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RESUMO

Machado, Alessandro. Controle reflexo da ventilagdo durante o exercicio em
pacientes com insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecéo reduzida: interacéo
entre o quimiorreflexo carotideo e o metaborreflexo muscular. Tese (Doutorado
em Ciéncias Cardiovasculares). — Faculdade de Medicina, Universidade Federal
Fluminense, Niteroi, 2020.

A resposta ventilatoria exacerbada ao exercicio € uma caracteristica tipica da
insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo reduzida (IC-FEr). Os disturbios
respiratérios ao exercicio na IC-FEr incluem a alta frequéncia respiratoria (Fr) com
volume corrente reduzido (Vt). Esse padréo taquipneico esta associado a rigidez
pulmonar, alto trabalho e custo respiratdrio. A resposta as anormalidades respiratérias
€ provavelmente mediada, em parte, por uma interacdo complexa entre os reflexos
envolvidos no controle neural da respiracdo, como a presenca de uma resposta
ventilatoria (Ve) aumentada a ativacdo de aferéncias musculares sensiveis aos
metabolitos (hiper-resposta do metaborreflexo), bem como uma resposta exagerada
da Ve a inalagdo de ar hipoxico em repouso (hiper-resposta do quimiorreflexo
carotideo). Assim, testamos se a ativacdo simultanea do quimiorreflexo carotideo e
do metaborreflexo muscular gera maiores respostas respiratérias do que a soma das
respostas dos reflexos isolados (ou seja, interacdo hiperaditiva ou sinérgica). Dez
pacientes pedalaram por 4 minutos com carga de trabalho maxima de 60% e depois
recuperaram passivamente por 2 minutos sob: a) a inalacdo de O2 a 21%
(quimiorreflexo ativo) e com circulacédo livre nas pernas (metaborreflexo desativado)
para isolar o efeito da ativagdo do quimiorreflexo; b) a inalagcdo de Oz a 100%
(quimiorreflexo desativado) com a circulagdo nas pernas ocluida (metaborreflexo
ativado) para isolar o efeito da ativagcdo do metaborreflexo muscular; c) a inalacéo de
02 21% (quimiorreflexo ativo) e com circulagdo nas pernas ocluida (metaborreflexo
ativo) para ativar os dois reflexos; ou d) a inalacdo de O2 a 100% (quimiorreflexo
desativado) e com a circulacdo nas pernas livre (metaborreflexo desativado) para
inativar ambos os reflexos (ou seja, condicao controle). A ativagao isolada dos reflexos
ndo modificou a ventilagdo minuto (Ve) e o padréo respiratorio em relagdo a condigéo
controle. A ativacao simultanea dos reflexos ndo modificou o volume corrente (Vc),
mas aumentou a Vg, a Fr e diminuiu o tempo inspiratorio (Ti) e o expiratorio (Te) em
comparacao ao controle. Consequentemente, a ativacdo simultanea dos reflexos
induziu maiores alteracdes da Ve, Fr, Tie Te do que a soma de alteracdes nos reflexos
isolados. Portanto, o quimiorreflexo carotideo e o metaborreflexo muscular interagiram
de modo hiperaditivo na regulacdo do padréo respiratorio de pacientes com IC-FEr.

Palavras-chave. Respiracdo, hipoxia, oclusdo circulatoria, exercicio, doencas
cardiacas.
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ABSTRACT

Machado, Alessandro. Ventilation reflex control during exercise in heart failure
reduction ejection fraction patients: interaction between the carotid chemoreflex
and the muscle metaboreflex. Thesis (Doctor in Cardiovascular Science). —
Faculdade de Medicina, Universidade Federal Fluminense, Niter6i, 2020.

Exacerbated ventilation (Ve) response to exercise is a typical characteristic of heart
failure with reduced ejection fraction (HFrEF). The exercise disordered breathing in
HFrEF include high respiratory frequency (fr) with a reduced tidal volume (TV). This
tachypneic pattern is associated to lung stiffness, high work and cost of breathing. The
respiratory abnormalities response is possibly mediated, in part, by a complex interplay
between reflexes involved in the neural control Ve, such as enhanced Ve response to
activation of muscle afferents sensitive to metabolites (i.e., enhanced metaboreflex),
as well as enhanced Ve response to inhalation of hypoxic air at rest (i.e., enhanced
carotid chemoreflex). Thus, we tested whether simultaneous carotid chemoreflex and
muscle metaboreflex activation mediates greater respiratory responses than sum of
isolated reflexes responses (i.e., hyperadditive interaction or synergic effect). Ten
patients cycled for 4 min at 60% maximal workload and then recovered for 2 min under
either: a) 21% O:2 inhalation (chemoreflex on) with legs’ circulation free (metaboreflex
off) to isolate chemoreflex activation; b) 100% O: inhalation (chemoreflex off) with legs’
circulation occluded (metaboreflex on) to isolate metaboreflex activation; c) 21% O:
inhalation (chemoreflex on) with legs’ circulation occluded (metaboreflex on) to activate
both reflexes; or d) 100% O: inhalation (chemoreflex off) with legs’ circulation free
(metaboreflex off) to inactivate both reflexes (i.e., control). Isolated reflexes activation
did not modify minute ventilation (Ve) and respiratory pattern versus control.
Simultaneous reflexes activation did not modify tidal volume, but increased Ve, fr and
decreased inspiratory (Ti) and expiratory (Te) times versus control. Consequently,
simultaneous reflexes activation induced greater Ve, fr, Ti and Te changes than sum
of isolated reflexes changes. Therefore, the carotid chemoreflex and the muscle
metaboreflex interacted in a hyperadditive fashion for respiratory pattern regulation in
patients with HFrEF.

Keywords. Breathing, hypoxia, circulatory occlusion, exercise, heart disease.
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1. INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo reduzida (IC-FEr) € uma
sindrome clinica caracterizada por uma incapacidade aguda ou crénica do coracao
em fornecer a perfusdo aos 6rgaos e sistemas com uma taxa adequada as demandas
do corpo (1, 2). A hipoperfusdo leva a adaptacfes fisiolégicas que se refletem no
conjunto de sinais e sintomas clinicos caracteristicos da doenca (2). Dentre esses, a
dispneia, a falta de ar, cansaco e a fadiga induzidas pela atividade fisica sdo os
sintomas mais relevantes da IC-FEr (3). A estimativa da prevaléncia da doenca na
Europa e Estados Unidos € de aproximadamente 2% da populacdo, aumentando de
modo crescente com o envelhecimento, superando os 10% em pessoas com mais de
70 anos (4). Apesar dos avancos no tratamento, a morbidade da doenca € alta (5),
apresentando taxas de até 22% de re-internacdo apos 30 dias da alta hospitalar (6).
A mortalidade no primeiro ano apos o diagnéstico pode chegar a 17% (7), e a
sobrevida apds 3 anos do diagnéstico pode ser de apenas 60% (8, 9), o que demonstra
a necessidade de investigacdes sobre os mecanismos fisiopatolégicos de progressao
da insuficiéncia cardiaca (IC).

A IC-FEr cursa com disturbios no controle respiratério durante o exercicio que
inclui a frequéncia respiratoria (Fr) alta com volume corrente (Vc) normal ou reduzido
(10). Esse padrao taquipneico pode provocar queda da pressao parcial de diéxido de
carbono (PaCO2) no sague arterial, o0 que tende a comprometer o fluxo sanguineo
cerebral, visto que 0s vasos sanguineos cerebrais sdo sensiveis ao dioxido de
carbono (CO2) arterial e, quando este se encontra reduzido, h4 tendéncia a
vasoconstricdo (11). Além disso, o padrao taquipneico piora a competicdo pelo fluxo
sanguineo entre os musculos respiratérios e os musculos esqueléticos em exercicio,
0 que aumenta o trabalho e custo da respiracdo (12). Isso contribui para a menor
tolerancia ao exercicio e a piora do prognéstico (13). Entretanto, 0s mecanismos
envolvidos nessa disfuncdo ainda ndo sdo completamente conhecidos.

Os sintomas da IC-FEr sdo determinados por uma complexa interagao entre
multiplos fatores, dentre os quais se encontra a interagdo entre reflexos neurais que
participam do controle cardiorrespiratério durante o exercicio (14). Esses mecanismos
neurais em individuos jovens saudaveis geram ajustes cardiovasculares e ventilatorios
proporcionais a intensidade de exercicio (13, 15). Entretanto, na IC-FEr (13, 15) ha
um desajuste que provoca aumento excessivo da atividade simpatica para a
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musculatura esquelética, com consequente maior resposta vasoconstrictora (13, 16)
e com resposta ventilatoria desproporcional a intensidade do exercicio (17).

Dentre as aferéncias neurais, foi demonstrado que h& uma hipersensibilidade
dos quimiorreceptores periféricos na IC-FEr (18), que, inclusive, é um fator de risco
independente de morte (19). Evidéncias de modelos animais indicam que a
hipoperfuséo tecidual observada na IC-FEr resulta no upregulation da sinalizacéo
angiotensina ll/receptor AT1 e no downregulation da sinalizacdo O6xido nitrico
sintase/6xido nitrico nos corpos carotideos, que em conjunto, suprimem correntes de
saida de potassio dependentes de voltagem gerando amplificacdo da resposta
quimiorreflexa a hipéxia (20). A disfuncdo do quimiorreflexo carotideo gera entdo
efeitos nos sistemas respiratorio, circulatorio e neuro-hormonal, que contribuem para
o aumento da ventilacéo (Ve), alteracéo no padrdo respiratorio ciclico e hiperatividade
simpatica. Como consequéncia, a disfuncdo autondmica esta acompanhada de mau
funcionamento barorreflexo arterial e cardiopulmonar e de maior prevaléncia de
arritmias ventriculares que pioram o prognostico da IC-FEr (19, 21).

Outra caracteristica interessante dos quimiorreceptores periféricos € que, além
de serem sensiveis a variacbes na pressdo parcial de oxigénio no sangue arterial
(PaO2), também séo sensiveis a variagcdes sanguineas na concentragdo de COz2 (22),
noradrenalina (22), potassio (22), glicose (22) e angiotensina ll (22), e todos se alteram
durante o exercicio, o que poderia influenciar a sensibilidade do quimiorreflexo
carotideo. Em um estudo com jovens saudaveis (23), a inibicdo dos quimiorreceptores
carotideos com hiperéxia reduziu a atividade nervosa simpatica muscular durante o
exercicio, porém nao houve efeito no repouso (23). Em animais com IC-FEr (24), a
inibicdo transitéria dos quimiorreceptores carotideos pela infusdo de solucéo
hiperoxica ou dopamina provocou a vasodilatacdo periférica no repouso e no
exercicio. Além disso, esta resposta foi abolida apds o bloqueio de receptores
adrenérgicos do tipo alfa, sugerindo que a vasodilatagdo decorrente da inibicdo dos
quimiorreceptores carotideos ocorreu devido a redugéo da atividade simpatica. Essas
evidéncias demonstram a contribuicdo dos quimiorreceptores carotideos para a
regulacao cardiovascular e respiratéria em condi¢des de exercicio em normoxia, o que
ainda requer mais investigagao em humanos, particularmente com IC-FEr.

Outra importante aferéncia periférica sdo os metaborreceptores musculares

que sdo estimulados pelo acumulo de metabdlitos na musculatura esquelética e
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conduzem sinais aferentes predominantemente via fibras do tipo IV (metaborreflexo)
(25). Esses sinais neurais sdo conduzidos pelos nervos periféricos e medula até o
ndcleo do trato solitario (NTS) onde ocorrem sinapses gabaérgicas (26).

O efeito da ativagdo do metaborreflexo na IC-FEr permanece controverso na
literatura. Ha4 estudos que suportam tanto o aumento quanto a diminuicdo das
respostas hemodinamicas com a sua ativacdo. Tal discrepancia pode ser atribuida ao
modelo de exercicio usado nos estudos [pequeno grupo muscular (preensao manual)
(27-31) vs. grande (cicloergometro)] (27-31) e aos desfechos levados em
consideracdo na interpretacéo (circulacdo vs. Ve) (27-32). Mas cabe destacar, no que
tange ao controle da Ve em exercicio com grandes grupos musculares, ha resultados
consistentes quanto ao efeito da oclusdo circulatéria pés-exercicio (modelo que
mantém ativado o metaborreflexo sem a ativacao de outros reflexos), o que mantém
a Ve em niveis mais elevados em pacientes com IC-FEr em contraste com controles
saudaveis (27-31).

Apesar do conhecido efeito isolado do metaborreflexo e do quimiorreflexo
carotideo no controle das respostas hemodindmicas e respiratérias durante o
exercicio na IC-FEr, ainda sdo desconhecidos os efeitos da interacdo entre esses
reflexos. A investigacdo da interacdo entre esses reflexos podera contribuir para
melhorar compreensao da manifestacao clinica do sintoma da dispneia, ponto central
no comprometimento da qualidade de vida dos pacientes com IC-FEr. Assim, 0s
resultados adicionardo informacdes relevantes sobre os mecanismos fisiopatol6gicos
da hiperpneia do exercicio na IC-FEr, e podera contribuir com insights para novos
alvos terapéuticos. E nesse contexto que se insere a lacuna cientifica desta tese, a
pesquisa da interacao entre o metaborreflexo muscular e do quimiorreflexo carotideo
no controle das respostas hemodinamicas e respiratorias. A hipotese central € a de
que a ativacao do metaborreflexo muscular aumenta a contribuicdo do quimiorreflexo
carotideo para a regulacdo da Ve em pacientes com IC-FEr. Em outras palavras,
acredita-se haver um sinergismo (efeito hiperaditivo) entre os reflexos, particularmente
para o controle da Ve, algo nunca estudado em pacientes com IC-FEr. Caso 0s
resultados mostrem o efeito hiperaditivo entre os reflexos para o controle da Ve, Fr ou
Vc, essas evidéncias contribuirdo para desvendar mecanismos do padrdo de
hiperventilagdo taquipneica na IC-FEr durante o exercicio fisico, o que pode ter

implicacdes para o tratamento destes pacientes.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito da interacao entre a ativacdo do quimiorreflexo carotideo e

do metaborreflexo muscular para o controle da Ve na IC-FEr.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Insuficiéncia Cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma sindrome clinica de etiologia diversa,
caracterizada pela incapacidade aguda ou crbnica do coragdo gerar um débito
cardiaco adequado as demandas metabdlicas tissulares. Esse descompasso leva a
alteracdes fisiopatologicas em diversos 6rgdos e sistemas, que sdo caracterizadas
pelos sinais e sintomas tipicos da doenca (33). A doenca tem alto custo social e
econdbmico: o tratamento hospitalar responde por mais de 50% do gasto total com
todas as outras doencas cardiovasculares (34, 35), apresenta alto indice de
afastamento temporario, de aposentadoria precoce e alta mortalidade (35, 36), com
indices de sobrevida em 5 anos que variam de 35% a 50% (8, 37).

No mundo h& aproximadamente 26 milhdes de pessoas com a doenca (38). A
prevaléncia de IC nos Estados Unidos e na Europa € em torno de 2% (37, 38), com
valores crescentes conforme o envelhecimento. Enquanto nos paises da América
Latina fica entre 1 a 2%, com incrementos seguindo as faixas etarias (4). A
insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecéo preservada (IC-FEp) representa 50% dos
casos de IC (39). Ha variacdes nesses numeros em funcdo da maioria dos estudos
adotarem metodologias de classificacdo distintas, ou seja, utilizam valores de corte
diferentes para fragéo de ejecdo do ventriculo esquerdo (4). As projecdes para 2020,
em funcéo do envelhecimento populacional, sdo para uma prevaléncia superior da IC-
FEp em relagcédo a IC-FEr (40).

Apesar dos avancos tecnoldgicos na prevencao, diagnostico precoce e no
tratamento ha uma prevaléncia crescente por varias razées. Primeiro, a IC é uma
sindrome clinica que representa a fase final de outras doencas cardiovasculares,

como doenca arterial coronariana, hipertenséo ou doenca cardiaca valvular (33). Em
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segundo lugar, houve uma reducdo da taxa de mortalidade com o0s avancos
terapéuticos (36). Terceiro, o envelhecimento contribui para o0 aumento dos fatores de
risco (36).

O diagndstico da IC esta ancorado nos sintomas clinicos e na medida da funcéo
do ventriculo esquerdo, principalmente a fracdo de ejecdo (FEVE) obtida pelo
ecocardiograma (33). A utilizacdo de parametros ecocardiograficos levou a divisdo
desta sindrome em dois subtipos: 1) insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecao
reduzida (IC-FEr), FEVE < 40%; 2) insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecéo
preservada (IC-FEp), FEVE > 50%. Recentemente, pacientes com FEVE entre 40-
49% foram alocados em grupo intermedidrio, ainda pouco estudado (41).

Ainda néo foi definido se a IC-FEr e a IC-FEp sdo doencas distintas ou
representam espectro clinico de uma sindrome com etiopatogenia diversa (42).
Estudos sobre IC apontam diferencas entre os subtipos no que tange a fisiopatologia,
os perfis epidemioldgicos e etioldgicos. Adicionalmente, modelos de pesquisa em
animais sdo melhor caracterizados na IC-FEr (43) e o tratamento farmacolégico se
mostrou incapaz de reduzir a mortalidade na IC-FEp (41). Assim, apesar de serem
classificadas na mesma entidade nosoldgica, nos ensaios clinicos e nas investigacoes
fisiologicas sdo estudas de modo separado. Neste contexto, a presente tese se
concentrou no subgrupo IC-FEr.

Existem outras duas escalas com utilidade clinica na classificacdo dos
pacientes com IC-FEr. Uma delas foi elaborada pela New York Heart Association
(NYHA), na qual se avalia o grau de tolerancia ao exercicio. A escala varia da auséncia
de sintomas até a presenca de sintomas em repouso (Quadro 1). Essa classificacao
auxilia a avaliacdo e o manejo terapéutico do paciente. Além disso, existe uma

associacao entre a progressao na escala com a piora do prognaostico (41).

Quadro 1: Classificacdo Funcional segundo a New York Heart Association.

Classe Definicao Descricdo

I Auséncia de dispneia Assintomatico

Il Atividades fisicas habituais causam dispneia Sintomas leves

i Atividades fisicas menos intensas que as habituais Sintomas moderados
causam sintoma de dispneia, ausente repouso

\ Incapacidade para realizar qualquer atividade sem Sintomas graves
apresentar desconforto respiratério. Sintomas em
repouso

Fonte: Quadro adaptado de Diretriz Insuficiéncia Cardiaca SBC 2018.
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A outra classificagdo foi elaborada pela American College of

Cardiology/American Heart Association com énfase no desenvolvimento e progressao
da doenca (Quadro 2). Essa permite a identificacao precoce de pessoas em risco para
a doenca, a classificacdo de estagios iniciais a avangados da doenca, e também pode

auxiliar na escolha de terapias especificas, como o transplante cardiaco (41).

Quadro 2: Estagios da Insuficiéncia cardiaca (IC-FEr) segundo American College of
Cardiology/American Heart Association.

Estagio Descrigao Abordagens

A Risco de desenvolver IC-FEr. Controle de fatores de risco para IC-FEr:
Sem doenca estrutural ou tabagismo, dislipidemia, hipertensdo, etilismo,
sintomas de IC-FEr diabetes e obesidade

Monitorar cardiotoxicidade

B Doenga estrutural cardiaca Considerar IECA, betabloqueador e antagonistas
presente. Sem sintomas de IC- mineralocorticoides
FEr

C Doenca estrutural cardiaca Tratamento clinico otimizado; Medidas adicionais;
presente. Sintomas prévios ou Considerar TRC, CDI e tratamento cirlrgico;
atuais de IC-FEr Considerar manejo por equipe multidisciplinar

D IC-FEr refrataria ao tratamento Todas as medidas acima

clinico. Requer
especializada

intervencao . . . .
& Considerar transplante cardiaco e dispositivos de

assisténcia ventricular

Fonte: Quadro adaptado de Diretriz Insuficiéncia Cardiaca SBC 2018. IECA — Inibidor da
enzima de converséo da angiotensina; TRC — Terapia de ressincronizacéo cardiaca; CDI —
Cardiodesfi-brilador implantavel.

A definicdo do subtipo de IC-FEr e as escalas de classificacdo sdo importantes
na definicdo das estratégias de tratamento, composto por medidas nao farmacoldgicas
e farmacolégicas. As terapias ndo farmacologicas estdo centradas em acodes
educativas sobre o0 processo saude-doenca da insuficiéncia cardiaca, e por defini¢cdo
tém abordagem multiprofissional. Incluem orientacées sobre: a ingesta de sédio,
ingesta hidrica, dieta, controle do peso, interrupcdo do tabagismo e treinamento com
exercicios fisicos (33).

Os farmacos tém como alvo o controle das adaptacdes neuro-humorais da
doenca, a hipofuncéo parassimpatica, a hiperativacdo simpatica e do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (44, 45). No inicio esses fatores aumentam o inotropismo,
cronotropismo e resisténcia vascular periférica, e desse modo, contribuem para
manutenc¢ao do débito cardiaco e da perfusao periférica. Entretanto, a ativacéo neuro-
humoral continua promove o remodelamento cardiaco e vascular patologico. No
coracao ocorre morte celular, inflamacéo e fibrose intersticial, hipertrofia de midcitos,

alteracdo do fluxo do calcio sarcoplasmatico e da expressdo génica nas células
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cardiacas. Na periferia ocorre disfuncdo endotelial, remodelamento da camada intima,
miopatia da musculatura esquelética e outras alteracdes patogénicas (46).

A compreensdo desses mecanismos fisiopatolégicos embasou o
desenvolvimento de novos farmacos e/ou a testagem de outros j4 existentes para o
tratamento da IC. Diversas classes de farmacos se mostraram capazes de modificar
a historia natural da doenca com reducdo da morbi-mortalidade: 1) os inibidores da
enzima conversora de angiotensina (IECA) (47, 48); 2) a combinacao vasodilatador
direto com um nitrovasodilatador (49-53); 3) os betabloqueadores (21, 54-56); 4) os
antagonistas mineralocorticoides (57, 58); e 5) os bloqueadores do receptor de
angiotensina (BRA) (59, 60). Ainda nesse grupo de farmacos, recentemente vieram o
blogueador dos canais Ir do n6 sinusal (61, 62) e 0 LCZ 696 (63), uma associacao de
BRA com um inibidor dos receptores da neprilisina (64, 65). Adicionalmente, existe a
terapia de ressincronizacdo cardiaca e de implante de cardiodesfibrilador. A primeira
com beneficios na sobrevida, melhoria da qualidade de vida e reducdo das
hospitalizagbes. A segunda na prevencao da morte subita por fendmenos arritmicos
ventriculares (66, 67).

Apesar de todas as opcOes farmacologicas e abordagens tecnoldgicas
disponiveis para o tratamento da IC-FEr, a doenca ainda apresenta alta morbidade e
mortalidade (4, 37). O que justifica a continua busca por novos farmacos e tecnologias.
As pesquisas por novas moléculas continuam, algumas ainda em estudos de fase Il
ou lll que incluem novos antagonistas do receptor mineralocorticoide, ativadores da
guanilato ciclase ou ativadores da miosina. Além de uma variedade de novos alvos
terapéuticos e a terapia de transferéncia génica (45). Deste modo, se faz necessario
estudos que avancem na compreensao dos mecanismos fisiopatologicos da IC-FEr,

gue no futuro poderdo conduzir a novos alvos terapéuticos.

3.2 Teste de Exercicio Cardiopulmonar na Insuficiéncia Cardiaca

A limitagd@o ao exercicio é o principal sintoma que incapacita o paciente com IC-
FEr. O teste de exercicio cardiopulmonar (TECP) auxilia na avalicdo da resposta
fisiologica disfuncional, na classificacdo da gravidade dos sintomas, no prognéstico,
na estratificacao do risco de morte e no tratamento de reabilitacdo com exercicio fisico.
O TECP utiliza intensidades crescentes de exercicio fisico para provocar um

estresse metabdlico sistémico e com isso avaliar a integracéo do sistema pulmonar,
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cardiovascular e do metabolismo energético celular. Para isso realiza a medida da
capacidade de captacdo de O: e eliminacdo de gas CO: (funcéo cardiopulmonar), o
fluxo de Oz para os musculos (funcdo cardiovascular), o equilibrio entre a oferta e
consumo de Oz (VO2) para o miocardio (funcdo cardiaca) e o metabolismo da

musculatura esquelética.

Metabolismo Energético Muscular

A energia utilizada pela musculatura esquelética durante o exercicio provém da
molécula de adenosina trifosfato (ATP) (68). O ATP € hidrolisado em adenosina
difosfato (ADP) e fosfato inorganico (Pi) liberando energia para as contracdes
musculares (68, 69). Entretanto, as reservas de ATP muscular sdo suficientes para
um numero limitado de contracdes (68, 69). A continuidade do exercicio depende de
um complexo sistema de ressintese de ATP, composto por varias vias de reacdes
moleculares, distintas e interdependentes, ativadas quase que simultaneamente.
Contudo, ganham preponderancia na geracdo de ATP em tempos diferentes (68)
(Figural).

/\

|CO, + H,0 +ATP| ATP \
0,
9 Anaerdbico latico  Anaerébico alatico ‘
3 Energ|a
:
<
‘_/
Glicose P
Gordura
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Figura 1. Metabolismo Energético Muscular. O sistema de ressintese de ATP com ilustracdo do
sistema anaerobio latico e alatico, e do sistema aerébio. ATP — Adenosina trifosfato, Cr — creatina, PC
— fosfocreatina. Adaptado de Int.J.Sports Med.13(1992)S106-110.

O rapido aumento do ADP apds as primeiras contra¢cdes musculares estimula

a quebra da molécula de fosfocreatina (PCr) com liberacdo de ATP e creatina (Cr).
Essa via predomina nos segundos iniciais (69) do exercicio, e acontece sem a
necessidade de Oz (via anaerdbia alatica) (68). Adicionalmente, o aumento da relacédo
ADP/ATP, em qualquer momento do exercicio, ativa a adelinato cinase que converte
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2 ADPs em ATP e adenosina monofosfato (AMP). O acumulo de produtos (ADP, AMP,
Pi e outros) estimulam a glicogendlise e glicélise muscular (70).

A metabolizagcdo do glicogénio, da glicose e de outros substratos energéticos
levam a formacg&o do &cido piravico que segue por duas vias metabdlicas: 1) na via
anaerobia é reduzido a lactato com saldo de 2 ATPs; 2) na via aerobia passa pelo ciclo
de Krebs e cadeia transportadora de elétrons com saldo de 38 ATPs, producéo de
agua e CO2(68). Na primeira sdo necessarias poucas reacdes enzimaticas, enquanto
na segunda ocorrem varias reacfes enzimaticas sequenciais e depende do fluxo de
O2 muscular (QOz2). Esse sistema de ressintese de ATP interage continuamente
fornecendo energia para as contragcdes musculares (68). A predominancia de um
sistema sobre outro depende da disponibilidade dos substratos energéticos, das
enzimas catalizadoras das rea¢fes bioquimicas, da propor¢éo das fibras musculares
(tipo I ou Il), da intensidade e do tempo de exercicio. Por exemplo: 1) a limitacdo do
QO:2 e/ou da disponibilidade do pull de enzimas do ciclo de Krebs aumenta o fluxo do
piruvato para a via anaerobia; 2) o aumento da oferta alimentar de creatina contribui
para maior geracdo de ATP pela via anaerodbia alatica (68, 69).

Os analisadores metabolicos geram a medida VO2 a partir do produto da Ve
pela diferenca entre a fracdo inspirada e expirada de O2. Isso sugere que o VO2
depende do comportamento da Ve, entretanto, em 1870, o fisiologista alem&o Adolph
Fick demonstrou que a transferéncia de massa de Oz do ar para o sangue €
dependente do débito cardiaco (DC) e da diferenca na concentragéo arteriovenosa de
02 [C(a-Vv)O], sintetizada na equagao:

V0, = DCxC(a—v)0,

Na qual 0 VO2 é o consumo de O2 medido no pulmé&o, DC é o débito cardiaco,
C(a-v)O:2 e a diferenca entre o conteudo arterial e venoso de O2. Mais recentemente,
Casaburi et al. (71, 72) e Weissman et al. (73) mostraram que o aumento do VO2
acompanhava alteracdes do DC, ndo sendo afetado por mudangas no padréo
ventilatorio durante o exercicio.

A producédo muscular de CO2 (QCO2) aumenta com a progressao do esforco,
sendo também influenciada pela proporcgéo de carboidratos como substrato energético
(maior producédo de CO2 por unidade de ATP que os acidos graxos) e pelo CO:2 extra
proveniente da reagdo do acido latico com o bicarbonato (74). A manutencédo da

homeostase da presséao arterial de CO2 (PaCOz2) regula a taxa de eliminacdo do CO:2
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a partir de ajustes na Ve. Esse efeito pode ser observado pela relac&o linear entre a
Ve e 0 (VCOz2) ao longo do TECP (74). A maior inclinacéo (slope) da reta demonstra
piora da eficiéncia ventilatoria na eliminacdo do COz2. Isso ocorre nas doencas da
vasculatura pulmonar (hipertensdo da artéria pulmonar), da membrana alveolo-
capilar/aumento espaco morto (Doenca Pulmonar Obtrutiva Crénica) e a reducéo do
débito cardiaco (IC-FEr), principalmente quando ha reducédo da fracdo de ejecédo do
VD (FEVD) como na IC-FEr com hipertensdo de artéria pulmonar (HAP) secundaria
(74, 75). Desse modo, a taxa de producdo de CO2 (VCO2) medida no pulmio é
também influenciada pela funcéo cardiovascular (32), exibindo relacdo mais estreita
com a fracao de ejecdo do ventriculo direito (FEVD) (75).

O transporte do Oz e do CO: através dos sistemas pulmonar, cardiovascular e
celular de ressintese de ATP foi esquematizado no diagrama de Wasserman da Figura
2, essa engrenagem ilustra a interacdo e integracdo fisiologica frente ao estresse
metabdlico do exercicio (32). No paciente com IC-FEr, a observacéo da Figura 2 e a
equacao de Fick sugerem que o principal limitador ao exercicio € a disfuncdo
cardiovascular. Além disso, esse déficit interfere na funcdo pulmonar, muscular
esquelética, neuroautonémica e renal (32), o que maximiza o estresse metabdlico
provocado pelo exercicio.

A interpretacdo do TECP no contexto da IC-FEr deve considerar os efeitos de
uma doenca cronica e sua repercussdo em multiplos 6rgdos e sistemas. A Ve é
afetada por uma mecéanica pulmonar e capacidade de difusdo dos gases
comprometidas (76). Ndo € incomum a presenca de anemia, seja pela IC-FEr em si
ou por doenca renal subjacente, o que interfere na capacidade de transporte de O2. O
débito cardiaco estd comprometido pela reducdo da FEVE, pela incompeténcia
cronotropica, inotropica e regurgitacdo mitral funcional. O aumento da frequéncia
cardiaca reduz o tempo diastélico, enquanto as contragdes musculares elevam a preé-
carga, isto contribui para um grande aumento das pressdes de enchimento
ventricular, o que piora a funcéo diastélica de um ventriculo que ja tem a funcéo
diastolica prejudicada (77). Adicionalmente, a disfuncéo na vasoreatividade contribui

para o aumento da pds-carga, aumentando o trabalho da sistole ventricular (77).
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Figura 2. llustracdo da integracdo do sistema transporte de gases da atmosfera ao musculo
durante o exercicio. Do lado direito para o esquerdo ocorre a captacdo do O: atmosférico pelos
pulmdes, transportados pelo sistema cardiovascular até a mitocéndria, e do lado esquerdo para o direito
o transporte do CO: pelo sistema cardiovascular até os pulmdes, onde é eliminado para a atmosfera.
QO2 — consumo de 02, QCO2 — producéo CO2, VS — volume sistélico, FC — frequéncia cardiaca, VT —
volume corrente, f — frequéncia respiratéria. Adaptado de Wasserman et al., Chest, 1991.

Outra consequéncia da disfuncéo na vasorreatividade é a reducao da oferta de
O2 a periferia por alteracdo da conducao, difusdo e utilizacdo de O2. Na IC h4 a
diminuicdo da densidade capilar periférica, disfuncdo da simpatélise funcional,
reducdo do volume mitocrondrial, e a perda seletiva de fibra tipo 1
(predominantemente aerdbia) com aumento proporcional da fibra tipo I
(predominantemente anaerébia). O que em conjunto afeta a capacidade oxidativa do
musculo (78). Por outro lado, ha uma resposta exagerada da Ve (desproporcional ao
exercicio) que aumenta a necessidade de fluxo sanguineo para a musculatura
respiratéria, provocando uma competicdo pelo fluxo com a musculatura esquelética

em exercicio e piora ainda mais oferta de Oz na microcirculagdo (78, 79).

Variaveis do Teste de Exercicio Cardiopulmonar

O TECP oferece um conjunto de variaveis respiratorias e hemodinamicas que
analisadas isoladamente ou combinadas contribuem para avaliacdo diagnostica e
prognostica da IC-FEr. A seguir, faremos uma breve revisdo do significado e da

utilidade dessas variaveis na IC-FEr.
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A Ve pulmonar € obtida pelo produto da frequéncia respiratoria pelo volume
corrente, sendo expressa em l/min. A Ve aumenta de modo progressivo e continuo
com o incremento da intensidade do exercicio. A PaCO:z é a responsavel pela
regulacéo da Ve em intensidades abaixo do segundo limiar ventilatério. A IC-FEr pode
apresentar um padro oscilatorio da VE durante o exercicio que é denominada de Ve
periddica ou oscilatoria (80). A Ve oscilatdria do exercicio € definida pela presenca de
oscilagbes da Ve frequentes, regulares e com amplitude > 5 I/min (81) ou amplitude >
15% das oscila¢des do repouso, e permanéncia minima de 60% do tempo de exercicio
(82). A sua presenca triplica a mortalidade na IC-FEr (81, 82). A fisiopatologia ainda
ndo € completamente estabelecida, com hipoteses relacionadas a reducdo da
complacéncia pulmonar (congestdo) (83) e ao aumento da sensibilidade dos
quimiorreceptores centrais e periféricos (84, 85).

O estudo da Ve e do seu padréo na IC-FEr s&o de interesse clinico. A respiracio
periodica, descrita por Cheyne e Stokes, no estado de repouso, tem sido reconhecida
como padrdo caracteristico da IC-FEr ha mais de 2 séculos (77). A respiracdo de
Cheyne e Stockes, a Ve oscilatéria do exercicio, e a apneia do sono tem sido
compreendidas como espectros clinicos de uma mesma patologia. A presenca de Ve
oscilatoria em um paciente com diagnostico prévio de apneia do sono tem efeito aditivo
na reducéo da sobrevida (82). Esses padrdes de ventilagcdo podem ser diagnosticados
através do TECP, o que pode auxiliar no manejo clinico desta populagéo.

A reserva ventilatoria pode ser calculada pela razdo entre a Ve maxima do
exercicio com a Ve voluntaria maxima (VVM) do repouso, ambas em ml/min. A VVM
pode ser medida ou estimada (VEF1x37) (86). A reserva ventilatéria é impactada por
fatores mecénicos, musculatura ventilatoria, genética, idade e doencga (87). A reserva
ventilatoria maior que 0,80 é compativel com o diagndéstico de limitacao ventilatoria ao
exercicio, a excecdo de altletas, que podem alcangar valores maiores em exercicios
intensos (88).

O VO:2 pode ser expresso em ml/min ou L/min (absoluto) ou ml.kgmin?
(relativo). O maior valor de VO2 alcancado apds o aumento progressivo da carga de
trabalho e com a formacdo de um platd na curva VO2-tempo é denomidado de VO:
méaximo. Entretanto, € comum ndo haver a formacdo dessa curva em platd em
pessoas sedentarias e pacientes com IC-FEr. Nesses casos, o maior valor obtido ao

final do TECP é definido como VO:2 pico. Quando ha presenca de sinais clinicos de
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exaustdo, lactato > 8mEg/l, R maior ou igual 1,15, FC e Ve proxima aos valores
preditos, o significado fisioldgico do VO: pico se aproxima muito do VO2 méaximo (89,
90). O VO2 pico ocorre normalmente dentro do Gltimo minuto do exercicio (mais
comum nos ultimos 30 segundos). Entretanto, na IC-FEr, em fungcdo da disfungéo
cardiovascular, ocorre atraso do VO2 muscular o que pode deslocar o VO2 pico para
a fase imediatamente apds o fim do exercicio (77).

O VO:2 pico é o padr&o ouro na avaliagéo da aptid&o fisica (88), sendo esta uma
varidvel com grande relevancia clinica pois a sua reducdo aumenta o risco de morte
cardiovascular e por todas as causas (89, 91), enquanto a sua elevacgao reduz o risco
de morte (91, 92). Existem formulas que, a partir da idade, sexo, dados
antropométricos e caracteristicas do exercicio, fazem a estimativa do valor do VO2
pico (90, 93). Entretanto, a presenca de doengas e o envelhecimento elevam o erro
da formula, superando os 20% (93), 0 que aumenta a importancia da realizacdo de
medida direta pelo TECP.

Na IC-FEr o VO2 pico e o percentual do VO2 pico previsto (anormal < 85%
previsto) estdo entre as variaveis com forte capacidade de prever e discriminar a
probabilidade de morte (94). Esses indices também séo utilizados na estratificacdo de
candidatos ao transplante cardiaco (95). O VO: pico é influenciado por fatores como
idade, género e massa muscular, o que torna necessario o ajuste por esses fatores
(96). A equacio de Wasserman-hansen faz esse balanco, a presenca do VO2 pico <
47% do predito € um 6timo ponto de corte para determinacéo de risco de morte na IC-
FEr (93, 96).

Em estudo classico, Mancini et. al (97) avaliaram pacientes candidatos ao
transplante cardiaco com os mesmos indices cardiacos em repouso, e observaram
que a presenca do VO2 pico < ou igual 14 ml.kg™*min-! estava associado a mortalidade
de 30% em um ano, enquanto que valores > 14 ml.kg*min-! a mortalidade era de 6%.
Atualmente, o VO2 pico é utilizado como critério para indicacdo ao transplante de
pacientes com disfuncéo cardiaca grave, que estao sintomaticos apesar do tratamento
(98): 1) VO2 pico < 12 ml.kgmin sob uso de betabloqueador; 2) VO2 pico < 14 ml.kg-
Imin‘! nos intolerantes ao betabloqueador; 3) VO2 pico < 50% do previsto em pacientes
com < 50 anos e mulheres; 4) VO2 pico ajustado para massa magra < 19 ml.kgmin?

em pacientes com indice de massa corporal > 30 (98).
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O VO: pico foi utilizado por Weber et al. (99) para estratificacdo funcional dos
pacientes com IC-FEr em 4 classes: A) VO2> 20 ml.kg'min'; B) VO2 = 16-20 ml.kg"
Imin’t; C) VO2= 10-15 ml.kg™*min't; D < 10 ml.kg™min. Essa classificacido se mostrou
mais objetiva e reprodutivel que classes da NYHA (99). Recentemente, o
acompanhamento por trés anos de pacientes nas classes A, B, C e D de Weber
mostrou uma taxa de transplante e necessidade de suporte circulatério mecanico
respectivamente de 3%, 7%, 17% e 36% (100). A classe B de Weber se mostra
semelhante a Il da NYHA, entretanto esse grupo de pacientes € muito heterogéneo,
de modo que a sua estratificacéo apenas pelo VO2 é menos precisa.

Um novo escore de estratificacdo foi proposto por Myers et al. (101), utilizando
outras variaveis do TECP além do VO2 pico. A aplicacdo do mesmo foi capaz de
distinguir dentro da classe B de Weber dois grupos (valores similares de VO2 pico):
grupo 1 com escore normal apresenta baixo risco de eventos adversos, semelhantes
a classe A; grupo 2 com escore anormal com 3 vezes maior risco de eventos adversos,
semelhante a classe C (100). Isso mostra a importancia de se realizar uma anélise
multivaridvel do TECP.

Os equivalentes ventilatérios de Oz (Ve/VO2) e CO2 (VE/VCO2) séo a razio
simples da Ve pela taxa de captagdo de O: e liberagcdo de CO:2 pulmonar. O
comportamento desses indices apdés o inicio do exercicio € descendente, seguido de
fase de estabilizacdo. O Ve/VO2 passa a ascendente (aumento Ve isolado) a partir do
limiar anaerobio (LA) ou limiar ventilatorio (LV), enquanto o Ve/VCO2 se mantém
estavel (Ve proporcional & VCO2) até o ponto de compensacao respiratdria ou segundo
limiar, ponto a partir do qual passa haver acidose metabdlica e resposta
hiperventilatéria. De modo geral, 0 aumento na razdo desses indices reflete uma piora
da eficiéncia ventilatoria (Ve-perfusdo) pelo aumento do espaco morto fisioldgico ou
do espago morto anatémico (88).

O valor do Ve/VCO: aumentado no LA se relaciona ao quadro de
hiperventilagco e/ou distlrbio ventilagdo-perfuséo (V/Q). Na IC-FEr essa alteragéo do
Ve/VCO:2 no LA pode ser um indicativo de disttrbio V/Q e se relaciona a um pior
prognostico (102). O diagnodstico preciso do distlrbio V/Q depende da realizacéo de
medidas invasivas dos gases arteriais. Isso permite o calculo da diferenca da presséo
alvéolo-arterial de Oz (PAO2 — Pa02) e a razdo do espagco morto com o volume

corrente (Vo/Vc) (102). O incremento da intensidade do exercicio leva a queda da
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Vo/Ve. O aumento ou falha na queda dessa relagéo € compativel com disturbio V/Q.
Entre as possiveis causas estdo anormalidades na difusdo, débito cardiaco reduzido,
shunt anatdmico, hipoxemia e outros (103). A piora da eficiéncia ventilatéria (Ve/VCO2
alto) esta associada ao aumento da resisténcia vascular pulmonar em repouso e no
exercicio, sendo inversamente relacioanada a FEVD na IC-FEr (75).

O VE/VCO: slope é uma variavel formada a partir da regresséo linear entre os
valores Ve ao longo do exercicio no eixo Y e da VCOz no eixo X, ambas expressas em
I/min (104). O slope aumenta com a piora da eficiéncia ventilatoria. Na IC-FEr, a
resposta da Ve excessiva a intensidade do exercicio reflete uma desproporcdo na Ve-
perfusdo pulmonar (105-107), disfuncdo dos quimiorreceptores e dos ergorreceptores
(108). Recentemente, diversos estudos (109-111) tém demonstrado que o Ve/VCO2
slope tem valor porgnéstico independente e até maior que o VO2 pico na IC-FEr. Em
estudo com 448 pacientes com IC-FEr submetidos a TECP e acompanhados por 2
anos, o Ve/VCO:2 slope foi a variavel com maior poder para prever eventos cardiacos
(morte, transplante e implante de dispositivos de assisténcia ventricular) (112). Nesse
estudo foram definidas 4 classes para Ve/VCO:2 slope: | < 29,9; Il 30-35,9; 11l 36-44,9;
IV > 45; com sobrevida livre de eventos cardiacos respectivamente de 97,2%, 85,2%,
72,3% e 44%. A adicéo do Ve/VCO: slope foi capaz de reclassificar para alto risco os
canditatos ao transplante com risco baixo e intermediario pelo critério do VO pico
(108, 110, 111). Valores acima de 43 para essa variavel exibem maior acuracia na
indicacao de candidatos ao transplante cardiaco (108).

O quociente respiratério (R) ou razdo de trocas respiratorias € o resultado da
raz&o entre a VCO2 e 0 VOz2. Esse € o melhor indicador néo invasivo para avaliagcdo
do grau de esforco, se maximo ou préximo ao maximo. Acima de 1 reflete esforco
intenso, maior ou igual 1,1 é o parametro de exaustdo ou esforco maximo (113).

O limiar anaerdbico (LA) € momento em que ocorre o0 inicio da acidose
metabdlica a partir do aumento da concentracdo de acido latico (114). O LA é
influenciado pela capacidade de transporte e utilizagcdo do Oz no musculo, tipo de fibra
muscular recrutada (tipo | ou Il) e possivelmente outros fatores. Normalmente, o LA
ocorre entre 50-60% do VO2 pico no individuo sedentario, enquanto em idividuos
treinados ocorre em maior percentual (88). Entretanto, encontramos uma ampla faixa
de valores preditos de normalidade (35-70% do VO:2 pico) na literatura, na IC-FEr é

comum ser < 40% do VO2 pico (115). O LA < 11ml/kgmin aumenta em mais de 4

27



vezes 0 risco de morte em 6 meses na IC-FEr (95). O fato do LA ocorrer antes do pico
confere uma vantagem na avaliacdo prognostica, pois ndo se faz necessario levar o
paciente IC-FEr até a exaustdo. A definicdo do LA é feita pela analise do
comportamento dos equivalentes ventilatorios, da Ve, da pressdo expirada de CO2
(PetCO2) e O2 (PetO2), além do V-slope, sendo este o método mais utilizado
atualmente (116, 117). O LA estd reduzido na doenca cardiaca, pulmonar,
descondicionamento e anormalidade esqueléticas (miopatia mitocondrial, disfuncéo
muscular) (94, 116, 117).

A PetCO:2 é a pressdo do CO:2 ao final da expiragdo, sendo um reflexo da Ve-
perfusdo dentro do sistema pulmonar. O valor fisiolégico varia de 36-42 mmHg,
apresentando variagbes de 3-8 mmHg durante o TECP. A presenca de
comportamento nédo fisiolégico (variagdes acima de 8 mmHg) esta associado a
gravidade da IC-FEr. O comportamento da PetCO2 no repouso pode refletir a
dindmica de trocas pulmonares e difusdo do CO2 ao nivel alveolar. Quando a PetCO2
for <33 mmHg apds 2 minutos de repouso pode ser indicativo de maior risco de morte
na IC-FEr (102, 118).

O pulso Oz (PuOz) é uma variavel derivada da equagéo de Fick, considerando
que a diferenca arteriovenosa de Oz tende a se manter constante (exceto nas
anemias, hemoglobinopatias, cardiopatias cianéticas e DPOC) durante o exercicio
incremental, assume-se que a razio VO2/FC (ml/batimento) € igual ao volume sistolico
(119). A resposta do PuO2 ao longo do exercicio (PuO2 vs. tempo) é crescente,
apresentando o formato de uma parabola. A formacéo de um platdé do PuOz2, em baixa
carga de exercicio, sugere a presenca de disfuncdo ventricular esquerda (119) ou
reducdo do acoplamento do ventriculo direito com o retorno venoso (77). Por outro
lado, a evolugcdo com platd e curva descendente pode estar associada a isquemia
miocardica (119, 120). Na IC-FEr a presenca de um PuO2 < 85% do predito esta
associado a um pior prognéstico. Ademais, essa variavel adiciona poder
discriminatorio ao VO2 pico para o transplante cardiaco, pacientes com VO3 pico entre
10-14ml.kgtmin? e PuO2 < 85% do predito tem mortalidade semelhante aqueles com
VO2 pico < 10 ml.kg™min (95). Por outro lado, a presenca de VO2 pico < 14,3 ml.kg"
'mint e PuO2< 85% do predito se observa mortalidade mais elevada do que em cada

condicao isoladamente (121). Entretano, a presenca de déficit cronotropico grave, por
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estimulacdo elétrica (marcapasso) ou arritmia como FA, inviabiliza o uso dessa
variavel para o diagnostico (95).

O aumento da carga de exercicio deve ser acompanhado de aumento
proporcional de VOz2, sendo esperado o aumento de 10ml/min no VO2 para cada
incremento de um watt. A perda dessa linearidade, por exemplo, 0 aumento menor
gue 5ml/min, pode ser sinal de isquemia miocérdica (120). Assim surge outra variavel,
a raz&o entre o delta do VO2 (VO2 pico — repouso) com o delta carga (carga pico —
repouso). O valor normal durante o exercicio é de 10 = 1,5ml/min/w (122), a reducéo
na IC-FEr pode indicar maior dependéncia do metabolismo anaerdbio (77) ou suspeita
de isquemia miocardica (disfuncéo ventricular esquerda) (120).

A inclinacdo da eficiéncia da captagdo do Oz (do inglés — oxygen uptake
efficiency slope - OUES) é obtido pela regresséo linear entre o VO2 (eixo Y) e o
logaritmo na base 10 da Ve (eixo X) (123). O OUES é (til na estratificagéo de gravidade
da IC-FEr, e valores < 1,47 I/min aumentam o risco de 6bito (124). Assim como o
VE/VCO:2 slope, 0 OUES apresenta vantagem por ndo necessitar que o teste seja
maximo para obter acuracia prognostica (124), apresentando uma variacdo < 2%
guando se analisa os dados aos 75%, 90% ou 100% do tempo do TECP (123).

O melhor indice de avaliacdo da fungéo cardiaca durante o exercicio € o débito
cardiaco, entretanto ele ndo é medido diretamente. O incremento do DC no inicio do
exercicio é mais influenciado pelo aumento do volume sistélico, enquanto em
intensidades maiores ha maior dependéncia de incrementos da FC (88). A reserva da
frequéncia cardiaca € obtida pela subtracdo entre a FC maxima predita e a FC pico.
No exercicio exaustivo é esperado nao haver reserva FC ou ser bem pequena, porém
com o uso de betabloqueadores ela pode estar aumentada. J4 a FC de recuperacao
€ um importante marcador de mortalidade para o diagnodstico de isquemia (125), além
de estar relacionada a alteragcbes no balanco autonémico. Na IC-FEr, a FC
recuperacgdo < 16 bpm em condi¢fes de recuperacédo ativa € um fator independente
de mortalidade, mesmo em uso de betabloqueador (126). Ademais, candidatos ao
transplante cardiaco com VO2 entre 10,1-13,9 ml.kg'min't e que apresentam FC de
recuperacgio reduzida e Ve/VCO: slope aumentado tém prognostico semelhante
aqueles com VO2 < 10 ml.kg™'min™ sem essas alteragdes (95, 126).

Por fim, o tempo necessario para que o VO2 pico reduza a 50% (T1/2) até o

terceiro minuto da recuperacdo também se mostrou util na avaliagdo da IC-FEr.
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Quanto maior o tempo desta variavel pior € o progndstico da IC-FEr (127, 128), além
de existir associa¢do do aumento progressivo do T1/2 com a piora do VO2 pico (128).

O valor normal em pacientes ndo cardiopatas é < 90 segundos (127).

3.3 Teste de Exercicio Cardiopulmonar na Avaliag&o da Intoleréncia ao

Esforco

7

A dispneia induzida pelo esforco € um sintoma de etiologia variada e
fisiopatologia complexa, envolvendo mecanismos neuro-humorais e a prépria
mecanica respiratoria (14, 129). A abordagem diagndstica esta centrada na avaliacdo
clinica detalhada dos sintomas, o que em 70% dos casos é suficiente para a definicdo
da etiologia (130). Entretanto, ha casos que necessitam de exames complementares,
e um dos exames utilizados é o TECP.

O V02, a VCO:2 e a Ve correlacionadas entre si e com outras variaveis sio (teis
para o diagnostico das alteracdes fisiopatoldgicas que explicam a dispneia induzida
pelo exercicio. O diagrama da Figura 2 ilustra alguns fatores que limitam o exercicio,
e podem explicar algumas etiologias de dispneia. De modo sintético, o diagndstico
diferencial contempla 4 categorias etiologicas: A) cardiovascular; B) pulmonar; C)
vascular periférica; e D) etiologias diversas (psicogénica, anemia, hipoxemia,
disfuncé@o mitocondrial entre outras) (107, 130).

A diferenciacdo entre as categorias passa por uma analise sequencial dos
resultados do TECP, na qual se compara o valor alcancado de cada variavel com
valores preditos de acordo com a idade, sexo, altura, peso, etnia e nivel de atividade
fisica (90, 93, 118). Existem diversos algoritmos disponiveis para essa finalidade, o
principal deles é o de Wasserman e colaboradores (131). Faremos uma analise das 4
categorias acima a partir de conceitos de fisiologia do exercicio, das variaveis do
TECP e do diagrama da Figura 2.

A categoria A contempla as etiologias que afetam o fluxo de sangue através
das camaras cardiacas e sistema vascular, e em consequéncia alteram o transporte
de O2 e CO:2 para a periferia e o pulmao, respectivamente. A interrupcédo prematura
do exercicio pode vir associada & marcadores de baixa oferta O2 (VO2 méax. reduzido,
LA precoce, reducdo do PuO: e da relacdo delta VO2/delta carga), de distirbio da Ve-
perfusdo pulmonar (Ve/VCO: slope e VD/Vc aumentadas, PetCO: reduzido),

alteracbes no miocardio (isquemia ou arritmia no ECG), no controle autonémico
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cardiaco (baixa reserva cronotropica, recuperacao lenta da FC), e hemodinamicas
(resposta pressorica inadequada). A presenca de baixa reserva ventilatéria e
dessaturacéo sao indicativos de doenca mista com a categoria B (107, 110, 120, 124).

Na categoria B estdo as etiologias que afetam a captacdo de O:z e eliminacao
do CO:2 por alteragdes no fluxo de ar no pulméo ou o fluxo de sangue nos vasos
pulmonares. Quando predominam as alteracées do fluxo de sangue, os sintomas de
dispneia sdo acompanhados dos mesmos marcadores de baixa oferta de Oz e
disturbio da Ve-perfusdo da categoria A. Entretanto, nesses casos € caracteristico a
queda da saturagdo de O2 que reflete uma maior extracéo periférica e sdo incomuns
as alteracdes miocardicas, do controle autondmico e hemodindmicas. Enquanto a
alteracéo do fluxo de ar pulmonar cursa com distirbio da Ve-perfuséo, reducéo da
reserva ventilatéria e queda da saturacdo durante o exercicio. O VO2 pico esta
reduzido, com o LA, o PuO:2 e a relacéo delta VO2/delta carga tendendo a normalidade
(32, 102, 107, 130, 132).

A categoria C apresenta alteracdes no transporte de Oz do coracdo até a
mitocondria e do CO2 até o VD. No TECP o VO3 pico esta reduzido e com LA precoce,
entretanto o PuO2, relacdo delta VO/delta carga, resposta autondmica e
hemodinamica s&o normais. Do mesmo modo, ndo ha distlrbio da Ve-perfusio, queda
da saturacao e a reserva respiratoria esta preservada (107, 117, 130, 133)

Na categoria D estdo distarbios diversos que ndo afetam diretamente a
captacdo de Oz e eliminagédo de CO2, nem o fluxo sanguineo ao longo do sistema. Por
exemplo, a dispneia psicogénica (hiperventilacdo) afetara a Ve-perfusdo (Ve/VCO2
slope e VD/Vc aumentados, PetCO:z reduzido), porém sem dessaturacdo e com
reserva ventilatéria normal. A hipoxia leva a hipoxemia e dessaturacdo, sem outros
marcadores caracteristicos da categoria B. O descondicionamento apresenta baixo
VO2maximo, LA precoce e delta VO2/delta carga reduzido, porém com PuOz, resposta
autonémica e hemodinamica normais. O diagndstico preciso da etiologia da dispneia,
no entanto, pode depender da realizacdo de medidas invasivas (117, 129, 131).

A realizacdo do TECP invasivo com a colocagéo de cateter no VD, na artéria
pulmonar (AP) e em artéria periférica possibilita a realizacdo de medidas
hemodindmicas adicionais, como: pressdo da AP, pressdo de oclusdo da artéria
pulmonar (POAP), diferenca arteriovenosa de O2, DC pela equacédo de Fick ou

diretamente pelo método da termodiluicdo. Essas medidas associadas a outras nao
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invasivas do TECP permitem a distincdo mais precisa entre causas centrais e
periféricas como por exemplo: distincdo entre IC-FEr e miopatia mitocondrial, HAP,
insuficiéncia do VD, IC-FEp (134, 135).

O TECP com imagem ecocardiogréafica permite combinar as observa¢fes nao
invasivas da fisiologia cardiopulmonar com medidas dos volumes das camaras
cardiaca, geometria, status das valvulas e funcao sistolica e diastélica (136). A medida
da reserva funcional cardiaca associada as medidas classicas do TECP amplia a
compreensao da fisiopatologia da circulacdo pulmonar durante o exercicio. Isto
permite a identificacdo da disfuncdo do VD como causa do distarbio da perfuséo
pulmonar responsavel pelo valor reduzido do delta VO2/delta carga trabalho.
Entretanto, ainda carece de uma padronizacdo, depende da presenca de janela
acustica e sofre interferéncia dos movimentos respiratorios (137).

O sintoma da dispneia ao esforco € uma queixa clinica comum, cuja causa é
geralmente determinada pela histdria, exame fisico e testes basicos de triagem
realizados em repouso, incluindo eletrocardiograma (ECG), espirometria, hemograma,
bioquimica sérica e radiografia de térax. Embora os distarbios cardiovasculares e
pulmonares sejam responsaveis pela maioria dos casos de dispneia crbnica, 0s
processos que apresentam esse sintoma sédo diversos. Assim, a populacdo de
pacientes submetidos ao TECP para avaliacdo da dispneia pode incluir individuos com
uma variedade de problemas, desde patologias neuromusculares, hormonais,
miopaticas, metabdlicas até psicogénicas. O TECP pode contribuir para o
esclarecimento da etiologia de 10-20% dos quadros de dispneia. A interpretacdo dos
resultados é influenciada pelos conhecimentos de fisiologia cardiorrespiratéria de

quem realiza o exame (131).

3.4 Controle Neural da Ventilagdo durante o Exercicio

O principio fisiolégico da homeostase do meio interno foi proposto por Claude
Bernard ha mais de um século (138). Nesse periodo esse conceito foi ratificado
experimentalmente com varias respostas fisiologicas, por exemplo, durante o
exercicio ha aumento da producéo de COg, ions H* e outros metabdlitos ao mesmo
tempo que ocorrem ajustes no sistema respiratério e cardiovascular que contribuem
com o incremento na captagdo de Oz e eliminagdo de CO2. No exercicio com

intensidade moderada, ao nivel do mar, a PaO2, PaCO:2 e o pH s&o mantidas estaveis
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a partir de ajustes na Ve, havendo uma relagio quase linear entre a Ve e a carga do
exercicio. Enquanto em intensidades moderadas a intensas ha uma queda gradativa
da PaCO:2 que coincide com o aumento do lactato, enquanto a PaO2 € mantida estavel.
Desse modo, a homeostase do sistema respiratorio é alcangada quando a Ve alveolar
e a difuséo alvéolo-capilar acompanham o aumento da taxa metabdlica do exercicio
(74).

Desde entédo os fisiologistas tém buscado explicar os mecanismos envolvidos
no controle da hiperpneia do exercicio. Para isso foram desenvolvidos diversos
modelos experimentais que avaliam a resposta ventilatoria nas diferentes fases do
exercicio, intensidade e modalidade de exercicio. Isso proporcionou o0
desenvolvimento de algumas teorias e hipéteses que buscam explicar os mecanismos
neurais envolvidos no ajuste da Ve durante o exercicio. Elas se dividem classicamente
em 3 hipoteses: 1) comando central (neural feedforward), 2) aferéncias periféricas

(neural feedback), 3) respostas humorais (humoral feedback) (138, 139).

Comando Central (neural feedforward)

A hipétese do comando central tenta explicar os ajustes ventilatérios que
surgem instantaneamente as contragfes musculares do inicio do exercicio, de modo
que, as alteracdes na Ve nao poderiam ser deflagradas por aferéncias periféricas ou
estimulacdo humoral por metabdlitos (140). Por essa teoria, 0 abrupto aumento da
troca gasosa pulmonar na transicdo repouso-exercicio € deflagrado pela acdo de
irradiacdes corticais. O estimulo irradiado (feedfoward) a partir de diversas regiées
corticais (cOrtex pré-motor, cortex motor primario, subtalamico, mensencefalico,
substancia cinzenta periaquedutal) (138, 141), nucleo fastigial do cerebelo e areas
locomotoras hipotalamicas se projetam direta ou indiretamente para os centros
reguladores na medula e tronco cerebral, responsaveis pelo controle cardiovascular e
ventilatorio (139, 142).

Evidéncias a favor dessa hipétese foram obtidas com experimentos de
eletroestimulacdo de areas hipotalamicas, em modelos animais e humanos, que
geram respostas motoras, cardiovasculares e ventilatorias (143, 144). Outras
evidéncias provém de experimentos com a ressecc¢ao do nervo vago, corpo carotideo
e barorreceptores de gatos, nos quais foi observado a resposta ventilatoria imediata

tanto com eletroestimulacéo de nucleos subtalamicos quanto com o inicio do exercicio
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real (142). Resultados similares foram vistos com animais nao lesionados submetidos
ao exercicio espontaneo, nos quais houve a ativacao de areas do nucleo hipotalamico,
regides locomotoras subtalamicas e no nucleo do trato solitario (145). Em humanos,
alguns experimentos tém utilizado o exercicio espontdneo ou imaginado, em
individuos hipnotizados para testar a hipotese do comando central, mostrando
aumento da Ve durante o exercicio imaginado sob hipnose (144, 146, 147). Outros
usaram a tomografia de emisséo de pdsitrons para evidenciar a ativacdo do coértex
motor primario durante o exercicio, especialmente a regido envolvida no controle
voluntério da respiracdo (148). Desse modo, a hiperventilagdo voluntaria ativa areas
motoras secundarias e senso@rio-motoras primarias que normalmente sédo estimuladas
em trabalhos de aprendizagem motora (149).

Nesse sentido, alguns efeitos creditados ao comando central poderiam ser
interpretados como resultado de aprendizado ventilatério com o exercicio. O sistema
nervoso central antecipa as necessidades do presente e futuro com base em
experiéncias passadas (150). Assim, o comando central pode ativar os bancos da
memoéria, areas motoras primarias e secundarias, que acionam o hipotalamo e
deflagram respostas motoras e cardiorrespiratérias. Em um experimento no qual uma
sessdo de exercicio foi realizada com aumento artificial do espaco morto externo
provocou aumento da Ve. Na sessdo seguinte, com a mesma intensidade de exercicio,
porém sem a adicdo do espaco morto, ocorreu hiperventilagdo semelhante a primeira
sesséo (151).

A transicao repouso-exercicio exige respostas fisioldgicas rapidas, sendo este
o principio que ancora a hipétese do comando central (152). Entretanto, ha evidéncias
contrarias. Por exemplo, a resposta da Ve estad atenuada quando o exercicio é
executado na posi¢ao supina em comparacao a sentada (153, 154), o que sugere uma
possivel influéncia da distribuicdo do fluxo sanguineo muscular e do débito cardiaco
na resposta do transiente inicial da Ve. Adicionalmente, experimentos com exercicio
induzido por eletroestimulacdo (reducdo e/ou eliminacdo comando central) mostram
respostas ventilatorias adequadas a intensidade de exercicio (155, 156). Essas
evidéncias sugerem gue o comando central ndo seria fundamental para o controle da
Ve. Exercicio com variacdo sinusoidal da carga de exercicio provoca resposta
sinusoidal na Ve, e com atraso em relagéo a carga, ou seja, em relagio ao comando

motor. Os mecanismos envolvidos nesse atraso ainda sao desconhecidos (157).
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Por outro lado, € possivel haver uma interacdo das aferéncias musculares em
regioes cerebrais do comando central. Em experimento com imageamento cerebral foi
observado o aumento da atividade neural na regido locomotora do hipotalamo e
substéancia cinzenta periaquedutal durante as contragdes musculares, 0 que sugere
uma possivel modulacdo das aferéncias musculares (feedback) no mecanismo do
comando central (feedforward) (158).

Deste modo, apesar dos diversos modelos e experimentos, ainda existem
lacunas na hipétese do comando central. Os estudos em modelos animais fornecem
as evidéncias mais robustas, entretanto, ndo sédo capazes de reproduzir o real efeito
do comando central durante o exercicio. Enquanto os estudos em humanos, apesar
dos resultados consistentes, sao limitados pelo método indireto de avaliacdo, o que
compromete a validade fisioldgica dos resultados (138).

Aferéncias Periféricas (neural feedback)

A hipétese do neural feedback explica os ajustes ventilatorios do exercicio a
partir da interacdo entre aferéncias neurais e nucleos respiratorios do tronco cerebral.
O exercicio ativa sensores neurais musculares ou em volta dos tecidos contréateis, e
geram respostas neurais aferentes, que passam pelo trato espino-talamico da medula
espinhal e séo integradas no tronco cerebral (159). Os nervos sensoriais periféricos
sao divididos em subtipos | a IV. Enquanto as fibras do grupo | e Il ndo tém contribuicéo
para o controle respiratorio (160), a ativacao das fibras mielinizadas finas do grupo |l
e ndo mielinizadas (fibra do tipo C) do grupo IV podem levar a estimulacéo ventilatéria.
As do grupo Il conduzem impulsos de terminacfes nervosas livres dos tenddes, ja as
do grupo IV conduzem impulsos de terminacdes nervosas livres em varias
localizagdes, incluindo veias, vasos linfaticos e tecidos conectivos (159-161).

As fibras do tipo Il s&o primariamente mecanorreceptores, que séo ativados
por estimulos de distensdo no tend&o e pequenas pressdes de distor¢ées no ventre
muscular. Adicionalmente, a ativacado dessas terminacdes nervosas livres pode ser
parcialmente influenciada por metabdlitos relacionados ao exercicio (acido latico, K*,
bradicinina, acido araquidonico, metabolitos da cicloxigenase, ATP) (159). Enquanto
as aferéncias do grupo IV funcionam primariamente como metaborreceptores, sendo
essencialmente sensitivos aos metabdlitos. O grupo Il e IV de aferéncias do musculo

projetam centralmente pela raiz dorsal no corno dorsal da medula espinhal, com
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projecOes supra-espinhais para areas envolvidas na integracao respiratoria como a
medula ventro-lateral e nucleo do trato solitario (159, 161).

As evidéncias a favor da hipétese de neuro-feedback provém de modelos
experimentais que realizam eletroestimulagdo muscular em animais anestesiados, nos
quais ocorre aumento abrupto da Ve. A resposta € abolida ao se interromper o trafico
neural com a resseccdo da medula (162). Outros modelos demonstraram o aumento
da Ve com a estimulacio seletiva dos grupos Il e IV de aferéncias, enquanto a
resposta € abolida pelo bloqueio do trafico neural ascendente (160). Em humanos
saudaveis o exercicio ativo ou a movimentacdo passiva dos membros inferiores
provoca aumento da Ve, enquanto as respostas cardiovasculares s6 ocorrem no
exercicio ativo ou com a eletroestimulacéo dos musculos das pernas (163, 164). Nos
individuos com lesdo na coluna toréacica (T5-T12) o aumento da Ve encontra-se
abolido (163), demonstrando a participacéo das aferéncias no controle ventilatorio.

Alguns experimentos em animais mostraram maior atividade das fibras do
grupo IV na oclusdo venosa ap0s o exercicio estatico. Esse grupo de aferéncias estao
localizadas no ventre de pequenas veias nos musculos locomotores. A insuflacdo de
balbes para reter os metabdlitos produzidos no exercicio nos leitos microvasculares é
acompanhado de aumento da Ve, com reducédo apoés a liberacdo da ocluséo venosa
(159). Ja em humanos a oclusdo circulatéria das coxas apds o exercicio em ciclo
ergbmetro de membros inferiores (MMIl) aumenta a resposta da Ve (165). O
aprisionamento dos metabdlitos estimula principalmente os metaborreceptores, porém
ocorre a ativacdo dos mecanorreceptores em menor grau. O controle dos efeitos
algicos da compressao deve ser um cuidado especial neste modelo experimental, uma
vez que a dor gera estimulos neurais em feed foward de &reas acima do tronco
cerebral (139, 166). Outro modelo experimental semelhante € a utilizacdo de presséo
positiva nos MMII durante o exercicio, reduzindo a oferta de Oz e levando ao acumulo
de metabdlitos do exercicio pela redugdo do retorno venoso, com consequente
resposta hiperventilatéria (167).

Recentemente, o uso de um agonista do receptor opioide (fentanil) tem sido
utilizado para interromper o trafico neural ascendente e testar o metaborreflexo
muscular (168, 169). A vantagem do fentanil é ndo afetar a via eferente motora. O
efeito € a reducédo da resposta ventilatéria no exercicio moderado e moderado a

intenso em ciclo de MMII em humanos (168, 169). Por outro lado, o uso de lidocaina
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bloqueia as aferéncias sensitivas e eferéncias motoras, o que leva a resposta Ve
normal. Isto pode ser explicado pela maior participacdo do comando central (maior
atividade muscular no eletromiograma) no sentido de aumentar o recrutamento
muscular para geracao de forga (170).

Contrario a essa hipdtese existem experimentos em animais com ocluséo
circulatéria e perfusdo com metabdlitos do exercicio no leito muscular que mostram
ndo haver aumento da Ve (162). Do mesmo modo, experimentos com estimulagéo
elétrica muscular em humanos com lesdo na coluna toracica média ou baixa, geram
uma resposta da Ve normal, o que sugere a existéncia uma via alternativa para
transmissdo do sinal para os centros respiratérios superiores (171). Ainda existem
evidéncias que mostram uma queda da Ve mais rapida apds a oclusdo circulatoria
(pressdes supra-sistolicas) ao final de exercicio (172), esse resultado é o inverso do
esperado com a ativacdo do metaborreflexo.

Apesar das evidéncias contraditorias dos experimentos em animais, ha fortes
evidéncias que os grupos lll e IV de aferéncias periféricas em humanos contribuem

para a hiperventilacdo, principalmente a partir dos estudos com infusao de fentanil.

Respostas Humorais (humoral-feedback)

Na hipotese do humoral-feedback a resposta da Ve ao exercicio estaria
relacionada aos metabdlitos carreados no plasma que se conectam a receptores
neurais (quimiorreceptores) no sistema nervoso central e na periferia. Isso confere
uma resposta atrasada em funcéo do transito dos metabdlitos até o coracéo e pulmdes
(139). As primeiras investiga¢fes a cogitarem a influéncia dos metabdlitos no controle
da Ve séo do final do século XIX e inicio do século XX (173).

Nas ultimas duas décadas a compreensao sobre o papel dos quimiorreceptores
carotideos e centrais tiveram importantes avancos. As estruturas anatdbmicas
envolvidas com o quimiorreflexo central sédo o ndcleo do trato solitario, locus ceruleus,
nacleos da rafe, complexo pre-Botzinger e regiées do hipotdlamo. Eles séo ativados
pela hipercapnia e inibidos pela hipocapnia, que geram variacdes na concentragao de
ions H* a partir da difusdo do CO:2 para o liquido cefalorraquidiano. Desse modo
incrementos da PaCO:2 estimulam esses receptores, que respondem com aumento da
VEe. Considerando a dificuldade técnica, a PetCO2 tem sido utilizada como um reflexo

da PaCOz nos estudos em humanos (174, 175).
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O ndcleo retrotrapezoide (RTN) € considerado o principal centro regulador dos
quimiorreceptores centrais. O RTN serve como importante local para a integracéo de
estimulos neurais, 0s seus neurdnios sdo modulados por sinais aferentes dos
quimiorreceptores carotideos, hipotalamo, receptores vagais de distensdo pulmonar e
nacleo do trato solitario. As conexdes entre o0 RTN e aferéncias do corpo carotideo
tem efeitos na sensibilizacdo da resposta ao CO2, do mesmo modo, a inibicdo do
quimiorreflexo carotideo reduz a resposta central ao CO2. Experimentos que
realizaram a ablac&o bilateral do corpo carotideo mostraram eliminacdo da resposta
ventilatoria a hipoxia, mas também uma reducéo da resposta a hipercapnia. Esses
resultados mostram que ndo podemos estudar os quimiorreceptores centrais e
periféricos de modo isolado. Adicionalmente, ha evidéncias que sugerem a ativacao
dos neurdnios do RTN durante o exercicio agudo, sugerindo a possivel interacao dos
guimiorreceptores centrais com neurdnios do comando central, um papel indireto na
resposta ventilatria do transiente inicial do exercicio (175).

Os corpos carotideos sdo pequenas estruturas neurais localizadas proximo da
bifurcacdo das artérias carétidas (176). Sdo compostos por células sensitivas do tipo
I (glomus) e estruturais do tipo Il (gliais). As células do glomus séo inervadas por ramo
do IX par craniano (177). O principal estimulo ao corpo carotideo é a hipoxia. A queda
da PaO:2 estimula o corpo carotideo a partir da inibicdo de canais de potassio sensiveis
ao oxigénio presentes nas células do glomus. Os niveis normais de concentracao dos
gases arteriais provocam baixa atividade no nervo aferente sinusal. A resposta neural
a hipdxia é hiperbdlica, apresentando forte incremento dos sinais neurais com a PaO:
na faixa de 40-50 mmHg (178).

Adicionalmente, foi descoberto que o corpo carotideo responde a outros
estimulos como o CO2, H*, K*, noradrenalina, temperatura, osmolaridade, glicose e
insulina. As células do glomus carotideo sdo proporcionalmente as que possuem a
maior vasculariza¢cdo do corpo humano. Recentemente foi descoberto que a redugéo
do fluxo sanguineo estimula o seu remodelamento (20, 177), aumentando o0s sinais
neurais da via aferente (maior sensibilidade), e que além do controle ventilatorio, os
seus sinais contribuem com o aumento da atividade simpatica (20).

A elevacao da PaO2 tem efeito inibitério sobre as células do glomus carotideo,
especialmente quando ultrapassa os 250mmHg (179). Desse modo, a presente tese

utilizou a inalacdo de mistura gasosa hiperoxica para investigar a contribuicdo dos
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quimiorreceptores carotideos no controle ventilatoério. Entretanto, a hiperoxia provoca
aumento de espécies reativas de oxigénio e da concentracdo de CO2, que agem
potencializando a excitabilidade neuronal dos quimiorreceptores centrais (180). Assim,
a resposta ventilatéria a hiperdxia é bifasica, até dois minutos de exposicao
predominam os efeitos inibitdrios sobre o0s quimiorreceptores carotideos
(hipoventilacdo), apos esse periodo ocorre a resposta hiperventilatoria secundaria
(hiperventilag&o hiperdéxica) (181). A exposi¢do de humanos em ambiente de normoxia
a inalacao de mistura hiperdxica por pouco tempo (<2 minutos) se mostrou capaz de
reduzir a Ve de repouso em 10% com atraso de 10 segundos, e houve reducéo do
atraso para 5 segundos durante o exercicio moderado. Isto sugere que 0 corpo
carotideo contribui para a Ve em repouso e possivelmente de modo mais intenso
durante o exercicio (182, 183).

As teorias e modelos experimentais descritos acima procuram isolar um unico
mecanismo capaz de explicar a resposta ventilatéria do exercicio, assumindo que
cada mecanismo atua de modo independente. Entretanto, a realidade mostra que
esses mecanismos atuam de modo complementar, somativo e até mesmo
sinergicamente. Assim, conclui-se que nao existe um unico estimulo capaz de explicar
toda a resposta ventilatoria do exercicio (138, 184, 185).

A presente tese se propde a investigar dois importantes mecanismos de
aferéncias neurais e suas possiveis interagcbes na regulacdo da hiperpneia do

exercicio.
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4. METODOS

4.1 Amostra

Oito homens e cinco mulheres com IC-FEr preencheram os critérios de incluséao
e foram recrutados para participar desta pesquisa. Os critérios de elegibilidade foram:
idade entre 40 e 70 anos, reducdo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(Simpson < 40%), tratamento farmacologico otimizado, classe Il ou Il da NYHA, ndo
fumar, sem hospitalizacdo nos ultimos seis meses por doenca cardiaca, indice de
massa corporal inferior a 35 kg/m?. Os critérios de exclusdo foram: medida de
creatinina sérica > 1,5 mg/dl, uso de medicac¢ao para diabetes ou glicemia de jejum >
126 mg/dl, presencga de VEF1/CVF < 70% e saturag&o de oxigénio em repouso menor
gue 95%. Trés voluntarios foram excluidos, um homem por inadaptacéo ao protocolo
(Borg > 4 com a insuflagdo dos manguitos) e duas mulheres por motivos de saude
(alterac@es eletrocardiograficas sugestivas de isquemia miocardica no esforco).

Todos foram submetidos a realizacdo de exames laboratoriais (bioquimica e
hemograma), eletrocardiograma (ECG) de repouso, antropometria, ecocardiograma
de repouso e espirometria de repouso com objetivo de averiguar os critérios de
incluséo e excluséo.

Os individuos foram contactados no ambulatorio de insuficiéncia cardiaca do
Hospital Universitario Anténio Pedro (HUAP). Todos foram orientados quanto aos
métodos a serem adotados, seus potenciais riscos, medidas de precaucdo e
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice), que foi
aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa do HUAP (CAEE
36681414.0.0000.5243).

4.2 Protocolos Experimentais

Os protocolos experimentais que envolveram exercicio foram realizados em
jejum de duas horas, e os individuos foram orientados a evitar atividade fisica
extenuante e abster-se da ingestao de cafeina, alcool e exercicio fisico intenso por 24

horas anteriores ao protocolo.

40



Teste de Exercicio Cardiopulmonar

A primeira visita apdés a avaliacdo clinica, ecocardiograma e exames
laboratoriais foi no Hospital Universitario Anténio Pedro (HUAP), no setor de
ergometria. Nesta visita foi realizado o TECP para o rastreio clinico de isquemia
miocardica, arritmias graves e identificar o pico do consumo de oxigénio e da carga
de trabalho. O TECP foi realizado em cicloergbmetro eletromagnético (ERGO-FIT 167,
ERGO-FIT, Alemanha) com aumento progressivo da carga de trabalho. O teste
consistiu em 2 minutos de medidas basais em repouso, 1-2 minutos de aquecimento
(15w-25w), fase de esforco variavel (duracdo entre 8-12 minutos) com incremento da
carga individualizado (5-15w), e 3-5 minutos de recuperacao ativa com carga de 15w.
Os individuos foram estimulados a atingirem a exaustao, e a manter uma rotacao entre
55 e 65 rpm nos pedais. Pelo menos dois dos seguintes critérios foram atendidos na
exaustdo: 1) relacdo de troca respiratoria > 1,1; 2) pontuacéo 10 do esforco percebido
na escala de 0 a 10 de Borg e 3) incapacidade de manter a rotacdo alvo dos pedais
(186). Adicionalmente, o TECP podia ser interrompido por alteracdes durante o teste
(187).

A VE por minuto e as trocas gasosas pulmonares foram medidas por um
analisador metabdlico portéatil (VO2000, MedGraphics - EUA). Além disso, medida da
presséao arterial a cada minuto (método auscultatério) e eletrocardiograma de esforco
(Ergo PC Elite, Micromed - Brasil).

Houve o cuidado com a adaptacdo dos individuos ao ergbmetro (capacidade
de pedalar) e com o ajuste da mascara a face com vistas a minimizar vazamentos.
Para isso utilizamos varios modelos e tamanhos de mascara facial. Ainda nesta visita
realizou-se no repouso a insuflacdo (180-200 mmHg) de um manguito na coxa
esquerda dos individuos por cerca de um minuto. O objetivo foi iniciar a familiarizacao

com o procedimento experimental.

Exercicio com Carga Constante

Os individuos realizaram 4 exercicios com carga constante (ECC) em dois dias
(2 ECC por dia), separados por pelo menos 24h, em cicloergbmetro eletromagnético
(ERGO-FIT 167, ERGO-FIT, Alemanha). Cada sesséo de ECC foi realizada a 60% da
carga pico do TECP por 4 minutos, seguida por 2 minutos de recuperacao passiva, na

qual foram randomicamente expostos a 4 condi¢des (Figura 3): 1) oclusao circulatéria
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(OCIR) com os manguitos posicionados nas coxas, em normoxia [NORM; fracéo
inspirada de O2 (FiO2) = 21%] para ativagdo do metaborreflexo muscular (METABO)
e do quimiorreflexo carotideo (QUIMIO); 2) OCIR com hiperéxia (HIPER; FiO2=100%
02) para ativacdo do METABO e inativacdo do quimiorreflexo carotideo; 3) fluxo
sanguineo livre (FL) com normoxia para ativacdo do QUIMIO; e 4) FL com HIPER
como situacao controle (METABO e QUIMIO inativos). Em cada dia de experimento
foram realizadas duas sessdes de ECC separadas por descanso de 30 a 40 minutos.
A OCIR iniciou cinco segundos antes do final do exercicio através da insuflagéo de
um manguito de coxa bilateral por um sistema de insuflagdo rapida (~0,5 s; E20,
Hokanson, EUA) com alvo de 20 mmHg acima da pressédo arterial sistolica (PAS)
medida no pico do exercicio durante o TECP no braco esquerdo. Ao final do periodo
de recuperacdo (2 minutos) os manguitos foram desinflados e os individuos

monitorizados por 5 minutos.

21% Oxigénio Quimiorreflexo ativo

o [ Basal [ Exercicio ][ Fluxolivre
R I } { | } i I t |
D 0 1 20 2 4 0 1 2
E Metaborreflexo ativo
M | Basal |->| Exercicio |—> Oclusdo
R 0 1 20 2 4 0 1 2
g 21% Oxjgénio Ambos reflexos ativos
o [l Basal 15[ Exercicio 1 -[ oOcluszo (soma fisiolégica)
"I" 0 1 20 2 2 0 | :
C
A H Ambos reflexos inativos
IE' I Basal I—>|M| Fluxo Livre (controle)
0 20 b 1

Figura 3. llustracdo do protocolo experimental. llustracao das condi¢cdes experimentais. Condi¢cdes:
a) inalacdo de O2 21% com a circulacdo das pernas livre para isolar a ativacdo do quimiorreflexo
carotideo; b) inalacdo de O2 100% com a circulacdo das pernas ocluidas para isolar a ativacdo do
metaborreflexo muscular; c) inalacdo de Oz 21% com a circulacdo das pernas ocluidas para ativar
simultaneamente ambos os reflexos; ou d) inala¢éo de O2 100% com a circulacéo das pernas livre para
desativar ambos os reflexos (isto €, controle).

Os individuos desconheciam a concentracdo de Oz no ar inalado e o
procedimento (OCIR ou FL) que seriam expostos na fase de recuperagao. A ordem
das sessOes foi atribuida por bloco de permuta aleatéria (188) (OCIR ou FL, NORM
ou HIPER e primeiro ou segundo dia de experimento) aceitando apenas um OCIR ou
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HIPER por dia. A OCIR foi utilizada para aprisionar metabodlitos nos membros
inferiores e, consequentemente, ativar o metaborreflexo, enquanto a HIPER foi usada
para inibir os quimiorreceptores carotideos.

Os sujeitos foram familiarizados com os procedimentos do ECC em visita
anterior ao experimento. A familiarizacdo comecou com a insuflacdo do manguito de
coxa com a pressao proxima a 100mgHg no repouso por 30 s. Na sequéncia, 0s
valores da pressdo do manguito foram aumentados de acordo com a tolerancia do
sujeito até alcancar o alvo previsto e o tempo de 2 minutos. Depois os individuos
realizaram o ECC por 4 minutos a 60% da carga do pico do TECP, e no periodo de
recuperacdo 0s manguitos de coxa foram insuflados por um sistema de insuflacéo
rapida (~0,5 s; E20, Hokanson, EUA) por dois minutos. A familiarizacdo foi repetida
nas situacées em que a percepcao de incomodo com a OCIR foi superior a 3 na escala
de Borg de 0 a 10 (189) ou na presenca de manobra de Valsava durante a insuflacéo
do manguito.

Uma mascara facial de silicone (V2™, Hans Rudolph) foi cuidadosamente
ajustada para evitar o escape de ar, conectada a um tubo de pitot bidirecional (£ 18L/s;
precisdo * 3%; resisténcia < 1,5cmH20; MedGraphics - EUA). A Ve e as trocas
gasosas pulmonares (VO2 e VCOz2) foram mensuradas respiracdo-a-respiragio com o
ULTIMA CPX™ (MedGraphics - EUA). No inicio da recuperacéo (OCIR ou FL), entre
zero a 5 segundos apoés o fim do exercicio, os individuos foram conectados a um
circuito de reinalacdo para controlar a pressao parcial expirada de CO2 (PetCO2) entre
as condicdes (190), nesse mesmo sistema foi oferecido a HIPER ou NORM. Um
pesquisador treinado (ACM) controlou manualmente a PetCO2, visando manter os
valores dos ultimos trinta segundos do exercicio. Cabe ressaltar que o controle da
PetCO:2 foi importante para evitar a influéncia do quimiorreflexo central sobre as

respostas investigadas (22).
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Figura 4. Representacdo do protocolo experimental. O voluntario foi posicionado em bicicleta
ergométrica com selim com capa de silicone. Em A observamos a mascara de silicone cuidadosamente
ajustada a face para evitar o escape de ar e o tubo de pitot com adaptacdes para posterior conexao ao
sistema de reinalacdo. Em B observamos o manguito para medida auscultatoria da pressao arterial.
Em C, os eletrodos para monitorizagao cardiaca. Em D, do lado direito encontra-se o sistema de baldes
de silicone, que foram conectados a uma valvula bidirecional (abertura inspiratéria do ar contido nos
baldes e abertura expiratoria em caso de grande volume no sistema) e a uma mangueira de silicone
corrugada, no lado esquerdo estd a entrada de ar fresco (02 a 100% ou Oz a 21%), que foi conectada
por outra mangueira de silicone a valvula inspiratéria (abertura do lado do ar fresco), e ao lado direito
(sistema de armazenamento do ar expirado). Em E estdo os manguitos de coxa que foram conectados
a um sistema de insuflagé@o rapida).

Sensibilidade do Quimiorreflexo Carotideo

A sensibilidade quimiorreflexa carotidea foi realizada com os sujeitos sentados
em uma cadeira com encosto pelo método da hipdxia intermitente (191, 192). Cada
sujeito foi exposto a 10 a 15 repeticbes de hipdxia intermitente. O tempo total do
experimento foi de aproximadamente 2 horas. A Figura 5 ilustra o teste de
sensibilidade quimiorreflexo carotideo, sendo adotado o critério de valores acima de
>0.72 L - min~! - %Sao>! para classificar a condigdo de sensibilidade aumentada do
quimiorreflexo carotideo (21).

A instrumentacdo ventilatoria e hemodindmica do paciente levou cerca de 15

minutos. Uma mascara facial foi cuidadosamente ajustada para evitar a fuga de ar,

44



conectada a um tubo de pitot bidirecional (£ 18L/s; precisdo + 3%; resisténcia <
1,5cmH20 - MedGraphics - EUA) e uma valvula T que alternava entre ar ambiente ou
nitrogénio puro (N2) de um cilindro. Os participantes estavam cegos para o gas (N2 ou
ar ambiente) e os objetivos do teste. A Ve e a troca gasosa pulmonar foram medidas
respiragdo-a-respira¢do com ULTIMA CPX™ (MedGraphics - EUA).

O teste comecgou ap6s um momento de siléncio de 5 a 10 minutos, até a Ve
retornar aos valores basais, em uma sala com temperatura de 23°C. Em seguida, os
sujeitos foram expostos a 2-8 respiracdes de nitrogénio puro, intercaladas com a
respiracdo do ar ambiente entre as sessfes de exposicdo ao Nz. O intervalo entre as
sessdes de exposicdo ao N2 foi de 2 a 5 minutos, até que o CO2 expirado e a Ve
voltassem a linha de base. A saturacdo de oxigénio foi medida com sensor de dedo
de um monitor multipardmetro (DRE Vida Monitor Multiparamétrico, Avante, USA)
ajustado para o modo rapido e a saturacao alcancou um intervalo de 75-100%.

A sensibilidade quimiorreflexa periférica foi determinada pela regresséao linear
(V-slope) entre as médias dos valores das duas maiores ventilagbes consecutivas e
0S menores valores de saturagdo de 02% (sat.02%) obtidos nos periodos de
exposicao a hipdxia (exposicéo ao N2), e foi expressa em litros por minuto por sat.02%
(L.min"t. Sat.02%1). A sensibilidade foi obtida como inclinacio da Ve relacionada a
linha de melhor ajuste na saturacdo arterial de oxigénio, calculada pelos minimos

quadrados nas analises de regressdo linear.

10-15 repeticdes

REPOUSO RESPIRAGAO RECUPERAGAO
AR AMBIENTE NITROGENIO AR AMBIENTE
1(5 min 10 min 2-8 respiracdes 2-5min

Instrumentac¢do hemodinamica

Instrumentacdo ventilatdria
Figura 5. llustracdo do protocolo do teste de sensibilidade do quimiorreflexo carotideo. Nos
primeiros quinze minutos foram acoplados os equipamentos de medida ao voluntario. Na sequéncia, o

individuo repousou por no minimo 10 minutos na posicdo sentada. Depois foi iniciado a série de
inalacdes (duas a 8 respiracdes) de N2 puro, seguidos de 2 a 5 minutos de recuperacéo no ar ambiente.
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4.3 Andlise de Dados

Os dados de VE e as trocas dos gases pulmonares, registrados respiragdo-a-
respiracéo pelo ULTIMA CPX™ (MedGraphics — EUA), foram exportados utilizando
uma meédia a cada dez segundos. Depois os dados foram agrupados em uma nova
média a cada 20 segundos. Para todas as variaveis, o pico de exercicio foi
estabelecido como a média dos vinte segundos finais do ECC. Os dados dos dois
minutos de repouso pré-exercicio foram agrupados (média) em um unico valor. O
periodo de recuperacao foi feito uma média de vinte segundos a partir do tempo zero.
A andlise estatistica foi realizada com o repouso, o valor pico de cada variavel e outras
seis médias sucessivas de 20 segundos (0-20, 21-40, 41-60, 61-80, 81-100, 101-120)
do periodo de recuperacédo. O tempo inspiratorio (Ti), tempo expiratério (Te) e o tempo
total do ciclo respiratério (Ttot) foram fornecidos pelo software Breeze Suite™
(MedGraphics — EUA). O volume corrente (Vc) foi obtido a partir divisdo da Ve pela Fr.
Foram geradas novas variaveis ventilatérias a partir da razédo do Fr/Vc, Ti/Ttot, Vc/Ti.

A preparacdo dos dados para a analise do efeito hiperaditivo ou sinergismo
fisiologico entre o metaborreflexo e o quimiorreflexo foi feito nas seguintes etapas:

1. Realizacdo de uma média entre os sete valores ao longo do tempo de
recuperacéo (pico, 0-20, 21-40, 41-60, 61-80, 81-100, 101-120) de cada
variavel, em cada um dos quatro momentos (OCIR+HIPER, OCIR+NORM,
FL+HIPER, FL+NOR) para cada individuo da amostra;

2. Calculo do efeito do metaborrefexo muscular (METABO) e do quimiorreflexo
carotideo (QUIMIO) para cada variavel (respiratéria e hemodinamica). Para
isso foram realizadas subtracfes entre os valores (médias obtidas na etapa
anterior) de cada uma das quatro condicdes. O efeito do METABO foi obtido
com a subtracdo do valor da condicdo OCIR+HIPER (METABO ativo e
QUIMIO inativo) da condi¢cdo FL+HIPER (ambos reflexos inativos). O efeito
do QUIMIO foi obtido pela subtragdo do valor da condicdo FL+NOR
(METABO inativo e QUIMIO ativo) da condicdo FL+HIPER. O efeito
hiperaditivo ou “soma fisiologica” foi obtido pela subtracdo do valor da
condicdo OCIR+NOR (ambos reflexos ativos) da condicdo FL+HIPER. A
soma matematica foi realizada entre os valores do efeito do QUIMIO e
METABO isolados.
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4.4 Andlise Estatistica

Os deltas da ativacao isolada dos reflexos e ativacdo simultanea dos reflexos
em relacdo ao controle (ambos reflexos inativos) foram considerados o principal
resultado do estudo. Toda variagdo de dado além de 1,5 do intervalo interquartil, para
uma variavel, dentro de determinada condicao, foi considerado outlier. A normalidade
da distribuicdo das variaveis e a homocedasticidade foram verificadas antes de
analisar os resultados. No caso de variaveis sem distribuicdo normal e/ou sem
homocedasticidade, os resultados obtidos passaram por transformacéao logaritmica.
Os dados dos dois minutos de repouso, dos ultimos 20 s do exercicio e a cada 20 s
do periodo de recuperacédo foram comparados entre as condi¢cdes por ANOVA two
way, condicdo (quimiorreflexo vs. metaborreflexo vs. soma matemética vs. soma
fisiolégica), e o tempo ( repouso vs. fim exercicio vs. 0-20 vs. 21-40 vs. 41-60 vs. 61-
80 vs. 81-100 vs. 101-120) excluindo os dados outliers. Os deltas em relacdo ao
controle foram comparados entre as condicdes por ANOVA one way, com e sem
outlier. Quando apropriado foi utilizado o post hoc de Fischer apdés a ANOVA. Foram
pesquisadas associacfes através da correlacdo de Pearson. A amostra em cada
analise é variavel, uma vez que algumas medidas ventilatérias nao foram registradas
por problemas no analisador metabdlico. As caracteristicas dos sujeitos séo
apresentadas em meédia + desvio padrdo (DP). Outros dados sédo apresentados em
média + erro padrdo da média (EPM). As analises inferenciais foram bicaudais, os
valores de P foram reportados sempre que possivel, e os seus valores foram
interpretados considerando 0,05 como referéncia, porém ndo como ponto de corte,
seguindo as recomendacfes de grande numero de estatisticos e a Associacao

Americana de Estatistica (193).
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5. RESULTADOS

As caracteristicas da amostra estdo apresentadas na Tabela 1. Foram incluidos
individuos de ambos os sexos com IC-FEr, sintométicos pela NYHA (classe Il e Ill),
nas classes D, C e B de Weber, com IMC de eutrdfico a obesidade grau I, em uso dos
bloqueadores neuro-hormonais (beta bloqueador, inibidor da ECA ou bloqueador AT1,
espironolactona). Apenas um individuo utilizava a combinac&o nitrato+hidralazina
para controle de pressao arterial e ndo em substituicdo ao IECA/AT1 por disfuncéo
renal, enquanto dois individuos utilizavam diurético de al¢ca. A fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo variou de 20,0 a 37,8%, a sensibilidade dos quimiorreceptores
carotideos foi acima dos valores normais em apenas um individuo. O VO2 pico foi

baixo e o Ve /VCO2 maior que os valores normais em todos 0s suijeitos.

Tabela 1. Caracteristicas da amostra.

Variaveis Resultados
Sexo 7H/3M
NYHA (11/111) 6/4
Idade (anos) 56 7 (44 - 67)
Peso (kg) 78.3+£15.6 (57 -114)
indice de massa corpérea (kg/m?) 28.0+4.3 (20.4 - 34.4)
Glicose de jejum (mg/dl) 102.7 £10.0 (97 - 122)
Creatinina (mg/dl) 0.95+0.16 (0.7 -1.3)
VEF1 (% estimado) 78.9+7.1 (66.3-89.4)
VEF1/CVF (%) 101.9+£7.9 (84.6-116)
FEVE Simpson (%) 31.0+6.1 (18.5-37.8)
SQuimio carotideo (L/min/Sp02%) 0.35+0.23 (0.15-0.9)
VOzpico (ml/kg/min) 13.1+3.9 (7.9-18.7)
PASepico 162.6 £35.9 (122 -212)
PADeico 91.6 £15.3 (70 - 120)
Ve/VCO:2 slope (a.u.) 26.3+7.3 (16.2 - 36.4)
Drogas

Betabloqueadores 10

IECA/AT1 10

Espirinolactona 10

Furosemida 2

Hidralazina 1

Nitrato 1

Dados estdo em média + DP. IMC, indice de massa corporal; VEF1, Volume expiratdrio forgado
no 1° segundo; CVF, capacidade vital forcada; FEVE, fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo;
SQuimio carotideo, sensibilidade do quimiorreflexo carotideo; VOzpico, consumo de oxigénio no
pico; PASrico, pressao arterial sistélica pico, PADrico, pressao arterial diastélica pico, IECA,
inibidor da enzima conversora da angiotensina; AT1, bloqueador do receptor de angiotensina.
n = 10 para todas as variaveis, exceto variaveis da espirometria e da sensibilidade do
quimiorreflexo carotideo (n = 9).
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A PetO:2 subiu logo no inicio da recuperagéo na condicdo HIPER, ultrapassou
os 350 mmHg apds 21 s, e se manteve em niveis elevados durante a fase de
recuperagdo, contrapondo a estabilidade (proximo aos 100 mmHg) da condigédo
NORM (Figura 6). Ja a PetCO:2 foi semelhante ao longo do tempo na recuperagédo com
o quimiorreflexo carotideo ativo e no controle, entretanto foi menor na recuperacao
com o metaborreflexo ativo e ambos os reflexos ativos em relacéo ao controle (Figura
6).
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Figura 6. Controle da pressao expiratéria de O, e CO,. Presséo parcial de Oz ao final da expiracao
(PetO2) e de CO:2 (PetCO2) no final do exercicio e durante a recuperacéo sob ativacédo do quimiorreflexo
carotideo (painel A), metaborreflexo muscular (painel B) e ambos os reflexos (painel C) em contraste
com a inativagcao de ambos reflexos (isto €, controle). Os dados de controle sao repetidos nos painéis
A, B e C para facilitar a comparagédo com os dados de outras manobras. n = 7 para PetOz e n = 9 para
PetCO.. Dados relatados como média + EPM e analisados por ANOVA de medidas repetidas bicaudal,
seguidas de post hoc de Fisher. *, P <0,05 versus controle.
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A PAS e a pressao arterial diastélica (PAD) subiram do repouso ao pico do ECC
de modo semelhante nas quatro condicfes (Figura 7). Durante a ativacao isolada do
quimiorreflexo (FL+NORM), a PAS e PAD mantiveram o0s niveis proximos ao do pico
do exercicio e com o comportamento semelhante a condi¢cao controle (PAS, interacéo:
P = 0,80, efeito da condicdo: P = 0,09; PAD, interacdo: P = 0,52, efeito da condic&o:
P = 0,17; Figura 7A e 7D). Na ativacao isolada do metaborreflexo (OCIR+HIPER) e
ativacdo simultanea dos reflexos (OCIR+NORM) tanto a PAS quanto a PAD subiram
em relacdo ao controle (PAS, interacdo P < 0,01, efeito da condi¢do: P = 0,01; PAD,
interacdo: P < 0,01, efeito da condicdo: P = 0,01;) Figura 7. Ja a PAD na ativacao de
ambos os reflexos (OCIR+NORM) subiu em comparacédo a condicdo controle (PAD,
interacdo: P < 0,01, efeito do tempo: P < 0,01, efeito da condigéo: P = 0,42; Figura
7F). A PAS pico do TECP teve tendéncia a diferenca em relacédo a PAS pico do ECC
(163+11 mmHg versus 151+18 mmHg, médiazerro padrdo, P = 0,10), enquanto a PAD
pico foi semelhante entre o TECP e o ECC (92+5 mmHg, versus 92+4 mmHg, P =
0,94).

A pressao parcial de Oz ao final da expiracéo (PetO2), PetCO2, Vg, Vc, Fr, Tie
o Te foram semelhantes ao final das quatro sessbées do ECC (Figura 6,8,9,10,11 e
12). A PetO2 ultrapassou os 350 mmHg depois de 21 s da recupera¢ao sob a condicéo
hiperéxia em todos os individuos. A PetCO: foi semelhante ao longo do tempo na
ativacdo do quimiorreflexo e condicdo controle, entretanto foi menor durante a

recuperacdo com a ativacdo do metaborreflexo e com ambos reflexos ativos.
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Figura 7. Presséo arterial. Pressao arterial sistélica (PAS) e pressdo arterial diastélica (PAD) no
repouso, ao final do exercicio e durante a recuperacgao sob ativacdo do quimiorreflexo carotideo (painel
A e D respectivamente), metaborreflexo muscular (painel B e E, respectivamente) e ambos os reflexos
(painel C e F, respectivamente), em contraste com a inativagdo de ambos os reflexos (isto é, controle).
Os dados do controle séo repetidos nos painéis para facilitar a comparacdo com os dados de outras
manobras. Dados relatados como média £+ EPM e analisados por two way ANOVA (painel C; n=9, o
outlier foi removido), seguida pelo post hoc de Fisher, se necessario.
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Figura 8. Ventilagdo minuto na recuperacéo. Ventilagdo minuto (VE) no exercicio final e durante a
recuperacao sob ativacdo do quimiorreflexo carotideo (painel A), metaborreflexo muscular (painel B) e
ambos os reflexos (painel C), em contraste com a inativagao de ambos os reflexos (isto €, controle). As
barras representam mudanca versus controle (painel D) e o circulo riscado representa um individuo
outlier. Os dados do controle séo repetidos nos painéis A, B e C para facilitar a comparagao com os
dados de outras manobras. Dados relatados como média + EPM e analisados por two way ANOVA
(painéis A, B e C; n =9, o outlier foi removido) ou one way ANOVA [painel D; n =10 (com o outlier) ou
9 (sem o outlier)], seguida pelo post hoc de Fisher, se necessario.

52



N&o houve o efeito na Ve com a ativacgio isolada do metaborreflexo ou do
guimiorreflexo em relacéo ao controle, Figura 8A, B e C. No mesmo sentido, ndo houve
efeito no Vc (efeito da condi¢éo: P = 0,63; interacio: P = 0,16, Figura 9A, B e C) e nos
deltas do Vc (Figura 9D). A ativaco isolada do quimiorreflexo e do metaborreflexo
nao alterou a Fr (Figura 10A e B), Ti (Figura 11A e B) e Te (Figura 12A e B) em relagéo
a condicao controle. Por outro lado, a Ve e a Fr aumentaram quando os dois reflexos
estavam ativados simultaneamente em relagcéo ao controle, Figura 8C e 10C. A soma
fisioldgica ou efeito sinérgico e a soma matematica foram similares para a Ve, porém
somente a soma fisiolégica aumentou a Ve acima da condi¢cdo controle (mudanca
maior que zero), Figura 8C. Ao mesmo tempo a soma fisiolégica foi maior que a soma
matematica para a Fr, Figura 10D. Adicionalmente, a ativacao dos dois reflexos levou
a maior resposta do Ti (efeito da condicéo: P = 0,01; interacdo: P = 0,51, Figura 11A,
B e C) e Te (efeito da condicédo: P = 0,01, interacdo: P = 0,15; Figura 12A,B e C). O
Ti/Ttot foi similar entre as condi¢cfes ao longo do tempo (efeito da condi¢cédo: P = 0,96;
interacdo: P = 0,66) e em relacdo aos deltas versus o controle (P = 0,89). Por ultimo,
a soma fisiolégica da Fr ndo se correlaciona com a Fr das respostas isoladas dos
reflexos (quimiorreflexo carotideo isolado: r = 0,23, P = 0,53; metaborreflexo muscular
isolado: r = 0,40, P = 0,26) nem com a quimiossensibilidade carotidea de repouso (r =
- 0,38, P =0,32).
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Figura 9. Volume corrente na recuperacao. Volume corrente (Vt) ao final do exercicio e durante a
recuperacado sob ativacao do quimiorreflexo carotideo (painel A), metaborreflexo muscular (painel B) e
ambos os reflexos (painel C), em contraste com a inativagao de ambos os reflexos (isto €, controle). As
barras representam mudanca versus controle (painel D) e o circulo riscado representa um individuo
outlier. Os dados do controle séo repetidos nos painéis A, B e C para facilitar a comparacdo com os
dados de outras manobras. Dados relatados como média + EPM e analisados por ANOVA two way
(painéis A, B e C; n =9, o outlier foi removido) ou ANOVA one way [painel D; n = 10 (com o outlier) ou
9 (sem o outlier)], seguidos de post hoc de Fisher, se necessario.
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Figura 10. Frequénciarespiratéria na recuperagao. Frequéncia respiratéria (Fr) ao final do exercicio
e durante a recuperacao sob ativacéo do quimiorreflexo carotideo (painel A), metaborreflexo muscular
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Barras representam mudanca versus controle (painel D). Os dados do controle sédo repetidos nos
painéis A, B e C para facilitar a comparagdo com os dados de outras manobras. Os dados relatados
como média + EPM e analisados por ANOVA two way (painéis A, B e C; n = 10) ou ANOVA one way
(painel D; n = 10), seguidos de post hoc de Fisher, se necessario.
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Figura 11. Tempo inspiratorio narecuperac¢do. Tempo inspiratério (Ti) ao final do exercicio e durante
a recuperacéo sob ativacao do quimiorreflexo carotideo (painel A), metaborreflexo muscular (painel B)
e ambos os reflexos (painel C), em contraste com a inativacdo de ambos os reflexos (isto &, controle).
Barras representam mudanca versus controle (painel D). Os dados do controle s&do repetidos nos
painéis A, B e C para facilitar a comparacdo com os dados de outras manobras. Os dados relatados
como média + EPM e analisados por ANOVA two way (painéis A, B e C; n = 10) ou ANOVA one way
(painel D; n = 10), seguidos de post hoc de Fisher, se necessario.
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Figura 12. Tempo expiratério na recuperacdo. O tempo expiratério (Te) ao final do exercicio e
durante a recuperacao sob ativacdo do quimiorreflexo carotideo (painel A), metaborreflexo muscular
(painel B) e ambos os reflexos (painel C), em contraste com a inativagdo de ambos os reflexos (isto &,
controle). As barras representam mudanca versus controle (painel D) e o circulo riscado representa um
individuo outlier. Os dados do controle sao repetidos nos painéis A, B e C para facilitar a comparacéo
com os dados de outras manobras. Dados relatados como média + EPM e analisados por ANOVA two
way (painéis A, B e C; n =9, o outlier foi removido) ou ANOVA one way [painel D; n = 10 (com o outlier)
ou 9 (sem o outlier)], seguidos de post hoc de Fisher, se necessario.
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6. DISCUSSAO

6.1 Sumario dos Resultados

A dispneia induzida pelo exercicio € um sintoma caracteristico da IC-FEr (43),
principalmente pelo padrdo taquidispneico, isto €, uma resposta Ve dependente da Fr
e desproporcional ao aumento da producdo metabdlica de CO2. Neste estudo
investigamos o possivel efeito de dois mecanismos neurais, o quimiorreflexo carotideo
e do metaborreflexo muscular, com énfase no possivel efeito sinérgico ou hiperaditivo
ou soma fisiolégica da interacdo desses reflexos no controle da ventilacdo. Apesar do
conhecido efeito da ativacéo isolada desses reflexos na regulacdo da taquipneia do
exercicio na IC-FEr, a sua interacdo (efeito hiperaditivo) ainda ndo havia sido
investigada.

O principal achado da presente tese foi que o resultado da ativacao isolada do
qguimiorreflexo carotideo e do metaborreflexo muscular, somados matematicamente,
n&o alterou a Ve e o padréo respiratorio em relagdo a condi¢éo controle. Enquanto que
a ativacdo simultanea dos reflexos levou a uma maior resposta da Ve e Fr em relacio
ao controle (efeito hiperaditivo ou sinérgico). Deste modo, 0s nossos resultados dao
suporte para a existéncia de uma interacao sinérgica entre o metaborreflexo muscular
e o quimiorreflexo carotideo na regulacéo da Ve e do padréo respiratorio na populacio
estudada.

Outra descoberta digna de nota foi que a soma fisioldgica (efeito sinérgico) da
VE e Fr ndo estdo associadas a Ve e Fr dos reflexos ativados isoladamente nem com
quimiossensibilidade carotidea em repouso. A auséncia de associacéo indica que o
efeito mediado por reflexos separados néo previu o efeito produzido quando ambos
os reflexos estavam ativos simultaneamente. Portanto, nossos resultados sugerem
qgue a interagao dos reflexos deve ser mais explorada, principalmente em pacientes
que apresentam Ve e padréo respiratorio alterados ao exercicio, como aqueles com
IC-FEr.

Ativacéo isolada do Quimiorreflexo Carotideo

A ativacao isolada do quimiorreflexo carotideo (FL+NORM) ndo modificou a VE,
Fr e Vc em comparacio a situacéo controle (FL+HIPER). E improvavel que a auséncia

de efeito da hiperoxia possa ser atribuida a inibicao insuficiente dos quimiorreceptores
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carotideos. Em animais anestesiados a pressao de oxigénio no sangue arterial (PaO2)
acima de 350 mmHg provoca uma grande reducao na atividade dos quimiorreceptores
carotideos (179). Em nosso experimento, a PetO2 foi utilizada como substituta da
PaO2. No inicio da recuperacao foi ofertado FiO2 de 100%, sendo atingido o nivel de
350 mmHg apo6s 21 s de recuperacao. Portanto, a partir deste momento, a hiperoxia
provavelmente induziu uma inibicdo robusta dos quimiorreceptores carotideos.
Adicionalmente, € improvavel que os quimiorreceptores adrticos ou qualquer outro
mecanismo sensivel ao O2 desempenhem um papel relevante no controle ventilatério
em humanos. A razao é que a remocao de corpos carotideos em humanos, por causa
do tratamento da asma na década de 1960 ou da remocao de tumores na regiao do
pescoco, quase abole a resposta ventilatoria a hipoxia (194, 195).

Um estudo recente empregou uma abordagem metodoldgica semelhante a
nossa em pacientes com hipertensao arterial pulmonar (185). Eles ofertaram FiO2
100% no ar inspirado com 10 s antes do inicio da recuperacdo ativa do exercicio
incremental. O resultado foi que a hiperoxia diminuiu a Ve durante os primeiros 30 s
da recuperacdo em relagdo a normoxia. O efeito diferente da hiperoxia entre o
presente estudo e o primeiro pode ser atribuido a intensidade do exercicio (presente:
60% max versus primeiro: 90% max), tipo de recuperacdo (presente: inativo vs.
primeiro: ativo) e a doenca subjacente (presente: IC-FEr vs. primeiro: hipertenséo
pulmonar). No entanto, no estudo em pacientes com hipertensdo pulmonar, a
recuperacéo da Ve foi semelhante entre hiperdxia e norméxia de 30 s até o final do
periodo de recuperacédo (300 s), o que é semelhante aos dados do presente estudo.
Outro estudo, conduzido em humanos saudaveis, mostrou que a resposta da Ve a
hipoxia transitéria ndo variou do nivel basal de repouso ao longo de aproximadamente
40 min de recuperagcdo de exercicios pesados (196), indicando, portanto, que a
sensibilidade dos quimiorreceptores carotideos nédo foi alterada. Coletivamente, os
nossos dados e de estudos anteriores (185, 196) sustentam que 0s quimiorreceptores
carotideos, isoladamente, parecem n&o contribuir efetivamente ou pouco contribuem

para a regulacdo da Ve durante a recuperacéo do exercicio.

Ativacéo isolada do Metaborreflexo Muscular

A ativacao isolada do metaborreflexo muscular (OCIR+HIPER) ndao modificou

a resposta da Ve, Fr e Vc em comparac&o a condi¢éo controle (FL+HIPER). A presséo
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arterial durante a recuperacdo com oclusao circulatéria permaneceu em niveis algo
superiores ao final do exercicio. Em contrapartida, houve queda da presséo arterial na
recuperagdo sem oclusdo circulatéria. Os dados da pressdo arterial, portanto,
corroboram achados prévios (13, 197, 198) e indicam que o metaborreflexo muscular
estava operando na recuperacdo com ocluséo circulatoria. Embora a ativacéo isolada
do metaborreflexo muscular tenha efeito na pressao arterial, ndo alterou a
recuperacdo da Ve e o padrio respiratorio em relacdo ao controle. Isso é semelhante
aos resultados de outros estudos que também acessaram o efeito da ativacdo do
metaborreflexo muscular na Ve na IC-FEr por meio da oclusdo da circulagdo dos
membros inferiores (13, 198, 199). Destaca-se que 0 nosso estudo utilizou intensidade
de exercicio e protocolo de ocluséo circulatéria semelhante ao de Olson et al.(13),
porém com uma populacéo de IC-FEr de maior gravidade (presente estudo classe Il e
Il da NYHA versus classe | e 1), e a ativacao isolada do metaborreflexo ndo alterou
de modo significativo a Ve na IC-FEr, o que sugere ser um padréo caracteristico desta
populacao.

Por outro lado, em individuos saudaveis, a ocluséo circulatéria dos membros
inferiores provoca uma reducéo da Ve na comparagdo com a recuperacdo do exercicio
sem ocluséo (13, 172, 198, 199). Essa resposta é paradoxal a observada na IC-FEr.
A razao para tal resposta em individuos saudaveis ainda é desconhecida. Ao mesmo
tempo, o fato de a oclus&o circulatéria ndo alterar a recuperacdo da Ve na IC-FEr,
enquanto acentua a recuperacao da Ve em controles saudaveis tem sido interpretada
como evidéncia de que o metaborreflexo muscular contribui para a resposta da Ve na
IC-FEr (13, 198, 199). Vale ressaltar que as evidéncias obtidas por meio da inibicdo
da via aferente muscular corroboram a interpretacdo de que o metaborreflexo
muscular contribui para maior Ve nos pacientes com IC-FEr. Por exemplo, Olson et al.
(200) mostraram que a infusdo de fentanil intratecal na regido lombar reduziu a Ve
durante o exercicio de carga constante na comparagcdo com a infusdo de solugéo
salina em pacientes com IC-FEr, entretanto o fentanil ndo alterou a Ve durante o

exercicio em controles saudaveis.
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Ativacado simultanea do Metaborreflexo Muscular e Quimiorreflexo

Carotideo

A ativacgéo isolada do quimiorreflexo carotideo (FL+NORM) e do metaborreflexo
muscular (OCIR+HIPER) ndo modificaram a Ve, Vc e Fr em relagdo a condigéo
controle. Entretanto, a ativacdo simultanea dos reflexos (OCIR+NORM) aumentou a
VE e a Fr acima da condicdo controle, reduzindo o Ti e o Te. Consequentemente, a
soma fisiologica da Ve e Fr foi maior que a soma matematica. Durante a ativacio
simultanea dos reflexos foi observado maior valor de Ve e Fr a partir de 21 s até o final
da recuperacdo. O atraso para observagdo do efeito da hiperoxia na Ve e Fr é
provavelmente atribuido ao nivel da PetO2 (201), que ultrapassou os 350 mmHg apos
21 s da recuperacao do exercicio. Desse modo, o tempo de atraso indica que o efeito
da hiperoxia na Ve e Fr foi em consequéncia da inibicdo dos quimiorreceptores
carotideos quando a circulacéo foi obstruida.

Dois estudos compararam o efeito da hipoxia isolada (ativagdo do
quimiorreflexo carotideo), isquemia pos-exercicio de preensdo manual (ativacdo do
metaborreflexo muscular) e o efeito combinado dos dois procedimentos na resposta
da Ve em jovens saudaveis. Gujic et al. (202) reportaram maior resposta da Ve com o
estimulo combinado em comparacdo ao efeito isolado dos estimulos, porém néo
calcularam a soma dos estimulos isolados e, consequentemente, ndo compararam o
efeito fisiol6gico com a soma matemética dos reflexos. Contudo, a nossa estimativa
baseada nos dados publicados sugere uma tendéncia para maior resposta da Ve com
o estimulo da soma fisiolégica (~6 L/min acima do controle) que a soma matematica
(~ 5 L/min acima do controle). Outro estudo conduzido por Edgell e Stickland (203)
mostrou que a isquemia pos-exercicio de preensdo manual com hipoxia tem a
tendéncia (P = 0.14) de provocar maior resposta da Ve que a soma de cada estimulo
isolado.

Nos estudos acima (202, 203), a PetCO:2 foi menor durante a isquemia poés-
exercicio com hipoxia em relacdo a isquemia pos-exercicio e a hipoxia isoladas. O
quimiorreflexo carotideo tem efeito hiperaditivo sobre a resposta ventilatéria do
quimiorreflexo central (204). Deste modo a menor PetCO:2 possivelmente reduziu a Ve
(205), e consequentemente influenciou o resultado. Assim, a presenca da PetCO2 no

mesmo nivel poderia ter deixado a diferenca da soma fisioldégica e soma matematica
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mais evidentes, 0 que sugere que o quimiorreflexo carotideo e o metaborreflexo
muscular interagem de modo hiperaditivo, sinérgico ou de modo multiplicativo na
regulacdo da Ve em jovens saudaveis. Consoante a isso, a interpretacdo dos
resultados reportados por Gujic et al. (202) e Edgell e Stickland (203) é algo
semelhante a interpretacdo dos dados aqui apresentados.

Nosso estudo néo foi concebido para distinguir o local e o modo da interacao
entre o quimiorreflexo carotideo e o metaborreflexo muscular, mas é concebivel que
esses reflexos interajam através do sistema nervoso central e periférico. Aferéncias
dos quimiorreceptores carotideos (206) e metaborreceptores musculares fazem
sinapse em regides proximas no nucleo do trato solitario (207). Assim, sinais aferentes
poderiam ser potencializados nessa regiao, semelhante ao descrito para a interagéo
entre os sinais aferentes dos barorreceptores arteriais e 0s mecano e
metaborreceptores musculares (207). Outra possibilidade seria o efeito da ativacao do
metaborreflexo muscular aumentando a atividade dos quimiorreceptores carotideos

através do aumento da atividade neural simpética ao glomus carotideo (208).

6.2 Limitacbes

Né&o foi incluido um grupo saudavel pareado por idade e sexo para contrapor
ao grupo com IC-FEr. E possivel que a ativacéo simultanea dos reflexos estudados
provogue maior efeito em pacientes com IC-FEr em relacéo aos controles saudaveis,
0 que merece investigacdes em estudos subsequentes. A nossa hipétese foi que a
resposta da Ve e Fr a ativacdo simultanea dos reflexos seria hiperaditiva, porém o
efeito na Ve foi aditivo ao invés de hiperaditivo. Talvez a resposta aditiva possa ser
creditada a severidade dos pacientes estudados. Somente um sujeito em Nosso
estudo apresentava aumento da sensibilidade de repouso do quimiorreflexo carotideo
superior aos niveis de normalidade (209). Assim, o efeito da ativacdo simultdnea dos
reflexos podera ser maior em pacientes com sensibilidade de repouso aumentada do
qguimiorreflexo carotideo.

Nao foi mensurado a percepcdo de esforco ventilatério (PEV) durante a
ativacdo simultanea do metaborreflexo muscular e quimiorreflexo carotideo. A PEV
tem forte associacdo com a resposta da Fr durante o exercicio (210, 211). Em um
estudo com hipnose e imageamento cerebral foi demonstrado uma associacao

temporal entre a PEV, a Fr, Ve e ativacdo de areas motoras cerebrais do comando
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central (feedfoward), o mesmo ndo ocorrendo em relacdo ao Vc (144). Assim, a
medida da PEV poderia trazer informacdes adicionais sobre a regulacdo da Fr nas

respostas ventilatérias. Isto podera ser realizado em estudos futuros.

6.3 Implicacdes

Os resultados aqui encontrados indicam que a interacdo entre o quimiorreflexo
carotideo e o metaborreflexo muscular elevam a Ve e Fr, o que contribui de algum
modo para o padréo respiratério taquipneico do exercicio nos pacientes com IC-FEr.
As consequéncias fisiolégicas do padréo respiratério taquipneico durante o exercicio
em pacientes com IC-FEr podem incluir aumento do trabalho respiratério (132), o que
pode acentuar a percepcéao de dispneia (129, 133).

O aumento de recrutamento dos musculos respiratérios pode induzir a
competicdo pela distribuicdo do baixo débito cardiaco dos pacientes entre os
musculos respiratorios e locomotores (12), o que provavelmente contribui para
restringir a perfusdo dos musculos locomotores (12). Como resultado, o desconforto
do membro inferior pode aumentar e, juntamente com a dispneia supracitada,
contribuir de forma importante para reduzir a tolerAncia ao exercicio (12).
Consequentemente, a atenuacao da interacdo entre o quimiorreflexo carotideo e o
metaborreflexo muscular poderia ser benéfica para pacientes com IC-FEr, e isso
provavelmente poderia ser alcancado, por exemplo, por meio de treinamento fisico
(212).

6.4 Conclusao

O quimiorreflexo carotideo e o metaborreflexo muscular interagiram para a
regulacdo da Ve e da Fr de maneira dependente em pacientes com IC-FEr. Portanto,
se essa interacdo operar durante o exercicio, pode ter alguma contribuicdo para a

hiperventilacdo do exercicio IC-FEr.
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manobra e ndo provoca dor ou danos a sua saude;

3) Exame a ser realizado no Hospital Anténio Pedro (HUAP) para determinar a sua capacidade
maxima de pedalar em uma bicicleta que fica parada, ndo sai do lugar. Este exame nao
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mascara, semelhante ao exame do HUAP. Nos dois minutos apds o exercicio, com a bolsa
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pesquisa, bem como néo receberd compensacao financeira por participar dela. Vocé podera
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ao aumento exagerado que ocorre narigidez das artérias e da respiracdo em excesso, durante
0 exercicio, em pacientes com insuficiéncia cardiaca e, uma vez entendido este mecanismo,
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1 | INTRODUCTION

Patients with heart failure with reduced ejection fraction
(HFtEF) typically present with excessive ventilation (V)

Abstract

Synergism among reflexes probably contributes to exercise hyperventilation in pa-
tients with heart failure with reduced ejection fraction (HFrEF). Thus, we investigated
whether the carotid chemoreflex and the muscle metaboreflex interact to the regula-
tion of ventilation (Vi) in HFrEF. Ten patients accomplished 4-min cycling at 60%
peak workload and then recovered for 2 min under either: (a) 21% O, inhalation (tonic
carotid chemoreflex activity) with legs’ circulation free (inactive muscle metabore-
flex); (b) 100% O, inhalation (suppressed carotid chemoreflex activity) with legs’
circulation occluded (muscle metaboreflex activation); (c) 21% O, inhalation (tonic
carotid chemoreflex activity) with legs’ circulation occluded (muscle metaboreflex
activation); or (d) 100% O, inhalation (suppressed carotid chemoreflex activity) with
legs’ circulation free (inactive muscle metaboreflex) as control. VE, tidal volume
(V1) and respiratory frequency (fz) were similar between each separated reflex (pro-
tocols a and b) and control (protocol d). Calculated sum of separated reflexes effects
was similar to control. Oppositely, Vi (mean + SEM: A vs. control = 2.46 + 1.07
L/min, p = .05) and fi (A = 2.47 £+ 0.77 cycles/min, p = .02) increased versus con-
trol when both reflexes were simultaneously active (protocol c¢). Therefore, the
carotid chemoreflex and the muscle metaboreflex interacted to Vi regulation in a fi-
dependent manner in patients with HFrEF. If this interaction operates during

exercise, it can have some contribution to the HFrEF exercise hyperventilation.

KEYWORDS

breathing, circulatory occlusion, exercise, heart disease, hyperoxia

during exercise, for a given amount of carbon dioxide output
(VCOz) (Chua et al., 1997; Smith & Olson, 2019; Sullivan,
Higginbotham, & Cobb, 1988; Van Iterson, Johnson, Borlaug,
& Olson, 2017). This phenomenon is of clinical relevance, as
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the Vi/VCO, ratio and the Vi/VCO, slope are independent
predictors of morbidity and mortality in patients with HFrEF
(Arena, Myers, Aslam, Varughese, & Peberdy, 2004; Chua et
al., 1997). The excessive exertional VE in HFrEF is dependent
on an increase of the respiratory frequency (fz) (Smith & Olson,
2019; Van Iterson et al., 2017) and it seems to be mostly me-
diated by enhanced drive to breathe (Tasoulis et al., 2014; Van
Iterson et al., 2017). Multiple abnormalities in feedback mech-
anisms have been postulated to increase the central respiratory
drive during exercise in HFrEF, including enhancement of af-
ferent signaling from the central circulation (Taylor, Smetana,
Frantz, & Johnson, 2015), lungs (Van Iterson et al., 2017), skel-
etal muscles (Olson, Joyner, Eisenach, Curry, & Johnson, 2014;
Smith, Williams, Mitchell, Mammen, & Garry, 2005), carotid
chemoreceptors (Clement, Pandit, Bascom, & Robbins, 1996;
Morosin et al., 2018), and central chemoreceptors (Narkiewicz,
Pesek, Van De Borne, Kato, & Somers, 1999). However, none
of these reflexes, when separately activated at physiological
levels, yields a Vi, response close to 50% of the one observed
during exercise (Forster, Haouzi, & Dempsey, 2012; Parkes,
2017). Therefore, interaction among possible underlying neural
mechanisms perhaps plays an important role for the regulation
of Vi and respiratory pattern during exercise in HFrEF.
Patients with HFrEF may present with increased carotid che-
moreceptors activity under normoxic rest (Despas et al., 2012;
Ponikowski et al., 1997), most likely due to low carotid bodies
perfusion (Ding, Li, & Schultz, 2011). In addition, carotid chemo-
receptors may be further activated by neural (Edgell & Stickland,
2014; Silva et al., 2018) and humoral (Linton & Band, 1985;
Pandit, Bergstrom, Frankel, & Robbins, 1994) signals derived
from skeletal muscle contractions. Thereby, the contribution of
the carotid chemoreflex to cardiorespiratory regulation seems
to enhance during exercise (Niewiniski et al., 2013; Stickland,
Miller, Smith, & Dempsey, 2007). In contrast, however, the ca-
rotid chemoreflex does not seem to contribute to Vi and respira-
tory pattern regulation during recovery from exercise in humans
(Clement et al., 1996; Paula-Ribeiro et al., 2019). Thus, an in-
teraction among the carotid chemoreflex and other reflexes that
operate during exercise, but not during recovery, possibly exist
(Edgell & Stickland, 2014; Guyjic et al., 2007; Scott et al., 2000).
An interaction among signals derived from metabolically
sensitive thin-fiber muscle afferents and other signals present
during exercise may also exist. Inhibition of sensitive thin-fiber
muscle afferents via intrathecal fentanyl infusion at the lumbar
level reduced Vg, and fg, but did not change tidal volume (V1)
during moderate to heavy-intensity exercise (65% peak power)
in patients with HFrEF (Olson et al., 2014). This evidence con-
sequently suggests that the muscle metaboreflex plays a role for
the V, and f; regulation during exercise in HFrEF. On the other
hand, it is long known that muscle metaboreflex activation at
rest, via postexercise circulation occlusion, commonly fails to
maintain Vi and f; above an unconcluded control condition in
patients with HFrEF (Olson, Joyner, & Johnson, 2010; Scott,

Davies, Coats, & Piepoli, 2002; Scott et al., 2000). One possi-
ble explanation for such divergent findings is that the muscle
metaboreflex drives the Vi and respiratory pattern only when
it interacts with other signals that operate during exercise. In
support, a recent study revealed metabolites arrest at rest did not
affect Vg and respiratory pattern (Lam, Greenhough, Nazari,
White, & Bruce, 2019). However, when the same procedure
was employed during exercise, it provoked Vg increase in a
Jr-dependent manner in healthy young adults (Lam et al., 2019).

Although the separated effect of the carotid chemoreflex
(Chua, Ponikowski, Harrington, Chambers, & Coats, 1996;
Edgell et al., 2015) and the muscle metaboreflex (Olson et al.,
2010; Scott et al., 2002, 2000) to the control of VE and respira-
tory pattern has been previously studied in patients with HFrEF,
the interaction between these reflexes remains uninvestigated.
Noteworthy, the carotid chemoreflex and the muscle metabore-
flex may interact at the level of the central nervous system and
at the periphery. Afferent neurons from carotid chemoreceptors
(Accorsi-Mendonga, Castania, Bonagamba, Machado, & Leao,
2011) and metabolically sensitive thin-fiber muscle afferents
(Potts et al., 2003) synapse at close regions in the nucleus of the
tractus solitarius where signals could be potentiated (Potts et al.,
2003). Furthermore, activation of the muscle metaboreflex may
increase carotid chemoreceptors activity via increased sym-
pathetic nerve activity to the carotid bodies (O'regan, 1981).
Therefore, the aim of this study was to investigate whether
the carotid chemoreflex and the muscle metaboreflex interact
to the regulation of Vi, and respiratory pattern in patients with
HFrEF. We hypothesized that simultaneous activation of these
reflexes (i.e., “experimental sum”) would provoke greater Vg
and respiratory pattern changes than the sum of separated re-
flexes changes (i.e., “calculated sum”), which consequently
would indicate that the reflexes under investigation interact in a
hyperadditive (i.e., synergistic or multiplicative) fashion to the
regulation of V, and respiratory pattern.

2 | METHODS

2.1 | Subjects

Ten patients (7 men) with HFrEF met the inclusion criteria and
volunteered to participate in the study. Eligibility criteria for
all were: age between 40 and 70 years, reduced left ventricle
ejection fraction (Simpson < 45%), optimal pharmacological
treatment, New York Heart Association (NYHA) class II or I1I,
no hospitalization in the last 6 months, body mass index lower
than 35 kg/mz, no chronic renal disease (creatinine > 1.5 mg/
dl), no diabetes (fasting glucose > 126 mg/dl), no current smok-
ing, no spirometric evidence of obstructive disease, forced ex-
piratory volume in 1 s by forced vital capacity greater than 70%
(FEV/FVC > 70%) and resting oxygen saturation greater than
94%. Subjects were assessed at the Antonio Pedro University
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Hospital and at the Biomedical Institute of the Fluminense
Federal University, in Niteroi, Rio de Janeiro State, Brazil. The
Ethics Committee of the Fluminense Federal University ap-
proved the study (CEP-CCM/HUAP 36681414.0.0000.5243),
and the study conformed to the standards set by the Declaration
of Helsinki. All subjects provided written informed consent to
participate in the study.

2.2 | Experimental protocol

The experimental protocol encompassed five visits. On
visit 1, subjects underwent an incremental workload ex-
ercise. On visit 2, subjects were familiarized with cuffs
inflation and constant workload exercise. In some cases,
the familiarization visit was repeated to guarantee sub-
jects’ adaptation with the protocol. Then, on visits 3 and 4,
subjects underwent four constant workload exercise trials.
Two trials were conducted per day, with at least 30 min
of interval. At last, on visit 5, subjects’ carotid chemore-
flex sensitivity was assessed. Subjects were asked to avoid
strenuous physical activity and refrain from consuming
caffeine for 24 hr before arriving for all visits. All visits
were separated by at least 24 hr.

2.3 | Experimental procedures

2.3.1 | Incremental workload exercise
Incremental workload exercise was performed on an elec-
tromagnetic cycle ergometer (ERGO-FIT 167, ERGO-FIT).
Workload was progressively increased until volitional fa-
tigue or until pedal cadence (60 rpm) could not be maintained
despite strong verbal encouragement (Mezzani et al., 2009).
Cardiac electrical activity (electrocardiogram) was continu-
ously monitored for clinical purposes and arterial pressure
(auscultatory method) was measured every 2 min.

2.3.2 | Constant workload exercise

Constant workload exercise was performed on an elec-
tromagnetic cycle ergometer at 60 rpm (ERGO-FIT 167,
ERGO-FIT). Exercise intensity was set at 60% peak work-
load attained in the incremental workload exercise (Olson
et al., 2010). Each constant workload exercise trial lasted
4 min. After that, subjects recovered seated on the cycle er-
gometer for 2 min. The use of two different gases (21% and
100% of O, in the inspired air; i.e., normoxia and hyper-
oxia, respectively) and two circulatory states in the lower
limbs (circulatory occlusion and free flow) were combined
during the recovery period. A hundred percent of O, was
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used in the inspired air in an attempt to provoke a fast and
robust suppression of the tonic carotid chemoreceptors ac-
tivity (Eyzaguirre & Lewin, 1961), whereas normoxia pre-
served tonic carotid chemoreceptors activity (Eyzaguirre
& Lewin, 1961). Circulatory occlusion aimed to retain by-
products of skeletal muscle contractions within the lower
limbs maintaining the activation of the muscle metabore-
flex during the recovery period (Alam & Smirk, 1937).
Free flow, in opposition, allowed removal of byproducts
from skeletal muscle contractions, which should inactivate
the muscle metaboreflex (Alam & Smirk, 1937).

In sum, four different conditions were formed (Figure
1): (a) 21% O, inhalation with free flow to the lower limbs
to maintain the tonic carotid chemoreflex activity without
muscle metaboreflex activation; (b) 100% O, inhalation
with circulatory occlusion in the lower limbs to suppress
the tonic carotid chemoreflex activity with muscle me-
taboreflex activation; (c) 21% O, inhalation with circu-
latory occlusion in the lower limbs to have both reflexes

a Tonic carotid chemoreflex activity

; i 21% O,
Baseline | Exercise |Free flow
[ [ [ [ [ I [ [ |
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time (min)
b Muscle metaboreflex activation
i {100% 0,
Baseline | Exercise lOcclusion
| T I T I l T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time (min)

C Experimental sum

§ | 21% O,
Baseline | Exercise
N — 1 T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time (min)
d Control condition
§ 100% 0,
Baseline | Exercise | Free flow
O — I I T
0 1 2 3 4 5 6 7

[e2)

Time (min)

FIGURE 1

(a) 21% O, inhalation (tonic carotid chemoreflex activity) with free

Ilustration of experimental conditions. Conditions:

flow to the lower limbs (inactive muscle metaboreflex); (b) 100 O,
inhalation (suppressed carotid chemoreflex activity) with circulatory
occlusion in the lower limbs (muscle metaboreflex activation); (c)

21% O, inhalation (tonic carotid chemoreflex activity) with circulatory
occlusion in the lower limbs (muscle metaboreflex activation); and (d)
100% O, inhalation (suppressed carotid chemoreflex activity) with free
flow to the lower limbs (inactive muscle metaboreflex)
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simultaneously active; and (d) 100% O, inhalation with
free flow to the lower limbs to suppress the tonic carotid
chemoreflex activity without muscle metaboreflex activa-
tion, which consequently was used as a control condition.
The order of the first condition of a day was selected by
randomization, and the opposite condition was used next.
For example, if 21% O, plus free flow was the first sorted
condition, it had to be followed by 100% O, plus circula-
tory occlusion in the same visit. In the next experimental
visit, for the same subject, another randomization was done
to select the order of the remaining conditions.

A breathing circuit was connected to the pneumotachom-
eter at onset of the recovery period allowing either delivery
of fresh air (21% O, or 100% O,) or rebreathing of expired
air (Banzett, Garcia, & Moosavi, 2000). We changed the level
of O, only during recovery due to two reasons: (a) to avoid
a change in the O, delivery to skeletal muscles during ex-
ercise, which could influence the metabolic response to ex-
ercise (Chua et al., 1996); (b) to avoid more than 2 min of
exposure to hyperoxia, since this could lead to a paradox-
ical excitatory effect on the Vg regulation (Dean, Mulkey,
Henderson, Potter, & Putnam, 2004). Subjects were blinded
to the O, concentration in the inhaled air. Rebreathing of ex-
pired air was used in an attempt to maintain the end tidal
partial pressure of CO, (Pg7CO,) at the end-exercise level,
because circulation occlusion traps a large amount of CO,
in the lower limbs. As a result, the circulating level of CO,
reduces, which may depress carotid and central chemorecep-
tors (Olson et al., 2010). The target Pr;CO, for a given sub-
ject was the mean value observed during the last 20 s of the
constant workload exercise conducted on the familiarization
visit. A trained researcher (A.C.M.) manually controlled the
amount of fresh gas delivered to achieve the target PgCO,.
So that, high PCO, prompted increase of fresh air delivery
consequently decreasing rebreathing, whereas low PgCO,
prompted decrease of fresh air delivery consequently increas-
ing rebreathing.

Circulatory occlusion at the level of the upper thighs
(SC12™, Hokanson) was initiated 5 s before the end of ex-
ercise through rapid cuff inflation (~0.5 s; E20, Hokanson).
One cuff was used per limb. Cuffs were inflated simulta-
neously to 20 mmHg above peak systolic arterial pressure
(SAP) recorded in the arm during the incremental workload
exercise (Olson et al., 2010). Subjects were carefully famil-
iarized with the circulatory occlusion on a day before the ex-
periments. The familiarization started with cuff inflation at a
pressure close to 100 mmHg at rest for about 30 s. Next, in-
flation pressure was increased and maintained for a progres-
sively longer period. The increment of pressure and inflation
duration was done according to the subjects’ tolerance, until
the target pressure and duration was achieved at rest. Then,
subjects performed the 4-min constant workload exercise at
60% peak workload. Cuffs were inflated at the target level

before the end of exercise and kept inflated for 2 min. The
postexercise circulatory occlusion was repeated during the
familiarization, in case perceived discomfort was greater than
3 on Borg's 0 to 10 scale or subjects held their breath while
cuffs were inflated.

An oro-nasal silicone mask (V2™, Hans Rudolph) was
tightly adjusted to the subjects’ face to avoid air leak. A bi-
directional pneumotachometer was connected to the mask
(Prevent, MedGraphics) to allow the measurement of VE
and pulmonary gas exchange on a breath-by-breath basis
(Ultima CPX™ MedGraphics). Cardiac electrical activity
was measured by a 12-lead electrocardiogram for clinical
purposes (Welch Allyn CardioPerfect Workstation, Welch
Allyn). Arterial pressure was measured via the auscultatory
method.

2.3.3 | Carotid chemoreflex sensitivity
Carotid chemoreflex sensitivity was assessed via the tran-
sient hypoxia method (Chua & Coats, 1995). Subjects seated
in the upright position on a comfortable chair. An oro-nasal
silicone mask (V2™, Hans Rudolph) was carefully adjusted
to the subjects’ face. One side of a bidirectional pneumotach
(Prevent, MedGraphics) was connected to the mask. Another
side was connected to a piece composed of an one-way valve
and a stopcock. The one-way valve avoided rebreathing of
expired air. The stopcock allowed switch of inspired air be-
tween room air and pure nitrogen. The test began with a quiet
undisturbed resting period of 5-10 min for measurement
of baseline Vi and pulse oxygen saturation (SpO,). Then,
subjects inhaled pure nitrogen for two to eight consecutive
respiratory cycles. Inhalation of pure nitrogen was repeated
six to 10 times. Repetitions were done after Vi and SpO,
returned to the baseline level, which usually took 2-5 min.
SpO, was measured at a hand finger (DRE Vida Multi-
parameter Monitor, Avante). Air flow and pulmonary gas
exchange were acquired breath-by-breath with a metabolic
analyzer (Ultima CPX™ MedGraphics). The average of the
two highest consecutive V values, either during or after each
nitrogen inhalation, was plotted against the respective lowest
SpO,. Then, a linear regression was performed. The result-
ing slope was considered as an index of carotid chemoreflex
sensitivity of an individual. Values up to 0.675 L/min/% were
considered within the normal range (Chua et al., 1997).

2.4 | Statistical analysis

Breath-by-breath respiratory data from 120 s of resting, last
20 s of exercise and 20-s periods along recovery were av-
eraged within each condition. In addition, data from O to
120 s of recovery were combined as a single average per
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condition per subject, and then, changes versus control were
calculated. Sum of separated reflexes’ effects was named
“calculated sum” and consisted of the sum of carotid chem-
oreflex change versus control and muscle metaboreflex
change versus control [i.e., (protocol a — protocol d) + (pro-
tocol b — protocol d)]. “Experimental sum” was considered
as the change provoked by simultaneous reflexes activi-
ties versus control (i.e., protocol ¢ — protocol d). Changes
versus control were considered the main study's endpoints.
Thus, any change data located beyond 1.5 times the inter-
quartile range for a variable, under a given condition, was
considered as outlier. Raw data were contrasted to control
via two-way ANOVA, without outlier data. Changes versus
control were compared among four conditions via one-way
ANOVA, both with and without outlier data. Fisher's post
hoc was used after ANOVA, when needed. Changes versus
control were contrasted to zero via single mean Student's
t-test. Associations were assessed via Pearson's correla-
tion. The sample size for each analysis is reported, given
that some respiratory data were not recorded due to techni-
cal problems with the metabolic analyzer and some outlier
data had to be removed from inferential analyses. Subjects’
characteristics are reported as mean, standard deviation
(SD), minimal (min) and maximal (max). Data compared
by inferential statistics are presented as mean =+ standard
error of the mean (SEM). All inferential analyses were two-
tailed. Absolute p-values were reported whenever possible.
p-values were interpreted taking into account the .05 value
as an orientation, but not as cutoff, according to accumulat-
ing statisticians’ recommendations (Amrhein, Greenland, &
McShane, 2019).

3 | RESULTS

Table 1 presents subjects’ characteristics. Most subjects were
at NYHA class II. The body mass index (BMI) values ranged
from a classification of eutrophic to obesity grade I. As ex-
pected, all fasting glucose and spirometric data were within
normal values. Left ventricular ejection fraction ranged from
20.0% to 37.8%. Carotid chemosensitivity was above nor-
mal values in only one subject. All subjects were taking beta
blockers, drugs targeting the renin-angiotensin system (ACE
inhibitor or AT1 blocker) and diuretics, and just one was tak-
ing a vasodilator.

SAP (Figure 2), diastolic arterial pressure (DAP; Figure
3), end tidal partial pressure of O, (Pg1O,; Figure 4), Pe1CO,
(Figure 4), Vi (Figure 5), V (Figure 6), f (Figure 7) were
similar between each experimental condition and control at
rest and at the end of exercise. SAP and DAP were greater
during recovery with muscle metaboreflex activation and
both reflexes active as compared to recovery with tonic ca-
rotid chemoreflex activity and control. PgrO, surpassed
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TABLE 1 Subjects’ characteristics

Variable Mean + SD Min-Max
Sex TM/3W
NYHA (II/11I) 6/4
Age (years) 56 +7 44-67
Weight (kg) 78.3 +15.6 57-114
BMI (kg/m?) 28.0 +4.3 20.4-34.4
FGlu (mg/dl) 102.7 + 10.0 97-122
Creatinine (mg/dl) 0.95 +0.16 0.7-1.3
FEV, (%predicted) 789 +7.1 66.3-89.3
FEV,/FVC (%) 101.9+79 84.6-116
LVEF Simpson (%) 31.0 £ 6.1 18.5-37.8
Chemo. Sens. (L/min/SpO,%)  0.35 +£0.23 0.15-0.9
Peak workload (W) 62 + 36 30-145
Peak SAP (mmHg) 162.6 +£35.9 122-212
Peak DAP (mmHg) 91.6 +15.3 70-120
Drugs

Beta blocker 10

ACE/AT1 10

Spironolactone 10

Furosemide 2

Hidralazine 1

Nitrate 1

Note: n =10 for all variables, with the exception of spirometry variables (n = 9)
and carotid chemosensitivity (n = 9).

Abbreviations: ACE, inhibition of angiotensin-converting enzyme; AT1, blocker
of angiotensin type 1 receptors; BMI, body mass index; Chemo. Sens., carotid
chemosensitivity; DAP, diastolic arterial pressure; FEV, forced expiratory
volume in 1 s; FGlu, fasting glucose; FVC, forced vital capacity; LVEEF, left
ventricular ejection fraction; NYHA, New York Heart Association; SAP,
systolic arterial pressure.

350 mmHg after 21 s of recovery under hyperoxia in all
subjects. PrrCO, was similar throughout time between tonic
carotid chemoreflex activity and control, but it was lower
during recovery with muscle metaboreflex activation and
both reflexes active versus control.

Recovery with tonic carotid chemoreflex activity or mus-
cle metaboreflex activation did not change Vg and respira-
tory pattern versus control. V remained unchanged from
control when both reflexes were simultaneously active. On
the other hand, VE and f increased when both reflexes were
simultaneously active versus control. Experimental sum and
calculated sum were similar for Vg, but only experimental
sum raised Vi above control (i.e., change greater than zero).
Furthermore, experimental sum was greater than calculated
sum for fp. At last, Vg experimental sum neither correlated
with Vg separated reflexes effects (carotid chemoreflex:
n =9, r=.10, p = .80; muscle metaboreflex: n =9, r = .06,
p = .89) nor with resting carotid chemosensitivity (n = 8,
r = —49, p = .22). Similarly, f; experimental sum neither
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correlated with f separated reflexes effects (carotid che-
moreflex: n = 10, r = —.29, p = .41; muscle metaboreflex:
n =10, r = .47, p =.18) nor with resting carotid chemosensi-
tivity (n =9, r = —.42, p = .26).

FIGURE 2
and during recovery under tonic carotid chemoreflex activity (panel

Systolic arterial pressure (SAP) at rest, end-exercise

a), muscle metaboreflex activation (panel b) and both reflexes active
(panel c) in contrast to both reflexes inactive (i.e., control). n = 10
for panels a and b, n = 9 for panel c. Data reported as mean + SEM
and analyzed by two-way repeated-measures ANOVA followed by
Fisher’s post hoc. *p < .05 versus control

4 | DISCUSSION

The main results of the present study were that sum of sepa-
rated reflexes effects did not change Vi and respiratory pat-
tern versus control. On the other hand, VE and fg increased
versus control when both reflexes were simultaneously active
(experimental sum). Collectively, these results support an in-
teraction between the carotid chemoreflex and the muscle
metaboreflex for the regulation of Vi and respiratory pattern.
Another noteworthy finding was that Vg and f; experimental
sums were neither associated with Vi and fi separated re-
flexes effects nor with resting carotid chemosensitivity. The
lack of association indicates that the effect mediated by sepa-
rated reflexes did not predict the effect yielded when both re-
flexes were simultaneously active. Hence, our results suggest
that reflexes interaction should be further explored, particu-
larly in patients who present with altered Vi and respiratory
pattern response to exercise, such as those with HFrEF.

4.1 | Carotid chemoreflex
We found delivery of hyperoxia at the onset of inactive re-
covery from exercise did not change Vg, V1 and fz versus
normoxia when the leg circulation was unobstructed. It is
unlikely that the lack of hyperoxia effect was attributed to
insufficient inhibition of carotid chemoreceptors. The rea-
son is that data collected in anesthetized cats indicate that
350 mmHg of O, pressure in the arterial blood (PaO,) pro-
vokes a large reduction in the carotid chemoreceptors activity
(Eyzaguirre & Lewin, 1961). We used Pg;O, as a surrogate
of PaO,. By means of 100% O, in the inspired air, we reached
the 350 mmHg level after 21 s of recovery. Therefore, from
this moment on hyperoxia probably induced robust carotid
chemoreceptors inhibition. Of note, it is unlikely that aortic
chemoreceptors or any other O, sensitive mechanism play
a relevant role for the ventilatory control in humans. The
reason is that carotid bodies removal in humans, for the sake
of asthma treatment in the 1960s (Lugliani, Whipp, Seard, &
Wasserman, 1971) or removal of tumors in the neck region
(Timmers, Wieling, Karemaker, & Lenders, 2003), almost
abolishes the ventilatory response to hypoxia.

A study in patients with right-sided heart failure induced
by pulmonary arterial hypertension employed a similar meth-
odological approach to ours (Paula-Ribeiro et al., 2019). One
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hundred percent O, was given in the inspired air 10 s before the
onset of active recovery from incremental exercise. Hyperoxia
decreased V, during the first 30 s of active recovery versus
normoxia, but then from this time up to 300 s it had no effect.
Another study, conducted in healthy humans, showed that
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FIGURE 3 Diastolic arterial pressure (DAP) at rest, end-
exercise and during recovery under tonic carotid chemoreflex activity
(panel a), muscle metaboreflex activation (panel b) and both reflexes
active (panel c) in contrast to both reflexes inactive (i.e., control).

n = 10 for panels a, b and c. Data reported as mean + SEM and
analyzed by two-way repeated-measures ANOVA followed by Fisher's
post hoc. *, p < .05 versus control

the V; response to transient hypoxia at rest did not vary from
pre- to post-heavy-intensity exercise (Clement et al., 1996),
indicating therefore that the carotid chemoreflex sensitivity
was unchanged. Together, data from our and previous studies
(Clement et al., 1996; Paula-Ribeiro et al., 2019) support that
carotid chemoreceptors, per se, do not seem to contribute at all
or contribute to a small part of the V; recovery from exercise.

4.2 | Muscle metaboreflex

Obstruction of lower limbs’ circulation maintained arte-
rial pressure at a level superior to the end exercise level,
whereas arterial pressure decreased during recovery from
exercise without circulatory occlusion. The arterial pres-
sure data thus corroborate previous findings (Alam &
Smirk, 1937; Olson, Joyner, & Johnson, 2010; Scott et al.,
2002) and indicate that the muscle metaboreflex was op-
erating during recovery with circulatory occlusion. Even
though the muscle metaboreflex activity had a clear effect
on the arterial pressure, it did not change Vg and respira-
tory pattern versus control. The absence of an effect on
Vg and respiratory pattern has also been reported by other
studies in patients with HFrEF (Olson et al., 2010; Scott
et al., 2002, 2000), which further supports that muscle
metaboreflex activation via circulatory occlusion of both
lower limbs during recovery from exercise is ineffective
for the Vi and respiratory pattern regulation.

The use of postexercise circulatory occlusion allows
maintenance of muscle metaboreflex activity apart from
other reflexes activated during exercise like central com-
mand (Goodwin, McCloskey, & Mitchell, 1972), muscle
mechanoreflex (Silva et al., 2018) and venous distension
(Haouzi, Hill, Lewis, & Kaufman, 1999). However, one dis-
advantage of the method for the study of V}; and respiratory
pattern is that it traps a large amount of CO, in the limbs
and consequently PgCO, has been shown to decay by about
5 mmHg in patients with HFrEF (Olson et al., 2010), which
may reduce the tonic activity of carotid and central chemo-
receptors (Forster et al., 2012; Olson et al., 2010). Thus, we
used a rebreathing system in an attempt to avoid this prob-
lem (Banzett et al., 2000). The CO, control was not perfect
though, as Pg1CO, was about 2 mmHg lower throughout the
experiment to activate the muscle metaboreflex and at some
time points during the experiment with the presence of both
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FIGURE 4 End tidal partial pressure of O, (PgrO,) and CO,
(PetCO,) at rest, end-exercise and during recovery under tonic carotid
chemoreflex activity (panel a), muscle metaboreflex activation (panel
b) and both reflexes active (panel c) in contrast to both reflexes inactive
(i.e., control). n = 7 for all PO, time points, n = 7 for resting Pg;CO,
and n = 10 other PrrCO, time points. In order to raise the statistical
power, resting data were not included in the ANOVA analysis. Data
reported as mean + SEM and analyzed by two-way repeated-measures
ANOVA followed by Fisher’s post hoc. *p < .05 versus control

reflexes versus control. However, raising the PgrCO, up
to 3 mmHg did not change Vi during postexercise muscle
metaboreflex activation in healthy young men (Alghaith,
Balanos, Eves, & White, 2019). Thus, it is unlikely that
PrCO, was an issue for our data interpretation.

4.3 | Interaction between reflexes
Neither active carotid chemoreflex nor active muscle metabore-
flex in separation changed Vi, Vp and f; versus the control
condition. Sum of separated reflexes effects remained similar to
control. On the other hand, V; and f; increased above the con-
trol condition level when both reflexes were simultaneously ac-
tive. Even using the single mean Student's #-test, which is a less
strict analysis, separated reflexes and calculated sum remained
unchanged from control. Therefore, the absence of separated
reflex effects and calculated sum effect does not seem to be at-
tributed to lack of statistical power. Unexpectedly, interaction
between the carotid chemoreflex and the muscle metaboreflex
yielded an additive effect (i.e., experimental sum similar to cal-
culated sum) on the V; and a hyperadditive effect on the f; (i.e.,
experimental sum greater than calculated sum). Breathing with
a facemask could have some effect on V; and breathing pattern
(Bloch, Barandun, & Sackner, 1995; Sackner, Nixon, Davis,
Atkins, & Sackner, 1980), but the effect would be systemically
present during all experiments which makes the use of a face-
mask an unlikely explanation for these results. It is also unlikely
that PrCO, was an issue, as mentioned earlier. An alternative
explanation could be the level of carotid chemosensitivity in our
subjects. Just one subject presented resting carotid chemosen-
sitivity higher than the superior range of normal (Chua et al.,
1997). Thus, perhaps the effect of simultaneous reflexes partici-
pation would be greater in patients with higher carotid chemore-
flex activity and sensitivity. Of note, during exercise, the carotid
chemoreflex and the muscle metaboreflex possibly interact with
other operating reflexes like central command (Goodwin et al.,
1972), muscle mechanoreflex (Silva et al., 2018) and venous
distension (Haouzi et al., 1999). As a result, the effect herein ob-
served could have been greater if we had assessed an interaction
between the carotid chemoreflex and the muscle metaboreflex
during exercise, rather than recovery (Lam et al., 2019).

We did not use hypoxia to stimulate the carotid chemorecep-
tors in present study for the sake of patients’ safety. Thus, our
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data reflects the effect of tonic carotid chemoreceptors activity,
rather than its sensitivity to hypoxia. Importantly, patients with
HFrEF infrequently develop hypoxemia during exercise (Smith
& Olson, 2019; Van Iterson et al., 2017), and so the assessment
of tonic carotid chemoreceptors regulation of exercise hyperp-
nea enriches the external validity of our results. Some studies
in healthy young adults have employed hypoxia during con-
comitant activation of skeletal muscle afferents. For instance,
simultaneous carotid chemoreceptors activation via hypoxia
and muscle metaboreflex activation via posthandgrip ischemia
tended (p = .14) to provoke greater Vi, response than the sum
of Vg responses to each separated stimulus in healthy young
men, in spite of PptCO, being ~7 mmHg lower during hypoxic
posthandgrip ischemia versus normoxic posthandgrip ischemia
(Edgell & Stickland, 2014). Consequently, the Vy, difference be-
tween experimental and calculated sums could have been clearer
at comparable PrCO, level. Another study showed that simulta-
neous carotid chemoreceptors activation, via hypoxia, and mus-
cle mechanoreflex activation, via passive limb movement, under

isocapnia provoked a hyperadditive Vy response in healthy
young adults (Silva et al., 2018). Therefore, use of hypoxia in
healthy young humans to increase the carotid chemoreceptors
activity supports the aforementioned hypothesis that the V ef-
fect reported in the present study could have been greater in pa-
tients with higher carotid chemoreflex activity and sensitivity.
Our study was not designed to dissect where and how
the interaction between the carotid chemoreflex and the
muscle metaboreflex takes place, but it is conceivable that
these reflexes interacted both at the central nervous system
and at the periphery. Afferents from carotid chemoreceptors
(Accorsi-Mendonga et al., 2011) and muscle metaborecep-
tors synapse at close regions in the nucleus of the tractus
solitarius (Potts et al., 2003). Thus, afferent signals could
be potentiated at this place, similar to what has been de-
scribed for the interaction between afferent signals from
arterial baroreceptors and muscle mechano- and metabo-re-
ceptors (Potts et al., 2003). Furthermore, activation of the
muscle metaboreflex could increase carotid chemoreceptors
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activity via increased sympathetic nerve activity to carotid
bodies (O'regan, 1981). The increased sympathetic activ-
ity, in turn, could change carotid chemoreceptors activity
either directly (Eyzaguirre & Lewin, 1961) or indirectly via
alpha receptors-mediated vasoconstriction of arterioles that
perfuse carotid chemoreceptors (Almaraz, Perez-Garcia,
Gomez-Nino, & Gonzalez, 1997). It is important to mention
that these hypotheses are based on animal model studies,
and so, their translation to patients with HFrEF is limited.

44 |

Implications

Our results support that the interaction between the carotid
chemoreflex and the muscle metaboreflex raises Vg in a fy-de-
pendent manner. The f; difference between experimental and
calculated sums was of 2 cycles/min. At a first glance it may
appear to be an effect of unimportant magnitude. However, evi-
dence indicates that at similar level of Vi (~45 L/min), patients
with HFrEF showed f; 7 cycles/min greater than healthy controls

(Smith & Olson, 2019). V was similar to controls (Smith &
Olson, 2019). As aresult, the increased f; provoked hypocapnia
(Smith & Olson, 2019). Estimation based on alveolar ventila-
tion and VCO, data indicates that the hypocapnia could have
been eliminated if the excessive fi response decreased by 4 cy-
cles/min. Thus, if the interaction between the carotid chemore-
flex and muscle metaboreflex contributes to an extra f increase
of 2 cycles/min during exercise, it would represent 50% of the
exaggerated fi response to exercise at an iso-Vy, level.

The consequences of f;-mediated exercise hyperventilation in
patients with HFrEF may include increased dead space Vi and
increased work of breathing (Smith & Olson, 2019), which in
combination can accentuate the perception of dyspnea (Andreas,
Vonhof, Kreuzer, & Figulla, 1995; Morosin et al., 2018). The
ensuing augmented recruitment of respiratory muscles may in-
duce competition for distribution of the patients’ low cardiac
output between respiratory and locomotor muscles (Borghi-Silva
et al., 2008), likely adding to restrain locomotor muscles perfu-
sion (Borghi-Silva et al., 2008). As a result, lower limb discom-
fort may increase and, along with the aforementioned dyspnea,
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can contribute to reduce the exercise tolerance (Borghi-Silva et
al., 2008). Therefore, remains to be investigated whether inter-
action between the carotid chemoreflex and the muscle metab-
oreflex contributes to respiratory, cardiovascular and perceptual
responses to exercise. If it does contribute, attenuation of the in-
teraction between the carotid chemoreflex and the muscle metab-
oreflex could be beneficial for patients with HFrEF, which could
probably be achieved, for example, via exercise training (Negrao,
Middlekauff, Gomes-Santos, & Antunes-Correa, 2015).

5 | CONCLUSION

The carotid chemoreflex and the muscle metaboreflex inter-
acted to Vi regulation in a fz-dependent manner in patients
with HFrEF. Therefore, if this interaction operates during ex-
ercise, it can have some contribution to the HFrEF exercise
hyperventilation.
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