figado ndo apresentaram

diferenca estatistica entre os grupos.

Tabela 4.4 - Expresséo da IL-10 no epitélio das vias aéreas, parénquima pulmonar e
figado.

SHAM SHP SHP + EXER P-value

Epitélio das vias aéreas
IL-10 7,52 £ 5,83 1,45+ 1,30 2,85+ 3,57 <0,012®

Parénquima pulmonar

IL-10 0,26 + 0,08 0,26 £ 0,06 0,20 £ 0,09 0,64
Figado
IL-10 5,09 + 4,82 5,99 + 7,47 3,58 £ 1,99 0,71

Valores expressos em média + desvio-padrdo. SHAM: grupo SHAM; SHP: grupo SHP; SHP+EXER:
grupo SHP+EXER; IL-10: interleucina 10; a: SHAM x SHP; b: SHAM x SHP+EXER.

A expressao de P2X7 no epitélio das vias aéreas nao diferiu entre os grupos.
No entanto, a expressao de P2X7 nos leucdécitos do parénquima aumentou no grupo
SHP (p<0,01) e diminuiu significativamente no grupo SHP+EXER (p<0,01), como
observado na figura 4.8 e 4.9. Em relagao a expressao de P2X7 no figado, nao foi

observado diferenca entre os grupos.
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Figura 4.8 — Representagao grafica da expressdo do P2X7 no epitélio da via aérea (A), nos leucdcitos
do parénquima pulmonar (B) e no parénquima hepatico (C).
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Figura 4.9 — Fotomicrografia da expressao de P2X7 no leucécitos do parénquima pulmonar (A) e no

epitélio das vias aéreas (B); A1 e B1 representam o grupo SHAM; A2 e B2 representam o grupo SHP;

A3 e B3 representam o grupo SHP+EXER. As imagens estdo aumentadas em 400x.
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A expressao de TFPI no epitélio das vias aéreas foi maior no grupo SHP+EXER
comparado ao grupo SHAM (p<0,001) e SHP (p<0,001). A expressao de TFPI nos
leucdcitos do parénquima aumentou no grupo SHP (p<0,001) comparado ao grupo
SHAM e diminuiu apdés o treinamento, como observado no grupo SHP+EXER
(p<0,001) (FIGURAS 4.10 e 4.11). Nao houve diferenga na expressdo de TFPI no

figado entre os grupos.
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Figura 4.10 — Representacao grafica da expressao do TFPI no epitélio da via aérea (A) e nos leucocitos
do parénquima pulmonar (B).
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Figura 4.11 — Fotomicrografia da expressao de TFPI no leucécitos do parénquima pulmonar (A) e no
epitélio das vias aéreas (B); A1 e B1 representam o grupo SHAM; A2 e B2 representam o grupo SHP;
A3 e B3 representam o grupo SHP+EXER. As imagens estdo aumentadas em 400x.
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5.DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou os efeitos do exercicio combinado de moderada
intensidade no sistema respiratorio, na morfologia dos tecidos pulmonar, muscular e
hepatico e no perfil inflamatério pulmonar e sistémico em ratos com SHP. Para isto,
0os animais foram submetidos ao protocolo de treinamento combinado (aerdbico e
resistido) por 5 semanas, 5 vezes por semana.

Os principais resultados deste estudo sdo: i) os animais que realizaram o
protocolo de treinamento aumentaram a capacidade maxima de exercicio quando
comparado aos animais controle e doente sedentario; ii) a forca maxima dos animais
treinados foi maior quando comparada aos animais doentes e sedentarios e
semelhante ao controle; iii) a SHP nao modificou as propriedades resistivas do
sistema respiratério nem das vias aéreas; iv) houve elevacao da elastancia do sistema
respiratorio e da energia armazenada em tecidos nos animais com SHP que n&o foram
modificadas pelo protocolo de treinamento; v) a SHP aumentou a concentracao de IL-
6 no lavado broncoalveolar, porém n&o houve alteragcdo com o exercicio; vi) a
concentracdo plasmatica das citocinas INF-y, TNF, IL-6, IL-4 e IL-2 foi maior nos
animais doentes quando comparado ao controle, porém, nao alterou com o exercicio.

Em estudo prévio realizado pelo grupo foi observado o aumento da diferenca
alvéolo-arterial de oxigénio (controle saudavel: 5,1 £ 0,47 mmHg; animais com SHP:
15,5+ 0,76 mmHg; p <0,0001) utilizando 0 mesmo modelo animal de SHP empregado
no presente estudo (MELO-SILVA et al; 2011). Além disso, observamos os sinais
clinicos de doencga hepatica, como aumento do tamanho ducto biliar, ictericia e ascite
nos animais submetidos a ligadura do ducto biliar. Ademais, as alteragbes nas

propriedades mecanicas do sistema respiratéorio encontradas em nossas
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investigacoes prévias (MELO-SILVA et al; 2011; GAIO et al., 2013) corroboram com
0 que encontramos no presente estudo, como discutido a seguir. Sendo assim,
mesmo nao avaliando os niveis arteriais de oxigénio, estabelecemos com sucesso o
modelo de SHP.

Muito embora ndo tenhamos observado alteracdo nos danos mecanicos € no
perfil inflamatorio causados pela SHP apds o protocolo de treinamento, os animais
doentes e treinados foram capazes de aumentar sua capacidade de exercicio e forga
muscular em decorréncia do protocolo de treinamento. Considerando que para se
alcangar melhora na capacidade de exercicio, espera-se que alguma modificacéo
ocorra nos sistemas cardiovascular, respiratério ou muscular, 0os nossos resultados
nao demonstraram melhorias no sistema respiratorio apds o periodo de treinamento
e o sistema cardiovascular ndo foi objeto de estudo deste trabalho. Portanto, a
melhora encontrada na capacidade de exercicio e na forga muscular, possivelmente,
advém de modificagcdes proporcionadas pelo treinamento fisico ao sistema muscular,
que permitiu aos animais melhores condi¢gdes para aumentar o tempo no teste maximo
de corrida e a forga muscular avaliada pelo teste de 1RM.

As modificagbes das propriedades mecanicas do sistema respiratorio
encontradas neste estudo estdo de acordo com as descritas por Melo-Silva et al.
(2011). Estes desarranjos decorrem de fatores mecénicos relacionados ao abdémen,
tais como a presencga de ascite, 0 aumento do tamanho do ducto biliar comum, e ao
tecido pulmonar, tal como remodelamento das vias aéreas e da circulagao pulmonar,
hiperfluxo sanguineo pulmonar e alteragées no surfactante pulmonar (YANG et al.,
2014).

A alteracao no surfactante pulmonar descrita em animais com SHP (YANG et al.,

2014), somada ao aumento do fluxo sanguineo pulmonar, principal caracteristica da
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SHP, ao aumento na proporc¢éao de fibras colagenas e elasticas e fatores mecanicos
relacionados ao abdémen (MELO-SILVA et al., 2011) explicaria o aumento na
elastancia do SR e do tecido pulmonar observada em nossos resultados. O exercicio
aerobico, além de minimizar os danos as propriedades mecanicas do sistema
respiratério comumente encontrados em doencas respiratérias cronicas, como asma
(SILVA et al., 2010), também apresenta efeito protetor quando realizado antes do
inicio dos danos pulmonares, como na indugao de pneumonia por Pseudomonas
(OLIVO et al.,, 2014) e, também, na indugdo de lesdo pulmonar aguda (REIS
GONGCALVES et al., 2012), diminuindo a elastancia e resisténcia do SR e do tecido
pulmonar.

O aumento na concentracado de NO, um agente vasodilatador, descrito como um
dos principais agentes que levam as alteragcbes vasculares encontradas na SHP,
também pode ocasionar broncodilatacdo, e, consequentemente, diminuicdo da
resisténcia das vias aéreas, sendo que, um efeito benéfico do exercicio fisico seria
diminuir a producédo de NO (VIEIRA et al., 2012). No presente trabalho, € possivel
observar que o grupo SHP (doente e sedentario), apresentou valores de resisténcia
do SR e das vias aéreas menores que o grupo SHAM (saudavel), compativeis com
uma possivel dilatagdo brénquica. No entanto, no grupo SHP+EXER, esses valores
se aproximaram dos valores observados no grupo SHAM, possivelmente, porque o
exercicio pode ter diminuido a producéo e liberagdo de NO. Contudo, na analise
estatistica nao foi detectada diferenca significativa entre os grupos.

No contexto do exercicio fisico, ha um crescente numero de trabalhos que
avaliam o efeito modulador e preventivo do exercicio em doengas respiratorias

cronicas, como asma (SILVA et al., 2010), DPOC (TOLEDO-ARRUDA et al., 2017), e
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também em doengas agudas como sindrome do desconforto respiratorio agudo
(RIGONATO-OLIVEIRA et al., 2018).

Estes trabalhos descrevem inumeros beneficios do exercicio como diminuicéo
do estresse oxidativo, modulacédo da resposta inflamatéria, aumento da capacidade
de exercicio e da forgca muscular, sendo estes os pontos que nos pautaram a estudar
esses efeitos nos animais com SHP, visto ser esta uma doenga também de perfil
cronico e inflamatorio. No entanto, os resultados que observamos nao se assemelham
aos descritos na literatura, pois o exercicio fisico, na sua forma mais completa e
recomendada, com treinamento aerobico e resistido, ndo amenizou os danos
pulmonares e a inflamagao pulmonar e sistémica encontrada nos animais doentes. A
possivel razao para estes achados esta na gravidade e na fisiopatologia desta
sindrome, com comprometimento sistémico (hepatico, pulmonar, musculo-
esquelético, metabdlico) e evolugao rapida, sem tratamentos medicamentosos que
retardem sua evolugdo. Neste contexto, € plausivel supor que a inflamacao induzida
pela ligadura do ducto biliar comum foi progressiva e sobrepujou os efeitos anti-
inflamataorios induzidos pelo protocolo de exercicio combinado empregado.

Da mesma forma, a diminuicdo dos niveis plasmaticos e pulmonares de citocinas
pro-inflamatérias, como o TNF, o aumento de anti-inflamatoérias, como IL-10, assim
como a inibigdo na expressao de P2X7 (TOLEDO-ARRUDA et al., 2017; VIEIRA et
al., 2011) foi a hipétese de acao do exercicio sugerida neste trabalho. Observamos
em nossos resultados que a SHP aumentou a concentragdo de citocinas pro-
inflamatdrias no LBA (IL-6) e no plasma (INF-y, TNF, IL-2, IL-4 e IL-6), sem nenhum
efeito protetor do protocolo de exercicio, € que a concentragado de citocinas anti-

inflamatadrias (IL-10) permaneceu inalterada. E a possivel razdo para esses achados,
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pode ser o estimulo constante para producéo e liberagao dessas citocinas que advém,
primariamente, da lesdo hepatica.

No entanto, na analise de imuno-histoquimica, um ligeiro aumento da regulacao
de IL-10 no epitélio das vias aéreas e uma regulacéo negativa da expressao de P2X7
nos leucdcitos do parénquima pulmonar foram observados. O P2X7 é um receptor de
membrana amplamente envolvido na resposta imune e inflamatéria, ativado pela
presenca de alta concentragcdo de ATP (adenosina-trifosfato) e sua ativagéo leva a
liberagao de citocinas inflamataérias (DI VIRGILIO et al., 2017). A inibicdo da expressao
de P2X7 em doengas cronicas como a SHP é desejavel. Sendo assim, a regulagao
negativa de P2X7 que observamos € um resultado importante, sugerindo o efeito
benéfico do treinamento combinado na inflamacgao pulmonar induzida pela SHP.

A ativacao da cascata de coagulacéo extrinseca por meio da regulagéo positiva
da atividade pré-coagulante do fator tecidual esta envolvida na patogénese da lesao
pulmonar aguda e crénica e pode contribuir para inflamagao pulmonar (WANG et al.,
2019). Em contraste, o inibidor do fator tecidual (TFPI) atua inibindo a cascata de
coagulagao e é liberado ap0os a ativagao endotelial sob diferentes estimulos, incluindo
o exercicio (LUPU et al., 1995). O exercicio fisico nos ratos com SHP aumentou a
expressao de TFPI nas células epiteliais, sugerindo um efeito protetor do treinamento
na inflamagao pulmonar. Além disso, a SHP aumentou a expressdao de TFPI nos
leucdcitos do parénquima pulmonar, que foi reduzida pelo exercicio. Esses intrigantes
resultados estdo parcialmente de acordo com estudo que demonstrou que o exercicio
fisico aumenta os niveis circulantes de TFPI em atletas saudaveis (ZADOW et al.,
2018b). No entanto, outro estudo demonstrou que o exercicio fisico nao altera a
expressao de TFPI (ZADOW et al., 2018a). O efeito do fator tecidual e do TFPI na

patogénese da SHP ainda precisa ser elucidado.
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No entanto, mesmo com a nao alteragdo dos danos mecanicos ao sistema
respiratorio e a manutencao da inflamacao pulmonar e sistémica, os animais doentes
foram capazes de aumentar sua capacidade de exercicio e forgca muscular em
decorréncia do protocolo de treinamento, resultado semelhante ao descrito por
Aamann et al. (2018) que observaram aumento da for¢ga e do tamanho muscular dos
membros posteriores em animais submetidos a LDBC, mesmo sem encontrar
diminuig&o significativa nos niveis séricos de amonia. Desta forma, considerando-se
os achados do presente estudo, juntamente com os descritos por Aamann et al (2018),
€ possivel concluir que mesmo na presencga de doencga hepatica grave e crénica, com
importante comprometimento da fungao respiratéria, os animais treinados respondem
positivamente ao treinamento combinado, como demonstrado pela significante
melhora das suas capacidades maximas de exercicio.

Estudos clinicos, em pacientes cirréticos, descrevem os beneficios do exercicio
aerobico (ZENITH et al., 2014) e do treinamento combinado, aerdbico e resistido
(ROMAN et al., 2016), com aumento da tolerancia ao esforgo e da massa muscular,
melhora dos sintomas de fadiga e da capacidade funcional, e diminuicdo da massa
gorda e do risco de queda. Considerando que a pratica de exercicio fisico pode ser
realizada de forma segura por estes pacientes.

Ainda sao poucos os estudos encontrados na literatura que avaliam o efeito do
exercicio fisico, aerdbico e resistido, em doencas hepaticas graves, como a SHP,
tanto na area clinica como experimental. No entanto, a gravidade das alteracdes
musculares descritas em pacientes hepatopatas, assim como o comprometimento da
qualidade de vida e a oneragao dos gastos (VAN VUGT et al., 2017), exige que novas
linhas de estudo sejam realizadas, em carater emergencial, para embasar a pratica

clinica baseada em evidéncias cientificas.
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Este trabalho apresenta algumas limitagbes. Nao realizamos controle da
ingestao caldrica dos animais e também nao houve suplementacgéao alimentar. Embora
a avaliagao nutricional e o suporte nutricional adequado para otimizar os ganhos em
decorréncia do exercicio fisico sejam de extrema relevancia (DUARTE-ROJO et al.
2018), o objetivo deste trabalho foi avaliar puramente o efeito do exercicio fisico, sem
considerar nenhuma outra intervengéo para atingir tal objetivo.

Da mesma forma, é plausivel supor que os animais apresentaram hipoxemia
induzida pelo esforgo durante o treinamento, ja que, em repouso, se apresentam
hipoxémicos. N&o realizamos suplementagcdo de oxigénio durante os exercicios e
mesmo assim, 0s animais toleraram o periodo de treinamento e aumentaram sua
capacidade de exercicio. No entanto, existe a possibilidade deste beneficio ser ainda

maior se essa suplementacao tivesse ocorrido.
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6.CONCLUSAO

Diante do exposto, podemos concluir que o treinamento combinado, de
moderada intensidade, aumentou a capacidade maxima de exercicio e a forca
muscular dos animais doentes que realizaram o treinamento, mesmo n&o minimizando
os desarranjos das propriedades mecanicas do sistema respiratério e a inflamacgao

sistémica causados pela SHP.
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