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RESUMO ESTUDO 1 - ARTIGO PUBLICADO

Introducdo: A doenca de Parkinson (DP) é conhecida por causar tremor e
rigidez, mas outros sintomas, como disfuncdes respiratérias e autonémicas,
sdo uma das principais causas de incapacidade e mortalidade nesses
pacientes. Objetivo: Neste estudo, ndés examinamos 0Ss movimentos
respiratorios usando cinerradiografia em um modelo animal de DP tardia /
avancada. Métodos: Sob anestesia cirlrgica, camundongos C57BL/6J
receberam uma inje¢édo de 6-OHDA ou solugdo salina no estriado direito. Duas
semanas apds a cirurgia, 0s animais tiveram seus movimentos respiratorios
registrados por radiografia em video sem qualquer restricdo de movimento.
Durante as gravacfes, os animais foram submetidos a um desafio leve de
estresse agudo. Testes comportamentais foram realizados para avaliar a
gravidade da lesdo de 6-OHDA. Resultados: Como resultado, testes
comportamentais confirmaram comprometimentos motores severos em
camundongos 6-OHDA em comparacdo aos controles. Camundongos 6-OHDA
mostraram um padrdo respiratério predominantemente toracico com excursao
diafragmética reduzida e frequéncia respiratéria reduzida apds o estresse.
Conclusado: Esses resultados sugerem que a degeneracdo nigroestriatal
avancada pode causar alteracbes respiratérias com as caracteristicas dos
distarbios respiratérios do tipo obstrutivo.

Palavras-chave: Respiracao, Diafragma, Radiografia, Modelos de Doencas,

Comportamento, Animal.
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ABSTRACT ESTUDO 1 - ARTIGO PUBLICADO

Introduction : Parkinson’s disease (PD) is known to cause tremor and rigidity,
but other symptoms such as respiratory and autonomic dysfunctions are a
major cause of disability and mortality in patients. Objective: In this study, we
examined respiratory movements by using cineradiography on a murine model
of late/advanced PD. Methods: Under surgical anesthesia, C57BL/6J mice
received an injection of either 6-OHDA or vehicle solution to the right striatum.
Two weeks after surgery, the animals had their respiratory movements recorded
by video X-ray without any restraint. During recordings the animals were
submitted to a mild acute-stress challenge. Behavioral tests were performed to
assess the severity of the 6-OHDA lesion. Results: As a result, behavioral tests
confirmed severe motor impairments in 6-OHDA mice as compared to controls.
6-OHDA mice showed a predominantly thoracic respiratory pattern with reduced
diaphragmatic excursion, and reduced respiratory frequency after stress.
Conclusion: These results suggest that advanced nigrostrial degeneration may
cause respiratory alterations with the features of obstructive-type respiratory
disorders.

Keywords: Respiration, Diaphragm, Radiography, Disease models, Behavior,

Animal.
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RESUMO ESTUDO 2 - MANUSCRITO

Introducédo: A expectativa de vida aumentou acentuadamente durante o século
passado e espera-se que continue a aumentar em praticamente todas as
populacdbes em todo o mundo. Estudos em humanos mostraram que o
envelhecimento esta associado a uma diminuicdo significativa da complacéncia
da parede toracica, envolvendo a complacéncia da caixa torécica (térax
superior) e a complacéncia do compartimento diafragmatico-abdominal (térax
inferior). Além disso, idosos apresentam diminuicdo da sensacao de dispnéia e
diminuicdo da resposta ventilatoria a hipdxia e hipercapnia, tornando-os mais
vulneraveis a insuficiéncia ventilatoria durante estados de alta demanda, como
situacbes de estresse e possiveis desfechos desfavoraveis. No entanto,
estudos em humanos ndo conseguem distinguir as alteracées causadas pela
senescéncia natural daquelas causadas por fatores ambientais ou genéticos.
Objetivo: Nosso objetivo foi avaliar a fisiologia respiratéria em idosos (> 12
anos) em comparagao com os jovens (<3 anos), em micos-comuns nascidos e
criados em um estabelecimento de criacdo comercial, ou seja, minimamente
expostos a fatores ambientais. Métodos: Esta pesquisa foi realizada em 16
micos-comuns (Callithrix jacchus). Os dados foram coletados por registros
cinerradiograficos. Durante 3 dias consecutivos, os macacos foram filmados
dentro do aparelho raio-x para avaliacdo de movimentos respiratérios durante a
respiracdo tranquila. Resultados: Como resultado, os parametros da funcao
respiratéria mostraram reducdo da excursdo diafragméatica no grupo de idosos,
em comparacdo com o0 grupo jovem. Conclusdo: Podemos concluir que
alteracdes na amplitude dos movimentos respiratorios podem estar associadas
ao envelhecimento nesse modelo. Estes resultados podem confirmar a
aplicabilidade de todos ou alguns destes testes como experimentos validos
para o estudo do processo de envelhecimento em macacos.

Palavras-chave: Senescéncia, mico- comum, funcao respiratoria.
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ABSTRACT ESTUDO 2 - MANUSCRITO

Introduction: Life expectancy has risen sharply during the past century and is
expected to continue to rise in virtually all populations throughout the world.
Studies in humans have shown that aging is associated with a significant
decrease in chest wall compliance, involving rib cage (upper thorax) compliance
and compliance of the diaphragm-abdomen compartment (lower thorax). In
addition, older adults experience decreased sensation of dyspnea and
diminished ventilatory response to hypoxia and hypercapnia, making them more
vulnerable to ventilatory failure during high demand states like stress situations,
with possibly poor outcomes. However, human studies cannot distinguish
changes caused by natural senescence from those caused by environmental or
genetic factors. Objective: Our objective was to evaluate the respiratory
physiology in the elderly (>12 y.0.) as compared to the young (<3 y.0.), in
common marmosets born and raised in a commercial breeding facility, i.e,
minimally exposed to environmental factors. Methods: This research was
conducted in 16 Common marmosets (Callithrix jacchus). Data were collected
by cineradiographic recordings. During 3 consecutive days, the monkeys will be
filmed inside the x-movie apparatus for assessment of respiratory movements
during quiet respiration. Results: As a result, parameters of respiratory function
showed reduced diaphragmatic excursion in the elderly group, as compared to
the young group. Conclusion: We may conclude that changes in the amplitude
of respiratory movements may be associated with aging. These results might
confirm the applicability of all or some of these tests as valid experiments for the
study of the aging process in monkeys.

Keywords: Senescence, Common marmosets, respiratory function.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

A presente tese apresenta os resultados das atividades desenvolvidas
durante o periodo de doutorado junto ao Programa de POs-Graduacdo em
Ciéncias e Tecnologias em Saude da Faculdade de Ceilandia na Universidade
de Brasilia. Este projeto teve sua coleta de dados realizada em parceria com a
Tokyo Medical and Dental University e Clea Inc.

1.2 REFERENCIAL TEORICO

1.2.1 Funcgao Respiratoria

A principal funcéo do sistema pulmonar € promover a troca gasosa entre o
ambiente e o corpo, possibilitando que o oxigénio seja transportado do ar
atmosférico para o tecido pulmonar e que o didxido de carbono se mova no
sentido contrario. Esta troca gasosa nos pulmdes ocorre através de cerca de
300 milhdes de pequenos alvéolos, sendo a area de superficie total disponivel
para a difusdo num pulmé&o humano em torno de 60-80 m? (1,2).

Os pulmdes flutuam dentro da caixa toracica, unidos a ela pelo liquido
pleural encontrado entre os folhetos visceral e parietal da pleura e com funcao
lubrificante para reducdo do atrito entre o parénquima pulmonar e a caixa
toracica durante os movimentos pulmonares dentro da cavidade (2).

A parede toracica pode ser considerada dividida em duas partes operando
em paralelo, ou seja, a caixa toracica e o abdome-diafragma.

A ventilacdo pulmonar € a renovagdo constante do ar contido no interior
dos pulmdes e se da através do fluxo aéreo do meio externo para o interior dos
pulmdes (inspiracdo) e vice-versa (expiragado), decorrente das pressoes criadas
pela expansédo e pela contracdo toracicas associadas a atuacado dos musculos
respiratorios (2).

Os pulmd@es tém a capacidade de se expandir na inspiracdo, permitindo a
entrada de ar no seu interior e também a capacidade de voltar ao seu volume

inicial durante a expiracao. Isto se deve as forcas elasticas do parénquima. No



19

entanto o térax se adapta a variacdo volumétrica dos 6rgdos, aumentando o
seu diametro (3). Este aumento de volume € devido o trabalho em conjunto das
articulacbes costovertebrais, esternocostais e dos musculos que atuam nas
costelas, gerando o movimento de elevacdo das costelas, ou seja, o
movimento de expansdo da caixa toracica (4).

O torax € constituido pelo esterno, costelas, cartilagens costais e
vértebras toracicas. E limitado anteriormente pelo esterno, superiormente pela
clavicula e inferiormente pelo diafragma. A cavidade toracica serve para fixar a
coluna vertebral posteriormente e faz a fixacdo do esterno na parte anterior,
além de proteger os orgaos internos (coracao, pulmdes) (5).

A caixa toracica se movimenta durante a ventilacdo, realizando dois
movimentos: no movimento de alga de balde ocorre um aumento do diametro
transverso do torax devido a elevacdo das costelas durante a inspiragdo; e no
movimento de braco de bomba ocorre um aumento do didametro antero-
posterior do torax devido a elevacao e a projecao anterior do esterno durante a

inspiragéo (4,5) (Fig. 1).

Vértebra Esterno
‘ Costela

(a) O movimento similar ao da alavanca de uma bomba manual de
agua aumenta a dimens&o antero-posterior da caixa toracica.

Vértebra

Costela

Esterno

(b) Um movimento similar ao da alga de um balde aumenta a
dimensao lateral da caixa toracica.

Figura 1. Movimento da caixa toracica durante a inspiragcdo. A. Movimento de brago de bomba. B. Movimento
de alca de balde.
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O diafragma é o musculo ventilatério mais importante, responsavel por
grande parte do aumento do volume pulmonar durante uma inspiracao
tranquila. Em forma de abdboda ou cupula possui um centro tendinoso (centro
frénico) e esta localizado entre o térax e o abdémen, serve como uma barreira
mecénica entre a cavidade toracica e cavidade abdominal mantendo o
gradiente de pressdo entre essas duas cavidades (6). E inervado pelos dois
nervos frénicos, que deixam a medula espinhal entre o terceiro e quinto
segmento cervical (4). As fibras musculares do diafragma se inserem no
esterno, nas seis costelas inferiores e na coluna vertebral por meio de dois
pilares. As outras extremidades dessas fibras convergem para se fixar no
tendao central fibroso (7).

Importantes estruturas passam por trés aberturas: forame da veia cava
inferior, o hiato esofagico e o hiato adrtico (Fig. 2). O hiato aértico é o mais
inferior e mais posterior das grandes aberturas e é encontrado no nivel da
margem inferior da décima segunda vértebra toracica; permite a passagem da
aorta, do ducto torécico, de troncos linfaticos derivados da porgéo inferior da
parede posterior do térax e das veias 4zigo e hemiazigo. O hiato esofégico esta
localizado ao nivel da décima vértebra toracica. Ele permite a passagem do
esb6fago, de nervos gastricos, de ramos esofagicos dos vasos gastricos
esquerdos e de alguns vasos linfaticos. O forame da veia cava se encontra no
nivel do disco entre a oitava e a nona vértebras toracicas, é atravessado pela
veia cava inferior, a qual se adere a margem da abertura, e por alguns ramos
do nervo frénico direito. Existem duas aberturas menores em cada pilar: uma
permite a passagem do nervo esplanico maior, e a outra permite a passagem

do nervo esplanico menor (3).
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f Processo xifoide

Artéria e veia toracicas internas;
nervo frénico esquerdo, ramo frenicoabdominal

Veias frénicas inferiores — 8 /

Centro tendineo

Hiato esofagico; esofago, troncos

Y

vagais anterior e posterior

Forame da veia cava

e

ramo frenicoabdominal
Nenvo frénico direito,

ramo frenicoabdominal — Artéria frénica inferior

- Nervo esplancnico maior

Ligamento arqueado mediano ———

Veia hemiazigo

Pilar direito
do diafragma

Nervo esplancnico menor
Li queado lateral

Hiato aértico; parte abdominal

Dédima da aorta; ducto toracico

segunda costela
M. quadrado do lombo
Processo transverso, primeira vértebra lombar
M. psoas maior
Li q medial WL
[ | Tronco sim pét
Veia azigo ; ' Pilar direito

Figura 2. Anatomia do diafragma Fonte: adaptado da internet (www.anatomiaonline.com)

A contracdo do diafragma permite que o volume interno da caixa toracica
aumente em decorréncia do seu alongamento cranio-caudal durante a
inspiragdo, quando suas duas partes se contraem empurrando as visceras
abdominais para baixo e para frente, causando aumento na pressédo abdominal
e deslocamento do conteido abdominal para baixo. A parte costal também
expande a caixa toracica inferior, elevando as costelas para fora (1,8). Além
disso, o diafragma ajuda na emese, miccdo e defecacdo pelo aumento da
pressao intra-abdominal e ajuda a prevenir o refluxo gastroesofagico,
exercendo presséo externa no hiato esofagico (9).

Sendo responséavel por 2/3 do volume corrente na posigdo sentada e em
pé e 3/4 na posicdo supina, o diafragma é responsavel por 50-60% da
ventilagdo, aumentando o eixo vertical e alargando as bases do térax em sua
fase ativa. Exerce acdo sinérgica e antagdnica com os musculos abdominais,
conforme a fase da respiracdo (10). Na inspiracdo, as costelas mais inferiores
séo fixadas, ocorrendo a contracdo das fibras musculares e tragdo do tendao
central para baixo e para frente, a contracdo do diafragma provoca a descida
de sua abdéboda de 1 a 2 cm no interior da cavidade abdominal, isso alonga o

térax e aumenta seu volume. Esses pequenos movimentos para baixo do
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diafragma sdo possiveis porque as visceras abdominais podem ser

empurradas contra a parede abdominal relativamente complacente (Fig. 3) (7).

Diametro ;
Longitudinal—4:
Diametro
Transversal

Diafragma

Diametro
Antero-posterior

Diafragma

Diametro
Longitudinal
Diafragma

Diafragma

Diametro

Didmetro
Transversal

Antero-posterior

Posicao de expiracao

_Fi?uratS. Caracterizagdo da mobilidade do diafragma durante inspiracdo e expiracdo. Fonte: adaptado da
Iinternet.

Durante a inspiragdo, o movimento da parede abdominal depende da
descida do diafragma que desloca o abdome e visceras e faz com que a
parede abdominal se aumente. Ao mesmo tempo, no entanto, a elevacdo das
costelas aumenta a distancia entre a sinfise pubica e a margem costal
tendendo a produzir um movimento para dentro da parede abdominal. O
resultado depende da magnitude relativa destas duas influéncias opostas.
Como normalmente o movimento descendente do diafragma é maior que o
movimento ascendente da caixa toracica, a parede abdominal se move para
fora durante a inspiracdo, embora aproximadamente metade do movimento do
diafragma é cancelado pelo movimento ascendente da caixa toracica. Todos 0s

musculos inspiratérios, incluindo o diafragma normal, agem para elevar a caixa



23

toracica. No final de uma maxima inspiracdo ha um endireitamento repentino
da espinha toracica que também eleva a caixa toracica (11).

Durante uma inspiracdo profunda, o diafragma pode descer até 10 cm,
atingindo o limite da complacéncia da parede abdominal, com aumento da
pressdo abdominal e nesse ponto, a contracdo do diafragma contra o tendao
central eleva as costelas inferiores (7). Estas acbes reduzem a presséo
intrapleural, o que provoca a expansao pulmonar. Esta expansao reduz a
pressdo intrapulmonar abaixo da pressdo atmosférica, permitindo o fluxo de ar
para o interior dos pulmdes. Durante o exercicio e situa¢gfes de estresse, onde
se tem um aumento da frequéncia respiratoria e consequentemente da
demanda ventilatoria, a inspiracdo é auxiliada por musculos acessoérios da
inspiragao (intercostais externos, escalenos, peitorais menores e
esternocleidomastoideos) (1).

A expiracdo ao repouso é um processo passivo. Os pulmdes e a parede
toracica sao elasticos e tendem a retornar a posicao de equilibrio apds se
expandirem na inspiragédo (1,2). Quando a respiragao torna-se vigorosa; como
no exercicio, situacfes de estresse ou patologia respiratéria, a expiracdo deixa
de ser passiva, nesse caso a agao expiratoria € ativa, potencializada pelos
musculos expiratérios. Os musculos intercostais internos e o reto abdominal
contraem-se, aumentando a presséao intra-abdominal e pleural. O diafragma é
empurrado para cima e as costelas sdo puxadas para baixo e para dentro,
auxiliando a reducdo do volume pulmonar durante a expiracdo (2,8). Em
individuos normais, os musculos abdominais funcionam na respiracdo apenas
quando a ventilagdo excede 40 litros. A medida que a ventilagdo minuto
aumenta além desse ponto, os musculos abdominais sdo ativados durante
partes cada vez maiores do ciclo expiratorio (11).

Para uma funcéo respiratoria 6tima, ambos os hemidiafragmas devem
estar intactos. A lesdo de um nervo frénico resulta em hemidiafragma elevado e
uma mecanica respiratoria prejudicada. A lesdo nos nervos frénicos resulta em
guase apnéia, resultando em recrutamento pesado dos musculos acessorios
da respiragcdo que podem compensar apenas a curto prazo (9). A disfuncéo
diafragmatica é uma causa sub-diagnosticada de dispnéia e deve sempre ser

considerada no diagnostico diferencial de dispnéia inexplicada. Podendo variar
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de uma perda parcial da capacidade de gerar pressao (fraqueza) até uma
perda completa da funcéo diafragmatica (paralisia) (12).

Quando a funcdo do diafragma estd comprometida, os musculos
acessorios devem assumir este papel, porém sdo muito menos eficientes,
resultando em falta de ar com esforgo respiratorio. Além da fungéo respiratoria,
o diafragma também contribui para a estabilizacdo mecéanica da coluna
vertebral, funcionando como a estrutura superior de estabilizacdo. Sua
contracdo também aumenta a pressdo intra-abdominal, trabalhando em
sinergia com o assoalho pélvico e os masculos abdominais para aumentar a
estabilizacdo da coluna vertebral (13).

Os musculos inspiratorios sdo essenciais para atividades ventilatérias e
ndo ventilatérias. Além de serem ativos durante a respiragdo, os musculos
inspiratorios sdo recrutados quase ao maximo durante outros comportamentos,
como por exemplo, espirrar ou tossir. Portanto, a perda da funcdo muscular
inspiratoria pode comprometer as trocas gasosas e a saude do sistema
pulmonar como um todo (14).

A superficie entre os pulmdes e o diafragma deve ser angular e forma os
seios costofrénicos (laterais, anteriores e posteriores). Lateralmente, a insercéo
diafragmatica forma um angulo agudo com a parede toracica, conhecido como
"angulo costofrénico”, é o angulo agudo onde a pleura costal se une a pleura
diafragmética, ou seja, formado pelo encontro das cupulas diafragméaticas com
a parede toracica (15) (Fig. 4). Essa area nao contém tecido pulmonar e &

evidente nos exames radioldégicos normais (16).

ANGULO DO SEIO
COSTOFRENICO

Traqueia (1), bronquio principal direito (2), bronquio principal esquerdo (3), escapula (4),

DIAFRAGMA clavicula (5), esterno (6), veia azigos (7), arco aortico (8), arteria pulmonar esquerda (9),
bordo cardiaco esquerdo superior (10), bordo cardiaco esquerdo inferior (11), atrio direito
(12), arterias do lobo inferior (13), angulo costofrenico lateral (14) e mama (15).

Figura 4. Caracterizacdo do seio costofrénico: A) Desenho esquemaético do térax, com suas estruturas
anatdmicas, visualizacdo do seio costofrénico. B) Imagem radiolégica com a caracterizagdo do seio
costofrénico (nimero 14): encontro das cupulas diafragmaticas com a parede toracica. Fonte: adaptado de
Drake et al., 2010 (17); Carmen Lucia Fujita.
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O encurtamento do diafragma e dos mausculos intercostais ocasiona
diminuicdo do volume de ar e das taxas de fluxo de ar inspirado, reducédo da
forca, fadiga e incoordenacdo dos musculos diafragmatico e acessorios (18).
Essa restricdo mecénica a mobilidade diafragmatica também promove um
desequilibrio na relacéo ventilacao/perfuséo, repercutindo em hipoventilacédo de
areas pulmonares ventilatério-dependentes (19). A forca muscular respiratoria
esta relacionada aos volumes pulmonares, especialmente o diafragma, cuja
forca de contracdo é extremamente sensivel as mudancgas de volume pulmonar
e a sua posicao, o encurtamento desses musculos, diafragma e intercostais,
ocasionam menor habilidade em gerar mudancas de volume (20). Portanto,
nao somente a fraqueza muscular diafragméatica, mas também a faléncia no
recrutamento muscular aumentam a morbidez, uma vez que propiciam a
ocorréncia de atelectasias e subsequentes infeccdes respiratérias,
principalmente em regides mais basais dos pulmdes (21).

Ao longo da vida, varias circunstancias e condicdes podem afetar a
capacidade do mdusculo diafragma para gerar forca e, por sua vez, este
musculo pode sofrer fragueza e disfuncdo significativas. Estresse hipoxico,
doenca critica, caquexia do cancer, distdrbio pulmonar obstrutivo crénico
(DPOC) e sarcopenia relacionada a idade sao exemplos de condicbes nas
quais existe disfuncao significativa do masculo diafragma. Semelhante a outros
musculos estriados, o diafragma mantém uma notavel capacidade de
plasticidade tanto na salude quanto na doenca. Por outro lado, a remodelacao
muscular respiratéria em resposta a estressores fisiopatolégicos pode ter
efeitos deletérios e consequéncias para a mecanica respiratéria, aumentando o
risco de morbidade respiratéria (22).

Como todo o organismo, o sistema respiratério €, portanto, afetado pelas
consequéncias do envelhecimento fisiol6gico e de doencas

neurodegenerativas, podendo também sofrer perturbacdes patoldgicas.
1.2.2 Doenca de Parkinson
A Doenca de Parkinson (DP) € uma afeccdo crbnica, degenerativa e

progressiva do sistema nervoso central, que decorre da morte dos neurdnios

produtores de dopamina da substancia negra, consequentemente acarretando
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diminuicdo das células produtoras de dopamina na via nigroestriatal e dos
neurénios contendo neuromelanina no tronco cerebral, especialmente na
camada ventral da parte compacta da substancia negra e do locus ceruleos
(23).

E o segundo disturbio neurodegenerativo mais comum apos a doenca de
Alzheimer e espera-se um crescimento social e de custos econémicos sobre as
sociedades a medida que as populacdes envelhecem (24). Enquanto o
Parkinson ndo € considerado uma doenca fatal, os pacientes geralmente tém
uma expectativa de vida mais curta do que pessoas sem a doenca e podem
morrer de complicacdes da doenca (por exemplo, pneumonia ou quedas fatais)
(25).

A DP é caracterizada por distarbios motores, disfun¢des posturais e
cognitivas. Quando os sinais e sintomas sao detectados, provavelmente ja
ocorreu a perda de aproximadamente 60% dos neurbnios dopaminérgicos, e 0
conteudo de dopamina no estriado € cerca de 80% inferior ao normal (23).

O parkinsonismo é definido como uma vasta categoria de doencas que
apresentam diminuicdo da neurotransmissdo dopaminérgica nos nucleos da
base, estando estas classificadas em: parkinsonismo primario, secundario, plus
e heredodegenerativas. Sendo a Doenca de Parkinson a correspondente ao
parkinsonismo primario (23).

A DP é uma afecc¢éo progressiva do sistema nervoso, caracterizada pelos
sinais cardinais de rigidez, acinesia, bradicinesia, tremor e instabilidade
postural. Apresenta uma etiologia idiopatica e afirma-se ainda que o processo
de envelhecimento esta intimamente interligado a esta afec¢éo (26).

Embora a doenca possa se desenvolver em qualquer idade, seu inicio é
mais comum em adultos mais velhos, com um pico de incidéncia em cerca dos
60-65 anos, porém ha dados que sugerem um aumento mesmo apés os 80
anos. A probabilidade de desenvolver a doenga aumenta com a idade, com um
risco de vida de cerca de 2%. Uma histéria familiar positiva duplica o risco de
desenvolver DP em cerca de 4% (27). Os homens tém maior prevaléncia e
incidéncia do que as mulheres. Pacientes com DP podem viver 20 ou mais
anos, dependendo da idade de inicio. A taxa de mortalidade é cerca de 1,6
vezes maior do que em individuos normais da mesma idade. A morte é

geralmente devida a alguma doenca nao relacionada concomitante ou devido
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aos efeitos da diminuicdo da mobilidade, aspiragcdo ou aumento das quedas

com danos fisicos subsequentes (25).

1.2.2.1 Etiologia

A etiologia é tida como idiopética, mas estudos acreditam que a DP pode
ser decorrente de um conjunto de fatores, sejam eles genéticos, toxinas
ambientais, estresse oxidativo e anormalidades mitocondriais; que podem
interagir e contribuir para o desenvolvimento neurodegenerativo da doenca
e/ou alteracbes do envelhecimento devido a aceleracédo da perda de neurbnios
dopaminérgicos com o passar dos anos (23).

A patogénese permanece incompletamente conhecida, mas a contribuicdo
da genética molecular tem sido determinante ao abrir novas vias de exploracao
de proteinas, vias metabdlicas e outros processos celulares envolvidos. No
entanto, as formas hereditarias de DP representam uma minoria de casos da
doenca. A doenca resulta provavelmente de complexas interacdes entre
fatores genéticos e ambientais e o0s processos patoldgicos implicados
envolvem disfungdo mitocondrial, stress oxidativo, inflamagdo e
excitotoxicidade como citado anteriormente (24).

Os fatores ambientais estao interligados aos pacientes de DP que vivem
em zona rural e que estdo mais expostos a pesticidas e herbicidas. As
questdes quimicas ocorrem como resultado a exposi¢ces a produtos quimicos
industriais. O estresse oxidativo ocorre por um desequilibrio entre os fatores
que promovem a formacdo de radicais livres e 0os mecanismos de defesa
antioxidativos. As questdes genéticas estdo ligadas a existéncia de genes
(denominados de “PARK” e numerados sequencialmente) que favorecem o
desenvolvimento da enfermidade, porém agindo de forma indireta. E as
disfuncdes mitocondriais podem ser decorrentes de fatores toxicos, bem como
geneéticos, que tendem a ocasionar uma cascata de eventos originando morte
celular programada (23).

Atualmente considera-se como fatores etiopatogénicos mais importantes a
chamada causa multifatorial, ou seja, a combinacéo de predisposicdo genética
com a presenca de fatores toxicos ambientais. Com relacdo a contribuicdo do
envelhecimento cerebral, este estaria relacionado com a prevaléncia da idade,

associada a perda neuronal progressiva (23).
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1.2.2.2 Fisiopatologia

A doenca de Parkinson fisiopatologicamente €& caracterizada pela
presenca de disfungbes monoaminérgicas mudltiplas, incluindo déficits dos
sistemas dopaminérgicos, colinérgicos, serotoninérgicos e noradrenérgicos
(24).

A doenca se inicia nos nucleos motores dorsais dos nervos glossofaringeo
e vago, e no nucleo olfativo anterior. A degeneracdo segue um trajeto
ascendente a partir do tronco encefalico. A primeira estrutura a ser afetada
seria 0 nucleo do décimo nervo craniano, que da origem ao nervo vago. Em
seguida seriam afetados o locus coeruleus, os nucleos da Rafe e o pedunculo
pontino. Por fim, o avanco da doenca chegaria a atingir a substancia negra, e
portanto os nucleos da base, e outras estruturas proximas (28).

Os nudcleos da base (NB) sdo uma colecdo de massas nucleares de
substancia cinzenta interligadas, localizadas profundamente na base do
cérebro. Considera-se atualmente que sejam compostos do caudado e do
putamen (coletivamente denominados striatum ou corpo estriado) mais o globo
palido, nlcleo subtalamico e a substancia negra (29). Os NB tém um papel
importante na producdo dos movimentos voluntarios e controle dos ajustes
posturais associados aos mesmos. Sua a¢ao ocorre através de duas vias
principais, que se diferenciam quanto a expressdo de neurorreceptores, além
da dopamina presente em ambas. Uma via direta, excitatoria, que facilita o
movimento; e outra indireta, inibitéria, que promove sua inibicédo (30, 29).

O sistema dopaminérgico sofre despigmentacéo, associado a deplecéo do
neurotransmissor dopamina resultando na degeneracdo de neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra que se projetam para o estriado. Estes
neurénios sao importantes para o controle do processamento da informacao
pelos nucleos da base, acabam reduzindo dessa forma a atividade das areas
motoras do cortex cerebral, levando a diminuicdo dos movimentos voluntarios
(31).

Ocorre entédo, a deposicdo de uma proteina andmala, a alfa-sinucleina,
que forma os corpos de Lewy (CL), a marca patologica da DP. Os CL séo
corpos de inclusdo citoplasmatica dos eosindfilos, existentes na substancia
negra do mesencéfalo, que se aglomeram em grandes quantidades. Acontece

ainda a perda das células do nucleo pedunculo-pontino, associado a inibicéo
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aumentada do préprio nucleo pedunculo-pontino, desinibindo as vias reticulo-
espinhal e vestibulo-espinhal, causando uma contracdo excessiva dos
musculos posturais. De uma maneira geral define-se a existéncia de uma perda
neuronal progressiva no grupo de células ventro-laterais da parte compacta da
substancia negra do mesencéfalo (23).

A deposicdo dos CL segue uma ordem na progressdo da doenca,
iniciando-se provavelmente anos antes do aparecimento dos sintomas motores
no bulbo olfativo e tronco cerebral, e estendendo-se progressivamente até
outras regides cerebrais, o que esta de acordo com a clinica e a histéria natural
da doenca (24).

O mecanismo responsavel pelo aparecimento da sindrome rigido-
acinética, se da pela disfuncdo do sistema nigroestriatal, com diminuicdo da
concentracdo de dopamina ao nivel dos receptores dopaminérgicos situados
nos nucleos da base, no corpo estriado (23,32). Existem alteracfes
compensatorias, como a supersensibilidade dos receptores de dopamina, onde
os sintomas da DP sdo encontrados pela primeira vez apenas quando ha uma
reducdo de cerca de 80% concentracdo de dopamina no putamen (ou uma
perda de 60% de neurbnios dopaminérgicos) (27). Com uma maior perda na
concentracdo de dopamina, a bradicinesia progride e se torna mais grave. A
consequéncia da perda nigroestriatal € uma fisiologia alterada do estriado. O
corpo estriado contém receptores de dopamina D1 e D2. A dopamina é
excitatéria no receptor D1 e inibitoria no receptor D2. Deficiéncia de dopamina
nestes receptores resulta em alteracdo nos nucleos subjacentes: excesso de
atividade do nucleo subtalamico e globo palido interno, e aumento da inibicdo
no tdlamo e no cortex cerebral (25). A sindrome rigido-acinética se apresenta
de forma desigual em sua distribuicdo, afetando primeiramente os musculos
proximais, especialmente ombros e pescogo, progredindo para os musculos da
face, membros superiores e inferiores. Pode afetar inicialmente um lado do
corpo, se alastrando até envolver todo o corpo, sendo que a medida que a
doenca progride se torna mais grave e diminui a habilidade dos pacientes se
moverem com facilidade. Estas alteracdes fisiologicas dos padrbes sé&o

restaurados para normalidade com o tratamento com levodopa (23).
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1.2.2.3 Sintomas Motores

A DP é a causa mais frequente de “parkinsonismo”. O parkinsonismo pode
ter inumeras causas além da DP, mas o parkinsonismo da DP (dito “tipico”)
tende a ter caracteristicas proprias: os sintomas apresentam-se, e progridem
pelo menos durante alguns anos predominantemente de um lado do corpo,
havendo envolvimento da marcha e instabilidade postural em fases mais
avancadas. A DP possui evolucao progressiva, tendendo a acentuar os déficits
motores; consequentemente, a doenca pode ser classificada em estagios, pela
sua complexidade utilizando-se a descricdo dos Estagios de Fungcdo Motora
(24).

Para melhor compreensdo sobre as areas cerebrais acometidas na DP,
dividiu-se a doenca em seis estagios.

No estagio 1 ocorre o comprometimento do ndcleo motor dorsal dos
nervos glossofaringeo e vago, além da zona reticular intermediaria e do nucleo
olfatério anterior, constituindo assim um processo neurodegenerativo quase
que totalmente localizado nas fibras dopaminérgicas que inervam o putamen
dorso-lateral. Este estagio acaba se manifestando como disturbio olfatorio (23).

No estagio 2, existe o comprometimento adicional dos nucleos da rafe,
nacleo reticular gigantocelular e do complexo do locus ceruleos. Ocorre a
progressdo para tronco encefalico baixo, com producdo de sintomas nédo
motores, como alteracdes do olfato, homeostase, ciclo sono-vigilia e sistema
nervoso autbnomo (23,33).

No estagio 3, observa-se o acometimento da parte compacta da
substancia negra do mesencéfalo. Com o comprometimento da substancia
negra e de outros nucleos profundos, ocorre a tétrade classica da doenca,
marcando o diagnaostico clinico da sindrome (23,33).

Ja& nos estagios 4 e 5 ha comprometimentos das regides prosencefalicas,
do mesocortex temporal e de areas de associacdo do neocortex e neocortex
pré-frontal, respectivamente (23).

No estagio 6, ocorre o comprometimento de areas de associacdo do
neocortex, areas pré-motoras e area motora primaria. Presenca dos CL nas
estruturas limbicas e neocértex, presenca de sintomatologia neuropsiquiatrica,

como depresséo, declinio cognitivo e alucinacdes visuais (23,33).
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Esses referidos comprometimentos manifestam-se inicialmente de forma
motora, onde sdo chamados de sinais cardinais da doenca de parkinson.
Sendo eles: rigidez, tremor, bradicinesia e instabilidade postural. O tremor de
repouso é frequentemente o primeiro sintoma reconhecido pelo paciente. Mas
a doenca as vezes se inicia com sintomas de bradicinesia; e em alguns
pacientes, o tremor pode nunca se desenvolver (25).

1) Bradicinesia: diminuicdo progressiva da velocidade e/ou da amplitude
do movimento. A bradicinesia pode culminar numa interrup¢cdo completa do
movimento (bloqueios motores, ou freezing). Acredita-se que esta alteracdo
seja o resultado da auséncia de dopamina no estriado, levando a um
desequilibrio entre os sistemas inibitérios e excitatorios, sendo que devido aos
padrées de movimentos tenderem a uma alternancia de excitagao/inibicdo, o
movimento tranca em uma dire¢cdo com dificuldade de progressao o que leva a
uma lentiddo dos movimentos, especialmente os automaticos, havendo uma
pobreza geral da movimentacdo e queixa frequente de fraqueza (23). Outras
manifestacbes de bradicinesia sdo a hipomimia (face inexpressiva ou imével), a
hipofonese (voz com menor volume) e a micrografia (caligrafia mais pequena,
por vezes imperceptivel). A bradicinesia € o sintoma mais incapacitante da DP,
com a lentiddo e o tempo prolongado de movimento, levando a um aumento da
dependéncia nas tarefas cotidianas (24,34).

2) Rigidez: sensacgédo de resisténcia na movimentagao passiva de um
membro ao longo de todo o movimento, na flexao e na extensédo. Caracterizada
por uma resisténcia aumentada ao movimento passivo por toda a amplitude de
movimento, € global e plastica, caracterizada pela permanéncia dos membros
nas atitudes posturais que Ihe séo impostas. N&o é alterada pela velocidade da
movimentacdo e aumenta com a movimentacdo ativa simultinea de outro
membro. A rigidez “em roda dentada” sente-se na movimentacdo passiva do
membro afetado e resulta da conjuncéo de tremor e rigidez. Da mesma forma
que a rigidez se apresenta nos musculos, apresenta-se nos 0rgaos internos,
como figado, estdbmago e intestino, tornando-os mais lentos (35,24).

3) Tremor de repouso: é tido como o sintoma inicial da DP. Em cerca de
50% tem inicio nas extremidades distais, em decorréncia de oscilacbes
involuntarias de uma parte do corpo. Ocorre a uma frequiéncia de 4-5 Hz e esta

presente nas extremidades, quase sempre distalmente. E observado em
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condicdes de repouso que diminui ou desaparece com o inicio de alguma acao,
podendo aparecer novamente quando o paciente mantiver uma acdo ou
postura mais prolongada. O mais tipico da DP é o “tremor a contar moedas”,
caracterizado por movimentos simultdneos de aducao-abducdo do polegar e
flexdo-extenséo dos restantes dos dedos. (34,36).

4) Alteracdes posturais e da marcha: a postura é fletida, por vezes de
forma muito acentuada (camptocérmia), mas retifica em decubito, o que a
distingue das deformidades dsteo-articulares da coluna vertebral. A habilidade
para manter uma postura estavel pode néo estar comprometida em condi¢cdes
de equilibrio sem perturbacédo e com atencédo plena, e a medida que a base de
apoio se estreita ou as demandas de atencédo variam, a instabilidade postural
aumenta. Isso se deve a perda de reflexos posturais (24). Na posicao
ortostatica, h4 uma ligeira flexdo em todas as articulacbes, levando a uma
“postura simiesca”, com joelhos e quadris um pouco flexionados, ombros
arqueados e a cabeca para frente. Na posicdo sentada, o paciente tende a
afundar na cadeira, deslizando para os lados e com a cabeca pendendo para
frente (37). A marcha é lenta, os passos sdo pequenos, ha reducdo do
balanceio dos membros superiores e pode surgir festinacdo (apresenta-se por
passos curtos, rapidos e arrastados, sem a participacdo dos movimentos dos
bracos); durante a marcha os pés podem ficar “colados” ao chéo (bloqueios da
marcha). Entende-se que essa marcha é em decorréncia da postura adotada
por estes portadores, pois a cabeca anterioriza-se, ocorre um aumento da
cifose toracica com uma flexdo de joelhos, onde o corpo adota uma postura
que favorece a anteriorizagao do centro de gravidade (23).

5) Congelamento — Incapacidade transitéria de executar movimentos
ativos (bloqueio motor) ocorre subitamente durante alguns segundos. Atinge
mais frequentemente as pernas ao andar, podendo envolver a abertura das

palpebras, a fala (palilalia) e a escrita (34,33)
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Tabela 1. Critérios Clinicos para diagndstico de Doenca de Parkinson

1. Doenca de Parkinson clinicamente provavel:

Combinacao de pelo menos dois sintomas / sinais cardinais (incluindo disturbios dos reflexos posturais)

2. Doenca de Parkinson clinicamente definida:

Qualquer combinacao de trés dos quatro sintomas/sinas cardinais

Sintomas/Sinais Cardinais

Tremor de Repouso
Rigidez
Bradicinesia

Diminuicao dos reflexos posturais

Fonte: Moreira et al., 2007 (33)

Tabela 2: Sintomas e Sinais que auxiliam no diagnéstico de Doenca de Parkinson

Postura axial alterada, dificuldade em virar-se na cama
Postura em flexao

Micrografia

Distonia do pé e halux

Amimia (face em mascara, fixado)

Fala disartrica, hesitante ou com perda da tensao articulatria
Reducao do piscamento e blefarospasmos

Disfagia

Distarbio do sono

Distarbios sexuais

Dermatite seborréica

Fonte: Moreira et al., 2007 (33)

Estes sinais e sintomas resultam da deficiéncia de dopamina do estriado e
geralmente s&o corrigiveis com uso de levodopa e agonistas da dopamina. A
medida que a DP progride ao longo do tempo, os sintomas que ndo respondem
ao desenvolvimento de levodopa, como a postura flexionada, o fenbmeno de
congelamento, e perda de reflexos posturais; sdo muitas vezes referidos como
caracteristicas nao dopaminérgicas relacionadas a DP. Além disso, a
bradicinesia que respondeu a levodopa no estagio inicial da doenca aumenta a
medida que esta se agrava e ndo responde mais a medicacdo. S&o
particularmente esses sintomas motores intrataveis que levam as deficiéncias

como aumento da imobilidade e dificuldades de equilibrio (25).
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1.2.2.4 Sintomas Nao Motores

Cada vez mais se reconhece a importancia dos “sintomas nao motores”
(SNM) da DP, que tém grande impacto na qualidade de vida dos doentes. A DP
caracteriza-se nao sO pela deficiéncia exclusiva do sistema dopaminérgico,
mas sim, por um comprometimento de varios outros sistemas
monoaminérgicos, Ccomo 0S neurotransmissores serotonérgicos e o
noradrenérgicos, representando, assim, uma sindrome clinica, patologica e
bioguimica que pode ser desencadeada por diversos fatores genéticos e
ambientais. Isto explica o surgimento de outros sintomas nao motores (23).

Estes sintomas podem surgir anos antes dos sintomas motores (a
chamada “fase pré-motora” da DP). Alguns dos SNM mais importantes na DP
sdo: hipésmia, disautonomia (hipotensdo ortostatica, sialorreia, alteracfes
urinérias, obstipacdo, hipersudorese e disfuncédo eréctil), alteracbes do sono
(insbnia, perturbacdo do comportamento do sono REM ou RBD, movimentos
periodicos dos membros no sono, sindrome de pernas inquietas, sonoléncia
diurna excessiva) (38), depresséo, apatia, ansiedade, fadiga, dor, disfuncdo
sexual, alteracBes psicoticas (alucinacfes visuais) e perturbacdes do controlo
dos impulsos (compras compulsivas, jogo patolégico, hiperfagia compulsiva,
generosidade incontrolada, hipersexualidade e comportamentos motores
repetitivos sem proposito) surgindo estes ultimos geralmente como efeitos
adversos da medicagdo dopaminérgica (24).

Os sintomas sensoriais incluem dor, dorméncia, formigamento e
gueimacdo nos membros afetados; estes ocorrem em cerca de 40% dos
pacientes. Alteragbes comportamentais € mentais sdo comuns e incluem
mudancas humor, diminuicdo da motivacdo e da apatia, lentiddo no
pensamento (bradifrenia) e deterioracdo cognitiva (deterioracdo ligeira até a
deméncia, sobretudo nas fases avangadas da doenca (39). A deméncia € mais
comum naqueles com idade mais avancada no inicio da DP e pode ocorrer em
cerca de 40% desses pacientes; iSSO se torna mais incapacitante do que as

caracteristicas motoras do DP (25).
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Tabela 3: Disturbios nao-motores na Doencga de Parkinson
ANORMALIDADES NEUROCOMPORTAMENTAIS

Alteragoes na personalidade (apatia, falta de confianca, medo excesswo, ansiedade,
labilidade e inflexibilidade emocionais, abstinencia social, dependencia)

Deméncia (anomia parcial, desorientacao espacial, parandia, psicose, alucinagoes)
Bradifrenia (lento processe de pensamento, perda de concentracao, dificuldade na
formagao de conceitos)

Deprassao

Distarbios do sono

Disfungao sexual

Efeitos colaterais psiquiatricos do tratamento

OUTRAS MANIFESTACOES

Disfuncao autonomica (hipotensao ortostatica, desrequlagao respiratoria, vermelhidao,

"suores encharcantes”, constipacae, distungoes esfincteriana e sexual).
Sinlomas sensofiais (parestesias, dores, acalisia; disluncao visual, olfaliva e vestibular)

Seborreia, edema podal, fadiga, perda de peso

Fonte: Moreira et al., 2007 (33)

1.2.2.5 Disturbios Respiratorios na Doenca Parkinson

Os disturbios respiratérios na DP tém sido evidenciados desde as
descricGes iniciais da doenca em 1817 e as complicacdes respiratérias,
principalmente a pneumonia aspirativa e a embolia pulmonar, sdo as causas
mais comuns de Obito nesses pacientes (40,41).

Apesar de a maioria dos pacientes nao relatarem sintomas respiratérios
até o0s estagios mais avancados da doenca, a disfuncdo respiratéria
progressiva pode ser um fator que contribui para a diminuicdo nas atividades
da vida diaria (42)

A etiologia das disfuncdes respiratérias permanece desconhecida, sendo
considerada multifatorial, ocorrem na maioria dos pacientes com DP,
possivelmente em virtude da fisiopatologia complexa, dos poucos estudos
investigativos, e, ainda, pelo fato de que as suas repercussfes podem ser
assintomaticas. (43). O grau de comprometimento € compativel com o estagio
da doenca, evidenciando que as condi¢des funcionais respiratorias decrescem

proporcionalmente a evolucdo da DP (44).
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Testes de funcdo pulmonar, medi¢des da funcdo muscular respiratoria e
eletromiografia diafragmatica revelaram que pacientes com DP sofrem tanto
padrdo obstrutivo, restritivo ou misto de disfuncéo ventilatoria, disfuncédo das
vias aéreas superiores e diminuicdo da forca dos musculos respiratorios,
mesmo em estagios iniciais da doenca, possivelmente devido a
dessincronizacdo central ou periférica dos musculos respiratérios, ou pelo
envolvimento de medicacdo com levodopa (45).

Os distarbios respiratérios na DP podem ser explicados por diversos
mecanismos tais como perda da flexibilidade da musculatura respiratéria,
alteracdes posturais, alteracdes na ativacdo e coordenacdo muscular e
envolvimento das vias aéreas superiores a nivel de estruturas gloticas e
supragléticas (46,47). Vincken et al. (48) investigou a possibilidade do
envolvimento extrapiramidal da parte superior masculos estriados das vias
aéreas presentes no parkinsonismo, investigando seu papel na manutencao da
paténcia da via aérea superior, levando a limitacdo do fluxo aéreo. Usando a
visualizacdo de fibra Optica da via aérea superior, esses autores relataram
irregularidade involuntarias dos movimentos da glote e estruturas supragloéticas.

A maioria dos estudos relata taquipnéia, dispnéia e irregularidades do
ritmo respiratério, assim como diminuicdo das pressdes respiratorias maximas
(PIméax e PEméx) (45,49).

Varios estudos observaram caracteristicas de padrdo respiratorio restritivo
em pacientes que sofrem de DP com funcdo pulmonar diminuida e reducéo da
resisténcia e forca dos musculos respiratérios (50,51,52), bem como uma
diminuicdo da complacéncia pulmonar (42,53). Valores baixos de capacidade
vital forcada (CVF) e volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF1)
também caracterizam o padrdo restritivo encontrado nesses pacientes,
provavelmente resultado de um esforco expiratorio incoordenado ou uma
complacéncia anormalmente baixa da caixa toracica, secundaria a rigidez da
parede toracica (54). Outros estudos sugerem que as essas alteracOes
restritivas séo as mais frequentes, avaliada através da curva de fluxo—volume,
e atribuem tal anormalidade & incoordenacdo e rigidez da musculatura
respiratdria o que pode ter limitado os movimentos respiratorios (55,56,57).
Ocorre entdo nesses pacientes um aumento da rigidez da caixa toracica,

reducado da pressao de recolhimento elastico, diminuicdo do volume de ar e das
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taxas de fluxo de ar inspirado, além da fadiga e incoordenacdo dos musculos
respiratorios, sendo isso um grande indicador de doenca neuromuscular (58).

Outros estudos, porém, relatam um tipo obstrutivo de disfuncéo
respiratéria caracterizada por uma reducdo da relacdo volume expiratorio
forcado no 1° segundo x capacidade vital forcada (VEF1/CVF<75% do valor
normal), limitacdo ao fluxo de ar (MMEF<65% do valor normal), aprisionamento
aéreo com presenca de volume residual VR maior que o normal (>120%). Os
baixos valores encontrados podem ser atribuidos a rigidez do musculo
respiratorio e hipocinesia, podem estar correlacionados com a severidade da
doenca parkinsoniana, deficiéncia, grau de rigidez e a presenca de tremor, e
indicam que as anormalidades da funcédo pulmonar sdo causadas por aumento
da atividade parassimpética (59,60,61). Alguns estudos sugerem que essas
alteracdes respiratdrias sdo um evento precoce na DP (62). Além disso, os
pacientes com DP apresentam diminuicdo das forcas musculares inspiratérias
e expiratérias, e da endurance da musculatura respiratoria (59). A maioria dos
individuos com DP apresentam obstrucdo em vias aéreas superiores, com
aumento do volume residual, isso se correlaciona a acéo sinérgica da rigidez e
bradicinesia podendo ser estas as variaveis indutoras da obstrucédo das vias
aéreas superiores. Estes achados suportam a hipétese de que o0s
parkinsonianos manifestam maior risco de distaurbios respiratérios do tipo
obstrutivo, podendo sugerir que as alteracbes de fluxo aéreo em
parkinsonianos sejam predominantemente obstrutivas devido a limitacdo de
fluxo aéreo secundaria a diminuicdo da forca dos musculos respiratorios e
principalmente das vias aéreas superiores, que comumente apresentam
incoordenacdo neuromuscular (63, 42).

Existem evidéncias de que uma anormalidade no controle e funcdo das
vias aéreas superiores pode ser responsavel pela limitacdo ao fluxo de ar
presente nas doencas extrapiramidais. Constata-se que essa obstrucdo grave
das vias aéreas superiores, sendo a maior anormalidade pulmonar. Os
musculos intrinsecos da laringe, e provavelmente toda a musculatura das vias
aéreas superiores, estdo afetados pelos movimentos involuntarios
caracteristicos da DP. A disfuncdo das vias aéreas superiores € um fator
importante na retencdo de secrecdes, atelectasias, aspiracdo e infeccOes

respiratorias nos pacientes com DP (64).
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A postura em flexdo e a rigidez da musculatura intercostal comprometem
a mobilidade da caixa toracica, com consequente diminuicdo da
expansibilidade pulmonar na inspiracdo e da depressao toracica na expiracao,
levando a uma limitagdo progressiva da ventilagdo (37). A complacéncia
toracica diminui pela limitagdo na extensdo de tronco e da amplitude articular
do torax e da coluna vertebral, secundaria a artrose e outras alteracdes
toracicas como a cifoescoliose ou fibrose pleural, com consequente reducéo
dos volumes pulmonares. Portanto, a amplitude toracica diminuida em
decorréncia da postura em flexdo do tronco e a degeneracdo Osteo-articular,
alteram o0 eixo da coluna vertebral, o que repercute na inspiracdo e na
expiracdo reduzindo a capacidade vital. Podendo apresentar valores
significativamente menores de perimetria toracica caracterizando acentuada
diminuicdo da sua mobilidade toracica durante a respiracdo o que repercute no
aumento do trabalho muscular, com consequente diminuicdo da
expansibilidade pulmonar na inspiracdo e da depresséao toracica na expiracao
(56).

Portanto, a amplitude toracica diminuida altera o eixo da coluna vertebral
(63). O torax rigido e resistente aos movimentos rapidos acarretam limitacao
progressiva da ventilacdo, a fixacdo postural em flexdo e a rigidez da
musculatura intercostal comprometem a mobilidade da caixa toracica (65, 58).

A influéncia do movimento toraco-abdominal na funcdo pulmonar de
pacientes com DP demonstra uma diminuicdo significativa do movimento
toracico durante medidas de volume corrente normal, sem diferenca na
mobilidade abdominal. Porém, durante manobras de inspiracdo méaxima, os
movimentos abdominais também apresentaram diferenga significativa nos
pacientes com DP. A incoordenacdo entre a respiracdo e 0S movimentos
toraco-abdominais nos pacientes com DP pode ser a possivel explicacdo para
as alteracbes encontradas, e o diafragma parece somente demonstrar suas
alterac6es em manobras de ventilagao forgcada (19).

A forca de contracdo da musculatura respiratoria encontra-se
comprometida uma vez que a imobilidade e a rigidez generalizada dos
musculos responsaveis pela respiracdo dificultam a expansdo do conjunto
térax-abdémen, bem como diminuem a forca muscular (57,58). A fraqueza da

musculatura respiratéria, especialmente da expiratéria, pode ocasionar reducao
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da pressao expiratéria maxima, menores fluxos expiratérios, bem como
aumento do volume residual, estando possivelmente correlacionada ao
agravamento da doenca (47,46). A presenca de fraqueza dos musculos
respiratérios € consistente com a reducdo da capacidade de realizagdo de
manobras expiratorias forcadas. A fragueza muscular em pacientes com DP
restringe a capacidade de superar a rigidez e contribui para a reducdo do
volume pulmonar e da presséo respiratoria, o que ira impactar na degluticéao,
tosse e fonacdo (66). Resultados obtidos em pacientes com DP usando
eletroneuromiografia (EMG) dos musculos respiratorios (67,68) mostrou que,
enguanto o diafragma exibe uma atividade préxima da normal outros musculos
mostraram uma atividade continua que poderia estar relacionado com a rigidez
do parkinsoniano, na medida em que foi observado predominantemente no
lado mais afetado em pacientes com DP assimétrica.

Esses pacientes apresentam reducado significativa das fibras musculares
do tipo IlIA, levando a atrofia por desuso ou descondicionamento fisico,
predispondo a fraqueza e fadiga musculares. Ainda, a reducdo de massa
muscular leva a incoordenacdo dos movimentos, quedas frequentes,
intolerdncia ao exercicio e piora progressiva do condicionamento fisico,
limitando as atividades de vida diaria (58).

Com relacdo a influéncia do estresse na DP, as pesquisas demonstram
que a perda de neurbnios dopaminérgicos mesocortical, que ocorre em
estagios mais avancados da DP, pode resultar num sistema mais vulneravel ao
estresse (69). Animais submetidos ao estresse tém aumentos de deficiéncias
motoras decorrentes da perda de dopamina. Segundo alguns estudos o
estresse agudo prejudica movimento durante o "reaching test" em animais,
sugerindo ansiedade associada ao estresse pode influenciar a funcdo motora
(70). Apds a lesdo, os animais acinéticos ainda estédo sensiveis ao estresse e
pode ocorrer uma liberacdo relativamente maior de quantidade de dopamina
extracelular, apoiando a idéia de que o0 stress pode modular o sistema
nigroestriatal lesionado (71). Estes estudos indicam que o estresse pode
interferir no controle dopaminérgico dos movimentos motores, com
glucocorticoides, possivelmente afetando a resposta compensatéria ao sistema
motor danificado (70,72). Em outro estudo constatou-se que 0 estresse de
imobilizagéo aguda determinada antes da administragdo de 6-hidroxidopamina



40

(6-OHDA) aumenta déficitis comportamentais e neuroquimicos em comparacao
com 0s animais que apenas receberam 6- OHDA (73).

Animais que receberam 6-OHDA apresentaram movimentos mais lentos,
entraram em estado de congelamento mais vezes e tornaram-se mais rigidos
quando desafiado com o0s estressores, apresentando respostas normais
guando deixados sozinhos em suas gaiolas (74).

Os pacientes com DP inicial podem demonstrar sintomas caracteristicos
de grave deficiéncia de dopamina apds submetidos ao estresse (74), indicando,
pelo menos, o estresse tempordrio induz a uma aceleracdo da doenca (75,76).
Além disso, acinesia € muitas vezes precipitada por situacdes emocionalmente
angustiantes, indicando que o estresse afeta a DP de modo semelhante a
neurodegeneragao em modelos experimentais (77).

Estas observacfes sugerem que o stress pode ser uma variavel
importante que influencia os processos e sintomas neurodegenerativos da PD.
O estresse exagera déficits funcionais e acelera a perda de neurdnios
produtores de dopamina. Assim, o estresse pode representar uma variavel
critica na progressao neurodegenerativa de eventos subjacentes da DP.

1.2.3 Envelhecimento

O envelhecimento pode ser compreendido como um conjunto de
alteracdes estruturais e funcionais do organismo, que se acumulam de forma
progressiva, especificamente em funcao da idade. O aumento na proporcao de
idosos na populagéo ocorre em todo o mundo, acarretando um aumento dos
custos e gastos médico-sociais, criando problemas sociais, politicos e
econdmicos (78). Este envelhecimento da populacdo do mundo desenvolvido
afeta o planejamento futuro em servicos de emergéncia e aumenta o interesse
em estudos de doencas cronicas. De acordo com o estudo das Nac¢des Unidas
(79), atualmente, as pessoas com mais de 69 anos representam 22% da
populacao total, e estima-se um aumenta de 35% até 2100 (80).

Doencas respiratérias associadas ao avanco da idade sédo contribuintes
significativos para morbidade e mortalidade em adultos> 65 anos de idade. Por
exemplo, comparado com adultos mais jovens, ha uma incidéncia trés vezes

maior de pneumonia em adultos saudaveis > 65 anos de idade e uma
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incidéncia 10 vezes maior de pneumonia em pacientes > 65 anos de idade em
instituicdes de cuidados cronicos (81). Este aumento da incidéncia de doencas
respiratorias relacionada ao envelhecimento pode ser atribuida em parte a um
processo progressivo enfraquecimento dos musculos respiratérios resultando
em tosse menos eficaz (82).

Com base na alta incidéncia de internacbes e mortes decorrentes de
patologias respiratérias, principalmente no inverno, observa-se grande
interesse das entidades governamentais mundiais, no controle e prevencao de
doencas respiratorias na populagdo idosa. As doencas mais comuns nos
idosos sdo de natureza cardiaca ou respiratoria, embora namero extenso de
comorbidades pode afetar o progndstico e diagndstico desta populagéo (80).

O processo de envelhecimento desencadeia no individuo uma série de
alteracdes fisioldgicas, sendo que as primeiras podem ser detectadas ja ao fim
da terceira década de vida. Essas alteracfes sao observadas em todos os
sistemas do organismo, sendo que as principais alteracdes funcionais que
afetam o desempenho fisico sdo a perda de forgca muscular geral e a reducéo
da amplitude de movimentos articulares. Associadas as alteracdes Osseas e
articulares e dos tecidos moles, estas alteracbes promovem modificagcdes no
posicionamento dos segmentos corporais, durante a sustentacéo do corpo e na

biomecénica respiratéria (83).

1.2.3.1 Distarbios Respiratorios no Envelhecimento

O sistema respiratorio possivelmente seja 0 sistema do organismo que
envelhece mais rapidamente devido a maior exposi¢cédo a poluentes ambientais
ao longo dos anos. Ao longo do restante da vida, o envelhecimento esté
associado a uma diminuicdo no desempenho pulmonar; no entanto, a menos
que afetado por doenca, o0 sistema respiratorio permanece capaz de manter as
trocas gasosas adequadas durante todo tempo de vida (84).

As alteracbes fisioloégicas na funcdo pulmonar nos idosos incluem
alteracbes nos pulmdes, caixa toracica, musculos respiratorios e impulsdo
respiratéria, caracterizada por diminuigcdo do recolhimento elastico do pulméo,
complacéncia da parede toracica, forca muscular respiratéria e resposta a

hipoxemia e hipercapnia. Em individuos saudaveis, essas alteragbes sao mais
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evidentes aos 80 anos de idade, apesar de estarem presentes desde os 50
anos (85).

Os pulmdes envelhecidos contém menos, mas maiores alvéolos, a forca
muscular € reduzida, e ha um aumento da calcificacdo das articulacdes
intratoracicas; e a contribuicdo do diafragma para a ventilagdo é elevada,
particularmente durante o exercicio e em momentos de estresse. Essas
mudancas afetam toda a mecanica do sistema respiratorio e, por sua vez,
modificam trabalho estatico da respiracdo. O envelhecimento humano
experimenta uma reducao no trabalho elastico do tecido pulmonar e uma maior
calcificacdo das articulacbes da caixa toracica que aumentam a rigidez da
parede toracica, uma parede toracica mais rigida aumenta o trabalho estatico
da respiracdo (86). O principal fator no declinio da funcdo pulmonar com a
idade €, entdo, a perda de elasticidade pulmonar, agravada pelo aumento da
rigidez parede toracica e forca muscular respiratoria reduzida (87).

Nos pulmdes senis, ha diminuicdes no numero de fibras elasticas, no
recuo elastico dos pulmdes bem como um aumento na resisténcia do fluxo de
ar, que levam ao aprisionamento aéreo progressivo e causa aumento da
complacéncia do parénquima pulmonar (85). Este aumento da complacéncia,
entretanto, ndo consegue compensar a diminuicdo da complacéncia da caixa
toracica. Os bronquiolos tornam-se menos resistentes, facilitando o colapso
expiratorio. Resultando em dilatacdo do espaco aéreo, maior colapsibilidade de
pequenas vias aéreas e uma reducao nos volumes expirados (87).

A diminuicdo do numero de alvéolos, devido a ruptura dos septos
interalveolares e consequente fusdo alveolar, €é também evidente,
condicionando uma diminuicdo da superficie total respiratéria, aumento do
volume residual e da complacéncia pulmonar. As paredes das vias aéreas
tornam-se menos resistentes, predispondo ao colabamento expiratério.
Consequentemente ocorre dilatacdo dos bronquiolos respiratorios, ductos e
sacos alveolares (83).

Todos estes sinais sao consistentes com enfisema ou doenca das
pequenas vias aéreas e levou a denominacéo do termo denominado "enfisema
senil'. A capacidade pulmonar total (CPT) permanece inalterada, uma
importante diferenciacdo entre "enfisema senil" e enfisema real. Isso porque

como o recuo elastico do pulméo diminui, a reducdo da capacidade vital esta
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associada a um aumento no volume residual e a rigidez da parede toracica
(87).

O volume residual, volume que resta nos pulmdes apds uma expiracao
profunda, tende a aumentar com a idade. O volume de reserva inspiratdria e o
volume de reserva expiratoria se tornam proporcionalmente menores. A perda
na reserva inspiratoria e o aumento no volume residual sdo atribuidos a uma
reducdo nos componentes elasticos do tecido pulmonar, observada com o
envelhecimento (83).

A capacidade vital (CV) sofre, geralmente, uma reducéao de quase 25% ou
40%, o volume expiratorio maximo ao primeiro segundo (VEF1) diminui
claramente a uma taxa que depende do género e da idade e a razédo
VEF1/CVF (indice de Tiffeneau) cai progressivamente com o0 aumento da
idade, estimando-se 73% aos 65 anos (ja que o declinio da capacidade vital
forcada (CVF) com a idade e um pouco menor do que o declinio do VEF1).
Mais acentuadamente que qualquer outro parametro, a ventilacio maxima
voluntaria (VMV) diminui (84).

As alteragdes fisioldgicas do envelhecimento relacionadas a caixa toracica
consistem em uma diminui¢cdo na complacéncia dindmica, que esta relacionada
calcificacdo das cartilagens, das articulacbes costovertebrais e outras
mudancas estruturais dentro da caixa toracica e suas articulacdes, e
diminuicdo dos espacos intervertebrais (85). Os condrécitos se degeneram e as
fibras colagenas se espessam, aumentando o depdsito de calcio e a cartilagem
torna-se mais rigida. Desaparecem as articulagdes sinoviais entre o esterno e
cartilagens costais, elementos 0sseos e cartilaginosos se fundem, ocorre um
aumento na cifose toracica, o que leva a um prejuizo biomecanico aos
musculos respiratérios (83). As alteracdes estruturais que ocorrem na parede
toracica promovem alteracdes na postura e nos esforcos respiratorios de
idosos, acarretam reducao na forgca muscular respiratoria, ventilacdo voluntaria
maxima, volume de reserva inspiratOria e expiratoria e trocas gasosas (87). As
mudancas na forma do térax também ocorrem como resultado da osteoporose
relacionada a idade, podendo resultar em fraturas vertebrais em cunha ou
completa (esmagamento), levando a um aumento da cifose dorsal e do
diametro antero-posterior (AP) ("peito barril*). Estas modificacbes da parede

toracica ndo so alteram sua conformidade, mas também modificam a curvatura
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do diafragma, com um efeito negativo na geracdo de forca muscular com
consequente reducdo nas forcas de tracdo da parede toracica. Todos estes
fatores contribuem para a reducdo nas pressdes inspiratéria e expiratoria
méaximas e reducédo da presséo transdiafragmética maxima (Pdi) (88,84).

O idoso utiliza 70% da elasticidade total de sua parede toracica. Assim, a
reducdo na elasticidade, somada as modificacdes na morfologia toracica, que
determinam a configuracdo do térax senil, e a hipotrofia dos musculos
esqueléticos acessorios da respiracao, reduzem a capacidade de expansao da
caixa toracica (83).

Além das alteracbes no parénquima pulmonar e caixa toracica, 0s
musculos respiratorios também sofrem modificacbes com o envelhecimento. O
envelhecimento causa miopatia esquelética que afeta os musculos dos
membros e dos musculos inspiratorios. Essas modificagbes incluem
diminuicdes no tamanho e numero de fibras musculares e na capacidade das
juncdes neuromusculares de transmitir impulsos nervosos, perda de neurdnios
motores periféricos e reducdo da capacidade de trabalho muscular, que juntos
podem reduzir a forca muscular (85). Apesar dos musculos inspiratérios serem
também "muasculos esqueléticos”, seus mecanismos estruturais, funcionais e
metabdlicos, bem como suas propriedades, e resposta a estressores ou
inatividade sdo surpreendentemente diferentes dos musculos dos membros
(14).

O processo de envelhecimento também é caracterizado por mudancgas no
drive respiratério, ha uma reducéo da atividade nervosa central e dos impulsos
neuronais para 0s musculos respiratérios o que diminuem a resposta a
hipoxemia e hipercapnia (85).

O diafragma é o principal musculo inspiratério e as anormalidades do
diafragma ocorrem mais cedo ou em maior extensédo do que nos musculos dos
membros. Diminuicdo da funcdo do musculo diafragma, o principal musculo
inspiratorio, pode contribuir significativamente para o0 aumento da
suscetibilidade a complicacdes respiratorias durante o envelhecimento (14).

A sarcopenia, que é a perda especifica da forca muscular relacionada a
idade e da area transversal do musculo, é também observada no musculo
diafragma e pode estar na base da maior suscetibilidade a doencas

respiratorias observadas clinicamente em individuos idosos. Os mecanismos
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necessarios para manter a permeabilidade das vias aéreas podem ser
prejudicados. Os musculos respiratérios, incluindo o diafragma, sao
importantes para manter a ventilacéo e, portanto, sdo altamente ativos ao longo
da vida. Além disso, esses musculos sédo importantes durante comportamentos
de forca superior e expulsdo quase maxima, comportamentos necessarios para
a remocao das secrecdes de vias aéreas e durante o comportamento nao-
ventilatorios. A reducdo da producdo de forca do diafragma pode também
prejudicar esses outros comportamentos expulsivos ndo ventilatérios que
requerem ativacdo quase maxima deste musculo e que exigem a geracao de
pressdes intra-abdominais grandes e positivas como a Manobra de Valsalva,
vomito e parturicdo (89).

Reduc¢bBes na massa muscular respiratéria podem também contribuir para
uma diminuicdo da for¢ca produzida pela atividade muscular respiratéria. Uma
reducdo da atividade eletromiografica muscular esquelética em até 50% nos
individuos de 70 anos € atribuido a perda de fibras musculares de contracao
rapida tipo 1l (88).

Sendo, portanto, o processo de envelhecimento resultado da interacao
entre multiplas influéncias externas e internas, € necessario distinguir entre os
efeitos inerentes ao préprio envelhecimento e os efeitos aditivos de influéncias
externas, que o antecipam ou retardam. Quando é avaliada a funcdo pulmonar
do idoso torna-se, assim, necessdario discriminar o que €é causa do
envelhecimento biolégico (senescencia), a causa patoldgica (senilidade), ou
determinado por outros fatores ndo patoldgico, as tais influéncias externas, ou
se trata de uma associacao.

O conhecimento dessas alteracbes e a identificacdo dos padrbes
respiratorios de idosos saudaveis sdo importantes para detectar e prevenir a
disfuncdo respiratoria e contribuir para a elaboracdo de protocolos de

intervencéo.
1.2.4 Modelo Animal
A experimentacdo animal nas pesquisas cientificas tem contribuido

sobremaneira para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, promovendo ao

longo dos anos a descoberta de medidas profilaticas e tratamentos de
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enfermidades que acometem o0s seres humanos. Animais de varias espécies
tém sido utilizados nos ultimos tempos, sendo os camundongos 0Ss mais
intensamente utilizados e os mais profundamente conhecidos cientificamente.

A idéia de utilizacdo de animais em pesquisas surgiu, principalmente, por
questdes econbmicas. Mesmo com 0 progresso de métodos alternativos nos
altimos anos (estudos in vitro, culturas de células, etc.), os modelos animais
ainda apresentam como principal vantagem o fornecimento de informacdes
sobre o organismo como um todo, fato que ndo é conseguido com outros
métodos (92).

Estudos realizados em humanos relatam a dificuldade de se dissociar as
alteracdes respiratorias dependentes exclusivamente da idade das alteracGes
determinadas por outras comorbidades, ou por fatores ambientais ou
genéticos. Portanto, estudos realizados em animais nascidos e criados em
cativeiro para fins cientificos podem ser valiosos nesse sentido, uma vez que o
histdrico clinico desses animais é registrado com riqueza de detalhes e fatores
ambientais e genéticos sao estritamente controlados (93).

A introducdo do camundongo como animal de laboratério deve-se
principalmente ao fato de ser pequeno, muito prolifero, ter periodo de gestacao
curto, ser de facil domesticacdo e manutencdo. Logo, tornou-se o mamifero
mais usado na experimentagdo animal. Diversas vias de administracdo de
farmacos podem ser usadas sem dificuldades, inclusive a venosa e a intratecal
(intracerebral). Atualmente representam os melhores modelos experimentais de
muitas condicfes patoldgicas humanas (94).

Na DP modelos animais sdo essenciais para a compreensao da patologia
e dos deficits associados, bem como para o desenvolvimento e teste de
agentes terapéuticos potenciais. Além disso, hoje é possivel produzir inUmeras
alteracdes moleculares e celulares nos neurdnios dopaminérgicos, culminado
em modificagbes comportamentais muito similares as encontradas em
pacientes com DP (95).

Embora a etiopatogenia da DP ainda ndo esteja esclarecida, modelos
animais tém demonstrado uma melhor compreensdo dos mecanismos
celulares e moleculares subjacentes ao processo neurodegenerativo
progressivo. Nos anos cinquenta, modelos farmacologicos com base na

administracdo de drogas que destroem a monoamina tiveram um papel
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importante demonstrando a relacdo entre o esgotamento de dopamina e 0s
sintomas motores do Parkinson, bem como a eficacia da terapia com Levo-
dopa. No entanto, a reserpina e modelos haloperidol tinham sérias limitacbes
em imitar a patogénese da DP uma vez que os animais tratados com a droga
exibiam deplegdo da dopamina do estriado transiente ndo associada com a
neurodegeneracao tipica da substancia negra (96).

No entanto, o papel central desempenhado por estes modelos é avaliar a
eficacia terapéutica de farmacos em uso clinico. Os chamados modelos
baseados na neurotoxina da DP sdo o mais eficazes em reproduzir a morte
irreversivel de neurdnios dopaminérgicos e o déficit de dopamina no estriado
em primatas e roedores. MPTP, 6-OHDA (6-hidroxi-dopamina), e rotenona séo
até hoje, os compostos mais largamente usados. Eles sdo particularmente
atrativos para a inducdo de citotoxicidade por mecanismos de estresse
oxidativo, como no cérebro de pacientes com DP, mostram a diminuicdo dos
niveis de glutationa reduzida e modificacdes oxidativas ao DNA, lipideos e
proteinas (97,98). O 6-OHDA né&o pode atravessar a barreira hemato-encefalica
e deve ser injetado no cérebro através de um procedimento de cirurgia guiada
estereotaxica. O 6-OHDA é levado aos neurbnios dopaminérgicos devido a sua
elevada afinidade como transportador de dopamina. Uma vez dentro dos
neurdnios, 6-OHDA é facilmente oxidado em oxigénio reativo que levam a
inibicdo da cadeia de transporte de elétrons e estresse oxidativo (99). 6-OHDA
unilateral € geralmente injetado na substancia negra ou no corpo estriado
(degeneracao retrograda). A injecdo unilateral permite a avaliacdo da morte de
células neuronais e os parametros moleculares no hemisfério da lesdo em
comparacao com o lado contralateral intacto (100).

Dessa forma, utilizando-se modelos animais, é possivel ampliar as formas
de compreensdo da doenca a niveis muito detalhados, podendo-se inclusive
sugerir novas formas de abordagem terapéutica a serem testadas na clinica.

Séo referidos na literatura quatro tipos basicos: induzido, espontaneo,
negativo e modelo orfao (91). A DP € uma doenca exclusiva da espécie
humana, ndo se manifestando espontaneamente em animais. Esse fato indica
gue essa patologia € somente observada em animais (p.e. macacos ou
roedores) atraves da administracdo dos agentes neurotdxicos, como a 6-

OHDA, metanfetamina, rotenona ou MPTP citados anteriormente (101). O
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modelo experimental induzido para DP mais descrito € em ratos e mais
recentemente em camundongos. A técnica utilizada é a infusdo unilateral de 6-
OHDA no feixe medial do prosencéfalo. Durante um curto periodo, este
processo leva a morte de neurdnios dopaminérgicos da substancia negra, com
perda de seus terminais nervosos no estriado, o que modela a patologia de
Parkinson (102).

O modelo experimental induzido para DP mais descrito € em
camundongos. A técnica utilizada € a infusdo unilateral de 6-hydroxydopamine
(6-OHDA) no feixe medial do prosencéfalo. Durante um curto periodo, este
processo leva a morte de neurénios dopaminérgicos da substancia negra, com
perda de seus terminais nervosos no estriado, o que modela a patologia de
Parkinson (102).

Primatas ndo-humanos sdo nossos parentes mais evolutivos e, como tal,
sdo mais semelhantes aos seres humanos em sua anatomia, embriologia,
desenvolvimento fetal, imunologia, bioquimica, interacdes génicas, aparelhos
sensoriais e funcao fisiolégica e psicoldgica global do que qualquer outro grupo
de animais. Como conseqiéncia, pesquisas com primatas é particularmente
relevante para a compreensdo da saude humana, doenca e terapéutica. A
caracterizacdo de envelhecimento em um primata de vida curta abrira novas
possibilidades para a avaliacdo da saude no contexto do envelhecimento (103).

Em contraste com muitas outras espécies de animais de laboratério, o
uso de primatas ndo humanos aumentou nos ultimos anos e existe atualmente
uma escassez substancial de tais animais para uso em pesquisa biomédica. O
mico-comum € um pequeno primata nativo do leste do Brasil e tem sido
amplamente utilizado como modelo de pesquisa biomédica na América do
Norte e na Europa. Primatas do Novo Mundo (platirrinas) representam um
grupo diverso de animais abrangendo duas familias (as Cebidae e
Callitrichidae), e pelo menos 76 espécies distintas (104)

O mico-comum é um pequeno primata que oferece recurso valioso como
um modelo animal para examinar riscos de doengas, envelhecimento e declinio
funcional, devido ao seu menor tempo de vida médio e reprodu¢do mais rapida
do que qualquer outro primata antropoide. Com uma vida média de 5 a 7 anos
e uma vida util maxima de 16 %2 anos, 0s micos séo o0s primatas antropoides de

vida mais curta. Eles exibem mudancas relacionadas a idade em patologias
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gue podem refletir aguelas vistas em humanos, como cancer, amiloidose,
diabetes e doenca renal crénica (103).

Eles também exibem previsiveis diferencas relacionadas a idade na
massa magra, circunferéncia da panturrilha, albumina circulante, hemoglobina
e hematdcrito (105).

Todos esses fatores contribuem para tornar o mico-comum um modelo
ideal para os estudos do envelhecimento biolégico e, em particular, o
desenvolvimento de um modelo animal de declinio funcional e extensdo de
saude (103).

Além disso, esses animais possuem outras vantagens para utilizacao
cientifica como maior facilidade de manejo e menores custos de manutencao.
Neste estudo, nds propomos utilizar micos criados pela companhia japonesa
Clea Japan Inc., cujos viveiros abrigam sujeitos idosos sadios com idade
superior a expectativa de vida para a espécie (que é cerca de 12 anos de idade

para animais em cativeiro).

2 ESTUDO 1 - Artigo Publicado

A doenca de Parkinson (DP) frequentemente apresenta disturbios
respiratérios, particularmente em seus estagios mais avancados. Tais
desordens como pneumonia aspirativa € responsavel por uma maior
mortalidade entre os pacientes com DP do que a prépria doenca (41). A
progressao da doenca pode ser dividida em etapas, de acordo com sintomas e
gravidade de tais sintomas (28). A maioria das caracteristicas proeminentes da
DP, os chamados sintomas motores, sdo atribuidos a degeneracéo de circuitos
dopaminérgicos no cérebro interiormente e nos nudcleos basais (32). Nos
estagios iniciais, os sintomas ndo motores da PD sdo atribuidos a atividade
interrompida na medula oblonga, nervos entéricos e bulbo olfatério, enquanto
nos estagios posteriores, 0 envolvimento do o cOrtex pode causar sintomas
cognitivos e limbicos (134).

Além de é&reas especificas do cérebro, a duracdo da doenca pode estar
associado com o grau de degeneragdo da via nigrostriatal dopaminérgica (113).
Estima-se que no momento em que 0s sintomas motores se apresentam e um

diagnoéstico de DP pode ser feito, a maioria dos pacientes tera cerca de 60% de
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reducdo na quantidade de neurénios dopaminérgicos na via nigroestriatal (23).
E possivel que disturbios respiratorios associados & DP possam ser encenados
de maneira semelhante; em outras palavras, um certo padrdo de sintomas
respiratérios pode surgir em relacdo a progressédo da doenca. NOs ja relatamos
alteracdes em um modelo de camundongo imitando os estagios iniciais de PD
(106). Neste estudo, avaliamos alteracfes respiratérias em um modelo mais
severo de DP. Além disso, observamos os resultados de um desafio de
estresse no modelo de DP grave. Um desafio de estresse € o0 processo de
induzir uma resposta fisiolégica expondo o animal a um estimulo aversivo

(estressante).

2.1 HIPOTESE:

A primeira hipétese deste estudo seria que a Doenca de Parkinson em um
estdgio mais avancado causaria um enrijecimento da caixa toracica e dos
musculos respiratérios com consequente menor mobilidade do compartimento
toraco-abdominal. Como resultado teriamos uma menor mobilidade da caixa
toracica, do diafragma e dos angulos dos seios costofrénicos. A segunda
hipétese deste estudo seria que 0 estresse seria capaz de exacerbar tais

alteracdes respiratéria em animais com DP.

2.2 OBJETIVO:

Estudar possiveis alteracfes na funcao respiratéria de camundongos com
estagio avancado de Doenca de Parkinson quando submetidos a estresse.

Para tanto, utilizamos métodos minimamente invasivos, como a técnica de
cinerradiografia desenvolvida por nosso grupo (106,107), que permite o estudo
detalhado da funcé&o respiratoria, batimentos cardiacos, e alteracbes posturais

e esqueléticas em diferentes animais.
2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Verificar os parametros de funcéo respiratoria com a severidade dos

sintomas motores;
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e Testar e analisar os aspectos anatémicos e fisiologicos que marcam a
mobilidade diafragmatica durante a ventilagéo;

e Avaliar a influéncia da Doenca de Parkinson nas funcdes diafragmaticas
durante a ventilacdo em estagio avancado da doenca;

e Avaliar a influéncia da Doenca de Parkinson nas func¢des diafragmaticas
guando submetidos a estresse em estagio avancado da doenca;

e Analisar, radiologicamente, parametros de mobilidade do diafragma e da
mobilidade toracica em estagio avancado da doenca;

e Definir os aspectos que marcam as caracteristicas tipicas da diminuigédo

da mobilidade diafragmatica na Doenga de Parkinson.

2.4 MATERIAL E METODOS:

2.4.1 Animais:

Esta pesquisa foi realizada com camundongos C57BL/6J SPF (“Specific
Patogen Free”) do sexo masculino, adultos com aproximadamente 8 semanas
(peso corporeo inicial de 22 a 25 g), adquiridos da companhia Nihon Clea
(Toquio, Japéo).

Os animais foram alojados individualmente em gaiolas de acrilico de 20
cm x 20 cm x 30 cm forradas com material absorvente, com alimentos
disponiveis gratuitamente (comida normal) e agua. Os animais foram mantidos
em sala climatizada (23 = 1°C) e em um ciclo de 12 horas escuro / claro. Um
total de 36 camundongos foram utilizados e divididos aleatoriamente em dois
grupos: experimental (6-OHDA) e controle. Apds a cirurgia, 9 animais do grupo
6-OHDA foram excluidos por causa das mas condi¢cdes de salude. O numero
total de animais em cada grupo foi 6-OHDA n=9, controle n=18. Todos o0s
animais foram sacrificados apds os experimentos por overdose anestésica.

Os procedimento descritos estdo de acordo com as recomendacdes da
“Tokyo Medical and Dental University” para o bem-estar e utilizacdo adequada
de animais em pesquisa, e tiveram anuéncia prévia do seu comité institucional
de ética em pesquisa animal.

Toda a coleta de dados, ou seja, realizacdo da cirurgia, aplicacdo dos

testes comportamentais e a cinerradiografia, foram realizadas na Tokyo
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Medical and Dental University, no Japdo. A analise dos videos foi realizada na

Universidade de Brasilia.

2.4.2 Preparagdo animal:

Os camundongos foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de
Ketamine (90-120 mg/kg) e Xylazine (10 mg/kg e suplementado conforme
necessario. O nivel apropriado da anestesia cirdrgica foi determinado pela
auséncia de reflexos de retirada ao estimulo de “pinch” da cauda. Os animais
foram colocados em um dispositivo esterotédxico (Narishige, Toquio, Japao) e
receberam duas microinjecbes de 6-OHDA ou solugbes salinas no corpo
estriado do lado esquerdo. As coordenadas foram 1) AP =+1,0, L =-2,1, DV =
-2,9; e 2) AP = +0,3, L = -2,3, DV = -2,9; AP: +0,5; L: -2.0 e DV: -3.0mm
(relativo ao bregma, sutura sagital e superficie dural) (108).

Todas as solucdes foram preparadas no dia da cirurgia e mantidas em
frascos sob protecdo e armazenados em uma caixa de gelo até o uso. A
solucdo 6-OHDA consistia em 12 ug de cloridrato de 6-OHDA (Sigma-Aldrich,
Toquio, Japdo) dissolvido em NaCl a 0,9% com &cido ascorbico a 0,02% em
agua. A solucao salina consistiu em 0,02% de acido ascorbico e 0,9% de NaCl
em agua estéril. O volume total injetado de ambas as solugdes foi de 4 uL (2 x
2-uL) com o caudal de 0,5 yL/min. As injecBes foram feitas através de uma
agulha 32G ligada a uma seringa Hamilton 10 yL em uma injegdo bomba. A
agulha de injecéo foi deixada no local por 2 min antes e 2 min apos a injecao.
Os animais foram monitorados até recuperacdo da anestesia, depois voltaram

para suas gaiolas.

2.4.3 Testes Comportamentais:

Testes comportamentais foram realizados 2 semanas apés a cirurgia. A
fungcdo motora geral foi avaliada pelos trés testes descritos abaixo. Todos 0s
testes comportamentais foram avaliados por um examinador que era "cego"
para o grupo de animais a qual pertencia.

Cylinder test: foi examinada a preferéncia de uso assimétrico das patas

durante comportamento exploratorio espontaneo, colocando o animal dentro de
um cilindro (8 cm de diametro x 11 cm de altura) na frente de espelhos verticais

que permitem uma visao clara do animal em todos os angulos. Os animais
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foram filmados por 5 min enquanto no cilindro de béquer (Figura 5A). Este teste
foi realizado apenas uma vez, para evitar a habituacdo, e pouco antes da hora
de apagar as luzes, quando os animais sao mais ativos. O comportamento
normal do animal é explorar o novo ambiente, criado dentro do copo, tocando
as paredes de vidro com suas patas dianteiras (Figura 5B). O numero de
contatos de suporte de peso na parede do cilindro feitos pelas patas direitas e

esquerdas foi contado.
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Figura 5. Realizagdo do "Cylinder test": teste utilizado para detectar o uso assimétrico das patas - avalia o grau
de severidade dalesdo. A) O animal é colocado em um cilindro de vidro com espelhos aos fundo que facilitam
avisualizagdo do uso das patas. B) O animal é filmado por 5 minutos, e sdo contados a quantidade de vezes
que o animal tocou o cilindro com cada uma das patas.

Rotation test: este teste € usado para detectar assimetria no uso do patas,
déficits cognitivos ou bem-estar geral em camundongos. Os animais foram
colocados em compartimentos individuais e filmados por 5 min. O nimero de
voltas que o animal completou em direcdo a cada lado durante o periodo de
observacéo foi analisado.

Apomorphine test: este teste avalia a gravidade da lesdo e é usado para

detectar a assimetria no uso das patas. De maneira semelhante ao Rotation
Test descrito acima, os animais foram colocados em compartimentos e
filmados 20 min ap0s uma injecdo de apomorfina (0,5 mg/kg, i.p., Sigma-
Aldrich, Toquio, Japéo). A droga tem o efeito de excitacdo excessiva da area
deficiente em dopamina da lesdo neurotoxica, fazendo com que o animal se
mova e gire na direcdo contralateral a injecdo de 6-OHDA. Exceto para o teste
de apomorfina, todos os outros testes comportamentais foram realizados antes

dos registros cinerradiograficos dos movimentos respiratorios.

2.4.4 Cinerradiografia
A avaliagdo da mobilidade do diafragma € também realizada através de
cinerradiografia ou videofluoroscopia e diversos estudos tém-se utilizado desta
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técnica para avaliacdo da mobilidade do diafragma apds paralisias
diafragmaticas ou outras disfuncdes, principalmente em doencas neurologicas
e respiratoérias (6,9,12,18).

E uma técnica de diagndstico em que uma camera de vidro é usada para
filmar o0 movimento das estruturas internas do corpo, permite uma visualizagao
do movimento durante o ciclo respiratorio normal, ou durante a inspiracao
forcada (6).

E uma imagem funcional que permite uma avaliagdo mais aprofundada
apos da elevacdo e movimentacdo diafragmatica. Na fragueza de um ou
ambos o0s hemidiafragmas, excursdo pode estar reduzida durante uma
inspiracdo profunda. Se a fraqueza € mais grave, 0 movimento pode ser
paradoxal na respiracdo profunda e até na mesmo durante a respiragdo
tranquila (9).

A andlise é simples de se executar e os resultados sédo facilmente
interpretados. Alguns estudos tém demonstrado correlacdo entre a mobilidade
do diafragma e medidas de volumes pulmonares, demonstrando que este tipo
de avaliagéo reflete alteragdes volumétricas (18).

A cinerradiografia tem sido considerada como o método mais confiavel de
avaliacdo quantitativa da amplitude do movimento cranio-caudal do diafragma

durante a respiracao espontanea (90).

2.4.5 Registros Cinerradiograficos:

Confirmada a presenca de parkinsonismo, foram entdo realizados os
registros dos movimentos respiratorios através de videos de raios-X em dois
planos (lateral e horizontal) sem qualquer restricdo aos movimentos corporeos
dos animais (Fig. 6).

Registros cinerradiograficos foram obtidos 2 semanas ap0s a cirurgia.
Antes das gravagdes, os animais foram habituados ao aparelho de
cinerradiografia (Micro X-filme, NIC, Fujisawa, Japao) por 5 min durante dois
dias consecutivos. Nos dois dias consecutivos seguintes, 6 min de gravacoes
foram feitas para cada animal em cada dia. Os animais foram transferidos para
uma gaiola de teste dentro do aparelho, um a um, sem qualquer restricdo. As
gravacgdes consistiram em um minuto para cada: 1) habituacéo, 2) observacéo,

3) primeira rotacdo, 4) observacdo, 5) segunda rotacdo 6) observacao. As
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medi¢cbes foram feitas durante os periodos de observacéo. Desafio de
estresse: durante as gravacoes, a gaiola de teste interna dentro do aparelho foi
rodada de forma a provocar um estimulo aversivo nos animais. As rotacdes
consistiram de 60 s de rotacdo de 1 Hz em torno do centro de massa dos
animais. A primeira e segunda rotacoes foram aplicadas em direcdo a lados
opostos e contrabalancados. As imagens foram obtidas passando um feixe de
raios X verticalmente no animal por um tubo de raios X de micro foco (Toshiba
Electron Tubes e Devices Co. Ltd., Téquio). Configuracdes de energia no tubo
de raios X foram mantidos constantes a 70 kV e 0,3 mA para obter emisséao de
raios X estavel. Os fétons de raios-X que passam pelo animal foram convertido
em luz visivel por um intensificador de imagem de resposta rapida de berilio
(Toshiba Electron Tubes e Devices Co., Ltd., E5889BP-P1K).

Esta imagem foi capturada por uma camera de video digital posicionada
embaixo do intensificador de imagem (107). Os videos foram gravado a 29 fps
e 1920 x 1080 pixels.
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Figura 6. Esquema do aparelho de cineradiografia. Uma vista lateral mostra a gaiola teste mantendo o animal
entre a fonte de raios X e o intensificador de imagem. A gaiola de teste pode ser suavemente movida por
motores nas trés dimensdes, girada e inclinada para posicionamento do animal, mesmo quando ele se move
na gaiola. Imagens de raios-X foram capturadas em tempo real por uma camera de video de alta definig&o.
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2.4.6 Movimentos Respiratérios

Foram medidas a frequéncia respiratoria, excursdo diafragmatica,
amplitude do angulo costofrénico (CPA), e a distancia entre os angulos
costofrénicos (CPAs) durante uma respiracao tranquila, de maneira semelhante
a descrita anteriormente (106).

Cada animal foi registrado duas vezes e cada video teve as medidas
mensuradas trés vezes em cada periodo de observacdo (total de 18
medi¢des/animal). As medi¢bes foram feitas por um examinador "cego" que

desconhecia os animais que receberam 6-OHDA ou solugao salina.

ESTOMAGO

DIAFRAGMA

Figura 7. A) imagem radiogréfica de alta velocidade visualizada através do programa KINOVEA.
B) visualizagdo das estruturas aparentes naimagem radiogréfica.

A medida da freqUéncia respiratoria foi derivada do nimero de quadros
entre a inspiragdo maxima e a proxima expiracdo maxima. Periodos de apnéia,
definidos como intervalos =2 ciclos respiratérios (109), foram excluidos. A
altura direita e esquerda da cupula diafragméatica foi medida
perpendicularmente entre a linha imaginaria conectando o CPA direito e
esquerdo e o ponto mais alto a cupula. A excursao diafragmatica foi medida
como a diferenca da altura da cupula diafragmatica entre a expiracdo maxima e
inspiragdo maxima (Fig. 8A). O angulo costofrénico é formado entre perfil do
diafragma e da borda da parede toracica, o CPA direito e esquerdo foram
medidos durante uma expiracdo maxima e inspiragdo maxima nos lados direito
e esquerdo do corpo (Fig. 8B). A variacdo angular foi obtida subtraindo a
medida na inspiracio méaxima pela expiracdo maxima e isso reflete a

mobilidade do todo térax-abdome. A distancia entre os angulos costofrénicos
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foi medida durante uma expiragdo méxima e inspiragdo méaxima e reflete a
mobilidade do térax. O software Kinovea (http://www.kinovea.org/) foi usado

para exibicdo quadro a quadro e medicao de imagens de video.

ANGULO DO SEIO

ARESTA ENTRE OS COSTOFRENICO NA
SEIOS COSTOFRENICOS INSPIRAGAO
[DISTANCIA ENTRE|
AS ARESTAS

ARESTA SOBRE A
[CUPULA DO DIAFRAGMA

Figura 8. A) imagem radiografica da distancia entre os seios costofrénicos, aresta sobre a ctipula diafragmatica
e distancia entre as arestas. B) visualizagdo do angulo do seio costofrénico.

2.4.7 Andlise estatistica:

As diferengcas de grupo entre os animais do grupo 6-OHDA e controle
foram comparados pelo teste U de Mann-Whitney (ndo paramétrico nao
pareado), onde p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. O
Friedman teste (medidas repetidas ndo paramétricas) foi usado para testar os
efeitos da estimulacao de stress (sem rotacéo, 12 rotacao, 22 rotacdo) em cada
grupo. Quando o teste de Friedman mostrou diferenca estatisticamente
significante (p<0,05), comparagdes post-hoc em pares entre as fases de
desafio de estresse: antes (Rotacédo 0), ap0s a primeira rotacdo (Rotacdo 1) e
apos a segunda rotacdo (Rotacdo 2) foram feitas pelo Wilcoxon teste de posto
assinado (pareado ndo paramétrico de dois grupos). Testes post-hoc foram
conduzido com uma corre¢cao de Bonferroni em que p<0,01 foi considerado

significativo.

2.5 RESULTADOS

Testes comportamentais indicaram que as lesdes produziram um padrao
consistente com degeneragao nigrostriatal avancada (Fig. 9). No Rotation Test
(Fig. 9A), os camundongos 6-OHDA fizeram significativamente mais voltas
unilaterais do que os animais do grupo controle (2,48 + 0,91 (R-L)/min, e 0,08
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0,19 (RL)/min para camundongos 6-OHDA e controle, respectivamente) (p
<0,05). No Apomorphine Test (Fig. 9B), novamente os animais 6-OHDA
deram significativamente mais voltas unilaterais, desta vez para o lado oposto
(-3,79 = 0,60 voltas/min e -0,46 £ 0,2 voltas/min em 6-OHDA e controle,
respectivamente) (p<0,05). No Cylinder Test (Fig. 9C-D), os camundongos 6-
OHDA permaneceram mais iméveis e se elevaram significativamente menos do
gue os animais controles (4.87 £ 1.95 e 16.40 + 2.60 elevacfes para 6-OHDA e
controles, respectivamente) (p=0,01). No mesmo teste, no entanto, ao contrario
do esperado, camundongos 6-OHDA falharam em exibir qualquer preferéncia
de pata e poucas elevacdes, tocaram as paredes do cilindro com ambas as
patas dianteiras indistintamente. Quando a preferéncia de pata foi analisada,
nao houve diferenca significativa entre os grupos (uso de pata: 59,76 + 8,16 L /
(L + R) para 6-OHDA € 49,49 £ 1,66 L / (L + R) para controles).

A * c -
357 207 Control
31 87 [l 6-0HDA
j 16
£2357 14
= i
= 12 1
x 2 »
= 5101
E 1.5 O g
Fo ] ]
1 6
i ]
.57 24
0- 0
Rotation test Rearings
07 70 1
-5 —_ 60
14 ?
£ ] 50 1
§-1.5 ] 5
o -2 w40 1
2 ] z
g-257 T30
F -3 B
i E 20 1
-3.5 ] 3
-4 10 A
-4.5 T 0
Apomorphine test Paw preference

Figura 9. Testes comportamentais. (A) No Rotation Test, os camundongos 6-OHDA apresentaram maiores
valores de rotacdo em direcdo a apenas um lado (lado esquerdo), enquanto o grupo controle apresentou
simetria nas rotac6es. (B) No Apomorphine Test, os camundongos 6-OHDA mostraram maiores rotacées em
direcdo ao lado injetado pela doenga (lado direito), enquanto os animais controle eram quase simétricos. (C)
No Cylinder Test, as eleva¢des foram muito poucas nos camundongos 6-OHDA em comparagéo aos controles,
demonstrando baixa mobilidade deste grupo. (D) Também no Cylinder Test, a preferéncia da pata nao foi
detectada entre os grupos. O asterisco indica p<0,05 e o asterisco duplo indica p<0,01 no teste U de Mann-
Whitney.
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A distancia entre CPAs foi significativamente maior nos camundongos 6-
OHDA em relacdo aos controles (21,32 + 0,18mm e 21,94 £+ 0,29mm na
inspiracdo maxima e 19,07 + 0,19mm e 19.82 + 0.30mm na expiracdo maxima,
respectivamente) (Fig. 10A). A diferenca na distancia CPA da inspiracéo
maxima e expiragdo maxima foi semelhante entre os grupos, em média 2,25 +
0,10mm nos camundongos 6-OHDA e 2,11 £ 0,11 mm no controle.

Quando os diferentes estagios de estimulacdo de estresse foram
analisados, a distancia entre CPAs apresentou alteragc&o significativa apenas
no grupo controle durante a expiragdo maxima (Fig. 10B). Nenhuma mudanca
foi encontrada na inspiracdo maxima ou na diferenca entre inspiracdo e
expiracao maximas.

A frequéncia respiratoria total foi significativamente menor em 6-OHDA do
que nos animais controle (Fig. 10C), com as médias de 2,65 + 0,15 Hz e 3,26
0,85 Hz, respectivamente (p<0,01). Em camundongos 6-OHDA, as médias da
frequéncia respiratéria foram 3,14 + 0,24 Hz antes da rotacao, 2,54 + 0,29 Hz
apos a primeira rotacao e 2,26 + 0,22 a segunda rotacdo. Houve uma diferenca
significativa na frequéncia respiratoria entre as fases de estimulacdo de
estresse (antes vs. segunda rotacdo) em camundongos 6-OHDA (p=0,01) (Fig.
10D). Nenhuma diferenca foi encontrada no grupo controle apés a estimulacao
do estresse. No grupo de controle, as médias da frequéncia respiratéria foram
de 3,26 + 0,15 Hz antes da rotacdo, 3,37 + 0,13 Hz apés a primeira rotacéo e

3,16 £ 0,15 apds a primeira segunda rotagao.
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Figura 10. Alteragdes na distancia entre os CPAs (angulos costofrénicos) e na freqiiéncia respiratoria durante a
respiracdo. (A) A distancia entre os CPAs direito e esquerdo foi significativamente maior em camundongos 6-
OHDA, tanto na inspiracdo méaxima (ins) quanto na expiracdo maxima (exp), mas ndo na excursao total (diff).
(B) A distancia entre CPAs diminuiu significativamente apds o desafio de estresse na expiracdo maxima
apenas no grupo controle. Fases do desafio de estresse sado indicadas como antes do desafio de estresse
(Rotacado 0), ap6s a primeira rotagdo (Rotagcdo 1) e ap6s a segunda rotacdo (Rotacdo 2). (C) A frequéncia
respiratéria em camundongos 6-OHDA foi significativamente reduzida em comparacédo aos controles. (D) Apds
o estresse a freqliéncia respiratéria diminuiu apenas em camundongos 6-OHDA. O asterisco indica p <0,05 no
teste U de Mann-Whitney. O glyph de hash indica p<0,01 no teste de classificacao de sinais de Wilcoxon.

Os angulos costofrénicos (CPA) no lado direito ndo foram
significativamente diferentes entre os grupos em qualquer inspiracdo maxima
(51,51 + 0,41° e 52,93 + 0,70°) ou expiracdo maxima (44,60 + 0,42° e 45,00 *
0,66°) (Fig. 11A). A diferenca angular de inspiracdo maxima a expiracdo
méaxima na CPA direita foi 6,90 + 0,43° em camundongos 6-OHDA e 7,93 +
0,63° em controles. O CPA no lado direito ndo foi alterado significativamente
pela estimulacdo do estresse, como em comparacdo com o0s valores basais
(Fig. 11B). Resultados semelhantes foram encontrados para CPA esquerda em
relacdo as diferencas totais entre os grupos (Fig. 11C) ou diferencas entre a

linha de base e apds a estimulacéo do estresse (Fig. 11D).
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Figura 11. Movimentos dos CPAs durante a respiracao. (A) A CPA direita foi semelhante entre os camundongos
6-OHDA e controle durante a expiragdo e a inspiracdo. O movimento total calculado como a diferenca entre
expiracdo maxima e inspiracdo maxima foi igualmente similar entre os grupos. (B) O desafio do estresse nao
causou nenhuma mudancga significativa em qualquer um dos grupos. (C) O CPA esquerdo ndo mostrou
diferenca entre os grupos. (D) O CPA esquerdo permaneceu inalterado apds o desafio de estresse. O CPA teve
movimentos de menor amplitude no lado esquerdo em comparagdo com o lado direito por causa da diferenga
anatdmica normal (posi¢ao do coracao).

A altura da cupula diafragmatica direita na inspiracdo maxima foi maior
nos camundongos 6-OHDA do que nos controles (2,45 = 0,05 mm e 2,12 +
0,06 mm, respectivamente) (p<0,01). Uma cupula superior indica mobilidade
reduzida do diafragma. A altura da cupula direita na expiracdo maxima foi
semelhante entre os grupos: 3,74 £ 0,12mm em camundongos 6-OHDA e 3,77
+ 0,08 mm em animais controle (Fig. 12A). Do lado direito, o total excursédo do
diafragma (diferenca na altura da cupula entre a inspiracdo e expiracdo
maxima) foi menor em camundongos 6-OHDA do que nos controles (1,28 *
0,09 mm e 1,65 = 0,05 mm, respectivamente) (p<0,01). A estimulacdo de
estresse ndo alterou a altura nem a excursao da cupula diafragmatica direita no
grupo 6-OHDA ou no grupo controle quando comparado aos valores basais
(antes das rotagoes) (Fig. 12B).

A altura da cupula esquerda mostrou resultados semelhantes ao lado
direito. Na inspiracio méaxima, os valores foram 1,72 + 0,04mm em
camundongos 6-OHDA e 1,46 = 0,04mm no controle (p<0,01). Na expiracéo
maxima, os valores foram 2,12 + 0,06mm em camundongos 6-OHDA e 2,04 +
0,05mm no grupo controle (diferenca néo significativa) (Fig. 12C).

A excursao total do diafragma no lado esquerdo foi diferente entre os

grupos: 0,39 = 0,04mm 6-OHDA e 0,57 £ 0,03 mm em animais controle
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(p<0,01). Como no lado direito, a estimulacdo do estresse nao alterou a altura

da cupula nem a excursdo da cupula diafragmatica (Fig. 12D) em

camundongos 6-OHDA ou controle, em comparacao aos valores basais.
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Figura 12. Movimentos da cUpula diafragméatica durante a respiragdo. (A — C) Nos lados direito e esquerdo, a
altura da clpula diafragmatica mostrou diferengas significativas entre 6-OHDA e grupos controle. A altura foi
mais alta em camundongos 6-OHDA durante a inspiragdo méaxima, indicando contragéo reduzida do diafragma.
A diferenca entre as posi¢ces de inspiracdo maxima e expiragdo méaxima indicam amplitude reduzida de
movimentos do diafragma. (B — D) O desafio de estresse ndo causou nenhuma mudanga na altura da cupula

diafragmética em nenhum grupo.

2.6 DISCUSSAO

Neste estudo,

medimos 0S movimentos

respiratorios através da

cinerradiografia em um modelo animal de DP em estagio tardio. Observamos

que a amplitude e a freqiéncia dos movimentos do diafragma foram reduzidos

nos animais que tiveram a

neurotoxina injetada em comparacdo com

camundongos controle. Este resultado pode ser explicado por uma fraqueza do

muasculo diafragma ou por limitacdo mecanica dos pulmdes,

ou uma

combinacdo dos dois. Como tal, os animais em nosso modelo de DP tardia

mostraram sinais de disfuncdo respiratoria do tipo obstrutiva. Os animais

experimentais e de controle responderam ao desafio de estresse de maneiras

marcadamente diferentes, sugerindo uma interagao importante entre o sistema

dopaminérgico e 0s mecanismos induzidos pelo estresse nos animais

experimentais.
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Utilizamos um modelo animal de DP produzido pela injecéo
unilateralmente da neurotoxina 6-OHDA no estriado. A neurotoxina € tomada
por terminais de dopamina ao redor do local da injecdo, causando degeneracao
desses neurdnios ao longo de duas a trés semanas. A extenséo da leséo pode
ser estimada pelo desempenho dos animais em testes comportamentais de
preferéncia / negligéncia lateral, mobilidade geral, e coordenacdo motora
(110,111,112). Neste estudo, o desempenho de camundongos 6-OHDA nos
testes de rotacdo e apomorfina indicaram uma lesdo dopaminérgica unilateral
com perda neuronal maior que 80% (112). Este nivel degeneracéo é observada
em pacientes de 4 a 5 anos ou mais apds o diagnéstico de DP (113),
consistente com estagios avancados da doenca.

Nos pacientes, a DP é conhecida por causar disfungcdes respiratérias de
ambos os tipos restritivos e obstrutivos, dependendo do grau do disturbio
motor, esquelético e posturais (42). Disfuncdes obstrutivas sao caracterizadas
pela reducéo do valor de pressao expiratoria maxima, baixos fluxos expiratérios
e aumento do volume residual, resultantes do enfraquecimento dos musculos
respiratorios que acompanham a DP (43,114). Disfun¢des obstrutivas séo
encontradas em pacientes com DP com maior grau de rigidez e maior grau de
bradicinesia (42) e, portanto, pode indicar agravamento da doenca.

Independentemente da gravidade da doenca, a maioria dos estudos relata
em pacientes com DP diminuigdo na capacidade de expanséao e mobilidade do
térax e diminuicdo da for¢ca muscular respiratéria (65,115,116,117), mas as
alteracdes na funcéo diafragmatica sdo menos comuns. Um estudo que avaliou
cirtometria em pacientes com DP encontrou redugdo acentuada da
complacéncia da parede toracica, mas novamente sem alteracbes em relagdo
a forca muscular ou a mobilidade diafragmatica (56). No presente estudo,
encontramos CPA e distancia entre CPAs relativamente inalterada e reduzida
mobilidade diafragmatica em camundongos injetados com 6-OHDA quando
comparado aos controles. Esses achados mostram que o0s animais
experimentais desenvolveram um padrdo respiratério muito mais toracico do
que abdominal, sugerindo o uso de musculos acessoérios da respiracdo para
compensar a perda de mobilidade diafragmatica.

Esta tendéncia de compensar a obstrucéo das vias aéreas utilizando-se a

respiragao toracica é visto no modelo experimental de Tauopatia (118); um
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modelo que engloba doencas neurodegenerativas, como Parkinson e
Alzheimer. Em nosso estudo anterior (106), observamos em um modelo de DP
inicial que os animais experimentais tinham uma CPA reduzida sem alteracfes
na mobilidade diafragmatica, caracterizando um tipo restritivo de disfuncéo
respiratéria. Portanto, é plausivel que essa mudanca de disfungéo respiratoria
restritiva para obstrutiva reflete o grau de degeneracao nigroestriatal, pelo
menos neste modelo animal de DP.

Estudos em animais demonstraram que neurbnios dopaminérgicos no
tronco cerebral ajudam a regular os centros de controle respiratério durante
hipéxia e hipercapnia (119,120), e tanto a super-expressao como a sub-
expressdo de neurbnios dopaminérgicos e receptores de dopamina podem
levar a distarbios no controle de respiragdo. Camundongos deficientes em
Nurr-1, um fator de transcricdo necessério para o0 desenvolvimento de
neurénios dopaminérgicos em regides do tronco cerebral exibem um padrédo de
respiracdo irregular com pausas e apnéias e ndo aumentam a respiracao
durante a hipdxia (121). Por outro lado, animais que ndo possuem a proteina
transportadora DA, e sdo, portanto, hiper-dopaminérgicos, também apresentam
diminuicdo da frequéncia respiratéria durante a normoxia e volume corrente
normal durante hipdxia (122).

Apesar dos complexos controles modulatérios mediados pela dopamina,
receptores D1 tém efeito excitatério (119,123,124) e D2 / D4 tém efeito inibidor
sobre a excitabilidade dos neurbnios respiratorios, o efeito D1 (excitatério)
parece ser dominante (120). Em uma condi¢cdo de deficiéncia de dopamina,
como no caso da DP, sdo esperados uma reducéo da funcdo e uma resposta
reduzida do sistema respiratorio.

Neste estudo, 0os animais que receberam injecdo de 6-OHDA mostraram
sinais de disfungdo respiratéria do tipo obstrutiva. A atividade dos
motoneurdnios hipoglossais € um dos principais mecanismos responsaveis
pela manutencdo da paténcia das vias aéreas durante a preparacdo para a
inspiragdo (125,126). Esta atividade € impulsionada por pré-motoneurdnios
dentro nucleo pontino Kolliker-Fuse (KF) (125), que enviam projecdes atraves
do feixe do prosencéfalo medial até o estriado (127). Portanto, é possivel que a

degeneracdo nigrostriatal, que € tipica da DP e mimetizada no modelo
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experimental 6-OHDA, pode prejudicar a atividade dos neurénios no KF e,
assim, causar sintomas respiratorios obstrutivos (128,129).

Da mesma forma, em um modelo para Tauopatia, no camundongo
transgénico Tau-P301L, a doencga parece ocorrer particularmente dentro do KF,
e da mesma forma, o fendtipo mostrou disfuncdo laringea, resultando em
distarbio no controle das vias aéreas durante o ciclo respiratorio (118,130).

A DP é bem conhecida por causar disfuncdes respiratérias, mas ao
mesmo tempo essas disfun¢des tendem a ser mascaradas pela bradicinesia e
pelo sedentarismo nos pacientes (131). Por outro lado, fortes mecanismos
compensatoérios parecem permitir uma normal funcdo respiratéria na DP em
estagios iniciais da doenca, incluindo a capacidade para exercicios aerobicos
regulares (65,43). No entanto, pacientes com DP podem desenvolver disfungéo
autondmica cardiovascular, particularmente nos estagios tardios / avancados
da doenca (132), o que poderia impor limitacdes a fisioterapia e ao treinamento
fisico. Neste estudo testamos o efeito de um estressor leve (rotacéo
concéntrica da gaiola de teste) nos movimentos respiratérios de nossos
animais; como resultado, os camundongos 6-OHDA responderam com uma
gueda inesperada de cerca de 28% na frequiéncia respiratoria. A ativacdo do
receptor D1 previne a depressdo no consumo de opidides nos centros de
controle respiratério bulbar (119), a diminuicdo da frequéncia respirat6ria pode
ter sido causada, pelo menos em parte, por opidides endbégenos liberados em
resposta a exposi¢cao aguda ao estresse.

Camundongos do grupo controle ndo mostraram nenhuma alteracdo na
freqUuéncia respiratéria, mas apresentaram uma pequena, mas significativa
diminuicdo na distancia entre CPA na expiracdo, o que indica uma expiracao
ligeiramente mais vigorosa depois do estresse. Este efeito ndo foi observado
em camundongos 6-OHDA, indicando ou uma menor responsividade
respiratoria dirigida autonomicamente ao estresse ou um padrao respiratorio ja

predominantemente toracico em repouso.

2.7 LIMITACOES

Como em outros modelos animais, o modelo usado neste estudo

reproduz apenas parte da complexa sindrome humana chamada Doenca de
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Parkinson (133). Nosso modelo simula a degeneragéo nigroestriatal que causa
a maioria dos sintomas motores que caracterizam a DP, e o grau de
degeneracdo nigroestriatal causada pela injecdo de neurotoxina esta
intimamente associada com a gravidade dos sintomas motores em animais
experimentais (110,112).

Da mesma forma, a gravidade dos sintomas motores tem sido associada
com a progressdo da DP em pacientes humanos (32). No entanto,
caracteristicas da DP relacionadas com a degeneracdo em outras partes do
cérebro, como de fato € o caso com a DP tardia (113, 134), pode nao ter sido
reproduzido no presente modelo. Além disso, deve-se notar que, embora 0s
camundongos C57BL / 6J estejam propensos a apnéias (109), devido a
limitacdes técnicas, os periodos de apnéia foram excluidos neste estudo. Mais
estudos sdo necessarios para abordar a questao especifica da apnéia na DP.

2.8 CONCLUSAO

A degeneracao nigrostrial causada pela injecdo de 6-OHDA no estriado
produziu alteracbes nos movimentos respiratorios sugestivos de disturbio
respiratorio do tipo obstrutivo. A diminuicdo da mobilidade diafragmatica com
respiracao toracica compensatoria pode ser uma caracteristica encontrada na
DP em estagios mais avancados da doenca. O estresse agudo induziu uma
diminuicao inesperada na frequéncia respiratoria que pode estar relacionada a
responsividade autonémica bem como a liberacéo de opidides enddgenos.

Os potenciais beneficios do treinamento muscular respiratério devem

superar 0s riscos a curto prazo do estresse em pacientes com DP avancada.

3 ESTUDO 2 - MANUSCRITO

O envelhecimento das populagbes € um fenbmeno crescente em todo o
mundo. Relatérios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que a
expectativa de vida tem aumentado numa proporcéo inferior ao do periodo de
vida saudavel. Ou seja, embora as pessoas idosas estejam ficando mais
numerosas, 0s idosos de hoje ndo sdo claramente mais saudaveis em

comparacdo ao que seus pais foram. Ainda segundo a OMS, doencas



67

respiratorias estdo entre as principais causas de incapacidade em pessoas
com idade acima de 60 anos (75). Portanto, mais estudos sdo necessarios para
um melhor entendimento das alteracbes fisiolégicas causadas pelo
envelhecimento, e de como esses processos podem ser retardados ou
remediados. O processo de envelhecimento, ou senescéncia, produz uma série
de alteracdes fisiologicas que afetam o sistema respiratorio. Dentre essas
alteracdes, nos podemos destacar: 1) a responsividade autondmica ao
estresse, por determinar a adaptabilidade do individuo ao esforgo fisico e
psicolégico, e a demandas ambientais como o frio e o calor; e 2) a
sensibilidade e magnitude do reflexo de tosse, por determinar a vulnerabilidade
do sistema respiratorio a substancias nocivas, infe¢cdes e engasgamento (119).

Os efeitos do envelhecimento no sistema respiratério sdo muitos,
diversos, complexos e muitas vezes interativos. Existe uma variabilidade
consideravel o que pode ser definido como funcdo respiratéria normal em
idosos, e as vezes pode ser dificil distingui-lo das comorbidades relacionada a
idade (85).

3.1 HIPOTESE

A hipétese deste estudo seria que o envelhecimento causaria um
enrijecimento e fraqueza da caixa toracica e dos musculos respiratorios,
aumentaria o trabalho elastico da parede toracica o que causaria uma menor
mobilidade do compartimento téraco-abdominal nos animais mais velhos, e
isso coexistiria com pulmdes mais complacentes. Como resultado teriamos
uma menor mobilidade da caixa toracica, do diafragma e dos angulos dos seios

costofrénicos.

3.2 OBJETIVO:

Estudar possiveis alteracfes na funcéo respiratoria de micos idosos (i.e.,
agueles com idade superior a 10 anos) em comparagao com sujeitos adultos
jovens (com idades entre 1 e 3 anos).

Para tanto, utilizamos métodos minimamente invasivos, como a técnica de

cinerradiografia desenvolvida por nosso grupo (106,107), que permite o estudo
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detalhado da mecéanica respiratéria, batimentos cardiacos, e alteracdes

posturais e esqueléticas em diferentes animais.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Associar os parametros de funcéo respiratOria a senescéncia;

e Testar e analisar os aspectos anatdémicos e fisiolégicos que marcam a
mobilidade diafragmatica durante a ventilacao;

e Avaliar a influéncia da senescéncia nas funcdes diafragmaticas durante a
ventilacao;

e Analisar, radiologicamente, parametros de mobilidade do diafragma e da

mobilidade toracica em sujeitos idosos e jovens;

3.4 MATERIAL E METODOS:

3.4.1 Animais:

Micos sadios com idade superior a 10 anos foram selecionados para este
estudo (n = 14). Um grupo correspondente de adultos jovens (grupo controle,
idades entre 1 e 3 anos, n = 2) foi usado para comparacédo de resultados. Os
animais selecionados foram transferidos para um viveiro temporario num
laboratério situado no mesmo complexo onde se encontram 0S Viveiros
permanentes. Realizamos primeiramente exames fisicos e registros
morfométricos, como peso, temperatura retal, comprimento do corpo,
comprimento das pernas acima e abaixo do joelho, circunferéncia abdominal, e
circunferéncias proximal, medial e distal de coxa e panturrilha, conforme
descrito em estudo anterior (103). Em seguida, coletamos amostras de saliva
por mastigacdo estimulada de cotonete (Fig. 13). As amostras foram
acondicionadas em tubos Eppendorf e armazenadas a -80 graus C para
analise bioquimica posterior. A dosagem de cortisol salivar serd usada como
uma variavel de responsividade ao estresse de manipulagédo (etapa ainda em

andamento).
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Figura 13. Coleta de amostras de saliva dos animais

Os procedimento descritos estdo de acordo com as recomendacdes da
“Tokyo Medical and Dental University” para o bem-estar e utilizagcdo adequada
de animais em pesquisa, e tiveram anuéncia prévia do seu comité institucional
de ética em pesquisa animal.

Toda a coleta de dados foi realizada na companhia Clea Japan, no Japé&o.
A andlise dos videos foi realizada na Universidade de Brasilia.

3.4.2 Registro Cinerradiograficos:

Foram medidas a frequéncia respiratoria, excursdo diafragmatica,
amplitude do angulo costofrénico (CPA), e a distancia entre os angulos
costofrénicos (CPAs) durante uma respiracao tranquila, de maneira semelhante

a descrita anteriormente (106).
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Figura 14. Esquema do aparelho de cineradiografia. Uma vista lateral mostra a gaiola teste mantendo o animal
entre a fonte de raios X e o intensificador de imagem. A gaiola de teste pode ser movida por motores nas trés
dimensdes, girada e inclinada para posicionamento do animal, mesmo quando ele se move na gaiola. Imagens
de raios-X foram capturadas em tempo real por uma camera de video de alta definigdo.

Os registros cinerradiogréaficos foram repetidos uma vez/dia, por 3 dias
consecutivos. Para cada registro, os sujeitos foram capturados um de cada
vez, colocados numa caixa transporte e levados até uma sala de experimento.
O animal foi transferido para o aparato de raio-X “dual-beam microfocus” e
filmado durante 5 minutos (Fig. 14). Ao final de cada sessé&o o sujeito foi levado

de volta ao seu viveiro temporario (via caixa-transporte).

Figura 15. Caixa acrilica colocada dentro aparato de raio-x para filmagem do animal com rede plastica
internamente para conter os movimentos do animal e manté-lo em posicéo vertical durante os 5 minutos de
filmagem.
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Figura 16. A) imagem radiogréfica de alta velocidade visualizada através do programa KINOVEA.
B) visualizagdo das estruturas aparentes na imagem radiogréafica

A medida da frequéncia respiratoria foi derivada do nimero de quadros
entre a inspiragcdo maxima e a proxima expiracdo maxima. A altura direita e
esquerda da cupula diafragmética foi medida perpendicularmente entre a linha
imaginaria conectando o CPA direito e esquerdo e o ponto mais alto a cupula.
A excursdo diafragmatica foi medida como a diferenca a altura da cupula
diafragmética entre a expiracdo méxima e inspiracdo méxima. O angulo
costofrénico é formado entre perfil do diafragma e da borda da parede torécica,
o CPA direito e esquerdo foram medidos durante uma expiragdo maxima e
inspiragdo méaxima nos lados direito e esquerdo do corpo. A variacdo angular
foi obtida subtraindo a medida na inspiracdo maxima pela expiragdo maxima e
isso reflete a mobilidade do todo térax-abdome. A distancia entre os angulos
costofrénicos foi medida durante uma expiracdo maxima e inspiragdo maxima e
reflete a mobilidade do térax. O software Kinovea (http: // www.kinovea.org/) foi
usado para exibicdo quadro a quadro e medi¢do de imagens de video.

Todos o0s procedimentos realizados nos micos foram minimamente
invasivos e de efeito transitorio e rapido. Ao final de todos os experimentos, 0s
sujeitos foram devolvidos a companhia Clea Japan, e retornados aos seus

viveiros de moradia.

3.4.3 Analise estatistica

As diferencas de grupo entre os animais do grupo idoso e controle foram
comparados pelo teste U de Mann-Whitney (ndo-paramétrico ndo-pareado),
onde p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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3.5 RESULTADOS

Parametros de funcao ventilatéria foram mensurados em trés respiracdes
consecutivas para cada um dos trés dias de avaliacdo, resultando em nove
mensuracdes de cada variavel para cada animal experimental e foram
expressados em mediana e intervalo interquartil (11Q). Dezesseis micos sadios
foram utilizados, 14 com idade de 14.14 + 3.33 anos (média +desvio padréo)
compuseram o grupo idoso e 2 com idade média de 2.00 + 0.0 anos o grupo de
micos jovens.

A amplitude do angulo do seio costofrénico direito durante a inspiracao
apresentou mediana de 37.335° (IIQ 3.330) no grupo jovem e mediana de
37.330° (l11Q 2.670) no grupo idoso. Durante a expiracdo a amplitude do angulo
do seio costofrénico direito apresentou mediana de 28.000° (1IQ 3.000) no
grupo jovem e mediana de 29.670° (1IQ 2.670) no grupo idoso. A diferenca na
amplitude do angulo do seio costofrénico direito entre a inspiragdo e a
expiragcéo (Diff) apresentou mediana de 8.335° (1IQ 1.330) no grupo jovem e
mediana de 7.500° (lIQ 2.000) no grupo idoso. Todos os resultados da
amplitude do angulo do seio costofrénico direito ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (Fig. 17).
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Figura 17. Resultados da CPA direita. Amplitude do angulo do seio costofrénico direito foi semelhante em
ambos os grupos etéarios na inspiragéo (Ins) e na expiragéo (Exp), assim como a diferen¢ca na amplitude desse
angulo entre inspiracéo e expiragao (Diff).

A amplitude do angulo do seio costofrénico esquerdo durante a inspiracao
apresentou mediana de 36.670° (IIQ 1.340) no grupo jovem e mediana de
37.330 (11Q 3.340) no grupo idoso. Durante a expiragdo a amplitude do angulo

do seio costofrénico esquerdo apresentou mediana de 28.830° (IIQ 2.340) no
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grupo jovem e mediana de 30.165° (11Q 4.000) no grupo idoso. A diferenca na
amplitude do angulo do seio costofrénico esquerdo entre a inspiracdo e a
expiracao (Diff) apresentou mediana de 7.835° (IIQ 0.330) no grupo jovem e
mediana de 7.330° (IIQ 2.670) no grupo idoso. Todos os resultados da
amplitude do angulo do seio costofrénico esquerdo nao apresentaram

diferencas estatisticamente significativas (Fig. 18).
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Figura 18. Resultados da CPA esquerda. Amplitude do angulo do seio costofrénico esquerdo foi semelhante
em ambos 0s grupos etarios na inspiracdo (Ins) e na expiracdo (Exp), assim como a diferenca na amplitude
desse angulo entre inspiragéo e expiracéo (Diff).

A distancia entre os seios costofrénicos, i.e., a amplitude transversal da
caixa toracica, durante a inspiracdo apresentou mediana de 37.820 mm (lIQ
2.800) no grupo jovem e mediana de 38.265 mm (l11Q 5.890) no grupo idoso.
Durante a expiragcdo a distancia entre o0s seios costofrénicos apresentou
mediana de 33.895 mm (1IQ 1.270) no grupo jovem e mediana de 35.380 mm
(IQ 4.890) no grupo idoso. A diferenca na distancia entre 0s seios
costofrénicos entre a inspiragdo e a expiracao (Diff) apresentou mediana de
3.630 mm (11Q 1.030) no grupo jovem e mediana de 3.025 mm (1IQ 0.970) no
grupo idoso. Todos os resultados da distancia entre os seios costofrénicos néo

apresentaram diferencas estatisticamente significativas (Fig. 19).
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Figura 19. Resultados da distancia entre os seios costofrénicos. A amplitude transversal da caixa toracica foi
semelhante tanto em individuos idosos quanto jovens.

A altura da cupula diafragmatica durante a inspiracdo apresentou
mediana de 16.345 mm (1IQ 2.070) no grupo jovem e mediana de 14.200 mm
(IQ 3.430) no grupo idoso. Durante a expiracdo a altura da cupula
diafragmética apresentou mediana de 19.855 mm (11Q 1.760) no grupo jovem e
mediana de 16.785 mm (lIQ 3.850) no grupo idoso. A diferenca na altura da
cupula diafragmatica entre a inspiracdo e a expiracdo (Diff) apresentou
mediana de 3.495 mm (11Q 0.780) no grupo jovem e mediana de 2.670 mm (11Q
0.760) no grupo idoso. Todos os resultados encontrados para a altura da
cupula diafragmatica foram estatisticamente significativos, com individuos
jovens mostrando altura do diafragma maior que os idosos tanto na inspiracao
guanto na expiracdo, e também na diferenca entre a inspiracdo e expiracao
(Fig. 20).
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Figura 20. Resultados do deslocamento diafragmatico. Diferengas significativas foram encontradas na altura
da clpula diafragméatica, com individuos jovens mostrando altura maior que os idosos tanto na inspiracao
guanto na expiracdo. A diferenca na altura da clpula diafragméatica entre inspiracéo e expiracdo também foi
significativamente maior em individuos jovens quando comparados a idosos.

A frequéncia respiratoria medida em bpm (respiragbes por minuto)

apresentou mediana de 57.855 (IIQ 21.680) no grupo jovem e mediana de
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61.710 (11Q 13.500) no grupo idoso n&o apresentou diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos (Fig. 21).
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Figura 21. Resultados da FR. A frequéncia respiratéria, medida em respiragées por minuto (bpm, breaths per
minute) mostrou-se semelhante entre grupos.

3.6 DISCUSSAO

O sistema respiratorio humano esta constantemente sendo exposto a
uma variedade de poluentes. Por isso torna-se muito dificil diferenciar nos
estudos em humanos o que é realmente impacto do envelhecimento normal e o
gue é consequéncia da exposicao a poluentes. Fumaca de tabaco no ambiente
e particulas de poluicdo tém efeitos mensuraveis e bem documentados sobre
0s sintomas respiratérios e doencas respiratoria nos idosos (85). Ha também
em humanos gue se considerar efeitos genéticos e habituais/ocupacionais, 0s
quais podem precipitar alteracdes de longo prazo no sistema respiratorio porém
sem relagéo direta com o processo de envelhecimento (83).

Em nosso estudo, medimos 0s movimentos respiratorios através da
cinerradiografia em micos saudaveis idosos e jovens. Todos os animais foram
nascidos e criados em cativeiro, mantidos em ambiente fechado e limpo, com
iluminacéo, temperatura e umidade controladas, ciclos claro/escuro regulares,
alimentados regularmente sem restricio e com racao especifica para a

espécie.
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NOs encontramos que a distancia entre os seios costofrénicos, medida da
amplitude transversal da caixa toracica, que reflete a mobilidade da caixa
toracica, nao apresentou diferenca significativa em seus valores entre 0s
grupos estudados. A diminuicdo da complacéncia com o0 passar dos anos esta
relacionada as calcificagBes das cartilagens costais, das jun¢des costocondrais
e doenca degenerativa das articulacbes da coluna dorsal. Diversos estudos
relatam resultados significativos de diminuicdo da complacéncia toracica
através da avaliagdo da pressao transpulmonar, evidenciando que sujeitos com
uma menor complacéncia pulmonar apresentam um maior volume residual,
sugerindo como impedimento para completar o esvaziamento dos pulmdes
uma parede torécica rigida (135,136). Além disso, a reducdo da capacidade
vital forcada (CVF) também se mostra alterada, refletindo alteracdes na
expansibilidade toracica, j& que este € um indice da capacidade de distensdo
do sistema toracopulmonar e, também, resultado da forca muscular respiratoria
(78).

Os valores de amplitude dos seios costofrénicos direito e esquerdo,
durante a inspiracdo e expiracdo, que também refletem a movimentacédo do
compartimento toracoabdominal, ndo apresentaram valores estatisticamente
significativos entre os grupos estudados em nosso estudo. Xie et al. (137)
avaliou a radiografia toracica de Macacos Cynomolgus (Macaca fascicularis),
avaliando se a idade e sexo podem afetar os parametros da radiografia toracica
desta espécie e encontraram que nao houve diferencas estatisticamente
significativas associadas ao sexo nem a idade observadas em relacdo aos
angulos costofrénicos bilaterais. Além de demonstrar que o uso de parametros
radiograficos toracicos em primatas podem ser Uteis na pratica veterinaria e na
investigacdo envolvendo modelos de primatas ndo humanos de disturbios
respiratorios ou cardiovasculares.

Podemos hipotetizar que o grupo idoso apresentou diminuicdo da
mobilidade da caixa toracica, mas a perda de forca nao foi suficiente para evitar
a compensacédo do disturbio de mobilidade toracica, ou que o grupo idoso
possa ter desenvolvido uma estratégia compensatoria, que compensou com
sucesso o disturbio, embora tenham diminuido forga muscular respiratoria e

mobilidade toracica.
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Os valores de altura diafragmatica e diferenca na amplitude diafragmatica
em nosso estudo apresentaram diferencas significativas entre 0os grupos
estudados. Em idosos é comum encontrar uma diminuicao significativa na forca
muscular do diafragma (138,139). E esta perda de forca reflete em uma menor
capacidade de gerar uma forca expulsiva desobstrutiva maior para manter a
permeabilidade das vias aéreas (89).

Explicacdo provavel para reducdo da forca diafragmatica com a idade
esta relacionada a atrofia muscular com o avancar da idade e a diminui¢cdo das
fibras de contracdo rapida, responsaveis por gerar tensdes de pico mais altas.
Este declinio da forca diafragmatica relacionado a idade pode predispor
individuos mais velhos a fadiga diafragmatica e insuficiéncia ventilatoria, com
aumento da carga ventilatoria no sistema respiratorio (22).

Outro fator responséavel pela diminuicdo da forca do diafragma é a
presenca de sarcopenia. Os dois principais componentes da sarcopenia ja
foram investigados no musculo diafragma: a forca geradora de forca do
musculo diafragma e a area transversal especifica do tipo das fibras
musculares desse musculo. A capacidade de geracao de forca (isto é, forca
especifica maxima) € menor com perda de forca significativa, o que acaba por
impactar a capacidade de realizar comportamentos nao ventilatérios
relacionados a desobstrucdo das vias aéreas (140,141). Além disso, ha perda
do tamanho das fibras musculares das fibras musculares do tipo lIx e / ou llb,
mas nao das fibras musculares diafragmaticas tipo | e lla (142). Espera-se que
esta extensdo da sarcopenia prejudique significativamente a capacidade do
musculo diafragma de realizar uma ampla gama de comportamentos na velhice
e limite a capacidade de manter as vias aéreas limpas o que pode contribuir
para as complicacBes respiratérias.

Estudos que avaliaram a dinamica toracoabdominal observaram um
predominio do compartimento abdominal em adultos idosos em condi¢bes
basais na posicéo supina (143,144). Assim como uma maior movimentac¢ao do
compartimento abdominal do que da caixa toracica entre adultos jovens e
idosos (85). Esses resultados podem ter ocorrido ja que alteracbes na
complacéncia da caixa toracica tendem para uma maior contribuicdo para a
respiragcdo com uso do diafragma e musculos abdominais e uma contribuicao

menor dos musculos toracicos. Essas observacdes ajudam a confirmar a acao
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fisiologica do diafragma e musculos abdominais como principais musculos
inspiratorios e expiratorios e explicaria os resultados encontrados em nosso
estudo, com alteracdo maior na mobilidade do diafragma em relacdo a caixa
toracica. Nos pulmdes senis, como ja comentado anteriormente, ocorre uma
diminuicdo no numero de fibras elasticas, no recuo elastico dos pulmdes que
tendem a levar o pulmdo a um aprisionamento aéreo progressivo que causa
aumento da complacéncia do parénquima pulmonar (85). Como resultado
temos uma dilatacdo do espacgo aéreo, uma reducdo nos volumes expirados
aumento do volume residual e da complacéncia pulmonar (87), caracterizando
um padrdo obstrutivo de alteracdo pulmonar, comumente encontrado em
individuos idosos.

Além disso, a maioria dos musculos abdominais se insere nas costelas e
a caixa toracica inferior faz parte da parede abdominal em sua zona de
aposicao. Portanto, as propriedades elasticas dos dois compartimentos da
parede toracica podem depender um do outro, de tal forma que o enrijecimento
do gradil costal seria capaz de causar uma aparente diminuicdo na
complacéncia abdominal e mobilidade diafragmatica.

A frequéncia respiratéria, em nosso estudo, ndo apresentou alteracdes
significativas entre os grupos estudados. Normalmente idosos durante um
padrdo ventilatério normal respiram com um volume minuto similar a de
individuos jovens, porém com um volume corrente menor e uma frequéncia
respiratoria levemente maior. Estudos que avaliaram diversos parametros
respiratorios em adultos jovens e idosos também ndo encontram diferenca
significativa nos valores de FR (143,145,146). Mesmo estudos que compararm
grupos idosos com grupos de individuos mais idosos (acima de 75 anos)
apresentaram resultados semelhantes ao nosso estudo (85).

Apesar da limitacdo relacionada ao pequeno tamanho da amostra, 0s
resultados do presente estudo podem contribuir para melhorar o conhecimento
sobre o padrédo respiratério de adultos e idosos avaliados em condi¢des

normais.
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3.7 CONCLUSAO

Diferencas discretas no movimento toracoabdominal foram encontrados
entre 0s animais adultos jovens e idosos, sendo 0 movimento diafragmatico
mais afetado que o movimento toracico, sugerindo que o envelhecimento no
sistema respiratério ndo causou impacto significativo sobre os padrdes
respiratorios da amostra. Por outro lado, os resultados atuais mostram que o
processo de envelhecimento produz reducgédo significativa da forgca dos
musculos inspiratorios e do movimento toracoabdominal. Estudos com um
namero maior de sujeitos sdo necessarios para confirmar os efeitos do

processo de envelhecimento na funcéo respiratoria.
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Parkinson’s disease (PD) is known to cause tremor and rigidity, but other symptoms such as respiratory and
autonomic dysfunctions are a major cause of disability and mortality in patients. In this study, we examined
respiratory movements by using cineradiography on a murine model of late/advanced PD. Under surgical an-
esthesia, C57BL/6J mice received an injection of either 6-OHDA or vehicle solution to the right striatum. Two
weeks after surgery, the animals had their respiratory movements recorded by video X-ray without any restraint.
During recordings the animals were submitted to a mild acute-stress challenge. Behavioral tests were performed
to assess the severity of the 6-OHDA lesion. As a result, behavioral tests confirmed severe motor impairments in
6-OHDA mice as compared to controls. 6-OHDA mice showed a predominantly thoracic respiratory pattern with
reduced diaphragmatic excursion, and reduced respiratory frequency after stress. These results suggest that
advanced nigrostrial degeneration may cause respiratory alterations with the features of obstructive-type re-

spiratory disorders.

1. Introduction

Parkinson’s disease (PD) often displays respiratory disorders, par-
ticularly at its later stages. Such disorders as aspiration pneumonia
account for a greater mortality among PD patients than PD itself
(Hoehn and Yahr, 1967; Mehanna and Jankovic, 2010). The progres-
sion of the disease can be divided in stages according to specific
symptoms and severity of such symptoms (Braak et al., 2003). The most
prominent features of PD, the so-called motor symptoms, are attributed
to the degeneration of dopaminergic circuits in the mid-brain and basal
nuclei (Kalia and Lang, 2015). At earlier stages, non-motor symptoms of
PD are attributed to disrupted activity in the medulla, enteric nervous
system, and olfactory bulb, whereas at later stages, involvement of the
cortex may cause cognitive and limbic symptoms (Tolosa et al., 2006).
In addition to specific areas of the brain, the duration of the disease can
be associated with the degree of degeneration of the dopaminergic ni-
grostriatal pathway (Kordower et al., 2013). It is estimated that at the
time when motor symptoms present themselves and a diagnosis of PD
can be made, most patients will have about a 60% reduction in the
population of dopamine neurons in the nigrostriatal pathway (Jankovic
and Sherer, 2014). It is possible that respiratory disorders associated

Abbreviations: 6-OHDA, 6-hydroxyd
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with PD can be staged in a similar manner; in other words, a certain
pattern of respiratory symptoms may emerge in relation to the pro-
gression of the disease. We have previously reported respiratory
changes in a mouse model mimicking the initial stages of PD (de
Campos et al., 2015). In this study we looked for respiratory changes in
a more severe model of PD. In addition, we report the results of a stress
challenge on the severe PD model. A stress challenge is the process of
inducing a physiological response by exposing an animal to an aversive
(i.e. stressful) stimulus.

2. Material and methods

The methods described here were reviewed and approved by the
institutional animal welfare committee (Approval no. 0140089C). All
animal experiments complied with the ARRIVE guidelines and were
carried out in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures)
Act, 1986 and associated guidelines.

2.1. Animals

Wild-type male C57BL/6J mice (Nihon Clea, Tokyo, Japan) were

PD, Parkinson’s disease; CPA, costophrenic angle
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used. The animals weighed 22-25 g (aged 8 weeks) at the beginning of
experiments. The animals were housed individually in
20cm x 20cm x 30cm acrylic cages lined with absorbing bedding
material, with freely available food (standard chow) and water. The
animals were kept in a temperature-controlled room (23 + 1°C) and in
a 12-h dark/light cycle (lights on at 8:00). A total of 36 mice were
randomly and equally divided into experimental (6-OHDA) and control
groups. After surgery 9 animals in the 6-OHDA group were excluded
because of poor health conditions. The total number of animals in each
group was 6-OHDA n = 9, control n = 18. All animals were humanely
killed after the experiments by aesthetic overdose.

2.2. Surgical procedures

Animals were anesthetized with a mixture of ketamine (90-120 mg/
kg) and xylazine (10 mg/kg), and supplemented as needed. Thoughout
the surgery, appropriate surgical level of anesthesia was verified by the
lack of withdrawal reflexes from a pinch stimulus applied to the tail.
The animals were then placed on a stereotaxic apparatus (Narishige,
Tokyo, Japan) and received two microinjections of either 6-OHDA or
saline solutions into the striatum on the left side. The coordinates were
1) AP= +1.0,L = —-21,DV= —-29; and 2) AP = +0.3, L = —2.3,
DV = —2.9; AP: +0.5; L: —2.0 and DV: — 3.0 mm (relative to bregma,
sagittal suture, and dural surface) (Paxinos and Franklin, 2008). All
solutions were prepared on the day of the surgery and kept in light-
protected vials and stored in an ice box until use. 6-OHDA solution
consisted of 12pg 6-OHDA hydrochloride (Sigma-Aldrich, Tokyo,
Japan) dissolved in 0.9% NaCl with 0.02% ascorbic acid in sterile
water. Saline solution consisted of 0.02% ascorbic acid and 0.9% NaCl
in sterile water. The total injected volume of either solution was 4 pL
(2 x 2-pL) with the flow rate of 0.5pL/min. Injections were made
through a 32G needle attached to a 10 uL Hamilton syringe on an in-
jection pump. The injection needle was left in place for 2min before
and 2min after the injection. The animals were monitored until re-
covered from anesthesia, then returned to their home cages.

2.3. Behavioral tests

Behavioral tests were carried out 2 weeks after surgery. General
motor function was assessed by the three tests described below. All
behavioral tests were scored by an examiner who was blind to the
animals group assignment.

Cylinder test: asymmetric paw preference in spontaneous ex-
ploratory behavior was examined by placing the mouse inside a glass
beaker (8 cm diameter x 11 cm height) in front of vertical mirrors as to
allow for a clear view of the mouse from all angles. The mice were
filmed for 5 min while in the beaker. This test was performed only once,
to avoid habituation, and just before lights-off time, when the animals
are most active. The normal animal behavior is to explore the new
environment by rearing inside the beaker, touching the glass walls with
its forepaws. The number of weight-bearing wall contacts made by the
right and left forepaws was counted.

Rotation test: this test is used to detect asymmetry in the use of the
paws, cognitive deficits, or general welfare in mice. The animals were
placed in individual compartments and filmed for 5 min. The number of
turns that the mouse completed toward each side during the observa-
tion period were analyzed.

Apomorphine test: this test evaluates the severity of the injury and is
used to detect the asymmetry in the use of the paws. In a manner si-
milar to the above Rotation test, the animals were placed in individual
compartments and filmed 20 min after an injection of apomorphine
(0.5 mg/kg, i.p., Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan). The drug has the effect
of over-exciting the dopamine-deficient area of the neurotoxic lesion,
causing the animal to move and turn in the direction contralateral to
the injection of 6-OHDA. Except for the apomorphine test, all other
behavioral tests were performed before the cineradiographic recordings
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of respiratory movements.

2.4. Cineradiographic recordings and stress challenge

Cineradiographic recordings were obtained 2 weeks after surgery.
Before the recordings, the animals were habituated to the cineradio-
graphic apparatus (Micro X-movie, NIC, Fujisawa, Japan) for 5min
during two consecutive days. On the following two consecutive days, 6-
min movie recordings were made from each mouse on each day. The
animals were transferred to a test cage inside the apparatus, one by one,
without any restraint. Recordings consisted of one-minute of each: 1)
habituation, 2) observation, 3) first rotation, 4) observation, 5) second
rotation 6) observation. Measurements were made during the periods of
observation. Stress challenge: during the recordings, the test cage inside
the apparatus was rotated in order to provoke an aversive stimulus to
the mice. Rotations consisted of 60s of 1 Hz rotation around the ani-
mals center of mass. First and second rotations were applied toward
opposing sides and counterbalanced. Images were obtained by passing
an X-ray beam vertically onto the mouse by a micro-focus X-ray tube
(Toshiba Electron Tubes and Devices Co. Ltd., Tokyo). Power settings
on the X-ray tube were kept constant at 70 kV and 0.3 mA to obtain
stable X-ray emission. The X-ray photons passing through mouse were
converted into visible light by a beryllium fast-response image-in-
tensifier (Toshiba Electron Tubes and Devices Co., Ltd., E5889BP-P1K).
This image was then captured by a digital video camera positioned
underneath the image intensifier (Hasegawa et al., 2014). Videos were
recorded at 29 fps and 1920 x 1080 pixels.

2.5. Respiratory movements

We measured respiratory frequency, diaphragmatic excursion, am-
plitude of the costophrenic angle (CPA), and the distance beetween the
CPAs during quiet respiration (Fig. 1), in a manner similar to that de-
scribed before (de Campos et al., 2015). Each animal was recorded
twice and each video was measured three times at each observation
period (total 18 measurements/animal). Measurements were made by
an examiner who was blind to whether the mice had received 6-OHDA
or saline injection.

Measurement of respiratory frequency was derived from the number
of frames between maximum inspiration and the next maximum ex-
piration. Periods of apnea, defined as intervals =2 respiratory cycles

T T Head

Rib cage

Dome of
diaphragm
o= (right)

dome
Costophrenic/ \ Costophrenic
angle (right) sinuses
I Hindpaws
Fig. 1. were made over the cineradiographic

images of the mice in the horizontal plane. Video-still images were selected at the points
of maximum inspiration and maximum expiration during quiet respiration.
Measurements included linear (height of diaphragmatic dome and distance between
costophrenic angles), angular (the costophrenic angles), and temporal (respiratory fre-
quency) variables.
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(Stettner et al., 2008), were excluded. The right and left height of the
diaphragmatic dome was measured perpendicularly between the ima-
ginary line connecting the right and left CPA and the highest point on
the dome. Diaphragmatic excursion was measured as the difference in
the height of the diaphragmatic dome between maximum expiration
and maximum inspiration. The costophrenic angle is formed between
diaphragm profile and the edge of the chest wall, the right and left CPA
was measured during a maximum expiration and maximum inspiration
on the right and left sides of the body. The angular variation was ob-
tained by subtracting the measurement on maximum inspiration by that
on maximum expiration and this reflects the mobility of the whole
thorax-abdomen. The distance between the costophrenic angles was
measured during a maximum expiration and maximum inspiration and
reflects the mobility of the thotax. The software Kinovea (http://www.
kinovea.org/) was used for frame-by-frame display and measurement of
video images.

2.6. Statistical analysis

Group differences between 6-OHDA and control group animals were
compared by the Mann-Whitney U test (nonparametric unpaired),
where p < 0.05 was considered statistically significant. The Friedman
test (nonparametric repeated measures) was used to test the effects of
the stress stimulation (no rotation, 1st rotation, 2nd rotation) in each
group. When the Friedman test showed a statistically significant dif-
ference (p < 0.05), post-hoc pairwise comparisons between phases of
the stress challenge: before (Rotation 0), after first rotation (Rotation
1), and after second rotation (Rotation 2) were done by the Wilcoxon
signed rank test (nonparametric paired two-group). Post-hoc tests were
conducted with a Bonferroni correction whereby p = 0.01 was con-
sidered significant.

3. Results

Behavioral tests indicated that the lesions produced a pattern con-
sistent with advanded nigrostriatal degeneration (Fig. 2). In the rota-
tion test (Fig. 2A), 6-OHDA mice made significantly more one-sided
turns than control mice (2.48 = 0.91 (R-L)/min, and 0.08 * 0.19 (R-
L)/min for 6-OHDA and control mice, respectively) (p < 0.05). In the
apomorphine test (Fig. 2B), again 6-OHDA mice significantly more one-
sided turns, this time towards the opposite side (—=3.79 + 0.60 turns/
min, and —0.46 * 0.2 turns/min, in 6-OHDA and control, respec-
tively) (p < 0.05). In the cylinder test (Fig. 2C-D), 6-OHDA mice re-
mained mostly immobile and reared significantly less than controls
(4.87 + 1.95 and 16.40 + 2.,60 rearings for 6-OHDA and controls,
respectively) (p = 0.01). In the same test, however, contrary to ex-
pected, 6-OHDA mice failed to display any paw-preference, and in the
few instances of rearing, they touched the cylinder walls with both
forepaws indistinctively. When paw preference was analyzed, there was
no significant difference between groups (paw use: 59.76 * 8.16L/
(L + R) for 6-OHDA, and 49.49 + 1.66 L/(L + R) for controls).

The distance between CPAs was significantly greater in 6-OHDA

mice as compared to controls (21.32 = 0.18 mm  and
21.94 + 0.29 mm at maximum inspiration, and 19.07 * 0.19 mm and
19.82 + 0.30 mm at maximum expiration, respectively) (Fig. 3A). The

difference in CPA distance from maximum inspiration to maximum
expiration was similar between groups, in average 2,25 *= 0.10 mm
and in 6-OHDA mice and 2,11 + 0.11 mm. When the different stages
of stress stimulation were analyzed, the distance between CPAs changed
significantly only in the control group at maximum expiration (Fig. 3B).
No changes were found at maximum inspiration or in the difference
between maximum inspiration and expiration.

The total respiratory frequency was significantly lower in 6-OHDA
than in control mice (Fig. 3C), with the averages of 2.65 + 0.15 Hz and
3.26 + 0.85Hz, respectively (p < 0.01). In 6-OHDA mice, the
averages of the respiratory frequency were 3.14 + 0.24 Hz before
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rotation, 2.54 * 0.29 Hz after the first rotation, and 2.26 + 0.22 after
the second rotation. There was a significant difference in respiratory
frequency between phases of stress stimulation (before vs. second ro-
tation) in 6-OHDA mice (p = 0.01) (Fig. 3D). No difference was found
in control group after stress stimulation. In the control group, the
averages of respiratory frequency were 3.26 * 0.15 Hz before rotation,
3.37 + 0.13Hz after the first rotation, and 3.16 + 0.15 after the
second rotation.

The costophrenic angles (CPA) on the right side were not sig-
nificantly different between groups at either maximum inspiration
(51.51 = 0.41° and 5293 + 0.70°) or maximum expiration
(44.60 = 0.42° and 45.00 + 0.66°) (Fig. 4A). The angular difference
from maximum inspiration to maximum expiration in the right CPA was
6.90 + 0.43° in 6-OHDA mice and 7.93 * 0.63° in controls. The CPA
on the right side was not changed significantly by stress stimulation, as
compared to baseline values (Fig. 4B). Similar results were found for
the left CPA regarding the total differences between groups (Fig. 4C) or
differences between baseline and after stress stimulation (Fig. 4D).

The right-dome height at maximum inspiration was higher in 6-
OHDA mice than in controls (2.45 += 0.05mm, and 2.12 + 0.06 mm,
respectively) (p < 0.01). A higher dome indicates reduced mobility of
the diaphragm. Right-dome height at maximum expiration was similar
between groups: 3.74 * 0.12mm in 6-OHDA mice and
3.77 + 0.08 mm in control mice (Fig. 5A). On the right side, the total
diaphragm excursion (difference in dome height between maximum
inspiration and maximum expiration) was shorter in 6-OHDA mice than
in controls (1.28 + 0.09mm, and 1.65 * 0.05mm, respectively)
(p < 0.01). Stress stimulation did not alter the right-dome height or
dome excursion (Fig. 5B) in either 6-OHDA or control group as com-
pared to baseline (before rotations). The left-dome height showed re-
sults similar to right side. At maximum inspiration, the values were
1.72 = 0.04mm in 6-OHDA mice and 1.46 + 0.04mm in control
mice (p < 0.01). At maximum expiration, the values were
2.12 = 0.06 mm in 6-OHDA mice and 2.04 = 0.05mm in control
mice (difference not significant) (Fig. 5C). The total diaphragm excur-
sion on the left side was different between groups: 0.39 + 0.04 mm in
6-OHDA and 0.57 + 0.03mm in control mice (p < 0.01). As in the
right side, stress stimulation did not alter the dome height or dome
excursion (Fig. 5D) in either 6-OHDA or control mice as compared to
baseline.

4. Discussion

In this study, we measured respiratory movements through ciner-
adiography in an animal model of late PD. We observed that the
movements of the diaphragm were reduced in amplitude and frequency
in neurotoxin-injected mice as compared to control mice. This finding
may be explained by either a weakness of the diaphragm or mechanical
limitation of the lungs, or a combination of the two. As such, animals in
our model of late PD showed signs of an obstructive type of respiratory
dysfunction. Experimental and control animals responded to a stress
challenge in markedly different ways, suggesting an important inter-
action between the dopaminergic system and stress-induced mechan-
isms in the experimental animals.

We used an animal model of PD that is produced by injecting the
neurotoxin 6-OHDA into the striatum unilaterally. The neurotoxin is
taken up by dopamine terminals around the injection site, causing the
degeneration of these neurons over the course of two to three weeks.
The extension of the lesion can be estimated by the animals perfor-
mance in behavioral tests of side preference/neglect, general mobility,
and motor coordination (Francardo et al., 2011; Heuer et al., 2012;
lancu et al., 2005). In this study, the performance of 6-OHDA mice in
the rotation and apomorphine tests indicated a unilateral strial dopa-
minergic neuronal loss greater than 80% (lancu et al., 2005). This level
of degeneration is observed in patients 4-5 years or more post-diagnosis
(Kordower et al., 2013), consistent with advanced stages of the disease.
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In patients, PD is known to cause respiratory dysfunctions of both ob-
structive and restrictive types, depending on the degree of motor, ske-
letal, and postural disturbances (Sabaté et al., 1996). Obstructive dys-
functions are characterized by reduction in the maximum expiratory
pressure, lower expiratory flows and increased residual volume, all
resulting from the weakening of respiratory muscles that accompany PD
(Haas et al., 2004; Saleem et al., 2005). Obstructive dysfuncions are
found in PD patients with a higher degree of rigidity and a higher de-
gree of bradykinesia (Sabaté et al., 1996), and therefore may indicate
worsening of the disease.

Regardless of the severity of the disease, most studies report in PD
patients decreased expandability and mobility of the thorax, and de-
creased respiratory-muscle strength (Canning et al., 1997; Pitts et al,,
2009; Protas et al., 1996; Vercueil et al., 1999), but changes in dia-
phragmatic function are less common. One study that evaluated thor-
acic cirtometry in PD patients found markedly reduced thoracic wall
compliance, but again no changes in relation to muscle force or dia-
phragmatic mobility (Cardoso and Pereira, 2002). In the present study,
we found a relatively unchanged CPA and distance between CPAs, and
reduced diaphragmatic mobility in 6-OHDA-injected mice as compared
to controls. These findings show that the experimental animals devel-
oped a breathing pattern that was much more thoracic than abdominal,
suggesting the use of accessory muscles to compensate for the loss of
diaphragmatic mobility. This tendency to compensate for airway ob-
struction by relying on thoracic breathing is seen in the mouse model of
tauopathy (Dutschmann et al., 2010); a model which encompasses
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neurodegenerative diseases such as Parkinson’s and Alzheimer’s. In our
previous study (de Campos et al., 2015), we observed in a model of
early/initial PD that the experimental animals had a reduced CPA
without changes in diaphragmatic mobility, featuring a restrictive type
of respiratory dysfunction. Therefore, it is plausible that this change
from restrictive to obstructive respiratory dysfunction reflects the de-
gree of nigrostrial degeneration, at least in this animal model of PD.
Animal studies have demonstrated that dopaminergic neurons in the
brainstem help to regulate respiratory control centers in response to
hypoxia and hypercapnia (Lalley, 2008; Lalley and Mifflin, 2012), and
both overexpression as well as sub-expression dopaminergic neurons
and dopamine receptors can lead to disturbances in the control of
breathing. Mice deficient in Nurr-1, a transcription factor required for
the development of dopaminergic neurons in the brainstem respiratory
regions exhibit an irregular breathing pattern with pauses and long
apneas and fail to increase breathing during hypoxia (Nsegbe et al.,
2004). On the other hand, animals that lack the DA transporter protein,
and are therefore hyper-dopaminergic, also exhibit decreased re-
spiratory frequency during normoxia and normal tidal volume during
hypoxia (Vincent et al., 2007). Despite the complex modulatory con-
trols mediated by dopamine, D1 receptors having a excitatory effect
(Lalley, 2009, 2008, 2004) and D2/D4 having an inhibitory (Pan et al.,
2008) effect on respiratory neuron excitability, the D1 effect (ex-
citatory) seems to be dominant (Lalley and Mifflin, 2012). In a condi-
tion of dopamine deficiency, as in the case of PD, reduced function and
reduced responsiveness of the respiratory system are expected.
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of smaller

In this study, 6-OHDA-injected animals showed signs of obstructive
respiratory dysfunction. Hypoglossal motoneuron activity is one of the
major mechanisms responsible for the maintenance of airway patency
in preparation for inspiration (Bautista and Dutschmann, 2014; Leiter
and St.-John, 2004). This activity is driven by pre-motorneurons within
the pontine Kolliker-Fuse nucleus (KF) (Bautista and Dutschmann,

2014), which sends projections through the medial forebrain bundle
into the striatum (Vertes, 1984). Therefore it is possible that the ni-
grostriatal degeneration, which is typical of PD and mimicked in the 6-
OHDA model, may impair the activity of neurons in the KF and thus
cause obstructive respiratory symptoms (Andrzejewski et al., 2017;
Budzinska 2014). Similarly, in a model for

and Andrzejewski,
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tauopathy, the Tau-P301L transgenic mouse, the disease was found to
occur particularly within the KF, and likewise, the phenotype showed
laryngeal dysfunction resulting in disturbed airway control across the
respiratory cycle (Dutschmann et al., 2010; Menuet et al., 2012). Fig. 6

of the diaph (B-D) The stress challenge did not cause any change in diaphragmatic dome

shows the basic neural mechanisms for the control of respiration and
points out the possible sites affected by the 6-OHDA injection in mice.

PD is well known to cause respiratory dysfunctions, but at the same
time these dysfunctions tend to be masked by bradykinesia and se-
dentarism in patients (Siderowf and Stern, 2008). On the other hand,
robust compensatory mechanisms seem to enable normal respiratory
function in early/mild PD, including the capacity for regular aerobic
exercise (Canning et al., 1997; Haas et al., 2004). Nevertheless, PD
patients may develop cardiovascular autonomic dysfunction, particu-
larly at late/advanced stages of the disease (lodice et al., 2011), which
could pose limitations to physical therapy and exercise training. In this
study we tested the effect of a mild stressor (concentric rotation of the
test cage) on the respiratory movements of our animals; as a result, 6-
OHDA mice responded with an unexpected drop of about 28% in the
respiratory frequency. D1 receptor activation prevents opioid-driven
depression on the bulbar respiratory control centers (Lalley, 2008), thus
the decrease in respiratory frequency may have been caused, at least in
part, by endogenous opioids released in response to acute stress ex-
posure. Control mice did not show any change in respiratory frequency,
but showed a small but significant decrease in the distance between
CPA at expiration, which indicates a slightly more forceful expiration
after stress. This effect was not observed in 6-OHDA mice, indicating
either lower autonomically driven respiratory responsiveness to stress
or an already predominantly thoracic breathing pattern at rest.

5. Limitations

As in other animal models, the model used here reproduces only in
part the complex human-syndrome called PD (Bezard and Przedborski,
2011). Our model simulates the nigrostriatal degeneration that causes
most of the motor symptoms that characterize PD, and the degree of
nigrostrial degeneration caused by neurotoxin injection is closely as-
sociated with the severity of motor symptoms in experimental animals
(Francardo et al., 2011; Iancu et al., 2005). Likewise, the severity of
motor symptoms has been associated with the progression of PD in
human patients (Kalia and Lang, 2015). Nevertheless, features of PD
related to degeneration in other parts of the brain, as indeed is the case
with late PD (Kordower et al., 2013; Tolosa and Pont-Sunyer, 2011),
may not have been reproduced in the present model. In addition, it
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should be noted that although C57BL/6J mice are prone to central
apneas (Stettner et al., 2008), due to technical limitations the periods of
apnea were excluded in this study. Further studies are needed to ad-
dress the specific issue of apnea in PD.

6. Conclusions

Nigrostrial degeneration caused by 6-OHDA injection into the
striatum produced changes in respiratory movements suggestive of an
obstructive type of respiratory dysfunction. Reduced diaphragmatic
movement with compensatory thoracic breathing may be a character-
istic of late/advanced PD. Acute-stress induced an unexpected decrease
in the respiratory frequency that may be related autonomic respon-
siveness as well as to the release of endogenous opioids. Potential
benefits of respiratory muscle-training must outweigh the short-term
risks of additional stress in patients with advanced PD.
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publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during submission,
peer review and in editor-author communications. Embargo period: For subscription articles, an
appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers before
an article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from the
date the article is formally published online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Referees

Four potential referees must be indicated with names and email addresses. Indicate in the field Reason
why a given referee is appropriate for reviewing your manuscript. Opposed reviewers can be entered
on a separate site.

PREPARATION

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, tables and text graphics
will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic
artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Article Structure

The text must be clear and concise, conforming to accepted standards of English style and usage. Non-
native English speakers may be advised to seek professional help with the language (see Language
Polishing, below). Manuscripts must be double spaced throughout with wide margins. Pages should be
numbered in the following order: -Title page (separate page): Full title, not to exceed 100 characters
and spaces; list of authors, marking corresponding author; laboratory of origin with full postal address
(if more than one, indicate each author's affiliation by superscript a,b...); phone, fax numbers and e-
mail of corresponding author; present address of authors and e-mail address, if applicable. -Abstract
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page (separate page): Abstract not exceeding 160 words stating what was done, what was found,
and what was concluded. References in the Abstract should give authors, year, journal, volume, and
inclusive pages, e.g. Parisian et. al., Respir. Physiol. Neurobiol. 142: 127-143, 2004.

-Text pages (starting on a new page). The Introduction should introduce the problem and should
present a brief yet comprehensive account of its history, quoting the relevant and important papers
in the area. The Methods should be complete, but should resort to earlier publications if possible.

The Results should clearly document the main findings, which should be critically discussed in the
Discussion. Repetition among these sections should be avoided. All headings/subheadings must be
numbered, like 1., 2. etc/1.1, 1.2 etc.

-Acknowledgements. If present, should list (a) other contributors for whom authorship is not justified,
e.g. technical help; (b) financial and material support. -References (starting on a new page) must be
typed double spaced (for style, see below). -Figure legends - Figures and Tables (on separate pages;
for style, see below). Nomenclature Standard nomenclature should be used throughout; unfamiliar or
new terms, arbitrary abbreviations and trade names should be defined when first used, independently
in the Abstract and in the main text. Unnecessary abbreviations and symbols are to be avoided.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be humbered

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.
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Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the article. Highlights
are optional and should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters,
including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on our information site.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstractitself.

Abstract not exceeding 160 words stating what was done, what was found, and what was concluded.
References in the Abstract should give authors, year, journal, volume, and inclusive pages, e.g.
Parisian et. al., Respir. Physiol. Neurobiol. 142: 127-143, 2004.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of theirimages
and in accordance with all technical requirements.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant humbers xxxx, yyyyl;
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Standard nomenclature should be used throughout; unfamiliar or new terms, arbitrary abbreviations
and trade names should be defined when first used, independently in the Abstract and in the main text.
Unnecessary abbreviations and symbols are to be avoided.

Symbols and Units click for pdf
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Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Embed the used fonts if the application provides that option.

¢ Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Provide captions to illustrations separately.

e Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF) or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to color reproduction in print. Further
information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Upload each table separately and indicate the appropriate Table number in the Description box.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.
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Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is highly encouraged.

A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article.
An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M,,
James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884.
Please note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/respiratory-physiology-and-neurobiology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/
book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article
number or pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by
the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references
yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
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Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can be listed either first
alphabetically, then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).... Or, as
demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently shown ...

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢c.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]J., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific article. Heliyon.
19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp.281-304.
Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

All publications cited in the text should be presented in a list of references typed on separate pages,
following the text of the manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the
spelling of authors' names and publication dates are exactly the same in the text as in the reference
list and vice versa. References to manuscripts which have not yet been accepted should not be listed
in the reference list; refer to them in the text as "unpublished", listing names and initials of all authors.
In the text refer to the author?s name (without initial) and year of publication, followed - if necessary
- by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988) has shown that..."
"This is in agreement with results obtained later (Kramer, 1989)". If reference is made in the text to a
publication written by more than two authors the name of the first author should be used followed by
"et al.". This indication, however, should never be used in the list of references. In this list names of
first author and all co-authors should be mentioned. References cited together in the text should be
arranged chronologically. The list of references should be arranged alphabetically on authors? names,
and chronologically per author. References in the list must not be numbered. Publications by the same
author(s) in the same year should be listed as 1998a, 1998b, etc. The following are examples for
the style of referencing:

Fencl, V., (1986). Acid-base balance in cerebral fluids. In: Cherniack, N.S., Widdicombe, J.G. (Eds.).
Handbook of Physiology, Section 3: The Respiratory System, Vol. II: Control of Breathing, part

1. American Physiological Society, Washington, DC, pp. 115-140. Dejours, P., 1988. Respiration in
Water and Air. Adaptations - regulation - evolution. Elsevier, Amsterdam, New York, Oxford. Kindig,
C.A., Sexton, W.L., Fedde, M.R., Poole, D.C., 1998. Skeletal muscle microcirculatory structure and
hemodynamics in diabetes. Respir. Physiol. 111, 163-175. Respiratory Physiology & Neurobiology
should be referred to as Respir. Physiol. Neurobiol. Please note that the reference style in EndNote
and RefMan which the journal uses is Comp. Biochem. Physiol.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
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size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage
more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available data
visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.
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Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into
one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data. Data articles
ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly
available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your research article is
accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief. Please note an open
access fee of 500 USD is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data
in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple MethodsX
articles, a new kind of article that describes the details of customized research methods. Many
researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit their specific needs or
setting, but often without getting credit for this part of their work. MethodsX, an open access journal,
now publishes this information in order to make it searchable, peer reviewed, citable and reproducible.
Authors are encouraged to submit their MethodsX article as an additional item directly alongside the
revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your methods article will
automatically be transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an
open access fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX
website. Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
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