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RESUMO

A fraqueza muscular adquirida na unidade de terapia intensiva (UTI) é um dos principais
distdrbios que comprometem o paciente critico. Acredita-se que a sinergia entre estresse
oxidativo, citocinas inflamatorias e o imobilismo, provoca ou acelera esta fraqueza muscular.
A estimulacdo elétrica neuromuscular (EENM) e a cicloergometria passiva (CEP) visam a
prevencéo da hipotrofia e melhora funcional, favorecendo a redugéo da permanéncia na UTI,
porém seus efeitos sobre estresse oxidativo e os parametros da resposta imune permanecem
desconhecidos. O objetivo da tese foi analisar o efeito da EENM e da CEP sobre o0 estresse
oxidativo e as citocinas inflamatdrias em pacientes criticos. O trabalho de tese descreve um
estudo randomizado, controlado em uma amostra de 35 pacientes de ambos 0s sexos que
estavam sob ventilacdo mecanica e internados na UTI do Hospital Agamenom Magalhées. Os
pacientes foram divididos em quatro grupos: grupo CEP (n = 9) - submetidos ao
cicloergdbmetro passivo por 30 ciclos/min nos membros inferiores durante 20 minutos; grupo
controle (n = 10) - ndo se submeteram a nenhuma intervencao terapéutica durante o estudo;
grupo EENM (n = 9) - realizou somente a EENM no musculo quadriceps de ambos o0s
membros por 20 minutos e o grupo EENM e CEP (n = 7): realizaram as duas intervengoes,
EENM e CEP. Foram analisados em 20 ml de sangue, os niveis séricos de 6xido nitrico (ON)
e algumas citocinas inflamatdrias (Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama
(IFN-vy) e interleucinas 6 (IL-6) e 10 (IL-10)) antes e ap0s o protocolo do estudo. Em relacéo
aos nossos resultados, nossas variaveis demograficas e clinicas entre os grupos foram
homogéneos, 0 que possibilitou a comparacdo entre eles. A analise de ON mostrou reducéo
significativa da producdo do ON em células estimuladas ap6s o uso da CEP (p < 0,001) e
EENM (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. Para diferenca entre a producdo do ON, antes
e depois do protocolo de estudo, na célula ndo estimulada, observamos uma reducdo
significativa, apenas no grupo sumetido a CEP (p < 0,001) comparado ao grupo controle.
Quanto as citocinas inflamatorias, observou-se apenas uma redugdo significativa na
concentragdo de TNF-o, comparando antes e apds a aplicagdo do protocolo de estudo, no
grupo submetido a CEP (p = 0,049) e para as outras citocinas inflamatérias ndo foram
observadas diferencas nos outros quatro grupos. Podemos concluir que tanto a CEP como a
EENM promoveram reducdo dos niveis de ON, mostrando efeitos benéficos na redugdo do
estresse oxidativo. Com relacdo ao comportamento das citocinas, observou-se que a aplicacédo
da CEP foi a Unica terapéutica capaz de reduzir a concentracdo de TNF-o, atuando na redugio
do processo inflamatdrio, comum em pacientes criticos.

Palavras-chave: Citocinas, estresse oxidativo, sistema musculoesquelético, unidade de
terapia intensiva e estimulacdo elétrica nervosa transcutanea.



ABSTRACT

The muscular weakness acquired in the intensive care unit (ICU) is one of the main disorders
that compromise the critical patient. It is believed that the synergism between oxidative stress,
inflammatory cytokines and immobilism, causes or accelerates this muscle weakness.
Neuromuscular electrical stimulation (NMES) and passive cyclo ergometer (PCE) aim to
prevent hypotrophy and funcional improvement, favoring the reduction of ICU stay, however,
its effects on oxidative stress and immune response parameters remain unknown. The
objective of the thesis was to analyze the effect of the NMES and the CEP on oxidative stress
and inflammatory cytokines in critically patients. The thesis work describes a randomized
controlled trial in a sample 35 patients of both genders who were on mechanical ventilation
and hospitalized in the ICU of the Hospital Agamenom Magalh&es. The patients were divided
into four groups: PCE group (n = 9) - underwent passive cyclo ergometer for 30 cycles/min
on the lower limbs for 20 minutes; control group (n = 10) - did not undergo any therapeutic
intervention during the study; NMES group (n = 9) - performed only the NMES in the
quadriceps muscle of both limbs for 20 minutes and the NMES and PCE group (n = 7): they
performed the two interventions, NMES and PCE. A total of 20 ml of blood was analysed, the
nitric oxide (NO) serum levels and some inflammatory cytokines (Tumour necrosis factor
alpha (TNF-a), interferon gamma (IFN-y) and interleukins 6 (IL-6) and 10 (IL-10)) were
evaluated before and after the study protocol. Regarding our results, our demographic and
clinical variables between the groups were homogeneous, which made it possible to compare
them. To NO analysis revealed a significant reduction of this production of the NO in
stimulated cells after the use of PCE (p < 0.001) and NMES (p < 0.05) compared to the
control group. To the difference between the NO production, before and after the study
protocol, in unstimulated cells, we observed a significant reduction, only in the group sampled
to the PCE (p < 0.001) compared to the control group. As for the inflammatory cytokines, we
only observed a significant reduction in TNF-a concentration, comparing before and after the
application of the study protocol, in the group submitted to PCE (p = 0.049) and for the other
inflammatory cytokines were not observed differences in the other four groups. We can
conclude that both PCE and NMES promoted reduced levels of NO, showing beneficial
effects on oxidative stress reduction. Regarding the behavior of cytokines, we observed that
the application of PCE was the only therapy capable of reducing the concentration of TNF-a,
acting in the reduction of the inflammatory process, common in critical patients.

Keywords: Cytokines, oxidative stress, musculoskeletal system, intensive care unit and
transcutaneous electrical nerve stimulation.
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1 INTRODUCAO

A fraqueza muscular estd cada vez mais frequente em pacientes criticos que
necessitam de ventilagdo mecénica (VM) por periodo prolongado. Essa disfuncdo grave do
sistema osteomioarticular esta associada a doenca subjacente, aos efeitos adversos de
medicamentos e ao periodo prolongado de imobilizagdo. (CHIANG et al.,, 2006; DE
JONGHE et al., 2007). Os prejuizos na fungdo muscular variam de uma diminuicdo diéria de
forca de 1,3 a 3% e de 10% no periodo de uma semana de imobilidade (TOPP et al., 2002).
A restricdo ao leito pode determinar alteracdes estruturais das fibras musculares a partir de 4
horas de imobilizacdo, proporcionando reducdo do tamanho do sarcémero, diminuicdo das
fibras musculares e da forca contractil total do musculo (KASPER et al., 2002).

Estudos eletrofisiologicos dos membros revelam anormalidades neuromusculares
difusas em 50% dos pacientes internados na unidade de terapia intensiva (UTI) ap6s 5 a 7 dias
de VM, tendo como principal sinal clinico a reducdo da capacidade funcional, devido a
fraqueza muscular (DE JONGHE et al. 2007).

A imobilizacdo no leito e o maior tempo de dependéncia da VM podem afetar
adversamente diversos Orgdos e sistemas, apresentando as seguintes consequéncias:
contraturas musculares; perda funcional global; redu¢do do consumo maximo de oxigénio;
fraqueza muscular adquirida na UTI; trombose venosa profunda; Ulceras por pressdo;
pneumonia; atelectasia; desmineralizacdo dssea e alteracBes do estado emocional, como
ansiedade, apatia, depressdo e labilidade emocional. A inatividade durante a restrigdo ao leito
resulta ainda em reducdo da massa 0ssea, aumento na excrecdo do calcio, alteracdo do
balanco eletrolitico necessario para fungdo muscular normal, diminuicdo da sensibilidade a
insulina, hiperglicemia e injdria dos nervos periféricos (DE JONGHE et al., 2002).

Os fatores etiologicos da fraqueza muscular servem como base para 0s termos
utilizados como definicdo da polineuropatia e miopatia do doente critico. No entanto, essas
nomenclaturas se apresentam de forma confusa devido a incerteza das causas da doenca. Por
isso, o termo “fraqueza muscular adquirida na UTI” parece ser o mais apropriado. Varias
pesquisas demonstram que a sepse e a sindrome da resposta inflamatdria sistémica, associada
a um longo periodo de imobilizagdo, em pacientes criticos sdo uns dos principais fatores de
risco para o desenvolvimento da paresia adquirida na UTI (DE JONGHE et al., 2002; NAVA
et al., 2002).

Esta fraqueza muscular tdo comum em pacientes criticos, também ocorre com
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frequéncia em pacientes com faléncia cardiaca, doencga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e
durante o envelhecimento. Essa disfuncdo est associada a uma desregulacéo inflamatoria que
parece contribuir para o aparecimento da miopatia. O mecanismo para o decaimento muscular
devido a imobilidade ainda ndo foi completamente esclarecido, acredita-se que o0 sinergismo
entre estresse oxidativo, citocinas inflamatorias e o imobilismo, cause ou acelere a atrofia
muscular (MADOR, 2001; DUSCHA et al., 2002).

O estresse oxidativo atraves das espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio
(ERN) sdo capazes de causar dano oxidativo no DNA, nos lipideos e proteinas, sendo assim,
um dos responsaveis pela disfuncéo e degradacdo muscular. Varios agentes oxidantes podem
contribuir para o dano inflamatério do musculo. S&o exemplos das ERO, os radicais hidroxila
e superdxido, e das ERN, o oxido nitrico (ON) e nitritos e nitratos (WINKELMAN, 2007;
BARREIROS et al., 2006).

Pacientes criticos sdo vulnerdveis para sintese de agentes oxidantes e reducdo de
agentes antioxidantes, o que favorecera o aparecimento do estresse oxidativo aumentando a
oxidacdo celular, tendo um papel importante no processo fisiopatoldgico da disfuncéo
muscular. As espécies reativas proporcionam perdxidacao lipidica, uma vez que levam a
liberacdo de toxinas e derivados do &cido araquidénico que danificam a membrana celular,
inativando os receptores e as enzimas de membrana e levam a altera¢des da resposta quimica
ibnica. Nos midcitos, este processo de degradacdo pode ser modificado por numerosos sinais
intracelulares, incluindo a ativacdo do fator nuclear kappa (NF-k). Produtos da destruicéo
celular pela ERO produzem um feedback positivo, gerando mais ERRO, ao mesmo tempo, a
interacdo entre as espécies reativas com as citocinas e outras moléculas intercelulares, esta
associada a degradagdo muscular (LI Y-P, 1998).

Assim como o estresse oxidativo, algumas citocinas proinflamatorias também
influenciam na disfuncédo e degradacdo muscular em pacientes criticos. Em um modelo para
explicar a caquexia, Reid (2001) sugeriram que ha interacdo entre a ERO e citocinas pro-
inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), sendo indicativo de um feedback
patoldgico positivo, que faz baixar a regulacdo da reparacdo do tecido muscular danificado.
Assim, ndo é simplesmente a supressdo direta da atividade muscular que leva a disfuncdo na
presenca de TNF-o, mas um decréscimo da reparagdo e/ou incremento da apoptose que
resultam no enfraquecimento muscular mediados por esta citocina proinflamatoria (REID,
2001).

Diversas pesquisas foram desenvolvidas com o objetivo de prevenir os efeitos

deletérios da fraqueza muscular adquirida na UTI ou minimiza-la, como alternativa
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terapéutica. Dentre os procedimentos preconizados, destacam-se a mobilizacdo passiva e/ou
exercicios ativos, a aplicacdo da estimulacdo elétrica neuromuscular (EENM), a suspensao
diaria da sedacdo e a reducdo da infusdo de medicamentos como bloqueadores
neuromusculares (BMN) e corticoesterdides, a manutencdo da homeostase dos eletrolitos e
adequado aporte nutricional (BAX et al., 2005).

A reabilitacdo de pacientes criticos vem sendo bem estabelecida com crescente
aceitacdo, como meio de aliviar os sintomas e melhorar a funcéo, independente do estagio da
doenca (PERME et al., 2006). Atualmente, ja existem padrdes de orientacbes para o exercicio
fisico desses pacientes criticos. Estes padrdes seguem niveis de mobilizacdo que podem variar
desde um exercicio passivo até a deambulagdo na UTI. Seguindo estes niveis de mobilizag&o,
tanto os exercicios passivos quanto a aplicacdo da EENM, proporcionam contracdo muscular
sem que haja aumento do trabalho cardiovascular permitindo que pacientes com insuficiéncia
ventilatéria grave tolerem esse tipo de treinamento muscular. O objetivo geral desse
treinamento é melhorar a funcdo das propriedades musculares, o fluxo sanguineo
intramuscular, a producdo de forca maxima e endurance, através de repetidas contracdes
prevenindo assim a atrofia muscular (MORRIS et al., 2008).

Os efeitos da cicloergometria passiva (CEP) e da EENM sobre pacientes criticos na
prevencdo do hipotrofismo e melhora da forca muscular com consequente redugéo do tempo
de internamento na UTI e melhora funcional, tém se expandido rapidamente nos Gltimos anos.
No entanto, seus efeitos sobre os parametros da resposta imune e o estresse oxidativo destes
pacientes ainda ndo sdo bem definidos, sendo necessarios estudos que elucidem esses efeitos,
0 que, justifica a realizacdo desta pesquisa tornando possivel uma melhor compreenséao acerca

do comportamento isolado da CEP e da EENM e sua associa¢do em pacientes criticos.

1.1 HIPOTESE

Qual o impacto da CEP, considerada uma atividade fisica de baixa intensidade e da

EENM sobre o estresse oxidativo e as citocinas inflamatdrias em pacientes criticos?
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Analisar o efeito agudo da CEP através do cicloergdmetro de membros inferiores e da
EENM de quadriceps sobre o estresse oxidativo e as citocinas inflamatorios de pacientes

criticos.

1.2.2 Objetivos especificos

a. Avaliar as alteracdes hematologicas evidenciadas através do hemograma antes e depois da
realizacdo da CEP e da EENM em pacientes criticos;

b. Analisar alteracdes de parametros da resposta imune através da quantificacdo dos niveis de
ON produzidos por mondcitos do sobrenadante da cultura celular, antes e apds a realizagdo da
CEP e da EENM em pacientes criticos;

c. Analisar alteracGes de parametros da resposta imune através da quantificacdo dos niveis
das citocinas (TNF-a, interleucina 6 (IL-6) e 10 (IL-10) e interferon gama (IFN-y)) do sangue,
antes e apos a realizacdo da CEP e da EENM em pacientes criticos.

1.3 ESTRUTURA DA TESE

A tese compde-se dos seguintes capitulos principais: introducdo, revisdo da literatura,
métodos, resultados, discussdo e consideracdes finais. No capitulo, revisdo de literatura foi
realizada uma revisao narrativa sobre: a inatividade e disfuncdo muscular; sepse induzindo a
fraqueza muscular adquirida na UTI: desequilibrio proteico; perda de excitabilidade
contribuindo para disfuncdo muscular: aspectos bioquimicos; influéncia das citocinas
inflamatdrias e estresse oxidativo na sarcopenia e fisioterapia como forma de tratamento da
fraqueza muscular adquirida na UTI. Para o desenvolvimento desse capitulo foram utilizadas
as bases de dados Scopus, Pubmed/Medline e Bireme, com 0s seguintes MEsh Terms, esses
isolados ou associados: Cytokines, oxidative stress, musculoskeletal system, intensive care

unit and transcutaneous electrical nerve stimulation. Os artigos cujos resumos apresentassem
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coeréncia com os objetos a serem estudados para desenvolver este documento foram
selecionados.

O capitulo de métodos foi estruturado da seguinte forma; o local e periodo do estudo,
0 desenho do estudo, a populacdo do estudo, o tamanho amostral, os critérios de incluséo,
exclusdo e descontinuacdo, parametros de avaliacdo, obtencdo das células do sangue que foi
dividida em duas fases, (fase | - descreve a anélise do hemograma com plaquetas e a fase Il —
0s parametros da resposta imune através das citocinas inflamatorias a analise do estresse
oxidativo), o desenho do protocolo do estudo e o processamento e analise dos dados.

O capitulo seguinte dos resultados apresentou a descricdo dos dados por meio de
tabelas e figuras. Apds o capitulo de resultados, foi apresentado o capitulo de discussdo, no
qual foram discutidos os resultados a luz da literatura cientifica atual sobre o tema. No
capitulo de consideracdes finais, foram apresentadas as conclusdes do estudo e propostas para
estudos futuros.

Os resultados aqui expostos até o presente momento deram origem a dois artigos,
sendo que o primeiro serviu de base para padronizacdo dos parametros da técnica de EENM
utilizados no estudo, intitulado: “Effects of electrical muscle stimulation early in the
quadriceps and tibialis anterior muscle of critically ill patients”, publicado Physiotherapy
Theory and Practice (Anexo A) e o segundo que apresentou a analise dos resultados de dois
dos quatro grupos estudados, grupo exercicio fisico e controle, através da analise do estresse
oxidativo e dos parametros da resposta imune apds o uso da cilcoergometria em pacientes
criticos, intitulado “Oxidative stress analysis and immune system after use of cycle ergometer
in critical patients”, aceito pelo periddico Clinics em dezembro de 2016 e 0 més considerado

pela revista para publicacdo, margo de 2017 (Anexo B).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INATIVIDADE E DISFUNGAO MUSCULAR

A restricdo ao leito e a dependéncia da VM durante a fase aguda da doenca critica séo
fatores altamente sugestivos para a contribuicdo da fraqueza e a atrofia muscular. Além disso,
0 uso de sedativos e analgesicos relaciona-se diretamente com o tempo de despertar e,
portanto, afetam o periodo de imobilismo no leito. Ndo podemos atribuir isoladamente a falta
de uso da musculatura esquelética, como fator isolado sobre os efeitos de perda de massa e
funcdo muscular durante a estadia na UTI (TOPP et al., 2002).

Ao se comparar a avaliacdo por imagem através de ultrassonografia a beira do leito do
grupamento muscular do quadriceps (figura 1) com a avaliagdo funcional ap6s a alta
hospitalar, sugere-se que uma maior perda na espessura e qualidade do masculo nos primeiros
10 dias de internamento sejam suficientes para um pior desempenho nas provas de funcéo
muscular (escore do Medical Research Council - MRC, Physical Function ICU Test) (PFIT) e
ICU Mobility Scale) (IMS) (PARRY et al., 2015). Foi observada uma perda de cerca de 10%
da forgca muscular em individuos saudaveis submetidos a uma semana de imobilismo no leito
(TOPP et al., 2002). E dificil mensurar isoladamente o papel de cada fator desencadeante da
fraqueza muscular do paciente critico, levando a se acreditar que a doenca é decorrente de
diversos fatores que atuam em conjunto, contribuindo para todas essas alteracdes

fisiopatoldgicas da disfungdo muscular.

Figura 1: Imagem anterior de quadriceps femural pelo ultrassom de pacientes restritos ao leito. Na imagem
observamos o reto femural (RF) e o vasto intermédio (V1), e a analise computadorizada.
Fonte: (PARRY etal., 2015).
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A falta de uso da musculatura esquelética ira inicialmente mudar a conformacdo das
suas fibras, onde musculos com predominancia de fibras de contragdo lenta (tipo I) tendem a
diferenciar sua conformacao para fibras de contracdo rapida (tipo I1). Ja as fibras do tipo II,
com a falta de ativacdo, perderdo mais rapidamente sua espessura, além da necrose tecidual e
substituicdo de tecido muscular por adiposo e fibrose. O tecido muscular € um dos mais
moldaveis no corpo humano, sendo influenciado diretamente pelo uso e desuso, sofrendo
alteracdes no diametro, qualidade e tipos das suas fibras musculares (BIERBRAUER et al.,
2012; GRUTHER et al., 2008).

A disfuncdo muscular ocasionada pelo imobilismo no leito vai muito além dos efeitos
diretos na fibra do musculo. Uma série de mudangas cardiovasculares, pulmonares, na
composi¢do corporea e no sistema nervoso central pode ter sua origem decorrente da simples
restricdo prolongada no leito. Esse imobilismo proporcionara uma diminuicdo de volume
sanguineo plasmatico, com reducdo do volume de ejecdo sistélico e aumento da frequéncia
cardiaca (FC). Em seguida, o fluxo sanguineo sera diminuido nas extremidades, com o
objetivo de nutrir 6rgdos vitais, diminuindo a capacidade de transporte de energia para a
musculatura periférica. Além disso, o adequado suprimento de oxigénio sera comprometido
pelas perdas de volumes e capacidades pulmonares decorrentes da restricdo ao leito, de
eventuais atelectasias e possiveis pneumonias associadas a VM. Somam-se ainda outros
fatores como, 0 aumento da excrecdo de céalcio e o desbalanco dos eletrélitos, com reducdo da
massa 0ssea, como também a diminuicdo na nutri¢do articular, resultando em contraturas e
posturas muitas vezes irreversiveis. Observam-se também lesGes da inervacdo periférica,
diminuicdo da excitabilidade e consequente fraqueza muscular. O delirium e a desorientagédo
também estdo presentes em pacientes restritos ao leito, contribuindo para a dependéncia e a
inabilidade para manterem-se de pé e deambular (WINKELMAN, 2007).

2.2 SEPSE INDUZINDO A FRAQUEZA MUSCULAR ADQUIRIDA NA UTI: DESEQUILIBRIO PROTEICO

A sepse grave e 0 choque séptico sdo um grande problema da saude publica, ja que
afetam milhdes de pessoas em todo o mundo. Semelhante a outras patologias, como o infarto
agudo do miocardio e o acidente vascular encefalico, a velocidade e a adequacdo do
tratamento administrado nas horas iniciais apds o desenvolvimento da sepse grave tendem a

influenciar diretamente o prognostico do paciente (DELLINGER et al., 2013).
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Fisiopatologicamente, a primeira resposta a uma infec¢do grave consiste na ativagéo
do sistema imunolégico, através da liberagdo de citocinas inflamatdrias, como o TNF-a, IL-6
e interleucina 1 (IL-1), compostos do sistema complemento (C3a e C5a) e ERO. Também
ocorrera liberacdo de mediadores antiinflamatdrios (Interleucina 10 (IL-10), fator de necrose
tumoral B (TNF-B)) (SCHEFOLD et al., 2010).

Todas estas alteragcBes imunoldgicas causadas pela sepse, somadas a varios outros
fatores, dos quais o paciente critico esta exposto na UTI, como uso de corticoesteroides,
sedativos, blogueador neuromuscular (BNM), restricdo ao leito e disglicemia podem levar a
atrofia e perda de forca muscular. Além disso, podem ser detectados em pacientes
criticamente doentes, a diminui¢do da excitabilidade elétrica muscular, significativa perda de
miosina, desorganizacdo dos sarcémeros, prejuizo na autofagia e volume proteico. Essas
alteracdes se devem a um desequilibrio no metabolismo proteico, com um predominio da
protedlise em detrimento a sintese dessas proteinas (Figura 2) (SCHEFOLD et al., 2010;
FRIEDRICH et al., 2015).

O processo de atrofia muscular recebe forte influéncia da inibicdo da sintese proteica,
preferencialmente com inibicdo da sintese da proteina miofibrilar e sarcoplasmatica de
musculos de contracdo rapida. Em contrapartida, a via ubequitina-proteossoma, mostra-se
como um importante mecanismo de regulacdo da protedlise, com um direcionamento seletivo
para degradacdo de proteinas estruturais e regulatorias. O sistema lisossomal, calpainas e
caspases também tem sido associado a lise proteica e consequente atrofia muscular
(FRIEDRICH et al., 2015).

Todas estas alteracBes na unidade motora, sem etiologia plausivel e sem estar
relacionada a outra doenca grave, recebe o nome de fraqueza muscular adquirida na UTI e
pode ser caracterizada por uma fraqueza simétrica com maior acometimento em membros
inferiores e musculatura respiratoria, preservacdo da musculatura inervada pelos nervos
cranianos, com reflexos tendinosos normais, diminuidos ou ausentes. Além disso, a
sensibilidade pode estar alterada ou preservada (SCHEFOLD et al., 2010; FRIEDRICH et al.,
2015).
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Figura 2: Fatores de riscos envolvidos na perda de massa muscular e na fraqueza adquirida na UTI.
Fonte: (SCHEFOLD et al., 2010) modificado.
Definigéo das abreviacfes: FMA-UTI = fraqueza muscular adquirida na unidade de terapia intensiva.

O surgimento de fragueza muscular adquirida na UTI vem se mostrando estar
associado a um mecanismo complexo, que envolve alteracdes estruturais e funcionais na
musculatura esquelética, sistema nervoso periférico ou ambos. O prognéstico anatomo-
funcional estard diretamente relacionado a severidade da doenga critica (FRIEDRICH et al.,
2015; KRAYCHETE et al., 2006).

A fraqueza muscular adquirida na UTI pode ser avaliada de maneira facil e préatica a
beira do leito através do escore de MRC que avalia o grau de forca muscular para movimentar
as trés principais articulagdes de membros superiores e inferiores. Cada movimento articular
pontuard no minimo zero e no maximo cinco, com pontuacdo maxima para todas as
articulacbes de membros superiores e inferiores de 60, considerado um MRC normal (Tabela
1) e o teste de preensdo palmar, onde valores abaixo de 48 para o escore de MRC e de
7Kg/forca para mulheres e 11 Kg/forca para homens na forca de preensdo palmar ja sdo
indicativos dessa fraqueza (ALl et al., 2008). De Jongue et al. (2007), mostraram que o escore
de MRC < 48 esta relacionado ao aumento do tempo de desmame da VM, de dias de
internamento na UTI e hospitalar.

Tanto o escore de MRC como o teste de preensdo palmar apenas apontam para a

fraqueza muscular, mas ndo fornecem informagdes sobre o processo fisiopatologico
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subjacente. Além disso, h&d um retardo de diagndstico em alguns pacientes, tendo em vista, a
impossibilidade de realizar estes testes quando 0os mesmos se encontram nédo colaborativos ou
sem adequado nivel de consciéncia. A ultrassonografia vem surgindo como uma nova e
promissora técnica que permite a identificacdo de mudancas na estrutura e morfologia
muscular podendo ser realizada a beira do leito e sem necessidade de colaboragdo do paciente
(PARRY et al., 2015). Outro meio de diagndstico é a eletroneuromiografia, mas esta requer a
interpretacdo de um especialista e ndo é um método disponivel para todas as UTIs (ALI et al.,
2008).

Tabela 1: Descricdo dos movimentos e graus de forca avaliados pelo escore Medical Research Council (MRC).
Fonte: (BITTNER et al., 2009) modificado.

MOVIMENTOS AVALIADOS GRAU DE FORCA MUSCULAR
Abdugdo de ombro O= Nenhuma contracéo visivel
Flexdo do cotovelo 1= Contragdo visivel sem movimento do segmento
Extensdo do punho 2= Movimento ativo com eliminacdo da gravidade
Flexdo de quadril 3= Movimento contra a gravidade
Extensdo do joelho 4= Movimento ativo contra a gravidade e resiténcia
Dorsiflexéo do tornozelo 5= Forga normal

2.3 PERDA DE EXCITABILIDADE MUSCULAR: ASPECTOS BIOQUIMICOS

Véarios mecanismos biomoleculares contribuem para o desenvolvimento de fraqueza
muscular durante a doenca critica, dos quais ganham destaque: reducdo da excitabilidade
neuromuscular; canalopatia ibnica; alteracdo da homeostase do ion calcio, perturbacdo da
relacdo anabolismo e catabolismo; fracasso bioenergético e falha da transmissdo
neuromuscular. N&o se sabe se estes mecanismos desenvolvem simultaneamente ou de forma
independente (FRIEDRICH et al., 2015).

O doente critico, muitas vezes se depara com distdrbios na microcirculacéo,
diminuigdo do suprimento sanguineo para o componente musculoesquelético, além de edema
tissular. Citologicamente, observa-se atrofia e diminuicdo das fibras musculares, edema
mitocondrial e axonal, cuja compressdo gera dano inespecifico no compartimento muasculo-
nervo, especialmente os axonios distais localizados na fascia muscular. A migracdo das
células de defesa para 0 meio extravascular e sua infiltragdo no tecido podem fornecer as

bases para os efeitos especificos dos mediadores inflamatorios, tanto no masculo, quanto no
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nervo. A falta do adequado suprimento sanguineo ir& resultar em um processo de degeneracdo
dos axo6nios e desnervacdo. Neste caso, 0 muasculo serd impossibilitado de realizar uma
contracdo voluntaria ou até evocada, e 0 prognostico do doente serd pior. Estes fatores sdo
responsaveis pela diminuicdo e por vezes, pela perda da excitabilidade muscular no paciente
critico, no entanto, outros aspectos bioquimicos foram observados em outros estudos
(FRIEDRICH et al., 2015; DIAZ et al, 1998).

O uso de BNM esta geralmente associado com a disfuncdo da excitabilidade muscular
a longo prazo. O mecanismo de acdo deste farmaco ocorre na juncdo neuromuscular. A
depressdo da contracdo gerada pelos BNM no paciente em sepse ocorre predominantemente
por blogueio competitivo de receptores de acetilcolina pdsjuncionais. A utilizagdo prolongada
pode gerar uma hipossensibilidade ao BNM, por diminuicdo dos receptores de acetilcolina
(FRIEDRICH et al., 2015).

Os canais de sodio regulados por voltagem na membrana celular sdo importantes para
o inicio da propagacdo do potencial de acdo. Este sera gerado pelo influxo através do canal
aberto durante a despolarizacdo da membrana. Tanto a ativacdo quanto a inativacdo do estado
estavel dos canais modulam as propriedades de excitabilidade e potencial de acdo do musculo
esquelético. Quando ocorre um processo inflamatorio exacerbado, haverd um desbalango
ibnico, gerando alteracOes neste estado, desde o sarcolema até os gradientes de concentracdo
que influenciam o potencial de difusibilidade. Na fase aguda da doenca critica 0 musculo se
torna inexcitavel, através da diminuicdo da velocidade de conducéo da fibra nervosa, aumento
do periodo refratario relativo e diminuicdo da excitabilidade das fibras em resposta a
estimulacgdo direta do musculo (FRIEDRICH et al., 2015; ALLEN et al. 2008).

Dentre as canalopatias responsaveis pela perda de forca muscular, 0 mecanismo dos
canais de sodio é o mais conhecido. No entanto, em pacientes criticos, que sdo expostos a uma
das variaveis da sindrome da doenca critica, varios sistemas estdo alterados, assim como, o
balanco idnico do potassio, sddio e cloreto no plasma, e a forca osmética do fluido
extracelular ao redor das fibras musculares. Sabe-se que 0s canais de calcio dependentes de
voltagem tém relacdo direta com a contracdo muscular e é provavel que haja uma alteracédo
nesse mecanismo, sobretudo na contratilidade cardiaca, embora poucos estudos tenham
comprovado tal fato. Especialmente durante a sepse, ocorre uma alteracdo da homeostase do
calcio na membrana celular, com consequente diminuicdo da sensibilidade ao célcio nas
miofibrilas, tanto em musculatura esquelética quanto cardiaca, o que sugere a relacéo entre a
canalopatia do célcio e a doenca critica (KRANER et al. 2011; SUPINSKI et al. 2009).
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O aumento da fadiga tem sido repetidamente documentado em pacientes com
condigdes inflamatdrias cronicas exacerbadas, sendo um fenémeno um tanto quanto
complexo, e envolvem determinados fatores, como a falha de transmissdo de potenciais de
acao, falha na propagacdo de excitacdo ao tubulo T, desregulacdo do sensor de voltagem,
alteracdo na liberacdo de célcio, comprometimento metabdlico através de deplecdo de ATP e
de proteinas nas miofibrilas (FRIEDRICH et al., 2015).

2.4 INFLUENCIA DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS E O ESTRESSE OXIDATIVO NA SARCOPENIA

2.4.1 Sistema imune e as citocinas

O sistema imune é o principal sistema de defesa do hospedeiro contra a infeccéo.
Além das infecgdes, este pode ser estimulado por outras situagdes que provocam estresse a
homeostasia orgénica, como ocorre durante o exercicio. A resposta imune pode ocorrer
através de dois tipos de sistemas: inato e adaptativo. O sistema inato desencadeia uma
resposta rapida e efetiva, gerando uma resposta imune constante ao longo da vida de um
individuo. J& o sistema adaptativo desenvolve uma resposta igualmente eficaz, porém mais,
lenta, especifica e duradoura. Ambos os sistemas dependem da atividade das celulas brancas,
ou leucdcitos (ROSA et al. 2002; BAIN et al., 2003).

As principais células da resposta imune inata sdo liberadas imediatamente, sdo elas:
macrofagos, neutrofilos, eosinofilos, baséfilos e mastocitos. Os macréfagos e neutréfilos
possuem capacidade de ingerir e digerir varios microorganismos, sendo os neutrofilos os
elementos celulares mais numerosos e importantes. Outra funcdo dos macréfagos é de
apresentar antigenos a outras células. J& os mastdcitos apresentam nucleos contendo granulos
citoplasmaticos preenchidos com elementos quimicos (enzimas). Os eosinofilos séo
importantes principalmente na defesa contra infeccBes por parasitas, e a fungdo dos baséfilos
ainda ndo é bem conhecida (Figura 3) (JANEWAY et al., 2000).

Uma resposta imune especifica, como a producdo de anticorpos a um determinado
agente infeccioso ou estresse, € conhecida como uma resposta imune adaptativa. Os
anticorpos sdo produzidos pelos linfécitos que sdo capazes de reconhecer e eliminar os
agentes patogénicos, proporcionando imunidade duradoura. A grande maioria dos linfocitos
encontra-se em estado inativo e possuirdo atividade quando houver algum tipo de interagédo
com um estimulo antigénico, necessario para a ativacdo e proliferacdo linfocitaria. Existem

dois tipos principais de linfocitos: linfocitos B e T, que expressam em suas superficies
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receptores de antigeno especificos para um dado determinante antigénico (ROSA et al. 2002;
BAIN et al., 2003; JANEWAY et al., 2000).

Imunidade
|
| |
Inata Adaptativa
|
| |
Granulocitos | | Macrofagos Linfocitos
I
I | | |
Neutrofilos | | Eosindfilos Basofilos Célula B CélulaT

Figura 3: Mecanismos de defesa e seus principais mediadores.
Fonte: (CASTRO, 2001).

As citocinas sdo polipeptidios, secretadas pelas células da imunidade inata e
adaptativa, em resposta a micoorganismos e outros antigenos. Elas possuem diversas
atividades, sendo as principais: mediacdo de respostas imunes e inflamatdrias, atuacdo sobre
varios tipos de celulas e atuacdo sobre processos de sintese do RNA mensageiro (RNAmM)
(FRIEDRICH et al., 2015; KRAYCHETE et al., 2006).

As interleucinas, monocinas e linfocinas sdo os principais tipos de citocinas. As
interleucinas constituem um grupo de proteinas diferentes, com origens diversas, a maioria
em células T, com atuacdo em células-alvo e efeitos especificos sobre cada alvo. As atividades
das interleucinas podem ser resumidas em: reconhecimento de antigenos estranhos por células
T, amplificacdo da proliferacdo de células T ativadas, atracdo de macrdfagos e identificacdo
de mecanismos efetivos para fagocitose de microrganismos, como a promocao de glébulos
vermelhos (eritropoese) (ROSA et al., 2002; BAIN et al., 2003; JANEWAY et al., 2000).

Sédo 20 tipos de interleucinas que sao identificadas por nimeros: IL-1, interleucina — 2
(IL-2). Dentre estas, as que exercem maior atuacdo na doenca critica sdo: IL-1, IL-6 e IL-10.
A IL-1 é produzida por mondcitos e macrofagos, exercendo como principal funcéo a de ser
mediadora da inflamacdo ja que desenvolve efeito sobre o endotelio, leucocitos e fibroblastos.
No endotélio, ela induz varias mudancas, a maioria relacionada a transcricdo de gene para
sintese de moléculas de adesdo endotelial, mediadores quimicos (citocinas, fator de
crescimento e ON), producdo de enzimas associadas & remodelagdo de células matrizes e

aumento na superficie trombogénica do endotélio. Outra funcdo de destaque é a liberacdo de
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TNF que estimulard os linfocitos T a produzirem anticorpos especificos. A TNF € uma
citocina, importante mediadora da resposta inflamatéria aguda a bactérias Gram-negativas e
outros microorganismos infecciosos, sendo responsavel por muitas das complicacdes
sistémicas de infeccbes graves. Também chamado de TNF-a para diferir da TNF-B uma
linfotoxina (ROSA et al., 2002; BAIN et al., 2003; JANEWAY et al., 2000).

A IL-6 é potente na atividade antiviral, com grande atuacdo como reposta imunoldgica
durante a fase aguda de uma infeccdo. Ela atua no estimulo da unidade formadora de coldnias
de granuldcitos-macrofagos e na célula-tronco. Ja a IL-10 € uma citocina antiinflamatoria
secretada pelos linfécitos T auxiliares (TH), que regula a resposta imune, inibindo reacGes
alérgicas (ROSA et al., 2002; BAIN et al., 2003; JANEWAY et al., 2000).

A acdo das citocinas pode ser local ou sistémica e se inicia pela sua ligacdo a
receptores especificos na membrana das células-alvo. A maioria das citocinas age perto de
onde elas sdo produzidas, na mesma célula que a secreta, sendo chamado de acdo autocrina.
Entretanto, elas podem agir em uma célula préxima, acdo paracrina, ou entrarem na corrente
sanguinea e atuarem a distancia do local de producdo, acdo enddcrina (ROSA et al., 2002;
BAIN et al., 2003; JANEWAY et al., 2000).

2.4.2 Citocinas e doenca critica

Diante de uma infeccéo grave, o paciente critico tende a criar respostas na tentativa de
acelerar as reacdes enzimaticas defensivas, reduzir a replicacdo de patdgenos, aumentar a
proliferacdo de células imune e conservar energia. Isto ocorrerd com o reconhecimento de
receptores e pela liberacdo das citocinas e radicais livres. O importante € o reconhecimento do
papel-chave das citocinas, como a TNF-a, as interleucinas, IL-6 e IL-1, e os fatores
complemento, C3a e C5a, mediadores inflamatdrios liberados pela resposta imune numa
primeira reacdo a doenca (SCHEFOLD et al., 2010).

Com o surgimento dos primeiros sinais clinicos da infec¢do, haverd uma regulacéo
positiva da citocina antiinflamatoria, a IL-10. Esta reacdo podera levar a estados hipo-
inflamatdrios, a chamada imunoparalisia, que esta diretamente ligada a uma infecgédo
secundaria, aumentando a estadia do doente na UTI e, consequentemente, a mortalidade
(SCHEFOLD et al., 2010).

Além da sepse, as citocinas inflamatdrias e o estresse oxidativo tém sido investigados
como causas potenciais para miopatia durante a doenca critica, isto porque existem hipdteses

de que a atrofia seja acelerada ou agravada pela sinergia entre estresse oxidativo, citocinas e
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inatividade (SCHEFOLD et al., 2010; WINKELMAN, 2007). Portanto, de forma geral,
podemos dizer que o aumento do TNF-o promove fraqueza muscular através de dois
principais mecanismos: promocao da atrofia e inducao da disfuncéo contratil (FRIEDRICH et
al., 2015; REID et al., 2001).

Além do TNF-a, outras citocinas atuam no eixo de inflamacdo do musculo durante a
doenca critica. Como pode ser visto na figura 4 os macréfagos ativados no tecido inflamado
secretam grandes quantidades de citocinas proinflamatorias como IL-1 e TNF-a que dirige a
resposta pro-inflamatoria sistémica. Estes mediadores também sdo estimulados na miosina do
musculo esquelético. Entretanto, na miosina a IL-6 € o mais predominante inibindo ainda
mais a liberacdo de IL-1 e TNF-a e estimulando a produgdo de IL-10 e interleucina 1
antagonista do receptor alfa (IL-1 Ra) (FRIEDRICH et al., 2015).
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Figura 4: Resume o local (musculo) e interacdo sistémica de citocinas.
Fonte: (FRIEDRICH et al., 2015) modificado.

Em individuos saudaveis, incrementos na TNF-a s3o variaveis em resposta ao
exercicio. H& algumas indicacdes de que o TNF-o € maior quando o estresse oxidativo esta
presente durante o exercicio. Niveis séricos de TNF-o também reduzem os niveis de
antioxidantes em alguns mausculos esqueléticos. A IL-1 é uma superfamilia com quatro
ligantes relacionados: IL-1a, IL-1B, IL-18 e IL-1Ra. A IL-1Ra age como uma molécula
inibidora, antagonizando os efeitos inflamatorios da IL-1. J& a IL-18 contribui para a indugdo
da ERO, do TNF-a e outras moléculas proinflamatorias, incluindo IFN-y. A agdo bioldgica da
IL-1a e IL-1P sdo semelhantes, mas somente a IL-1f ¢ excretada pela vascularizagdo, sendo a
mais provavel para mediar a inflamag&o sistémica. (DINARELLO, 2005). Como o TNF-a, a
IL-1B ¢ uma citocina proinflamatoria, que estimula a sintese de varios fatores, incluindo
enzimas que produzem prostaglandinas, moléculas de adesé@do, ON e ERO (WINKELMAN,
2007).
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Na figura 4, observamos outra citocina muito importante neste processo inflamatorio é
a IL-6 que tem uma ampla gama de atividade bioldgica. Ela é sintetizada pelas células do
sistema imunologico e pelas células do musculo esquelético, adipdcitos, células endoteliais e
células do epitélio intestinal (FINK et al., 2006).

Durante a sepse e 0 exercicio, ocorre um aumento inicial de citocinas pro-
inflamatorias de IL-1 e TNF-a, seguida por um aumento nos niveis de IL-6 que exerce tanto
efeito, proinflamatorio como antiinflamatério. Além das propriedades proinflamatorias, altos
niveis de IL-6 agem para estimular o aparecimento de citocinas antiinflamatérias no plasma,
incluindo IL-10 e IL-1Ra. (Figura 5A). O pico de acdo das citocinas ocorre nas primeiras 5
horas, sendo o efeito da TNF-a o mais curto, quando comparado a IL-6 e IL-1, que estdo
presentes no plasma até mais de 15 horas apds o inicio de sua liberacdo. (Figura 5B). Essa
atuacdo mais curta deve-se ao fato de a IL-6 derivada do masculo reduz a producdo de TNF-a,
interrompendo a degradacdo do musculo por meio de destruicdo da miosina (FRIEDICH et
al., 2015).
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Figura 5A e 5B: Decurso no tempo de citocinas préinflamatorias e antiinflamatdrias na circulagéo sistémica
durante a doenca critica.
Fonte:(FRIEDRICH et al., 2015) modificado.

Depois do exercicio, altos niveis circulantes de IL-6 sdo seguidos por aumento da
producdo de IL-10. Estudos sugerem que o exercicio faca com que haja uma acéo
antiinflamatoria através da inducdo de IL-10 e IL-6 e inibicdo de TNF-a e IL-1p. Os
mensageiros celulares, IL-6 e 1L-10, estdo implicados na manutencdo da funcdo muscular
durante o alongamento e alguns tipos de exercicio. O exercicio fisico € explorado como um
agente regulador da inflamacdo e da funcdo muscular. A verdade € que importantes
implicagdes clinicas tem sido demonstradas, sendo o exercicio fisico e a estimulagdo elétrica

funcional (Funtional Electrical Stimulation) (FES) umas das principais formas de prevencéo
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na fun¢do muscular do paciente critico (WINKELMAN et al., 2007).

2.5 FISIOTERAPIA COMO FORMA DE TRATAMENTO DA FRAQUEZA MUSCULAR ADQUIRIDA NA UTI

A doenca critica, associada ao imobilismo e a todo o processo inflamatério decorrente,
causa uma serie de consequéncias que poderdo deixar sequelas em diferentes niveis nos
pacientes. A fraqueza muscular acarretara ndo somente reducdo nos niveis funcionais destes
pacientes, mas 0 aumento no tempo de VM, de internamento hospitalar e, consequentemente,
aumento da mortalidade. Ao longo dos anos, buscaram-se alternativas para amenizar oS
efeitos devastadores da doenca critica no sistema musculoesquelético. A fisioterapia tem
papel primordial na prevencéo e recuperacdo da quantidade e qualidade da funcionalidade do
musculo do doente critico. A funcionalidade do musculo deve ser mantida, através da
contracdo muscular, do controle postural e de exercicios. Entretanto, quando se fala em
paciente de terapia intensiva, a janela de tempo entre a admissdo e a colaboracdo do doente
para realizar exercicios ativos pode ser muito grande, proporcionando lesdes graves e até
irreversiveis (DE JONGUE et al., 2007; NEMET et al., 2002).

A EENM vem ganhando espaco na UTI ja que cada vez mais estudos mostram seu
impacto sobre a prevencdo da fraqueza muscular adquirida na UTI através da diminuicdo da
atrofia muscular, melhoria da excitabilidade da membrana, capacidade de mudar a
conformacéo da fibra muscular, aumento da atividade da enzima oxidativa e regeneracao do
nervo periférico de pacientes criticamente enfermos (SILLEN et al., 2013; XU et al., 2014).
Outro importante beneficio da EENM € que esta pode ser iniciada imediatamente apds a
admissdo na UTI, facilitando a progressdo da mobilizacdo de maneira mais rapida, ja que
pode ser implementada ainda na fase mais aguda da doenca critica e com o paciente sedado
(GEROVASILI et al., 2009; STRASSER et al., 2009).

Beneficios agudos sobre a circulacdo sistémica logo ap6s uma aplicagdo EENM tém
sido demonstrados por estudos recentes através da melhora da perfusdo em tecidos
musculares a distancia do grupamento muscular eletroestimulado. Evidéncias mais recentes,
também demonstram que a EENM pode promover a mobilizacdo de células progenitoras do
endotélio em pacientes criticos sépticos, independente do estado séptico do paciente. A
mobilizacdo destas células em resposta a EENM podem expressar um potencial efeito

benéfico sobre a fungédo endotelial no paciente critico, uma vez que a mobilizacdo das células
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progenitoras do endotélio estd associada com regeneracdo endotelial e o processo de
neovascularizagdo no musculo lesionado pelo processo inflamatério associado a sepse
(STEFANOU et al., 2016; ANGELOPOULOS et al., 2013; GEROVASILI et al., 2009).

Outro aspecto a ser considerado € o aumento dos niveis de glicose no plasma, achado
tipico em pacientes com sepse grave e choque séptico, aléem disso, a imobilidade parece
promover falha na ativagdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), ja que na fase
mais aguda da doenca critica estes pacientes precisam estar sedados e com analgésicos. Desta
forma, o exercicio fisico e a EENM surgem como as principais formas de preservacdo da
funcdo muscular do paciente critico, podendo influenciar na captacdo de glicose. Isso foi
evidenciado por Weber-Carstens et al. (2013) que observaram que a contracdo muscular
gerada pela EENM teve impacto sobre a ativacdo da AMPK, sendo observado aumento
AMPK na musculatura eletroestimalada quando comparado com o membro contralateral ndo
eletroestimulado. Associado, o transportador de glicose regulado por insulina (GLUT 4) pode
ser facilmente detectado no sarcolema e tlbulos T dos musculos estimulados, enquanto que
nos musculos do membro contralateral ndo foram observadas a presenca de GLUT4 nos
espacos perinucleares (Figura 6) (WEBER-CARSTENS et al., 2013).

Néo Estimulado Estimulado

Figura 6: GLUT4 no musculo esquelético detectado no sarcolema e tdbulos T ap6s a estimulacdo elétrica
neuromuscular (EENM) intermitente (GLUT-4, vermelho; nucleos, azul). GLUT4 é exclusivamente embalado
em torno de nucleos no masculo ndo estimulado.

Fonte: (WEBER-CARSTENS et al., 2013).

As fibras do tipo 1l sdo as mais afetadas pela miopatia em paciente critico (Critical
Illness Myopaty — CIM) devido ao seu metabolismo glicolitico. Neste mesmo estudo foi
observado ainda melhora do didmetro da area de sec¢éo transversa das fibras do tipo Il dos
masculos vasto lateral e medial eletroestimulados, sendo mantidos os tamanhos das fibras de
tipo | (WEBER-CARSTENS et al., 2013).

Sendo assim, a eletroterapia pode influenciar de maneira significativa na captacéo de

glicose e na prevencdo da CIM j& que pode diminuir a degradagdo de proteinas do musculo,
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influenciar a restauracédo da fosforilagdo da AMPK e, consequente, melhorar a translocagéo de
GLUT4 e metabolismo glicolitico (WEBER-CARSTENS et al., 2013).

Além da Eletroterapia, a mobilizacdo precoce tem mostrado resultados promissores na
UTI. Scweickert et al. (2009), relataram que pacientes submetidos a um protocolo de
mobilizacdo precoce eram mais frequentemente capazes de sair do leito e, ocasionalmente,
deambular com assisténcia durante o periodo de UTI e VM, comparados com os submetidos
aos regimes de fisioterapia padrdo que tiveram maior comprometimento funcional e
necessitavam de um maior tempo de recuperacdo. Além disso, a mobilizacdo precoce
apresentou impacto positivo sobre o delirium na UTI, j& que se observou menor duracéo
destes nos pacientes submetidos a mobilizacdo (SCHWEICKERT et al., 2009).

Em outro estudo, os mesmos pesquisadores, verificaram em uma analise de regressdo
logistica, que a mobilizacdo precoce e a insulinoterapia intensiva foram capazes de diminuir a
chances de desenvolvimento da fraqueza muscular adquirida na UTI, independentemente da
presenca de outros fatores de risco para fraqueza. Além disso, 0 grupo que recebeu
mobilizacdo precoce, também diminuiu significativamente a necessidade de administracdo de
insulina para manter a mesma meta glicémica, quando comparada ao grupo ndo mobilizado.
Diante deste achado, os autores sugerem que um programa de mobilizacdo precoce e
sistematizado, além de melhorar a funcionalidade e ser um fator de protecdo da fraqueza
muscular adquirida na UTI, pode ser proposto como uma alternativa terapéutica eficiente
para manter o controle glicémico do paciente critico exposto a VM (BHAKTI et al., 2014).

Akar et al. (2015), estudando pacientes com DPOC submetidos a VM cujo objetivo foi
investigar o impacto da mobilizagcdo ativa e da EENM no processo de desmame, alta
hospitalar e mediadores inflamatorios. Eles estudaram 30 pacientes divididos em trés grupos,
contendo 10 em cada grupo: grupo 1 — submetido a mobilizacdo ativa de extremidades e
EENM, grupo 2 — submetido apenas EENM e grupo 3 — apenas mobilizacdo ativa de
extremidades, sendo estas intervencOes realizadas 5 dias por semana, totalizando 20 sessoes.
Eles observaram melhora na forca muscular periférica, principalmente de extremidades de
membros inferiores, nos grupos que realizaram EENM e exercicios e EENM exclusivamente
(AKAR et al., 2015). Com relacdo aos niveis da proteina C reativa (PCR) foi observada
reducdo no grupo 2, sendo também observada reducgéo nos valores de IL-6 no grupo 1 e IL-8
no grupo 1 e 2. Com isso, os autores concluiram que a EENM sozinha e associada a
mobilizagdo ativa parece apresentar melhores resultados, quando comparado a mobilizacéo
ativa isoladamente, para prevenir e fortalecer a musculatura de extremidades de pacientes com

exacerbacdo aguda de DPOC e insuficiéncia respiratoria na UTI. Apesar dos resultados
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promissores, poucos estudos abordam esta tematica, sendo necessérias, pesquisas futuras para
obtencdo resultados mais conclusivos sobre os efeitos da eletroterapia e dos exercicios em
relacdo ao sistema imune quando empregados em pacientes criticos (AKAR et al., 2015).

A fraqueza adquirida na UTI, ndo atinge apenas a musculatura periférica, mas também
gera perda de forga da musculatura respiratoria, provocando como consequéncia, maior tempo
de VM e maior numero de dias de internacdo em UTI e no hospitala. Quando identificada a
fraqueza muscular diafragmatica em pacientes submetidos a VM, o treinamento muscular
respiratorio é realizado com o intuito de acelerar o processo de desmame da VM e minimizar
os riscos de falha de extubagdo por fadiga muscular. Além disso, ventilar com modos
espontaneos deve ser priorizado o0 quanto antes, a fim de prevenir a disfuncdo diafragmaética
induzida pela ventilacdo (VIDD). Outro modo de prevenir e tratar a VIDD que tem surgido na
literatura, mas ainda com poucas evidéncias, é a estimulacdo diafragmatica elétrica
transcuténea (EDET), que tem mostrado resultados satisfatérios no ganho de for¢a muscular
diafragmatica, avaliada através da manovacuometria (CANCELLIERO et al., 2012).
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3 METODOS

O estudo foi dividido em duas fases. Fase I, o pesquisador frequentava a UTI
diariamente no periodo da manh@, onde fazia uma triagem com o objetivo de identificar se o
paciente preenchia os critérios de inclusdo para entrar na pesquisa. Uma vez preenchido os
critérios para iniciar no estudo, o pesquisador fazia uma avaliacdo através dos registros
médicos, das informacgdes demogréficas, da historia clinica, do diagndstico, calculava o valor
do indice de massa corpérea (IMC), que € o valor do peso sobre a altura ao quadrado e
avaliava ainda a utilizacdo de corticoesteroides, BNM, sedativos e drogas vasoativas. Essas
informac@es foram repassadas para a ficha de avaliacdo para inser¢éo no protocolo do estudo,
Apéndice A. Em seguida, os critérios de exclusdo foram levados em consideracdo para fazer
com que os individuos pudessem ou ndo ser randomizados para iniciar o protocolo de estudo.
A Fase Il teve por objetivo randomizar os pacientes selecionados em um dos quatro grupos

estudados. O fluxo dos pacientes criticos que entraram no estudo esta disposto na figura 7.

3.1 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O estudo foi realizado na UTI geral do Hospital Agamenon Magalhdes (HAM) durante
0 periodo de dezembro de 2013 a fevereiro de 2016. Neste periodo foram internados 485
pacientes portadores de patologias de etiologias diversas que foram submetidos a VM, dos
quais 439 entraram nos critérios de exclusdo do estudo e apenas 46 pacientes foram incluidos
na pesquisa. A ordem de entrada nos grupos foi realizada aleatoriamente por meio do
programa WinPepi (PEPI-for-Windows), porém 11 desses pacientes, ndo conseguiram
terminar suas analises, pois apresentaram critérios para descontinuag¢do na pesquisa. Portanto,
apenas 35 pacientes finalizaram suas andlises, sendo distribuidos da seguinte forma: grupo
controle (n = 10) - pacientes que ndo realizavam nenhum tipo de intervencdo terapéutica
apenas no momento de realizacdo do protocolo do estudo, grupo EENM (n = 9) - pacientes
submetidos a EENM do musculo quadriceps, grupo CEP (n = 9) - pacientes que s0 realizavam
a CEP de memobros inferiores e por ultimo, grupo EENM e CEP (n = 7) -pacientes submetidos
a EENM e a CEP de membros inferiores, uma seguida da outra, porém a escolha da primeira
das duas intervencdes a ser realizada foi feita de forma aleatdria pelo software Statistical
Package for the Social Sciences-SPSS 18.0 (Figura 7).
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3.2 DESENHO E POPULACAO DO ESTUDO

Trata-se de um ensaio clinico controlado e randomizado, com pacientes internados na
UTI geral do HAM que estiveram sob VM, onde os responsaveis legais pelos pacientes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para participacdo na

pesquisa. O termo de consentimento esta descrito no Apéndice B.

3.3 TAMANHO DA AMOSTRA

Para ser capaz de encontrar o tamanho da amostra, foi realizado o calculo amostral
pelo programa WinPepi (PEPI-for-Windows) onde foram considerados os seguintes critérios:
intervalo de confianca de 95% e erro amostral de cinco pontos percentuais. Considerando o
numero total de 485 pacientes que foram para VM neste periodo, avaliados na primeira fase
da pesquisa e que apenas 2% destes pacientes fazem a EENM ou mobilizagdo passiva com o
cicloergdmetro de membros inderiores (AMIDEI et al., 2013), sendo levada em consideragéo,

uma perda amostral de 40%, foi totalizada uma amostra minima de 48 pacientes.

Avaliados para elegibilidade
(n =485)

v Excluidos (n = 439)

- 1. N&o atendiam aos critérios de incluséo (n = 375)
Fase | Incluséo 2. Instabilidade hemodinamica (n = 12)
3.Gestagdo (n = 6)

4.Menor de 21 anos (n = 5)

5. Marcapasso definitivo (n = 5)

Randomizados 6. Deformidade em MMII (n = 15)
(n = 46) 7.Sequela de AVE (n = 21)
|
_____________________________ Alocagédo (
|
Controle EENM EENM + EFP EFP
(n=13) (n=10) (n=10) (n=13)
Fase Il Seguimento
Acesso venoso obstruido Acesso venoso obstruido Acesso venoso obstruido (n = 1) Acesso venoso obstruido (n = 2)
(n=3) (n=1) Hipotensdo arterial (n = 2) Hipertenséo arterial (n = 2)
Analise
Controle EENM EENM + EFP EFP
(n=10) (n=9) (n=7) (n=9)

Figura 7: Fluxo dos pacientes criticos que entraram no estudo.
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3.4 METODOS E TECNICAS DE INVESTIGACAO
3.4.1 Critérios de inclusao

Fizeram parte do estudo, os pacientes submetidos a VM que apresentaram uma boa
reserva cardiovascular, demonstrada por uma variabilidade < 20% da FC de repouso, pressdo
arterial sistolica (PAS) < 180 mmHg ou > 90 mmHg, eletrocardiograma normal e sem
evidéncias de infarto agudo do miocardio ou arritmias; boa reserva respiratdria, demonstrada
pela saturacdo periférica de oxigénio (SpO2) > 90% e fracdo inspirada de oxigénio (FiO,) <
60%, sem sinais de desconforto respiratorio e frequéncia respiratoria (FR) < 25ipm e
parametros clinicos laboratoriais favoraveis, demonstrados por uma concentracdo da
hemoglobina (Hb) > 7gramas/dL, temperatura (T) < 38°C, contagem de plaquetas > 20.000
célls/mm?® (STILLER et al., 2007).

3.4.2 Critérios de exclusdo

Foram exclusos do estudo os pacientes que apresentaram: incapacidade de andar sem
assisténcia antes doenca aguda na UTI, menores de 21 anos, gestantes, pacientes com indice
de massa corpérea (IMC) > 35 Kg/m?, doenca neuromuscular e vascular previamente
diagnosticada, historico de acidente vascular encefélico, lesdes na pele no lugar da colocacao
do eletrodo, fratura ndo consolidada e utilizacdo de marcapasso cardiaco.

3.4.3 Critérios de descontinuagdo

Alguns pacientes, mesmo depois da randomizacdo foram exclusos da pesquisa, pois
apresentaram sinais de hipotensdo ou hipertensdo arterial, ou mesmo, tiveram seu acesso
venoso obstruido por coagulo, o que impossibilitava a coleta do sangue e a continuidade na

pesquisa.
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3.5 VARIAVEIS DO ESTUDO

3.5.1 Variaveis dependentes

Com o objetivo de avaliar os efeitos da EENM e da CEP de membros inferiores em
pacientes criticos, as variaveis dependentes foram os efeitos destas intervencdes sobre o 6xido

nitrico, as citocinas inflamatorias e o0 hemograma.

3.5.2 Variaveis independentes

A andlise de fatores associados as alteracfes no estresse oxidativo e nos parametros da
resposta imune e hematoldgicos, incluiu as seguintes varidveis: idade, altura, peso, IMC,
escala de avaliagdo da gravidade de pacientes criticos, chamado escore de (Acute Physiology
and Chronic Health disease Classification System I1) (APACHE I1), escala de sedagdo de
(Richmond Agitation-Sedation Scale) (RASS), tempo de VM e de internamento na UTI que 0s
pacientes tinham antes de iniciar o protocolo do estudo. Outras varidveis independentes foram
0S grupos aos quais os pacientes fizeram parte do estudo, sendo eles; grupo controle, grupo
EENM, grupo CEP e grupo EENM e CEP.

3.6 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados foram processados e analisados utilizando o software GraphPad Prism 4 e
Microsoft Office Excel 2007. A apresentacdo das variaveis mensuradas foi realizada por meio
de tabelas e figuras, incluindo o uso de algumas medidas descritivas, como nimeros absolutos
e relativos, média e desvio padrdo e mediana e percentil 25-75%. Para testar a suposi¢cdo de
normalidade das varidveis envolvidas no estudo foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov.
As andlises comparativas entre os quatro grupos foram realizadas utilizando-se o teste one-
way ANOVA. Para comparar antes e depois de cada grupo foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Wilcoxon. J& as comparacdes das analises antes e depois do ON existentes
entre os grupos avaliados foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste de

Dunn. Todas as conclus6es foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.
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3.7 PARAMETROS DE AVALIAGCAO

Terminada a avaliacdo inicial, os pacientes elegiveis para o estudo foram submetidos a
coleta de 20ml de sangue venoso, através de seu acesso venoso, antes e depois de uma hora do
protocolo de estudo para cada grupo estudado, exceto para o grupo controle que tiveram duas
coletas de sangue com um intervalo de uma hora, sem que houvesse nenhuma intervencéo
entre elas. Esses 20ml de sangue foram distribuidos em 5 tubos de 4ml a vacuo (Vacutainer®,
Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil) contendo EDTA dipotéassico, sendo que desses 5 tubos,
dois foram utilizados para avalicdo do hemograma e trés para analise do estresse oxidativo e
citocinas inflamatdrias.

Foram destinados ao laboratorio do proprio hospital, 2 tubos de 4ml de sangue que

serviram para analise do hemograma com plaquetas, descrito pelo método abaixo:

3.7.1 Hemograma com plaquetas

A série branca e vermelha e as plaquetas tiveram suas analises realizadas através da
automatizacao das avaliagdes células do sangue, aliada a programas de informéatica. O método
utilizado foi o de impedéncia elétrica. Neste método, um volume constante de solucéo
constituida de sangue e diluente passa através de um orificio, onde ocorre a passagem de
corrente elétrica, provocando um aumento da impedancia elétrica a medida que cada célula
passa pelo campo, sendo que esse aumento é proporcional ao volume celular. Assim, as

celulas sdo contadas a partir dos impulsos elétricos gerados por elas.

Os outros trés tubos de 4ml de sangue foram transportados pelo pesquisador em um
recipiente refrigerado até o setor de Microbiologia do Laboratorio de Imunologia Keizo
Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), onde foram utilizados para
diluicdo em um tubo falco de 10ml da amostra de sangue do paciente sendo realizada a
andlise do estresse oxidativo, atraves da contagem da producdo do ON, encontrado na célula
(monacito) e dos parametros da resposta imune, através das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e

IL-10, avaliadas por contagem no plasma.
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3.7.2 Estresse oxidativo

Obtencao de monacitos a partir do sangue periférico: Os mondcitos foram obtidos a partir de

10 dos 12ml de sangue provenientes do acesso do sangue venoso do paciente, com EDTA. O
sangue obtido foi diluido na propor¢do de 1:2 na solucdo tampdo de PBS, estéril, a
temperatura ambiente de 22 °C a 25 °C (10ml de sangue + 10ml de PBS). Aos 20 ml da
suspensdo foram adicionados 10 ml de histopaque (1077 — SIGMA) e todo o conteudo foi
centrifugado por 30 minutos a 1.600 rpm (25 °C). Logo ap0s, o plasma foi aspirado e, ent&o,
coletada a camada formada pelas células mononucleares periféricas sanguineas (PBMC) que
foi transferida para outro tubo de ensaio. A mesma quantidade do aspirado de PBS foi
adicionada e centrifugados por 15 minutos nas mesmas condicdes anteriores. O sobrenadante
foi desprezado e o sedimento ressuspendido em 1ml do meio de cultura RPMI 1640 completo,
contendo 3% de soro fetal bovino e antibidticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100
pg/ml). Dessa suspensdo foi feita a contagem na cémara de Neubauer acrescendo-se a
aliquota da suspensdo de células e o corante azul tripan na dilui¢do 1:10. Esse corante foi
usado para fazer a contagem das células e avaliar a sua viabilidade. A partir da contagem foi

padronizada a concentracdo de 1x10° células para cada 1ml de meio de cultura.

Producado de 6xido nitrico (ON) em mondcitos cultivados e tratados com lipopolissacarideo

(LPS) de E. coli: Em cada grupo a concentragdo foi ajustada para 1 x 10° células em 1ml de

meio de cultura em cada poco da placa. Em seguida, as células foram tratadas na dose de 10
pg/ml de LPS por 24 horas. A avaliacdo da liberacdo de ON foi realizada utilizando-se o
método de GRIESS. Em seguida, foram adicionados 50ul do reagente de GRIESS (1g de
sulfanilamide, Sigma 9251; 0,19 de N-(Naphthyl) Ethylenediamine Dihydrochloride — Sigma
5889; 2,5ml de acido fosforico PA e agua destilada gsp 100 ml). A placa foi incubada por 10
minutos ao abrigo da luz. A leitura foi realizada a 540 nm em leitor de Elisa (Dynatech MR
5000). O limiar de sensibilidade do teste foi de 1,56 pM.

3.7.3 Parametros da resposta imune

Quantificacdo da IL-6, IL-10, TNF-a e IFN- y:
Os niveis sericos de IL-6, IL-10, TNF-o ¢ IFN- y foram determinados pela técnica de ELISA,

com a utilizagdo Kkits comerciais de ELISA para IL-6, IL-10, IFN-y (Invitrogen,
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Manufacturing Site Invitrogen, Camarillo, California, USA) e TNF-a (BioSource®, TNF-a
EASIA, Nivelles, Belgium, Europe) de acordo com as instrucdes do fabricante. Nessa técnica,
um anticorpo monoclonal especifico foi adsorvido a placa. Apos adicdo da amostra de soro na
qual se encontrava o mediador a ser dosado, procedeu-se a incubacdo, ocasido em que as
moléculas de antigenos se fixaram aos anticorpos adsorvidos a placa. Por meio de lavagem,
todo o material ndo fixado foi eliminado. A seguir, foi adicionado novo anticorpo, com
especificidade para um determinante antigénico ligado a placa, obtendo-se o complexo Ac-
Ag-Ac-enzima (técnica do sanduiche). Nova lavagem foi feita para remocdo dos anticorpos
ndo ligados. A seguir, foi acrescentado ao substrato que tem a propriedade de, quando em
contato com a enzima, assumir coloracdo diferente, proporcional a quantidade de mediador
presente na amostra (antigeno). A leitura foi feita em leitora de placas (BioRad, Téquio,
Japdo) a 450 nm e comparada a uma curva padrdo obtida com concentra¢es conhecidas dos

mediadores recombinantes.

3.8 PROTOCOLO DO ESTUDO

A randomizacdo para participacdo no estudo em um dos 4 grupos foi realizada de
forma aleatorizada por meio do programa WinPepi (PEPI-for-Windows), sendo que o grupo
controle n&o realizou nenhum tipo de intervencdo terapéutica, apenas no instante em que
participou do protocolo do estudo, no entanto, nos demais momentos foi atendido pela
fisioterapia no periodo em que esteve na UTI. O grupo da CEP para membros inferiores
realizou a cicloergometria através do cicloergbmetro (Flex Motor com sensor; Cajumoro;
Braganca Paulista; S&o Paulo, Brasil) de membros inferiores com 30 rota¢fes programadas
por minuto durante 20 minutos. A Figura 8 demonstra o protocolo de cicloergometria passiva

de membros inferiores.
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Figura 8: llustracdo da aplicacdo da cicloergometria de membros inferiores em pacientes criticos sob VM.
Fonte: Arquivo de imagens do autor.
Definicéo das abreviacdes: VM = ventilagdo mecénica

Os pacientes randomizados para o grupo EENM de membros inferiores utilizaram a
estimulagdo elétrica funcional (Figura 9) no ventre muscular do quadriceps, musculo reto
femoral e vasto lateral. Os eletrodos foram colocados neste muasculo e o estimulador elétrico
transcutaneo foi o (Neurodyn- 4canais, Ibramed, So Paulo, Brasil), que foi programado para
o fortalecimento muscular com uma largura de pulso de 500usec, freqiiéncia de 50Hz, 2
segundos de elevagédo, 5 segundos de sustentacdo e 2 segundos descida, com um tempo
ON/OFF de 1:1. A intensidade de corrente foi estabelecida através da contracdo muscular
visivel e caso essa visualizacdo ndo fosse possivel, era realizada a palpa¢do do musculo
estimulado. A duracdo da sessdo foi de 20 minutos para cada muasculo quadriceps estimulado,
sendo realizado a EENM nos dois quadriceps de ambos os membros inferiores ao mesmo
tempo (FRANCA et al., 2013).

Figura 9: llustracdo da aplicacdo da estimulacédo elétrica muscular no quadriceps em pacientes criticos sob VM.
(quadriceps — reto femoral e vasto lateral).

Fonte: Arquivo de imagens do autor.

Defini¢cdo das abreviacbes: VM = ventilagdo mecanica
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Por fim, no Gltimo grupo, os pacientes foram submetidos as duas intervencgdes, CEP e
EENM, sendo a escolha por qual terapéutica ser iniciada, determinada de forma aleatdria por

meio do programa WinPepi (PEPI-for-Windows).

3.9 CONSIDERACOES ETICAS

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos do
HAM, de acordo com a resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde para pesquisa
envolvendo seres humanos com o CAAE: 04563612.5.0000.5197, Apéndice C. Durante a
abordagem ao responsavel legal do paciente os pesquisadores explicaram os objetivos da
pesquisa, bem como, a confidencialidade dos dados e foi seguida resolucéo citada de acordo

com Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos do HAM.
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4 RESULTADOS

Participaram da fase inicial da pesquisa 485 pacientes portadores de patologias de
etiologias diversas, dos quais 439 entraram nos critérios de exclusdo do estudo e apenas 46
pacientes foram randomizados nos quatro grupos estudados, porém destes, apenas 35
pacientes finalizaram suas andlises, sendo distribuidos da seguinte forma: grupo controle (n =
10), grupo EENM (n =9), grupo EENM e CEP (n =7) e grupo CEP (n =9) (Figura 7).

A caracterizacdo da amostra entre os quatro grupos ap6s sua randomizagdo estdo
apresentadas na tabela 2. Esta demonstra a média e o desvio padrdo das varidveis
demogréficas e clinicas laboratoriais de cada um dos quatro grupos estudados: controle,
EENM, EENM e CEP e CEP. Na comparagdo entre os grupos estudados, ndo foram
observadas diferenca entre os valores de idade, altura, peso, IMC, APACHE II, balanco
hidrico (BH) nas ultimas 24h, escala de sedacdo de RASS, tempo (T) de VM e de
internamento na UTI que os pacientes ja tinham antes de iniciar o protocolo do estudo,
valores do hemoglicoteste (HGT), complacéncia estatica do sistema respiratério (Cst sr),
resisténcia do sistema respiratério (Rsr), FC, SpO2, PAS, pressdo arterial diastélica (PAD) e
temperatura, 0 que demonstra que os quatro grupos estudados foram homogéneos entre eles.
Nesta mesma tabela também foram descritas as razdes principais para admissao do paciente
na UT]I, assim como, suas comorbidades.

A tabela 3 demonstra a média e o desvio padrdo das varidveis analisadas dos
parametros do hemograma antes e depois uma hora do protocolo de estudo para cada um dos
quatro grupos estudados. As variaveis analisadas para o hemograma foram; leucocitos totais,
hemaécias, hemoglobina, hematocrito e plaquetas. Para todos os parametros avaliados nédo
foram observadas alteracdes significativas comparando o antes com o depois em todos 0s
grupos avaliados.
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Tabela 2: Varidveis demogréficas e clinicas, motivos da admisséo e comorbidades nos quatro grupos estudados.

Grupos
Variaveis Controle EENM EENM + CEP CEP Valor
(n=10) (n=9) (n=7) (n=9) p*
Idade (anos) 56,80+12,80 64,11+18,19 64,19+10,54 60,11+27,15 0,800
Altura (cm) 164,70+8,82 161,78+6,26 166,71+6,42 158,56+6,32 0,126
Peso (Kg) 71,10+13,37 66,67+9,35 68,57+14,53 68,89+11,79 0,889
IMC (Kg/cm2) 25,92+4,02 26,19+3,29 29,88+13,5 27,35+5,48 0,341
APACHE II 22,60+4,22 20,78+5,58 21,71+3,86 22,67+8,36 0,888
BH -24h (ml) 972,204703,84  993,78+551,04 1504,14+944,82 838,334693,26 0,311
RASS -4,50+0,707 -4,44+0,726 -4,29+ 0,951 -4,89+0,333 0,098
T VM (dias) 4,9+2,80 5,67+3,35 4,29+1,38 6,44+3,64 0,174
T UTI (dias) 4,70+2,45 7,22+5,91 4,57+1,27 7,78+3,96 0,108
HGT 156,80+66,97 158,11+56,35 155,43+43,81 125,33+47,69 0,267
Cst (ml/cmH20) 32,88+10,48 30,55+11,06 30,84+9,48 25,17+7,90 0,392
Rsr (cmH20/L/s) 13,6545,11 12,33+1,73 13,1445,27 15,00+6,74 0,727
FC (bpm) 81,70+18,80 88,33+19,71 89,14+17,02 85,56+12,75 0,799
SpO2 (%) 97,90+1,96 97,4442,92 97,00+2,44 97,44+2,18 0,897
PAS (mmHg) 135,80+£2727,21 124,44+22,73 134,29+27,43 136,11+20,44 0,712
PAD (mmHg) 77,90+16,01 69,33+9,31 83,86+13,85 76,56+16,06 0,253
Temperatura (°C) 36,30+0,67 36,94+0,71 36,64+0,43 36,67+0,38 0,140
Motivo da admisséo
Desordem respiratéria 4 (40,0) 5 (55,5) 3(42,8) 4 (44,4) _
Desordem cardiaco 2 (20,0) 2(22,2) 2 (28,5) 2(22,2) _
Infecgdo 2 (20,0) 1(11,1) 1(14,2) 2(22,2)
Outros 2 (20,0) 1(11,1) 1(14,2) 1(11,1)
Condigéo de comorbidade
Respiratoria 2 (20,0) 2 (22,2) 1(14,2) 1(11,1) _
Cardiaca 3 (30,0) 1(11,1) 2 (28,5) 3(33.3) _
Enddcrina 1(10,0) 1(11,1) 1(14,2) 1(11,2) _
Urinaria 1(10,0) 2(22,2) 3(42,8) 1(11,2)
Faléncia renal cronica 2 (20,0) 2(22,2) 1(14,2) 2(22,2)
Infeccao 1(10,0) 3(33,3) 1(14,2) 1(11,1)

Os dados foram expressos como nimeros absolutos (%) e média + desvio padréo.

* Teste de one-way ANOVA.

Definicdo das abrevia¢Bes: IMC = indice de massa corpérea; APACHE Il = Acute Physiology and Chronic
Health Evalution; BH -24h = balanco hidrico nas Gltimas 24 horas; RASS = Richmond Agitation-Sedation Scale;
T VM = tempo de ventilagdo mecénica antes de iniciar o protocolo do estudo; T UTI = tempo na unidade de
terapia intensiva antes de iniciar o protocolo do estudo; HGT = valores do hemoglicoteste; Cst sr= complacéncia
estatica do sistema respiratério; Rsr = resisténcia do sistema respiratorio; FC = frequéncia cardiaca; SpO2 =
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saturacdo periférica de oxigénio; PAS = pressao arterial sistolica; PAD = pressdo arterial diastolica; EENM =
estimulagdo elétrica neuromuscular e CEP = cicloergometria passiva.

Tabela 3: Hemograma com plaquetas avaliado antes e depois de uma hora do protocolo do estudo para os quatro
grupos estudados.

Hemograma Grupos
Controle (n=10) EENM (n=9) EENM + CEP (n=7) CEP (n=9)
Leucocitos Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
(10%/pL) 13,1749,36  13,08+7,893 12,62+5,92 12,5745,62 13,31+3,46 12,10+3,01 13,87+4,27 14,61+4,76
*p=0,314 *p=0,953 *p=0,456 *p=0,326
Hemacias
6 3,23+0,83 3,17+0,85 3,16+0,63 3,17+0,45 3,87+0,86  3,75+0,87 3,10+0,61 3,12+0,64
(10°/uL)
*p=0,221 *p=0,514 *p=0,620 *p=0,674
Hemoglobina
(@/dL) 9,20+2,17 9,06+2,25 9,34+1,81 9,39+1,40 10,71+2,71 10,39+2,77 8,83+1,48 9,00+1,62
g
*p=0,341 *p=0,674 *p=0,4557 *p=0,125
Hematécrito
) 28,4+7,23 27,98+7,53 28,7+5,79 28,8+4,26  34,1+8,99 32,9748,99 27,6%4,78 27,945,111
0
*p=0,314 *p=0,514 *p=0,455 *p=0,173
Plaguetas
10°uL) 255,7+194 255,30+£182  253,56+134 229,0+124 201,8+98,8 202,8+88,9 256,4+138 265,8+137
Il
*p=0,721 *p=0,260 *p=0,528 *p=0,086
Neutrofilos
o) 76,90+7,2 77,80+6,7 77,30+11,9 79,18+13,0 88,30+5,6 87,5+4,3 84,66+7,1 84,66+7,1
0
*p=0,407 *p=0,093 *p=0,398 *p=0,343
Linfécitos
o) 13,19+45,25 12,11+4,33 9,41+4,51 7,61+452 6,85+4,16 6,81+3,29  7,62+3,97  7,88+5,27
(]
*p=0,333 *p=0,097 *p=0,462 *p=0,612
Mondécitos
o) 5,94+3,97 5,49+3,57 4,39+3,36 4,15+3,13 3,61+2,65 3,81+2,21  4,93+1,90 5,04+2,52
0
*p=0,635 *p=0,236 *p=0,446 *p=0,678

Os dados foram expressos em média + desvio padréo.

* Comparacao antes e depois para cada grupo - Teste de Wilcoxon;

Definicdo das abreviagdes: EENM = estimulacdo elétrica neuromuscular e CEP = cicloergometria passiva.

A Tabela 4 demosntra a média e o desvio padrdo dos valores do ON cultivado nos

monocitos estimulados (controle positivo (C+)) e ndo estimulados (controle negativo (C-))

sendo avaliados antes e depois do protocolo do estudo para os quatros grupos investigados.

Foi observada reducdo significativa na producdo de ON nas células estimuladas e nédo

estimuladas, comparando o antes com o depois no grupo submetido a EENM e no grupo
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submetido a CEP. Ja para os grupos controle e EENM e CEP, ndo foram encontradas
nenhuma alteracéo significativa, demonstrando que isoladamente, tanto a EENM como a CEP
mostraram-se eficazes na reducdo do estresse oxidativo celular, porém guando estas técnicas
foram utilizadas em associado ndo demonstram efeitos benéficos na reducdo do estresse

oxidativo celular.

Tabela 4: Produgdo do ON cultivado no monéxido, no C+ e C- avaliados nos instantes antes e depois dos quatro

grupos.
Grupos
Oxido nitrico Controle (n=10) EENM (n=9) EENM + CEP (n=7) CEP (n=9)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
ON (C+)
(uM) 10,78+10,6 11,51+12,4 8,1946,4 6,96+54 12,95+6,1 13,60+7,1 20,82+16,2 17,72+16,7
Valor
p=0,3123 p =0,0188 p =0,2644 p =0,0002
p*
ON (C-)
(M) 10,30+9,9 11,84+13,2 8,64+6,7 7,49+56 14,12+85  15,2549,2 29,90+23,7 18,72+19,6
il
Valor
p = 0,2852 p =0,0258 p=0,6743 p =0,0007
p*

Os dados foram expressos em média + desvio padréo.

* Comparacao antes e depois para cada grupo - Teste de Wilcoxon;

Negrito = diferenca estatistica.

Definicdo das abreviagBes: ON = dxido nitrico; C+ = controle positivo; C- = controle negativo; EENM =
estimulacdo elétrica neuromuscular e CEP = ciloergometria passiva.

A Figura 10 representa os resultados obtidos, a partir da analise das diferencas na
producdo de ON, sendo considerada a diferenca da coleta depois com a realizada antes do
protocolo de estudo, em mondcitos estimulados (controles positivos (C+)) nos quatro grupos
estudados. Nesta figura, percebesse uma reducdo significativa na diferenca da producdo do

ON comparando o grupo EENM (p < 0,05) e o grupo CEP (p < 0,001) com o grupo controle.
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Figura 10: Diferenca da producdo do ON nos mondcitos C+ dos quatro grupos estudados.

Teste de teste de Kruskal-Wallis e o pds-teste de Dunn.

*Diferenca entre o grupo EENM e controle (p<0,05);

** Diferenca entre grupo CEP e controle (p<0,001);

Definicdo das abreviagdes: ON = oOxido nitrico; C+ = controle positivo; EENM = estimulagdo elétrica
neuromuscular e CEP = cilcoergometria passiva.

A Figura 11 representa os resultados obtidos, a partir da diferenca da producao de ON,
sendo considerada a diferenca da coleta depois com a realizada antes do protocolo de estudo,
em monacitos ndo estimulados (controles negativos (C-)) nos quatro grupos estudados. Nesta
figura percebesse uma reducéo significativa na diferenca da producdo do ON apenas no grupo

que realizou a CEP comparado ao grupo controle (p<0,001).

ON - Controle negativo (C-)
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Figura 11: Diferenca da producdo ON nos momndcitos C- dos quatro grupos estudados.

Teste de teste de Kruskal-Wallis e 0 pds-teste de Dunn.

**Diferencas entre o grupo exercicio e controle (p<0,001).

Definicdo das abreviagdes: ON = oOxido nitrico; C- = controle negativo; EENM = estimulacdo elétrica
neuromuscular e CEP = cicloergometria passiva.
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A Tabela 5 mostra as médias e o desvio padrdo dos valores das citocinas: TNF-a, IFN-

v, IL-6 e IL-10, avaliadas nos instantes antes e depois, dos quatro grupos estudados. Para

todos os grupos avaliados comparando o antes com o depois, apenas o grupo submetido a

CEP foi observada reducdo significativa da concentracdo de TNF-a ap6s o protocolo do

estudo, comparado com antes de iniciar o protocolo. Ja para os demais grupos, ndo foram

observadas diferencas significativas nas demais citocinas estudadas.

Tabela 5: Valores das citocinas; TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-10, avaliados nos instantes antes e depois dos quatro

grupos estudados.

Grupos
Citocina Controle (n=10) EENM (n=9) EENM + CEP (n=7) CEP (n=9)
TNF-o Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
(pg/mL) 3,110,464 3,10+£0,612 2,96+0,207 3,230,372 3,21+0,484 2,970,347 4,33+1,22  3,27+1,09
p=0,4359 p=0,1949 p=0,3401 p = 0,0490% Valor p*
IFN-y
1,91+0,086 1,880,030 1,92+0,075 1,900,044 1,89+0,045 1,95+0,125 1,94+0,137 1,94+0,105
(pg/mL)
p =0,7394 p =0,7984 p = 0,3829 p = 0,5457 Valor p*
IL-6
3,020,738 2,97+0,749 2,760,537 2,69+0,522 2,86+0,929 2,86+0,846 2,52+0,344 2,75+0,473
(pg/mL)
p=0,9705 p=0,7984 p=1,000 p=0,7962 Valor p*
IL- 10
1,960,305 1,87+0,066 1,91+0,032 1,91+0,038 2,030,275 1,89+0,061 1,90+0,035 2,28+0,195
(pg/mL)
P=0,7394 p=0,7984 p=0,1282 p=0,2581 Valor p*

Os dados foram expressos em média + desvio padréo.
* Comparacao antes e depois para cada grupo - Teste de Wilcoxon;
Definicdo das abreviaces: TNF-a = fator de necrose tumoral alfa; IFN-y = interferon gama; IL-6 = interleucina
6; IL-10 = interleucina 10; EENM = estimulacéo elétrica neuromuscular e CEP = cicloergometria passiva.
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5 DISCUSSAO

S&o poucos os estudos na literatura que descrevem os efeitos da EENM e da CEP
sobre o estresse oxidativo e as citocinas inflamatdrias aplicado ao paciente critico, no entanto,
varios outros beneficios destas intervencGes ja foram amplamente comprovados,
principalmente no que se refere a atenuacdo da perda de massa muscular e melhora da
funcionalidade (WINKELMAN, 2007).

No periodo em que 0s pacientes permanecem restritos ao leito, ocorre transformacéo
das fibras musculares para o tipo II, incluindo a reducdo da capacidade oxidativa, da
densidade mitocondrial e de capilares sanguineos. Além disso da reducdo no desempenho
cardiovascular com menor volume de ejecdo sistolico e aumento da frequéncia cardiaca. H&
estase venosa, devido a reducdo da atividade de contragdo muscular nos membros e aumento
do risco do desenvolvimento de trombose venosa profunda. O periodo de restricdo ao leito
também pode contribuir para a desmineralizacdo 6ssea e a reducdo do sédio e dgua corporal
(NAVA et al., 2002).

No presente estudo, os valores descritos na tabela 2, demonstram que ndo foram
observadas diferencas nas caracteristicas demograficas e clinicas laboratoriais dos pacientes
nos quatro grupos estudados, o que caracteriza a homogeneidade entre os grupos do estudo
para todos os parametros avaliados. Os nossos resultados de homogeneidade entre 0s grupos
sdo importantes, pois ndo expde nenhum dos quatro grupos estudados a um maior fator de
risco para comprometimento de sua condicdo clinico laboratorial que pudessem interferir nos
nossos resultados. De Jhonge et al. (2002) e Latronico (2010), demonstraram que a disfuncéo
muscular do doente critico € uma condi¢do clinica bastante evidenciada nesses pacientes
criticos e que a magnitude dessa disfuncdo é extremamente variavel e apresenta intima
associacdo com o tempo de permanéncia no leito e a exposi¢do aos fatores de risco, como a
condicdo nutricional e a dependéncia da VM.

Na tabela 3, avaliamos o comportamento da contagem das celulas do hemograma nos
quatro grupos estudados. Para todas as contagens das células avaliadas, ndo foi evidenciado
nenhum tipo de alteracdo, comparando antes e depois de uma hora do procedimento em todos
0s grupos estudados, o que pode demonstrar que as intervengdes aplicadas, tanto quanto, sua
intensidade e duracdo, ndo foram suficientes para produzirem alteracdes nas celulas do

sangue, ap6s a sua aplicacdo. Esses achados podem ser explicados pelo baixo estresse ao
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sistema cardiovascular observados na aplicacdo dessas duas técnicas ao paciente critico,
consequentemente, ndo sendo suficientes para promover alteracdes nas sérias branca e
vermelha do sangue.

Os nossos resultados corroboram com os achados de Oliveira et al. (2002) que ao
estudarem os efeitos do treinamento fisico de alta intensidade sobre os leucdcitos de ratos
diabéticos, estudando quatro grupos, sendo eles: controle sedentario, controle treinado,
diabético sedentario e diabético treinado, ndo observaram diferencas na contagem diferencial
dos linfocitos, neutrofilos e eosindfilos e contagem total de leucocitos entre 0s grupos
estudados (OLIVEIRA et al., 2002).

J&4 Passaglia et al. (2012), ao estudarem os efeitos agudos do exercicio fisico
prolongado: avaliacdo apds ultramaratona de 24 horas, em vinte corredores avaliados um dia
antes e imediatamente apds a prova, ndo observaram mudanca no hematdcrito ou niveis de
hemoglobina. No entanto, os mesmos autores observaram uma leucocitose, com acentuada
formacgdo de neutrdfilos e uma linfocitose associada. Foram encontradas ainda, alteragdes
cardiologicas que sugerem que o fenémeno de fadiga cardiaca pode ocorrer nessa modalidade
de corrida (PASSAGLIA et al., 2012).

Stiller et al. (2007), definiram uma séria de critérios de seguranca para mobilizar o
paciente critico, estando dentro desses critérios uma boa reserva cardiovascular, reserva
respiratoria e critérios clinico laboratoriais favoraveis, entre eles, nimero de leucdcitos,
hemoglobina e contagem de plaquetas. Nos dias atuais, a EENM vem sendo considerada parte
integrante do programa de mobilizacdo precoce, principalmente utilizada nos estagios iniciais
da mobilizacdo. Nossos achados adicionam-se aos critérios de seguranca estabelecidos por
Stiller et al., (2007) que demonstram que tanto a EENM como a CEP iniciadas com critérios
minimos de seguranca, ndo oferecem risco, pois ndo foram suficientes para promover
mudancas nos parametros hematologicos em pacientes criticos (STILLER et al., 2007).

Algumas evidéncias sugerem que a inatividade pode contribuir para uma resposta
inflamatoria. As citocinas proinflamatorias e o estresse oxidativo tém sido investigados como
potenciais causas para a fraqueza muscular associado a doenca critica aguda. Em resposta a
essa importante implicacdo clinica o processo de reabilitacdo é uma das formas de prevencao
mais estudadas na literatura atual. O papel do estresse oxidativo e de citocinas inflamatorias
selecionadas sobre a musculatura tem sido estudada em laboratério nos modelos animais.
Acredita-se que a atividade fisica possa mudar a mensagem celular inflamat6ria em pessoas
saudaveis. (WINKELMAN, 2007)
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O exercicio fisico, quando praticado de forma regular, comporta-se como um agente
terapéutico e/ou de prevencdo para numerosas situacoes de comorbidade, com a consequente
diminuicdo da mortalidade. No entanto, em oposicao aos seus potenciais efeitos benéficos, o
exercicio fisico agudo pode, sobretudo se exaustivo, também induzir alteracdes organicas
nefastas, especialmente quando os diferentes tecidos, érgdos ou sistemas ndo se encontram
suficientemente adaptados para suportar os diferentes tipos de sobrecarga que lhes sdo
exigidas. (LEES & BOOTH, 2005)

O aumento do estresse mecanico imposto, por exemplo, as fibras musculares
esqueléticas solicitadas e as células dos sistemas osteoarticular e cardiovascular e as elevacfes
da temperatura corporal e da taxa metabdlica, ocorrem durante o exercicio agudo. Além destas
solicitacbes organicas, ha cada vez mais evidéncias de que, durante o exercicio fisico agudo,
tal como em qualquer outra situacdo que envolva um aumento subito do metabolismo celular,
ocorre também uma concomitante sobrecarga organica oxidativa, com a consequente lesdo
oxidativa, cuja magnitude parece ser dependente da intensidade, da duracdo e do tipo de
exercicio realizado. (LEES & BOOTH, 2005)

Estando o estresse oxidativo fortemente associado a fisiopatologia de numerosas
doencas de caracter cronico/degenerativo, assim como as alteracGes degenerativas teciduais
que caracterizam o envelhecimento organico, poderd ser dificil, numa primeira analise,
conciliar o incremento do estresse oxidativo induzido pelo exercicio agudo com 0s seus
potenciais efeitos benéficos para a salide de quem o pratica. (HARMAN, 2003) Contudo, a
pratica regular de exercicio fisico pode, quando eficazmente adaptado para cada individuo,
aumentar a capacidade de defesa orgénica contra a ocorréncia dessas lesdes oxidativas em
diferentes 6érgdos e tecidos corporais, dando uma maior protecdo celular e tecidual aos
individuos treinados, a qual se faz sentir quer em situacdes de repouso, quer durante a pratica
do exercicio agudo. (JI, 2002)

Essas lesBes oxidativas ocorrem por moléculas altamente reativas e potencialmente
toxicas para 0 organismo, as quais, por conterem um ou mais elétrons desemparelhados numa
das suas Orbitas externas sdo denominados radicais livres. Esta particularidade Ihes confere a
reatividade e a instabilidade quimica que os caracterizam, tendendo a interagir com outras
moléculas na sua proximidade, através da captacdo (comportando-se como oxidantes) ou da
cedéncia (atuando como redutores) de elétrons e/ou de atomos de hidrogénio. Deste modo,
particularmente quando presentes em elevadas concentracgdes, eles podem induzir alteragdes
severas na estrutura de moléculas fundamentais para a manutencdo da homeostasia celular,

resultando numa possivel perda de funcionalidade ou até mesmo na perda da viabilidade da
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célula. (YU,1994)

Contudo, além desta potencial acdo sobre a integridade e a funcionalidade das
diferentes moléculas, os radicais livres, tém também sido responsabilizados pela regulacdo de
importantes mecanismos fisioldgicos, tais como a sinalizacdo celular, a regulacdo da
expressdo de alguns genes, a mediacdo da reacdo inflamatdria e a potencializagdo dos
mecanismos de defesa organica, uma vez que fazem parte integrante do arsenal de armas
letais leucocitarias. (JI, 2006)

No musculo esquelético, estas substancias tém sido largamente estudadas. Assim, ja se
sabe que a taxa de producéo de radicais livres no muasculo esquelético encontra-se elevada em
algumas situacGes de doenca ou patologia e que, em individuos saudaveis, em situaces
fisioldgicas, pode ser incrementada, comparativamente as situacdes de repouso, em funcéo da
intensidade, duracdo e tipo de exercicio fisico efetuado. (SEN, 1995)

Os radicais livres passaram a ser designados de ERO ou ERN que também
desempenham importantes func6es na sinalizagdo celular, quer em situacdes fisioldgicas, quer
patoldgicas. Uma das principais ERN é o ON, sintetizado pela oxidacdo de um dos dois
nitrogénios guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina, sendo esta reacédo
catalisada pela enzima ON-sintase. Enquanto algumas dessas espécies sdo altamente lesivas
ao organismo atacando lipidios, proteinas e DNA, outras sdo reativas apenas com os lipidios.
Existem ainda algumas que sdo pouco reativas, mas, apesar disso, podem gerar espécies
danosas. (BARREIROS, 2006)

Na Tabela 4 observamos uma reducdo na producdo de ON nas células estimuladas e
ndo estimuladas, comparando o antes com o depois no grupo submetido a EENM e no grupo
submetido a CEP, demonstrando que isoladamente, tanto a EENM quanto a CEP, mostraram-
se eficazes. Ndo apenas a EENM, como também, a CEP aplicado ao paciente critico no
presente estudo demonstrou ter efeitos benéficos em reduzir o estresse oxidativo celular
qguando comparado ao grupo controle. Estes achados sugerem que estas intervencdes quando
aplicada de forma isolada ao doente critico sejam suficientes para alterar positivamente o
status redox de células e tecidos por diminuir os niveis basais de ERN, apds uma hora de sua
aplicacdo, sendo considerado benéfico a saude. De fato o exercicio fisico regular resulta em
adaptacdes na capacidade antioxidante, as quais protegem as celulas contra os efeitos
deletérios do estresse oxidativo, prevenindo danos celulares subsequentes (AGUILO et al.,
2003; DEKKERS et al., 1996).
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Gerovasili et al. (2009), verificaram que a EENM aplicada precocemente em pacientes
criticos, foi capaz de induzir efeitos agudos sobre a microcirculagdo sistémica. Esses efeitos
foram demonstrados através do aumento da perfusdo sanguinea na musculatura tenar
verificada através de um dispositivo de espectroscopia infravermelha proximal, logo apos a
aplicacdo de 45 minutos da EENM. O efeito sisttmico da EENM neste estudo foi
comprovado pela capacidade de melhorar a perfuséo tecidual em grupos musculares distantes
aos eletroestimulados, atribuida a técnica um potencial para prevenir a polineuromiopatia do
doente critico. Esta hipotese foi fundamentada pela existéncia de estudos que demonstram um
possivel efeito da EENM em liberar mediadores antiinflamatérios no local estimulado, que
posteriormente podem ser distribuidos na corrente sanguinea, promovendo aumento da
perfusdo em grupos musculares a distancia (GEROVASILI et al., 2009)

As figuras 10 e 11 demonstraram reducdo na diferenca da producdo de ON, tanto nas
células estimuladas quanto ndo estimuladas, comparando os instantes antes e depois do
protocolo do estudo no grupo que fez apenas CEP comparado com o grupo controle. Na
figura 10, observamos também uma reducdo na diferenca da producdo do ON, apenas na
célula estimulada, no grupo submetido a EENM comparado ao grupo controle. Algumas
explicages provaveis para redugdo da resposta ao estresse oxidativo encontrada nesses dois
grupos pode ser atribuida a um metabolismo oxidativo melhorado dos pacientes destes dois
grupos antes mesmo de sua insercdo na pesquisa, ao nivel de duracdo e intensidade da
atividade o qual os mesmos foram submetidos e a uma regulacdo positiva das defesas
antioxidantes.

Estes achados estdo de acordo com o estudo de David et al. (2009) que estudaram os
efeitos da EENM associada a uma dieta manipulada sobre o estresse oxidativo em pacientes
com esclerose multipla progressiva, observaram reducdo do estresse oxidativo e excito-
toxicidade associado com grandes ganhos funcionais desses pacientes (DAVID et al., 2009).

Semelhante, (BUSTAMANTE et al., 2008), ao estudarem os efeitos da estimulagdo
magnética no quadriceps de pacientes com DPOC grave durante um periodo de 8 semanas
sobre o estresse oxidativo, observaram que esta terapéutica foi bem tolerada e ndo promoveu
aumento do estresse oxidativo do masculo.

Esses mesmos achados foram encontrados por Mercken et al. (2005) que ao estudarem
os efeitos do exercicio realizado em uma bicicleta ergométrica sobre o estresse oxidativo
avaliado antes do exercicio e apds 4 horas a sua utilizagdo em pacientes com DPOC
submetidos a um programa de reabilitacdo pulmonar por 8 semanas comparado com

individuos saudaveis, observaram uma diminuicdo das ERO com consequente reducdo nos
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danos no DNA. A reabilitagdo pulmonar aumentou a capacidade desses pacientes de
realizarem exercicio e foi associado com a redugdo do estresse oxidativo induzido pelo
exercicio.

Assim como o estresse oxidativo, algumas citocinas selecionadas também influenciam
na disfuncdo e degradacdo muscular em pacientes criticos. Em um modelo para explicar a
caquexia, Reid (2001), sugeriu que a interacdo entre a ERO e citocinas proinflamatdrias como
0 TNF-a sdo sinérgicos, talvez indicativo de um ciclo de feedback positivo patoldgico, que faz
baixar a regulacéo da reparacao do tecido muscular danificado. Assim, ndo € simplesmente a
supressao direta da atividade muscular que leva a disfuncdo na presenca de TNF-a, mas um
decréscimo de reparacdo e/ou incremento da apoptose que resultam no enfraquecimento
muscular mediados por estas citocinas inflamatérias (REID, 2001).

Na tabela 5, podemos observar que das citocinas avaliadas, observamos apenas uma
Unica alteracdo que foi a reducdo na concentracdo do TNF-o para o grupo submetido a CEP,
comparando os instantes antes e depois de uma hora da realizacdo do exercicio nos quatro
grupos estudados, sendo suficiente para promover alteracfes nos parametros da resposta
imune. Com relagdo as demais citocinas avaliadas; IL-6, IFN-y ¢ IL-10, ndo foram observadas
nenhuma alteragdo comparando antes com o depois do protocolo do estudo para todos os
grupos. O nivel de intensidade e a duragdo do exercicio, assim como, a cinética das citocinas,
pode ter sido fundamental para que houvesse ou néo, alteragdes na concentragdo das citocinas
estudadas, sendo que das citocinas avaliadas, 0 TNF-a ¢ a primeira a ter seu pico de elevagdo
no plasma nas primeiras horas durante o exercicio (FRIEDRICH et al., 2015).

Célia Castro et al. (2002), ao estudarem o exercicio fisico e o sistema imunoldgico
descreveram que diferentes tipos e cargas de exercicio fisico podem provocar alteraces
distintas no sistema imunologico. Neste sentido, € importante conhecer que dependendo do
tipo de exercicio: agudo, moderado ou intenso podem influenciar alguns parametros da
imunidade tanto celular como humoral. A variabilidade do tempo de avaliacdo da funcéo
destas células depois do exercicio fisico, o nivel de aptidao fisica individual e os diferentes
protocolos experimentais utilizados podem justificar os diversos resultados encontrados
(CELIA CASTRO et al., 2002).

Uma das citocinas mais importantes neste processo inflamatorio € a IL-6 que tem uma
ampla gama de atividade biologica. Ela é sintetizada pela celula do sistema imunologico e
pelas células do musculo esquelético, adipocitos, células endoteliais e células do epitélio
intestinal (FINK, et al., 2006). Semelhante ao TNF-a, a IL-6 € liberada no inicio da cascata

inflamatdria. Ao contrario do TNF-a, a IL-6 aumenta na miosina e parece ter um papel na
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manutencdo do fornecimento de energia durante o exercicio no midcito. A contra¢do muscular
induz a sintese e liberagdo de IL-6 no plasma em grandes quantidades, independente da
producdo do TNF-a. Durante o exercicio, mesmo de baixa intensidade, a IL-6 também é
sintetizada e colocada em circulacdo pelo peritenddo e tecidos adiposos (NEMET et al.,
2002).

Além das propriedades proinflamatdrias, altos niveis de IL-6 agem para estimular o
aparecimento de citocinas antiinflamatérias no plasma, incluindo IL-10 e IL-1Ra. A IL-6
derivada do masculo reduz a producdo de TNF-a, interrompendo a degradagdo do musculo
por meio de destruigdo da miosina (WINKELMAN, 2007). Muito embora ndo tenha havido
alteracdo significativa dos valores das citocinas IL-6 e 1L-10 em nenhum dos grupos, o Unico
grupo que apresentou elevacdo nos seus valores ap6s a realizacdo do protocolo de estudo foi o
grupo da CEP, fato que pode ter contribuido para a mudanca da concentracdo de TNF-o apos
60 minutos mais tarde. Talvez as mudangas nas concentracfes de IL-6 e IL-10 ocorram em
outro periodo de dura¢do do nosso estudo, o qual ndo foi monitorado.

A supressdo de citocinas proinflamatdrias como a IL-6, especialmente as poderosas
IL-1B e TNF-0, podem beneficiar pacientes criticamente enfermos. A IL-10 é uma citocina
antiinflamatdria, inicialmente identificada pela sua capacidade para desligar a producdo de
citocinas pelas células T. Investigacfes tém demonstrado que a IL-10 inibe a sintese de IL-1p,
IL-6, TNF-o0, intermediarios reativos de oxigénio, ¢ outros fatores proinflamatérios,
suprimindo Varias respostas imunes através de acdes individuais sobre varios tipos de células.
Depois do exercicio, altos niveis circulantes de IL-6 sdo seguidos por aumento da producéo de
IL-10. Estudos sugerem que o exercicio faca com haja uma a¢do antiinflamatdria através da
indugéo de IL-10 e IL-6 e inibi¢do de TNF-a e IL-1B. Os mensageiros celulares, 1L-6 e IL-10,
estdo implicados na manutencdo da funcdo muscular durante o alongamento e alguns tipos de
exercicio. O exercicio fisico € explorado como um agente regulador da inflamacdo e da
funcdo muscular (WINKELMAN, 2007). A verdade é que importantes implicacdes clinicas
tem sido demonstradas, sendo o exercicio fisico umas das principais formas de prevencdo na
funcdo muscular do paciente critico.

Nossos achados podem colaborar para demonstrar a importancia clinica das
mudancgas nas citocinas inflamatorias em pacientes criticos, sendo este, um dos efeitos
precoce da mobilizacdo do paciente critico. Um estudo mais aprofundado dessas terapéuticas
aplicado por mais de uma sesséo, pode indicar mudangas no perfil de citocinas em resposta a

uma atividade em pacientes criticamente doentes.
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Ja& Amidei et al. (2013), ao estudarem os efeitos do exercicio passivo em 30
pacientes criticos com até 72 horas de VM durante 20 minutos sobre os sinais vitais, a
presenca de dor e as citocinas inflamatdrias que foram avaliadas em trés momentos, antes,
logo apos a cicloergometria passiva e 60 minutos depois, concluiram que esta intervencéo foi
bem tolerada, reduziu a presenca de dor e fez com que houvesse reducdo do niveis de IL-6
apos 60 minutos do exercicio passivo, demonstrando os beneficios fisioldgicos antecipados do
exercicio. Os autores descreveram ainda que essa reducéo significativa na concentracdo de IL-
6 desde o inicio até ao final da intervencdo combinada com a falta de mudancas significativas
no final periodo de repouso que se seguiu a intervencao, ap6ia ndo apenas a nocao de que o
exercicio passivo ndo piora a inflamacdo, mas também que o exercicio pode ter sido
responsavel por uma diminuicéo da IL-6 (AMIDEI et al., 2013).

Segundo Winkelman et al. (2007), em individuos saudaveis, incrementos no TNF-a
sdo variaveis em resposta ao exercicio, sendo maior quando 0 estresse oxidativo esta presente
durante o exercicio. Niveis séricos do TNF-a também reduzem os niveis de antioxidantes em
alguns masculos esqueléticos. Como TNF-o ¢ uma citocina proinflamatéria, estimula a
sintese de varios fatores, incluindo moléculas de adesdao, ON e ERO (WINKELMAN et al.,
2007).

Apesar de ndo termos observado alteracbes em todas as citocinas inflamatorias
avaliadas em uma Unica sessdo com a utilizagdo da CEP e da EENM, acreditamos que a
aplicacdo destas terapéuticas tenha efeitos benéficos sobre os parametros da resposta imune,
assim como, Karavidas et al. (2006) ao estudarem a aplicacdo da EENM durante seis semanas
em membros inferiores de pacientes cardiopatas graves, observaram que a EENM foi capaz
de promover um impacto direto na funcdo endotelial e em marcadores periféricos de ativacao
antiinflamatdria com reducédo dos niveis do fator de TNF-a, interleucina 6 ¢ melhora do fluxo
sanguineo na artéria braquial observada pela ultrassonografia com doppler. Estas citocinas
podem agir sistemicamente como estimulo anabdlico muscular atenuando os efeitos
catabolicos da doenga critica e do imobilismo. A EENM e o exercicio podem também ativar
uma via bioenergética que melhora a funcdo mitocondrial dos musculos esqueléticos
sistemicamente (KARAVIDAS et al., 2006).

Em outro estudo, avaliando os efeitos sobre os parametros da resposta imune, apos um
total de vinte sessdes, Akar et al. (2015), estudaram pacientes com DPOC submetidos a VM
cujo objetivo foi investigar o impacto da mobilizacdo ativa e da EENM no processo de
desmame, alta hospitalar e mediadores inflamatorios. Eles estudaram 30 pacientes divididos

em trés grupos, sendo 10 pacientes em cada grupo: grupo 1 — submetido a mobilizacéo ativa
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de extremidades e EENM, grupo 2 — submetido apenas EENM e grupo 3 — apenas
mobilizagdo ativa de extremidades. Foi observada melhora significativa na forgca muscular
periférica, principalmente de extremidades de membros inferiores, nos grupos que realizaram
EENM e exercicios e EENM exclusivamente. Em adicao, foram observadas também reducéo
das IL-6 e IL-8 no grupo de pacientes submetidos a EENM (AKAR et al., 2015).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Podemos concluir que para populacdo estudada, tanto a CEP como a EENM
aplicado a pacientes criticos em VM ndo foram suficientes para provocar alteracdes séricas
nas citocinas em uma Unica sessdo da aplicagdo dessas terapéuticas. No entanto, avaliando os
efeitos da CEP e da EENM sobre o estresse oxidativo, foi observada reducéo na concentragéo
de ON, ap6s uma hora da utilizacdo destas terapéuticas. Estes resultados apontam que a
utilizacdo dessas terapéuticas quando aplicadas de forma isolada podem favorecer na reducéo
do estresse oxidativo celular.

Em relacdo ao comportamento das citocinas inflamatérias avaliadas no presente
estudo, observamos que a aplicacdo da CEP foi a Unica terapéutica capaz de provocar reducéo
na concentracdo de TNF-a, desta forma, atuando na redugdo do processo inflamatorio,
comum em pacientes criticos.

Devemos considerar que novas pesquisas com essas intervencfes possam avaliar
uma variabilidade maior do tempo de avaliacdo da funcdo destas células apds o exercicio
fisico, o nivel de aptidao fisica individual dos pacientes antes da doenca critica e a duracdo e
intensidade da atividade estabelecida nos diversos protocolos para que possamos tornar 0s

resultados mais conclusivos.
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APENDICE A: FICHA DE AVALIACAO PARA INSERCAO NO PROTOCOLO DO
ESTUDO
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LEITO:

NUMERO:

HOSPITAL AGAMENON MAGALHAES
PROTOCOLO DE ESTUDO DA TESE DE DOUTORADO DE EDUARDO ERIKO TENORIO DE FRANCA

“EFEITO AGUDO DO EXERCICIO FiSICO PASSIVO ASSOCIADO A ESTIMULACAO ELETRICA
MUSCULAR SOBRE OS PARAMETROS DO SISTEMA IMUNE E O ESTRESSE OXIDATIVO DE
PACIENTES CRITICOS”

Ne DO REGISTRO: NOME DO PACIENTE:
DATA: _/_/15__ ALTURA: PESO REAL: PESO IDEAL: IMC:
IDADE: DATAADMISSAO:  / /15

GRUPO:  ACONTROLE A ELETROESTIMULACAO  AEXERCICIO PASSIVO AEXERC. + ELETRO

PARAMETROS UTILIZADOS DURANTE A AVALIACAO INICIAL
DIAGNOSTICO
APACHEI
BALANCO HIDRICO — 24H
FAZ HEMODIALISE
SEDATIVO UTILIZADO MIDAZOLAN:
PROPOFOL:
FENTANILA:
ESCALA DE SEDACAO RAMSAY: RASS:
TEMPO RESTRICAO AO LEITE: VM: uTl:
ANTIBIOTICO:
CORTICOIDE:
GLICOSE HGT:
COTA CALORICA/DIA VCT: Kcal/dia VCT: Kcal/Kg/dia
GASOMETRIA  ARTERIAL | ANTES: pH= PCO2= PO2= HCO3-=
BE= P/F= Sa02= Lac=
DEPOIS: pH= PCO2= PO2= HCO3-=
BE= P/F= Sa02= Lac=
SINAIS VITAIS ANTES: FR= FC= Sp02= PA= T:
MECANICA RESPIRATORIA | Cst Antes : Rsr Antes:
Cst Depois: Rsr Depois:
INTENSIDADE DA | MID: MIE:
ELETROTERAPIA
PARAMETROS PCV= TI= RT= FR= / VT=
VENTILATORIOS PEEP= Fio2=




PROGRAMA DE ELETROESTIMULACAO PARA MEMBROS INFERIORES

Tempo: 20 minutos (com 10 minutos para aquecimento e resfriamento®)
Intensidade: até contracdo muscular visivel

Largura de pulso: 500 ps

Frequéncia: 50 Hz

Tempo On/Off: 10s / 10s

*Aquecimento e Resfriamento: 5* de estimulagdo com F= 10Hz no inicio e no final da sessdo

CRITERIOS DE EXCLUSAO — Chung and Mueller 2010

CARDIOVASCULAR RESPIRATORIO NEUROLOGICO CLiNICO
PAM < 65mmHg S5p02<90% Agitacdo psicomotora | Idade < 18anos
FC < 40 ou >130 bpm FR <5 ou > 35ipm | Morte encefalica IMC > 35kg/m2
Hemodindmica Assincronia Doenca Doenca vascular
- Administracdo de novo | paciente neuromuscular
agente vasopressor. ventilador
Status cardiaca Fi02>60% Pacientes que nao Terapia contra o céncer nos

- Novo infarto cardiaco
- Arritimia
- Isquemia cardiaca nova

deambulavam antes ultimos seis meses

do internamento

Utilizacdo de marca-passo

Gestantes

Uso de BNM e
corticoesterdides

Algum  tipo
articular ou fratura em MMII

de limitacdo

Lesdo de pele no local
colocacdo do eletrodo

de

Sepse

CRITERIOS DE SIRS E SEPSE — Kayambu et al. 2011 (EXCLUSAO)

SINDROME

CRITERIO

SIRS dois ou mais critérios

FC>90bpm
FR >20ipm ou PCO2 <32mmHg
WCC <4x10°céls/L ou > 12x10°céls/L ou >10% de imaturas 12,000
T>38=C ou T<36°C

SEPSES SIRS + infeccdo prévia
SEPSE severa Sepsis + faléncia de um ou mais drgdos
Chogue SEPTICO Sepsis severa + faléncia cardiovascular a dispeito de uma adequada

ressucitacdo de fluida.
(PAS < 90mmHg ou > 40mmHg)

TABELA DE MONITORIZACAO DURANTE O EXPERIMENTO
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PARAMETROS

TEMPO

FR

FC

Sp02

PA

Cst

Rsr

ANTES

DURANTE

01min

02min

03min

04min

05min

06min

07min

08min

09min

10min

11min

12min

13min

14min

15min

16min

17min

18min

19min

20min

DEPOIS

10min

30min

1hora
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APENDICE B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE
(De acordo com os critérios da resolucio 196,/96 do Conselho Nacional de Sadde)

TITULO: EFEITO AGUDO DO EXERCICIO FiSICO ASSOCIADO A ESTIMULACAO ELETRICA
FUNCIONAL SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO E O SISTEMA IMUNE DE PACIENTES CRITICOS

INVESTIGADORES: Eduardo Eriko Tenério de Franca

LOCAL DE ESTUDO: Hospital Agamenon Magalhdes (HAM).

ENDERECO: Estrada do Arraial 2723, Casa Amarela CEP: 52051380 Recife-PE Fone:
3184.1659

Neste termo de consentimento podem constar alguns tépicos que vocé ndo
entenda. Se tiver alguma davida, pergunte ao responsavel pela pesquisa ou outra pessoa
que acompanhe a mesma para que assim possamos deixa-lo (a) esclarecido (a). Vocé
receberd uma copia deste termo de consentimento para seu registro.

INTRODUCAO E OBIJETIVOS: Como responsavel legal, o (a) Senhor (Sra.) estd sendo
convidado (a) autorizar a participacdo do (a) paciente na
pesquisa, onde sera submetido (a) a um programa de exercicios e a estimulagdo muscular
em membros inferiores e avaliado efeitos deste programa sobre os mediadores
inflamatorios e a oxidacdo em pacientes na unidade de terapia intensiva.

DURACAO DO ESTUDO: A coleta de dados tera a duracdo de aproximadamente 36 meses,
e sua participacdo serd exclusivamente no momento dos exercicios, da estimulacdo
muscular e da avaliacdo laboratorial.

RISCOS E DESCONFORTOS: A metodologia adotada durante a avaliacdo e intervencdo
terapéutica, assim como, a analise laboratorial, sdo procedimentos realizados de rotina
dentro da UTI. Caso haja alguma lesdo de pele ou desconforto aoc paciente durante a
pesquisa, a mesma sera interrompida imediatamente. Tais riscos serdao minimizados com a
utilizacdo da terapéutica adequada obedecendo os limites de seguranca estabelecidos na
literatura.

CONFIDENCIALIDADE: As informactes obtidas a partir deste estudo serdo tratadas
rigorosamente com confidencialidade. Os resultados serdo divulgados publicamente,
entretanto, sua identidade jamais sera revelada.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA / RETIRADA: A participacio do paciente sob sua
responsahilidade neste estudo é wvoluntéria, vocé pode recusar-se a autorizar a
participacdo a qualguer momento da pesquisa.
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DUVIDAS: Em caso de haver duvidas adicionais sobre a sua participacéo, retire-as com o
pesquisador. Ndo assine este termo se ndo concordar na participacdo, ou se suas davidas
ndo forem esclarecidas satisfatoriamente.

CONSENTIMENTO DO ENTREVISTADO: Li e entendi as informacdes precedentes,
descrevendo este estudo e todas as minhas duvidas foram respondidas satisfatoriamente.
Estou consciente de que o estudo ndo tem fins lucrativos. Dou livremente minha
autorizacdo para participacdo do estudo até que decida pelo contrario. Assinando este
termo de consentimento, concordo em autorizar a participacdo neste estudo e nao abro
mao, na condicao de responsavel legal pelo paciente pesquisado, de nenhum direito legal
que ele tenha.

Nome do paciente

Nome do responsavel legal Assinatura do responsavel legal Data

Testemunha

Testemunha
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Effects of electrical muscle stimulation early in the quadriceps and
tibialis anterior muscle of critically ill patients
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Abstract Keywords

Background: Electrical muscle stimulation (EMS) is applied to critically ill patients in order to  (ritical illness, electrical stimulation, muscle

improve their muscle strength, thereby preventing hypotrophy and promoting functional weakness
recovery. Objective: To assess the effects of early EMS on the range of movement of the ankle
joint, and on thigh and leg circumference in critically ill patients. Methods: This is a prospective History

randomized clinical trial comprising 11 patients undergoing mechanical ventilation. Before and
after EMS the thigh and leg circumference in both lower limbs and the goniometry of the
tibiotarsal joint were measured. The angle of 90° on the goniometer was taken as the standard
neutral position (NP), with the arm fixed on the lateral malleolus of the ankle joint. Other
measurements, namely dorsiflexion and plantar flexion, referred to as mobile arm, were taken
from the NP. These recordings were obtained following an active contraction of the patients’
muscles. Results: Compared with the electrostimulated limb, a difference in dorsiflexion of the
control limb was observed (96.2 + 249 versus 119.9 = 14.1°; p=0.01). A girth of 10cm of the
leg was found in limb reduction when compared to the electrostimulated one (24.7 + 3.1
versus 26.4 £+ 4.0cm; p=0.03). Conclusions: EMS used at low current intensity and for a short
duration failed to prevent muscle atrophy in critically ill patients. However, we did find a
significant improvement in active dorsiflexion of the ankle joint suggesting that it could help to
prevent against stance plantar flexion in these patients.
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Introduction

proximal muscle weakness and fatigue. These factors were
associated with the presence of equinus foot, adversely affecting
these patients’ return to work.

Goniometry is a method used by physical therapists to quantify
joint limitation. Measurements of joint angles of the ankle in
dorsiflexion and plantar flexion can demonstrate an improvement
in the patient’s functional recovery.

As an alternative to reversal of muscle weakness and
deconditioning, electrical muscle stimulation (EMS) has been
used as a therapeutic modality that involves the application of
electrical current pulses through electrode surfaces in order to
generate neural action potentials, which produce an artificial
muscle contraction (Montenegro et al, 2005).

Gerovasili et al (2009a) demonstrated that an early (from the
second day of hospitalization) deployment of a 45-min daily
program of EMS of the lower limb was well tolerated and was
able to mitigate the loss of muscle mass in critical patients,
measured by means of ultrasonography. In this study, the authors

Muscle weakness and deconditioning are increasingly frequent in
patients requiring prolonged mechanical ventilation (MV), and are
associated with increased morbidity and mortality. These com-
plications are multifactorial in origin, such as immobility in bed,
sepsis, the systemic inflammatory response syndrome (SIRS) and
exposure to pharmacological agents (Borges, Oliveira, Peixoto,
and Almeida de Carvalho, 2009; De Jonghe et al, 2002;
Garnacho-Montero et al, 2001). Seventy per cent of patients
with chronic lung disorder admitted to the intensive care unit
(ICU) (Cabric and Appel, 1987; Currier and Mann, 1983) showed
a significant reduction in quadriceps muscle strength and exercise
intolerance compared to healthy adults of the same (Hamilton,
Killian, Summers, and Jones, 1995).

Herridge et al (2003) studied patients recovering from acute
respiratory distress syndrome, and after 1 year observed func-
tional impairment, which was attributed to loss of muscle mass,

Address correspondence to Dr Eduardo Eriko Tenorio de Franga PT, MSc,
Department of Physiotherapy. Institute of Biology and Health,
Universidade Catdlica de Pernambuco — UNICAP, Rua do Principe s/n
Boa vista Refice - PE, Recife, Brazil. E-mail: edueriko@ig.com.br

describe some adverse effects of EMS, including muscle fatigue,

skin hyperemia and burns related to high current intensities.
The application of EMS at the neuromuscular junction and

around the muscle fibers produces contractions that prevent
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atrophy, improve blood circulation and alleviate the effects of
prolonged immobility (Gondin, Guette, Ballay, and Martin, 2006;
Jubeau et al, 2006; Maffiuletti et al, 2006; Marqueste, Hug,
Decherchi, and Jammes, 2003). Such benefits may persist for up
to 4-6 weeks after the end of the EMS treatment. Another great
benefit of using EMS is that the cardiovascular system is not
overloaded, thus allowing patients with severe respiratory failure
to tolerate this type of training (Hayter, Coombes, Knez, and
Brancato, 2005; Theurel, Lepers, Pardon, and Maffiulleti, 2007;
Zanotti, Felicitte, Maini, and Fracchia, 2003). Physical exercise
can be combined with EMS in order to improve muscle strength
(Currier and Mann, 1983; Hamilton, Killian, Summers, and Jones,
1995) and prevent loss of muscle mass, thereby reducing the
length of ICU stay (Dobsdk et al, 2006). This study therefore
aimed to evaluate the effects of early EMS on the range of motion
(ROM) of the ankle joint and on thigh and leg circumference in
critically ill patients.

Methods

The present study is a prospective randomized, blind clinical trial
conducted in the general ICU of Agamenon Magalhdes Hospital
(HAM) between February 2011 and October 201 1. The study was
approved by the hospital’s Ethics in Research Committee.

A comparative study was conducted using early and systematic
protocol of EMS on the quadriceps and tibialis anterior muscles
of a limb while the other was used as control, with passive
mobilization of joints in all ranges of motion being performed on
both limbs. The lower limb stimulated was chosen randomly using
Microsoft Office Excel 2007 version.

Patients

The sample consisted of individuals of both genders who were on
MYV for a period of up to 48 h. A survey was made of the medical
records of patients admitted to the ICU for the purpose of
recruiting volunteer patients meeting the inclusion criteria. The
patients recruited were those who presented with a: good
cardiovascular reserve, demonstrated by the absence of electro-
cardiographic changes, without evidence of acute myocardial
infarction or arrhythmia; good respiratory reserve, represented by
the absence of respiratory distress signs; good gas exchange,
identified by peripheral oxygen saturation of over 90%, for a
fraction of inspired oxygen (FiO?) of less than 60%; and who had
not participated in any kind of exercise program associated with
the study in question.

The study excluded patients who: were younger than 18 years;
pregnant; body mass index (BMI) =35 kgimz; brain death;
neuromuscular disease; use of cardiac pacemakers; vascular
disease; or any type of fracture or skin lesions in the determined
location of the electrode; patients who were not walking before
admission; or who had been treated for cancer in the last six
months (Routsi et al, 2010).

Patient recruitment

A researcher made daily visits to the general ICU to select
patients for the study, using a checklist. When the researcher
identified a patient who met the eligibility criteria, the patient’s
family was approached and requested to authorize the patient’s
inclusion in the study. Upon family acceptance and the signing of
the free and informed consent form, the procedures of data
collection were started.

Evaluation

After recruitment, the subjects were assessed in accordance with
medical records, demographic information, medical history, BMI,
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Figure 1. Direction finding of the ankle joint. Fixed arm (90° with the
lateral malleolus) and mobile arms and dorsiflexion (DF) and plantar
flexion (PF).

diagnosis, blood gas data and evaluation of their acute physio-
logical and chronic health using the Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation (APACHE) II. Data related to the use
of neuromuscular blocking agents, steroids, sedatives, and vaso-
active drugs, were also collected.

The peripheral muscle strength of the lower limbs of all
patients selected for the study was evaluated after the withdrawal
of sedation. The initial evaluation of the protocol was made on the
first awakening and the final one made when the patient attained
the degree 4 of muscle strength on the Oxford Score Rating Scale,
with values ranging from (0) to (5) where: [0] =no motion
(complete paralysis); [1] = sketch of motion without contraction;
[2] = limb movement with gravity eliminated; [3] = active move-
ment against gravity without resistance; [4]= active movement
against gravity and against resistance; and [5] =normal muscle
strength. Peripheral muscle strength of the lower limbs was also
evaluated through the Medical Research Council — MRC score,
with values ranging from [0] tetraplegia to [30] normal muscular
strength. The movements evaluated were hip flexion, knee
extension and ankle dorsiflexion (Marqueste, Hug, Decherchi,
and Jammes, 2003).

Both groups were evaluated at baseline and on completion of
EMS. The circumference of the lower limbs were assessed at the
distal thigh of both limbs: 5cm, 10 cm and 15 cm above the base
of the patella; and in the leg: 5cm, 10cm and 15 cm above the
lateral malleolus (Franca et al, 2011).

The angulation of the ankle was also assessed with a
goniometer in the movements of dorsiflexion and plantar flexion,
in which the goniometer was positioned as follows: Fixed arm -
parallel to the lateral surface of the fibula; mobile arm — parallel
to the lateral surface of the fifth metatarsal; and Axis — the ankle
joint, near the lateral malleolus, but this measurement was
performed only at the time of discharge from the ICU (Figure 1).
The angle of 90° on the goniometer was taken as standard neutral
position (NP), with the arm fixed on the lateral malleolus of the
ankle joint. Other measurements, namely dorsiflexion (DF) and
plantar flexion (PF), referred to as mobile arm, were taken from
the NP. These recordings were obtained following an active
contraction of the patients’ muscles.

The EMS was applied by two researchers, physical therapists
trained in the department. Two other researchers (blinded to
treatment) carried out the evaluation of peripheral muscle
strength, circumference and goniometry.

Before starting the protocol lengthening of the hamstring
muscle group, hip adductors and abductors was conducted.
Each movement was performed three times for 30 s in the right
and left legs.
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Intervention

The EMS protocol was systematically performed on the belly of
the quadriceps muscles (vastus lateralis, rectus femoris and vastus
medialis) and the tibialis anterior, daily, until the patient attained a
force of 4 on the scale of muscle strength for the muscle
stimulated, assessed after removal from sedation. The electrodes
were placed on their muscle motor points stimulated and marked
for the exact location of EMS, thus allowing a mark to identify the
motor point of the muscle stimulated.

The stimulator used (Dualpex SPORT 961; Quark Medical
Products; Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil) delivered biphasic,
symmetric impulses of 5S0Hz, 400 us pulse duration, for 9s on
(including 25 of rise time, 5 second of contraction and 2s of fall
time) and 9 s off at intensities that resulted in visible contractions.
In case of doubt, contraction was confirmed by palpation of the
muscles involved (Routsi et al, 2010). The session length was
20 min for each muscle group. The 20-min duration of stimulation
was predetermined by the equipment used to strengthen the legs,
which was not adjustable.

In both limbs passive mobilization of joints of the lower limbs
was performed, the movements being as follows: flexion and
extension of the fingers; dorsiflexion, plantar flexion, inversion
and eversion of the ankle; knee flexion and extension; and
flexion, abduction, adduction, internal and external rotation of the
hip. For each joint 10 mobilizations were performed throughout
the arc of movement.

The criteria for discontinuation of the protocol were signs of
fatigue, exemplified by the absence of visible muscle contraction,
or hyperemia, demonstrated by signs of redness at the stimulation
site of the electrodes. These signs were continuously monitored
by the examiner applying the EMS.

Statistical analysis

The sample size was determined by classical statistical terms,
with type 1 error associated with the null hypothesis. The
likelihood of a type I error is designated o (alpha) at a predefined
significance level of 0.05 (o= 0.05).

The variables are presented using tables and figures, including
descriptive measurements, such as minimum and maximum value,
mean and standard deviation. The Kolmogorov—Smirnov test was
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employed to test the assumption of normality of the study
variables.

The independent Student r-test was used for the comparative
analysis of independent and paired samples, and the Wilcoxon,
Mann—Whitney, one-way ANOVA and Tukey post-tests when
appropriate.

All conclusions were based on a significance level of 5%,
using GraphPad Prism 4 and Microsoft Office Excel 2007.

Results

During the study period, 128 patients were admitted to the ICU.
Of these. 117 were ineligible for the study protocol. The 11
remaining patients were divided randomly into left lower limb
(LLL) (n=4) and right lower limb (RLL) (n=7) (Figure 2).

Table 1. Clinical diagnosis, use of neuromuscular blocker (NMB) and
use of antibiotics and mean =+ standard deviation of age, APACHE II
score and days of stay in ICU, days of mechanical ventilation (MV), days
to arouse, use of vasoactive drug and use of sedation.

Variables

Clinical diagnosis

Eclampsia 2(18.2)
Haemorrhagic dengue fever 1(9.1)
HELLP syndrome 1(9.1)
Uraemic syndrome 1(9.1)
Seizures 1(9.1)
Diabetic ketoacidosis 1(9.1)
Sepsis 4 (36.3)
Use of NMB 3(27.3)
Use of antibiotics 6 (54.5)
Age (years) 34.0£173
APACHE 11 score 15.7 45
Days of treatment 10.2£9.0
Days of stay in ICU 19.5+21.3
Days of MV 9.6 +83
Days to arouse 3.1+£35
Days on vasoactive drugs 1.0+£1.9
Days of sedation 6.5+£58

The values for clinical diagnosis, use of NMB and use of antibiotics are
expressed as absolute numbers (%). The other values are expressed as
means =+ standard deviations.

128 medical ICU patients screened

103 patients did not meet eligibility criteria
= 102 did not meet inclusion criteria
* | decided not to participate

‘ 25 patients enrolled and randomised

|

}

13 patients underwent intervention on their right leg
= 6 patients excluded: 2 for neurological disease: 2 for
MV = 48h; 1 for obesity and 1 for data loss

12 patients underwent intervention on their left leg
= 8 patients excluded: 1 for non-consolidated fracture; 2

neurological disease; 1 for infectious and contagious disease; 1
for hemodynamic instability; 2 for MV > 48h and 1 for AMI

7 analysed in ITT population

Figure 2. Trial profile. ICU, intensive care unit; MV, mechanical ventilation; AMI, acute myocardial infarction; ITT, intention-to-treat.
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Table 2. Mean =+ standard deviation of tibiotarsal joint angles in the
neutral position, dorsiflexion and plantar flexion in control and
electrostimulated limbs after the study protocol.

Control Electrostimulated
Variables p* Value limb limb p* Value
NP (degree) 126.7 £ 10.6 1198 +£9.9 0.13
DF (degree) 1199+ 14.1 962 +24 91 0.01
PF (degree) 1453 +£17.9 1365+£13.2 0.20

Physiother Theory Pract, Early Online: 1-6

Table 5. Intensity used during electrical stimulation at the beginning and
end of the study protocol.

Standard P
Minimum  Maximum Mean deviation Value

Beginning of the 22.0 60.0 394 13.0 0.00
protocol

End of the 18.0 48.0 30.0 93
protocol

*Student rtest for independent samples: NP, neutral position; DF,
dorsiflexion; PF, plantar flexion.

1p<0.05 when compared NP to PF (one-way test ANOVA and Tukey's
test).

Table 3. Variation of circumference of control and electrostimulated
lower limbs.

Control Electrostimulated
limb limb p* Value

Leg

Sem (cm) —0.9+1.7 —1.8+23 0.31

10em (cm) 1.0 (—=0.75 to —1.0) —1.0 (=2 t0o =0) 021

I5c¢m (cm) —1.8x2.6 —1.7+£2.6 0.93
Thigh

Scm (cm) —0.9+3.5 —1.5+5.1 0.76

10cm (cm) —1.2+3.6 30+£28 0.008

15 cm (cm) —1.4+34 —0.6+43 0.651

Table 4. Medical Research Council (MRC) score for lower limb
movements of hip flexion, extension of the knee and ankle dorsiflexion
of control and eletrostimulated limbs before and after the study protocol.

Control limb Electrostimulated limb

Before After  p* Value Before After

MRC 11.94+3.8 128+39 0.18

p* Value

12040 12.6+41 0.8

*Student 7-test for paired samples.

Table 1 presents the patients’ characterization for: diagnosis;
use of neuromuscular blocker (NMB); use of antibiotic; age;
APACHE I score; days of treatment; days of ICU stay: days of
MV; days to arouse; and days of use of vasoactive drugs and
sedation. All of these parameters evaluated at baseline were
intended to characterize the study population.

The angulation of the tibiotarsal joint in the control and
stimulated members is shown in Table 2. The angle of dorsiflex-
ion was significantly higher in the electrically stimulated limb
compared with the control lomb (119.9+ 14.1 versus 96.2 +24.9
degrees; p =0.01), which indicates a higher active dorsiflexion of
the ankle joint.

The circumference measures of the leg and thigh in both the
control and electrostimulated limbs are in Table 3. The circum-
ference measures obtained at the 10cm of the thigh were
significantly lower in control compared with the electrostimulated
lower limbs, after the study protocol. However, at the 5 and 15 cm
of the thigh circumference, no significant differences in control
and electro-stimulated limbs were observed before or after the
study protocol. No differences were found for circumference
measures of the leg at 5,10 and 15cm.

The MRC score for the lower limb, obtained by performing hip
flexion, knee extension and ankle dorsiflexion of the control and
electrostimulated limbs before and after the study protocol are

*Student r-test for samples varied.

shown in Table 4, and there were no statistical differences
between the groups. EMS was maintained until the patient
attained muscular strength >4 for each joint of the lower limb. All
the patients studied attained this value, and EMS was then halted.
Table 5 presents the intensity used during electrical stimula-
tion at the beginning and end of the study protocol. A significant
reduction in intensity was observed at the end of the study
protocol (30.0+9.3 versus 39.4 + 13.0 mA, respectively).

Discussion

In this randomized controlled study, we were able to observe an
increase in the ROM of active dorsiflexion in patients undergoing
EMS compared to the nonelectrostimulated lomb. This result
demonstrates the importance of the use of EMS in these patients
with the goal of maintaining ankle joint ROM, thereby reducing
limitations and facilitating the process of functional recovery.

In addition, the EMS of the quadriceps and tibialis anterior of
critically ill patients undergoing MV resulted in the maintenance
of thigh circumference values in both groups before and after
application of the study protocol. For the leg circumference, the
values decreased, which may indicate a decrease in muscle mass
in both limbs, with or without EMS. The general interpretation is
that EMS did not induce change in muscle circumference in the
present study.

Several factors may affect functional status and result in a
longer period of MV and hospitalization with consequent loss of
muscle mass. Examples of these factors are bed immobility,
clinical disorders, and exposure to pharmacological agents. These
negative factors can also increase the chances of critically ill
patients developing paresis, with major damage to the musculo-
skeletal system (Franca et al, 2012).

In the present study, although the mean age of the patients was
relatively low, they had other co-morbidities (i.e. the presence of
sepsis) and use of NMB, antibiotics and sedatives that could have
worsened their neuromuscular condition (De Jonghe, Lacherade,
Sharshar, and Outin, 2009; Latronico and Rasulo, 2010). These
patients also had a mean APACHE II score of around 15, which
corresponds to a mortality risk of around 25%.

Physical deconditioning and muscle weakness occur in 25% to
60% of patients, who regain normal consciousness after 1 week of
MYV, ranging from mild tetraparesis to severe tetraplegia. As a
result, managing patients with ICU-acquired weakness (ICUAW)
is part of the everyday clinical experience of every intensive care
worker (De Jonghe, Lacherade, Sharshar, and Outin, 2009).

Research shows that EMS can be used in the prevention and
treatment of muscle atrophy, resulting in an increased oxidative
capacity, improved microcirculation and decreased levels of
anaerobic enzymes (Gerovasili et al, 2009b; Nuhr et al, 2003;
Vivodtzev, Lacasse, and Maltais, 2008). EMS has been an
alternative treatment used to counteract the constraints of soft
tissue and muscle weakness as well as, to preserve the ROM of
joints. The improvement in muscle performance is facilitated by
electrical stimulation through the mobilization of the joint in the

83

RIGHTS LI1N K



Physiother Theory Pract Downloaded from informahealtheare.com by 189.1.2.31 on 01/03/14
For personal use only

DO 10.3109%/09593985.2013 869773

ROM available or through the increase in amplitude. In the
absence of voluntary movements, functional electrical stimulation
can activate the muscles to move the joint passively in any
direction (Falcdo, Guimardes, and Amaral, 2006). EMS has also
been used as a preventive therapeutic method in dorsiflexor foot
deformities, such as equinovarus (Martins, Guimardes, Vitorino,
and Souza, 2004).

In this study, during the implementation of EMS, we observed
a greater movement in dorsiflexion of the ankle joint from the NP
in the electrostimulated group than in the control group. We
believe that EMS applied to the tibialis anterior muscle has been
fundamental in maintaining the muscle tone of the antigravity
muscle and that has hampered the predominance of flexor
muscles in the plantar flexion position, so common in critical
patients. This finding is in agreement with that of Schuster, Sant,
and Dalbosco (2007), who performed a study in hemiparetic
patients, using EMS on the tibialis anterior for 30min over a
period of 45 days, 3 times a week, totaling 20 treatments. That
study set out to assess the effects of electrical stimulation in
strength and muscle tone, range of motion and gait. EMS has been
considered effective in improving active range of motion and
passive dorsiflexion, muscle re-education, and the reduction of
spasticity and gait.

In relation to the circumference variation data of our study, we
observed a significant change only in the thigh, in both control
and EMS limbs, in the measurements taken at 10cm. These
findings demonstrate that, in our study, EMS was not sufficient to
mitigate the loss of muscle mass measured by circumference of
the lower limbs.

Routsi et al (2010) studied the effectiveness of EMS in the
prevention of polyneuropathy in critical patients divided into
control and EMS groups, 71 patients being electrostimulated
simultaneously in the vastus lateralis and vastus medialis
quadriceps and long fibular of both lower limbs. In this study,
the intensity of the electrical current was sufficient to cause
visible contraction, and the duration of electrostimulation was
55 min. The MRC scores were higher in the EMS group than in
the controls, resulting in a shorter period of weaning, suggesting
that daily sessions of EMS may prevent polyneuropathy in critical
patients and facilitate weaning. We therefore consider a limitation
of our study in that we did not increase the current intensity, and
worked with a 20-min period of electrostimulation preadjusted by
the equipment. These factors may have been decisive in the failure
to obtain a gain in strength and cross-sectional area of the muscle
stimulated.

The circumference findings may justify the absence of
difference in lower limb strength, evaluated through the MRC
score for the control limb as compared to the electrostimulated
one before and after the study protocol shown in Table 4.
Rodriguez et al (2012) conducted a study with 16 patients using
EMS twice daily in the biceps brachii in a half-body until the
withdrawal of sedation in order to assess the effects of EMS in
septic patients that were on MV. The arm and thigh circumference
was measured by ultrasound and muscle strength evaluated
through the MRC score. Muscle strength was significantly higher
in the electrostimulated limb than in the control limb, but no
differences were found in relation to the diameter of the arm
and thigh.

Table 5 depicts the intensity used for EMS before and after the
study protocol. A significantly lower value of stimulation
intensity was observed at the end of the study protocol. These
findings may reflect the initial decreased sensitivity to stimulation
of electrical current observed in patients with acute disease,
requiring a greater current intensity to produce visible contraction
compared to the final treatment sessions, when patients were at
muscular strength grade 4. The amplitude or intensity is a

Electrical muscle stimulation in critically ill patients 5

measure of magnitude of the electrical current and may be
constant or adjustable. The greater the intensity of stimulation, the
greater the number of muscle fibers activated with the resulting
effect on physical training. Optimum intensity has been con-
sidered as that which causes a strong visible twitch, a level of
discomfort that is tolerated by the patient (Rondelli, 2008). These
findings are in agreement with the study of Rodriguez et al
(2012), which showed a significant improvement in muscle
strength in the electrically stimulated limb compared to the
control.

The main limitation of the present study is the small number of
patients comprising the sample. This may possibly account for the
fact that we did not observe any differences in circumference or in
the evaluation of the MRC score between the limbs treated with
EMS and the controls. Another limitation of our study was that
some other method could have identified more accurately the loss
of muscle strength characteristic of critically ill bed-bound
patients.

Conclusion

The present study demonstrated that EMS is effective in
maintaining amplitude of movement of the ankle joint, promoting
greater mobility and possibly functionality, and can be applied to
improve active dorsiflexion.

Another important finding is there was no gain in the strength
and cross-sectional area of the muscle stimulated, probably due to
insufficient intensity of stimulation and duration of electrostimu-
lation preadjusted by the equipment. This may be considered as a
major limitation of the present study.

Finally, this technique was well tolerated, inexpensive and did
not require the cooperation of the patient. However, further
studies are necessary to allow the development of the technique
and corroboration of the results of this study.
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OBIJECTIVE: The passive cycle ergometer aims to prevent hypotrophy and improve muscle strength, with a
consequent reduction in hospitalization time in the intensive care unit and functional improvement. However,
its effects on oxidative stress and immune system parameters remain unknown. The aim of this study is to
analyze the effects of a passive cycle ergometer on the immune system and oxidative stress in critical patients.

METHODS: This paper describes a randomized controlled trial in a sample of 19 patients of both genders who
were on mechanical ventilation and hospitalized in the intensive care unit of the Hospital Agamenom
Magalhaes. The patients were divided into two groups: one group underwent cycle ergometer passive exercise
for 30 cycles/min on the lower limbs for 20 minutes; the other group did not undergo any therapeutic
intervention during the study and served as the control group. A total of 20 ml of blood was analysed, in which
nitric oxide levels and some specific inflammatory cytokines (tumour necrosis factor alpha (TNF-z), interferon
gamma (IFN-y) and interleukins 6 (IL-6) and 10 (IL-10)) were evaluated before and after the study protocol.

RESULTS: Regarding the demographic and clinical variables, the groups were homogeneous in the early phases
of the study. The nitric oxide analysis revealed a reduction in nitric oxide variation in stimulated cells (p=0.0021)
and those stimulated (p=0.0076) after passive cycle ergometer use compared to the control group. No dif-
ferences in the evaluated inflammatory cytokines were observed between the two groups.

CONCLUSION: We can conclude that the passive cycle ergometer promoted reduced levels of nitric oxide,
showing beneficial effects on oxidative stress reduction. As assessed by inflammatory cytokines, the treatment
was not associated with changes in the immune system. However, further research in a larger population is
necessary for more conclusive results.
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H INTRODUCTION

ranging from a daily decline of 1.3 force to 3 - 10% during an
entire week of immobility (3).

Immobilization in bed and increased MV dependence may
adversely affect several organs and systems, leading to the

Critical patients who require mechanical ventilation (MV)
for an extended time period due to underlying disease and

adverse effects of drugs undergo an important functional loss.
The long immobilization period causes severe osteomyoarti-
cular system dysfunction and is increasingly frequent in these
patients (1,2). These irregularities create muscle function losses

Copyright © 2017 CLINICS — This is an Open Access article distributed under the
terms of the Creative Commons License (http:/creativecommons.org/licenses/by/
4.0/) which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any
medium or format, provided the original work is properly cited.
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following consequences: muscle contractures; functional loss;
reduced maximal oxygen uptake (VO, Max); muscle weak-
ness in the intensive care unit (ICU); deep venous thrombosis;
pressure ulcers; pneumonia; atelectasis; bone demineraliza-
tion; and changes in the emotional state such as anxiety,
apathy and depression (4).

Muscle weakness, which is common in critical patients, is
associated with an inflammatory dysregulation that appears
to contribute to myopathy. The mechanism for muscle decay
due to immobility has not yet been completely clarified.
Two molecular interactions are involved: oxidative stress and
selected proinflammatory cytokines. It is believed that this
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synergy between oxidative stress, inflammatory cytokines and
inactivity causes or accelerates muscular atrophy (5,6).

Many studies have been developed with the objective
of preventing the deleterious effects of ICU-acquired paresis
or to minimize it, as an alternative therapy. Amongst the
recommended procedures are passive exercises and/or
activities, daily sedation suspension and reduced infusion of
drugs such as neuromuscular blockers and corticosteroids, the
maintenance of homeostasis of electrolytes and nutritional
intake (7).

The effects of physical exercise in critical patients for the
prevention of atrophy and muscle strength improvement with
a consequent reduction in hospitalization time in intensive
care and functional improvement have rapidly expanded in
recent years. However, changes in oxidative stress and immune
system parameters of these patients are not well defined and
require further study, thus justifying the aim of this research of
improving our understanding of the effect of isolated passive
cycle ergometry use in critical patients. Therefore, this study
analyses the oxidative stress and the immune system para-
meters after passive cycle ergometry use on lower limbs in
critical patients.

B MATERIALS AND METHODS

This was a randomized controlled trial, with a sample
consisting of 19 MV patients of both genders hospitalized in
the ICU of Hospital Agamenom Magalhaes (HAM) who met
the inclusion criteria. The study protocol was conducted in
the ICU of HAM, but the blood analysis was performed
in the laboratory of Immunology Keizo Asami (LIKA) at
the Universidade Federal de Permnambuco. This study was
approved by the Ethics and Research Committee (ERC) of
the hospital under CAAE number 04563612.5.0000.5197, and
all legal guardians of the patients signed informed consent
(TFCQ).

The patients who underwent MV presented a good
cardiovascular reserve, demonstrated by less than 20% heart
rate (HR) variability, systolic blood pressure (SBP) less than
200 mmHg or greater than 90 mmHg, normal electrocardio-
gram (no evidence of acute myocardial infarction or arrhythmia)
and a good respiratory reserve, demonstrated by a peripheral
oxygen saturation (SpO») greater than 90% and an inspired
fraction of oxygen (FiO,) less than 60%, without signs of
respiratory distress and a respiratory rate (RR) less than
25 ipm. Other clinical parameters necessary for inclusion in
this study were as follows: stable haemoglobin of =7 g/ dL,
stable platelet count of >20,000 cells/ mm"‘, white blood cell
count of 4,300 - 10,800 cells/mm®, body temperature <38°C
and blood glucose levels of 3.5 - 20 mmol/L. Other
parameters included an acceptable patient appearance, pain,
fatigue, shortness of breath and emotional status; a stable
conscious state, no other neurological contraindications, no
orthopaedic contraindications, no recent S5G / flap to lower
limbs or trunk, medically stable without vasoactive drugs
and/or minimal doses, excessive weight able to be safely
managed, no attachments that contraindicated mobilisation,
safe environment, appropriate staffing and expertise and
patient consent.

Patients who presented with hemodynamic instability,
the inability to walk without assistance before acute disease
in the ICU, under 21 years old, pregnant women, patients
with a body mass index (BMI) greater than 35 I(g,/m2 (2),
neuromuscular disease or vascular disease, cerebrovascular
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accident history, non-consolidated fractures or any osteo-
myoarticular limitation that precludes cycle ergometry use
were excluded from the study.

After being recruited to the study, the participants were
evaluated through medical records, demographic informa-
tion, medical history and diagnosis. Data on neuromuscular
blockers, sedatives and vasoactive drugs were also collected.

When this initial review of all patients was completed,
they were submitted to blood collection by central venous
access, both before and 1 hour after the study protocol
finalization. For each patient, a total of 20 ml of blood was
collected with vacuum tubes (Vacutainer (®)) DIPOTASSIUM
EDTA (Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil) to evaluate the
oxidative stress and immune system parameters as indicated
by the cytokines tumour necrosis factor alpha (TNF-x), inter-
feron gamma (IFN-y) and interleukins 6 (IL-6) and 10 (IL-10).

Oxidative stress was evaluated with EDTA in monocytes
obtained from the peripheral blood. The blood was diluted
at a ratio of 1:2:00 pm with sterile PBS culture medium at
a room temperature of 22 to 25° C (10 ml+10 ml blood in
PBS). A total of 10 ml of histopaque (1077-5IGMA) was
added to 20 ml of the suspension, and all contents were
centrifuged for 30 minutes at 1,600 rpm (25° C). Soon after,
the plasma was aspirated, and the layer formed by the cells
was collected (PBMC) and transferred to another test tube.
The same amount of aspirated PBS was added and centri-
fuged for 15 minutes under the same conditions as before.
The supernatant was decanted and sedimented in 1 ml of
RPMI 1640 medium containing 3% bovine foetal serum and
antibiotics (100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomy-
cin). The suspension calculation was performed in a Neu-
bauer chamber assuming the rate of adding a suspension of
cells and trypan blue dye in a 1:10 dilution. This dye was
used for cell calculation and for assessing their viability.
Tt was standardized to a concentration of 1 x 10° cells for
each 1 ml of culture medium from the measurements.

Nitric oxide (NO) production in cultured monocytes
treated with Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS)

In each group, the concentration was adjusted to 1 <106
cells in 1 ml of culture medium to each well. The cells were
treated at a dose of 10 ug/ml of LPS for 24 hours. The NO
evaluation release was performed using the GRIESS method.
First, 50 pl of GRIESS reagent (1 g of sulphanilamide, Sigma
9251; 0.1 g of N- (naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride,
Sigma 5889; 2.5 ml of phosphoric acid PA; and gsp 100 ml of
distilled water) was added. Then, the plate was incubated for
10 minutes in the dark. The reading was performed at 540 nm
in an ELISA reader (Dynatech MR 5000). The sensitivity test
threshold was 1.56 pM.

Analysis of immune system parameters by quantifi-
cation of IL-6, IL-10, TNF-o and IFN-y

Serum levels of IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y were
determined using ELISA commercials kits for IL-6, 1-10,
TNF-o and TFN-y (BioSource ®), Nivelles, Belgium, Europe)
according to the manufacturer’ instructions. In this tech-
nique, a specific monoclonal antibody is adsorbed to the
plate. After the serum sample addition of the mediator to be
dosed, during incubation, the molecules of antigens settle to
the antibodies adsorbed to the plate. Through washing, any
non-fixed materials are eliminated. Next, new antibodies
with specificity for an antigenic determinant connected to the
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Figure 1 - lllustration of passive cyde ergometer application on
lower limbs in critical patients under mechanical ventilation.

plate are added, resulting in the complex Bc-Ag-Ac-enzyme
(sandwich technique). A second wash is performed for the
removal of unlinked antibodies. Then, a substrate is added
that has the property of assuming a different coloration when
in contact with the enzyme; this colour is proportional to the
amount of mediator present in the sample (antigen). The
reading is obtained in a plate reader (Bio-Rad, Tokyo, Japan)
at 450 nm and compared to a standard curve obtained with
known concentrations of recombinant mediators.

Study protocol

The study population was divided into two groups: the
control group, consisting of 10 patients who were without
any type of therapeutic intervention at the moment when
they were submitted to the study protocol, and the inter-
vention group, consisting of 9 patients who were submitted
to passive cycle ergometry on their lower limbs with the
speed adjusted at 30 cycles per minute for 20 minutes, by
a cycle ergometer (Flex Motor with sensor; Cajumoro;
Braganga Paulista, Sao Paulo, Brazil). Figure 1 demonstrates
the protocol in the lower limbs. The participation in one of
the two groups in this study was randomly determined by
Microsoft Office Excel 2007.

All results and demographic characteristics were assessed
using GraphPad Prism 4 software and Microsoft Office
Excel 2007. The presentation of the measured variables was
performed through tables and figures. The median and the
percentile (25-75%) were used to present continuous vari-
ables, whereas categorical data were presented using absolute
and relative frequencies.

To test the normality assumption of the variables in the
study, the Shapiro-Wilk test was used. The comparative analysis
between two groups was performed using the Mann-Whitney
test, and the Wilcoxon test was used to compare the same
group. Fisher’s exact test was used to evaluate the differences
between the proportions. The relationship between variables
was assessed using the Spearman correlation (non-normal
distribution). All findings were considered at a 5% signifi-
cance level.

B RESULTS

During the study period, from December 2013 to February
2016, a total of 465 patients with various diseases were admit-
ted to the general ICU, of whom 439 individuals met the exclu-
sion criteria of the study. Only 26 patients were randomized
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into two groups; amongst these, only 19 patients finished their
analysis, distributed as follows: control group (n=10) and
exercise group (n=9) (Figure 2).

Table 1 presents the median and percentile (25 - 75%) of
the demographic and clinical variables of each of the two
groups: control and cycle ergometer. There were no differ-
ences between the two groups regarding age, height, weight,
BMI, APACHET, water balance (BH) in the last 12:00 am,
sedation scale of RASS, MV, hospitalization time in ICU,
hemoglucotest (HGT), respiratory system compliance (Cst),
respiratory system resistance (Rsr), HR, SpO,, SBP, diastolic
blood pressure (DBP), temperature (T) and ICU mortality,
demonstrating the homogeneity between the groups.

Figures 3a and 3b represent the results obtained from the
NO analysis of stimulated monocytes (positive controls) and
unstimulated (negative control) collected before and after the
study protocol from both groups. These figures revealed a
reduction in NO variation in the production of stimulated
monocytes (p=0.0021) and unstimulated (p=0.0076) after
passive cycle ergometry use compared to the control group.

Table 2 shows the median and percentile (25 - 75%) values
for the cytokines, TNF-a, TFN-y, IL-6 and IL-10, analysed
before and after the study protocol for each group, in which
there were no significant changes in cytokines compared to
the moments before and after for the two groups.

Correlations were made between cytokines (TNF-o, IL-6,
IL-10 and IFN-y) and NO concentration in the stimulated
cells, positive control (C+) and negative control (C-) without
any significant difference at p>0.05.

Bl DISCUSSION

There is no evidence in the literature that describes the
effects of a passive cycle ergometer on oxidative stress and
immune system parameters in critical patients. However,
several other benefits of this intervention have been widely
observed, particularly regarding muscle mass loss and
improved functionality.

During the period that these patients are restricted to bed,
muscle fibre transformation to type II occurs, including
reduced oxidative capacity, mitochondrial density and blood
capillaries. In addition, the cardiovascular performance is
reduced due to lower systolic ejection volume and increased
HR. Venous stasis occurs due to reduced activity of the muscle
pump in the limbs and an increased risk of developing throm-
bosis. The period of immobility can also contribute to bone
demineralization and sodium and body water reduction (8).

In the present study, the values described in Table 1
show that no differences were found in the demographic
and clinical characteristics of the patients in both groups,
which demonstrates the homogeneity between groups for all
evaluated parameters. These partial results of homogeneity
between the groups are important because they do not
expose any group to a greater risk factor for its clinical con-
dition commitment. Muscle dysfunction in critical patients is
a common clinical condition in patients submitted to pro-
longed MV periods and hospitalization in intensive care. The
magnitude of muscle weakness in the ICU is extremely
variable and presents an intimate association with perma-
nence time in bed and exposure to risk factors, such as
nutritional condition and MV dependence (4,9).

Critical patients are vulnerable to synthesizing oxidative
agents and reducing antioxidants. Oxidative stress increases
oxidation and has an important role in the pathophysiological
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Evaluation for eligibility
12/2013 - 02/2016 (n=465)

Did not meet the inclusion criteria (n=375)
Hemodynamic instability (n=12)
Gestation (n=6)

Less than 21 years old (n=5)

Body mass index (BMI) >35 Kg/m? (n=5)
Deformity in the lower limbs (n=15)
Stroke sequel (n=21)

A4

Passive cycle ergometer

(n=13)

Inclusion Exclusion (n=439)
v
v
v
> v
v
v
v
Randomized
(n=26)
v
Control
n=13)
Follow
N

Obstructed central
VENoUS access

Obstructed central venous access (n=2)
Arterial hypertension (n=2)

(n=3)
Analysis
Y y
Control Passive cycle ergometer
(n=10) (n=9)

Figure 2 - Flowchart of the patients who participated in the study.

process of muscular dysfunction. Reactive oxygen species (ROS)
provide lipid peroxidation, leading to toxin release and arachi-
donic acid derivatives that damage cell membranes, inactivat-
ing the receptor membrane enzymes and ionic chemistry
response changes. In myocytes, this process of degradation
can be modified by numerous intracellular signals observed
in vitro, including the activation of nuclear factor kappa-fi
(NF-k B) (10). Products of cell destruction by ROS produce a
positive feedback, generating more ROS. Simultaneously, the
interaction between ROS with cytokines and other inter-
cellular molecules is associated with muscle degradation.

Figures 3a and 3b show that for both stimulated mono-
cytes (C+) and unstimulated monocytes (C-), there was a
reduction in NO values in the cycle ergometer passive group
compared to those in the control group. NO values decreased
before compared with after the intervention, a phenomenon
not observed in the control group.

These findings suggest a potential beneficial effect of pas-
sive cycle ergometry in oxidative stress reduction in critical
patients; it can be considered a moderate-intensity physical
activity for this type of patient, providing a positive change
in the redox status of cells and tissues from basal levels,

decreasing oxidative damage and increasing resistance to
oxidative stress (11-13). In fact, regular moderate exercise
results in adjustments in antioxidant capacity, which protects
cells against the damaging effects of oxidative stress, pre-
venting subsequent cell damage (14,15).

Our results correlate with the findings of Mercken et al. (16),
who assessed the different intensities of exercise and its effects
on oxidative stress, immediately after and 4 hours after the
cycle ergometer test with 60% workload, in patients with
chronic obstructive pulmonary disease (COPD). There was a
reduction of the induction of systemic oxidative stress trig-
gered by exercise, particularly after submaximal exercises.

Similar to oxidative stress, some selected cytokines also
influence muscle degradation and dysfunction in critical
patients. In a model to explain cachexia, Reid and Li (17)
suggested that the interaction between ROS and proinflam-
matory cytokines such as TNF-u are synergistic, perhaps
indicative of a pathological positive feedback cycle, which is
lower in the regulation of repairing damaged muscle tissue.
Thus, it is not only the direct suppression of muscle activity
that leads to dysfunction in the presence of TNF-u, but a
decrease in repairing and /or an increase of apoptosis that
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Table 1 - Comparison of demographic and clinical variables between the two groups.

Demegraphic and clinical variables Control (n=10)

Age (years) 56.0 (44.0 - 70.5)
Height (cm) 164.5 (157.5 -172.0)
Weight (Kg) 67.5 (60.0 -80.0)
BMI (Kg/cm?) 25.1 (23.9- 26.1)
APACHE Il 23.0 (19.0- 27.0)
WB-12:00 am (ml) 1131.0 (200.5 - 1811.0)
MV T (days) 4.0(25-8.0)

ICU T (days) 4.0(25-8.0)

HGT 130.5 (92.5- 176.5)

Cst (mllem H;0)
Rsr (em H,0O/L/s)

322 (271-37.)
12.0 (9.2 - 18.0)

EC (bpm) 83.0 (61.0- 99.0)
SpO; (%) 98.5 (94.0 - 99.5)
SBP (mm Hg) 137.5 (108.5 — 162.5)
DBP (mm Hg) 80.0 (62.0- 93.0)
Temperature (°C) 36.0 (36.0 - 36.5)
ICU mortality 6 (60.0)
Primary reason for admission
Respiratory problem 4 (40.0)
Cardiac problem 2 (20.0)
Sepsis/infection 1(10.0)
Other 3 (30.0)
Comorbid conditions
Respiratory 2 (20.0)
Cardiac 2 (20.0)
Endocrine 2 (20.0)
Urinary 1(10.0)
Chronic renal failure 32 (30.0)
Sepsis/infection 1(10.0)

Passive cycle ergometer (n=9) p * value
77.0(32.5 - 81.0) 0.35
160.0 (153.5 - 162.5) 0.09
70.0 (55.0 — 80.0) 0.84
27.3(22.1 -33.) 0.40
25.0(15.5 -29.5) 0.90
487.0 (343.0 - 1341.0) 0.60
5.0 (4.0 - 8.0) 0
6.0 (5.0 -8.0) 0.06
122.0(88.0 - 177.5) 0.06
27.0(17.6 - 33.9) 0.15
10.0 (10.0 - 16.0) 0.66
86.0 (78.5 - 94.5) 0.60
98.0 (97.5 - 99.0) 0.71
142.0(125.0 - 151.0) 0.71
74.0 (66.0 - 88.5) 0.84
36.5(36.5 - 37.0) 0.21
7(71.7) 0.63
4(44.4)
2(222) -
2(222)
1(11.1)
1(11.1)
3(333)
1(11.1) -
1(11.1)
2(222)

1(11.1)

Data are the median (25 -75% percentile) before testing.
* Mann-Whitney test and Fisher's exact test.

Body mass index (BMI); Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE Il); water balance in the last 24 hours (WB-24 h); mechanical ventilation
time (MV T); intensive care unit time (ICU T); hemoglucotest (HGT); static compliance of the respiratory system (Cst); resistance of the respiratory system
(Rsr); heart rate (HR); peripheral oxygen saturation (SpQ.); systolic blood pressure (SBP); diastolic blood pressure (DBP); temperature and intensive care

unit (ICU) mortality.

NO- Positive Control (C+)

1000 .
3 Conirol
Cycle Ergometer
0 —
=100+

NO - Negative Control (C-)

= 1

T

1

=3 Conrol
Cydle Ergometer

1000

Figure 3a and 3b - Variation in the nitric oxide (NO) values in stimulated control positive cell (C +) and unstimulated in the two groups
studied: control and passive cycle ergometer. * Mann-Whitney Test. Differences between the control group and cycle ergometer

3a. (*p=0.0021) and 3b. (*p=0.0076).

results in muscle weakening of these mediated inflammatory
cytokines.

Table 2 shows that there was no significant difference
between the values of TNF-a, IFN-y, IL-6 and IL-10 com-
pared to the moments before and after the cycle ergometer
intervention. Comparing the cycle ergometer and control
groups demonstrated that the passive cycle ergometer in this
study was not enough to promote changes in the immune
system after 1 hour of passive exercise. The level of exercise
intensity and the kinetics of cytokines may have been
responsible for the lack of changes in serum levels of these
cytokines in the studied groups.

According to Winkelman et al. (18), in healthy individuals,
increased TINF-a varies in response to exercise; it is greater

when oxidative stress is present during the exercise. Serum
levels of TNF-a also reduce antioxidant levels in some
skeletal muscles. Because TNF-u is a proinflammatory cyto-
kine, it stimulates the synthesis of several factors, including
adhesion molecules, and ROS.

Another very important cytokine in the inflammatory
process is IL-6, which has a wide range of biological
activities. It is synthesized by the immune system and
skeletal muscle cells, adipocytes, endothelial cells and
intestinal epithelium cells (19). Similar to TNF-u, IL-6 is
released early in the inflammatory cascade. Unlike TNF-u,
IL-6 increases in myosin and appears to have a role in the
maintenance of the power supply during the lifetime of
the myocyte.
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Table 2 - Comparison of cytokine measurements before and after for the control and passive cycle ergometer groups.

Cytokines Control (n=10) Passive cycle ergometer (n=9)
Before After Before After

TNF-= 3.05 (2.83-3.22) 2.91(2.70-3.30) 335 (2.72-3.59) 287 (274-3.28)

p=0.625 p=0.301 p* value
IFN-7 1.88 (1.87-1.91) 1.88 (1.86-1.91) 1.91 (1.86-1.95) 1.92 (1.87-1.98)

p=0.152 p=0.944 p* value
IL- 6 2.87 (2.42-3.86) 2.67(2.33-3.61) 2.37 (2.30-2.96) 2.39 (2.23-2.88)

p=0.695 p=0.820 p* value
IL- 10 1.86 (1.83-1.93) 1.85(1.83-1.93) 1.91 (1.88-1.93) 1.92 (1.91-1.93)

p=0.998 p=0.528 p* value

Proinflammatory cytokines (TNF-x, IFN-y and IL-6) and antiinflammatory properties (IL-10).

Values written in bold are statistically significant.
Data are the median (25 - 75% percentile) before and after testing.
*Wilcoxon test.

TNF-=, tumour necrosis factor alpha; IFN-y, interferon gamma; IL-6, interleukin 6; IL-10, interleukin 10.

Muscle contraction induces IL-6 production and release to
the plasma in large quantities. An increase of up to 100 times
the initial value can be found in some studies in humans.
The synthesis of IL-6 during exercise is independent of the
production of TNF-u. During exercise, even low intensity,
IL-6 is also synthesized and put into circulation by the
muscle-tendon and fatty tissues (20).

Apart from its proinflammatory properties, high levels
of IL-6 act to stimulate the emergence of antiinflammatory
cytokines in the plasma, including IL-10 and IL-1R o. IL-6
derived from muscles reduces the production of TNF-u,
interrupting the muscle degradation through the destruction
of myosin (18).

The abolition of proinflammatory cytokines such as IL-6,
particularly the powerful IL-f 1 and TNF-, can benefit the
critically ill. IL-10 is an anti-inflammatory cytokine that is
initially identified by its ability to interrupt the production of
cytokines by T cells. Investigations have shown that IL-10
inhibits the synthesis of IL-1 B, IL-6, TNF-u, reactive oxygen
intermediates and other proinflammatory factors, suppres-
sing various immune responses through individual actions
on multiple cell types.

After exercise, high circulating IL-6 levels are followed by
increased production of IL-10. Studies suggest that exercise
has an antiinflammatory action by inducing IL-10 and IL-6
and inhibiting TNF-o and IL- 1. The cellular messengers
IL-6 and IL-10 are involved in the maintenance of muscle
function during stretching and some exercise types. Exercise
is used as an inflammation regulator and muscle function
(18). The truth is that important clinical implications have
been demonstrated with physical exercise and neuromuscular
electrical stimulation (NMES) as some of the main prevention
factors in the muscle function of critical patients.

Although changes in inflammatory cytokines in a single
session using the cycle ergometer were observed, we believe
that the implementation of the passive cycle ergometer has
beneficial effects on this response, similar to a report by
Karavidas et al. (21) who studied the application of six weeks
of NMES in the lower limbs of patients with severe heart
disease. They observed that NMES could promote a direct
effect on endothelial function and the peripheral markers of
antiinflammatory activation with reduced levels of TNF-x
and IL-6 and improved blood flow in the brachial artery
observed by ultrasound with doppler. These cytokines may
systemically act as anabolic muscle and enhance stimulus
catabolic effects of critical illness and paralysis. NMES and

exercise can also activate a bioenergetics pathway that
systemically improves the mitochondrial function of skeletal
muscles.

In another study evaluating the effects on the immune
system, after a total of 20 sessions, Akar Olcay et al. (22)
studied patients with COPD under MV whose objective was
to investigate the effect of active mobilization and NMES in
the weaning process, discharge and inflammatory mediators.
A total of 30 patients were divided into three groups with
10 patients in each group: group 1 was submitted to active
mobilization of extremities and NMES, group 2 was sub-
mitted to NMES, and group 3 only underwent active mobili-
zation of extremities. Significant improvement was observed
in peripheral muscle strength, particularly of the lower
extremities, in the groups that performed NMES and
exercises and NMES exclusively. In addition, a reduction of IL-6
and IL-8 in patients submitted to NMES was observed.

It is too early to draw any firm conclusions from our find-
ings. However, we can conclude that passive cycle ergometry
on the lower limbs was enough to reduce NO levels in
cells compared to the control group, showing the benefits of
passive exercise on oxidative stress reduction in the study
population. Regarding the behaviour of the inflammatory
cytokines evaluated in this study, we observed that the use of
the passive cycle ergometer did not cause changes in the
immune system. However, additional research in a larger
population is necessary for more conclusive results.
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