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RESUMO

Pacientes com doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) apresentam intoleréncia
ao exercicio fisico, que é caracterizada por limitagao ventilatoria e dispneia, assim
como por disfuncdo de musculos esqueléticos. Visto que as respostas
cardiorrespiratdrias ao exercicio sao, em parte, determinadas por reflexos deflagrados
pela ativacao de fibras aferentes tipo lll (mecanorreflexo) e IV (metaborreflexo) em
musculos esqueléticos, € plausivel que a disfungdo muscular na DPOC seja
acompanhada por alteracdo em reflexos musculares, o que, no entanto, ainda nao é
bem conhecido. Os objetivos desta tese foram: i) investigar a contribui¢cao isolada do
mecanorreflexo e metaborreflexo muscular ativada pelo exercicio fisico para o
controle cardiorrespiratorio em pacientes com DPOC e sujeitos controles e ii)
investigar alteracdes dos antioxidantes celulares de fibras musculares relacionadas
com a ativagcdo de aferéncias musculares em pacientes com DPOC e sujeitos
controles. O mecanorreflexo foi ativado por flexdo e extensao passiva unilateral de
joelho através do dinamdmetro isocinético em 28 pacientes e 14 controles. O
metaborreflexo foi ativado por oclusao circulatéria pés exercicio de carga constante
em cicloergbmetro em 10 pacientes e 9 controles. Foi realizado uma biopsia muscular
no vasto lateral para analises celulares. Pacientes com DPOC apresentaram maior
resposta de fluxo respiratério médio (razéo entre volume corrente e tempo inspiratorio)
quando foi realizado a ativacdo de ambos os reflexos. Além disso, pacientes
apresentaram maiores respostas de ventilagdo minuto e padrdo de resposta
ventilatéria frente a ativacdo do mecanorreflexo muscular. Pacientes com DPOC
apresentaram maior estresse oxidativo nos musculos estriados esqueléticos. Em
contrapartida, pacientes com DPOC sdo menos responsivos a dispneia durante a
ativacao do metaborreflexo muscular. Ndo foram encontradas diferencgas significativas
para as variaveis cardiovasculares. Diante desse contexto, parece que pacientes com
DPOC sao mais responsivos a ativacdo de aferéncias musculares mecanicas e

metabdlicas em relagdo ao grupo controle para o controle da ventilagéo.

Palavras-chave: DPOC, mecanorreflexo, metaborreflexo, estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD) have exercise
intolerance, which is characterized by ventilatory limitation and dyspnea, as well as by
skeletal muscle dysfunction. Given that the cardiorespiratory responses to exercise
are partly determined by reflexes triggered by activation of type Il (mechanoreflex)
and IV (metaboreflex) afferents in skeletal muscles, it is plausible that the muscle
dysfunction in COPD is accompanied by altered muscle reflexes, which, however, is
still unclear. The purposes this study were: i) to investigate the isolated contribution of
the mechanoreflex and muscle metaboreflex activated by physical exercise to the
cardiorespiratory control in patients with COPD and control subjects and ii) to
investigate differences between the cellular antioxidants of muscle fibers related to the
activation of muscle afferents in COPD patients and control subjects. The
mechanoreflex was activated by flexion and unilateral passive knee extension using
an isokinetic dynamometer in 28 patients and 14 controls. The metaborreflex was
activated by circulatory occlusion after constant load exercise on a cycle ergometry in
10 patients and 9 controls. A vastus lateralis muscle biopsy was performed for
molecular analyses. COPD patients had a higher mean respiratory flow response (ratio
between tidal volume and inspiratory time) when both reflexes were activated. In
addition, patients showed greater responses of minute ventilation and pattern of
ventilatory response to activation of muscle mechanoreflex. COPD patients presented
higher oxidative stress in the skeletal striated muscles. In contrast, COPD patients are
less responsive to dyspnea during activation of the muscle metaboreflex. No significant
differences were found for the cardiovascular variables. Given this context, it appears
that patients with COPD are more responsive to the activation of mechanical and
metabolic muscle afferents compared to the control group to the regulation of

ventilation.

Key words: COPD, mechanoreflex, metaboreflex, oxidative stress.
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1. INTRODUGAO

A doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) € uma doenga com alta
prevaléncia no Brasil (1) e no mundo (2), que cursa com altas taxas de morbidade (2)
e mortalidade (2). A DPOC é caracterizada por limitagao crénica ao fluxo de ar, que é
frequentemente progressiva e associada com aumento da resposta inflamatdria das
vias aéreas e pulmdes a particulas e gases nocivos (1). A limitacdo ao fluxo de ar é
causada por alteracbes em pequenas vias aéreas e por destruicdo do parénquima
pulmonar (1), sendo que a contribuicdo de cada uma destas alteragdes varia entre
individuos. Ademais, a doenga provoca alteracdes que transcendem os pulmdes,
atingindo, por exemplo, coragdo, vasos sanguineos, sistema nervoso e musculos
esqueléticos (3). Particularmente quanto aos musculos esqueléticos, ha reducao da
massa muscular, da capacidade aerébia e da capacidade de gerar forga,
caracterizando um quadro de miopatia (4), que é associado com piora do prognéstico
dos pacientes (5). Digno de nota, as alteragdes sistémicas possuem em parte causas
semelhantes, que incluem aumento generalizado de reagdes inflamatorias e estresse
oxidativo (3, 6, 7).

Uma das principais queixas dos pacientes com DPOC ¢ a falta de ar (i.e.,
dispneia), que estd associada com a diminuigdo da capacidade de exercicio (7), a
intolerancia para realizar atividades da vida diaria (6) e a reducédo da qualidade de
vida (8). Deste modo, a dispneia € um dos fatores responsaveis por abastecer um
ciclo de inatividade fisica, onde a dispneia leva a inatividade fisica, e a inatividade
fisica agrava o descondicionamento cardiorrespiratério e muscular, assim como o
estado geral do paciente, o que pode piorar ainda mais a falta de ar. A dispneia é,
portanto, um sintoma fundamental na fisiopatologia da DPOC (9). Entretanto seus
mecanismos nao estdo completamente esclarecidos (10).

Um possivel mecanismo fisiolégico que atualmente a literatura relata sobre a
sensacgao de dispneia na DPOC é o desacoplamento neuromecanico (7, 10). Este
fendmeno é provocado pela desproporcao entre a alta atividade neural eferente para
orgaos efetores, principalmente para musculos respiratorios, e respostas
cardiorrespiratorias que sao incapazes de conservar a homeostasia das trocas
gasosas (7, 10). Em geral, tal desacoplamento tem sido atribuido a alteragbes nos
orgaos efetores do sistema cardiorrespiratorio, que geram ineficiéncia para realizar

trocas gasosas e, consequentemente, exigem aumento da atividade eferente de



motoneurdnios para musculos respiratérios e aumento da atividade eferente de
neurdnios autondmicos simpaticos para vias aéreas, coragao e vasos sanguineos (7,
10). No entanto, além da alteragdo em érgéos efetores, € possivel que também haja
alteracao em fibras nervosas aferentes provenientes de musculos esqueléticos, o que,
talvez, contribua para a disfuncdo do controle cardiorrespiratorio e dispneia durante o
exercicio em pacientes com DPOC.

As fibras aferentes musculares estdo associadas a um mecanismo de feedback
negativo chamado reflexo pressor do exercicio, por meio do qual sédo responsaveis
por transmitir sinais acerca do estado mecanico e metabdlico dos musculos
esqueléticos ao sistema nervoso central (11). No entanto, em condi¢ées onde ha
inflamacao (12), estresse oxidativo (13, 14) e musculos esqueléticos mal
condicionados (4), pode haver alteragdo em mecanismos envolvidos na ativacéo das
fibras aferentes musculares tipo Il (mecanorreflexo) e IV (metaborreflexo), o que por
sua vez pode alterar efeitos reflexos gerados frente a sua ativagao. Visto que o cenario
de inflamacao, estresse oxidativo e descondicionamento muscular € comumente
encontrado em pacientes com DPOC (4, 15), € plausivel que alteragdes em aferéncias
musculares e seus efeitos reflexos também fagam parte da fisiopatologia da DPOC
(figura 1). Logo, o conhecimento sobre o papel de aferéncias musculares para o
controle cardiovascular e respiratorio durante o exercicio na DPOC ainda € incipiente.

Apesar de haver poucas evidéncias sobre aferéncias musculares em pacientes
com DPOC, ha muitos estudos em modelos animais e pacientes com doencas
cardiovasculares (16, 17, 18, 19). Os resultados ndo sao unanimes, mas a maior parte
da literatura sugere que na presenca de Insuficiéncia Cardiaca (IC) ou Doencga Arterial
Periférica Cronica, as respostas cardiovasculares e autondmicas estdo aumentadas
frente a ativagdo do mecanorreflexo e diminuidas frente a ativagdo do metaborreflexo
(17, 20). Isto tem sido atribuido, em parte, a alteragbes em enzimas, canais e
receptores nas terminacdes de neurdnios aferentes nos musculos esqueléticos,
conforme descrito por estudos em modelos animais e em humanos (18, 19, 20, 21,
22, 23).

Com base na fundamentacéo apresentada, ndo esta claro qual € a contribuicdo
isolada do mecanorreflexo e do metaborreflexo para o controle cardiorrespiratorio em
pacientes com DPOC. E também ndo sdo conhecidos os mecanismos celulares
envolvidos na possivel disfungdo da ativagdo das aferéncias musculares na DPOC.

Portanto, nossa hipétese é que haveria alteracdo em respostas cardiorrespiratorias



frente a ativagéo de reflexos musculares isoladamente em pacientes com DPOC.
Além disso, este fenbmeno possivelmente estaria acompanhado por alteragédo em
antioxidantes celulares de fibras musculares envolvidas na ativacao de aferéncias

musculares em pacientes com DPOC.

Dispneia

Fibras aferentes

Respostas tipo Ill
cardiorespiratorias? EP4?
Piezo 2?

COX-2?

Fibras aferentes
tipo IV

Inflamagdo
Estresse oxidativo

ASIC3?
TRPV1?
CcB1?
P2X3?

»lr Massa muscular

N Ina;;:ii‘c::laade — > Miopatia _Jr Metabolismo aerobio
T Fadiga muscular

T Acidose

Figura 1. llustracdo da tese. Em condigdes fisiologicas, fibras aferentes tipo Ill e IV sdo ativadas por
estimulos mecanicos e metabdlicos gerados pelas contragdes musculares, e conduzem sinais ao
tronco encefalico, o que permite ajustar respostas cardiorrespiratérias via retroalimentagao negativa.
Mas, quando ha inflamacao, estresse oxidativo e musculos esqueléticos descondicionados, como
ocorre na DPOC, é plausivel que tenha alteragbes na expressao de canais, enzimas e receptores nas
terminacgbes das fibras tipo Ill (e.g.: aumento de EP4) e IV (e.g.: diminuicdo de ASIC3). Logo, a
sinalizacdo aferente ao sistema nervoso central poderia ser alterada, gerando sintomas (e.g., dispneia)
e disfungdo de respostas cardiorrespiratérias ao exercicio. Abreviagdes: DPOC: doenga pulmonar
obstrutiva crénica; EP4: receptor tipo 4 de prostaglantina; COX-2: ciclooxigenase - 2; P2X3: receptor
purinérgico P2X - tipo 3; ASIC3: subunidade 3 do canal iénico sensivel a acido; CB1: receptor

endocanabindide - tipo 1; TRPV1: receptor de potencial transitério da subfamilia vaniléide - tipo 1.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o papel de aferéncias musculares ativadas pelo exercicio fisico para o

controle cardiorrespiratério em pacientes com DPOC.
2.2 Objetivos Especificos

Investigar a contribuicdo isolada do mecanorreflexo muscular sobre variaveis

cardiorrespiratorias em pacientes com DPOC.

Investigar a contribuicdo isolada do metaborreflexo muscular sobre variaveis

cardiorrespiratérias em pacientes com DPOC.

Investigar alteracbes dos antioxidantes celulares de fibras musculares

relacionadas com a ativagao de aferéncias musculares em pacientes com DPOC.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Conceitos gerais sobre a DPOC

Atualmente, a DPOC é considerada a quarta causa de morte no mundo e com
uma forte tendéncia em aumentar devido a longevidade das pessoas (1). De acordo
com o Burden of Obstructive Lung Diseases, foi estimado 384 milhdes de casos
mundiais (24) com mais de 3 milhdes de mortes anualmente em 2012 (1). Com o
aumento da expectativa de vida é esperado que em 2060 chegue a 5,4 milhdes de
mortes anualmente decorrentes da DPOC e dos fatores relacionados a mesma (1).

A DPOC é comum e tratavel, sendo caracterizada por sintomas respiratérios
persistentes e limitacdo de fluxo de ar devido as anormalidades de vias aéreas e/ou
alveolares usualmente causadas pela exposicdo de gases ou particulas nocivas
desenvolvendo anormalidades pulmonares (1). A prevaléncia da DPOC esta
diretamente relacionada a exposicédo do tabaco, embora exista outros fatores de risco
(25). Uma revisdo sistematica mostrou que a prevaléncia da DPOC é maior em
fumantes e ex fumantes comparados a pessoas que nunca fumaram, com faixa etaria
igual ou superior a 40 anos e em homens comparados com mulheres (26).

As anormalidades pulmonares geradas pela DPOC sao consequéncias que
podem ser modificaveis dependendo da gravidade da doenga e da cessagao do
tabaco. Tais consequéncias podem induzir a destruicado do tecido do parénquima
pulmonar (resultando em enfisema) e a interrupcdo dos mecanismos normais de
defesa e reparo (resultando em fibrose de pequenas vias aéreas) (1). Essas
alteragdes patoldgicas levam ao aprisionamento de ar e a limitagdo crbénica de fluxo
de ar.

Diante desse contexto, o diagndstico de pacientes com DPOC é decorrente de
um exame chamado espirometria, o qual avalia, entre outras variaveis, o volume
expiratério forcado no primeiro segundo (VEF1) e a capacidade vital forcada (CVF).
Para ter o diagnostico de DPOC a relacdo VEF1/CVF deve ser < 0,70 pos
broncodilatador (1). Além disso, a gravidade da doenga em relagao a limitagao de
fluxo de ar é baseada no VEF1 pds broncodilatador, que permite classificar o paciente
com DPOC de acordo com o GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung

Disease):

- GOLD 1 - Leve — VEF1 2 80% predito



- GOLD 2 — Moderada — 50% < VEF1 < 80% predito
- GOLD 3 — Severa — 30% < VEF1 < 50% predito
- GOLD 4 — Muito Severa — VEF1 < 30% predito.

A progressiva limitagdo das vias aéreas acarreta aprisionamento de ar durante
a expiragao e consequentemente resulta em hiperisunflacdo estatica. Tal fenbmeno
reduz a capacidade inspiratéria e estd comumente associado a hiperinsuflacéo
dindmica durante o exercicio, ocasionando o aumento da dispnea e a limitagdo da
capacidade de exercicio (7). Esses fatores contribuem para a deficiéncia das
propriedades intrinsecas de contratilidade dos musculos respiratorios. Entretanto,
seria muito redundante relatar apenas a hiperinsuflagdo dindmica como fator de
dispneia e intolerancia ao exercicio em pacientes com DPOC. A fisiopatologia da
dispneia nesses pacientes transcende as alteragdes pulmonares, atingindo, portanto,
mecanismos pouco esclarecidos do sistema nervoso, muscular e cardiovascular

devido a complexidade e gravidade da DPOC.

3.2 Fisiopatologia da dispneia e intolerancia ao exercicio fisico na
DPOC

A ventilagdo minuto (Ve) excessiva para uma dada demanda metabdlica durante
0 exercicio € uma alteragao fisiopatolégica presente em pacientes com DPOC leve
(27). Do ponto de vista tedrico, dois mecanismos basicos explicam o aumento
excessivo da Ve em funcéo da taxa de eliminacdo de CO2 (VCOz): aumento da relagéo
volume do espaco morto fisioldgico e volume corrente (VEM/VC) e a Ve em fungéo da
carga de trabalho muscular (e ndo em funcdo da VCO2) pode também estar elevada
pelo préprio aumento da taxa de produgao muscular de COz2. Esse ultimo pode ocorrer
como consequéncia do incremento da propor¢cao de carboidratos como fonte de
substrato energético muscular (maior producdo de CO2 em comparagao aos acidos
graxos para a mesma energia gerada) e/ou maior contribuigdo do metabolismo
anaerobio para obtencdo de energia (mais CO2 derivado da reagdo do bicarbonato
com o acido latico produzido nessas condi¢des) (27, 28).
Os pulmdes como 6rgaos diretamente acometidos pela enfermidade, possuem
eficiéncia reduzida para trocas gasosas. Além disso, o VEM encontra-se elevado pela

destruigao enfisematosa dos capilares pulmonares. Em face ao aumento do VEM, as
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alteragdes concomitantes da mecanica ventilatéria tipicas da DPOC contrapdéem-se a
expansao do VC, de tal maneira que valores normais da relagcdo VEM/VC néo sao,
em geral, obtidos. Sob essas circunstancias desfavoraveis, individuos portadores de
DPOC mais leves, frequentemente apresentam resposta ventilatéria excessiva ao
exercicio (29). Entretanto, a medida que a doenga progride, a piora da mecanica
respiratéria em conjunto com o aumento das anormalidades das trocas gasosas
podem resultar em perda da regulagao homeostatica dos gases sanguineos, refletida
em hipercapnia durante o esforgo. Portanto, pacientes com DPOC leve e moderada
apresentam resposta ventilatéria para a mesma demanda metabdlica mais altos do
que individuos saudaveis. Esses se assemelham com pacientes graves e os pacientes
com DPOC muito grave apresentam respostas menores do que os saudaveis (27).

Outra linha de pensamento atribuida a dispneia e relatada pelos pacientes com
DPOC é um fenbmeno conhecido como desacoplamento neuromecanico. Isso
consiste em alta atividade neural eferente para 6rgaos efetores, principalmente para
musculos respiratérios, que paradoxalmente produzem respostas cardiorrespiratorias
que sao incapazes de manter a homeostase dos gases sanguineos ou a homeostase
dos gases sanguineos a um custo elevado (e.g. Ve alta) (7, 10). O desacoplamento
consiste predominantemente em alteragdes nos o6rgados efetores do sistema
cardiorrespiratério que geram trocas gasosas ineficientes (e.g. aumento do espago
morto e hiperinsuflagdo pulmonar). Logo, € possivel que a disfungdo dos reflexos
neurais aferentes do musculo esquelético também contribua para a fisiopatologia do
exercicio na DPOC (30).

Diante desse contexto, pacientes com DPOC durante o exercicio apresentam
respostas de fluxo respiratdério e padrao de mecanica respiratéria diferentes de
sujeitos controles (31, 32). Como pode ser observado, pacientes com DPOC em uma
mesma carga de exercicio trabalham com variaveis fisiolégicas em valores
aumentados comparado a sujeitos controles. Uma maior Ve em relagéo a ventilagéo
voluntaria maxima (Ve/VVM), altos valores de eletromiografia de musculos
respiratérios (31), queda do tempo inspiratério e consequente aumento da razdo
VC/Ti, sendo este uma importante estimativa de estimulo inspiratério (33).

A sensacao de dispneia € um dos principais contribuintes para a intolerancia
ao exercicio e baixa qualidade de vida observada em condi¢gdes cronicas da DPOC

(34). No entanto, existem apenas relagdes fracas entre capacidade de exercicio e
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limitacdo do fluxo de ar em repouso na DPOC (35, 36), sugerindo que outros
mecanismos além da “patologia primaria” provavelmente podem contribuir. De fato,
ha evidéncias consideraveis de que a capacidade de exercicio é prejudicada devido
a disfungdo muscular dos membros, onde ha uma redugdo na capacidade de gerar
forga/poténcia e anormalidades no metabolismo energético, resultando em fadiga
muscular precoce (37, 38). As caracteristicas da disfungdo muscular incluem: atrofia
das fibras musculares, transicdo de fibras musculares lentas para rapidas, aumento
da atividade de enzimas glicoliticas, diminuicdo da densidade mitocondrial e da
capacidade oxidativa (37, 39).

Durante o exercicio, essas alteracbes resultam em um aumento da
dependéncia do metabolismo anaerdbico, acidose lactica precoce e maior redugéo do
pH do musculo, que por sua vez, estdo associadas a uma resposta ventilatéria
aumentada diante uma determinada carga de trabalho (40). Portanto, a manifestagao
de disfungao muscular dos membros pode contribuir para sensagdes de dispneia ao
esforco. Entre outros fatores em potencial, como a hipoperfusao crénica do tecido
muscular e hipdxia, € provavel que a inatividade e desuso fisico contribuam
significativamente para essas anormalidades na fungdo do musculo esquelético (41).
De fato, isso forma o conceito de “espiral de dispneia" (42, 43), em que 0s pacientes
evitam o esforco fisico para impedir a manifestagdo da dispneia, o que
consequentemente leva a um maior descondicionamento do musculo esquelético e
disturbios metabdlicos. Dessa forma, a dispneia e a intolerancia ao exercicio podem

espiralar para baixo ao longo do tempo (figura 2).
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Figura 2. Uma representacdo esquematica dos mecanismos da falta de ar e uma conseqiente espiral
da intolerancia ao exercicio e disfungdo muscular esquelética (figura extraida da referéncia (44)). Os
componentes azuis formam um modelo fisiolégico de dispneia, onde a capacidade respiratoria
reduzida, o aumento da carga mecénica e / ou a demanda ventilatéria resultam em um aumento do
drive neural respiratoério necessario para a ventilagdo - e, finalmente, aumentam a intensidade da
dispneia (45). Esse modelo foi integrado ao conceito de espiral de dispneia, onde a falta de ar leva a
uma espiral de inatividade fisica, descondicionamento/disfungdo do musculo esquelético e dispneia
(42). Os componentes vermelhos ilustram o efeito potencial do feedback aferente do musculo
esquelético aumentado/sensibilizado como um elo neural entre a disfungdo do musculo esquelético e

a falta de ar / intolerancia ao exercicio.

Dado o grau de disfungdo muscular dos membros, a evidéncia de feedback
aferente anormal do musculo esquelético durante o exercicio nessas doencas
cronicas ndo é surpreendente (44, 46). Na IC, o feedback aferente aumentado do
musculo esquelético € amplamente considerado como um fator significativo para a
excessiva ativacido do Sistema Nervoso Simpatico e das respostas cardiovasculares
no exercicio, bem como as sensagdes de dispneia decorrentes das respostas
ventilatorias exageradas. Uma linha de pesquisadores acredita-se que o
mecanorreflexo e metaborreflexo muscular estdo aumentados nesses pacientes com
IC em relagao aos controles (hipotese muscular) (47). Contrapondo tais especulagoes,

ainda ndo esta claro se isso se deve as alteracdes decorrentes da ativagao e/ou
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sensibilidade similares em ambos os reflexos musculares (23). As diferentes
respostas encontradas em ambos os reflexos musculares (23) também foram
confirmadas em estudos de modelos animais com IC (48). Na DPOC, existem
evidéncias emergentes de respostas ventilatorias aumentadas frente a ativagdo do
metaborreflexo muscular (49) e anormalidades na ativagdo do mecanorreflexo
muscular (50) as quais podem contribuir para as sensacgdes de dispneia. Logo, séo
necessarios mais trabalhos para avaliar melhor o potencial papel do feedback de

aferéncias musculares na patologia da DPOC.

3.3 Aferéncias musculares e respostas cardiorrespiratérias no

exercicio

Os corpos celulares dos nervos aferentes do musculo esquelético estao
localizados no ganglio da raiz dorsal espinhal e sao classificados em 4 tipos por suas
caracteristicas fisiologicas (51). As fibras aferentes tipo | (subdivididas em la e Ib) e Il
sao mielinizadas, espessas e conduzem impulsos entre 72 - 120 m/s e 31 - 71 m/s,
respectivamente. As fibras aferentes tipo la e Il inervam os fusos musculares e o tipo
Ib inerva os 6rgaos tendinosos de Golgi. As fibras aferentes tipo Ill e IV sao finas,
mielinizadas e nao mielinizadas, respectivamente. As fibras tipo Il conduzem
impulsos entre 2,5 - 30 m/s e as do tipo IV s&do mais lentas sendo < 2,5 m/s. As
terminagdes nervosas livres das fibras aferentes do musculo esquelético tipo Il sdo
comumente localizadas na jungdo miotendinosa e as tipo IV na rede vascular, o que
provavelmente, refletem suas caracteristicas fisiologicas (52).

As fibras tipo Il possuem terminacdes nervosas livres que sao particularmente
sensiveis a deformacdo mecanica dos musculos esqueléticos (i.e.,
mecanorreceptores) (53). Os mecanorreceptores disparam rapidamente no inicio da
contracdo muscular e sao ativados por estimulos mecanicos como alongamento e
compressao (54). As fibras tipo IV possuem terminagdées nervosas livres que séo
particularmente sensiveis a residuos metabodlicos das contragbes musculares (i.e.,
metaborreceptores) (53), nos quais incluem acido latico/H*, adenosina trifosfato,
bradicinina e prostaglandinas (54). Embora esteja bem descrita a caracteristica das
fibras aferentes, Bell e White (565) demonstraram em humanos que fenémenos
metabdlicos intramusculares potencializam também os disparos provenientes das

fibras tipo Il caracterizando um certo grau de polimodalidade das fibras. Entretanto,
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ainda é convencionalmente aceito a divisao do reflexo muscular em dois componentes
distintos: componente metabdlico, chamado de “metaborreflexo muscular’, mediado
predominantemente por fibras aferentes tipo IV, e componente mecanico, chamado
de “mecanorreflexo muscular”, mediado por fibras aferentes tipo Il (56, 57).

Com o inicio do exercicio, estimulos mecanicos e quimicos induzidos por
contragdo muscular comegam a ativar receptores moleculares na extremidade
terminal de ambos os tipos (lll e IV) das fibras nervosas localizadas no musculo
esquelético (58). Essa ativagdo aumenta a descarga espontédnea das aferéncias
musculares (56) que projetam, através do corno dorsal lombar da medula espinhal
(59), para varios locais dentro do sistema nervoso central, muitos dos quais sao
atualmente desconhecidos. As agdes centrais das aferéncias musculares tipo Il e IV
tém implicagdes substanciais para o ser humano em exercicio (58).

Amann et al. (58) realizaram o bloqueio farmacologico da projecédo das
aferéncias musculares tipo Il e IV dos membros inferiores durante o exercicio de
carga constante em cicloergdmetro. Foi observado em sujeitos saudaveis que a Ve e
circulagado pulmonar ficam substancialmente comprometidas. Tal resposta reduz a
pressao de perfusdo e liberagdo de O2 para os musculos que estdo em atividade.
Além de facilitar a hipoxemia arterial e acidose respiratéria. Com base nessas
descobertas, especula-se que o feedback sensorial proveniente do musculo
esquelético ativo pode ser um componente vital em relacdo a capacidade de perfusao
muscular e distribuicdo de oxigénio durante o exercicio, determinando, portanto, a
fatigabilidade do musculo esquelético e, consequentemente, reduzindo o seu
desempenho (60).

Diante disso, foi realizado um estudo semelhante em pacientes com DPOC que
merece particular destaque. Gagnon et al. (61) atenuaram a projecdo de sinais
aferentes musculares para o sistema nervoso central, sem alterar a geragéo de forga
muscular ou o controle central da respiracao, via infusdo intratecal na coluna lombar
de um anestésico chamado fentanil (bloqueador de receptores u opidides). A seguir
os pacientes foram submetidos a um protocolo de exercicio em carga constante em
cicloergbmetro para membros inferiores. Em tempo correspondente de exercicio (i.e.,
isotempo), o fentanil versus procedimento controle, aumentou a eficiéncia ventilatoria,
reduziu a VE, hiperinsuflagdo dinamica, ventilagdo do espago morto e a dispneia. Além
disso, o fentanil aumentou o tempo de exercicio até a exaustdo. Portanto, os

resultados reportados por Gagnon et al. (61) evidenciam por meio de um método
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bastante robusto que as aferéncias musculares contribuem para a disfungdo de
respostas cardiorrespiratorias ao exercicio e para a redugcdo da capacidade de
exercicio na DPOC. Contudo, o efeito do fentanil ndo foi comparado entre pacientes
com DPOC e individuos controles saudaveis. Ademais, o uso do fentanil ndo permitiu
isolar o papel de cada um dos tipos de fibras aferentes musculares.

Apesar de haver poucas evidéncias sobre aferéncias musculares em pacientes
com DPOC, ha muitos estudos em pacientes com doencgas cardiovasculares (18, 19)
(62-66). Evidéncias recentes (67) utilizaram a mesma metodologia de infusdo de
fentanil para atenuar as aferéncias musculares em pacientes com IC e sujeitos
saudaveis através do exercicio de carga constante em cicloergbmetro para membros
inferiores. Além disso, foi realizado uma biopsia muscular para relacionar a expressao
génica com as respostas cardiorrespiratorias frente ao exercicio com e sem fentanil.
Pacientes com IC apresentaram expressdes de proteinas musculares, ciclooxigenase
- 2 (COX-2) e receptor de potencial transitério da subfamilia vaniléide - tipo 1 (TRPV1)
maiores comparado aos controles. Esses achados sugerem que a expressao elevada
de TRPV1 e COX-2 pode contribuir para o feedback aferente do musculo locomotor
exagerado durante o exercicio de bicicleta em pacientes com IC. Além disso, ndo
encontraram alteragdes nas expressodes, receptor purinérgico P2X - tipo 3 (P2X3),
subunidade 3 do canal ibnico sensivel a acido (ASIC3) e Piezo 1 e 2. Mediante a
metodologia do estudo, tais especulagdes nao confirmam o papel isolado do
mecanorreflexo e metaborreflexo muscular.

Digno de nota, um estudo longitudinal (23) conduzido em pacientes com IC
através de treinamento com exercicios aerébios, avaliou o mecanorreflexo através do
movimento passivo (MP) das pernas e o metaborreflexo através da ocluséo
circulatéria pos exercicio (OCPE). Ademais, foi quantificada a expresséo de diversos
genes a partir de amostra de tecido muscular coletada por biopsia. Mais
especificamente, os autores encontraram que o treinamento com exercicios aerobios
aumentou a resposta metaborreflexa de variaveis cardiovasculares e autonémicas, o
que foi acompanhado, por exemplo, por alteragdo na expressdo dos genes que
codificam o receptor endocanabindide - tipo 1 (CB1) e o TRPV1. Além disso, diminuiu
a resposta mecanorreflexa, sendo acompanhado por alteragdes no receptor tipo 4 de
prostaglantina E2 (EP4), receptor de tromboxano A2 (TP) e COX-2. Entretanto, o
efeito do treinamento aerébio nao foi comparado entre pacientes com IC e sujeitos

saudaveis.
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Mediante os estudos descritos acima, pode-se observar a escassez de estudos
em pacientes com DPOC avaliando o papel isolado das aferéncias musculares para
o controle cardiorrespiratorio e os possiveis mecanismos relacionados a essas
respostas. Além disso, a ativacao desses reflexos principalmente o metaborreflexo, é
considerada uma manobra simpato excitatoria o que pode gerar respostas alteradas
assim como ocorre em outras manobras (68). E importante avaliar se as respostas
geradas pela ativagdo do metaborreflexo séo especificas desse reflexo ou sdo as
mesmas que ocorrem quando realiza outra manobra simpato excitatéria, como por
exemplo, o experimento de imersdo da mao em agua gelada. Contudo, informagdes
valiosas podem advir de especificas metodologias de estudo para a avaliagdo dos
reflexos musculares isoladamente e da analise de biopsias musculares em pacientes
com DPOC.

3.4 Mecanorreflexo muscular

A resposta as aferéncias musculares durante o exercicio fisico em pacientes
com DPOC esta claramente alterada (61). Porém, ndo ha estudos na literatura sobre
o efeito da ativacao isolada do mecanorreflexo muscular para o controle da ventilagao
em modelo animal e em pacientes com DPOC. Recentemente, Ives et al. (69)
utiizaram o MP das pernas em pacientes com DPOC avaliando variaveis
cardiovasculares e observaram uma atenuagao do fluxo sanguineo e condutancia
vascular das pernas em comparagao com sujeitos controles. Em modelos animais
com IC (70) e em pacientes com doengas cardiovasculares (17, 19, 23, 71, 72) pode
ser observado que o mecanorreflexo esta aumentado, contribuindo, portanto, para
uma maior intolerancia ao exercicio.

Ives et al. (19) utilizaram o MP de flexdo e extensdo unilateral do joelho,
eliminando a ativagdo de comando central e metaborreceptores, para avaliar a
hemodinamica periférica e central em pacientes com IC frente a ativacdo do
mecanorreflexo com e sem a infusdo de fentanil. O uso do fentanil ndo teve efeito nas
medidas basais, mas aumentou a condutancia e fluxo sanguineo da artéria femoral.
Além disso, a administrag&o de fentanil resultou em maiores aumentos na oxigenagéo
muscular induzida pelo MP, sugerindo aumento da perfusao microvascular. O fentanil
n&o teve efeito na resposta da VE, presséao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca

(FC), volume sistdlico (VS) e débito cardiaco (DC) mediante o MP. Os autores
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concluiram que embora a hemodinamica central induzida pelo movimento n&o tenha
sido alterada pelo bloqueio aferente, as respostas hemodinamicas periféricas foram
significativamente melhoradas. Assim, em pacientes com IC, um mecanorreflexo
elevado parece aumentar a vasoconstricdo simpatica periférica em resposta ao
movimento, ou seja, um fendmeno que pode contribuir para a intolerancia ao exercicio
nessa populagéo.

Corroborando com os achados anteriores Middlekauff et al. (73) avaliaram a
resposta isolada do mecanorreflexo através do MP em pacientes com IC. Os autores
reportaram que os mecanorreceptores musculares em pacientes com IC estavam
mais ativados em comparagao com sujeitos saudaveis, resultando, portanto, em
aumentos exagerados na atividade nervosa simpatica muscular. Com o objetivo de
entender melhor quais s&do os componentes responsaveis desse reflexo exagerado
em pacientes com IC, Wang et al. (74) investigaram os papéis do receptor purinérgico
2X (P2X) e do potencial transitério do vanildide 1 (VR1) mediante a sensibilidade
alterada das aferéncias musculares em ratos com IC e normais. O mecanorreflexo em
ratos com IC estava aumentando em comparacao aos ratos normais com uma maior
expressao do receptor P2X durante o alongamento passivo. Além disso, a
administragao intra-arterial de um antagonista do receptor P2X, também pensado para
sensibilizar os mecanorreceptores, atenuou significativamente a descarga das
aferéncias mecanicas durante o alongamento passivo e a contragao estatica.

Com base nas evidéncias descritas acima, fica evidente a disfuncao das
aferéncias mecanicas e a sua importancia mediante as respostas cardiovasculares
alteradas, o que possivelmente acarreta intolerancia ao exercicio fisico em pacientes
com doengas crbnicas. Ainda séo escassos na literatura estudos que investigaram a
contribuicdo isolada do mecanorreflexo sobre variaveis cardiorrespiratérias em
pacientes com DPOC. Logo, informagdes sobre esse reflexo podem contribuir para o
entendimento dos mecanismos de intolerancia ao exercicio e dispneia existentes

nessa populagéo.
3.5 Metaborreflexo muscular

Como pode ser observado e descrito anteriormente, a maior parte dos estudos
na literatura sobre metaborreflexo muscular foi realizado em pacientes com doengas

cardiovasculares. Apenas cinco estudos foram realizados em pacientes com DPOC e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Middlekauff%20HR%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=15475527
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controles saudaveis avaliando a ativacdo isolada do metaborreflexo (49, 75-78). Os

resultados desses estudos foram bastante controversos, o que talvez, ainda gera
bastante questionamentos entre os pesquisadores.

Um dos primeiros estudos que comparou a resposta do metaborreflexo
muscular entre pacientes com DPOC moderada a grave e controles saudaveis
mostrou uma redugéo significativa da resisténcia vascular da panturrilha ao exercicio
isométrico de preensao manual (30% da contragdo voluntaria maxima - CVM) e ao
momento de ativacdo do metaborreflexo com OCPE quando comparado aos controles
saudaveis. Tal resultado sugere uma resposta atenuada do metaborreflexo muscular.
A PAM e a FC nao foram significativamente diferentes entre os grupos durante o
periodo de exercicio e recuperagao (75).

Sherman et al. (76) compararam a magnitude do metaborreflexo muscular entre
controles saudaveis e pacientes com DPOC leve a grave através do exercicio
isométrico de preensao manual (30% CVM). Os resultados durante o exercicio e o
periodo de OCPE foram similares em ambos os grupos para FC, PAM, fluxo
sanguineo, resisténcia vascular das pernas e resisténcia periférica total (RPT). Além
disso, mostraram que nao existe associagcao entre a gravidade da doenga, capacidade
do exercicio e magnitude do metaborreflexo. Dessa forma, os autores concluem que
o metaborreflexo muscular esta preservado na DPOC leve a grave, sugerindo que o
mesmo nao € um fator que contribui para o desenvolvimento da intolerancia ao
exercicio nessa populagao.

Os estudos citados acima mensuraram apenas variaveis cardiovasculares.
Nakamoto et al. (77) investigaram a resposta ventilatéria durante o exercicio
isométrico de flexdo de punho (30% CVM) até o tempo de toleréancia (Tlim) e o periodo
de OCPE entre pacientes com DPOC moderada a grave e individuos saudaveis. O
Tlim e o estresse fisioldégico associado ao exercicio localizado nao diferiram entre
pacientes e controles. No entanto, os pacientes apresentaram resposta ventilatéria
significativamente aumentada a uma determinada demanda metabdlica de VCO2, em
repouso e durante o exercicio. Nado houve diferengas significativas na resposta
ventilatoria durante o periodo de OCPE em ambos os grupos. Portanto, os autores
concluiram que a ativagcao do metaborreflexo muscular esta preservada e parece nao
contribuir para uma resposta ventilatoria excessiva ao exercicio em pacientes com
DPOC.
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Contraditoriamente aos achados acima, Sharma et al. (78) compararam a
resposta ventilatoria e cardiovascular durante o exercicio isométrico de preensao
manual (50% CVM) e o periodo de OCPE entre pacientes com DPOC e individuos
saudaveis. A resposta da frequéncia respiratoria (fr) e FC durante o exercicio e o
periodo OCPE foram aumentadas em pacientes com DPOC em comparagao aos
individuos saudaveis. Portanto, os autores concluem que a hiperatividade do
metaborreflexo esta associada a um controle anormal do reflexo cardiorrespiratério.
Além disso, pacientes com DPOC apresentaram ativacdo aumentada do sistema
nervoso simpatico, como evidenciado por aumentos da FC durante o exercicio e um
atraso na queda da mesma durante o periodo de recuperacdo em relacdo aos
controles.

Por fim, um estudo mais recente de Bruce et al. (49) encontraram uma resposta
exacerbada da Ve quando ativado o metaborreflexo muscular em pacientes com
DPOC moderada a grave versus controles saudaveis. Os autores relataram que a
hipercapnia crénica em pacientes com DPOC nao exagera tal resposta e que a
resposta da FC foi similar em ambos os grupos. Esse estudo utilizou uma metodologia
diferente das demais. O exercicio foi realizado através da preensdo manual (50%
CVM) de forma dinadmica, ou seja, 1s de contragdo muscular e 1s de relaxamento
durante 2 minutos. De acordo com os autores o metaborreflexo muscular parece estar
envolvido no controle da Ve em pacientes com DPOC e pode ser um fator contribuinte
para a dispneia em exercicio.

Devido a divergéncia dos achados, metodologias e a pequena quantidade de
estudos disponiveis até o momento, ainda nao esta claro qual € a contribuicdo isolada
do metaborreflexo para o controle cardiorrespiratorio em pacientes com DPOC e seus
possiveis mecanismos fisiologicos envolvidos. Além disso, nenhum dos estudos
comparou a ativagao desse reflexo com a dispneia em pacientes com DPOC e sujeitos

saudaveis.
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4. METODOS
4.1 Local

Os dados foram coletados entre 2017 e 2019 com a participagao de pacientes
e assistentes dos ambulatérios de Pneumologia e Geriatria do Hospital Sdo Paulo /
Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de Medicina (HSP / UNIFESP -
Sao Paulo - Brasil).

Esta tese obteve a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Sao Paulo — Escola Paulista de Medicina sob o numero 2.023.931 em 20
de abril de 2017 (Anexo 9.1).

4.2 Populagao

Os critérios de elegibilidade para os pacientes com DPOC foram: i) histéria de
tabagismo maior que 10 anos-maco (79); ii) estabilidade clinica nos ultimos 3 meses
com tratamento otimizado; iii) VEF 1 pds broncodilatador menor que 80% do previsto e
relacdo VEF1 / CVF pds broncodilatador, abaixo do limite inferior de referéncia; iv)
indice de massa corporal inferior a 30 kg/m?; v) saturagdo de pulso de oxigénio (SpO2)
> 88%; vi) ndo ter participado de programa de reabilitagdo pulmonar nos 12 meses
precedentes a tese e nao praticar atividades fisicas regularmente, o que foi verificado
por escore menor que 8 no Questionario de Baecke Atividade Fisica Habitual (AFH)
(80); vii) consumo de oxigénio (VO2) pico menor que o limite inferior de normalidade
(81) e viii) ndo ter comorbidades relevantes.

Os individuos controles foram pareados por sexo com 0s pacientes. Estes
deveriam, dentro do possivel, ser saudaveis (auséncia de doengas crbnicas e de uso
regular de medicamentos). Caso houvessem problemas no recrutamento de
individuos com estas caracteristicas, poderia ainda ser recrutados individuos que
apresentassem doencgas crbnicas leves, controladas por medicamentos, o que é
considerado como estagio A de risco cardiovascular pela Associagdo Americana do
Coragao (82). Neste caso, poderiam ser incluidos individuos que tivessem
hipertensao, diabetes ou dislipidemia, desde que os valores de pressao arterial,
glicemia e lipidograma, respectivamente, estivessem dentro do limite de normalidade
por pelo menos 3 meses, mediante tratamento farmacolégico. Além disso, todos os

individuos controles deveriam ter as seguintes caracteristicas: i) ndo ter obesidade



22

(indice de massa corporal inferior a 30 kg/m?); ii) nunca ter fumado, ou n3o ter histéria
de tabagismo relevante (< 5 anos-maco) e ter parado de fumar ha pelo menos 1 ano;
iil) ndo praticar exercicios fisicos regularmente, o que foi verificado por escore menor

que 8 no AFH e iv) VO2 pico dentro dos limites de normalidade.
4.3 Protocolo

O protocolo da tese envolveu 5 visitas (figura 3). Estas foram realizadas de
preferéncia em dias ndo consecutivos e aproximadamente no mesmo horario do dia.
Os voluntarios foram instruidos a realizar uma refeicdo leve, 2 horas antes de
comparecer ao laboratorio, dormir bem na noite anterior, ndo consumir bebidas
alcodlicas ou cafeinadas e nao praticar exercicios fisicos intensos nas ultimas 24
horas. Na visita 1 os voluntarios passaram por uma triagem clinica com um médico e
pesquisadores do projeto para verificar os critérios de inclusdo. Apos concordarem
com o protocolo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo
9.2). Além disso, houve coleta de dados acerca das caracteristicas dos sujeitos e do
teste de exercicio cardiopulmonar (TECP). Na visita 2 houve o experimento para
ativagdo do mecanorreflexo muscular e a CVM do movimento de extens&o do joelho.
Na visita 3 houve a familiarizagdo com o0s experimentos para ativagdao do
metaborreflexo muscular (carga do protocolo e manguito de OCPE) e a familiarizagao
da imersdo da médo em agua gelada. A familiarizagao teve o intuito de minimizar efeitos
adversos relacionados ao incémodo gerado por tais protocolos. Na visita 4 houve o
experimento para ativagao do metaborreflexo muscular e imersao da méo em agua
gelada. Por fim, na visita 5, foi realizada uma biopsia muscular. As visitas 1, 2, 3 e 4
foram realizadas no Setor de Fungao Pulmonar e Fisiologia Clinica do Exercicio e no
Setor de Fisiologia do Exercicio da UNIFESP. A visita 5 foi realizada no Setor de

Doencas Neuromusculares da UNIFESP.

Vst 1

Triagem clinica

e —)

Experimento

- Consulta clinica

- Exame de sangue
- PFP

- TECP

- Mecanorreflexo
- CVM extenséao de
joelho

| Visita 3 [

Familiarizacao

| Visita 4 _Jaem

Experimento

Coleta de amostra

- Carga (W)

- Manguito OCPE
- Imersao da mao
em agua gelada

- Metaborreflexo
- Imersédo da mao
em agua gelada

- Biopsia muscular

Figura 3. Desenho da tese. Abreviagdes: PFP: prova de fungédo pulmonar; TECP: teste de exercicio
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cardiopulmonar; CVM: contragao voluntaria maxima; OCPE: oclusao circulatéria pés exercicio.

4.3.1 Visita 1 - Triagem clinica

A prova de fungao pulmonar incluiu a espirometria (47), sendo que todos os
voluntarios realizaram o exame. Os pacientes fizeram a espirometria completa com
pré e pos a utilizagado de broncodilatador. Os sujeitos saudaveis realizaram apenas a
manobra pré broncodilatador para confirmar auséncia de doenca pulmonar. A amostra
de sangue venoso foi coletada de uma veia no membro superior para quantificar
marcadores como glicemia em jejum, colesterol total e fragdes, lipoproteina de baixa
densidade (LDL), lipoproteina de alta densidade (HDL) e triglicérides mensurados por
hemograma. Esse procedimento foi realizado em um laboratorio de exames externo
a UNIFESP.

O TECP foi realizado em cicloergbmetro (Vmax™ 29 Encore CPET
SensorMedics Corporation, Yorba Linda, Ca, USA) para os membros inferiores e
caracterizou a funcao cardiorrespiratéria e metabdlica durante o exercicio (83). Além
disso, o TECP forneceu o percentual da carga que seria utilizado no protocolo de
ativacdo do metaborreflexo. O TECP foi realizado como pré-requisito para o
experimento de ativagdo do metaborreflexo, sendo aplicado um protocolo em rampa
até o limite maximo da tolerancia, utilizando-se um cicloergbmetro de freio
eletromagnético. O TECP consistiu em: i) 2 minutos de repouso; ii) 2 minutos
pedalando sem aplicag&o de carga; iii) um periodo variavel de exercicio com aumento
progressivo da poténcia; e iv) 5 minutos de recuperagéo (2 minutos de recuperagao
ativa sem carga e 3 minutos de recuperacgao passiva). A velocidade de incremento da
carga variou de 5 a 15W/min e era individualizada de acordo com o nivel de atividade
fisica e grau de dispneia dos individuos para suas atividades habituais, sendo que a
escolha da rampa se dava de forma empirica visando um periodo de exercicio
incremental de 8 a 12 minutos (83).

Varidveis metabdlicas, ventilatérias e de trocas gasosas foram obtidas por
meio de analisadores de gas acoplados a um pneumotacdégrafo (Vmax™ 29 Encore
CPET Sensor Medics Corporation, Yorba Linda, Ca, USA). Consumo de oxigénio,
producgao de gas carbdbnico e respostas ventilatérias foram medidos a cada respiragao
e expressos como médias dos valores dos ultimos 20 segundos (83). A FC foi
determinada utilizando-se o intervalo R-R da eletrocardiografia continua de 12

derivagdes e a SpO:2 foi determinada utilizando-se um oximetro de pulso. Variaveis
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metabdlicas, cardiovasculares, ventilatérias e de trocas gasosas foram analisadas e
seus valores comparados com os previstos por Neder et al. (84) considerando-se
sexo, idade, altura e peso.

Ao longo de cada teste cardiopulmonar, os voluntarios eram solicitados a
graduar, a cada dois minutos, o grau de “falta de ar” e “dor nas pernas” utilizando a
escala de Borg (0-10). Em todos os TECP, os voluntarios foram orientados a manter
um ritmo de pedalada de 60 * 5 rotagdes por minuto (rpm) e o teste era interrompido,
dando-se inicio a fase de recuperagao, quando o voluntario ndo fosse mais capaz de
manter uma frequéncia minima de 50 rpm a despeito de encorajamento ativo por parte

do examinador.
4.3.2 Visita 2: Ativagao isolada do mecanorreflexo muscular

O sujeito sentava em um dinamdmetro isocinético (Biodex System 4 Pro
Biodex Medical Systems) para as avaliacbes experimentais. As costas do sujeito
foram mantidas em 70° de inclinacao. A parte posterior da cabeca estava apoiada no
banco do dinamémetro. Um travesseiro extra foi colocado atras da cabeca para
melhorar o conforto do sujeito, se necessario. O membro dominante foi posicionado
para ser movido passivamente pelo dinamdmetro isocinético. A alavanca do
dispositivo estava presa a perna do sujeito. Uma bota de caminhada ortopédica
estabilizou o pé e o tornozelo do membro dominante. O membro nao dominante foi
posicionado confortavelmente a ~ 90° de flexdo do quadril e joelho, com o pé apoiado
em um suporte (figura 4). Depois de posicionados no dinamémetro isocinético, os
sujeitos foram expostos a um periodo de familiarizagdo do MP. Os individuos eram
instrumentalizados para as avaliagdes e em seguida, repousavam em siléncio por 5
minutos para a medi¢ao do melhor repouso. Na sequéncia, o experimento comecgava.

A ativacdo do mecanorreflexo muscular consistiu em realizar MP de flexdo e
extensao do joelho do membro dominante. Este € um modelo reprodutivel (85) e que
vem sendo usado ha muitos anos (86, 87) para ativar o mecanorreflexo isoladamente,
sem a ativacdo de outros mecanismos neurais presentes durante o exercicio
voluntario (comando central e metaborreflexo). O MP foi realizado no membro
dominante, pelo fato deste ser mais usado em atividades da vida diaria e por uma
questao de padronizagao, visto que pode haver diferenga nas respostas ao MP entre

o0 membro dominante e ndo dominante (88). O MP durou 30 segundos e foi repetido
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de 4 a 6 vezes, com 1 a 2 minutos de intervalo entre cada repetigao (figura 5). A
velocidade do movimento foi de 300°/s com um tempo de ciclo de ~ 0,5 Hz. Uma
pesquisadora (L.C.A.) alertava os sujeitos que seu joelho seria movido 10 segundos
antes do inicio do movimento para evitar sustos. Se uma resposta antecipada da Ve
fosse observada, o inicio do movimento era adiado ou abortado. Se isso
permanecesse, cancelava o comunicado do MP. A amplitude de movimento variou de
extensao quase completa do joelho (~ 10° de flexao do joelho) a 100° — 110° de flexao
do joelho. A amplitude de movimento foi fixada para cada sujeito. Nenhum sujeito
queixou-se de desconforto ou dor nos musculos e articulagbes quando expostos ao
MP do membro nos limites estabelecidos para extenséao e flexdo do joelho.

A transicao entre flexao para extensao e extensao para flexao foi feita usando
a opcgao de desaceleracao intermediaria do dispositivo para suavizar a mudancga de
direcdo. A atividade elétrica muscular por eletromiografia (EMG) de superficie do vasto
lateral foi medida para verificar a auséncia de contragdes ativas. Apos o experimento
do mecanorreflexo, a mascara facial foi removida e os sujeitos realizaram pelo menos
trés manobras de CVM reproduziveis com os extensores do joelho da perna
dominante. Isso foi usado para avaliar o torque maximo e normalizar o sinal elétrico
do musculo. O joelho dominante foi colocado a 60° de flexdo e os sujeitos foram
instruidos a estender esse joelho a forga maxima por 3 segundos. O intervalo entre

as repeticdes durou pelo menos 2 minutos.
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Figura 4. Exemplo representativo do posicionamento do voluntario e da disposi¢cdo dos aparelhos para
a execucao do protocolo de mecanorreflexo muscular. 1- Aparelho isocinético; 2- Eletromidgrafo; 3-

Finapress; 4- Ventildmetro; 5- Power lab.

MP MP MP MP

] N |

o 051 15 0 051 15 0 05 1 15 0 05 1 1,5

Tempo (min)

Figura 5. llustragdo do protocolo para ativagdo do mecanorreflexo muscular. O mecanorreflexo foi
ativado por movimento passivo (MP) unilateral de flexdo e extenséo de joelho. O MP teve duragdo de
30 segundos (i.e., 0,5 minuto) e foi repetido de 4 a 6 vezes com intervalo (linha tracejada) de 1 a 2

minutos.

4.3.2.1 Mensuragoes da visita 2

Durante a ativagdo do mecanorreflexo muscular foram mensurados desfechos
ventilatorios como fr, VC, tempo inspiratorio (Ti) e tempo expiratério (Te), através de
um ventilémetro (Heated Pneumotach 800 L with Heater Controller - AD Instruments).

Outras medidas como Vg, razdo fr/VC, VC/Ti, razdo Ti/tempo total (Ttot) e razéo
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Velventilagdo voluntaria maxima (VE/VVM) foram calculadas. A VVM foi estimada pelo
produto do VEF+1 (L) x 40 (89).

Os desfechos cardiovasculares foram VS estimado batimento a batimento pelos
dados de pressao arterial diastdlica (PAD), pressao arterial sistdlica (PAS) e PAM
medida batimento a batimento por fotoplestimografia digital (Finapress Medical
Systems BV, Amsterdam, The Netherlands), através do método model flow (90). Esse
método permitiu calcular o DC e a RPT. A FC foi determinada utilizando-se o intervalo
R-R da eletrocardiografia continua de 3 derivagdes.

O desfecho para confirmagao do MP foi a atividade elétrica de superficie do
musculo vasto lateral e o torque medido pela CVM no movimento de extensdo do
joelho. O critério foi 0 aumento de no maximo 4 pV da EMG durante o MP em relagao
ao repouso, conforme dados de Bell et al. (91). A atividade elétrica de superficie do
musculo vasto lateral foi registrada a partir do eletromiégrafo (MyosystemBr1, Data
Hominis) usando eletrodo ativo diferencial bipolar. O eletrodo ativo tinha 2 barras
retangulares com 10 mm de distancia. As barras, feitas de 99,9% de prata, tinham 1
mm de largura e 10 mm de comprimento. A impedancia de entrada foi de 10'°> ohms
e a amplificacédo no local foi de 20X. O eletrodo de referéncia era circular, com 30 mm
de largura, 1,5 mm de espessura e feito de ago inoxidavel. A pele foi tricomizada, se
necessario, e limpa com gaze e alcool antes da colocagao dos eletrodos. O eletrodo
ativo foi colocado a 2/3 da distancia da crista iliaca e a borda superior da patela
(SENIAM), no local que produzia a melhor relag&o sinal / ruido quando os individuos
foram solicitados a estender ativamente o joelho, enquanto um pesquisador segurava
manualmente o eletrodo ativo. O eletrodo de referéncia foi colocado no processo
espinhoso de C7. Os eletrodos e seus cabos foram fixados com fita adesiva e
envolvidos por um curativo elastico. O dispositivo eletromiografo e o laptop conectado
a ele tinham baterias recarregaveis a bordo e, portanto, foram desconectados da fonte
de alimentacio elétrica durante a coleta de dados para reduzir o ruido elétrico. O sinal
elétrico muscular bruto foi adquirido com uma taxa de rejeicdo de modo comum de 92
dB a 60 Hz, amplificado 50X (ou seja, ganho total igual a 1,000X), com um filtro digital

para uma banda de frequéncia de 15 a 500 Hz e amostragem de 1 KHz.
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4.3.2.2 Analise de dados da visita 2

Os dados de Ve foram inspecionados visualmente pela primeira vez em busca
de respiragbes aberrantes. Respiragdes aberrantes eram raras, mas quando
encontradas, os dados foram excluidos. Em seguida, todas as variaveis
cardiorrespiratérias foram interpoladas em intervalo de 1 segundo e o tempo foi
alinhado de acordo com as repetigdes. Uma média de um periodo de 30 segundos de
dados estaveis representou o repouso. Médias de dez segundos foram calculadas
para os dados correspondentes ao MP e a fase de recuperagédo em cada repeticao.
Para cada sujeito foi calculada a média de todas as repeticdes validas (pelo menos 3
repeticdes). Ao final foi relatado a média de cada grupo. Para avaliar alteragdes
absolutas em relagcdo ao repouso foi calculado o delta das fases do MP (a cada 10
segundos) para todas as variaveis cardiorrespiratérias. O tempo para atingir 50% da
resposta ventilatéria durante o MP foi relatado como a cinética da Ve (T/2) e calculado
para cada sujeito (92).

O filtrado do sinal elétrico muscular foi inspecionado visualmente em busca de
contracdes ativas e ruido. Sinal tipico de contracéo ativa foi observado durante o MP
dos membros em 3 sujeitos, durante duas ou mais repeticbes. Portanto, todas as
variaveis registradas durante essas repeticdes foram excluidas da analise. Ruidos
elétricos (por exemplo, aumento e queda abruptos de EMG) foram observados em
poucas gravagoes, provavelmente devido ao leve sensor e movimento do cabo.
Assim, esses registros com ruidos e os dados correspondentes obtidos durante o MP
nao foram utilizados para as analises posteriores. Foi calculado o root median square
(RMS) dos dados de 30 segundos durante o repouso e o MP. Além disso, o RMS foi
calculado a partir de dados de 1 segundo em torno do pico de torque obtido durante
a CVM. Os dados do RMS foram relatados como valores absolutos e percentuais

daqueles obtidos durante a CVM.

4.3.3 Visita 3 - Familiarizagao da carga do protocolo de ativagao do
metaborreflexo, manguito de oclusao circulatéria e imersao da mao

em agua gelada

A familiarizagdo da carga do protocolo de metaborreflexo muscular consistiu
em um teste maximo de carga constante em cicloergbmetro (Vmax™ 29 Encore CPET

Sensor Medics Corporation, Yorba Linda, Ca, USA). O teste de exercicio consistiu em:
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i) 2 minutos de repouso; ii) 2 minutos de exercicio pedalando sem aplicagao de carga;
iii) um periodo variavel de exercicio pedalando a 60 + 5 rpm em carga constante e
submaxima (75% da carga pico mensurada no TECP); e iv) 4 minutos de recuperacéo
(2 minutos de recuperagao ativa sem carga e 2 minutos de recuperagao passiva). Tal
procedimento foi realizado com o objetivo de corrigir a diferenga do percentual da
carga de exercicio entre pacientes com DPOC e sujeitos saudaveis (93). O teste
deveria ter uma duragdo minima de 4 minutos e maximo de 12 minutos. Um paciente
com DPOC n&o conseguiu atingir o tempo minimo de teste e dois voluntarios do grupo
controle ultrapassaram o tempo maximo. Nesses casos, as cargas foram reajustadas
(93, 94).

A familiarizacdo do manguito de oclusao circulatéria teve o intuito de evitar
possiveis incOmodos e efeitos adversos durante o protocolo de coleta de dados. O
manguito foi posicionado na parte superior da coxa dominante dos individuos e o
mesmo era inflado até 100mmHg por 30 segundos. Se o sujeito aguentasse, o
manguito era novamente inflado até uma pressao = 200mmHg por 30 segundos a 1
minuto. Se o voluntario conseguisse suportar as etapas anteriores, 0 manguito era
inflado até uma pressao = 200mmHg e mantido por 2 minutos, tempo em que seria
realizado no dia do protocolo de coleta de dados. Esse procedimento foi realizado com
os voluntarios sentados e sob monitorizagédo de SpO2 por oximetria de pulso, FC por
eletrocardiograma e PAS e PAD por esfigmomanémetro.

A familiarizagdo de imersao da mao em agua gelada foi realizada a fim de que
os voluntarios conseguissem suportar por 2 minutos a imersdo da mao em um
recipiente com agua e cubos de gelo a temperatura de ~ 0-3° Celsius. Da mesma
forma, tal procedimento foi gradativo de acordo com a tolerancia e limiar de dor dos
voluntarios. Inicialmente, a mao era mantida dentro do recipiente por 30 segundos a
1 minuto. Se o voluntario conseguisse suportar, era realizado um intervalo de 1 minuto
e novamente o voluntario colocava a mao no recipiente por 2 minutos, tempo que seria
feito no dia do protocolo de coleta de dados. Esse procedimento foi realizado com os
voluntarios sentados e sob monitorizagdo de SpO:2 por oximetria de pulso, FC por

eletrocardiograma e PAS e PAD por esfigmomandmetro.
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4.3.4 Visita 4 - Ativacao isolada do metaborreflexo muscular e

imersao da mao em agua gelada

O metaborreflexo muscular foi ativado por meio de OCPE, ou seja, os
metabdlitos produzidos pelo exercicio foram aprisionados nos musculos apds o
exercicio em cicloergbmetro (Vmax™ 29 Encore CPET Sensor Medics Corporation,
Yorba Linda, Ca, USA) (figura 6) para avaliagao isolada do metaborreflexo em relagao
a outros mecanismos neurais presentes durante o exercicio voluntario (comando
central e mecanorreflexo muscular). Este € um protocolo classico (95) e reprodutivel
(85) em fisiologia do exercicio, que foi descrito pela primeira vez em 1937 (95), e tem
sido utilizado frequentemente desde entéo (49). O experimento de ativagao isolada do
metaborreflexo consistiu em: i) 2 minutos de repouso; ii) 2 minutos de exercicio em
um cicloergbmetro pedalando sem carga; iii) 4 minutos de exercicio pedalando a 60 +
5 rpm em carga constante e submaxima (75% da carga pico mensurada no TECP);
iv) 2 minutos sem pedalar com aprisionamento de metabdlitos no membro inferior
dominante (75), mediante rapida inflagado do manguito posicionado na porgao superior
da coxa; e v) 2 minutos de recuperagdo com o manguito livre. O manguito foi inflado
a uma pressao de 20mmHg acima da PAS medida durante o pico do TECP (96). O
manguito comecgava a ser inflado 20 segundos antes do voluntario parar de pedalar,
para que dessa forma conseguisse aprisionar a maior parte possivel dos metabdlitos
produzidos pelo exercicio. Esse procedimento foi realizado manualmente e sempre
pelo mesmo pesquisador em todas as coletas. Com um intervalo de 30 minutos o
protocolo foi repetido, porém, apds o exercicio ndo houve oclusao circulatoria, o que
caracterizou o procedimento controle (figura 7). A ordem dos procedimentos com e
sem OCPE foi randomizada para cada voluntario, sendo que a randomizagao foi
realizada pelo sitio eletrbnico www.randomizer.org. Os voluntarios e pesquisadores
ndo ficaram cegos durante as coletas de dados, visto que néo foi possivel realizar

cegamento neste tipo de protocolo.
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Figura 6. Exemplo representativo do posicionamento do voluntario e da disposi¢do dos aparelhos para
a execugdo do protocolo de metaborreflexo. 1- Near-infrared spectroscopy; 2- Physioflow; 3-
Electromiégrafo; 4- Manguito de oclusdo circulatéria com faixa elastica para fixacdo; 5-
Esfigmomanémetro; 6- Pneumotacoégrafo; 7- Coleta de lactato sanguineo.

REPOUSO FREE EXERCICIO OCLUSAO | RECUPERAGAO
2 min 2 min 4 min CIRCULATORIA 2 min
2 min
APQOS 30 min
REFPOUSO FREE EXERCICIO RECUPER&@:&O
2 min 2 min 4 min 2 min

Figura 7. llustragao do protocolo de ativagdo do metaborreflexo muscular. Em uma situagéo, apos o
exercicio, 0 manguito posicionado na coxa dominante foi insuflado para provocar oclusao circulatéria
e, entdo, aprisionar metabdlitos. Em outra situacdo ndo houve oclusao circulatéria. A ordem dos
procedimentos com e sem oclusao circulatéria foi randomizada para cada voluntario e houve pelo

menos 30 minutos de intervalo entre as duas situacoes.

O protocolo de imersdao da mao em agua gelada teve o intuito de gerar
respostas cardiorrespiratérias por receptores e vias aferentes distintas das aferéncias
musculares tipo Ill e IV. Além disso, tal manobra possui boa reprodutibilidade (68).
Isto permitiu identificar se pacientes com DPOC apresentavam respostas alteradas

especificamente frente a ativagdo de aferéncias musculares, ou de maneira
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inespecifica, frente a ativacdo de aferéncias que geram como resultado respostas
cardiorrespiratérias. Os voluntarios permaneciam sentados em repouso por 5 minutos.
Em seguida uma das maos era imersa até o punho em um recipiente com pedacos de
gelo diluido em agua por 2 minutos. Por fim, era retirada a mao do recipiente,
caracterizando o periodo de recuperagdo por 2 minutos. A temperatura da agua foi
aferida por um termdmetro digital e foi mantida entre ~ 0-3° Celsius. Os sujeitos foram
orientados, e cuidadosamente acompanhados, para nao realizarem contragdes

musculares, apneia e/ou manobra de Valsalva.
4.3.4.1 Mensuragoes da visita 4

Os desfechos ventilatérios e de trocas gasosas foram mensurados a cada
respiragdo e obtidos por meio de analisadores de gas acoplados a um
pneumotacografo (Vmax™ 29 Encore CPET Sensor Medics Corporation, Yorba Linda,
Ca, USA) durante o protocolo de ativagao do metaborreflexo muscular. Os desfechos
ventilatérios foram Ve, VC, fr, Ti, Te, Ttot e VC/Ti. Os desfechos de trocas gasosas
foram VO3, VCO2, equivalente ventilatério de Oz (Ve/VO2), equivalente ventilatério de
CO2 (Ve/VCO2) e quociente respiratério (VCO2/VO2). A SpO2 foi determinada
utilizando-se um oximetro de pulso.

Como desfechos cardiovasculares foi mensurada a FC, utilizando-se o
intervalo R-R da eletrocardiografia continua de 12 derivagées durante todo o
experimento. Além disso, foram medidas a PAS e PAD através do esfigmomandmetro
no periodo de repouso, durante o exercicio sem carga, ao final do primeiro minuto e
terceiro minuto do teste de carga constante e a cada minuto no periodo de
recuperacéo. A PAM foi calculada (97).

Como desfecho metabdlico foi mensurada a concentragdo sanguinea de
lactato, analisada por amostra de sangue capilar arterializado coletada no dedo
indicador. A coleta de lactato foi realizada em dois momentos: repouso e no periodo
de recuperagao entre o primeiro e segundo minuto.

Como desfecho perceptual foi mensurada a percepgao subjetiva de esforgo
(PSE) da respiragéo e das pernas utilizando a escala de Borg (0-10) (98). Eram
realizadas duas perguntas aos voluntarios, da seguinte forma: “Qual é a nota do seu
esforgo que o(a) senhor(a) esta fazendo para respirar (falta de ar) / pedalar (dor nas

pernas) nesse momento?” A coleta da PSE foi mensurada no periodo de repouso,
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aquecimento do exercicio sem carga, ao final do primeiro minuto e terceiro minuto do
teste de carga constante e a cada minuto no periodo de recuperacao. Além disso, foi
avaliada a dor que o manguito provocava imediatamente apds o final do experimento
através da escala visual analoga com 10 centimetros de comprimento (anexo 9.4).
Para o experimento de imersao da mao em agua gelada foram mensurados a
cada respiracdo como desfechos ventilatorios a Ve e fr (Vmax™ 29 Encore CPET
Sensor Medics Corporation, Yorba Linda, Ca, USA). Dentre os desfechos
cardiovasculares, foram mensurados a FC (utilizando-se o intervalo R-R da
eletrocardiografia continua de 12 derivagdes durante todo o experimento), a PAS e a
PAD (através do esfigmomandmetro no periodo de repouso, e a cada minuto no
periodo de imersdo da mao em agua gelada e da recuperacao). A PAM foi calculada
(97). Os desfechos perceptuais mensurados foram a PSE para respiragao através da
escala de Borg durante o periodo de repouso e a cada minuto no periodo de imersao
da mao em agua gelada e da recuperacdo, e a dor avaliada imediatamente apds a
retirada da mé&o do recipiente por escala visual analoga com 10 centimetros de

comprimento (anexo 9.4).
4.3.4.2 Analise de dados da visita 4

As variaveis respiratorias e de FC do metaborreflexo foram coletadas
respiragao a respiragdo. Em seguida, foram interpoladas a cada segundo e alinhadas
com o tempo de acordo com os momentos do protocolo em cicloergbmetro. Médias
de dez segundos de cada sujeito foram calculadas para os dados correspondentes a
todo o periodo dos experimentos com oclusao e sem oclusado. Ao final foi demonstrado
a meédia de cada grupo. Para o momento de ativagdo do metaborreflexo muscular foi
realizado média de 30 segundos do fim do exercicio e durante todo o periodo de
recuperagcdo com oclusdo e sem oclusédo para cada sujeito. Ao final foi relatado a
média de cada grupo. Para avaliar alteragbes absolutas em relagao ao experimento
com oclusao versus sem oclusao foi calculado o delta do periodo de ativagdo do
metaborreflexo (dois minutos) para todas as variaveis cardiorrespiratérias no grupo
controle e de pacientes com DPOC. Para o protocolo de imersdo da mao em agua
gelada foram calculadas médias de 30 segundos do fim do repouso e durante todo o
periodo do experimento. Para avaliar alteragdes absolutas em relagéo ao experimento

versus repouso foi calculado o delta do periodo de protocolo (dois minutos) para as
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principais variaveis cardiorrespiratérias.
4.3.5 Visita 5 - Biopsia muscular

Uma coleta de tecido muscular foi realizada por biépsia percutadnea no vasto
lateral, aproximadamente no ponto central entre a borda superior da patela e o
trocanter maior do fémur (figura 8). Esse procedimento foi coordenado pelo Dr. Acary
Souza Bulle Oliveira, Chefe do Setor de Doencas Neuromusculares da UNIFESP, Sao

Paulo.

Figura 8. Foto bidpsia muscular vasto lateral.

4.3.5.1 Mensuragoes da visita 5

Os fragmentos coletados em bidpsia do musculo foram processados de acordo
com a técnica descrita por Schmidt e Gabbai (99), onde fragmentos de
aproximadamente 8mm que foram obtidos por meio de bidpsia a céu aberto foram
colocados em gaze estéril e encaminhados imediatamente para o laboratério.
Seguindo a mesma técnica, os fragmentos foram empoados com silicato de magnésio
e fixados em placa de cortica com goma adragante. Em seguida, os fragmentos foram
submersos em nitrogénio liquido (-180°C) por aproximadamente 25 segundos e
posteriormente, armazenados em freezer - 80°C até serem cortados. Os fragmentos

congelados foram cortados em criostato com espessura de 6um.
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Para estimar o estado redox do sistema biologico foi analisado o balango redox
da glutationa através da razdo da glutationa reduzida e gultationa oxidada
(GSH/GSSG). Foi adicionado a amostra de tecido o acido percloérico (2N), depois
colocado em tubo de 2 ml, homogeneizada e centrifugada. A GSSG foi separada em
100 pl do sobrenadante, sendo adicionado 20 yl de NEM a amostra e, em seguida, foi
neutralizada com MOPS 0,3 MKOH 2M, pH=7,4. Ap6s uma hora, uma aliquota de 25
I foi extraida e foram adicionados 175 ul H20, 700 ul NADPH (10mM), 100 ul DTNB
(acido ditionitrobenzoico, 6mM), zera o espectro e a GSH (10U/ml) foi adicionada. A
leitura da reacdo foi realizada em espectrofotdmetro 412 nm. Glutationa Total: A
glutationa total mede a reagao de 6xido reducao entre GSH e GSSG. Separa-se 100 pl
do sobrenadante e em seguida, a amostra foi neutralizada com MOPS 0,3 MKOH 2M,
pH=7,4. Ap6s uma hora, uma aliquota de 25 pl foi extraida e foram adicionados 175 ul
H20, 700 yl NADPH (10mM), 100 ul DTNB (acido ditionitrobenzéico, 6mM), zera o
espectro e GSH (10U/ml) foi adicionada. A leitura da reagédo foi realizada em
espectrofotdbmetro 412 nm. A GSH foi calculada a partir da subtragédo da glutationa
total pela GSSG, e em seguida a razdo GSH/GSSG no tecido cardiaco (100, 101).

4.4 Analise Estatistica

O numero de sujeitos foi definido com base nos resultados de estudos
semelhantes ao projeto em tela, acerca de respostas cardiorrespiratérias frente a
ativagdo do mecanorreflexo e do metaborreflexo (19, 49, 75, 76, 88). E, dentre as
respostas, a de maior interesse e relevancia para a tese foi a resposta da Ve. Os
estudos em tela, em geral, incluiram em torno de 10 a 15 sujeitos controles e numero
equivalente de pacientes em comparacoes feitas por Test t de student e ANOVA. Nés
calculamos o tamanho amostral da nossa tese utilizando como base o tamanho do
efeito da diferenga entre grupos (G*Power 3, Universidade de Dusseldorf, Alemanha).
Para estimar o possivel tamanho do efeito encontrado na nossa tese, nés calculamos
o tamanho do efeito de Hedges de um importante estudo na area, utilizando os dados
reportados de média e desvio padrdao. Neste estudo o tamanho do efeito observado
foi de 1,20 (49). Entéo, considerando tamanho do efeito de 1,20, P < 0,05 em analises
bicaudais e poder de 0,80, seriam necessarios 12 sujeitos por grupo para encontrar
diferenca entre os grupos em Test t de student independente (comparagao de dois

grupos) ou ANOVA de uma entrada (comparagao de trés grupos) nas principais
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analises dos estudos (delta de resposta provocada pelos reflexos em questdo).
Demonstragdes do calculo do tamanho amostral estdo apresentadas no anexo 9.5. O
primeiro procedimento realizado nas analises estatisticas dos dados coletados foi a
triagem de outliers. Consideramos outliers dados localizados 1,5x o valor da diferenga
interquartilica acima do quartil superior ou abaixo do quartil inferior. Quando outliers
foram identificados, nés conduzimos analises paramétricas e ndo paramétricas (Test-
Mann Whitney U ou Kruskal-Wallis), com e sem os outliers. Quando a presenca de
outliers gerava interferéncia na interpretagéo dos dados, os outliers eram removidos
para a conducado de analises descritivas e inferenciais. Caso contrario, os outliers
eram mantidos nas analises apresentadas na tese. O efeito do mecanorreflexo foi
calculado como delta dos dados do MP versus repouso (i.e., A = movimento -
repouso). O efeito do metaborreflexo foi calculado com delta entre os dados da OCPE
versus recuperagdo pos exercicio com circulagdo livre para as pernas (i.e., A =
oclusao - sem oclusao). As comparacdes entre grupos foram feitas por teste de Chi-
quadrado, Teste t de student independente, ANOVA de uma entrada (fator grupo) ou
ANOVA de duas entradas (fatores: grupo e medidas repetidas). Caso necessario foi
utilizado o post-hoc de Fisher apos a ANOVA. As anadlises estatisticas foram
realizadas no programa Statistica 12 (StatSoft, EUA). Os dados estdo apresentados
como média * erro padrdo da média (EPM). Valores absolutos de P foram
apresentados sempre que possivel e interpretados usando o valor de 0,05 como base,
mas nao ponto de corte, para interpretacdo de significancia estatistica, conforme

orientagcdes contemporaneas (102).
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5 RESULTADOS
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5. RESULTADOS
5.1 Avaliagao do mecanorreflexo muscular

Foram incluidos no estudo individuos de ambos os sexos, com idade entre 50
e 80 anos. Para o protocolo de ativagdo do mecanorreflexo muscular (estudo 1) foram
recrutados 25 controles e 40 pacientes com DPOC, porém apds a triagem clinica
apenas 20 controles e 34 pacientes realizaram o protocolo. Os resultados que seréao

apresentados sao de 14 controles e 28 pacientes com DPOC (figura 9).

Controles recrutados Pacientes recrutados
n=25 n =40
——— | - Negou participar (2) ‘ I | - Negou participar (3) ‘
‘ Triagem clinica (23) ‘ ‘ Triagem clinica (37) ‘
. . - Limitac&o articular no joelho (2)
- Muito ativo (3) - Doenga arterial periférica (1)
‘ Mecanorreflexo (20) ‘ ‘ Mecanorreflexo (34) ‘
- Contragao voluntaria do —
I ,|vasto lateral (3) - Arritmia (2)
- Resposta antecipatoria -GOLD 4 (4)
‘ Dados utilizados (14) ‘ ao MP (3)

| Dados utilizados (28) |

Figura 9. Organograma - estudo 1. Abreviagdes: n = numero de sujeitos; MP: movimento passivo;

GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease.

Os pacientes foram separados em 2 grupos de acordo com a classificacao da
gravidade da doenga, sendo 14 individuos com DPOC moderada e 14 individuos com
DPOC grave (tabela 1). Houve pareamento para a idade entre controles e pacientes,
porém pacientes com DPOC moderada foram diferentes dos pacientes com DPOC
grave. O peso corporal dos pacientes com DPOC grave foi significativamente menor
em comparagao aos controles. Houve diferenga entre os grupos para o AFH, porém
todos apresentaram score menor que 8. Assim, todos sao classificados como pessoas
nao ativas fisicamente. Praticamente todas as variaveis do exame de espirometria
apresentaram diferengas entre os pacientes e os controles, caracterizando, portanto,
a DPOC.



Tabela 1. Caracterizagéo dos sujeitos - estudo 1.

Variavel Controles DPOC - moderada DPOC - grave P-valor
(n=14) (n=14) (n=14)
Idade (anos) 681 712 63+2# 0,01
Sexo (M/F) 717 10/4 9/5 0,50
Peso (kg) 71,26+2,62 8 67,31+3,12 61,25+2,04 0,03
Altura (m) 1,63+0,02 1,63+0,02 1,60+0,02 0,50
IMC (Kg/m?) 26,8+0,7 25,2+0,9 24,0£1,0 0,10
Magos/ano - 40,30+5,38 41,38+6,02 0,89
AFH 7,07+0,38 & 5,86+0,46 4,61+0,44 # <0,01
Fung¢ao pulmonar
VEF1 (L) 2,49+0,17 8% 1,59+0,14 1,08+0,07 # <0,01
VEF1 (% prev.) 109+4 &¥ 60+2,12 40+1,64 # <0,01
CVF (L) 3,26+0,22 3,04+0,16 2,73+0,19 0,16
CVF (% prev.) 103+3 &¥ 90+3,85 80+3,95 <0,01
VEF1/CVF (% prev.) 101+£3 ¥ 66+3,19 51+3,70 # <0,01
Medicagoes
Formoterol / Budesonida - 11 13 -
Tiotropio - 9 11 -
Salbutamol - 8 3 -
Salmeterol / Fluticasona - 3 1 -
Propanolol 4 9 5 -
Levotiroxina 2 1 2 -
Metformina 3 1 3 -
Sinvastatina - 7 4 -

Valores apresentados como média + EPM. Dados analisados por Qui-quadrado ou ANOVA one way
(post-hoc Fisher). Abreviagdes: DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; n = niumero de sujeitos;
IMC: indice de massa corpérea; AFH: questionario de Baecke de atividade fisica habitual; VEF1: volume
expiratério forgado em 1 segundo; CVF: capacidade vital forgada; ¥ diferenga controle vs. DPOC

moderada; & diferenga controle vs. DPOC grave; # diferenga DPOC moderada vs. Grave.

Os grupos de pacientes com DPOC moderada e grave apresentaram valores
de fr significativamente maiores em relagao ao grupo controle no periodo de repouso
(tabela 2). Além disso, o Ti foi significativamente menor nos pacientes em comparagao
aos controles. A razédo fr/VC no repouso foi significativamente maior nos pacientes
com DPOC grave em relagado aos outros grupos. O Te no periodo de repouso foi
significativamente menor nos pacientes com DPOC grave comparado aos controles.

A razao VC/Ti no repouso foi significativamente maior nos pacientes com DPOC
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moderado comparado aos demais grupos. Quanto as variaveis cardiovasculares no
periodo de repouso, apenas a FC apresentou maiores valores nos pacientes com
DPOC grave comparado aos controles. Vale ressaltar, que no numero de sujeitos para
algumas variaveis cardiovasculares foi diferente em relagdo aos demais dados

coletados devido a problemas do equipamento.

Tabela 2. Dados de repouso antes do movimento passivo - estudo 1.

Variavel CONTROLES DPOC - moderada DPOC - grave P-valor
(n=14) (n=14) (n=14)
VE (L/min) 75%05 98+0,8 8,0 = 0,7 0,08
fr (ciclos/min) 13,9 £ 0,6 3¥ 17,8 £ 0,8 18,9 + 1,1 < 0,01
VC (L) 0,5%0,1 0,5+0,1 04 + 0,1 0,20
fRIVC (ciclos/min/L) 28,0 +2,9%8 34,8 + 3,1 50,3 + 6,47 < 0,01
Ti (s) 2,1+0,28¥ 1,4+ 0,1 1,4 + 0,0 < 0,01
Te (s) 23+0,158 2,0+0,1 1,8 + 0,1 0,03
Ti/Ttot (a.u.) 0,4 +0,0 0,4 +0,0 04 + 0,1 0,10
VC/Ti (L/s) 02+0,1% 03+0,1% 0,3 + 0,0 0,04
Borg dispneia 0,0 £0,1 0,8 +0,3 0,6 £ 0,3 0,11
Borg dor nas pernas 0,1+£0,1 0,6 +0,3 0,5 + 0,3 0,24
FC (bpm) 64 2% 69 + 2 76 + 2 0,03
VS (mL) $ 61+3 55 + 6 52 + 3 0,50
DC (mL/min) $ 3,9+0,2 3,7+0,3 40 + 0,3 0,85
RPT (mmHg/L/min)$ 29,4 + 3,7 31,1+ 41 29,0 + 1,9 0,93
PAS (mmHg) 142 +3 133+ 4 144 + 4 0,30
PAD (mmHg) 84 +2 83+2 87 + 2 0,62
PAM (mmHg) 105 + 2 101 £ 2 108 = 3 0,38

Valores apresentados como média + EPM. Dados analisados por ANOVA one way (post-hoc Fisher).
Abreviagdes: DPOC: doencga pulmonar obstrutiva crénica; n = numero de sujeitos; Ve: ventilagéo
minuto; fr: frequéncia respiratéria; VC: volume corrente; Ti: tempo inspiratorio; Te: tempo expiratorio;
Ttot: tempo total; FC: frequéncia cardiaca; VS: volume sistdlico; DC: débito cardiaco; RPT: resisténcia
periférica total; PAS: presséao arterial sistélica; PAD: pressdo arterial diastélica; PAM: pressao arterial
média; ¥ diferenga controle vs. DPOC moderada; & diferenca controle vs. DPOC grave; # diferenca
DPOC moderada vs. grave; $ controles: n = 10; pacientes com DPOC moderada: n = 8; pacientes com
DPOC grave: n = 10.

Os dados absolutos da EMG do vasto lateral em repouso e durante o MP foi
estatisticamente maior no grupo de pacientes com DPOC grave comparado ao grupo

controle (tabela 3). Para as demais variaveis analisadas n&o foram encontradas
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diferencas entre o repouso e o MP.

Tabela 3. Atividade elétrica de superficie e pico de torque do musculo vasto lateral.

Variavel Controles DPOC moderada DPOC grave P-valor
(n=14) (n=14) (n=14)
EMG repouso (uV) 43,49 +274% 5278+ 6,19 75,44+ 12,32 0,02
EMG mov. passivo (uV) 48,50+ 2,88% 57,85+ 3,76 81,02+ 12,17 0,02
Delta EMG (pV) 5,02 + 0,79 5,07+ 1,39 5,57+ 1,69 0,94
EMG CVM (uV) 2,646 + 383 2,462+ 317 2,815+ 410 0,80
EMG repouso (% CVM) 2,31 £ 0,46 2,48+ 0,31 3,21+ 0,46 0,28
EMG mov. passivo (% CVM) 2,52 + 0,47 2,68+ 0,31 3,56+ 0,58 0,25
Delta EMG (% CVM) 0,21 + 0,03 0,21+ 0,07 0,35+ 0,16 0,54
Pico de Torque (N.m) 147 £ 10 119+ 8 113+ 13 0,08

Valores apresentados como média + EPM. Dados analisados por ANOVA two way. Abreviagdes: n:
namero de sujeitos; mov.: movimento; CVM: contragédo voluntaria maxima; EMG: atividade elétrica

muscular por eletromiografia; & diferenga controle vs. DPOC grave.

O comportamento da resposta ventilatéria durante o MP e o periodo de
recuperacéo esta demonstrado na figura 10. Pode-se perceber que os pacientes com
DPOC moderada apresentaram maior resposta de Ve durante a fase intermediaria (11
a 20 segundos) e final (21 a 30 segundos) do MP comparado aos outros grupos
(grafico A1). Além disso, essa resposta permaneceu maior no periodo de recuperagao
em relagéo aos pacientes com DPOC grave. Ao comparar os valores de delta da Ve
em relagdo ao repouso (grafico A2) percebe-se que os pacientes com DPOC
moderada e grave apresentam menores valores comparados aos controles (resposta
lenta) na fase inicial do MP (0 a 10 segundos). Na fase intermediaria do MP os
pacientes com DPOC moderada mostraram uma maior resposta de delta da Ve em
relacdo aos pacientes com DPOC grave. Na fase final do MP os pacientes com DPOC
moderada permaneceram com resposta aumentada comparada aos demais grupos.
A resposta aumentada dos pacientes com DPOC moderada é devida em grande parte,
a maior resposta da fr dos pacientes com DPOC em relagao aos controles no MP e
periodo de recuperagao (grafico B1). O mesmo dado foi reportado quando analisado
o delta da fr (grafico B2). A menor resposta do VC nos pacientes com DPOC grave
em relagdo aos controles foi observada apenas na fase inicial do MP em ambas as

analises (graficos C1 e C2).
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Figura 10. Respostas ventilatérias durante o movimento passivo € a recuperagdo entre sujeitos
controles (circulos brancos), pacientes com DPOC moderada (circulos azuis) e pacientes com DPOC
grave (circulos vermelhos), n = 14 em todos os grupos. Valores apresentados como média (graficos da
esquerda) e deltas em relagao ao repouso (graficos da direita) + EPM. Dados analisados por ANOVA
de medidas repetidas (post-hoc Fisher). Abreviagées: DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica;
Rep: repouso; * diferenga controle vs. DPOC moderada; & diferenga controle vs. DPOC grave; #
diferenca DPOC moderada vs. grave. Grafico A1 - ANOVA Grupo (G) P = 0,05, Tempo (T) P < 0,01 e
Interagéo (I) P < 0,01. Grafico A2 - ANOVA G (P =0,04), T(P<0,01)el (P <0,01). Grafico B1 - ANOVA
G(P<0,01), T(P<0,01)el (P=0,01). Grafico B2 - ANOVAG (P =0,03), T(P=0,18) e | (P =0,40).
Grafico C1 - ANOVA G (P =0,14), T (P =0,04) e | (P = 0,28). Grafico C2 - ANOVAG (P=0,32), T (P
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<0,01) el (P <0,01).

A cinética da resposta ventilatéria durante o MP foi significativamente mais lenta

nos pacientes comparado aos controles (figura 11).

Cinética da Resposta
Ventilatoria no Movimento

Passivo
307 Controle n=13
25-4 DPOC moderada n=14
DPOC grave n=14
B 204 P<0,01 °
[
8 15- sos
% o
1 * & é? fjﬁ
5 000 P
= ®
Eﬁ; oo® oo o
ol 20900 ® ®
CON DPOC mod DPOC grave

Figura 11. Cinética da resposta ventilatoria durante o movimento passivo unilateral de flexdo e
extensao de joelho entre sujeitos controles (CON), pacientes com DPOC moderada (mod) (circulos
azuis) e pacientes com DPOC grave (circulos vermelhos). Dados individuais analisados por ANOVA
one way seguido por post-hoc Fisher e teste ndo paramétrico Kruskal Wallis com P = 0,07. Abreviacgdes:
DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; n = niumero de sujeitos; * diferenga controle vs. DPOC
moderada; & diferenga controle vs. DPOC grave.

A resposta do Ti foi significativamente menor nos pacientes durante o MP e o
periodo de recuperagdo comparado aos controles (P interacdo < 0,001). A resposta
do Te foi menor nos pacientes com DPOC grave em relagdo aos controles durante o
MP e o periodo de recuperagcdo (P grupo = 0,02). A resposta do Ti/Ttot foi
significativamente menor durante o MP e o periodo de recuperagdo nos pacientes
comparado aos controles (P interagao = 0,02).

O comportamento do fluxo respiratério (VC/Ti) dos pacientes com DPOC
moderada foi significativamente maior comparado aos controles, exceto para a fase
inicial do MP (figura 12 - grafico A1). Quando avaliado o delta do VC/Ti pode-se
perceber que os pacientes apresentaram uma resposta lenta na fase inicial do MP em

relacdo aos controles, porém essa resposta inverte na fase final do MP (grafico A2).
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Os pacientes apresentaram um padrao de resposta ventilatéria mensurado pela
Ve/VVM aumentado em todas as fases do MP e periodo de recuperagdo comparado
aos controles (grafico B1). O delta da Ve/VVM foi maior nos pacientes em relagdo aos
controles na fase intermediaria e final do MP (grafico B2). Os pacientes com DPOC
grave possuem maior resposta da razédo fr/VC em todas as fases analisadas versus
controles. Esse mesmo comportamento acontece com os pacientes com DPOC
moderada apenas na fase inicial do MP (grafico C1). O delta da fr/VC é maior apenas
nos pacientes com DPOC moderada versus controles na fase inicial do MP (grafico
C2).
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Figura 12. Fluxo respiratério médio e padr&o de resposta ventilatoria durante o movimento passivo e a
recuperagao entre sujeitos controles (circulos brancos), pacientes com DPOC moderada (circulos
azuis) e pacientes com DPOC grave (circulos vermelhos). Valores apresentados como média (graficos
da esquerda) e deltas em relagédo ao repouso (graficos da direita) + EPM. Dados analisados por ANOVA
de medidas repetidas (post-hoc Fisher). Abreviagdes: Rep: repouso; * diferenga controle vs. DPOC
moderada; & diferenga controle vs. DPOC grave. Grafico A1 - ANOVA Grupo (G) P = 0,04, Tempo (T)
P < 0,01 e Interagéo (I) P < 0,01. Gréfico A2 - ANOVA G (P =0,54), T (P <0,01) el (P <0,01). Grafico
B1- ANOVA G (P<0,01), T(P<0,01)el (P <0,01). Grafico B2 - ANOVA G (P <0,01), T(P<0,01) e
| (P <0,01). Grafico C1 - ANOVAG (P<0,01), T (P<0,01) el (P=0,28). Grafico C2 - ANOVA G (P =
0,26), T (P<0,01) el (P =0,06).
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Nao houve efeito da ativagdo do mecanorreflexo muscular em relagéo as

variaveis cardiovasculares analisadas (figura 13).
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Figura 13. Respostas cardiovasculares durante 0 movimento passivo e a recuperagao entre sujeitos
controles (circulos brancos), pacientes com DPOC moderada (circulos azuis) e pacientes com DPOC
grave (circulos vermelhos). Valores apresentados como média (graficos da esquerda) e deltas em
relagéo ao repouso (graficos da direita) + EPM. Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas
(post-hoc Fisher). Abreviagdes: Rep: repouso. Grafico A1 - ANOVA Grupo (G) P = 0,84, Tempo (T) P
< 0,01 e Interagao (I) P = 0,57. Grafico A2 - ANOVA G (P=0,84), T (P<0,01) el (P=0,73). Grafico
B1-ANOVA G (P=0,92), T (P <0,01) el (P=0,50). Grafico B2 - ANOVA G (P =0,77), T(P=0,01) e
| (P =0,53). Grafico C1- ANOVA G (P=0,25), T (P<0,01)el (P =0,70). Grafico C2 - ANOVA G (P =
0,56), T (P=0,93) e | (P =0,89).
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5.2 Avaliagao do metaborreflexo muscular

Foram incluidos no estudo individuos de ambos os sexos, com idade entre 50
e 80 anos. Para o protocolo de ativacao do metaborreflexo muscular (estudo 2) foram
recrutados 16 controles e 22 pacientes com DPOC, porém apenas 9 controles e 10
pacientes concluiram o protocolo (figura 14). Um voluntario em cada grupo negou em
realizar o procedimento de biépsia muscular. O estudo 2 ocorreu dezoito meses apés
o estudo 1, portanto apenas 2 voluntarios participaram de ambos os estudos e da

coleta de bidpsia muscular, sendo esta, o ultimo procedimento a ser realizado.

Controles recrutados Pacientes recrutados
n=16 n=22

- Diabetes descompensada (2)
— — - Limitag&o articular no joelho (1)
’ - Desistiu de participar (5) ‘ - Doenca arterial periférica (1)

- Desistiu de participar (1)

TECP (11) TECP (17)
- Falta de coordenag&o motora

- Muito ativo (1) | para pedalar (2)

o - Limitag&o cardiovascular (2)
’ Familiarizagao (10) ‘ ’ Familiarizagéo (13) ‘

P - Intolerancia da dor com a mao
- Intolerancia da
" ———— | nogelo (2)

dor com o cuff (1) - Desistiu de participar (1)

| Metaborreflexo (9) ] | Metaborreflexo (10) |
.| -Negou em realizar - Negou em realizar
0 procedimento (1) o procedimento (1)

’ Biopsia muscular (8) ‘ ’ Biopsia muscular (9) ‘

Figura 14. Organograma - estudo 2. Abreviagbes: n = numero de sujeitos; TECP: tese de exercicio

cardiopulmonar.

Para o estudo 2 o grupo controle e o grupo de pacientes com DPOC foram
pareados quanto a idade, sexo, peso, altura e nivel de atividade fisica (tabela 4).
Praticamente todas as variaveis do exame de espirometria apresentaram diferencas
nos grupos, caracterizando, portanto, a diferenga principal entre os grupos. Dentro do
grupo de pacientes, 4 eram classificados como DPOC moderada e 6 como DPOC
grave. O grupo controle apresentou triglicérides maior comparado ao grupo de
pacientes, porém dentro dos limites de normalidade. Pode-se perceber que a SpO:2
em repouso e a carga pico no teste incremental foi menor nos pacientes. As demais

variaveis do teste incremental foram semelhantes em ambos os grupos.
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Tabela 4. Caracterizagéo dos sujeitos e teste incremental em cicloergbmetro - estudo 2.

Variavel Cc(>:t=r%I)e s (EZO‘ICO) P-valor
Idade (anos) 63+3 62+3 0,87
Sexo (M/F) 5/4 6/4 0,85
Peso (kg) 70,0+ 5,3 61,6 £ 3,3 0,19
Altura (m) 1,62 £ 0,04 1,62 £ 0,03 0,98
IMC (Kg/m?) 26,3+1,3 236+1,6 0,22
Macgos/ano - 49,3+9,0 0,89
AFH 711 5+ 1 0,12
Dor do manguito 7+0,1 7+0,1 0,87
Funcgao pulmonar

VEF+ (L) 2,65+0,18 1,48 £ 0,22 <0,01
VEF1 (% prev.) 100+ 5 49+ 5 <0,01
CVF (L) 3,42 + 0,34 2,94 + 0,51 0,55
CVF (% prev.) 98 +5 83+8 0,11
VEF1/CVF (% prev.) 102+ 4 52+ 7 <0,01
GOLD espirométrico (II : 11I) - 4:6

Coleta de sangue

Glicose sanguinea (mg/dL) 953+1,8 100,0 + 3,6 0,29
Colesterol total (mg/dL) 183,8 + 11,1 194,3+7,9 0,48
Triglicérides (mg/dL) 103,8 £+ 12,6 65,5 +£6,5 0,02
LDL (mg/dL) 109,0 £ 9,1 112,8 £ 3,2 0,71
HDL (mg/dL) 55,6 + 3,3 68,3+ 6,0 0,10
Teste incremental

VO limiar (L/min) 0,94 + 0,1 0,92 +0,1 0,85
VO limiar (%VO2méx prev) 69+ 3 68 £ 4 0,85
VO2 pico (ml/kg/min) 21,2+1,6 18,8 £ 1,3 0,27
VO2 (%previsto) 105 + 11 83+ 4 0,08
Carga do limiar (W) 60 + 4 46 + 4 0,02
Carga pico (W) 109+ 8 69+8 < 0,01
Ve pico (L/min) 57,1+55 41,3+57 0,06
Ve/VVM pico (%) 57,3+ 5,6 89,2 +8,5 0,01
SpO:2 pico (%) 96,3+ 0,5 87,62 < 0,01
Borg dispneia pico 6,1+0,7 6,5+£0,8 0,75
Borg dor nas pernas pico 6,1+0,6 6,3+1,2 0,90
Medicago6es

Formoterol / Budesonida - 3 -
Tiotrépio - 5 -
Salbutamol - 5 -
Salmeterol / Fluticasona - 4 -
Propanolol 2 3 -
Levotiroxina 1 - -
Metformina 1 - -

Valores apresentados como média + EPM. Dados analisados por Teste t de student independente.
Abreviagdes: DPOC: doenga pulmonar obstrutiva crénica; n = nimero de sujeitos; IMC: indice de massa
corporea; AFH: questionario de Baecke de atividade fisica habitual; VEF1: volume expiratério forcado
em 1 segundo; CVF: capacidade vital forgcada; GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung

Disease; LDL: lipoproteina de baixa densidade; HDL lipoproteina de alta densidade; SpO2: saturagao
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de pulso de oxigénio; PAS: pressao arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastodlica; PAM: pressao
arterial média; FC: frequéncia cardiaca; Ve: ventilagdo minuto; VO2: consumo de oxigénio; VCO::

eliminagdo pulmonar de CO..

O percentual da carga no limiar anaerébio dos pacientes foi 65% + 2,5 e do grupo
controle foi 57% + 4,0. Tais resultados confirmam que os sujeitos estavam com a carga
do teste de carga constante acima do limiar ventilatério (75% da carga pico). Afim de
mensurar o acumulo de metabdlitos, foi avaliado o lactato sanguineo sistémico em 4
pacientes com DPOC e 6 sujeitos controles da amostra durante o repouso e entre o
primeiro e o segundo minuto do periodo de recuperagdo em ambos os experimentos.
O lactato sanguineo em repouso do experimento sem oclusao (SO) para o grupo de
pacientes com DPOC versus grupo controle, respectivamente foi de 2,5 £ 0,85 versus
3,7 £ 0,69 mmol/L (P =0,31) e para o experimento com oclusao (CO) foi de 2,0 + 0,26
versus 1,4 £ 0,21 mmol/L (P = 0,14). O lactato sanguineo mensurado no periodo de
recuperacéo do experimento SO para o grupo de pacientes com DPOC versus grupo
controle, respectivamente foi de 3,8 £ 0,37 versus 5,4 + 0,30 mmol/L (P =0,01) e para
o experimento CO foi de 4,1 £ 0,57 versus 4,0 + 0,47 mmol/L (P = 0,81). A diferenca
significativa presente no experimento SO foi devido a ordem de execug¢do dos
protocolos e o pequeno n amostral avaliado, porém fica evidente o acumulo de
metabdlitos em todos os individuos.

A resposta da Ve durante ambos os experimentos foi bastante similar em ambos
os grupos (figura 15 - grafico A1 e A2), sendo maior no periodo de recuperagao em
ambos os grupos para o experimento CO. Nao foram encontradas diferengas
significativas entre os experimentos com oclusdo e sem oclusdo no periodo de
ativacdo do metaborreflexo muscular nos dois grupos (figura 15 - grafico B1 e B2).
Além disso, também nao foram encontradas diferengas para o efeito da ocluséo (figura
15 - grafico C).
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Figura 15. Resposta da ventilagado minuto (médias de 10 em 10 segundos) durante o experimento sem
ocluséo (circulos vermelhos) e o experimento com ocluséo (circulos azuis) em sujeitos controles (n =
9) e pacientes com DPOC (n = 10) - (graficos A1 e A2). Valores apresentados como médias de 30 em
30 segundos (gréaficos B1 e B2) do fim do exercicio, e periodo de efeito do metaborreflexo. Valores de
delta dos 2 minutos do momento com oclusdo menos o0 momento sem ocluséo (grafico C) + EPM.
Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas e Teste t de student independente. Abreviagdes:
DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; Rep: repouso; Aqg: aquecimento sem carga; Rec:
recuperacao; n=numero de sujeitos. Grafico B1 e B2 - ANOVA Condigao - Grupo (P = 0,73), Tempo -
Grupo (P < 0,01) e Interagdo Condigao, Tempo e Grupo (P = 0,44).
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ambos os experimentos foi bastante similar em

ambos os grupos (figura 16 - grafico A1 e A2), sendo maior no periodo de recuperagao

em ambos os grupos para o experimento CO. Nao foram encontradas diferengas

significativas entre os experimentos com oclusdo e sem oclusdo no periodo de

ativacdo do metaborreflexo muscular nos dois grupos (figura 16 - grafico B1 e B2).

Além disso, também nao foram encontradas diferengas para o efeito da ocluséao (figura

16 - grafico C).
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Figura 16. Resposta da frequéncia respiratéria (médias de 10 em 10 segundos) durante o experimento

sem ocluséo (circulos vermelhos) e o experimento com oclusdo (circulos azuis) em sujeitos controles
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(n =9) e pacientes com DPOC (n = 10) - (graficos A1 e A2). Valores apresentados como médias de 30
em 30 segundos (graficos B1 e B2) do fim do exercicio, e periodo de efeito do metaborreflexo. Valores
de delta dos 2 minutos do momento com oclusdo menos o momento sem oclusdo (grafico C) £+ EPM.
Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas e Teste t de student independente. Abreviacdes:
DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; Rep: repouso; Aq: aquecimento sem carga; Rec:
recuperagdo; n=numero de sujeitos. Grafico B1 e B2 - ANOVA Condigao - Grupo (P = 0,28), Tempo -
Grupo (P = 0,46) e Interagao Condi¢ao, Tempo e Grupo (P = 0,61).

A resposta do VC durante ambos os experimentos foi bastante similar em
ambos os grupos (figura 17 - grafico A1 e A2). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os experimentos com oclusdo e sem oclusdo no periodo de
ativacdo do metaborreflexo muscular nos dois grupos (figura 17 - grafico B1 e B2).
Além disso, também n&o foram encontradas diferengas para o efeito da ocluséo (figura
17 - grafico C).
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Figura 17. Resposta do volume corrente (médias de 10 em 10 segundos) durante o experimento sem
ocluséo (circulos vermelhos) e o experimento com oclusdo (circulos azuis) em sujeitos controles (n =
9) e pacientes com DPOC (n = 10) - (graficos A1 e A2). Valores apresentados como médias de 30 em
30 segundos (graficos B1 e B2) do fim do exercicio, e periodo de efeito do metaborreflexo. Valores de
delta dos 2 minutos do momento com oclusdo menos o momento sem ocluséo (grafico C) + EPM.
Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas e Teste t de student independente. Abreviagdes:
DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crbnica; Rep: repouso; Aq: aquecimento sem carga; Rec:
recuperacdo; n=numero de sujeitos. Grafico B1 e B2 - ANOVA Condicéo - Grupo (P = 0,77), Tempo -
Grupo (P < 0,01) e Interagéo Condigéo, Tempo e Grupo (P = 0,99).
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A resposta do Ti durante ambos os experimentos foi bastante similar em
ambos os grupos (figura 18 - grafico A1 e A2). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os experimentos com oclusdo e sem oclusdo no periodo de
ativacdo do metaborreflexo muscular nos dois grupos (figura 18 - grafico B1 e B2).
Além disso, também n&o foram encontradas diferengas para o efeito da ocluséo (figura
18 - grafico C).
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Figura 18. Resposta do tempo inspiratério (médias de 10 em 10 segundos) durante o experimento sem
oclusédo (circulos vermelhos) e o experimento com oclusdo (circulos azuis) em sujeitos controles (n =

9) e pacientes com DPOC (n = 10) - (graficos A1 e A2). Valores apresentados como médias de 30 em
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30 segundos (graficos B1 e B2) do fim do exercicio, e periodo de efeito do metaborreflexo. Valores de
delta dos 2 minutos do momento com oclusdo menos o momento sem ocluséo (grafico C) + EPM.
Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas e Teste t de student independente. Abreviacdes:
DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; Rep: repouso; AqQ: aquecimento sem carga; Rec:
recuperagao; n=numero de sujeitos. Grafico B1 e B2 - ANOVA Condi¢ao - Grupo (P = 0,13), Tempo -
Grupo (P = 0,47) e Interagéo Condigao, Tempo e Grupo (P = 0,20).

A resposta do VC/Ti durante ambos os experimentos foi similar em ambos os
grupos até o periodo de exercicio (figura 19 - grafico A1 e A2). Para o momento de
ativacdo do metaborreflexo, o grupo DPOC apresentou valores significativamente
maiores no experimento com oclusao versus sem oclusao (figura 19 - grafico B2). O
grupo controle apresentou menor efeito da oclusdo em comparagao ao grupo controle

(figura 19 - grafico C).
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Figura 19. Resposta da razéo do volume corrente e tempo inspiratério (médias de 10 em 10 segundos)
durante o experimento sem ocluséao (circulos vermelhos) e o experimento com ocluséo (circulos azuis)
em sujeitos controles (n = 9) e pacientes com DPOC (n = 10) - (graficos A1 e A2). Valores apresentados
como médias de 30 em 30 segundos (graficos B1 e B2) do fim do exercicio, e periodo de efeito do
metaborreflexo, grupo controle (n = 8) e pacientes com DPOC (n = 8). Valores de delta dos 2 minutos
do momento com oclusdo menos 0 momento sem ocluséo (grafico C) £+ EPM. Dados analisados por
ANOVA de medidas repetidas seguido de post-hoc Fisher e Teste t de student independente e Test
Mann-Whitney U. Abreviagbes: DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; Rep: repouso; Aq:
aquecimento sem carga; Rec: recuperagao; n = numero de sujeitos; * diferenga entre experimento com
oclusdo vs sem oclusdo no mesmo grupo. Grafico B1 e B2 - ANOVA Condigéo - Grupo (P = 0,03),
Tempo - Grupo (P < 0,01) e Interagédo Condigédo, Tempo e Grupo (P = 0,14). Grafico B2 * - 8,5 minutos
(P < 0,01), 9 minutos (P = 0,03), 9,5 minutos (P= 0,05) e 10 minutos (P < 0,01). Grafico C analise nao
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paramétrica (P = 0,03).

A resposta da razao entre Ve/VVM durante ambos os experimentos foi bastante
similar em ambos os grupos (figura 20 - grafico A1 e A2). Nao foram encontradas
diferencgas significativas entre os experimentos com oclusédo e sem oclusao no periodo
de ativagdo do metaborreflexo muscular nos dois grupos (figura 20 - grafico B1 e B2).
Além disso, também n&o foram encontradas diferengas para o efeito da ocluséo (figura
20 - gréfico C).
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Figura 20. Resposta da razédo da ventilagdo minuto e a ventilagdo voluntaria maxima (médias de 10
em 10 segundos) durante o experimento sem oclusdo (circulos vermelhos) e o experimento com
ocluséo (circulos azuis) em sujeitos controles (n = 9) e pacientes com DPOC (n = 10) - (graficos A1 e
A2). Valores apresentados como médias de 30 em 30 segundos (graficos B1 e B2) do fim do exercicio,
e periodo de efeito do metaborreflexo. Valores de delta dos 2 minutos do momento com oclusdo menos
o momento sem oclusdo (grafico C) + EPM. Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas e
Teste t de student independente. Abreviagbes: DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crbnica; Rep:
repouso; AQ: aquecimento sem carga; Rec: recuperagdo; n=numero de sujeitos. Grafico B1 e B2 -
ANOVA Condigéo - Grupo (P =0,10), Tempo - Grupo (P = 0,42) e Interagdo Condigéo, Tempo e Grupo
(P =0,45).

A resposta da razdo entre frR/VC durante ambos os experimentos foi bastante
similar em ambos os grupos (figura 21 - grafico A1 e A2). Nao foram encontradas
diferencgas significativas entre os experimentos com oclusédo e sem oclusao no periodo
de ativagdo do metaborreflexo muscular nos dois grupos (figura 21 - grafico B1 e B2).
Além disso, também nao foram encontradas diferengas para o efeito da ocluséo (figura
21 - gréfico C).
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Figura 21. Resposta da raz&do da frequéncia respiratéria e o volume corrente (médias de 10 em 10
segundos) durante o experimento sem oclusdo (circulos vermelhos) e o experimento com ocluséo
(circulos azuis) em sujeitos controles (n = 9) e pacientes com DPOC (n = 10) - (graficos A1 e A2).
Valores apresentados como médias de 30 em 30 segundos (graficos B1 e B2) do fim do exercicio, e
periodo de efeito do metaborreflexo. Valores de delta dos 2 minutos do momento com oclusdo menos
o momento sem oclusdo (grafico C) + EPM. Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas e
Teste t de student independente. Abreviagbes: DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crbnica; Rep:
repouso; AQ: aquecimento sem carga; Rec: recuperagdo; n=numero de sujeitos. Grafico B1 e B2 -
ANOVA Condigéo - Grupo (P =0,37), Tempo - Grupo (P = 0,62) e Interagdo Condigéo, Tempo e Grupo
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(P =0,94).

A resposta da dispneia durante ambos os experimentos foi similar em ambos os
grupos até o periodo de exercicio (figura 22 - grafico A1 e A2). Para o momento de
ativagao do metaborreflexo, o grupo controle apresentou valores significativamente
maiores no experimento com oclusao versus sem oclusao (figura 22 - grafico B1).
Além disso, o grupo controle apresentou maior valor de dispneia em relagao ao grupo
DPOC durante o ultimo minuto de oclusao (figura 22 - grafico B1 e B2). O grupo
controle apresentou maior efeito da oclusdo em comparagao ao grupo controle (figura
22 - grafico C). Nas analises da figura 22 foram retirados um outlier do grupo DPOC

e um do grupo controle.
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Figura 22. Resposta da dispneia através da escala de Borg durante o experimento sem oclusao
(circulos vermelhos) e o experimento com oclusdo (circulos azuis) em sujeitos controles e pacientes
com DPOC. Valores absolutos apresentados durante o ultimo minuto de repouso e aquecimento, no
minuto 5 e 7 do exercicio e a cada 1 minuto durante o periodo de recuperagéo (graficos A1 e A2) grupo
controle (n = 9) e pacientes com DPOC (n = 10). Valores absolutos do ultimo minuto do exercicio,
primeiro e segundo minuto durante o periodo de oclusdo e sem oclusdo (graficos B1 e B2) grupo
controle (n = 8) e pacientes com DPOC (n = 9). Valores absolutos de delta dos 2 minutos do momento
com oclusdo menos o momento sem oclusdo (grafico C) + EPM. Dados analisados por ANOVA de

medidas repetidas seguido de post-hoc Fisher e Teste t de student independente e Test Mann-Whitney
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U. Abreviagdes: DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica; Rep: repouso; Aq: aquecimento sem
carga; Rec: recuperacdo; n=numero de sujeitos; * diferenca entre experimento com oclusao vs sem
oclusdo no mesmo grupo; @ diferenga entre os grupos no experimento com ocluséo. Grafico B1 e B2
- ANOVA Condigao - Grupo (P = 0,23), Tempo - Grupo (P = 0,32) e Interagdo Condi¢do, Tempo e Grupo
(P =0,03). Grafico B1 * - 9 minutos (P = 0,01), * 10 minutos (P < 0,01). Gréafico B1 @ - 10 minutos (P

=0,03). Grafico C analise nao paramétrica (P = 0,03).

A resposta da PAM durante ambos os experimentos foi similar em ambos os
grupos até o periodo de exercicio (figura 23 - grafico A1 e A2). Para o momento de
ativagdo do metaborreflexo, ambos o0s grupos apresentaram valores
significativamente maiores no experimento com oclusao versus sem ocluséo (figura
23 - grafico B1 e B2). Além disso, também nado foram encontradas diferencgas para o

efeito da oclusao (figura 23 -grafico C).
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Figura 23. Resposta da presséo arterial média durante o experimento sem oclusao (circulos

vermelhos) e o experimento com oclusao (circulos azuis) em sujeitos controles e pacientes com DPOC.

Valores calculados e apresentados durante o ultimo minuto de repouso e aquecimento, no minuto 5 e

7 do exercicio e a cada 1 minuto durante o periodo de recuperacdo (graficos A1 e A2). Valores

absolutos do ultimo minuto do exercicio, primeiro e segundo minuto durante o periodo de ocluséo e

sem oclusédo (graficos B1 e B2). Valores absolutos de delta dos 2 minutos do momento com ocluséo

menos o momento sem oclusdo (grafico C) + EPM grupo controle (n = 9) e pacientes com DPOC (n =

10). Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas e Teste t de student independente.

Abreviagdes: DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; Rep: repouso; Aq: aquecimento sem carga;
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Rec: recuperagao; n=numero de sujeitos, * diferenca entre experimento com oclusdo vs sem oclusao
no mesmo grupo. Grafico B1 e B2 - ANOVA Condigao - Grupo (P = 0,80), Tempo - Grupo (P =0,06) e
Interagéo Condigéo, Tempo e Grupo (P = 0,63). Gréafico B1 e B2 - * 9 minutos (P < 0,01), * 10 minutos
(P <0,01).

A resposta da FC durante ambos os experimentos foi similar em ambos os grupos
(figura 24 - grafico A1 e A2), sendo maior no periodo de recuperagcdo durante o
protocolo de oclusdo em ambos os grupos. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os experimentos com oclusdo e sem oclusdo no periodo de
ativacdo do metaborreflexo muscular nos dois grupos (figura 24 - grafico B1 e B2).
Além disso, ndo foi reportado diferengas para o efeito da oclusao (figura 24 - grafico
C).



-@- Experimento Sem Ocluséo (SO)
-@- Experimento Com Oclusio (CO)
A1 Grupo Controle A2 Grupo DPOC
‘é‘ 200 Rep E Ag ! Exercicio E co E Rec 5 ’g 2l Rep 5 Aq 5 Exercicio E co ERec E
=1 : : i SO | : =3 : : i SO i :
2 { : = :
a T 150 ! i .
& ki o :
° T s i
M @ H -
) O 100 !
@ o ¢ o
Q [$] . .
= C ! H
] k) ! :
o o 50 H H
@ o { :
w i ol : § : :
0 2 4 8 10 12
Tempo (min) Tempo (min)
B1 Grupo Controle B2 Grupo DPOC
— 160~ — 160+
E E
o o
o] 0
= 140+ = 140
(v [u]
[&] o
S S0
T 1204 T 120
(] 1]
o (@]
(0]
£ 1004 2 100+
= c
‘g ‘g
T 80— g 80—
& &
ol : . : . : = ol . : . . :
8 85 9 95 10 8 85 9 95 10
Tempo (min) Tempo (min)
c Efeito da Oclusédo
E 501
a DPOC n=10
£ 40 Controle n=9
T P =092
8 30 L
B
8 20
.o e, _o® L4
S 10 o®
5 e e —
=
e (1 L I
[T
< -10 T
CONTROLE DPOC

65

Figura 24. Resposta da frequéncia cardiaca (médias de 10 em 10 segundos) durante o experimento

sem ocluséo (circulos vermelhos) e o experimento com oclusao (circulos azuis) em sujeitos controles

(n =9) e pacientes com DPOC (n = 10) - (graficos A1 e A2). Valores apresentados como médias de 30

em 30 segundos (graficos B1 e B2) do fim do exercicio, e periodo de efeito do metaborreflexo. Valores

de delta dos 2 minutos do momento com oclusdo menos o momento sem oclusao (grafico C) £+ EPM.

Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas e Teste t de student independente. Abreviacdes:

DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; Rep: repouso; Aq: aquecimento sem carga; Rec:

recuperacao; n=numero de sujeitos. Grafico B1 e B2 - ANOVA Condi¢ao - Grupo (P = 0,80), Tempo -

Grupo (P =0,21) e Interagao Condigao, Tempo e Grupo (P = 0,06).
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5.2.1 Experimento da imersdao da mao em agua gelada

Os mesmos sujeitos que participaram do experimento de metaborreflexo

muscular realizaram o experimento de imersdo da mao em agua gelada. O

experimento de imersdo da mao em agua gelada mostrou que ambos 0s grupos nao

apresentaram diferengas significativas das variaveis em valores absolutos e de delta

em relacgdo ao repouso da manobra e de imersdo da méao em agua gelada (figura 25).
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Figura 25. Resposta da ventilagdo minuto, razdo do volume corrente pelo tempo inspiratério e pressao

arterial média (médias de 30 em 30 segundos) durante a manobra de imersdo da m&o em agua gelada

em sujeitos controles (circulos vermelhos) e pacientes com DPOC (circulos azuis) em dados absolutos
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e em valores de delta dos dois minutos de experimento menos o periodo de repouso respectivamente,
(graficos A e B; C e D; E e F) £+ EPM. Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas e Teste t de
student independente. Abreviagdes: DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; n: niumero de

sujeitos.

Além disso, os resultados de dispneia através da escala de Borg durante a
manobra de imersdo da mao em agua gelada nao foram diferentes entre o grupo dos
pacientes com DPOC e grupo controle, respectivamente (0,4 £ 0,1 versus 0,5+ 0,2 p
= 0,48). Da mesma forma que, nao foi relatado diferenca para a sensagéao de dor entre

o grupo dos pacientes com DPOC e grupo controle (4 £ 2 versus 7 + 1 p = 0,08).
5.3 Avaliacao da biopsia muscular

A analise do estresse oxidativo através do balango redox da glutationa nao foi
significativamente diferente entre o grupo de pacientes com DPOC e grupo controle

para as variaveis analisadas (tabela 5).

Tabela 5. Balango redox da glutationa.

Variavel CONTROLES DPOC P-valor
(n=7) (n=8)

GSH total (mmol/g tecido) 0,35+ 0,03 0,28 + 0,03 0,18

gssg (mmol/g tecido) 0,02 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,16

gsh (mmol/g tecido) 0,33 £ 0,03 0,26 £ 0,04 0,14

Valores apresentados como média + EPM. Abreviagdes: DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica;
n = numero de sujeitos; GSH = glutadiona reduzida; GSSG = glutationa oxidada. Dados analisados por
ANOVA one way.

A analise do estresse oxidativo através da razdo GSH/GSSG demonstrou que
pacientes com DPOC apresentaram valores significativamente reduzidos em relagao

ao grupo controle (figura 26).
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Figura 26. Razdo da glutationa reduzida (gsh) e glutationa oxidada (gssg) no grupo controle e em

pacientes com doencga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). Dados analisados por ANOVA one way.
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6. DISCUSSAO

6.1 Sumario dos Resultados

Sabe-se que a DPOC € uma doenga sistémica que possui alteracoes
extrapulmonares, e que as principais queixas reportadas pelos pacientes quando sao
expostos ao esforgco sdo dispneia e intolerancia ao exercicio fisico (3, 7, 9).
Recentemente, foi identificado o papel importante das aferéncias musculares
mediante a intolerancia do exercicio em doengas crénicas (61, 103), porém ainda é
escasso na literatura estudos que avaliaram a contribuicao das aferéncias musculares
isoladamente quando ativadas pelo exercicio fisico para o controle cardiorrespiratorio
em pacientes com DPOC. Com base nos protocolos apresentados anteriormente, os

principais resultados obtidos foram:

A) Durante o experimento do mecanorreflexo muscular: Pacientes com DPOC,

em comparagao ao grupo controle, apresentaram resposta lenta da Ve ao inicio
do MP. A resposta lenta da Ve ocorreu devido ao VC. O motivo é que o VC
diminuiu no inicio do MP nos pacientes e aumentou nos controles. Por outro lado,
a fr aumentou de maneira similar nos pacientes graves e controles, e foi
exagerada nos pacientes moderados em comparagdo com controles.
Consequentemente, a razédo fr/VC foi maior no inicio do MP nos pacientes
moderados e graves versus os controles. Ao final do MP, a magnitude da
resposta da Ve foi maior no grupo com doenga moderada, devido a maior
resposta da fr, e similar no grupo com doenga grave em comparagao com 0 grupo
controle. Em conjunto, estes dados sugerem que a ativagdo do mecanorreflexo
muscular provocou respostas da Ve e do padrao respiratorio alteradas na DPOC.
Pacientes com DPOC, independente da gravidade da doenga, apresentaram
maior resposta das razdes VC/Ti e Ve/VVM em relagdo aos controles ao final do
MP. A variavel VC/Ti € um indicador indireto do estimulo inspiratério, dado que
esta acompanha o padrao de ativagao elétrica do diafragma em pacientes com
DPOC durante o exercicio fisico. Logo, a maior resposta do VC/Ti suporta que o
MP resultou em maior estimulo inspiratério nos pacientes, o que, portanto, sugere
aumento da sensibilidade do mecanorreflexo muscular para o controle da
ventilacao frente aos estimulos gerados pelo MP. Ja a maior resposta da Ve/VVM

indica que o MP provocou maior uso da reversa ventilatéria nos pacientes, o que
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pode ter implicacdes para a geragao de limitagcdo ventilatoria durante o exercicio
fisico. Ademais, ndo foram encontradas diferengas entre pacientes e controles
quanto as variaveis cardiovasculares. Talvez, a auséncia de diferencas
cardiovasculares deve-se a um nivel baixo de estimulos gerados pelo MP, o que
nao permitiu distinguir possiveis diferengas entre os grupos. Em que pese o nivel
baixo de estimulos, identificamos alteragdes claras em respostas ventilatorias.
Portanto, a provavel alteragdo na sensibilidade do mecanorreflexo muscular
parece ser mais evidente para respostas ventilatérias em relacdo a respostas

cardiovasculares em pacientes com DPOC.

B) Durante o experimento do metaborreflexo muscular: Pacientes com DPOC

apresentaram novamente resposta alterada do fluxo inspiratério médio (VC/Ti),
sendo maior durante a oclusao circulatéria em relagdo ao grupo controle. Porém,
o efeito da OCPE sobre a dispneia foi menor no grupo DPOC em relagéo ao
grupo controle. E ndo foram encontradas diferengas significativas entre os grupos
para as variaveis cardiovasculares. Diante desse contexto, os dados indicam que
pacientes com DPOC apresentaram alteragcédo da regulagdo da ventilagcéo frente
a ativacao de aferéncias musculares sensiveis a metabolitos, mas a ativacao de
aferéncias musculares nao foi relevante para a geragao da sensacéao de dispneia.
A alteracao da regulagcédo do estimulo inspiratério pela ativagdo de aferéncias
musculares mostra que o aumento da razdo VC/Ti na DPOC durante o exercicio
transcende alteragdes pulmonares, o que confirma uma das hipoteses do projeto.
Por outro lado, a dissociagao entre o efeito das aferéncias sobre o VC/Ti e a
dispneia, que foi um resultado muito claro, ndo era esperado. Tradicionalmente,
acreditava-se que sinais aferentes de musculos esqueléticos seriam importantes
para a sensagao de dispneia gerada pelo exercicio em pacientes com DPOC, o
que foi refutado experimentalmente pelos nossos estudos.

C) Durante o experimento da imersdo da mdo em agua gelada: Nao foram

encontradas diferengas significativas entre os grupos para respostas de variaveis
cardiorrespiratorias, indicando que as alteragdes encontradas frente a OCPE sao

especificamente geradas pela ativagao de aferéncias musculares.

D) Analise da biopsia muscular: Pacientes com DPOC apresentaram um maior
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estresse oxidativo no musculo vasto lateral quando comparado ao grupo controle,
0 que corrobora uma das hipoteses do projeto e indica que o estresse oxidativo
pode ser um dos mecanismos envolvidos na alteragao da regulagao da ventilagao

frente a ativagao de aferéncias musculares.
6.2 Mecanorreflexo Muscular

O papel das aferéncias musculares sobre as respostas ventilatérias por
feedback ja é fortemente descrito na literatura (104), assim como a sua investigagao
por meio de técnicas que envolvam o MP, que é realizado com o objetivo de isolar a
resposta dos mecanorreceptores musculares e nao ter a interferéncia de estimulos
oriundos do Comando Central e de metabdlitos que sao produzidos durante o
movimento ativo.

O MP pode ser executado de diversas maneiras, dentre elas podemos destacar
o estudo de Hotta et al. (88). Estes autores avaliaram homens e mulheres ao
realizarem a flexao e extensao de joelho, através de um sistema de polias comandado
por um avaliador que seguia cadéncia ritmada sem avaliagdo da EMG, a fim de
certificar qualquer contragao ativa caso existisse.

Willianson et al. (105) utilizaram em seu estudo a tandem bicycle, onde o
voluntario ficava sentado a frente do pesquisador com os pés fixos no pedal, sendo
orientado a permanecer imovel, e apenas deixar as pernas acompanhar o movimento
do pedal que era movimentado por um dos pesquisadores. Nesse caso, encontramos
um problema que é o posicionamento que o voluntario fica durante o protocolo, com
o tronco ereto sem encosto, com os bragos estendidos no guidao da bicicleta, o que
facilmente propiciaria contragdo ativa dos musculos estabilizadores do tronco,
abdémem e dos membros superiores, a fim de gerar estabilidade ao voluntario, o que
também poderia ser um fator confundidor ou mais estimulante para as variaveis em
analise.

Bell et al. (91) por sua vez verificaram esta hipétese, quando compararam em
seu estudo dois aparelhos utilizados para realizar o MP; a tandem bicycle para
promover o movimento ciclico dos membros inferiores e um aparelho construido com
uma cadeira a fim de propiciar o movimento de extensdo das pernas. Além disso,
utilizaram a EMG a fim de registrar a atividade elétrica do musculo vasto lateral. Os

autores encontraram que quando o MP foi realizado na tandem bicycle houve maiores
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valores de Ve e EMG quando comparado com o MP realizado na cadeira, sugerindo,
entdo, que pode existir um componente ativo no modelo tandem bicycle. Portanto, o
comportamento fisiolégico das variaveis ventilatérias ao MP pode variar de acordo
com o modelo utilizado e, por este motivo, a interpretacdo dos dados pode ser
prejudicada.

Diante dos fatores apresentados optou-se por utilizar um dinamémetro
isocinético, que possibilitou a realizagdo de um protocolo fortemente controlado e
reprodutivel (106), uma vez que a velocidade e a amplitude utilizadas foram definidas
previamente, assim como foi possivel garantir uniformidade do protocolo com todos
os voluntarios em todas as visitas e maior conforto aos participantes, com as costas
apoiadas, descartando a possibilidade da ativacdo dos musculos estabilizadores do
tronco.

Na presente tese, além de utilizar o dinamdmetro isocinético, foram tomadas
outras medidas por precaucdo. Antes do inicio de cada visita era realizada a
familiarizagdo do MP no dinamémetro, a fim de reduzir a ansiedade e a surpresa com
a transigéo do repouso para o MP. O MP foi conduzido sempre 10 segundos apds o
alerta do pesquisador de que o MP comecaria, com o intuito de minimizar a resposta
antecipatéria da Vg, e caso uma resposta antecipatdria fosse observada, esta
repeticao era automaticamente excluida e repetida em um momento seguinte. Ao todo
foram realizadas as analises de quatro repeticoes de cada individuo, por meio da
meédia dos valores correspondentes.

Embora tenhamos usado a velocidade maxima que o dispositivo poderia
fornecer para o MP, a velocidade alcangada na presente tese foi aproximadamente
metade da usada por outros grupos que moviam o joelho manualmente (88). Além
disso, o MP reproduz apenas parte do efeito mecanico produzido pela contracéo
muscular, porque causa distorcdo dos mecanorreceptores, devido ao encurtamento e
ao alongamento dos musculos esqueléticos, mas ndo comprime O0s
mecanorreceptores como uma contragao ativa. No entanto, é notavel que o nivel
relativamente baixo de ativacdo de mecanorreceptores nido enfraqueg¢a nossa
interpretacao sobre o comportamento das respostas ventilatorias, pois os resultados
aqui relatados provavelmente poderiam ser ainda mais claros com maior ativagao de
mecanorreceptores.

Para assegurar que o MP aconteceu sem interferéncia de estimulos

musculares ativos foi utilizada a EMG, que por sua vez, mostrou um pequeno
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aumento, que nao foi estatisticamente significativo, durante o MP em comparagao com
o repouso. Portanto, este aumento da EMG provavelmente foi atribuido ao ruido
elétrico gerado pelo deslocamento sutil dos eletrodos e cabos, em vez de representar
contracbes musculares voluntarias.

Em comum com a nossa tese, Hotta et al. (88) encontraram aumento da
resposta ventilatoria e nenhuma alteragao nas variaveis circulatérias quando o MP foi
realizado no membro dominante e ndo dominante (perna e brago) em sujeitos
saudaveis. Além disso, os autores relataram que a fr aumentava de forma significativa
com o inicio do MP, enquanto que o VC n&o sofreu tanta alteracao, corroborando com
0s nossos resultados. O aumento da fr parece confirmar a ativagao do mecanorreflexo
muscular no estudo em questdo assim como na presente tese. Hotta et al. (88)
também compararam a realizacdo dos mesmos movimentos de forma passiva, ou
seja, ausente da influéncia do Comando Central e de forma ativa com carga a 5% da
CVM ativando o Comando Central e o mecanorreflexo. Nao foram observadas
diferencas significativas, indicando que o reflexo neural periférico durante o exercicio
pode ser diferente entre membros dominantes e ndo dominantes e que a resposta
ventilatéria no inicio do exercicio pode ser controlada pela modulacao neural dupla do
Comando Central e do reflexo neural periférico, resultando na mesma resposta
ventilatoria tanto dominante como ndao dominante. Da mesma forma que Bell et al.
(107) evidenciaram aumento importante da Ve e da fr no inicio do MP, o que mais
uma vez corrobora 0os nossos achados, porém evidenciaram aumento do VC durante
o MP.

Um estudo robusto utilizando o MP de flexao e extensao unilateral do joelho
avaliou a hemodinamica periférica e central em pacientes com IC frente a ativagao do
mecanorreflexo com e sem a infusdo de fentanil (19). O uso do fentanil resultou em
maiores aumentos na oxigenagao muscular induzida pelo MP, sugerindo aumento da
perfusdo microvascular (19). Em relacao as variaveis cardiorrespiratérias avaliadas
nao teve efeito na resposta da Ve, PAM, FC, VS e DC entre os grupos, porém o fentanil
gerou aumento dessas respostas quando comparado ao experimento sem o farmaco
nos pacientes e sujeitos saudaveis. Embora a hemodindmica central induzida pelo
movimento n&o tenha sido alterada pelo bloqueio aferente, as respostas
hemodinamicas periféricas foram significativamente melhoradas (19). Ao
compararmos a presente tese, percebe-se que pacientes com DPOC apresentaram

respostas ventilatérias aumentadas em relagdo ao grupo controle, o que pode estar
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associado com a fisiopatologia da doenca em questdo. Ademais, pacientes com
DPOC demonstraram um padrao respiratério exagerado quando ativado o
mecanorreflexo muscular, mostrando, portanto, um desafio enorme que tais pacientes
precisam superar nessa fase inicial do exercicio.

Apenas um estudo na literatura até o momento, avaliou o mecanorreflexo
muscular isoladamente em pacientes com DPOC (69). O estudo forneceu evidéncias
de disfungao vascular do musculo locomotor em pacientes com DPOC. Os autores
sugerem que pode ser devido ao desequilibrio redox e a biodisponibilidade reduzida
de oOxido nitrico, o que esta de acordo com um risco aumentado de doencga
cardiovascular nessa populacao. Essa disfungéo vascular do musculo locomotor, em
combinagdo com os pulmdes claramente disfuncionais, pode contribuir para a
intolerancia ao exercicio associada a DPOC (69). A presente tese ndo apresentou
diferengas cardiovasculares entre os grupos do estudo, porém ndo foi avaliado a
condutancia vascular e o fluxo sanguineo muscular como no estudo prévio.

A maioria dos estudos nao analisam respostas respiratorias quando avaliam o
papel das aferéncias musculares mecanicas frente ao exercicio, talvez por essas
respostas serem pequenas, principalmente, devido ao estimulo, tipo de exercicio
realizado, protocolo utilizado, diferentes mecanismos envolvidos no controle neural da
VE e particularidades da doenga estudada. Entretanto, vale ressaltar que ao avaliarem
respostas cardiovasculares em pacientes com IC através do MP de flexao e extensao
de cotovelo, Middlekauff et al. (73) reportaram novamente um aumento da atividade
nervosa simpatica durante os 3 minutos de experimento. O fato de o MP ter sido
realizado manualmente por um investigador através de um metrébnomo e em membro
superior pode ter sido relevante para nao ter encontrado diferengcas nas demais
variaveis como foi reportado na tese em questdo. Outro ponto importante a ressaltar
€ o tempo de MP nos estudos citados anteriormente, ambos realizaram acima de 30
segundos (19, 73), porém antes de 30 segundos todas as variaveis entravam em plato,
0 que embasou a escolha do tempo do MP para o presente protocolo de pesquisa.

Era esperado que quanto maior a gravidade da DPOC maior seria as alteragdes
frente a ativagao dos reflexos. No entanto, nossos dados de resposta ventilatoria ao
MP, parecem indicar que n&o houve influéncia da gravidade no arco reflexo do
mecanorreflexo. O motivo € que as diferengas entre os grupos de pacientes com

DPOC para a Ve nédo foram encontradas para o VC/Ti. Portanto, é possivel que a



76

diferenca encontrada na Ve seja atribuida a pior mecanica respiratéria do grupo DPOC
grave, mas nao ha alteragao na sensibilidade do mecanorreflexo.

Ao estudar um arco reflexo, € preciso entender que existem possiveis
mecanismos envolvidos, como estimulo, sinal aferente, receptor, integrador do sinal,
sinal eferente e 6rgdo efetor que podem explicar um resultado final alterado. Com o
objetivo de preencher uma lacuna desse conhecimento, Antunes et al. (23) realizaram
o MP de flexao e extensao de joelho e uma biopsia muscular do musculo vasto lateral
pré e pos treinamento fisico em pacientes com IC. Apds o treinamento foi observado
uma atenuacdo na atividade nervosa simpatica muscular. Tal resultado parece estar
associado com a queda da expressao da enzima COX-2 presente nas fibras nervosas
musculares. Tais receptores, como Piezo 1 e 2, estao relacionadas as fibras aferentes
mecanicas e podem também estar presentes com maior expressao nos pacientes com
DPOC da tese em questdo, o que apoiaria a resposta ventilatéria anormal quando o

mecanorreflexo foi ativado.

6.3 Metaborreflexo Muscular

Em 1937 Alam e Smirk (95), em uma elegante série de experimentos de preenséo
manual, foram os primeiros a demonstrar que um mecanismo reflexo originario do
musculo esquelético em contragdo estava intimamente envolvido na mediagéo das
respostas cardiovasculares ao exercicio. Um aumento da PA foi observado quando a
circulagao sanguinea através dos musculos em exercicio foi presa por ocluséo supra-
sistolica do manguito (i.e., exercicio isquémico). Além disso, a PA permaneceu
elevada mesmo apods o exercicio até a liberacdo do manguito. Posteriormente, eles
observaram resultados semelhantes durante o exercicio nas pernas (108).

Diante disso, esta bem estabelecido que, durante essa manobra, comumente
denominada OCPE, os metabdlicos produzidos pela contracdo muscular ficam presos
e estimulam as fibras aferentes somaticas metabolicamente sensiveis (isto é, o
metaborreflexo muscular) (109), isolando o comando central e o mecanorreflexo (47).
A estimulacao dessas aferéncias metabdlicas resulta em uma PA elevada, o que foi
demonstrado nos resultados da presente tese, alcancada por aumento
simpaticamente mediado da vasoconstricdo sistémica e, em menor grau, do débito
cardiaco (110). Inicialmente, foi reportado que os efeitos gerados pela OCPE eram

dependentes da massa muscular envolvida durante a isquemia circulatéria (111),
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porém ja existem estudos em pacientes que ao ocluir apenas um membro foi suficiente
para obter respostas significativamente diferentes em relagao a individuos controles
(49, 78). Tal achado foi corroborado na presente tese com o aumento da PAM, VE, f,
Ve/VVM e VCITi durante o experimento CO de apenas um membro quando
comparado ao experimento SO. E importante ressaltar que em pacientes com IC foi
observado o efeito do metaborreflexo apds o exercicio em membros superiores e
membros inferiores (65). Em pacientes com DPOC os estudos que avaliaram o efeito
desse reflexo até o momento, foram através do exercicio de preensao manual (49, 75-
78). Nesse sentido, merece destacar a avaliagdo dos musculos locomotores da tese
em questdo, uma vez que 0s mesmos possuem maior relevancia nas atividades da
vida diaria e em situagdes de exercicio fisico como em bicicleta ou caminhada.

O metaborreflexo muscular é ativado através do acumulo de diferentes
componentes do metabolismo muscular como, prostaglandina, hidrogénio, bradicinina
e acido latico (11). Em estudos com modelos animais (112, 113) é realizado a infusao
de substancias que atenuam a expressao desses metabdlitos assim como em
humanos (114), mostrando, portanto, o controle e a qualidade do experimento. Até o
momento, os estudos realizados em pacientes com DPOC ndao mencionaram tal
controle nos experimentos. A presente tese observou uma similaridade do lactato
sistémico mensurado em ambos os protocolos, sendo uma boa evidéncia de igual
estresse metabdlico em ambos os grupos. Além disso, os voluntarios estavam
pedalando em um percentual da carga pico acima do limiar anerdbio, indicado pelo
alto valor de lactato sanguineo mensurado.

Como mencionado anteriormente, os resultados existentes em pacientes com
DPOC sao bastante controversos quando avaliaram o metaborreflexo isoladamente.
Bruce et al. (49) reportaram aumento de resposta ventilatoria em exercicio de
preensdo manual dinamico com OCPE. Uma possivel explicacdo que os autores
apontam é o maior acumulo local de metabdlitos no grupo dos pacientes com DPOC
versus controles, estimulando canais de ions com deteccao de acidos localizados nas
terminagdes nervosas livres das fibras aferentes do musculo. Portanto, para um
mesmo exercicio pode haver maior acumulo de metabdlitos gerando maior estimulo
em receptores metabossensiveis e consequentemente uma resposta exagerada. Na
presente tese isso foi corroborado estatisticamente significante através do VC/Ti, as

demais variaveis como Ve e fr apresentaram uma tendéncia de maiores resultados
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para o grupo de pacientes, porém, pode nao ter sido encontrado devido ao tamanho
amostral.

A diversidade de estimulos pode ser um fator que gera divergéncia nos
resultados dos estudos. Sharma et al. (78) avaliaram o metaborreflexo apos o
exercicio isométrico de preensdao manual e observaram maior resposta de FC e fr nos
pacientes com DPOC, o que nao foi encontrado na presente tese, ou em estudos
prévios (49, 75). Esperava-se que o presente protocolo, ao utilizar o exercicio
dindmico, em membros inferiores e com o envolvimento de maior massa muscular
pudesse representar um desafio maior principalmente para respostas ventilatérias do
que os estudos prévios (49, 77).

O efeito da ativagao do metaborreflexo muscular na presente tese gerou uma
sensagao de dispneia menor nos pacientes com DPOC em relagao ao grupo controle,
algo néo esperado e que ainda nao foi explorado na literatura. Gagnon et al. (61)
reportaram que a sensacado de dispneia foi menor em pacientes com DPOC ao
atenuar as aferéncias musculares com a infusdo de fentanil em exercicio de
cicloergbmetro comparado ao experimento controle. Porém, nesse mesmo estudo
(61), ao avaliar a dispenia em relagédo ao volume de reserva inspiratério, ndo foi
encontrada diferenga nos pacientes com DPOC em ambos os experimentos. Esse
dado demonstra que a menor resposta da dispneia com o uso do fentanil foi devido a
menor Ve e consequentemente menor hiperinsuflagdo dindmica nos pacientes com
DPOC (61). Isto indica que a dispneia provavelmente € mais dependente da mecanica
respiratéria do que de sinais aferentes musculares. Portanto, as aferéncias
musculares parecem sim gerar dispneia em pacientes com DPOC, desde que sejam
capazes de aumentar a Ve. Além disso, o uso do fentanil provocou queda da sensagao
de fadiga nas pernas, o que sugere ainda que as aferencias musculares estdo
envolvidas diretamente na sensacdo de cansago nas pernas, mas indiretamente na
sensacao de dispneia. Deste modo, os presentes dados de dispneia durante a
ativagdo do metaborreflexo muscular em pacientes com DPOC corroboram os dados
de Ganon et al. (61). Diferentemente do estudo citado anteriormente, a presente tese
teve um grupo controle que foi capaz de gerar dispneia ao ativar o metaborreflexo.
Portanto, a contribuicdo do metaborreflexo para a geragéo da sensacéo de dispneia
€ antagdnica entre controles e pacientes com DPOC. No grupo controle o efeito é
direto e nos pacientes o efeito € indireto. Note ainda que o efeito do metaborreflexo

sobre a dispneia e a Ve parece ser dissociado no nosso experimento, visto que o
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metaborreflexo provocou aumento do VC/Ti no grupo DPOC sem gerar efeito na
dispneia, mas nao gerou efeito no VC/Ti e teve efeito na dispneia para o grupo
controle. A resposta do controle esta relacionada com sensacio e nao com o reflexo
e centros superiores do cérebro. Além disso, o experimento com OCPE gerou
aumento maior que uma unidade na escala de Borg para o grupo controle versus o
experimento SO, o que indica que o efeito da oclusao atingiu magnitude clinicamente
relevante (115).

O experimento de imersdo da mao em agua gelada n&o apresentou diferencas
entre os grupos, demonstrando, todavia que pacientes com DPOC apresentaram
respostas especificas de VC/Ti e dispneia para o metaborreflexo muscular. Em
resumo, a fisiologia complexa do metaborreflexo para a regulagcdo do controle
cardiorrespiratorio em pacientes com DPOC esta apenas comegando a ser revelada.
Até o momento, ndo estd claro se as alteragbes nas respostas fisiologicas
encontradas em pacientes com DPOC séo atribuidas aos estimulos em terminagdes
nervosas das aferéncias musculares e / ou alteragao na sensibilidade do arco neural

do reflexo como um todo.

6.4 Possiveis Mecanismos Envolvidos nas Respostas Alteradas das

Aferéncias Musculares

As respostas cardiorrespiratérias a ativacdo das aferéncias musculares
mecanicas e metabdlicas funcionam como um loop de feedback negativo. O arco
neural é composto de receptores, fibras aferentes, integracdo no sistema nervoso
central, fibras eferentes e orgaos efetores (figura 27). Assim, a resposta
cardiorrespiratéria a ativagdo do mecano e metaborreceptores é a ponta do iceberg,
e a resposta reflexa geral pode ser reduzida, preservada ou aumentada devido a uma
interacdo complexa entre o nivel dos estimulos iniciais e o funcionamento dos

elementos que compdem o arco neural (30).
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Figura 27. Arco neural

Um possivel mecanismo que parece explicar as anormalidades das respostas
geradas pelos reflexos periféricos em humanos € a expresséo de canais, enzimas e
receptores presentes nas fibras nervosas musculares (11). Estudos em sujeitos
saudaveis realizaram a OCPE de preensdao manual e a infusdo de substancias que
atenuam a sintese dos receptores P2X (116), TRPV1 (117) e do canal ASICs (118).
Todos os estudos observaram uma redugao da PA e atividade nervosa simpatica
muscular. Em doencas crénicas como a IC foi demonstrado através da analise de uma
bidpsia muscular do musculo vasto lateral que as expressdes dos receptores COX-2
e TRPV1 estavam maiores comparado aos controles (67). Além disso, foi
demonstrado em pacientes com IC que apds o treinamento fisico ocorreu a reducao
da expressao do receptor COX-2 e o aumento da expressao dos receptores TRPV1 e
CB1 (23). Esses achados sugerem que a expressao anormal dessas moléculas pode
contribuir para o feedback aferente do musculo locomotor alterado durante o exercicio
de ciclismo em pacientes com IC. Tais alteracdes fisioldgicas podem também estar
presentes em pacientes com DPOC, principalmente devido a disfungcdo muscular
existente nessa doenca, o que foi corroborado com os achados da presente tese de
maior estresse oxidativo comprado ao grupo controle.

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geragdo de compostos

oxidantes, por exemplo, espécies reativas de oxigénio e a atuagao dos sistemas de
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defesa antioxidante. A glutationa € um composto n&o proteico abundante nas células.
Tal composto desempenha um papel proeminente na regulagdo desse delicado
equilibrio através da extingdo de espécies reativas de oxigénio, com o objetivo de
manter um ambiente redox celular adequado (119). Em pacientes com DPOC foi
observado uma redugdo dos niveis de glutationa no musculo vasto lateral, sendo
associado a um maior prejuizo do metabolismo muscular quando comparado ao grupo
controle (120). Barreiro et al. (15) relataram que, na DPOC grave, o musculo
diafragma exibe niveis aumentados de estresse oxidativo, e esses niveis estdo
associados ao grau de comprometimento das fun¢gdes musculares pulmonares e
respiratorias.

Delliaux et al. (121) forneceram evidéncias em ratos de que as aferéncias
musculares do grupo IV, ou seja, metaborreceptores aumentaram a descarga apos o
uso de peroxido de hidrogénio. Anderson et al. (122) mostraram que o receptor de
potencial transitério ankyrin 1 (TRPA1) localizados no ganglio da raiz dorsal e na
medula espinhal, sdo sensiveis ao estresse oxidativo e podem mediar a resposta
pressorica elevada na doenca arterial periférica. Além disso, os produtos da COX-2
sensibilizam os receptores mecanicos em individuos saudaveis (123). Enquanto o alvo
molecular especifico na DPOC ainda nao foi determinado, sugerimos que o estresse
oxidativo desempenha um papel fisiologicamente importante nessa doenca.

Estes dados sugerem que o estresse oxidativo pode estar intrinsicamente
envolvido na disfungdo muscular ventilatéria relatada pelos pacientes com DPOC.
Logo, nossos achados corroboram com os estudos prévios referente a redugao dos
valores de glutationa em pacientes com DPOC, e possivelmente parece ser um outro
mecanismo que explica as respostas alteradas geradas pela ativagcdo do
mecanorreflexo e do metaborreflexo muscular.

Por fim, em modelos animais de doengas neurologicas como o Parkinson, foi
demonstrado uma neuro degeneragao nos centros respiratérios do tronco cerebral e
um rompimento das propriedades mecanicas pulmonares. Isto sugere que as
deficiéncias centrais e periféricas contribuem para as patologias respiratorias
relacionadas a doenga de Parkinson (124). Até o momento, pacientes com DPOC nao
apresentaram degeneracgéo cortical generalizada para o controle da ventilagdo, porém
foi observado uma redugédo da massa cinzenta do coértex cerebral nesses pacientes
(125).
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6.5 Limitagcoes

Ambos os protocolos apresentaram algumas limitagdes a serem detalhadas
abaixo:
Tamanho Amostral: Embora o tamanho amostral total seja comparavel ao de

estudos que avaliaram as aferéncias musculares em pacientes com DPOC (49, 75,
76) e doencas cardiovasculares, durante o processo de analise de dados e estatistica,
houve perdas no tamanho amostral em alguns experimentos.

Nem todos os sujeitos que realizaram o experimento de biopsia muscular
conseguiram participar de ambos os protocolos da tese devido ao periodo de tempo
em que as coletas aconteceram e a negagao em submeter a um experimento invasivo
da biopsia muscular.

Experimento Mecanorreflexo Muscular: Uma variavel que nao foi observada é a
dispneia dos pacientes com DPOC mediante a ativacdo do mecanorreflexo muscular.
Porém, optamos por ndo mensurar a dispneia para que nao houvesse nenhuma
interferéncia nas variaveis que estavam sendo analisadas devido a mudancga do nivel
de atencdo dos voluntarios durante o experimento. Além disso, como o MP é um
estimulo muito pequeno, seria improvavel que os voluntarios tivessem uma mudanga
da sensacao de dispneia durante o protocolo.

Experimento Metaborreflexo Muscular: E sabido que o manguito de oclus&o
circulatéria ao comprimir o membro inferior pode também ativar as fibras aferentes
mecanicas no inicio da manobra, porém essas fibras polimodais rapidamente se
adaptam e também demonstrariam um efeito ainda maior do metaborreflexo (126).
Além disso, a concentragdo de metabdlitos desconhecida entre os sujeitos pode ser
um fator limitante para a ativagcdo desse reflexo em alguns sujeitos, mesmo
controlando a carga do exercicio e o lactato sanguineo sistémico n&o se sabe

exatamente a concentragao de metabdlitos local do membro ocluido.
6.6 Implicagdes Clinicas

Os resultados da presente tese podem ter importantes implicagdes futuras para
pacientes com DPOC. Isto se deve ao fato de que predominantemente o
mecanorreflexo muscular é ativado sempre quando ha contracbes musculares,
mesmo em baixas intensidades (127). Portanto, acredita-se que este reflexo participe

de maneira fundamental para respostas ventilatorias durante as atividades da vida
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diaria. Além disso, os dados de fluxo inspiratério médio alterados no experimento de
metaborreflexo muscular sugerem também aumento da sensibilidade desse reflexo
em pacientes com DPOC. Portanto, uma vez que ambos os reflexos e o estresse
oxidativo nos musculos estriados esqueléticos estdo alterados em pacientes com
DPOC, é plausivel uma possibilidade de intervencdo com a administracdo de anti-
oxidantes como a N-acetill-cisteina (128), acido ascoérbico (129), ou outros anti-
oxidantes. Digno de nota, ha evidéncia que o uso de N-acetill-cisteina aumenta a
tolerancia ao exercicio de extensdo estatica do joelho em 40% da forga maxima
realizado até a exaustdo em pacientes com DPOC moderada a grave (128). Por fim,
foi reportado que tais reflexos em pacientes com IC sdo modificaveis com o
treinamento fisico (23), sendo este uma possivel alternativa para a melhora da
intolerancia ao exercicio em doengas crénicas. Logo, nossos resultados podem servir
como base para melhorar a compreensédo da fisiopatologia do controle neural do
sistema cardiorrespiratério. Isto podera futuramente culminar no delineamento de
tratamentos mais precisos e que possam atenuar respostas cardiorrespiratorias

exacerbadas ao exercicio.
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7. CONCLUSAO

Pacientes com DPOC apresentaram maior resposta de uma estimativa
importante de estimulo inspiratério (razdo entre volume corrente e tempo inspiratério)
quando foi realizado a ativagdo do mecanorreflexo muscular com movimento passivo
e a ativacdo do metaborreflexo muscular com oclusao circulatéria pos exercicio
comparado ao grupo controle. Além disso, pacientes com DPOC apresentaram
maiores respostas da razao de ventilagdo minuto e ventilacdo voluntaria maxima, e
padréo de resposta ventilatéria (Ve/VVM e fr/VC) frente a ativagdo do mecanorreflexo
muscular em comparagao ao grupo controle. Diante desse contexto, os dados da
presente tese indicam que pacientes com DPOC sido mais responsivos a ativacéo de
aferéncias musculares mecéanicas e metabdlicas em relagéo ao grupo controle para o
controle da ventilacdo. Tais achados podem ser atribuidos ao maior estresse oxidativo
nos musculos estriados esqueléticos locomotores nesses pacientes. Em
contrapartida, pacientes com DPOC sao menos responsivos a dispneia durante a
ativagdo do metaborreflexo muscular em comparacédo ao grupo controle. Ndo foram
encontradas diferencas significativas para as variaveis cardiovasculares em ambos os

protocolos.
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DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.023.931

Apresentagao do Projeto:
Projeto N CEP 0193/2017 (parecer final)

O projeto com o titulo "Papel de aferéncias musculares ativadas pelo exercicio fisico para o controle
cardiorrespiratorio em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica”, considera que pacientes com
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) apresentam intolerdncia ao exercicio fisico, que & caracterizada
por limitagdo ventilatéria e dispneia, assim como por disfun¢cdo muscular. Partindo do fato que respostas
cardiorrespiratorias ao exercicio sdo, em parte, determinadas por reflexos deflagrados pela ativacdo de
fibras aferentes tipo Ill e IV em misculos estriados esqueléticos, & plausivel que a disfuncdo muscular na
DPOC seja acompanhada por alteragdo em reflexos musculares, o que, no entanto, ainda ndo € bem
conhecido. Portanto, o objetivo deste projeto & investigar o papel de aferéncias musculares ativadas pelo
exercicio fisico para o controle cardiorrespiratario em pacientes com DPOC a fim de melhor entender a
fisiopatologia da intoleréncia ao exercicio em pacientes com DPOC, as quais, entdo, poderdo melhorar a
caracterizacdo dos pacientes com DPOC e nortear estratégicas terapéuticas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Principal: Investigar o papel de aferéncias musculares ativadas pelo exercicio fisico para o

Enderego: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF; 5P Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-T162 E-mail: secretaria.cepunifesp@gmail.com

Pagina 01 de OB



aUNIFESP UNIFESP - HOSPITAL SAO
OOCO O PAULO - HOSPITAL ' asil
XLIRRLL UNIVERSITARIO DA

Confinuagdo do Parecer: 2.023.931
controle cardiorrespiratorio em pacientes com DPOC.

Objetivos Especificos:

i) Investigar a contribuigéo isolada do mecanorreflexo e metaborreflexo sobre

variaveis cardiorrespiratérias em pacientes com DPOC;

ii) Investigar a expressdo génica de enzimas, canais e receptores relacionados com a ativacdo de aferéncias
musculares em pacientes com DPOC;

i) Investigar a associacao entre respostas cardiorrespiratérias geradas pela ativacao das aferéncias
musculares, e os seus mecanismos moleculares, com a capacidade de exercicio fisico e a qualidade de vida
em pacientes com DPOC.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo o investigador, RISCOS : possiveis riscos e desconfortos dos procedimentos que serdo realizados
no projeto foram pontuados um a um no projeto, como segue:

1. Prova de Fungéo Pulmonar - A espirometria e as medidas de pressdes respiratorias

exigirao respira¢des profundas, rapidas e realizadas com forga. Os voluntarios poderdo sentir algum
cansaco durante a execugdo, mas este sera efémero. Além disso, dados da literatura indicam que tais
manobras respiratorias podem induzir arritmias, mas estas em geral sdo simples e transitonias. A medida de
gasometria arterial e capacidade de difusdo pulmonar terdo um risco minimo para os voluntarios.

2. Teste Cardiopulmonar de Exercicio - O teste exigira que os voluntarios facam exercicio fisico com
aumento progressivo de intensidade. Este tipo de exercicio exige, por exemplo, grande aumento da
ventilagdo e provocara cansaco muscular, sudorese e aumento da temperatura corporal. Entretanto, estes
fendmenos sdo temporarios e deverdo voltar ao normal apds o exercicio. Ademais, todo o procedimento
sera acompanhado por um médico, com experiéncia em acompanhar testes de exercicio e na presenga de
equipamentos para emergéncia e suporte basico e avancado de vida (cardioversor/desfibrilador portatil,
cilindro de oxigénio, cdnula nasal, tubos para intubacdo orotraqueal, medicamentos), garantindo assim o
suporte necessario ao voluntario. Dados da literatura, junto & experiéncia clinica do setor onde o teste sera
realizado (SEFICE), mostram gque este procedimento € seguro, e que apresenta baixo risco mesmo para
pacientes com doencas cardiovasculares estabelecidas. 3. Ativacao do Mecanorreflexo Muscular - Esse
protocolo ndo exigira nenhum esforgo do paciente, estando o mesmo sentado e a sua articulacéo do joelho
sera movimentada passivamente. As respostas cardiorrespiratorias geradas pelo movimento passivo serdo

relativamente baixas em comparacao com o teste de exercicio cardiopulmonar.
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Portanto o risco deste procedimento & muito baixo. 4. Ativacio do Metaborreflexo Muscular Para a ativacdo
do metaborreflexo sera feito uma contragao isomeétrica de extensao de joelho a 30% e 40% da forga maxima
do paciente. O exercicio provocara aumento da ventilacdo e respostas cardiovasculares, mas estas serdo
menores em comparacdo com as respostas observadas no teste de exercicio cardiopulmonar. Apos o
exercicio, sera utilizada oclusdo circulatdria, a qual causara incomodo pela pressdo no local onde sera
posicionado um manguito e podera provocar parestesia e redugdo da temperatura da perna devido a
isquemia. Tais sensagOes desaparecerdao ao desinflar o manguito e, cabe destacar, que a oclusao
circulatéria sera realizada por poucos minutos. Dados da literatura suportam gue tal procedimento & seguro
em pessoas submetidas a triagem clinica prévia. 5. Teste de Forga Muscular -- O teste exigira esforgo
maximo dos voluntarios. Mas isto serd necessario por poucos segundos. O local onde o teste sera feito
apresenta longa expenéncia neste tipo de avaliagdo e ndo ha registro de eventos adversos durante ou apos
o teste em pessoas submetidas a triagem clinica prévia. 6. Biopsia Muscular -- A técnica de biopsia
muscular € uma das ferramentas mais importantes

para o entendimento da fisiologia muscular esquelética. O procedimento &€ invasivo, portanto sera utilizada
anestesia local para a coleta de tecido. Dados da literatura mostram que o risco de eventos adversos &
menor ou igual a 1% em diferentes centros. Além disso, quando ha eventos adversos, estes apresentam
baixa gravidade e sdo fransitorios. Dentre os eventos descritos na literatura encontram-se dor, eritema,
equimose, panico, hemorragia e edema.

BENEFICIOS: O projeto ndio farnecera nenhum beneficio direto aos voluntérios. Par outro lado, os
voluntarios receberao resultados de todas as avaliagdes do estudo, o que, indiretamente, podera auxiliar no
acompanhamento da prépria salde.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo com o objetive académico de Pés-Doutorado, vinculado ao Departamento de Fisiolagia
/Setor de Fungdo Pulmonar e Fisiologia Clinica do Exercicio da Unifesp, Campus S&o Paulo. Pesquisador
Responsavel: Prof. Dr. Bruno Moreira Silva Professor Adjunto do Departamento de Fisiologia/Orientador do
Programa de Posgraduacido em Pneumologia Pesquisador associado do Setor de Fun¢cdo Pulmonar e
Fisiologia Clinica do Exercicio (SEFICE)

Pesquisadores da equipe do projeto: Prof. Dr. Luiz Eduardo Nery, Prof. Dr. Acary Souza

Bulle de Oliveira, Profa. Dra. Roberta Pulcheri Ramos, Profa. Dra. Patricia Chakur Brum, Prof. Dr. Lauro
Casqueiro Vianna, Prof. Dr. Flavio Ferlin Arbex, Profa. Dra. Priscila Cristina de Abreu
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Sperandio, Esp. Luiza Helena Degani Costa, Ms. Liliane Cunha Aranda, Esp. Talita Miranda Silva.

Serao incluidos pacientes com DPOC e individuos controles, de ambos 03 sexos, com idade entre 40 e 80
anos. Todos os pacientes com DPOC deverdo ter as seguintes caracteristicas: i) histéria de tabagismo
maior que 10 anos-maco; ii) estabilidade clinica nos Gltimos 3 meses com tratamento otimizado; 1) volume
expiratorio forcado no primeiro segundo (VEF1) pos broncodilatador menor que 60% do previsto e relacdo
entre VEF1 e capacidade vital forcada (CVF) pds broncodilatador menor que 0,7; iv) ter indice de massa
corporal inferior a 30 kg/m2; v) auséncia de hipoxemia ao repouso [pressao parcial de oxigénio no sangue
arterial (Pa02) = 55 mmHg e saturacdo de pulso (SpO2) > 88%; vi) ndo ter participado de programa de
reabilitacdo pulmonar nos 12 meses precedentes ao estudo; vii) auséncia de diagnostico clinico-funcional de
asma; viii) auséncia de limitagcao osteoarticular e/ou ortopedica, renal, hematologica ou hepatica; ix) ndo ter
suspeita de doenca arterial coronanana, como indicada por avaliacdo clinica e eletrocardiografica de
repouso e exercicio; x) ndo ter evidéncias de hipertensédo pulmonar ao repouso (pressio sistolica de artéria
pulmonar estimada pelo jato de regurgitamento tricispide maior que 35 mmHg ou aumentfo de camaras
direitas) ou insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo reduzida (fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
menor que 40%) confirmadas por

ecodoplercardiograma prévio; xi) nao ter contraindicacao, seja por qual for o motivo, para a realizagéo de
teste de exercicio clinico; e xii) ndo ter histona ou sintomas atuais de insuficiéncia venosa cronica, trombose
venosa profunda, linfedema, doenca

arterial obstrutiva periférica. Cabe ressaltar que para a execucdo do estudo, os pacientes fardo uso de suas
medicacdes de rotina, sem qualquer interrupgao, com excegdo de broncodilatadores ou corticoides
inalatérios, que ndo deverdo ser usados pela manha nos dias em que os pacientes participarem do estudo.
Os individuos controles serdo pareados por sexo e idade com os pacientes com DPOC. Estes deverdo ser
saudaveis (auséncia de doencas cronicas e de uso regular de medicamentos) ou poderdo apresentar
doencas cronicas leves, controladas por medicamentos, o que & considerado como estagio A de risco
cardiovascular pela Associagcdo Americana do Coragdo. Neste caso poderdo ser incluidos individuos que
possuam hipertensédo, diabetes ou dislipidemia, desde que os valores de pressao arterial, glicemia e
lipidograma, respectivamente, estejam dentro do limite de normalidade por pelo menos 3 meses, mediante
tratamento farmacolagico. Além disso, todos os individuos controles deverdo ter as seguintes
caracteristicas: i) ritmo sinusal; ii) ndo ter obesidade; iii) nunca ter fumado ou ndo ter histéria de tabagismo

relevante (5 anos-maco) e ter parado de fumar ha pelo menos 1 ano; e iv) nao praticar exercicios
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fisicos regularmente. Tanto os individuos controles, como os pacientes com DPOC, poderdo ser excluidos
do estudo caso ndo tenham coordenagdo ao pedalar, ndo realizem adequadamente ou ndo fiquem

confortaveis com os protocolos para ativacdo do metaborreflexo e mecanaorreflexo, ou ndo fiqguem

confortaveis ao respirar por meio de mascara usada para fazer medidas de ventilacdo e trocas gasosas.

O(s) medico(s)

assistente(s) dos pacientes que preencherem os critérios de inclusdo sera(d@o) informado(s) da existéncia
deste estudo e, se manifestarem interesse em conhecer o protocolo de pesquisa, serdo abordados pelo
pesquisador principal. Todos os individuos receberdo informagdes detalhadas sobre o protocolo, alem de
orientagdes sobre riscos e beneficios relacionados aos testes que serao realizados. Tais orientacdes
também serdo entregues por escrito e, caso 0s voluntarios tenham alguma duvida, os pesquisadores
envolvidos fornecerdo maiores explicacdes. Assim, apenas os voluntarios gue compreenderem e assinarem
o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) serdo incluidos no estudo. Sera enfatizado aos
pacientes que a recusa em participar do estudo ndo implicara em qualquer prejuizo ao seu atendimento no
ambulatdrio de DPOC da UNIFESP. Estas serdo realizadas em dias ndo consecutivos, aproximadamente no
mesmo horario do dia, com intervalo de 2 a 7 dias. Os voluntarios serdo instruidos a realizar uma refeicéo
leve 2 horas antes de comparecer ao laboratério, dormir bem na noite anterior, ndo consumir bebidas
alcodlicas ou cafeinadas e ndo praticar exercicios fisicos intensos nas Ultimas 24 horas. Na visita 1 os
voluntarios passardo por triagem clinica com um médico e pesquisadores do projeto para verificar os
crtérios de inclusdo do projeto. Voluntarios elegiveis realizardo prova de fungdo pulmonar completa, exame
de sangue, questionario

de qualidade de vida, avaliacao da composigao corporal, forga de preensao manual, teste de velocidade da
marcha de 4 metros e teste cardiopulmonar de exercicio. Na visita 2 havera a familiarizacdao com os
protocolos para ativacdao do mecanorreflexo e metaborreflexo. Na visita 3 havera o experimento para a
ativacao isolada do

mecanorreflexo e metaborreflexo em exercicio de extensio de joelho, teste de forga de extensdo do joelho e
manobra de imersdo da mao em agua gelada. Na visita 4 havera experimentos que envolvem ativacido
concomitante do mecanorreflexo e metaborreflexo em cicloergémetro e ativacdo isolada do metaborreflexo
em ciclergdmetro. Por fim, na visita

5 sera realizada a biopsia muscular.

Analises Moleculares de Tecido Muscular Avaliagdo da Expressao Génica
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Sera realizada a extracdo do RNA total e, posteriormente, sera utilizada a técnica de Transcriptase Reversa
e Reacao de Polimerase em Cadeia de Tempo Real (FCR em tempo real), Isto permitira quantificar a
expressao génica das enzimas, dos canais e dos receptores

descritos na Tabela 1 do projeto na integra , que provavelmente, estdo envolvidos na ativacao de aferéncias
musculares

Analise Estatistica

Q numero de sujeitos foi definide com base nos resultados de estudos disponiveis na literatura, que foram
realizados em humanos saudaveis e pacientes com doencas cardiovasculares, e que fizeram medidas
semelhantes ou proximas aquelas que serao feitas no presente projeto. Assim, considerando um tamanho
do efeito de 0,80, valor de P < 0,05 e poder de 0,80, em um teste t de Student independente, estima-se que
serdo necessarios 40 pacientes com DPOC e 20 controles, para cada um dos experimentos das visitas 3, 4
e 5. 0 calculo do tamanho amostral foi realizado no programa G*Power 3 (Universidade de Dusseldorf,
Alemanha). Os testes de Shapiro-Wilk, Levene e Mauchly serdo aplicados para avaliar a normalidade,
homogeneidade e esfericidade dos dados. Os dados que ndo apresentarem distribuicido normal serdo
transformados por logaritmo natural. Os resultados serao apresentados como média + desvio-padrao. As
andlises estatisticas serdo realizadas no programa Statistica 8.0 (StatSoft), adotando como significancia
estatistica P < 0.05.

Consideragodes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Documentos obrigatdrios apresentados adequadamente, cumprindo a Resol CNS 466/12.

Recomendagdes:

Nada consta

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Trata-se de respostas de pendéncias ao parecer original consubstanciado CEP n® 1.981.153 de 24/03/2017

, quanto aos seguintes questionamentos abaixo:

faltam informacgdes sobre procedimentos que assegurem a confidencialidade e a privacidade do

participante;

Resposta: carta apresentada assegurando a confidencialidade dos dados obtidos pelo pesquisador e no
TCLE

CEP-UNIFESP: PENDENCIA ATENDIDA

Enderego: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: 5P Municipio: SAQ PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail: secretaria cepunifesp@gmail.com
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Continuagdio do Parscer: 2.023.931

a injecdo de contraste (indocianina verde) prevista no TCLE na visita 4 ndo esta justificada no projeto

Respostajustificado no projeto
CEP-UNIFESP: PENDENCIA ATENDIDA

Consideragoes Finais a critério do CEP:

o ™

O CEP informa que a partir desta data de aprovacdo, & necessario o envio de relatdrios parciais

(anualmente), e o relatorio final, quando do término do estudo.

Parecer acatado “ad ref'pelo coordenador

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES _BASICAS DO P | 29/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 763530 pdf 12:01:55
Projeto Detalhado / | projetodoutorado.pdf 29/03/2017 |Bruno Mareira Silva Aceito
Brochura 12:01:16
Investigador
TCLE / Termos de  |tcle pdf 29/03/2017 | Bruno Moreira Silva Aceito
Assentimento / 12:00:55
Justificativa de
Auséncia
Outros cartacorrecaodependencias PDF 29/03/2017 |Bruno Mareira Silva Aceito
11:56:50

QOutros cartadeconfidencialidade. PDF 29/03/2017 |Bruno Moreira Silva Aceito
11:56:06

Outros cadastrocep pdf 07/03/2017 |Bruno Mareira Silva Aceito
18:23:43

Folha de Rosto folhaDerosto pdf 07/03/2017 |Bruno Mareira Silva Aceito
18:21:48

Outros cartacoordenadoriadeensinoepesquisad | 06/03/2017 |Bruno Mareira Silva Aceito

ohospitalsaopaulo.PDFE 14:22:08

Declaracdo de declaracaopesquisadorapatricia pdf 24/01/2017 |Bruno Mareira Silva Aceito

Pesguisadores 10:32:26

Declaracdo de declaracaopesquisadoracary.pdf 24/01/2017 |Bruno Mareira Silva Aceito

Pesguisadores 10:32:15

Declaracdo de cartabiorrepositorio_pdf 24/01/2017 |Bruno Mareira Silva Aceito

Manuseio Material 10:29:59

Biologico /

Biorepositorio /

Enderego: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTING CEP: 04.023-061

UF: 5P Municipio: SAC PAULO

Telefone:  (11)5571-1062 Fax: (11)5539-T162 E-mail: secretaria.cepunifesp@gmail.com

Pagina 07 d= 08
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Biobanco cartabiorrepositorio. pdf 24/01/2017 |Bruno Moreira Silva Aceito
10:29:59
24/01/2017 |Bruno Moreira Silva Aceito

Declaragdo de
Instituicéo e

declaracaodeinstituicaceinfraestrutura.p
df

10:29:19

Infraestrutura
Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciaga
N&ao

o da CONEP:

SAO PAULO, 20 de Abril de 2017

Assinado por:
Miguel Roberto Jorge
(Coordenador)
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Anexo 9.2 Termo de consentimento livre e esclarecido

1. Titulo do projeto de pesquisa: Papel de aferéncias musculares ativadas pelo
exercicio fisico para o controle cardiorrespiratéorio em pacientes com doenca
pulmonar obstrutiva crénica

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Bruno Moreira Silva

Cargo/Funcao: Professor Adjunto

Departamento de Fisiologia
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP)

Pesquisadores da equipe do projeto: Prof. Dr. Luiz Eduardo Nery, Prof. Dr. Acary
Souza Bulle de Oliveira, Profa. Dra. Roberta Pulcheri Ramos, Profa. Dra. Patricia
Chakur Brum, Prof. Dr. Lauro Casqueiro Vianna, Prof. Dr. Flavio Ferlin Arbex, Profa.
Dra. Priscila Cristina de Abreu Sperandio, Esp. Luiza Helena Degani Costa, Ms. Liliane
Cunha Aranda, Esp. Talita Miranda Silva

Telefone para contato com os pesquisadores: (11) 5082-4420

O Comité de Etica que avaliou este projeto é localizado na Rua Botucatu 572, 1° andar
- conjunto 14, CEP: 04023-061 Sao Paulo, SP, Brasil. O telefone do Comité de Etica
€ (11) 5571-1062 / FAX: 5539-7162 e o horario de atendimento telefénico e presencial
€ realizado as segundas, tergas, quintas e sextas, das 9:00 as 13:00hs.Projeto
aprovado pelo Comité em Pesquisa da UNIFESP dia( ), parecer N°( ).

2. Objetivo da pesquisa: O(A) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma
pesquisa que tem o objetivo de comparar pacientes com doencga pulmonar obstrutiva
cronica e pessoas saudaveis quanto a respostas do coragdo, vasos sanguineos e
respiragao provocadas automaticamente, ou seja, reflexamente, pelo exercicio fisico.
Além disso, o projeto pretende comparar moléculas presentes em um musculo da
coxa entre pacientes e pessoas saudaveis para esclarecer possiveis mecanismos de
funcionamento das respostas reflexas descritas acima.

3. Descrigao dos procedimentos de avaliagdo: Ao concordar em ser voluntario(a)
da pesquisa, o(a) senhor(a) sera convidado(a) a participar de um protocolo composto
por cinco visitas, detalhadas a seguir:

Visita 1: Na visita 1, o(a) senhor(a) passara por uma avaliagdo da saude do seu
coragao, vasos, pulmdes e musculos durante uma entrevista para possivel incluséo
na pesquisa. Apos esse procedimento o(a) senhor(a) passara por uma prova de
fungcdo pulmonar completa (espirometria, medida de volumes pulmonares por
pletismografia, medida da capacidade de difusdo do mondxido de carbono e
gasometria arterial). Em seguida, realizara um exame de sangue, respondera um
questionario de qualidade de vida, e havera avaliagao da composicao corporal, forgca
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de preensdo manual, velocidade para caminhar em um percurso de 4 metros e um
teste de exercicio maximo em uma bicicleta estacionaria.

Visita 2: Essa visita sera de familiarizagdo com os protocolos de exercicio para
avaliagdo de respostas automaticas (reflexas) dos sistemas cardiovascular e
respiratorio. O(A) senhor(a) sera posicionado(a) sentado(a) em um aparelho que
movimentara uma das suas pernas passivamente, ou seja, sem o seu esforgo. Este
procedimento sera realizado 4 vezes por 30 segundos, com 2 minutos de intervalo.
Depois, neste mesmo aparelho, o(a) senhor(a) sera instruido(a) a manter um
determinado nivel de for¢a durante um exercicio de manter o joelho estendido. Apds
0 exercicio a circulagado de sangue pela sua perna sera interrompida por 4 minutos,
ao encher uma bolsa de ar em sua coxa. Isto sera feito de maneira gradativa, para
que o(a) senhor(a) acostume com a sensagao gerada pela oclusdo circulatéria.
Também sera realizada familiarizagdo com exercicio em bicicleta com ocluséo parcial
da circulagdo das duas pernas. A mascara que sera utilizada nas visitas posteriores
para avaliar a entrada e saida de ar da sua respiragao sera apresentada para o(a)
senhor(a) acostumar a respirar com ela. Por fim, o(a) senhor(a) sera apresentado ao
teste de imersdo de uma das suas méos em agua gelada. Em um primeiro momento
a imersédo sera feita por poucos segundos, e conforme a sua adaptacéo ao teste, a
duracdo da imers&o sera aumentada até chegar a 2 minutos.

Visita 3: O(A) senhor(a) sera posicionado(a) sentado(a) em um aparelho que
movimentara um das suas pernas passivamente de 4 a 6 vezes durante 30 segundos.
Para confirmar que o(a) senhor(a) néo realize contragdes musculares durante o
movimento passivo, serdo mensuradas a forga, por meio de sensor posicionado na
sua perna, € a atividade elétrica de alguns musculos da coxa, por meio de eletrodos
fixados na pele da sua coxa. Ao término, o(a) senhor(a) realizara o teste de forga
maxima para estender o joelho. Apés um periodo de descanso, realizara dois testes,
nos quais devera manter o joelho estendido durante 2 minutos a 30% e 40% da sua
forca maxima. Ao terminar o exercicio, sera inflada uma bolsa de ar em sua coxa por
4 minutos, a fim de ocluir a circulagdo sanguinea da perna. Em seguida os testes
serao repetidos, porém ao término do exercicio ndo havera a inflagcdo da bolsa de ar
na coxa. A ordem das repeticbes sera sorteada. Por fim, uma das maos do(a)
senhor(a) sera colocado em um recipiente com pedacos de gelo diluido em agua
durante 2 minutos.

Visita 4: O(a) senhor(a) sera posicionado(a) em uma bicicleta, e fara trés testes de
exercicio. Teste 1. O(A) Sr.(a) fara exercicio por 23 minutos, em uma carga
correspondente a 30% da sua carga maxima obtida no teste de exercicio maximo na
bicicleta estacionaria (visita 1). Apds 3 minutos iniciais de exercicio, bolsas de ar seréo
infladas nas coxas por 2 minutos e desinfladas por 2 minutos. Isso sera repetido 5
vezes, com diferentes pressdes nas bolsas de ar. Teste 2. Apos pelo menos 30
minutos de descanso o(a) senhor(a) sera posicionado novamente na bicicleta para
0 seguinte teste: 3 minutos de registros em repouso, 4 minutos de exercicio
submaximo em uma carga constante e 2 minutos sem exercicio com bolsas de ar
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infladas nas suas coxas. Teste 3. Apds pelo menos 30 minutos de descanso, este
protocolo sera repetido, mas apds o exercicio ndo havera inflagao de bolsas de ar nas
coxas. A ordem dos testes 2 e 3 sera definida por sorteio.

Durante os testes da visita 4 sera avaliado o funcionamento dos pulmdes, coragao,
vasos sanguineos e musculos. Destacamos aqui, particularmente, a avaliagao de
vasos sanguineos, que sera utilizada apenas nesta visita do estudo. Avaliacdo de
vasos sanguineos sera realizada por meio do posicionamento de dois sensores, um
no seu antebraco, e outro entre as suas costelas. Para fixacdo destes sensores talvez
seja necessario raspar pelos, e sera usada uma fita colante dupla face, que sera
facilmente removida apds o teste. Além disso, sera necessario posicionar um cateter
em um das veias do seu bracgo para injecado de um contraste chamado indocianina
verde. Este corante é utilizado ha mais de 20 anos em exames clinicos de vasos
sanguineos. Eventos adversos como nauseas, vomitos, vermelhiddo na pele, palidez
e sudorese podem ocorrer, mas sao incomuns, afetando 4 em cada 1.000 (um mil)
pessoas avaliadas. Cabe ainda destacar que nao ha registro de morte provocada pela
injecdo deste contraste. Caso reacdes adversas ocorram, a INJECAO DO
CONTRASTE SERA SUSPENSA, E SERAO ADMINISTRADAS MEDICACOES
PARA CONTROLAR AS REACOES ADVERSAS.

Visita 5: Uma coleta de tecido muscular sera realizada por biopsia. Inicialmente sera
utilizada anestesia local e, em seguida, mediante técnica estéril, sera realizado um
pequeno corte na pele e no tecido abaixo da pele em um local da sua coxa. A coleta
de tecido muscular sera realizada por sucgao utilizando uma seringa. O procedimento
sera realizado pelo Dr. Acary Souza Bulle Oliveira, médico do departamento de
medicina, disciplina de neurologia e neurocirurgia, da UNIFESP.

4. Descrigao de monitoragoes: Durante as cinco visitas, as seguintes caracteristicas
serao monitoradas e registradas. Todos os registros descritos a seguir serdao nao
invasivos.

Sinais vitais: Assim que o(a) senhor(a) chegar ao laboratério, serao verificados seus
sinais vitais para sua seguranga, e estes serdo continuamente monitorados até o
término de todas as visitas;

Medida da ventilacdo e composicdo do ar expirado: Sera utilizada uma mascara para
que o ar expirado pelo(a) senhor(a) seja medido por um equipamento;

Reqistro da presséo arterial: Sera colocado um aparelho de medida da pressao arterial
no seu braco;

Reqistro da frequéncia cardiaca: Eletrodos serdo posicionados no seu torax. Talvez
sera necessaria a raspagem de pelos de algumas regides para garantir o contato dos
eletrodos com a pele;
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Reqistro da ativacdo muscular: Eletrodos serdao posicionados na sua coxa, pescogo e
coluna cervical. Talvez seja necessaria a raspagem de pelos de algumas regides para
garantir o contato dos eletrodos com a pele;

Mensuracéao da percepcao de dor e falta de ar: Serdo determinadas através de tabelas
que serao mostradas ao(a) senhor(a) durante os protocolos;

Reqistro da oxigenacéo e fluxo do sangue: Serao usados dois sensores posicionados
sobre a pele, um no antebraco e outro entre as costelas.

5. Descrigcao dos desconfortos e riscos dos procedimentos: Os procedimentos
adotados nesta pesquisa incluem possiveis desconfortos e riscos que estao descritos
nos proximos itens. Mas, cabe destacar que em caso de sintoma ou desconforto fora
do normal, os procedimentos serao interrompidos pelos pesquisadores.

Prova de fungao pulmonar: A espirometria e as medidas de pressdes respiratorias
exigirdo respiragdes profundas, rapidas e realizadas com forga. O(A) senhor(a)
podera sentir algum cansago durante a execugao, mas este sera passageiro.

Coleta de sangue: Para esta avaliagdo sera realizada uma coleta de sangue no
braco direito. Este procedimento pode trazer um pequeno desconforto devido a
picada de uma agulha. Mas este desconforto sera passageiro.

Teste de exercicio maximo: O teste exigira que o(a) senhor(a) faga exercicio fisico
em uma bicicleta com aumento progressivo de intensidade. Este tipo de exercicio
exige, por exemplo, grande aumento da respiracao e provocara cansago muscular e
aumento da temperatura corporal. Entretanto, estes fenbmenos sédo temporarios, e
deverao voltar ao normal apds o exercicio. Ademais, todo o procedimento sera
acompanhado por um médico, com experiéncia em acompanhar testes de exercicio,
e havera equipamentos para emergéncia e suporte basico de vida, garantindo assim
0 suporte necessario ao(a) senhor(a) caso haja algum problema com a sua saude
durante e apos o exercicio. Vocé podera pedir a qualquer momento para este teste,
ou qualquer outro, quando, por exemplo, achar que nao consegue mais continuar por
sentir falta de ar, tontura ou dor nas pernas. Os testes também poderdo ser
interrompidos, caso os pesquisadores que estiverem supervisionando os mesmos
acharem que precisam interrompé-los antes do previsto, para sua seguranca.

Imersao da mao em agua gelada: A imersdo da mao do(a) senhor(a) provocara
desconforto e aumento da pressao arterial, frequéncia cardiaca e ventilacdo. No
entanto, o risco gerado por tais respostas sera baixo, visto que o(a) senhor(a) passara
por triagem clinica prévia a este teste. Além disso, se o(a) senhor(a) apresentar
desconforto acima do normal podera abandonar esse procedimento.

Teste de exercicio submaximo na bicicleta: Os testes na bicicleta da visita 4
provocarao aumento da ventilagdo e respostas cardiovasculares, mas estas serao
menores em comparagao com as respostas observadas no teste de exercicio maximo
na bicicleta. E estas respostas serao temporarias, pois voltardo ao normal poucos
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minutos apos o exercicio. Ademais, todo o procedimento sera acompanhado por um
médico, com experiéncia em acompanhar testes de exercicio, e havera
equipamentos para emergéncia e suporte basico de vida, garantindo assim o suporte
necessario ao(a) senhor(a) caso haja algum problema com a sua saude durante e
apos o exercicio.

Teste de forca de extensdo do joelho: O teste exigira esforco maximo do(a)
senhor(a), mas isto sera necessario por poucos segundos. O local onde o teste sera
feito apresenta longa experiéncia neste tipo de avaliacdo e n&do ha registro de eventos
adversos durante ou apoés o teste em pessoas submetidas a triagem clinica prévia.

Avaliagcao de respostas automaticas (reflexas) dos sistemas cardiovascular e
respiratdério: Havera aumento da ventilagao e respostas cardiovasculares, mas estas
serao menores em comparagao com as respostas observadas no teste de exercicio
maximo na bicicleta. Apds o exercicio de manter o joelho estendido, sera inflado uma
bolsa de ar na coxa do(a) senhor(a), a qual causara incbmodo pela pressao no local
podendo provocar formigamento e redugéo da temperatura da perna devido a falta de
passagem de sangue. Mas este procedimento sera realizado apenas por alguns
minutos e tais sensagdes desaparecerao ao desinflar a bolsa de ar. Cabe destacar
que dados da literatura suportam que tal procedimento € seguro em pessoas
submetidas a triagem clinica prévia.

Injecdo de contraste (indocianina verde): A injecdo de contraste sera através de
um cateter posicionado em uma veia do seu brago ou antebraco. Quatro a cada 1.000
(mil) pessoas que recebem este contraste podem sofrer efeitos colaterais que incluem
nauseas, vomitos, vermelhiddo na pele, palidez e sudorese. Porém estaremos
acompanhando todo o teste e qualquer reagdo adversa levara a suspensao da injegao
do contraste e administracdo de medicagdes para controlar a mesma.

Biopsia muscular: A técnica de biopsia muscular € uma das ferramentas mais
importantes para o entendimento da fisiologia muscular. O procedimento € invasivo,
portanto sera utilizada anestesia local para a coleta de tecido. Dados da literatura
mostram que o risco de eventos adversos € menor ou igual a 1% em diferentes
centros. Além disso, quando ha eventos adversos, estes apresentam baixa gravidade
e sao transitérios. Dentre os eventos descritos na literatura encontram-se dor,
vermelhiddo, mancha na pela produzida por extravasamento de sangue, hemorragia
local e inchaco. Além disso, qualquer sintoma e desconforto serdo continuamente
monitorados por um meédico, garantindo o suporte necessario durante todo o
procedimento.

6. Beneficios para o voluntario: O projeto ndo fornecera nenhum beneficio direto
ao(a) senhor(a). Por outro lado, o(a) senhor(a) recebera resultados de todas as
avaliagdes do estudo, o que, indiretamente, podera auxiliar no acompanhamento da
prépria saude.
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7. Procedimentos alternativos: Ndo ha procedimentos alternativos que possam ser
vantajosos, pelos quais o(a) senhor(a) possa optar.

8. Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, o(a) senhor(a) tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.
O pesquisador responsavel é o Prof. Dr. Bruno Moreira Silva que pode ser encontrado
no Departamento de Fisiologia - Rua Botucatu, 862, 5° andar — Ed. Ciéncias
Biomédicas, ou nos telefones celular (11) 959112194 e fixo (11) 5082-4420 ou por e-
mail silva.bruno@unifesp.br. Se o(a) senhor(a) tiver alguma consideragao ou duvida
sobre a ética da pesquisa, por favor, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — cj 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162
— E-mail: cepunifesp@unifesp.br.

9. Garantia da liberdade da retirada de consentimento: E garantida a sua liberdade
para a retirada de consentimento a qualquer momento e para deixar de participar da
pesquisa, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu vinculo com a Instituigao.

10. Direito de confidencialidade e privacidade: Os seus resultados ficarao
guardados restritamente pelos pesquisadores envolvidos no projeto. Além disso, o
seu nome ou qualquer informagao que possa revelar a sua identidade sera mantida
sob sigilo para preservar a sua privacidade, em qualquer situacdo, incluindo a
apresentagcao dos resultados em congressos e publicagdo de resultados no formato
de artigos em periddicos cientificos.

11. Direito de ser mantido atualizado: O(A) senhor(a) sera atualizado(a) sobre os
resultados parciais e finais da pesquisa, ou de resultados que sejam do conhecimento
dos pesquisadores.

12. Despesas e compensagoes: Nao ha despesas pessoais para o(a) senhor(a) em
qualquer fase da pesquisa. Também nao ha compensacéao financeira relacionada a
sua participacado. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo
orgcamento da pesquisa.

13. Dano pessoal: Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos
procedimentos propostos nesta pesquisa (nexo causal comprovado), o(a) senhor(a)
tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizagdes legalmente
estabelecidas.

14. Compromisso do pesquisador: Os pesquisadores tém o compromisso de utilizar
os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado(a) a respeito das informagdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo a pesquisa “Papel de aferéncias musculares
ativadas pelo exercicio fisico para o controle cardiorrespiratério em pacientes com
doencga pulmonar obstrutiva crénica”.
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Eu discuti com o Prof. Dr. Bruno Moreira Silva sobre a minha decisao em participar
nessa pesquisa. Ficaram claros para mim quais sao os propositos da pesquisa, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar, caso haja algum problema de saude durante a minha participagdo na
pesquisa. Concordo voluntariamente em participar desta pesquisa, e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante a pesquisa, sem
penalidades, ou prejuizo, ou perda, de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,
ou no meu atendimento neste Servigo.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido esta disponibilizado em 2 vias
originais, uma para ficar com o(a) senhor(a) e outra para o pesquisador.

Assinatura do voluntario/representante legal Data: ....... [ [
Assinatura da testemunha Data:
....... [eiiid e

Para casos de voluntario(a) analfabetos(a), semi-analfabetos(a) ou portador de
deficiéncia auditiva ou visual. Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste sujeito ou representante legal para a
participacao nesta pesquisa.

Assinatura do responsavel pela pesquisa Data: ....... [, l......



Anexo 9.3 Escala visual de dor

ESCALA VISUAL ANALOGICA - EVA

www.eletroterapia.com.br
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Anexo 9.4 Calculo do tamanho amostral

Eﬁ G*Power 3.1.9.2 »
File Edit View Tests Calculator Help
Central and noncentral distributions  Protocol of power analyses
critical t =2.07387
Test family Statistical test
ttests e Means: Difference between two independent means (two groups) e
Type of power analysis
A priori: Compute required sample size — given «, power, and effect size w
Input Parameters Output Parameters
Tail(s) Two E Moncentrality parameter & 2.9393877
Determine == Effect size d |1 .20 Critical t 20738731
o err prob 0.05 Df 22
Power (1- err prob) 0.80 Sample size group 1 12
Allocation ratio N2/M1 1 Sample size group 2 12
Total sample size 24
Actual power 0.8020788

X-Y plot for a range of values

Calculate
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fie G*Power3.1.9.2 — x
File Edit WView Tests Calculator Help

Central and noncentral distributions  Protocol of power analyses

critical F = 4.25649

Test family Statistical test

F tests ~ AMNOVA: Fixed effects, omnibus, one-way ~

Type of power analysis

A priori: Compute required sample size — given o, power, and effect size ~
Input Parameters Output Parameters

Determine == Effect size f 1.20 Moncentrality parameter 17.2800000

o err prob 0.03 Critical F 4.2564947

Power (1-§ err prab) 0.80 Numerator df 2

Number of groups 3 Denominator df 9

Total sample size 12

Actual power 0.8854283

X-Y plot for a range of values Calculate
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Glass's Delta and Hedeges' G

Cohen's dis the appropriate effect size measure if two groups have similar standard deviations and are of
the same size. Glass's defta which uses only the standard deviation of the control group. is an alternative
measure if each group has a different standard deviation. Hedges' g which provides a measure of effect size
weighted according to the relative size of each sample, is an alternative where there are different sample
sizes. (This is important! If you've got different sample sizes then you should use Hedges' )

Enter Your Values

Please enter the sample mean (M), sample standard deviation (5) and sample size (4) for each group. Two
things to note: (1) if you intend to report Glass's defta then you need to enter your control group values as
Group T and (2) if you don't provide values for a, the calculator will still calculate Cohen's dand Glass's defta,
but it won't generate a value for Hedges' g

Group 7 Group 2

Mean (1 Mean (1
Standard deviation (s): Standard deviation (s): _
Sample size () Sample size (n):

| Calculate | | Reset |

Success!
Cohen's o= (-20 - 3)/18.248288 = 1.260392.
Glass's deffz=(-20-3)/21 = 1.085238,

Hedges' g=(-20- 3)/19.28419 = 1.192887.



