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RESUMO

TEIXEIRA, André Luiz da Silva. Controle neural da circulagdo durante o exercicio em
seres humanos: a contribuigdo dos receptores GABA4. 2019. 187f. Tese (Doutorado
em Educacao Fisica) — Faculdade de Educacao Fisica, Universidade de Brasilia,
2019.

O reflexo pressor do exercicio € composto por fibras musculares aferentes
do tipo Ill e IV que despolarizam em resposta ao estimulo mecanico (mecanorreflexo
muscular) e metabdlico (metaborreflexo muscular) que ocorre durante a contragao
muscular. Como resposta, ocorre um aumento da atividade nervosa simpatica e
diminuicdo da atividade parassimpatica, aumentando entdo a frequéncia cardiaca
(FC) e a pressao arterial (PA). Apesar do reflexo pressor do exercicio ser
considerado um dos principais mediadores das respostas cardiovasculares ao
exercicio, os neurotransmissores responsaveis pela comunicagdo entre as fibras
aferentes do tipo Ill/IV e o sistema nervoso central em seres humanos nao é
totalmente esclarecido. Estudos prévios realizados em modelos animais
demonstraram que os receptores inibitérios GABAA estdo envolvidos nas respostas
cardiovasculares induzidas pela ativagao reflexo pressor do exercicio. No entanto, o
quanto esses achados podem ser extrapolados para seres humanos necessita de
investigacdo. Com isso, a presente tese foi desenvolvida com o objetivo de testar a
hipétese de que os receptores GABAa contribuem para as respostas
neurocardiovasculares durante a ativagdo do reflexo pressor do exercicio em
humanos. Como o reflexo pressor do exercicio € composto pelos componentes
mecanico e metabdlico, dois estudos diferentes foram conduzidos para estudar de
maneira isolada o mecanorreflexo e o metaborreflexo muscular. Além disso, visando
estreitar a relagcdo entre a pesquisa cientifica e o ensino, um terceiro estudo foi
desenvolvido com o objetivo de propor um modelo de aula pratica utilizando a
ativagdo isolada do metaborreflexo muscular para o ensino de fisiologia
cardiovascular para alunos de graduagdo em Educagao Fisica. No primeiro estudo,
28 jovens saudaveis (14 mulheres) realizaram cinco segundos de exercicio voluntario
e movimento passivo (ativagdo isolada do mecanorreflexo) em um cicloergbmetro
sem carga. Os experimentos foram conduzidos através de um desenho
randomizado, controlado e duplo-cego, sendo que na visita controle os voluntarios
ingeriram de maneira oral uma pilula placebo e na visita experimental 10 mg de
diazepam. Diazepam é um benzodiazepinico que aumenta a atividade dos
receptores GABAa. A FC e a PA foram avaliadas batimento a batimento através de
um eletrocardiograma e um aparelho de fotopletismografia, respectivamente. Os
resultados demonstraram que o aumento da FC tanto no exercicio voluntario como
no movimento passivo foi significativamente maior apos a administracdo oral de
diazepam. No segundo estudo, 17 jovens saudaveis (oito mulheres) realizaram 90
segundos de exercicio isométrico de preensdo manual de maneira isquémica a 30%
da forga maxima seguidos de dois minutos de isquemia pos-exercicio (IPE — ativagao
isolada do metaborreflexo) antes e 60 minutos apds a administragao oral de placebo
ou diazepam. Além da FC e PA, a atividade nervosa simpatica muscular (ANSM) foi
avaliada de maneira direta através da técnica de microneurografia. Os resultados
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demonstraram que as respostas de PA e ANSM durante o exercicio e IPE foram
significativamente maiores apos a administragdo de diazepam, mas n&o apos a pilula
placebo. No terceiro estudo, uma aula pratica foi conduzida em uma turma de
graduagdo em Educacgdo Fisica utilizando a manobra de IPE para demonstrar as
respostas cardiovasculares durante o exercicio e ativagdo do metaborreflexo
muscular. Para isso, oito estudantes (quatro mulheres) foram selecionados e
realizaram dois minutos de exercicio isométrico de preensdo manual a 30% da forca
maxima seguidos de trés minutos de IPE. A FC e PA foram avaliadas através de
monitores digitais e amostras sanguineas foram coletadas no dedo da mé&o
exercitada para analise do lactato sanguineo. Ao final, todos os estudantes (n = 46)
foram instruidos a realizar um relatorio sobre os experimentos realizados e um
questionario foi aplicado para avaliar a percepgao dos alunos sobre a aula pratica. A
maioria dos alunos relatou que a aula pratica melhorou seu nivel de compreensao
sobre diversos aspectos relacionados ao controle cardiovascular durante o exercicio.
Em conclusdo, os resultados dos dois primeiros estudos demonstraram, pela
primeira vez em seres humanos, que os receptores GABAa contribuem para as
respostas cronotropicas, pressoricas e neurais durante a ativagao do reflexo pressor
do exercicio. Além disso, o terceiro estudo descreve uma aula de laboratério que
pode melhorar a aprendizagem dos alunos e orientar professores a incorporar o uso
da IPE como uma ferramenta simples e eficaz para o ensino de fisiologia
cardiovascular para alunos de graduacéo.

Palavras-chave: Reflexo pressor do exercicio. Frequéncia cardiaca. Pressao arterial.
Benzodiazepinicos. Ensino de fisiologia.
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ABSTRACT

TEIXEIRA, André Luiz da Silva. Neural control of circulation during exercise in
humans: the role of GABAA receptors. 2019. 187f. Tese (Doutorado em Educacgao
Fisica) — Faculdade de Educacéo Fisica, Universidade de Brasilia, 2019.

The exercise pressor reflex comprises of group Ill and IV skeletal muscle
afferents that discharge in response to mechanical (muscle mechanoreflex) and
metabolic (muscle metaboreflex) stimuli. As a result, there is an increase in
sympathetic and a decrease in parasympathetic nerve activity, thus increasing heart
rate (HR) and blood pressure (BP) during exercise. Although the exercise pressor
reflex is one of the principal mediators of cardiovascular responses to exercise, the
neurotransmitters involved in the communication between group III/IV muscle
afferents and the central nervous system in humans are not fully understood.
Previous animal studies have shown that inhibitory GABAa receptors are involved in
the cardiovascular responses to exercise pressor reflex activation. However, whether
these findings can be extrapolated to humans is unknown. Thus, the purpose of the
present thesis was to test the hypothesis that GABAa receptors contribute to the
neurocardiovascular responses during the activation of exercise pressor reflex in
humans. Due the fact that the exercise pressor reflex is composed by the mechanical
and the metabolical components, two different studies were developed to isolate the
mechanoreflex and the metaborreflex. In addition, in order to establish a relationship
between research and teaching, a third study was developed to demonstrate a
practical laboratory class using the isolated muscle metaboreflex activation as a tool
for teaching cardiovascular physiology for undergraduate students. In the first study,
28 healthy young subjects (14 women) performed 5 s of active and passive unloaded
cycling (isolated mechanoreflex activation). The experiments were conducted in a
randomized, double-blinded and controlled design, in which the participants
performed the experiments 60 min following oral administration of placebo or 10 mg
of diazepam. Diazepam is a benzodiazepine that increases the GABAA activity. Beat-
to-beat HR and BP were measured by electrocardiogram and finger
photoplethysmography, respectively. The results demonstrated that the increases in
HR during voluntary and passive cycling were significantly enhanced after diazepam
administration. In the second study, 17 healthy young subjects (8 women) performed
90 s of ischemic isometric handgrip exercise at 30% of maximal force followed by two
minutes of postexercise ischemia (PEI - isolated metaborreflex activation) before and
60 min following oral administration of placebo or diazepam. In addition to HR and
BP, muscle sympathetic nerve activity (MSNA) was directly recorded by
microneurography. The results showed that increases in BP and MSNA during
exercise and PEI were significantly greater after diazepam, but not after the placebo
pill. In the third study, a practical laboratory class was conducted in an undergraduate
Physical Education class using PEI to demonstrate cardiovascular regulation during
exercise and metaboreflex activation. For this, eight students (four women) performed
2 min of isometric handgrip exercise at 30% of maximal force followed by 3 min of
PEIl. HR and BP were measured via digital monitors and blood sample was collected
from the exercising finger for lactate analysis. After the laboratory class, the students
(n = 46) were instructed to perform a practical report and a questionnaire was given to
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determine the students’ perception. The majority of the students self-reported that the
laboratory class improved their level of understanding of several aspects of
cardiovascular regulation during exercise. In conclusion, the findings of the first two
studies demonstrated, for the first time, that GABAa receptors contribute to
chronotropic, pressor and neural responses during the activation of exercise pressor
reflex in humans. In addition, the third study describes a practical laboratory class that
can improve students’ learning and guide teachers to incorporate the use of PEIl as a
tool for teaching cardiovascular physiology for undergraduate students.

Keywords: Exercise pressor reflex. Heart rate. Blood pressure. Benzodiazepines.

Teaching in physiology.
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1. INTRODUGCAO

Durante o exercicio fisico ocorre um aumento da frequéncia cardiaca (FC) e
da pressao arterial (PA) de maneira proporcional a intensidade do esfor¢o, o que
aumenta a perfusdo sanguinea para os musculos exercitados (Fisher et al., 2015b).
Essas respostas cardiovasculares sdo mediadas por diversos mecanismos nheurais
que levam informagdes ao centro de controle cardiovascular no tronco encefalico,
mais especificamente ao nucleo do trato solitario (NTS), que, por sua vez, promove
alteracbes dos ramos simpatico e parassimpatico do sistema nervoso autdbnomo
(Mitchell, 1990). Dentre esses mecanismos destacam-se o comando central, o
reflexo pressor do exercicio e o barorreflexo arterial. O comando central € um
mecanismo de feedforward, localizado em regides corticais e sub corticais do
cérebro, relacionado com a voluntariedade do exercicio e possui a capacidade de
ativar os sistemas neuromotor, respiratério e cardiovascular em paralelo (Williamson
et al., 2006). O reflexo pressor do exercicio € um mecanismo periférico de feedback
negativo localizado nos musculos esqueléticos ativado pelo estimulo mecanico e
metabdlico durante a contragdo muscular (Kaufman & Hayes, 2002). O barorreflexo
arterial € composto por receptores mecanicos localizados no arco adrtico € no seio
carotideo sensiveis a oscilagbes da PA que atuam, através de feedback negativo, na
regulacdo da PA a cada ciclo cardiaco (Fadel, 2008). Apesar de todos esses
mecanismos serem fundamentais para o controle cardiovascular durante o exercicio,
diversos estudos tém sido desenvolvidos com foco no reflexo pressor do exercicio
devido a sua importancia na magnitude de aumento da atividade nervosa simpatica
durante o esforco fisico (Mitchell et al., 1983; Rowell & O'Leary, 1990; Kaufman &
Hayes, 2002; Smith et al., 2006).

O componente sensitivo do reflexo pressor do exercicio € composto por
fibras aferentes mielinizadas do tipo lll e fibras aferentes n&do mielinizadas do tipo IV
que sao despolarizadas em resposta a deformagdo mecanica e aos subprodutos
metabdlicos produzidos durante a contracdo muscular. Portanto, o reflexo pressor do
exercicio é divido em mecanorreflexo muscular (predominantemente mediado pelas
fibras aferentes do tipo Ill), e metaborreflexo muscular (predominantemente mediado
pelas fibras aferentes do tipo 1V) (Kaufman & Hayes, 2002). Tem sido proposto que a
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ativacao do reflexo pressor do exercicio promove uma inibicdo neuronal no NTS que,
por sua vez, diminui a ativacdo de neurdnios de segunda ordem como o nucleo
motor dorsal do vago e nucleo ambiguo que sao os neurdnios pré-ganglionares do
sistema nervoso parassimpatico, e a parte caudal ventrolateral bulbar, diminuindo a
inibicdo ténica da parte rostral ventrolateral bulbar que € o neurénio pré-motor do
sistema nervoso simpatico. Em conjunto, essas alteragdes autonémicas promovem
uma diminui¢do da atividade nervosa parassimpatica para o coragao € um aumento
da atividade nervosa simpatica para o coragdo e vasos sanguineos periféricos
promovendo entdo um aumento da FC e PA durante o exercicio (Mitchell et al., 1983;
Mitchell, 1990; Kaufman & Hayes, 2002; Michelini et al., 2015). Apesar de bem
estabelecido na literatura que o reflexo pressor do exercicio € um dos principais
mediadores das respostas cardiovasculares ao exercicio, 0s neurotransmissores
responsaveis por fazer a comunicacao entre as fibras aferentes do tipo IlIl/IV e o
centro de controle cardiovascular no sistema nervoso central em seres humanos
ainda nao estdo bem esclarecidos.

O acido gama-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitorio
do sistema nervoso central de mamiferos (Eskandari et al., 2017). Em um estudo
conduzido em ratos, Potts et al. (2003) verificaram que sinapses GABAérgicas sao
responsaveis pelas respostas cardiovasculares durante a ativagao do reflexo pressor
do exercicio. Nesse estudo, os barorreceptores carotideos foram ativados em trés
condi¢des distintas: 1) repouso, 2) durante contragdes musculares eletricamente
induzidas, e 3) durante contragdes musculares apds o bloqueio dos receptores
GABAAa na parte caudal do NTS. Como resultado, a ativagdo do barorreflexo arterial
em repouso causou uma bradicardia reflexa, sendo que essa resposta foi abolida
durante as contragdes musculares. No entanto, o bloqueio dos receptores GABAA no
NTS restaurou completamente a bradicardia reflexa induzida pela ativagdo dos
barorreceptores carotideos mesmo com a ativagao em paralelo das fibras aferentes
musculares. Apesar desses resultados serem uma forte evidéncia que as sinapses
inibitorias GABAérgicas sao responsaveis pela comunicagao entre o reflexo pressor
do exercicio e 0 NTS, o quanto esses achados podem ser extrapolados para seres

humanos permanece desconhecido.
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Em humanos, uma maneira de estudar a contribuicdo das sinapses
GABAérgicas é através da utilizagdo de benzodiazepinicos que sao moduladores
alostéricos dos receptores GABAA e, quando presentes na circulagcdo, aumentam a
atividade inibitéria desses receptores (Wisden & Stephens, 1999; Sieghart, 2000;
Richter et al., 2012). Além disso, € possivel estudar os dois componentes do reflexo
pressor do exercicio de maneira isolada. Por exemplo, o mecanorreflexo muscular
pode ser isolado através do alongamento estatico ou do movimento passivo
(involuntario) dos membros (Nobrega & Araujo, 1993), enquanto o metaborreflexo
muscular pode ser isolado através da oclusdo circulatoria pés-exercicio (Alam &
Smirk, 1937). Para isso, um esfigmomandmetro posicionado no membro exercitado
€ insuflado a uma pressédo suprassistolica imediatamente antes do término do
exercicio e mantida por um periodo apdés seu término. Com isso, todos os
metabdlitos produzidos durante a contragcdo muscular ficam aprisionados no musculo
e estimulam as fibras aferentes sensiveis a estes subprodutos (Kaufman & Hayes,
2002). Portanto, como demonstrado previamente em modelos animais, especula-se
a possibilidade dos receptores GABAa contribuirem para as respostas
neurocardiovasculares induzidas pela ativagao do reflexo pressor do exercicio em
seres humanos. Para testar essa hipotese, foi utilizada a administracdo oral de um
benzodiazepinico em dois desenhos experimentais diferentes com o objetivo de
isolar cada um dos componentes do reflexo pressor do exercicio (mecanorreflexo e
metaborreflexo muscular).

Além disso, a presente tese apresenta uma proposta pedagogica com o
objetivo de estreitar a relagdo entre a pesquisa cientifica e o ensino para estudantes
de graduagdo. Sabe-se que a utilizacdo de metodologias de aprendizagem ativa, em
conjunto com as aulas tradicionais, € mais eficiente para a aprendizagem e retengao
do conhecimento quando comparado as aulas tradicionais sozinhas (Gauci et al.,
2009; Carvalho & West, 2011; Schuijers et al., 2013). Portanto, um terceiro estudo foi
desenvolvido para examinar a possivel eficacia de uma aula pratica utilizando a
ativagao isolada do metaborreflexo muscular como uma ferramenta simples e util

para o ensino de fisiologia cardiovascular para estudantes de graduagao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Verificar a contribuicdo dos receptores GABAp nhas respostas
neurocardiovasculares durante a ativacdo do reflexo pressor do exercicio em seres

humanos.

2.2. Objetivos especificos
2.2.1 Primeiro estudo

Verificar a contribuicio dos receptores GABAa nas respostas
cardiovasculares durante a ativacéo isolada do mecanorreflexo muscular em seres

humanos.

2.2.2 Segundo estudo
Verificar a contribuicio dos receptores GABAaA nas respostas
neurocardiovasculares durante a ativacdo isolada do metaborreflexo muscular em

seres humanos.

2.2.3 Terceiro estudo
Propor um modelo de aula pratica utilizando a ativagdo isolada do
metaborreflexo muscular como uma ferramenta simples e eficiente para ensinar

fisiologia cardiovascular para alunos de graduagao em Educacéao Fisica.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Respostas cardiovasculares: do repouso ao exercicio

Em 1865, o farmacéutico e fisiologista francés Claude Bernard (Figura 1A)
fundamentou a medicina baseada em evidéncia através da sua obra “Introducdo ao
estudo da medicina experimental” traduzido do francés “Introduction a I'étude de la
médicine experimentale” (Bernard, 1865). Além disso, Claude Bernard também
escreveu que “todos os mecanismos, por mais variados que sejam, ndo tém outro
objetivo além da manutengdo da estabilidade das condigées do meio interno” (Noble,
2008; Goldstein, 2019). Mais adiante, em 1929, o médico e fisiologista norte-
americano Walter Cannon (Figura 1B) batizou essa condigdo de relativa constancia
do meio interno com o termo homeostasia ou homeostase, proveniente da jungao
entre as palavras grega “homeo” e “stasis” que significam similar/igual e estatico,

respectivamente (Goldstein, 2019).

FIGURA 1 - Claude Bernard (painel A) e Walter Cannon (painel B).
Fonte: Wikipedia. Disponivel em: <https://pt.wikipedia.org/wiki/Claude_Bernard> e
<https://pt.wikipedia.org/wiki/Walter_Bradford_Cannon> Acesso em abril de 2019.
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Homeostasia, portanto, representa a manutengdo do equilibrio do meio
interno de uma maneira relativamente constante ou a tendéncia a estabilidade do
meio interno (Cooper, 2008; Goldstein, 2019). Desde os relatos pioneiros no inicio do
século XIX até os dias atuais, esse tema vem despertando o interesse dos cientistas.
Por exemplo, em uma busca simples com os descritores (homeostasis OR
autoregulation) no PubMed, mais de 287 mil referéncias s&o encontradas, sendo
que, ao utilizar um filtro no qual os termos devam, obrigatoriamente, aparecer no
titulo dos artigos (homeostasis[tii OR autoregulation[til) um total de 25.868
referéncias aparecem (busca em 11 de julho de 2019), demonstrando a importancia
dessa tematica para a comunidade cientifica.

Walter Cannon formou-se em medicina na Universidade de Harvard onde
desenvolveu toda sua carreira académica como professor e pesquisador, sendo
chefe do departamento de fisiologia entre 1906 e 1942 (Cooper, 2008). Além da
homeostasia, Cannon também foi responsavel pela introdu¢do de um termo
fundamental no estudo da fisiologia humana e do exercicio conhecido como o
mecanismo de luta ou fuga (“fight or flight’) (Cannon, 1939). Esse mecanismo
descreve as mudangas fisioldgicas que ocorrem quando um individuo se depara com
uma situagdo de perigo ou ameaga. Por exemplo, ao se deparar com uma cobra
venenosa, o individuo precisa tomar a decisdo de enfrenta-la (luta) ou procurar
rapidamente um lugar seguro (fuga). No entanto, independente da decisao,
mudangas no sistema nervoso autbnomo irdo ocorrer em um mesmo sentido com o
objetivo de preparar o organismo para um esforgo fisico imediato (Goldstein, 2019).

O sistema nervoso autbnomo é dividido em sistema nervoso simpatico e
sistema nervoso parassimpatico que atuam de maneira sinérgica regulando as
fungbes viscerais e, consequentemente, a homeostasia corporal (Fisher et al.,
2015b). Em repouso ou apdés uma refeicdo, ha uma predominancia da atividade
nervosa parassimpatica em detrimento da atividade simpatica. Por outro lado,
durante uma situagédo de luta ou fuga, ocorre uma diminuigdo abrupta da atividade
nervosa parassimpatica e um aumento generalizado da atividade simpatica. Sendo
assim, durante situagdes de luta ou fuga, ocorre uma cascata de eventos fisiologicos,
como por exemplo a diminuigdo da motilidade, o aumento do débito cardiaco e da
PA, dilatagdo dos bronquiolos, aumento do metabolismo glicolitico, dentre outros,
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que, de maneira geral, preparam o individuo para o esforgo fisico (Figura 2). Dessa
forma, o mecanismo de luta ou fuga descreve com precisdo as mudangas
autondmicas e fisioldgicas que ocorrem durante a pratica de exercicio fisico. Todas
as mudangas que ocorrem nos 0rgaos e sistemas sdo fundamentais para uma
resposta fisioldgica adequada durante o exercicio fisico, no entanto, o escopo da

presente tese € baseado no sistema cardiovascular.

Repouso ou digestao Luta ou Fuga
Balango / hh“‘hhﬂﬁ
autondémico =" Tt ——
Atividade Atividade
parassimpatica simpatica
.], Frequéncia cardiaca 1‘ Frequéncia cardiaca
,l, Metabolismo glicolitico T Metabolismo glicolitico
1 Motilidade } Motilidade
Constricao dos brénquios Dilatagcao dos brénquios
Constrigao pupilar Dilatagao pupilar

FIGURA 2 - Balango autonémico em repouso e durante o mecanismo de luta
ou fuga (exercicio). Fonte: O autor.
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Em 1913, os pesquisadores August Krogh (Prémio Nobel de Fisiologia e
Medicina em 1920, Figura 3A) e Johannes Lindhard (Figura 3B) demonstraram, pela
primeira vez, a regulagdo da ventilagdo e circulagdo durante o exercicio em seres
humanos (Krogh & Lindhard, 1913). Interessantemente, na época desse estudo,
realizado na Universidade de Copenhagen, os pesquisadores nao tinham acesso ao
eletrocardiograma para avaliar a FC. No entanto, a pesquisadora Florence Buchanan
da Universidade de Oxford, gentilmente, enviou uma tabela de dados que ela coletou
em sujeitos que pedalaram um cicloergdbmetro durante sete minutos (Mitchell, 2013).
Com isso, Krogh e Lindhard foram capazes de demonstrar graficamente o
comportamento da FC durante o exercicio (Figura 4), sendo verificado que o
aumento da FC ocorre de maneira imediata, ou seja, no primeiro segundo apés o
inicio do exercicio, e que essa resposta € dependente da intensidade do esforco.
ApOs esse relato pioneiro, diversos estudos ratificaram esses achados, e atualmente,
€ bem estabelecido que durante o exercicio ocorre um aumento da FC e da PA de
maneira proporcional a intensidade do esforco. Além disso, sabe-se que as
respostas cardiovasculares ao exercicio sédo influenciadas por diversos fatores como
o tipo de exercicio, a quantidade de massa muscular envolvida, o membro

exercitado, além da idade, sexo, condi¢ao clinica, entre outros (Fisher et al., 2015b).

FIGURA 3 - August Krogh (painel A) e Johannes Lindhard (painel B).
Reproduzido de Mitchell (2013) com permisséo (Anexo ).
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Pulse rates per minute.

Resting 4 sec. 2secs. 10secs. 20secs. 1—2m. 5—T m. after hearing signal to begin work

R. W.D. 42 74 84 90 105 120 120-127 Not heated by 5 mins.
exercise. Great foot-

baller.
W. B. 55 67 80 96 100 100 115 Not much heated.
W. Ch 58 78 85-90 100 100 140 150 A good deal heated.
C.G. D, 60 72 75 84 88 96-108 100 Not at all heated.
G. H. B. 64 72 80 90 90 100 100-103 Not at all heated.
R.P. H. 68 100 106 120 124 135-140 135-140 Felt warm,
F.B.SSH. 72 90 96 105 108 110 120  Not heated.
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FIGURA 4 - Dados originais coletados pela pesquisadora Florence Buchanan e
enviados aos pesquisadores Krogh e Lindhard demonstrando a resposta da
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frequéncia cardiaca durante o exercicio. Reproduzido de Krogh & Lindhard (1913)

com permissao (Anexo ).
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Os corpos celulares dos neurbnios pré-ganglionares parassimpatico estao
localizados no nucleo ambiguo e nucleo mortor dorsal do vago da medula oblongata
que se projetam, através do décimo nervo craniano (nervo vago), aos neurdnios pos-
ganglionares no plexo cardiaco que liberam acetilcolina nos receptores muscarinicos
do coragéo. Por outro lado, os neurdnios pré-motores simpatico originam-se na parte
rostral ventrolateral da medula oblongata projetando-se para a porgéo
intermediolateral da medula espinhal de onde partem os neurbnios pré-ganglionares
simpatico (Guertzenstein, 1973; Guertzenstein & Silver, 1974). Esses neurdnios
projetam-se aos neurbnios pods-ganglionares no coragdo e vasos Ssanguineos
periféricos que liberam noradrenalina nos receptores $1 no coragao e a1 e 2 nos

vasos sanguineos (Michelini et al., 2015) (Figura 5).

RVLM CVLM NTS \
T - +

NA/MDV

/ ejebuo|qo empaw\

FIGURA 5 - Representacdo esquematica da parte eferente do controle
cardiovascular. NTS: nucleo do trato solitario; CVLM: parte caudal ventrolateral;
RVLM: parte rostral ventrolateral ; NA: nucleo ambiguo; MDV: nucleo motor dorsal do
vago; IML: porgéo intermédio lateral da medula; ANS: atividade nervosa simpatica;
ANP: atividade nervosa parassimpatica; (+): sinapses excitatorias; (-): sinapses
inibitérias. Adaptado de Michelini et al. (2015) com permissao (Anexo ).
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O pesquisador judaico brasileiro Pedro Gaspar Guertzenstein (Figura 6) teve
um papel fundamental na compreensao da neurocircuitaria envolvida nos nucleos
bulbares e seu papel no controle cardiovascular. Dr. Guertzenstein é reconhecido
pela descoberta da parte rostral ventrolateral do bulbo como a regido reguladora do
tonus simpatico (Guertzenstein, 1973; Guertzenstein & Silver, 1974). Dr.
Guertzenstein também descreveu e caracterizou a fungdo da parte caudal
ventrolateral do bulbo (Feldberg & Guertzenstein, 1976, 1986), além de demonstrar
que a parte caudal contém células com atividade pressorica tbnica que contribuem
para a manutengdo dos niveis basais da PA e que as respostas cardiovasculares
induzidas pela area pressérica caudal sdo mediadas pela parte caudal ventrolateral
do bulbo com o envolvimento de sinapses tanto excitatérias (glutamatérgicas) quanto
inibitorias (GABAérgicas) (Guertzenstein & Lopes, 1984; Feldberg & Guertzenstein,
1986; Campos Junior et al., 1994; Possas et al., 1994; Lacerda et al., 2003).

FIGURA 6 — Professor Pedro Gaspar Guertzenstein. Foto gentilmente cedida pelo

professor Gustavo Rodrigues Pedrino.



32

Em repouso, ha uma predominancia da via parassimpatica, fazendo com que
a FC mantenham-se em valores mais baixos. Na transicdo repouso-exercicio, o
aumento imediato da FC é predominantemente mediado por uma retirada vagal
(parassimpatica) cardiaca e, com o posterior incremento na intensidade do exercicio,
o aumento da FC é mediado pelo aumento da atividade nervosa simpatica (Fagraeus
& Linnarsson, 1976; White & Raven, 2014) (Figura 7). Um dos fatores que
contribuem para essa diferenga é a velocidade de condugdo do impulso nervoso
entre os ramos parassimpatico (~15 m/s) e simpatico (~1 m/s) (Fisher et al., 2015b).

200

100

Frequéncia cardiaca (bpm)

0 1 | |
Repouso 50 100

Consumo maximo de oxigénio (%)

FIGURA 7 - Influéncia dos ramos simpatico e parassimpatico (vagal) no
controle da frequéncia cardiaca em repouso e durante o exercicio progressivo
maximo. Adaptado de White & Raven (2014) com permissao (Anexo I).
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O NTS é um importante centro de integragdo do sistema cardiovascular que
possui a fungao de receber e interpretar informagdes provenientes de diversos locais
e gerar uma resposta adequada, modificando entdo a atividade nervosa simpatica e
parassimpatica. Apesar de estar bem esclarecido na literatura que as respostas
cardiovasculares durante o exercicio sdo mediadas pelas mudangas nos ramos
simpatico e parassimpatico do sistema nervoso autdbnomo, isso reflete apenas a
parte eferente de um complexo sistema de controle neural que envolve diversos
mecanismos centrais e periféricos que levam informacbées ao NTS. Esses
mecanismos de controle neural da circulacdo durante o exercicio serdo discutidos

adiante.

3.2 Controle neural da circulagao durante o exercicio
3.2.1 Viséo geral

As respostas cardiovasculares ao exercicio sdo orquestradas por diversos
mecanismos neurais centrais e periféricos que vém sendo alvo de diversos estudos
ao longo dos ultimos 100 anos. Esses mecanismos sao didaticamente divididos em
mecanismos ativadores e mecanismos modulatérios. Sdo considerados mecanismos
ativadores o comando central e o reflexo pressor do exercicio, enquanto o
barorreflexo arterial, o barorreflexo cardiopulmonar e o quimiorreflexo arterial sao
considerados mecanismos modulatérios. Os mecanismos ativadores atuam apenas
durante o exercicio, sendo os principais gatilhos para as respostas cardiovasculares
ao exercicio, enquanto os mecanismos modulatorios estdo funcionando tanto em
repouso quanto em situacdes de estresse como o exercicio fisico, modulando assim
as respostas cardiovasculares (Mitchell, 1990; Michelini et al., 2015). Esses
mecanismos levam sinais ao centro de controle cardiovascular no bulbo, mais
especificamente ao NTS, que tem a capacidade de integrar todas as informacgdes e
gerar respostas eferentes modificando as atividades parassimpatica e simpatica para
os 6rgaos efetores gerando assim as respostas cardiovasculares ao exercicio (Fisher
et al., 2015b) (Figura 8).
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FIGURA 8 - Representagcdo esquematica do controle neural da circulagcao
durante o exercicio. ANP: atividade nervosa parasimpatica; ANS: atividade nervosa
simpatica; Ach: acetilcolina; Ne: norepinefrina. Adaptado de Fisher et al. (2015b) com

permisséo (Anexo I).

O comando central e o reflexo pressor do exercicio, sdo esquematicamente
representados como controle central e periférico, respectivamente (Figura 8). O
controle central possui a capacidade de ativar o sistema cardiovascular e o sistema
neuromotor de maneira paralela (feedforward), enquanto o sistema de controle
periférico € ativado pelo controle central e, posteriormente, ativa o sistema de
controle cardiovascular, gerando uma resposta reflexa (feedback) (Mitchell, 2013).
Como a presente tese versa sobre a contribuicdo isolada do reflexo pressor do
exercicio, inicialmente, sera realizada uma revisdo sobre o0s mecanismos
modulatérios e, posteriormente, sobre os mecanismos ativadores, com énfase em

pesquisas realizadas em seres humanos.
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Controle central Controle periférico

Cérebro Cérebro

Centro de controle Centro de controle

cardiovascular / cardiovascular

A 4 v A 4 N

Musculo Coragdo e Musculo Coragdo e
exercitado vasos sanguineos exercitado vasos sanguineos
FIGURA 9 - Representacao esquematica dos sistemas de controle

cardiovascular central e periférico durante o exercicio. Adaptado de Mitchell
(2013) com permissao (Anexo ).

3.2.2 Barorreflexo arterial

Em repouso, existe uma relagdo inversa entre a PA e a FC, ou seja,
aumentos da PA s&do acompanhados de uma bradicardia reflexa, enquanto que
quedas da PA sao seguidas de uma taquicardia reflexa. Esse mecanismo, conhecido
como controle barorreflexo da PA, representa um mecanismo de feedback negativo
fundamental para manter a homeostasia da PA (Fadel, 2008). Receptores mecéanicos
localizados no arco adrtico e no seio carotideo levam informacdes aferentes, através
do nervo vago e glossofaringeo, respectivamente, para o NTS relativas as oscilagcoes
da PA batimento a batimento. Essas aferéncias implicam em mudangas reflexas na
atividade eferente parassimpatica para o coragcdo e na atividade simpatica para o
coragdo e vasos sanguineos, modulando a FC (barorreflexo cardiaco) e a
vasoconstricao periférica (barorreflexo simpatico) (Joyner, 2006; Fadel, 2008).

O pesquisador brasileiro Eduardo Moacyr Krieger (Figura 10) foi um dos
pioneiros no estudo do barorreflexo arterial, publicando uma série de artigos que

foram fundamentais para a compreensdo do seu funcionamento (Krieger &
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Marseillan, 1966; Krieger, 1970; Junqueira & Krieger, 1973; Krieger et al., 1977;
Salgado & Krieger, 1978, 1981; Junqueira & Krieger, 1982; Krieger et al., 1982;
Krieger & Junqueira, 1983; Michelini & Krieger, 1984; Krieger, 1987; Padilha &
Krieger, 1987; Krieger, 1988; Salgado & Krieger, 1988; Krieger, 1989; Franchini et al.,
1996; Xavier-Neto et al., 1996; Krieger et al., 1998; Brum et al., 2000; Consolim-
Colombo et al., 2000; Irigoyen et al., 2000; Farah et al., 2001; Krieger et al., 2001;
Koike et al., 2006). Dr. Krieger formou-se em medicina pela Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul em 1953 e recebeu o titulo de doutor
em Fisiologia Cardiovascular pela Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo em 1959. Em 1998, recebeu o titulo de Professor Emérito
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP e de Professor honoris causa pela
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Além disso, Dr. Krieger foi Presidente
da Academia Brasileira de Ciéncias de 1993 a 2007.

FIGURA 10 - Professor Eduardo Moacyr Krieger. Fonte: FAPESP. Disponivel em:
<http://lwww.fapesp.br/2947> Acesso em agosto de 2019.
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A Figura 11 representa esquematicamente o controle barorreflexo arterial.
Durante um estimulo hipotensivo, ha uma diminui¢cdo da frequéncia de disparos das
fibras aferentes dos barorreceptores. Essa informagao € interpretada no NTS e,
como resposta, ocorre uma diminuigdo da atividade parassimpatica e aumento da
atividade simpatica, promovendo um aumento da FC e vasoconstricdo periférica,
retornando a PA aos valores de repouso. Por outro lado, durante um estimulo
hipertensivo, ha um aumento da atividade aferente dos barorreceptores fazendo com
que ocorra um aumento reflexo da atividade parassimpatica e uma diminuicdo da
atividade nervosa simpatica, promovendo uma diminuicdo da FC e vasodilatagao
periférica, diminuindo entdo a PA (Fadel, 2008).

Estimulo Estimulo
hipotensivo hipertensivo
\ Repouso
Barorreceptores &_' I [T V1 T1TITITTT
carotideos Despolarizagéo dos nervos aferentes
Atividade para55|mpat|ca cardiaca FC J
Athldade simpatica cardlaca
Barorreceptores
aorticos

BTTTTTTTTTTT I T T )

Atividade simpatica vasomotora

PA

Vasoconstri¢do Vasodilatacgao
FIGURA 11 — Representacao esquematica do controle barorreflexo arterial em
repouso e durante estimulos hipotensivos e hipertensivos. FC: frequéncia

cardiaca; VS: volume sistélico; CVT: condutancia vascular total; PA: pressao arterial.
Adaptado de Fadel (2008) com permisséo (Anexo ).
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Historicamente, acreditava-se que o barorreflexo arterial estava "desligado"
ou "sobrecarregado" durante o exercicio devido ao aumento linear da FC e PA
(Joyner, 2006; Mitchell, 2013; Teixeira et al., 2018d). No entanto, no inicio da década
de 1980, o grupo do professor David Donald da Mayo Clinic publicou uma série de
estudos em caes demonstrando que a relagdo estimulo-resposta da fungao
barorreflexa € deslocada para operar nos valores mais elevados de PA induzidos
pelo exercicio, sem uma alteragdo no ganho ou na sensibilidade (Melcher & Donald,
1981; Walgenbach & Donald, 1983a, b; Walgenbach & Shepherd, 1984).
Posteriormente, estes resultados foram confirmados em humanos pelo grupo do
professor Peter Raven da Universidade do Norte do Texas (Potts et al., 1993). Com
isso, atualmente é bem aceito que o barorreflexo arterial permanece funcional
durante o exercicio, modificando seu ponto de operagao em torno da PA provocada
pela intensidade do esforco, desempenhando entdo um papel importante na
modulagao das respostas cardiovasculares ao exercicio (Figura 12). Para uma leitura
mais detalhada recomenda-se as seguintes revisdes: Joyner (2006), Raven et al.
(2006), Fadel (2008), Fadel & Raven (2012) e Raven et al. (2019).

A PO B
' S
Nc PO
PC
. Exercicio o
Q . E
:',:“ / Intenso £ / E_xercfcio
S / Exercicio I Intenso
8 / moderado b / Exercicio
‘§ s moderado
s 2
g Exercicio leve % Exercicio leve
Repouso épouso
[ > e >
o=t PESC Y N PESC
Limites de variacdo Limites de variagao

FIGURA 12 - Controle barorreflexo cardiaco (A) e vasomotor (B) durante o
exercicio. PESC: pressao estimada do seio carotideo; PO: ponto de operacgao; PC:
ponto central. Adaptado de Raven et al. (2006) com permissao (Anexo I).
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3.2.3 Barorreflexo cardiopulmonar

Receptores mecanicos localizados nos atrios, ventriculos, pulm&o e grandes
veias levam informagbes aferentes através do nervo vago ao NTS relativas as
oscilagbes da pressdo venosa e volume sanguineo central (Fadel & Raven, 2012).
Quando ocorre um aumento no volume sanguineo central, por exemplo, durante a
posicdo supina, os barorreceptores cardiopulmonares sdo despolarizados. Como
consequéncia, ocorre um aumento reflexo da atividade nervosa parassimpatica e
inibicdo da atividade nervosa simpatica, diminuindo a FC e PA. Por outro lado,
quando ocorre uma diminuigdo do volume sanguineo central, por exemplo, durante o
estresse ortostatico, ha uma diminuicdo da frequéncia de disparos das fibras
aferentes cardiopulmonares. Como consequéncia, ocorre uma diminuicdo da
atividade parassimpatica e simpatoexcitacdo, aumentando a FC e PA (Fadel &
Raven, 2012).

Apesar do barorreflexo cardiopulmonar ser relativamente menos estudado
quando comparado aos outros mecanismos neurais de controle cardiovascular,
algumas evidéncias sugerem que o barorreflexo cardiopulmonar € um importante
mediador das respostas cardiovasculares durante o exercicio (Mitchell, 1990; Fadel
& Raven, 2012; Fadel, 2015; Fisher et al., 2015b). Por exemplo, o fato da resposta
cronotropica durante o exercicio realizado na posi¢cdo supina ser tipicamente menor
quando comparado a posi¢ao sentada (Stenberg et al., 1967), indica que o aumento
do volume sanguineo central e, consequentemente, a ativagdo do barorreflexo
cardiopulmonar, pode influenciar nas respostas cardiovasculares ao exercicio.

Uma maneira de estudar a contribuicdo dos barorreceptores
cardiopulmonares em humanos € através da técnica de pressao positiva ou negativa
dos membros inferiores que promove um aumento e uma diminuicdo do volume
sanguineo central, respectivamente (Sundlof & Wallin, 1978; Fu et al., 1998). Os
primeiros relatos, em seres humanos, sobre o impacto dos barorreceptores
cardiopulmonares durante o exercicio indicaram que a vasoconstricdo no membro
nao exercitado durante o exercicio isométrico de preensido manual foi trés vezes
maior quando o exercicio foi combinado com a técnica de pressdao negativa dos
membros inferiores (Walker et al., 1980). No entanto, o exercicio isométrico de

preensdao manual per se promove um efeito pequeno no retorno venoso e,
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consequentemente, no volume sanguineo central. Por outro lado, durante o exercicio
dindmico envolvendo maiores grupamentos musculares (corrida ou cicloergbmetro),
ocorre um aumento abrupto do retorno venoso, aumentando o volume sanguineo
central, o que influencia diretamente o volume diastdlico final do ventriculo esquerdo
(pré-carga). Nesse sentido, diversos estudos indicam que durante o exercicio
dinamico para membros inferiores em baixa intensidade ocorre uma diminui¢gado da
atividade nervosa simpatica, sendo que um efeito simpatoexcitatorio € observado
apenas em altas intensidades (Saito et al., 1993; Katayama et al., 2014; Doherty et
al., 2019; Katayama & Saito, 2019; Notarius et al., 2019).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que as respostas
cardiovasculares durante o exercicio isométrico de preensdo manual e ativagao
isolada do metaborreflexo muscular sédo influenciadas pela posi¢ao corporal (supina
vs. sentada), ou seja, pela modificagdo do volume sanguineo central e,
consequentemente, ativagdo ou nao dos barorreceptores cardiopulmonares (Teixeira
et al., 2018a). Em conjunto, esses achados indicam que o barorreflexo
cardiopulmonar contribui de uma maneira modulatéria para as respostas
cardiovasculares durante o exercicio em seres humanos. Para uma leitura mais
detalhada recomenda-se as seguintes revisdes: Fadel & Raven (2012) e Fisher et al.
(2015b).

3.2.4 Quimiorreflexo arterial

Receptores quimicos localizados no seio carotideo e no arco aortico
(quimiorreflexo periférico), além de receptores no nucleo retrotrapezdéide no bulbo
(quimiorreflexo central), levam informagdes ao centro de controle cardiovascular e
respiratorio relativos a composigdo quimica do sangue regulando a atividade
autondmica e respiratéria em paralelo. Os quimiorreceptores periféricos respondem
as mudancgas nas concentragdes de oxigénio, gas carbdénico e hidrogénio, enquanto
0s quimiorreceptores centrais respondem as mudangas nas concentracdes de gas
carbdnico e hidrogénio (Kumar & Prabhakar, 2012; Keir et al., 2019).

Apesar de bem aceito que o quimiorreflexo arterial € um importante mediador

das respostas ventilatorias e autondmicas em repouso, seu papel durante o exercicio
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vém sendo estudado com o foco principalmente nos ajustes respiratorios (Ainslie &
Duffin, 2009; Forster et al., 2012). Por outro lado, sua influéncia nos ajustes
cardiovasculares é relativamente menos compreendida.

Em humanos, uma forma de estudar a contribuicdo dos quimiorreceptores &
através da inalacdo de concentragdes especificas de gases, ou seja, normoéxia
(~21% O3), hipoxia (~10% O3) ou hiperdxia (~100% O,) (Fernandes et al., 2018; Keir
et al., 2019; Mattos et al., 2019). O professor Michael Stickland conduziu uma série
de estudos realizados inicialmente em caes e, posteriormente, em humanos
verificando o papel do quimiorreflexo arterial nas respostas neurovasculares durante
o exercicio (Stickland et al., 2007; Stickland et al., 2008; Stickland et al., 2011).
Stickland e colaboradores verificaram que a inibigao transitéria dos quimiorreceptores
(hiperdxia ou infusdo venosa de dopamina) diminuiu a atividade nervosa simpatica
em aproximadamente 35% durante o exercicio de preensdo manual, e aumentou o
fluxo sanguineo da artéria femoral durante o exercicio dindmico de extensdo dos
joelhos (Stickland et al., 2008; Stickland et al., 2011). Em conjunto, esses achados
sugerem que o quimiorreflexo arterial promove vasoconstricgdo periférica, o que
restringe o fluxo sanguineo para o musculo esquelético. No entanto, outros estudos
demonstraram que a hiperdxia sustentada (3—15 minutos) durante o exercicio nao
influenciou (Seals et al.,, 1991) ou aumentou (Houssiere et al., 2006) a atividade
nervosa simpatica e reduziu o fluxo sanguineo muscular (Welch et al., 1977).
Portanto, o papel dos quimiorreceptores durante o exercicio em seres humanos n&o
esta totalmente esclarecido e necessita de maiores investigagbes. Para uma leitura
mais detalhada recomenda-se as seguintes revisdes: Kumar & Prabhakar (2012) e
Fisher et al. (2015b).

3.2.5 Comando central

Em 1913, os pesquisadores Krogh e Lindhard concluiram que o aumento
imediato da FC e ventilagdo no inicio do exercicio estaria relacionado a um
mecanismo de controle central ao invés de um reflexo proveniente dos musculos
exercitados (Krogh & Lindhard, 1913). Os autores batizaram esse mecanismo de
“‘irradiac&o cortical”, o qual foi posteriormente renomeado, e atualmente conhecido,
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como comando central (Goodwin et al., 1972). Conceitualmente, o comando central é
um mecanismo de feedforward localizado em regibes corticais e subcorticais
relacionado com a voluntariedade do exercicio e a percepg¢ao do esforgo, possuindo
a funcdo de ativar os sistemas motor, respiratério e cardiovascular em paralelo
(Mitchell, 1990; Williamson et al., 2006; Mitchell, 2013).

Apos os relatos pioneiros de Krogh e Lindhard, diversos pesquisadores
dedicaram suas carreiras a busca de compreender melhor o papel do comando
central como um importante mediador das respostas cardiovasculares ao exercicio.
Em animais, o comando central pode ser estudado através da estimulacéo elétrica
direta de regides cerebrais especificas que sdo capazes de gerar respostas motoras,
respiratérias e cardiovasculares (Eldridge et al., 1981). Em humanos, por outro lado,
devido sua complexidade, existe uma dificuldade de se isolar o comando central de
outros mecanismos como o reflexo pressor do exercicio e o barorreflexo arterial
(Williamson et al., 2006). No entanto, alguns métodos vém sendo empregados na
tentativa de estudar a influéncia do comando central no controle cardiovascular, por
exemplo, a vibragdo do tenddo muscular, o bloqueio neuromuscular, a hipnose e as
contragbes musculares eletricamente induzidas. Os estudos pioneiros demonstrando
cada uma dessas técnicas sdo demonstrados a seguir.

Em um estudo classico, onde o termo comando central apareceu na literatura
pela primeira vez, Goodwin et al. (1972) realizaram a contragdo muscular voluntaria e
a contragdo muscular em associacdo com a vibragado eletricamente induzida do
tenddo dos musculos agonistas ou antagonistas com o objetivo de diminuir e
aumentar a contribuicdo do comando central para um mesmo nivel de contragao
(tensdo) muscular, respectivamente (Figura 13). Como resultado, quando a
contribuicdo do comando central foi diminuida através da vibracdo dos musculos
agonistas, o aumento da PA, FC, e ventilagdo durante o exercicio foi menor quando
comparado a situagao controle (Figura 14). Por outro lado, quando a contribuigao do
comando central foi aumentada através da vibragdo dos musculos antagonistas, as
respostas de PA, FC e ventilacdo foram aumentadas em relacdo a situagido controle
(Figura 15). Esses dados demonstram que o comando central contribui para as

respostas cardiovasculares e ventilatorias durante o exercicio em seres humanos.
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FIGURA 13 - Utilizagao da vibragao do tendao para manipular a contribui¢gao do
comando central durante o exercicio. Adaptado de Goodwin et al. (1972) com

permisséo (Anexo I).
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FIGURA 14 — Resposta da pressao arterial, frequéncia cardiaca e ventilagao
durante o exercicio na situagao controle (circulos pretos e linhas continuas) e
durante a diminuicao da contribuicao do comando central através da vibracao
dos musculos agonistas (circulos brancos e linhas tracejadas). Adaptado de

Goodwin et al. (1972) com permissao (Anexo I).
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FIGURA 15 — Resposta da pressao arterial, frequéncia cardiaca e ventilagao
durante o exercicio na situagao controle (circulos pretos e linhas continuas) e
durante o aumento da contribuicao do comando central através da vibracao
dos musculos antagonistas (circulos brancos e linhas tracejadas). Adaptado de

Goodwin et al. (1972) com permissao (Anexo I).
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Outro modelo desenvolvido para avaliar a contribuicdo do comando central
foi a realizagdo de exercicio com bloqueio neuromuscular, onde os voluntarios eram
capazes de manter (bloqueio parcial) ou ndo (bloqueio completo) a forga muscular
durante o esforgo (Leonard et al., 1985; Secher et al., 1988; Mitchell et al., 1989;
Victor et al., 1995). A Figura 16 demonstra a resposta tipica da PA e FC de uma série
de experimentos realizados com bloqueio neuromuscular (Mitchell et al., 1989).
Como esperado, houve um aumento da PA e FC durante o exercicio na situagéo
controle, no entanto, essas respostas foram significativamente maiores durante o
bloqueio neuromuscular parcial e ainda maiores durante o bloqueio neuromuscular
completo, onde o voluntario tentava realizar o exercicio, mas ndo conseguis devido
ao bloqueio neuromuscular total. Ou seja, o bloqueio neuromuscular exigiu uma
maior contribuicdo do comando central a realizacdo ou tentativa de realizacdo do
exercicio, o que acarreta em um aumento concomitante na FC e PA, demonstrando
assim a influéncia do comando central nas respostas cardiovasculares ao exercicio.

Além disso, outra técnica utilizada para demonstrar o papel do comando
central € o exercicio imaginario em individuos hipnotizados (Williamson et al., 2001,
2002). Williamson et al. (2002) selecionaram cinco sujeitos com alta susceptibilidade
a hipnose e quatro com baixa susceptibilidade. Os voluntarios foram testados em
duas condi¢des distintas, sendo que na primeira eles realizaram trés minutos de
exercicio isométrico de preensao manual e na segunda realizaram o exercicio de
maneira imaginaria. Foram avaliadas a FC, PA e percepgédo subjetiva do esforgo
(PSE). Como esperado, a realizagao do exercicio isométrico promoveu um aumento
das variaveis cardiovasculares e PSE em ambos os grupos. No entanto, em
individuos com alta susceptibilidade a hipnose, o exercicio imaginario também
promoveu um aumento da FC, PA e PSE de maneira semelhante ao exercicio real
(Figura 17). Esses dados, além de demonstrar a influéncia do comando central nas
respostas cardiovasculares durante o exercicio, evidenciam também que o comando
central é relacionado com a PSE e atua de maneira independente da produgao real
da forca muscular (Williamson et al., 2002).
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FIGURA 16 — Resposta da pressao arterial e frequéncia cardiaca durante o
exercicio na situacdao controle (circulos pretos) e durante o aumento da
contribuicao do comando central através do bloqueio neuromuscular parcial
(quadrados brancos) e completo (circulos brancos). Reproduzido de Mitchell et
al. (1989) com permissao (Anexo I).
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FIGURA 17 - Resposta da frequéncia cardiaca, pressao arterial e percepc¢ao do
esforco durante a realizagao do exercicio de preensdao manual (real) ou
exercicio imaginario em individuos susceptiveis (circulos pretos) ou nao
(circulos brancos) a hipnose. *P < 0,05 entre os grupos. Adaptado de Williamson et
al. (2002) com permissao (Anexo I).
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Devido a complexidade do comando central, a identificagdo de regides
cerebrais especificas responsaveis por ativar o centro de controle cardiovascular
permanece elusiva. No entanto, estudos em modelos animais utilizando estimulac&o
elétrica cerebral sugerem que algumas regides como o cortex motor, o cortex insular
e regides do mesencéfalo e hipotalamo podem estar relacionadas ao comando
central (Abrahams et al., 1960; Smith et al., 1960; Eldridge et al., 1981; Tan &
Dampney, 1983; Bandler & Carrive, 1988). O avango tecnoldgico e a possibilidade de
utilizacdo da neuroimagem tém proporcionado a oportunidade de translagado desses
achados em modelos animais para os seres humanos. De fato, alguns estudos
sugerem que o cortex insular e o cértex cingulado sdo regides cerebrais ativadas
pelo comando central durante em humanos (King et al., 1999; Critchley et al., 2000;
Thornton et al., 2001; Nowak et al., 2005) (Figura 18).

Coletivamente, os resultados provenientes de experimentos classicos em
conjunto com as pesquisas atuais demonstram a importéncia das sinalizagdes de
regidbes cerebrais superiores (comando central), que atuam através de um

mecanismo de feedforward, na ativagao paralela do controle motor, respiratério e

cardiovascular durante o exercicio fisico em seres humanos (Victor et al., 1995;
Williamson et al., 1995; Nowak et al., 2005; Williamson et al., 2006).

Z-score

FIGURA 18 — Ativagao do cortex cingulado (ac) durante o exercicio isométrico
de preensdao manual e estresse mental em humanos. Reproduzido de Critchley et
al. (2000) com permissao (Anexo I).
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3.2.6 Reflexo pressor do exercicio

Em 1917, Krogh e Lindhard hipotetizaram que, além do mecanismo de
controle central (comando central), existiia a contribuigdo de um mecanismo
periférico no controle cardiovascular durante o exercicio (Krogh & Lindhard, 1917).
Para testar essa hipdtese, eles utilizaram contragcbes musculares eletricamente
induzidas (involuntarias), ou seja, sem a utilizacdo do comando central, através de
um aparato construido em 1911 pelo professor J. Bergonié. A técnica de Bergonié é
realizada em uma cadeira reclinavel que possui placas de metal no assento e
encosto. Os eletrodos de estimulagao sado colocados nas pernas, coxas, abdémen e
bragos, sendo que, no experimento de Krogh e Lindhard (1917), sacos de areia
foram colocados em cima do voluntario (até 100 kg) para gerar uma “carga” externa
e evitar movimentos bruscos (Mitchell, 2013) (Figura 19). Os resultados
demonstraram que tanto a contragdo muscular voluntaria quanto a contragao
muscular eletricamente induzida promoveram um aumento da FC. Com isso, os
autores concluiram que um mecanismo periférico, que atua de maneira reflexa,
contribui para as respostas cardiovasculares durante o exercicio, independente das
irradiagdes corticais (comando central) (Krogh & Lindhard, 1917).

FIGURA 19 — Representacao da técnica de Bergonié para gerar contracoes
musculares eletricamente induzidas. Reproduzido de Mitchell (2013) com
permisséo (Anexo ).
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Apesar desses achados indicarem a contribuicdo independente de um
mecanismo periférico capaz de gerar respostas cardiovasculares reflexas, o quanto
essas respostas eram mediadas por alteragdes mecanicas ou pelo acumulo de
metabdlitos durante a contragdo muscular permanecia desconhecido. Foi entdo que,
a partir dos experimentos realizados pelos pesquisadores Alam e Smirk, em meados
do século XIX, esses conceitos comegaram a ser esclarecidos (Alam & Smirk, 1937,
1938).

O pesquisador F. Horace Smirk (Figura 20) nasceu na Inglaterra em 1902
onde se formou em medicina pela Universidade de Manchester. Em 1935, Dr. Smirk
mudou-se para o Egito para trabalhar como médico e professor de farmacologia na
Universidade do Cairo, onde desenvolveu, em colaboragcdo com o professor M. Alam,
suas pesquisas sobre as respostas cardiovasculares ao exercicio (Mitchell, 2013).
Além disso, Dr. Smirk é considerado um dos pioneiros no tratamento medicamentoso

da hipertensao arterial (Doyle, 1991).

FIGURA 20 - Professor F. Horace Smirk. Reproduzido de Doyle (1991) com

permisséo (Anexo ).
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Em 1937, Alam e Smirk demonstraram, através de um experimento simples e
elegante, que o acumulo de metabdlitos durante a contragdo muscular tem um papel
importante no aumento reflexo da PA durante o exercicio (Alam & Smirk, 1937). Para
isso, os voluntarios realizaram o exercicio de preensido manual apertando a pera de
um esfigmomandémetro a cada segundo, sendo que a PA foi medida no brago
contralateral (Figura 21A). Na sessao controle, o exercicio foi realizado sem restricado
do fluxo sanguineo, enquanto na sessdo experimental, o exercicio foi realizado de
maneira isquémica, ou seja, um manguito posicionado no brago exercitado foi
previamente insuflado a uma pressao supra-sistolica e mantido até um periodo pés-
exercicio. Na sessao controle, a PA aumentou durante o exercicio e retornou
rapidamente aos valores de repouso ao final. Por outro lado, durante o exercicio
isquémico ocorreu uma resposta pressorica significativamente maior, sendo que a
PA permaneceu elevada durante todo o periodo de oclusao circulatéria pds-
exercicio, retornando aos valores de repouso somente apds o esvaziamento do
manguito (Figura 21B). No ano seguinte, Alam e Smirk realizaram o mesmo
experimento porém com exercicio para os membros inferiores e os resultados foram
semelhantes (Alam & Smirk, 1938).

Essa simples manobra, comumente referenciada como isquemia pos-
exercicio (IPE), é utilizada até os dias atuais como uma forma simples de isolar o
componente metabdlico do reflexo pressor do exercicio (metaborreflexo muscular).
AplOs os experimentos embrionarios de Alam e Smirk, diversos estudos foram
desenvolvidos e, atualmente, sabe-se que durante a IPE, os subprodutos
metabdlicos produzidos durante a contragdo muscular, como, por exemplo, o acido
latico, o ATP, o acido araquinoide, o hidrogénio, entre outros, ficam aprisionados no
musculo e estimulam as fibras aferentes que sdo sensiveis a esses produtos
quimicos (predominantemente mediadas pelas fibras ndo mielinizadas do tipo V).
Essas fibras levam informagao ao NTS que promove uma resposta reflexa eferente
de diminuicdo da atividade parassimpatica e aumento da atividade nervosa
simpatica. Como consequéncia, ocorre um aumento do débito cardiaco e da
resisténcia vascular periférica promovendo entdo um aumento da PA (Mitchell et al.,
1983; Mitchell, 1990; Rowell & O'Leary, 1990; Kaufman & Hayes, 2002; Smith et al.,
2006; Fadel, 2015; Fisher et al., 2015b).
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FIGURA 21 - Representagao do protocolo utilizado em 1937 por Alam e Smirk
(painel A) e resposta da pressao arterial sistélica durante o exercicio realizado
sem (painel B, superior) e com oclusdao circulatéria (painel B, inferior).

Adaptado de Mitchell (2013) com permissao (Anexo I).
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Posteriormente, pesquisadores investiram esforcos para verificar a possivel
contribuicdo do componente mecanico da contragcdo muscular nas respostas
cardiovasculares ao exercicio (mecanorreflexo muscular). Em animais, foi
demonstrado que a estimulagdo mecéanica através do alongamento passivo ou
pressdo muscular externa promoveu um aumento da PA e FC (Stebbins et al., 1988).
Em humanos, a contribuicdo isolada do mecanorreflexo muscular pode ser estudada
através do alongamento estatico (Gladwell & Coote, 2002; Drew et al., 2017) ou
movimento passivo dos membros (Benjamin & Peyser, 1964; Nobrega & Araujo,
1993; Nobrega et al., 1994; Vianna et al., 2010).

Em 1993, os pesquisadores brasileiros Antonio Claudio Lucas da Nébrega
(Figura 22A) e Claudio Gil Soares de Araujo (Figura 22B) desenvolveram um modelo
de cicloergbmetro, adaptando a bicicleta Tandem, para o estudo do mecanorreflexo

muscular.

FIGURA 22 - Professores Antonio Claudio Lucas da Nébrega (painel A) e
Claudio Gil Soares de Araujo (painel B). Fonte: UFF e Clinimex. Disponivel em:
<http://ecib.sites.uff.br/antonio-claudio-lucas-da-nobrega/> e
<https://www.clinimex.com.br/sobre_clinimex_equipe.asp>. Acesso em agosto de
2019.
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Nesse experimento, o voluntario, posicionado no banco da frente, realizava
de maneira randomizada o exercicio voluntario pedalando de maneira ativa o
cicloergbmetro sem carga, ou o movimento passivo, no qual um avaliador
posicionado no banco de tras pedalava o cicloergbmetro (Figura 23, painel superior).
Como os pés do voluntario ficavam fixados ao pedal, quando o pesquisador pedalava
a bicicleta, os membros inferiores do voluntario eram movimentados passivamente,
estimulando entdo o componente mecanico do reflexo pressor do exercicio. Para
garantir a passividade do movimento, a atividade elétrica do quadriceps foi avaliada
através da eletromiografia de superficie e a FC foi medida através de um
eletrocardiograma. Os resultados demonstraram que o aumento da FC durante o
movimento passivo foi semelhante ao exercicio ativo (Figura 23, painel inferior). Apds
esses achados, outros estudos foram desenvolvidos indicando que receptores
mecanicos localizados nos musculos estriados esqueléticos possuem um papel
importante nas respostas cardiovasculares, principalmente no aumento da FC no
inicio o exercicio (retirada vagal cardiaca), independente da ativagdo concomitante
do comando central e do metaborreflexo muscular (Nobrega et al., 1994; Williamson
et al., 1994; Williamson et al., 1995; Nurhayati & Boutcher, 1998; Gladwell & Coote,
2002; Vianna et al., 2008; Vianna et al., 2010; Drew et al., 2017).

Em suma, o reflexo pressor do exercicio € um mecanismo de feedback
negativo localizado no musculo estriado esquelético sensivel aos estimulos
mecanicos e metabdlicos que ocorrem durante a contracdo muscular. O braco
aferente do reflexo € composto por fibras mielinizadas do tipo Ill e ndo mielinizadas
do tipo IV que se despolarizam em resposta aos estimulos mecénicos
(mecanorreflexo muscular) e aos metabdlicos acumulados durante o exercicio
(metaborreflexo muscular). O mecanorreflexo muscular € predominantemente
mediado pelas fibras do tipo Ill, enquanto que o metaborreflexo muscular é
predominantemente mediado pelas fibras do tipo IV. Essas fibras projetam-se,
inicialmente, a medula espinhal e, através de uma rede complexa de neurbnios e
interneurdnios convergem ao NTS, que por sua vez, promove uma resposta eferente
de diminuicdo da atividade parassimpatica e aumento da atividade nervosa
simpatica, fazendo com que ocorra um aumento da PA, FC e contratilidade do
miocardio (Mitchell, 2017) (Figura 24).
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membros inferiores (painel inferior). *P < 0,05 vs. repouso para ambas as

condi¢des. Adaptado de Noébrega & Araujo (1993) com permissao (Anexo I).
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FIGURA 24 - Representacdo esquematica do reflexo pressor do exercicio.

Adaptado de Mitchell (2017) com permisséo (Anexo ).

Apesar de bem estabelecido na literatura que o reflexo pressor do exercicio €
um dos principais mediadores das respostas cardiovasculares ao exercicio, 0s
possiveis receptores e neurotransmissores responsaveis por fazer a comunicagao
entre a fibras aferentes musculares e 0 NTS em humanos ndo sao completamente
compreendidos.

Em animais, receptores localizados no musculo esquelético foram
identificados como gatilhos para o inicio do impulso nervoso do reflexo pressor do
exercicio. Receptores mecanicos, relacionados ao mecanorreflexo muscular,
respondem a deformagdo mecénica dos musculos e tenddes abrindo os canais de
calcio, promovendo entao a despolarizagao da célula. O papel desses receptores foi
identificado em gatos onde o bloqueio local por infusdo de gadolinio atenuou o
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aumento da FC e da PA durante o alongamento e contragdo muscular (Hayes &
Kaufman, 2001). Por outro lado, os receptores quimicos, relacionados ao
metaborreflexo muscular, respondem aos metabdlitos produzidos durante a
contracdo muscular. Dentre esses receptores destacam-se os receptores vanildide
tipo 1 (TRPv1), os canais idnicos sensiveis aos acidos, receptores purinérgicos
sensiveis a adenosina trifosfato e receptores sensiveis a bradicinina e
prostaglandinas (Figura 25). Em nota, a identificagdo da contribuicéo isolada desses
receptores € complexa, o que torna desafiadora a translagdo desses achados em
modelos animais para os seres humanos. Recentemente, no entanto, nosso grupo
de pesquisa demonstrou que a aplicagdo tépica de capsaicina (substancia que
diminui a sensibilidade do TRPv1), no membro exercitado, atenuou 0 aumento da
atividade nervosa simpatica muscular (ANSM) e da PA durante a ativagdo do
metaborreflexo muscular (Vianna et al., 2018a). Esses achados demonstram que os
receptores TRPv1 contribuem para as respostas cardiovasculares durante a ativagao

do metaborreflexo muscular em humanos.
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FIGURA 25 — Receptores que detectam as mudangas mecanicas e metabodlicas

durante a contragdo muscular. ANSM: atividade nervosa simpatica muscular; PA:
presséo arterial. Adaptado de Greaney et al. (2015) com permissao (Anexo I).
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Esses receptores, no entanto, correspondem apenas a parte inicial do
reflexo. A proxima questdo a ser respondida é que neurotransmissores s&o
responsaveis por fazer a comunicacdo entre os sinais provenientes das fibras
aferentes musculares do tipo Ill/IV e o centro de controle cardiovascular no bulbo.

GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central de
mamiferos (Eskandari et al., 2017). Em ratos, foi demonstrado que os receptores
GABA,, localizados na parte caudal do NTS, contribuem para as respostas
cardiovasculares durante a ativacao do reflexo pressor do exercicio. Potts et al.
(2003) realizaram a ativagdo do barorreceptores carotideos em trés condigbes
distintas: 1) em repouso, 2) durante contragdes musculares eletricamente induzidas
para ativar o reflexo pressor do exercicio, e 3) durante contragbes musculares apés o
bloqueio dos receptores GABAa na parte caudal do NTS através da aplicagao
bilateral de bicuculina. Como resultado, a ativacdo do barorreflexo arterial em
repouso causou uma bradicardia reflexa, sendo que essa resposta foi abolida
quando as aferéncias musculares foram ativadas em paralelo. No entanto, o bloqueio
dos receptores GABAA no NTS restaurou completamente a bradicardia reflexa
induzida pela ativagao dos barorreceptores carotideos mesmo com a ativacdo em
paralelo das fibras aferentes musculares (Potts et al., 2003).

A Figura 26 demonstra um modelo hipotético, baseado em modelos animais,
da neurocircuitaria envolvida durante o exercicio. Tem sido proposto que a ativagao
do reflexo pressor do exercicio inibe, através de interneurénios GABAérgicos, os
neurénios do NTS que, por sua vez, diminuem a ativagado de neurdénios de segunda
ordem como o nucleo motor dorsal do vago e nucleo ambiguo que sdo os neurénios
pré-ganglionares do sistema nervoso parassimpatico, além da parte caudal
ventrolateral do bulbo que diminui a inibicdo tbnica da parte rostral ventrolateral do
bulbo que é o neurdnio pré-motor do sistema nervoso simpatico. Essas alteragdes
promovem uma diminuicdo da atividade parassimpatica para o coracdo e um
aumento da atividade simpatica para o coragdo e 0s vasos sanguineos periféricos
promovendo entdo um aumento do deébito cardiaco, da resisténcia vascular periférica
e, consequentemente, da PA durante o exercicio (Potts, 2001, 2002; Potts et al.,
2003; Potts, 2006; Zubcevic & Potts, 2010; Michelini et al., 2015).
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FIGURA 26 — Representacao esquematica da neurocircuitaria envolvida durante

a ativagcao do reflexo pressor do exercicio. NTS: nucleo do trato solitario; NA:
nucleo ambiguo; MDV: nucleo motor dorsal do vago; CVLM: parte caudal
ventrolateral do bulbo; RVLM: parte rostral ventrolateral do bulbo; ANP: atividade
nervosa parassimpatica; ANS: atividade nervosa simpatica; Q: débito cardiaco; RVP:
resisténcia vascular periférica; (+): sinapses excitatérias glutamatérgicas; (-):
sinapses inibitérias GABAérgicas. Adaptado de Michelini et al. (2015) com permissao

(Anexo I).

Vale ressaltar que esse modelo foi desenvolvido baseado em estudos
realizados em modelos animais. Portanto, o quanto esses achados podem ser
extrapolados para os seres humanos permanece desconhecido. Com isso, a
presente tese foi desenvolvida com o objetivo de testar a hipétese de que os
receptores GABAa contribuem para as respostas neurais, cronotropicas e

pressoricas durante a ativagao do reflexo pressor do exercicio em seres humanos.
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3.3 Como testar a contribuicao dos receptores GABAA em seres humanos

GABA ¢é o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso de
mamiferos (Eskandari et al., 2017). As células neuronais possuem receptores
especificos para o GABA, sendo que, atualmente, sdo conhecidas trés classes
desses receptores: GABAA, GABAg e GABAc. O GABAA € 0 GABA( sao receptores
ionotrépicos e o GABAg um receptor metabotropico. Em animais, foi identificado que
apenas os receptores GABAa contribuem para as respostas cardiovasculares
induzidas pela ativagao do reflexo pressor do exercicio (Potts et al., 2003). O
receptor GABAa € um conjunto complexo de proteinas formado por subunidades o,
e y (Figura 27). Quando o GABA se liga ao receptor GABA,, os canais de cloro se
abrem permitindo seu influxo para o meio intracelular. A entrada do cloro promove
uma hiperpolarizagdo da célula que, como consequéncia, dificulta a deflagragcado do
potencial de agéo (Goetz et al., 2007; Sigel & Steinmann, 2012).

Em humanos, uma maneira de estudar a contribuicdo dos receptores GABAAa
€ através da utilizacdo de benzodiazepinicos. Os benzodiazepinicos sao
moduladores alostéricos dos receptores GABAa que se ligam, especificamente, na
interface entre as subunidades a1 e y2 (Figura 27) fazendo com que aumente ainda
mais o influxo de cloro para o meio intracelular. Portanto, quando presentes na
circulagdo, os benzodiazepinicos aumentam a atividade inibitoria dos receptores
GABAx (Tan et al., 2010; Richter et al., 2012). Com isso, os benzodiazepinicos s&o
comumente utilizados em pesquisas cientificas envolvendo seres humanos para
demonstrar o papel das sinapses GABAérgicas ao nivel dos receptores GABAa
(Sieghart, 2000; Farmer et al., 2003; Giordano et al., 2003; Hedrington et al., 2010).
Um dos benzodiazepinicos mais utilizados € o diazepam devido a facilidade da sua
administracao ser feita via oral. Estudos prévios demonstraram que uma dosagem de
10 mg de diazepam ndo compromete a produgédo de forga muscular e a capacidade
de responder voluntariamente a comandos verbais ou auditivos (Farmer et al., 2003).
Devido ao pico de efeito do farmaco ser em torno de 60 minutos apos sua
administracao (Wisden & Stephens, 1999), esse intervalo € respeitado entre a
ingest&o oral e o inicio do protocolo.
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FIGURA 27 - Representagcdo do receptor GABA, e o local de ligagao dos
benzodiazepinicos (BZ). Reproduzido de Richter et al. (2012) com permissao
(Anexo I).
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4. PRIMEIRO ESTUDO

4.1 Objetivo
Verificar a contribuicio dos receptores GABAaA nas respostas
cardiovasculares durante a ativacéo isolada do mecanorreflexo muscular em seres

humanos.

4.2 Hipotese

A hipotese inicial € que o aumento da FC durante o movimento passivo e
exercicio voluntario sera significativamente maior apés o aumento da
neurotransmissdo dos receptores GABAA com a administragdo oral de diazepam
quando comparado a situacao placebo.

4.3 Métodos
4.3.1 Participantes

Participaram do presente estudo 14 homens (24 + 3 anos; 77,1 £ 7,5 kg; 1,75
1 0,05 m) e 14 mulheres (24 £ 5 anos; 58,6 + 6,5 kg; 1,60 + 0,06 m) (média £ desvio
padrao) aparentemente saudaveis e fisicamente ativos. O nivel de atividade fisica foi
auto relatado sendo que foram considerados fisicamente ativos os individuos que
realizavam exercicios fisicos por um periodo minimo e ininterrupto de seis meses e
uma frequéncia semanal igual ou superior a trés dias por semana por um periodo
minimo de 30 minutos. Como critério de inclusdo, os individuos deveriam ser
assintomaticos, nao tabagistas, normotensos e nao diabéticos. Além disso, os
voluntarios ndo realizavam o uso de medicamentos que poderiam interferir nas
respostas cardiovasculares. As mulheres que n&o utilizavam contraceptivos foram
testadas na fase folicular do ciclo menstrual (cinco primeiros dias apés a
menstruagdo) enquanto as usuarias de contraceptivos orais foram avaliadas no
periodo de baixa concentracdo hormonal exégena (nos dias de intervalo entre uma
cartela e outra) (Teixeira et al., 2015a, b). Os individuos foram instruidos a n&o
ingerirem bebidas cafeinadas 12 horas antes dos experimentos e se absterem de
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exercicio fisico e bebidas alcoodlicas 24 horas antes dos protocolos experimentais.
Todos deveriam estar sem se alimentar no periodo de duas horas antecedentes aos
experimentos. Inicialmente foram coletados os dados antropométricos (massa
corporal e altura) e os experimentos foram conduzidos no laboratério com uma
temperatura controlada de aproximadamente 24°C.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos (CAAE: 70101717.1.0000.5103) de acordo com a
Declaragcao de Helsinque. Os voluntarios foram informados de que poderiam se
retirar a qualquer momento e cada sujeito leu e assinou um termo de consentimento

livre e esclarecido antes da participagao no estudo.

4.3.2 Procedimentos experimentais

Os experimentos foram conduzidos em dois dias distintos através de um
desenho randomizado, duplamente cego, controlado por placebo e cruzado
(crossover), em que cada sujeito completou as intervengées com um intervalo entre
48 e 72 h. Antes das visitas experimentais, os sujeitos foram familiarizados com
todos os procedimentos e protocolos. Durante as visitas experimentais, os sujeitos
foram posicionados em um cicloergbmetro personalizado no qual fivelas foram
presas ao redor do tornozelo para evitar que os pés escapassem da plataforma ao
realizar o exercicio passivo.

A FC e a PA foram medidas batimento a batimento continuo através de um
eletrocardiograma, usualmente CC5 ou CM5 (PowerLab 4 / 25T e Lab Chart pro 7
software; AD Instruments, Australia) e fotopletismografia de infravermelho proximo
(NIBP, AD Instruments, NSW, Australia), respectivamente. O aparelho de
fotopletismografia foi colocado no dedo médio da m&o ndo dominante apoiada em
uma mesa posicionada no nivel do coragao. Além disso, a PA braquial foi medida no
braco dominante com um esfigmomandmetro digital automatizado (Omron, HEM-
7200, Japao) para medidas absolutas da PA e para confirmar a precisdo da medida
feita pela fotopletismografia. Os movimentos respiratérios foram monitorados usando
um pneumdografo de strain gauge colocado em uma posi¢cao estavel ao redor do
abdoémen (Pneumotrace; UFI, Morro Bay, CA) para evitar a potencial influéncia de

grandes incursdes respiratorias nas medidas cardiovasculares e assegurar que 0S
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sujeitos executassem corretamente a apneia respiratoria ao final da expiragédo. Todas
as variaveis cardiovasculares foram obtidas em amostras de 1.000 Hz e
armazenadas para analise offline.

A atividade elétrica do musculo vasto lateral da coxa dominante foi obtida por
eletrodos de superficie de eletromiografia bipolar (PowerLab 4 / 25T e Lab Chart pro
7 software; AD Instruments, Australia) para garantir que o exercicio passivo fosse
realmente realizado de forma passiva, ou seja, sem a contribuigdo do comando
central. Para analise, os sinais eletromiograficos foram ratificados e amostrados
usando um filtro passa-banda de 30 a 500 Hz.

Para verificar a possivel contribuicdo dos receptores GABAA, uma unica
capsula nao identificavel contendo 10 mg de placebo ou diazepam foi administrada
por via oral 60 minutos antes do inicio do protocolo. Os individuos foram
posicionados no cicloergdbmetro e permaneceram em repouso por 15 minutos para a
estabilizagdo das variaveis cardiovasculares. Os experimentos consistiram em trés
séries de 5 segundos de movimento passivo (estimulagdo isolada do
mecanorreflexo) seguidas de trés séries de 5 segundos de exercicio ativo
(estimulagdo conjunta do mecanorreflexo muscular e comando central) em um
cicloergbmetro sem carga a uma cadéncia de 60 rotagdes por minuto, controlada por
metrénomo e um intervalo de 5 minutos entre as séries. Cada exercicio foi realizado
em apneia iniciada ao final da expiragcao corrente, para evitar a possivel influéncia da
arritmia sinusal respiratoria (Oliveira et al., 2006; Ricardo et al., 2010; Vianna et al.,
2010; Farmer et al., 2016; Hegarty-Craver et al., 2017). O movimento passivo foi
realizado por um pesquisador que movimentou as pernas do sujeito manualmente
através de uma manivela adaptada. Um feedback visual e auditivo da eletromiografia
foi fornecido aos voluntarios durante os movimentos passivos para ajuda-los a
manter os musculos relaxados (Nobrega & Araujo, 1993; Nobrega et al., 1994;
Williamson et al., 1995; Vianna et al., 2010).

A Figura 28 fornece uma ilustracdo esquematica dos procedimentos
experimentais (painel A) e o registro eletromiografico original de um dos voluntarios
demonstrando a atividade elétrica silenciosa do vasto lateral em repouso e
movimento passivo, e o padrao ritmico de ativagdo durante o exercicio ativo (painel
B).
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B)
100 RepOUSO
100 { Movimento Passivo
100 | Exercicio Ativo
1s
FIGURA 28 - Desenho experimental (painel A) e registro eletromiografico

original de um dos voluntarios (painel B). Os numeros representam: 1) exercicio
ativo, 2) movimento passivo, 3) eletrocardiograma, 4) cinta respiratoria, 5) aparelho

de fotopletismografia, 6) eletromiografia do vasto lateral.

4.3.3 Variabilidade da FC

A variabilidade da FC foi determinada de acordo com as diretrizes da
Sociedade Europeia de Cardiologia e da Sociedade Norte Americana de Marca
Passos e Eletrofisiologia (Task Force, 1996). Os eletrodos descartaveis foram
posicionados na derivagdo CC5 ou CM5, sendo o eletrocardiograma registrado com
uma frequéncia de amostragem de 1,000 Hz e os dados processados pelo software
PowerLab (LabChart 7 Pro; ADInstruments, Australia). Foram analisados somente
segmentos sem ruido e todos os batimentos ectopicos foram identificados
automaticamente e manualmente e excluidos da analise.

No dominio do tempo, foi calculada a raiz quadrada da média da soma das
diferengas ao quadrado dos sucessivos intervalos R-R normais adjacentes (RMSSD)
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como indice representativo da atividade vagal cardiaca (Task Force, 1996). No
dominio da frequéncia, foi realizada uma Transformada Rapida de Fourrier sob as
seguintes bandas de frequéncia: muito baixa frequéncia (<0,04 Hz), baixa frequéncia
(LF) (0,04-0,15 Hz) e alta frequéncia (HF) (0,15-0,4 Hz) em valores absolutos (ms?)
e em unidades normalizadas. A razdo entre LF e HF (LF/HF) foi calculada como uma

medida do balango simpato-vagal (Task Force, 1996).

4.3.4 Sensibilidade barorreflexa cardiaca

A sensibilidade barorreflexa cardiaca foi estimada em repouso utilizando a
técnica de sequéncia (Parati et al., 2000; Antonino et al., 2017). Em sintese,
sequéncias de trés ou mais batimentos consecutivos onde a PA sistdlica e o intervalo
R-R sao alteradas no mesmo sentido foram identificadas como sequéncias do
barorreflexo arterial (CardioSeries v2.4, Brasil). As sequéncias foram detectadas
somente quando as variagdes do intervalo RR eram iguais ou superiores a 1 ms e as
alteracbes da PA sistélica maiores que 1 mmHg em trés ou mais ciclos cardiacos
consecutivos (rampas de aumento ou queda de PA). Uma regressao linear foi
aplicada a cada sequéncia individual e apenas as sequéncias em que r? foi > 0,85
foram aceitas. As inclinacbes das relagdes da PA sistdlica e intervalo R-R foram
calculados para todas as sequéncias combinadas e a meédia foi considerada como
valor representativo da sensibilidade barorreflexa cardiaca espontanea (Parati et al.,
2000).

4.3.5 Analise de dados

A FC e PA foram medidas batimento a batimento e os valores de repouso
para o calculo da variabilidade da FC e da sensibilidade barorreflexa cardiaca foram
calculadas nos 5 min finais do repouso. Como os voluntarios realizaram o exercicio
em apneia respiratéria, a média de 3 ciclos cardiacos para PA e FC imediatamente
antes do inicio do exercicio foram interpoladas de batimento a batimento para
valores segundo a segundo durante o exercicio usando o software Origin (Microcal,
v.6.0, USA). As respostas de FC e PA ao exercicio foi calculada como o delta de
diferenga (A) entre o maior valor durante 5 s do exercicio e a média de 3 ciclos

cardiacos imediatamente antes do inicio do exercicio. Cada sujeito realizou trés
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séries de cada protocolo (passivo e ativo) e os resultados estao apresentados como

a média das trés tentativas.

4.3.6 Analise estatistica

Os valores de repouso entre homens e mulheres medidos na primeira visita
foram comparadas por um teste t independente. Comparacdes entre os deltas de
aumento (A) de todos os participantes foram feitas usando uma andlise de variancia
(ANOVA) 2 x 2 [droga (placebo, diazepam) x visita (passivo, ativo)] com medidas
repetidas. Para avaliar as possiveis diferencas relacionadas com o sexo nas
variaveis medidas, comparacdes entre os deltas de aumento durante cada visita
foram feitas usando uma ANOVA de trés entradas com medidas repetidas em que o
sexo (homens, mulheres), a droga (placebo, diazepam) e a visita (passivo, ativo)
foram os principais fatores. Quando detectada interagcao entre os fatores, o teste de
post hoc de Fisher foi empregado para detectar os principais efeitos. A significancia
estatistica adotada foi de a < 0,05 e os valores estdo apresentados como média +
erro padrdo. As analises foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS
(versédo 22, EUA) para Windows.

4.4 Resultados

Durante o exercicio ativo, a raiz quadrada média da eletromiografia foi
semelhante entre as condi¢des placebo e diazepam (5,1 £ 1,5 mV vs. 52 + 1,4 mV,
respectivamente, P = 0,63). As variaveis hemodinamicas e autonémicas em repouso
estdo apresentadas na Tabela 1. Em repouso, a FC foi maior, enquanto a PA foi
menor nas mulheres quando comparadas aos homens (P < 0,01). A sensibilidade
barorreflexa cardiaca em repouso teve uma tendéncia para ser maior nos homens (P
= 0,06). Os componentes RMSSD, LF e HF da variabilidade da FC foram menores
nas mulheres (P < 0,05). A razédo LF/HF foi semelhante entre homens e mulheres (P
> 0,05). Apos a administracao oral de diazepam, todas as variaveis hemodinamicas e

autonémicas de repouso permaneceram inalteradas (P > 0,05).
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TABELA 1 - Variaveis hemodinamicas e autonémicas em repouso.

Homens (n = 14)

Mulheres (n = 14)

Todos (n = 28)

Hemodindmicas

PA sistolica (mmHg)
Placebo

Diazepam
PA diastdlica (mmHg)
Placebo
Diazepam
PA média (mmHg)
Placebo
Diazepam
FC (bpm)
Placebo
Diazepam

Sensibilidade berorreflexa

Ganho (ms/mmHg)

Placebo

Diazepam
Variabilidade da FC
RMSSD (ms)

Placebo

Diazepam
LF (ms?)

Placebo

Diazepam
HF (ms?)

Placebo

Diazepam
LF/HF

Placebo

Diazepam

123 +3
115+ 3

17.3+£1.8
18.7+1.3

66.6 +5.3

791+738

2284.4 + 4443
2705.6 + 360.8

1992.2 + 253.8
2385.9 +417.2

1.41+£0.25
1.74 £ 0.28

107 £ 3*
104 + 2*

56 + 2*
55 + 2%

71+ 2*
69 + 2*

73 + 3%
74 £ 3*

13.9+0.8
156 +1.6

41.3+2.9*

43.7 £ 3.8*

740.4 + 103.3*
813.3 £ 147.9*

878.0 £ 136.4*
1070.5 + 215.3*

1.15+0.25
1.23+£0.25

15+ 3
110+ 2

155+11
171 +£1.2

53.4+41

60.6 + 5.8

1478.8 + 285.2
1718.3 £ 282.5

1410.9 + 189.7
1699.6 + 280.1

1.27 £0.19
1.47 £0.20

Os valores estao apresentados em média * erro padrdo. PA: pressao arterial; FC:

frequéncia cardiaca; RMSSD: raiz quadrada da média da soma das diferengas ao

quadrado dos sucessivos intervalos R-R normais adjacentes; LF: banda de baixa
frequéncia (0,04-0,15 Hz); HF: banda de alta frequéncia (0,15-0,4 Hz); LF/HF: razédo

entre as bandas de baixa e alta frequéncia. *P < 0,05 vs. homens.
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A Figura 29 demonstra o aumento da FC a cada segundo (painel A) e o pico
de aumento em cada condi¢ao juntamente com os valores individuais (painel B). A
FC aumentou em relagédo aos valores pré-exercicio logo apos o inicio do movimento
e permaneceu elevada tanto no movimento passivo quanto no exercicio ativo (P <
0,05 vs. pré). Apés 10 mg de diazepam, a resposta da FC foi significativamente
maior tanto no movimento passivo (placebo: A12 £ 1 bpm vs. diazepam: A17 £ 1
bpm, P < 0,01) quanto no exercicio ativo (placebo: A14 £ 1 bpm vs. diazepam: A18 +
1 bpm, P < 0,01). E importante ressaltar que a FC aumentou de maneira semelhante
nos protocolos passivo e ativo (P > 0,05).

A) Movimento Passivo Exercicio Ativo
30 1 30 1
—8—Placebo
=O—Diazepam
O _—~
L §
A E
B)
O —~~
L §
1L
0 0
Placebo Diazepam Placebo Diazepam

FIGURA 29 - Painel A: Resposta da frequéncia cardiaca (FC) durante o
movimento passivo e exercicio ativo nas condigoes placebo e diazepam. Painel

B: Pico de aumento e dados individuais. *P < 0,05 vs. placebo.
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A PA média aumentou em relagdo ao repouso na visita placebo tanto no
movimento passivo (A9 + 1 mmHg, P < 0.01 vs. repouso) como no exercicio ativo (A9
+ 1 mmHg, P < 0.01 vs. repouso), e esses resultados foram semelhantes aos da
visita experimental (diazepam) em ambos os protocolos (passivo: A8 £ 1 mmHg, P <
0,01 vs. repouso; ativo: A8 £ 1 mmHg, P < 0,01 vs. repouso). A Figura 30 mostra as
respostas da FC (painel A) e PA média (painel B) entre homens e mulheres.
Nenhuma diferencga significativa foi observada em relagao ao sexo (P > 0,05).

A) Movimento Passivo Exercicio Ativo

247 m Homens 24 1

Mulheres

16

A FC
(bpm)

Placebo Diazepam Placebo

o
9
o
]
3

o
S

15 7 m Homens 15 7
Mulheres

A PA média
(mmHg)

Placebo Diazepam Placebo Diazepam

FIGURA 30 — Comparagao entre homens (barras cinzas, n = 14) e mulheres
(barras tracejadas, n = 14) no aumento da frequéncia cardiaca (FC — painel A) e
pressao arterial (PA) média (painel B) durante o movimento passivo e exercicio
ativo nas condicoes placebo e diazepam. *P < 0,05 vs. placebo.



72

4.5 Conclusao
Os resultados desse estudo demonstraram, pela primeira vez em seres
humanos, que os receptores GABAa contribuem para o aumento da FC durante a

ativagao isolada do mecanorreflexo muscular.
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5. SEGUNDO ESTUDO

5.1 Objetivo
Verificar a contribuicio dos receptores GABAaA nas respostas
neurocardiovasculares durante a ativacdo isolada do metaborreflexo muscular em

seres humanos.

5.2 Hipotese

A hipotese inicial € que o aumento da FC, PA e ANSM durante o exercicio e
ativagao isolada do metaborreflexo muscular sera significativamente maior apos o
aumento da neurotransmissao dos receptores GABAA com a administracdo oral de
diazepam, mas nao apds a administracdo de uma pilula placebo.

5.3 Métodos
5.3.1 Participantes

Participaram desse estudo nove homens (22 + 4 anos, 76 £ 8 kg, 175 £ 5 cm)
e oito mulheres (24 + 5 anos, 59 + 8 kg, 165 + 6 cm) (média + desvio padrao)
aparentemente saudaveis e fisicamente ativos. O nivel de atividade fisica foi auto
relatado sendo considerados fisicamente ativos os individuos que realizavam
exercicios fisicos por um periodo minimo e ininterrupto de seis meses, com uma
frequéncia semanal igual ou superior a trés dias por semana e por um periodo
minimo de 30 minutos por dia. Como critério de incluséo, os individuos deveriam ser
assintomaticos, nao tabagistas, normotensos e nao diabéticos. Além disso, os
voluntarios ndo realizavam o uso de medicamentos que poderiam interferir nas
respostas cardiovasculares. As mulheres que n&o utilizavam contraceptivos foram
testadas na fase folicular do ciclo menstrual (cinco primeiros dias apdés a
menstruagdo) enquanto as usuarias de contraceptivos orais foram avaliadas no
periodo de baixa concentracdo hormonal exégena (nos dias de intervalo entre uma
cartela e outra) para evitar a possivel influéncia do ciclo menstrual nas respostas

cardiovasculares durante a ativacdo do metaborreflexo muscular (Hartwich et al.,



74

2013). Os individuos foram instruidos a ndo ingerirem bebidas cafeinadas 12 horas
antes dos experimentos e se absterem de exercicio fisico e bebidas alcodlicas 24
horas antes dos protocolos experimentais. Todos deveriam estar sem se alimentar
no periodo de duas horas antecedente aos experimentos. Inicialmente foram
coletados os dados antropométricos (massa corporal e altura) e os experimentos
foram conduzidos no laboratério com uma temperatura controlada de
aproximadamente 24 °C.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos (CAAE: 70101717.1.0000.5103) de acordo com a
Declaragcao de Helsinque. Os voluntarios foram informados de que poderiam se
retirar a qualquer momento e cada sujeito leu e assinou um termo de consentimento

livre e esclarecido antes da participagdo no estudo.

5.3.2 Protocolo experimental

Os experimentos foram conduzidos em dois dias distintos através de um
desenho randomizado, duplo-cego, controlado por placebo e cruzado (crossover),
em que cada sujeito completou as intervengbes com um intervalo minimo de 72
horas. Antes das visitas experimentais, os sujeitos foram familiarizados com todos os
procedimentos e protocolos. A Figura 31 representa o sefup e a configuragdo do
desenho experimental da presente pesquisa.

Os participantes foram posicionados de maneira sentada e a contragao
voluntaria maxima (CVM) da mao dominante foi determinada em trés tentativas com
um intervalo de um minuto entre elas, sendo considerado como representativo da
CVM o maior valor alcangado. A forca de preensdo manual foi sincronizada a um
computador e exibida em um painel colocado na frente dos sujeitos para fornecer um
feedback visual (Powerlab 16/35, instrumentos AD, Australia). Apés 10 minutos de
repouso, cada participante realizou 2 minutos de exercicio isométrico de preensao
manual isquémico a 30% da CVM, seguidos de 2 minutos de IPE para isolar o
metaborreflexo muscular e 2 minutos de recuperagdo. A oclusédo circulatéria foi
obtida pela rapida insuflagdo de um manguito (E20; Hokanson, Bellevue, WA, EUA)
posicionado ao redor do brago em exercicio até uma pressado supra-sistolica (~240
mmHg) 10 segundos antes do inicio do exercicio. O exercicio isquémico foi utilizado
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com o objetivo de evitar qualquer diferenga de perfusdo sanguinea no membro
exercitado e para aumentar a ativagdo do metaborreflexo muscular durante o
exercicio (Samora et al., 2019). Cada experimento foi realizado antes e 60 minutos
apds a administracédo oral de uma unica capsula nao identificavel contendo placebo
ou 10 mg de diazepam. A sensacéo dos participantes de enchimento da bexiga foi
verificada no final de cada experimento em uma escala de 0 a 10, sendo que zero
representa uma completa falta de vontade de urinar e 10 representa um desejo
irresistivel de urinar (Fagius & Karhuvaara, 1989). A PSE foi obtida no final do
exercicio usando a escala OMNI-RES (0-10) (Robertson et al., 2003). Além disso, no
final dos experimentos, a CVM foi medida novamente para garantir que o

medicamento n&o teve nenhum efeito sobre a producao de forga maxima.

B) Placebo
ou
Diazepam
10min 2min 2min 2min l 60min 10min 2min 2min 2min

Intervalo

* ANSM * ANSM *« ANSM * ANSM
« PSE *«CVM

FIGURA 31 — Setup (painel A) e desenho experimental do estudo (painel B).
ANSM: atividade nervosa simpatica muscular; FC: frequéncia cardiaca; PA: pressao
arterial; CVM: contragdo voluntaria maxima; PSE: percepgédo subjetiva do esforgo;
IPE: isquemia pds-exercicio.
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A FC e a PA foram medidas batimento a batimento usando um
eletrocardiograma (PowerLab 4 / 25T e Lab Chart pro 7 software; AD Instruments,
Australia) e um aparelho de fotopletismografia de infravermelho préximo colocado no
dedo médio da mao nao dominante (Human NIBP Controller, AD Instruments, NSW,
Australia), respectivamente. Além disso, a PA de repouso do brago dominante foi
medida com um esfigmomandmetro digital automatico (DX2022, Dixtal, Brasil) para
medidas absolutas da PA e para confirmar a precisdo da medida no dedo. Os
movimentos respiratorios foram monitorados com uma cinta respiratéria colocada em
uma posigdo estavel ao redor do abdémen (MLT1132, cinta respiratoria;
ADlInstruments).

O registro direto da ANSM pds ganglionar eferente (multiunidade) foi obtido
através da técnica de microneurografia como descrito anteriormente (Vianna et al.,
2012; Fisher et al., 2015a; Vianna et al., 2018a; Vianna et al., 2018b; Mansur et al.,
2019). Resumidamente, um microeletrodo de tungsténio unipolar foi inserido
percutaneamente através da pele e posicionado nos fasciculos do nervo fibular da
perna direita proximo a cabega da fibula, e um eletrodo de referéncia (terra) foi
colocado subcutaneamente 2 a 3 cm de distancia do primeiro. O eletrodo de registro
foi ajustado até que fosse encontrado um local onde exibia os seguintes critérios: 1)
a atividade nervosa exibisse um padrao de disparos espontaneos em sincronia com
a onda R do eletrocardiograma; 2) tivesse uma relagdo sinal-ruido de 3:1; 3)
apresentasse um aumento durante uma manobra de apneia maxima ao final da
expiragdo ou manobra de Valsalva; e 4) ndo respondesse a um ruido alto (gritos ou
palmas inesperadas) ou a um toque na pele (Vallbo et al., 1979; Hart et al., 2017). O
sinal foi amplificado (ganho de 20,000) e filtrado (passa banda 0,3-0,5 KHz) com um
amplificador isolado e headstage (NeuroAmp EX, AD Instruments). Os disparos da
ANSM foram identificados no neurograma integrado usando um programa de analise
automatizado (Hamner & Taylor, 2001). A identificagdo de disparos foi entao
corrigida manualmente através de inspegao visual por um unico avaliador. A ANSM
foi quantificada em frequéncia de disparos (disparos/minuto) e incidéncia de disparos
(disparos/100 batimentos cardiacos). Devido a complexidade da técnica, em quatro
dos 17 participantes, foi possivel obter um sinal de qualidade apenas durante uma

das visitas experimentais, ou seja, em duas mulheres foram obtidos os dados de



77

ANSM apenas durante a visita placebo e outras duas mulheres ndo compareceram a
visita placebo.

5.3.3 Analise estatistica

Os parametros fisiolégicos foram gravados em uma frequéncia de 1.000 Hz e
armazenados para analise posterior. As variaveis foram obtidas continuamente e as
meédias calculadas durante o minuto final do repouso, IPE e recuperagdo, e os 30
segundos finais do exercicio (Notay et al., 2016). O tamanho da amostra foi
calculado previamente para uma ANOVA de dois fatores com medidas repetidas,
aplicando um poder estatistico de 80% e um nivel de significancia a de 5%. Usando
o tamanho do efeito de 0,8 (efeito grande na escala de Cohen), resultou em um
numero minimo de 10 sujeitos para compor a amostra.

Foram realizadas analises separadas nos protocolos diazepam e placebo,
pois nem todos os participantes completaram ambos os protocolos. A normalidade e
igualdade de variancia (esfericidade) de cada variavel dependente foi avaliada
usando o teste de Shapiro-Wilk e o teste de Mauchly, respectivamente. A corregao
Greenhouse—Geisser foi usada quando a esfericidade foi violada. As comparacgdes
de valores absolutos do delta de aumento (A) durante o exercicio e IPE foram feitas
usando uma ANOVA de dois fatores com medidas repetidas, e, quando detectada
interac&o significativa, os efeitos principais foram determinados através do teste de
post-hoc de Bonferroni.

Para verificar uma possivel diferenca entre homens e mulheres nas
respostas neurocardiovasculares, foi realizada uma analise de covariancia
(ANCOVA). Um teste t de Student pareado foi aplicado para comparar a CVM antes
e apos cada intervengao.

As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad prism 6.0 para
MacBook (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O nivel de significancia

adotado foi de a < 0,05 e os valores apresentados em média + desvio padrao.
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5.4 Resultados

Os valores médios de todas as variaveis neurocardiovasculares durante cada
momento (repouso, exercicio, IPE e recuperagao) séo apresentados na Tabela 2. A
frequéncia e a incidéncia de disparos da ANSM em repouso diminuiram
significativamente apds a administragdo de diazepam (P < 0,05), enquanto as
variaveis hemodinamicas permaneceram inalteradas (P > 0,05). A CVM foi
semelhante antes e depois da administragéo de diazepam (pré: 60 + 20 N vs. pds: 57
1+ 20 N; P =0,70) e placebo (pré: 63 + 21 N vs. pés: 58 £ 20 N; P = 0,56). A PSE nao
foi significativamente diferente antes e apds a administragdo de diazepam (pré: 7 + 1
vs. pos: 8 £ 1; P =0,09) e placebo (pré: 8 £ 2 vs. p6s: 8 £ 2; P =0,33). Além disso, a
sensagao de enchimento da bexiga foi de 0,9 + 1,9 e 1,4 £ 2,1 ao final das visitas
diazepam e placebo, respectivamente.

A Figura 32 mostra o registo original de um voluntario do sexo masculino
ilustrando as respostas de PA, FC e ANSM no repouso, durante o exercicio e IPE
antes (painel superior) e apés (painel inferior) a administragao oral de diazepam.

TABELA 2 - Respostas neurocardiovasculares durante o repouso, exercicio,
ativacao isolada do metaborreflexo e recuperagdao antes (pré) e apoés (pos) a

administragao oral de placebo ou diazepam.

Diazepam (n = 17)# Placebo (n = 15)
Repouso Exercicio IPE Recuperagao Repouso Exercicio IPE Recuperagao

ANSM frequéncia (disparos/min)

Pré 2547 JBx12 s 11 25+8 22+9 3B +£120 338 238

Pos 19161 47 16"t 36+ 13* 2119t 2517 39+ 10" 347" 257
ANSM incidéncia (disparos/100 bat.)

Pré 4114 44 + 14 52 + 16* 39+14 36+ 16 42+18 50 +17* 36 +15

Pos 30+11f 5015t 51+£16* 33%13 3841 44 + 16 oLz 15" 4013
PA sistélica (mmHg)

Pré 18+£12 166 £31* 151+ 27~ 129+ 19 116 + 14 165+ 30* 153 +28* 129+ 21

Pos 18 +12 171+27* 156 + 25* 132+ 20 119+ 13 172+ 31* 159 + 28* 134 £19
PA diastolica (mmHg)

Pré 677 92 £+ 9" 88 + 10* 69+7 67+7 95 + 14* 90 £+ 12* 71+14

Pos 68 + 6 97 +£9*t 92+10%t 72+7 68 + 6 97 + 14* 91 +11* 709
PA média (mmHg)

Pré 84+8 116 £13* 109 + 14* 89+9 8319 11817 111£16" 90+ 15

Pos 8517 122+ 13"t 113+13% 92+10 85+8 122+16* 113+£15* 91+ 11
FC (bpm)

Pré 65+ 11 874 15" 661+13* 65+ 11 66 + 11 91 £19* 70 + 14* 64 +10

Pos 65+ 13 96122t 7117 66 + 13 B8 +12 94 + 21* 68 £ 13* 64 + 11

Os valores sdo média + desvio padrdo. IPE: isquemia pods-exercicio; ANSM:
atividade nervosa simpatica muscular; PA: pressao arterial; FC: frequéncia cardiaca.
# n = 15 para os dados de ANSM. *P < 0,05 vs. repouso; 1P < 0,05 vs. pré.
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FIGURA 32 - Tragcado original de um participante do sexo masculino

demonstrando a resposta tipica da pressao arterial (PA), frequéncia cardiaca

(FC) e atividade nervosa simpatica muscular (ANSM) durante o repouso,

exercicio e isquemia pds-exercicio, antes (painel superior) e apoés (painel

inferior) a administragao oral de diazepam.
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Durante o exercicio, a frequéncia de disparos da ANSM aumentou em
relacdo aos valores de repouso antes da administragdo do diazepam, mas o
aumento foi significativamente maior apds a administragcao de diazepam (pré: A13 +
9 disparos/min vs. pés: A29 + 15 disparos/min; P < 0,001). A incidéncia de disparos
da ANSM permaneceu inalterada antes do diazepam; no entanto, aumentou
significativamente apds administragdo de diazepam (P < 0,001) (Figura 33). A PA
média (pré: A33 + 12 mmHg vs. pds: A37 £ 12 mmHg; P < 0,01) e PA diastdlica (pré:
A25 + 8 mmHg vs. pos: A29 + 9 mmHg; P < 0,01) aumentaram durante o exercicio
antes da administragdo de diazepam e estas respostas foram significativamente
maiores apos o diazepam. Além disso, o aumento da FC durante o exercicio foi
significativamente maior apds a administracao de diazepam (pré: A23 £ 11 bpm vs.
poés: A31 £ 17 bpm; P < 0,01). O aumento da PA sistélica durante o exercicio foi
similar antes e apds a administragcao de diazepam (pré: A49 + 26 mmHg vs. pds: A53
1+ 23 mmHg; P = 0,67) (Figura 34).

Durante a IPE antes da administracdo de diazepam, tanto a frequéncia
quanto a incidéncia de disparos da ANSM permaneceram elevadas em relagcéo ao
repouso (A10 = 8 disparos/min e A12 + 9 disparos/100 batimentos, respectivamente;
P < 0,01 vs. repouso), no entanto, essas respostas foram significativamente maiores
apos administragdo de diazepam (A17 = 12 disparos/min e A21 £ 12 disparos/100
batimentos, respectivamente; P < 0,01 vs. pré) (Figura 33). As respostas da PA
sistolica (pré: A34 + 23 mmHg vs. pés: A38 + 20 mmHg; P = 0,51) durante a IPE
permaneceram inalteradas apds o diazepam. Por outro lado, a PA diastdlica
permaneceu elevada durante a IPE antes do diazepam e essa resposta foi
significativamente maior apdés o diazepam (pré: A21 £ 10 mmHg vs. pos: A23 = 10
mmHg; P < 0,01). Além disso, a PA média aumentou durante a IPE antes do
diazepam e essa elevacgao foi significativamente maior apos o diazepam (pré: A25 +
14 mmHg vs. pés: A28 + 13 mmHg; P = 0,05). A resposta de FC durante a IPE nao
foi afetada pela administragéo de diazepam (pré: A3 £ 7 bpm vs. pds: A7 + 12 bpm; P
= 0,37) (Figura 34). Vale destacar que a pilula placebo nao teve efeito sobre
nenhuma variavel durante o exercicio ou IPE (P > 0,05). Além disso, ndo foram
observadas diferengas significativas entre homens e mulheres nas respostas
neurocardiovasculares durante o exercicio ou IPE (P > 0,05).
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FIGURA 33 - Delta (A) de aumento da frequéncia (A e B) e incidéncia (C e D) de
disparos da atividade nervosa simpatica muscular (ANSM) durante o exercicio
e isquemia pos-exercicio (IPE), antes (pré) e 60 minutos apds (pds) a
administracao oral de diazepam ou placebo. Os quadrados representam a média
de todos os participantes. As bolas pretas representam os homens e as bolas

brancas as mulheres. *P < 0,05 vs. pré.
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FIGURA 34 - Delta (A) de aumento da pressao arterial (PA) sistélica (A e B),
diastélica (C e D), média (E e F) e frequéncia cardiaca (FC — G e H) durante o
exercicio e isquemia pos-exercicio (IPE), antes (pré) e apds (pdés) a
administracao oral de diazepam ou placebo. Os quadrados representam a média
de todos os participantes. As bolas pretas representam os homens e as bolas

brancas as mulheres. *P < 0,05 vs. pré.
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5.5 Conclusao
Os resultados desse estudo demonstram, pela primeira vez em seres
humanos, que os receptores GABAa contribuem para o aumento da PA e ANSM

durante ativacao isolada do metaborreflexo muscular.
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6. TERCEIRO ESTUDO

6.1 Objetivo
Propor um modelo de aula pratica utilizando a ativagdo isolada do
metaborreflexo muscular, através da IPE, como uma ferramenta simples e eficiente

para ensinar fisiologia cardiovascular para alunos de graduagao em Educacéo Fisica.

6.2 Hipotese
A hipotese inicial € que a aula pratica ira melhorar a compreensao dos
alunos sobre diversos aspectos do controle cardiovascular durante o exercicio, além

de aumentar o interesse dos alunos em relagédo ao conteudo.

6.3 Métodos
6.3.1 Proposta de aprendizagem

Como proposta de aprendizagem, espera-se que, ao final, os alunos sejam
capazes de descrever e explicar: 1) as respostas cardiovasculares ao exercicio
isomeétrico; 2) as respostas cardiovasculares a ativagdo do metaborreflexo muscular
via IPE; 3) o papel do lactato sanguineo como um importante mediador da ativagéao
do metaborreflexo muscular; e 4) as possiveis diferengas entre homens e mulheres

nas respostas cardiovasculares ao exercicio e a ativagao do metaborreflexo.

6.3.2 Equipamentos e materiais utilizados

Os equipamentos e materiais necessarios para a aula pratica sdo: 1) um
monitor digital de PA; 2) um esfigmomandmetro; 3) um monitor de FC; 4) um
dinambmetro de preensdo manual com feedback visual; 5) materiais para analise de
sangue [capilares (30 pl) com heparin, algodao, alcool, luvas descartaveis, lancetas,
tubos Eppendorf com cloreto de so6dio e um coletor de residuos para sangue e

materiais cortantes]; 6) um analisador de lactato; e 7) um cronémetro.
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6.3.3 Aprovacéo ética

O presente estudo foi realizado em uma turma de fisiologia do exercicio, que
€ uma disciplina obrigatoria do curso de Educacgédo Fisica da Universidade de
Brasilia. O uso de alunos para esses experimentos praticos pode exigir aprovagao do
comité de ética em pesquisa envolvendo seres humanos institucional. Com isso, a
presente atividade pedagdgica, incluindo a utilizagdo de estudantes como voluntarios
e a aplicacdo de questionarios, foi submetida e aprovada pelo comité de ética em
pesquisas envolvendo seres humanos da Universidade de Brasilia (CAAE:
97916918.9.0000.0030) de acordo com a Declaragao de Helsinque. Todos os alunos
foram informados de que sua participagdo como sujeitos experimentais € voluntaria e
que poderiam negar a participagdo ou retirar-se a qualquer momento. Cada aluno leu

e assinou um termo de consentimento livre e esclarecido antes da participacéo.

6.3.4 Aula tradicional

Antes da aula pratica, uma aula tradicional foi conduzida discutindo as
respostas cardiovasculares ao exercicio e 0os mecanismos de controle neural da
circulagdo, ou seja, o comando central, o reflexo pressor do exercicio e o
barorreflexo arterial. A aula tradicional teve duracdo de 4 h na qual foram incluidos
uma palestra com imagens, artigos cientificos, perguntas e respostas e discusséo
com os alunos. Para compreender de forma abrangente o controle cardiovascular em
repouso e durante o exercicio, foram dados exemplos em homens e mulheres jovens
e saudaveis e em uma série de populagdes, incluindo idosos, pacientes com
hipertensao arterial, insuficiéncia cardiaca, diabetes e doencga de Parkinson.

A Figura 35 exibe a linha do tempo dos eventos associados aos

procedimentos experimentais.
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Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

Entrega do
Relatério e
Questionario

Aula
Tradicional
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Pratica

Andlise do 4 dias
Lactato

Repouso Exercicio Recuperagao

+CVM *FC *FC

*FC * PA * PA * PA
* PA * PSE * Lactato « Lactato
* Lactato

FIGURA 35 — Representacao dos eventos relacionados aos procedimentos
experimentais. |IPE: isquemia pds-exercicio; CVM: contragéo voluntaria maxima; FC:

frequéncia cardiaca; PA: presséao arterial; PSE: percepgao subjetiva de esforgo.

6.3.5 Aula pratica

A aula pratica foi realizada durante um exercicio de laboratério que incluiu
um total de 47 estudantes de graduacao. Para facilitar a participagao e visualizag&o
dos experimentos, a classe foi dividida em dois grupos menores e cada segao teve
uma duragao de duas horas. Oito estudantes (quatro homens e quatro mulheres) se
voluntariaram para a participacdo na pratica de laboratério. Como critério de
inclusdo, os sujeitos deveriam ser assintomaticos, ndo fumantes, normotensos e nao
diabéticos. Todos os sujeitos ndo estavam usando qualquer tipo de medicamento. Os
participantes foram solicitados a abster-se de bebidas com cafeina por 12 horas e de
atividade fisica extenuante e alcool por um periodo minimo de 24 horas antes da
aula pratica.

Durante cada aula pratica, os primeiros 30 minutos foram utilizados para
revisar os protocolos e a preparacao dos voluntarios. Cada protocolo experimental
teve uma duragcdo de aproximadamente 25 min. Em nota, os experimentos foram
realizados em um homem e uma mulher simultaneamente para reduzir o tempo
gasto durante a aula pratica. Nesse sentido, tinhamos todos os equipamentos e

materiais em duplicata. Os 40 minutos finais foram usados para consolidar e revisar
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a coleta de dados e para instruir os alunos a preparar um relatério individual (veja
abaixo).

Apos a instrumentacdo, os participantes foram posicionados na posi¢cao
sentada e repousaram por aproximadamente 10 min para permitir a estabilizacao das
variaveis cardiovasculares. Um dinambmetro de preensdo manual (Saehan, SH5001,
Korea) foi mantido na mdo dominante com o membro apoiado em uma mesa € a
forga exercida foi colocada na frente dos sujeitos para fornecer um feedback visual
(Figura 36, painel A). A CVM foi determinada como o maior valor atingido em trés
tentativas de esforco maximo separadas por 1 min de intervalo. Cada participante
realizou 90 s de IPE a 40% da CVM seguidos de 3 min de IPE para isolar o
metaborreflexo muscular e 3 min de recuperacdo. A IPE foi realizada através da
insuflagdo rapida de um manguito de PA posicionado ao redor do brago exercitado a
uma pressao supra-sistolica (~240 mmHg) 5 s antes do final do exercicio. A PA foi
medida no brago nao dominante através de um monitor digital (Omron, HEM-7200,
Japao) e a FC por um cardiofrequencimetro (F5, Polar®, Finlandia). As variaveis
cardiovasculares foram medidas em repouso, durante o exercicio, IPE e
recuperacdo. Devido ao tempo gasto pelo monitor digital para realizar a medida de
PA (~30 s); foi realizada apenas uma medida nos 60 s finais de cada momento. A
PSE foi obtida ao final do exercicio usando a escala de OMNI-RES (0-10)
(Robertson et al., 2003). E importante ressaltar, em aulas futuras, que a FC ndo deve
ser avaliada através da palpagéo do pulso carotideo, pois isso pode gerar respostas
cardiovasculares mediadas pela estimulagao dos barorreceptores carotideos.

Para melhorar o envolvimento dos estudantes na atividade, os alunos que
nao serviram como voluntarios foram instruidos a realizar estimulo verbal durante os
experimentos e outros alunos foram selecionados para: 1) operar o computador; 2)
realizar a oclusédo e liberagdo do manguito; 3) registrar os dados de FC e PA; 4)
registrar a PSE; e 5) operar o crondbmetro. Para isso, os alunos devem ser
previamente instruidos e familiarizados com todos os equipamentos e
procedimentos.

Para as analises de lactato, foram coletadas amostras de sangue da ponta
do dedo em exercicio nos momentos de repouso, IPE e recuperacido. A coleta de

sangue foi realizada com capilares heparinizados, assepsia local e antes e depois da
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amostragem e a utilizagdo de luvas, 6culos de protegado e o descarte adequado de
residuos. Foram recolhidos 25 pl de amostra de sangue por tubos capilares e
colocados em eppendorfs contendo 50 upl de cloreto de sodio. As amostras de
sangue foram armazenadas a —4 °C até a analise posterior (YSI 1500 sports, Yellow
Springs Instruments, Ohio EUA) (Figura 36, painel B). Todos os analisadores foram
calibrados e operados de acordo com as instrugées do fabricante. 24 horas apds a
conclusdo da aula pratica, os resultados do lactato sanguineo foram enviados aos

alunos via e-mail.

A

FIGURA 36 - Configuragdao experimental da aula pratica (painel A) e analise
separada do lactato sanguineo apés os experimentos (painel B). Os numeros
representam: 1) materiais para coleta de sangue; 2) dinamémetro manual; 3)
esfigmomanémetro; 4) monitor digital de presséo arterial; 5) lixo para o descarte
adequado dos residuos; 6) alcool; 7) luvas; 8) 6culos de protegcao; 9) monitor de

frequéncia cardiaca.

6.3.6 Relatorio da aula pratica

Cada aluno foi instruido a preparar um relatério individual da aula pratica
pratica no formato de um artigo cientifico condensado que consistisse nas seguintes
partes: 1) objetivos, 2) resultados, 3) uma breve discusséo, e 4) conclusdo. Os

alunos foram orientados previamente sobre a redagao de um relatério cientifico e
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instruidos a usar o Microsoft Word para escrever o relatério e o Microsoft Excel para
preparar as figuras. Especificamente, para demonstrar as respostas cardiovasculares
ao exercicio e durante a ativagdo do metaborreflexo, os alunos foram instruidos a
relatar os valores de todos os participantes (n = 8) em relagdo as variaveis
hemodinamicas (ou seja, FC, PA sistdlica e diastélica) em repouso, durante o
exercicio, IPE e recuperacdo. Para entender melhor as possiveis diferencas entre
homens e mulheres no controle cardiovascular, os alunos foram instruidos a
demonstrar o delta de aumento (A) nas variaveis hemodinamicas durante o exercicio
e IPE, comparando os subgrupos de homens (n = 4) e mulheres (n = 4). Além disso,
para demonstrar o papel do lactato sanguineo como um importante mediador da
ativagdo do metaborreflexo muscular, os alunos foram orientados a mostrar as
respostas de lactato sanguineo em repouso, durante a IPE e recuperagao em ambos
0s sexos e o delta de aumento em relagdo ao repouso durante a IPE comparando

homens e mulheres. Um prazo de quatro dias foi dado para a conclusao da tarefa.

6.3.7 Percepgao dos estudantes (analise qualitativa)

Para determinar a eficacia da aula pratica de maneira qualitativa, um
questionario foi elaborado para avaliar as percepg¢des dos estudantes em relacdo a
possivel melhora no seu nivel de compreensédo de varios aspectos da regulagéo
cardiovascular durante o exercicio, além das atitudes e agdes do aluno. O
questionario foi baseado em estudos prévios (Rodriguez-Barbero & Lopez-Novoa,
2008; Hodgson & Choate, 2012; Dirks-Naylor, 2016; Bian et al., 2018). Basicamente,
os alunos foram questionados sobre a sua experiéncia de aprendizagem atraves de
um questionario composto por 10 questdes utilizando uma escala Likert de 5 pontos:
1) discordo; 2) discordo parcialmente; 3) neutro; 4) concordo parcialmente; 5)
concordo. O questionario foi entregue aos estudantes apds a conclusao do relatério
e um periodo de 10 minutos foi dado para sua conclusdo. Apenas os alunos que
participaram tanto da aula tradicional quanto da aula pratica foram incluidos na
pesquisa (46 dos 47 estudantes).
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6.3.8 Desempenho dos estudantes (analise quantitativa)

Para determinar a eficacia da aula pratica de maneira quantitativa, o
desempenho na avaliagdo escrita entre os alunos de duas classes diferentes que
tiveram a sua aprendizagem com o mesmo professor foi comparado. Em uma classe,
os alunos tiveram a aula tradicional, mas ndo experimentaram a aula pratica de
laboratério (ou seja, a turma do semestre anterior; n = 41) e a turma atual na qual os
alunos participaram da atividade pratica, além da aula tradicional. As avaliagbes
tinham 10 questbes (valendo um ponto cada), sendo que as questdes eram
diferentes entre as turmas, mas todas estavam relacionadas a fisiologia
cardiovascular geral, incluindo as respostas cardiovasculares ao exercicio e 0s
mecanismos de controle neural da circulagdo durante o exercicio. O desempenho
dos alunos na avaliagao foi dividido com base na pontuagédo do estudante (minimo
de 0 e maximo de 10 pontos) em trés categorias diferentes: 1) menos de 5 pontos; 2)

entre 5 e 6,9 pontos e 3) entre 7 e 10 pontos.

6.3.9 Analise estatistica

Devido ao baixo numero de voluntarios para considerar variancia e
significancia estatistica, os alunos foram orientados a utilizarem apenas as médias
de cada variavel. Considerando que os estudantes estavam apenas no segundo ano
da graduacéo, consideramos que essa abordagem seria suficiente para a discussao
de dados e compreensédo da fisiologia cardiovascular envolvida no experimento. No
entanto, a apresentacgao da variabilidade dos dados pode ser util para os professores
que, futuramente, utilizardo esse protocolo em sala de aula. Nesse sentido, os
valores estdo apresentados como média = desvio padrdo. As percepgdes dos alunos
e o desempenho na avaliagdo escrita sdo apresentadas como a porcentagem.
Baseados em estudos anteriores (Bian et al., 2018), as opg¢des do questionario de
concordar e concordar parcialmente, bem como discordar parcialmente e discordar,
foram combinadas para melhor apresentacdo dos dados em termos de respostas
positivas e negativas. Um teste qui-quadrado foi usado para comparar o
desempenho na avaliagdo escrita entre os alunos das turmas com e sem a aula
pratica. Esta analise foi realizada utilizando o pacote estatistico SPSS (verséo 22,
EUA) com um nivel de significancia de a < 0,05.
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6.4 Resultados
As caracteristicas e as variaveis hemodinamicas em repouso dos voluntarios

que participaram da aula pratica sdo apresentadas na Tabela 3.

TABELA 3 - Caracteristicas dos voluntarios (n = 8).

Homens (n = 4) Mulheres (n = 4)

Idade (anos) 19 + 1 20+ 1
Massa corporal (kg) 75.0+£10.5 59.8+7.2
Altura (m) 1.80 £ 0.05 1.61 £ 0.07
indice de massa corporal (kg/m?) 23.0+2.4 23.0+0.8
CVM (kg) 50.3+12.8 32.0+5.9
PA sistolica (mmHg) 1215 112+5

PA diastdlica (mmHg) 72 £10 71+4

FC (bpm) 68 +7 74 £ 15

Os valores estdo apresentados como média + desvio padrdo. CVM: contragao

voluntaria maxima; PA: presséo arterial; FC: frequéncia cardiaca.

A Figura 37 demonstra as respostas da PA sistdlica (painel A), PA diastdlica
(painel B) e FC (painel C) em repouso, durante o exercicio, IPE e recuperagcao em
homens (simbolos pretos) e mulheres (simbolos brancos), além do delta de aumento
durante o exercicio e IPE. Conforme esperado, a FC e a PA aumentaram durante o
exercicio e a manobra de IPE parcialmente manteve o aumento induzido pelo
exercicio na PA, enquanto a FC retornou aos valores de repouso. Além disso, os
aumentos na PA e FC durante o exercicio e IPE foram maiores nos homens em
comparagao com as mulheres.

A Figura 38 mostra as respostas do lactato sanguineo em repouso, durante a
IPE e recuperacgao (painel A), além do delta de aumento durante a IPE (painel B) em
homens (simbolos fechados) e mulheres (simbolos abertos). O lactato sanguineo
aumentou durante a IPE nas mulheres (A0,89 mmol/L) e aumentou ainda mais nos
homens (A1,45 mmol/L). E importante ressaltar que a PSE foi semelhante entre
homens (7,8 £ 0,5) e mulheres (7,5 £ 0,5).
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FIGURA 37 — Resposta da pressao arterial (PA) sistélica (painel A), diastoélica
(painel B) e frequéncia cardiaca (FC — painel C) durante o exercicio e isquemia

pos-exercicio (IPE) entre homens (n = 4) e mulheres (n = 4).
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FIGURA 38 - Valores do lactato sanguineo em repouso (pré), durante a
isquemia pos-exercicio (IPE) e recuperagao (po6s) (painel A) e o delta de
aumento durante a isquemia pdés-exercicio (painel B) entre homens (n = 4) e

mulheres (n = 4).

A Tabela 4 inclui as respostas ao questionario de percepg¢ao dos alunos que
participaram tanto da aula tradicional quanto da aula pratica (n = 46). Os resultados
sugerem que, antes da aula pratica, alguns alunos n&o estavam confiantes em sua
compreensao das respostas cardiovasculares ao exercicio. No geral, os estudantes
relataram que a atividade de laboratério melhorou seu nivel de compreensao em
relagdo a: 1) as respostas cardiovasculares ao exercicio; 2) o papel do
metaborreflexo como um importante mediador das respostas cardiovasculares ao
exercicio; 3) o papel do lactato sanguineo como mediador da ativagédo do
metaborreflexo muscular; e 4) as diferengas entre homens e mulheres nas respostas
cardiovasculares ao exercicio. Além disso, a maioria dos alunos reportou que a
atividade aumentou seu interesse pela importancia do assunto, aumentou seu desejo
de aprender o assunto e melhorou sua abordagem para estudar o conteudo da
avaliagdo escrita. A pesquisa também revelou que os alunos ficaram mais motivados
a estudar o conteudo fora da sala de aula, se o compreendessem durante a aula, em

comparagao a hao o compreender durante a aula.
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TABELA 4 - Percepgao dos alunos sobre a aula pratica (n = 46).

1) Antes da aula pratica eu ja havia compreendido bem as respostas
cardiovasculares ao exercicio

Discordo Neutro Concordo

13% (6) 30,4% (14) 56,5% (26)

2) A aula pratica melhorou minha compreensao das respostas cardiovasculares ao
exercicio.
Discordo Neutro Concordo
0% 8,7% (4) 91,3% (42)

3) A aula pratica melhorou minha compreenséao do papel do metaborreflexo muscular
como um importante mediador das respostas cardiovasculares ao exercicio.
Discordo Neutro Concordo
8,7% (4) 13% (6) 78,3% (36)

4) A aula pratica melhorou minha compreensao do papel do lactato sanguineo como
um importante gatilho para a ativagdo do metaborreflexo muscular.

Discordo Neutro Concordo

4,3% (2) 17,4% (8) 78,3% (36)

5) A aula pratica melhorou minha compreensao das diferengas entre homens e
mulheres nas respostas cardiovasculares ao exercicio.

Discordo Neutro Concordo

8,7% (4) 15,2% (7) 76,1% (35)

6) A aula pratica reforgou ou aumentou meu pensamento sobre a importancia de
entender o conteudo da disciplina.

Discordo Neutro Concordo
0% 0% 100% (46)
7) A aula pratica aumentou minha vontade de aprender o conteudo da disciplina.
Discordo Neutro Concordo
0% 15,2% (7) 84,8% (39)

8) A aula pratica melhorou minha abordagem para estudar o conteudo para a
avaliagao escrita.

Discordo Neutro Concordo

2,2% (1) 17,4% (8) 80,4% (37)

9) Eu gostei da aula pratica como um todo em comparagdo com a aula tradicional
(expositiva) sozinha.
Discordo Neutro Concordo
0% 19,6% (9) 80,4% (37)

10) Quanto mais eu entendo o conteudo da disciplina durante as aulas, € mais
provavel que eu queira estudar o conteudo fora de sala de aula (comparado com
conteudos que eu nao entendi durante as aulas).
Discordo Neutro Concordo
0% 4,3% (2) 95,7% (44)

Valores entre parénteses representam o numero total de alunos que responderam.
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O desempenho na avaliagdo escrita tendeu a ser maior na turma que
participou da aula pratica (x*: 2,751; df: 1; P = 0,09). De fato, na turma em que os
alunos nao tiveram a aula de laboratério, apenas 22% atingiram a pontuagdo mais
elevada (=7 pontos). Por outro lado, 38,3% da turma que realizou a aula pratica

obtiveram a maior pontuagéo (Figura 39).

60 1 @Turma sem a aula pratica (n = 41)
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FIGURA 39 - Pontuagao na avaliagao escrita entre as turmas com e sem a aula
pratica.

6.5 Conclusao

Utilizando uma manobra proposta em 1937 (Alam & Smirk, 1937), o presente
estudo descreve uma aula pratica que pode melhorar o aprendizado dos alunos e
orientar professores a incorporar a ativacdo isolada do metaborreflexo muscular
através da IPE como uma ferramenta simples e util para o ensino de fisiologia

cardiovascular para alunos de graduacéo.
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7. DISCUSSAO GERAL

As respostas cardiovasculares ao exercicio sdo mediadas por diversos
mecanismos neurais, centrais e periféricos, que levam informacdes ao centro de
controle cardiovascular no tronco encefalico que, por sua vez, altera a atividade
nervosa simpatica e parassimpatica para o coracédo e a atividade simpatica para os
vasos sanguineos periféricos. Essas mudangas autondmicas promovem um aumento
do débito cardiaco, da resiténcia vascular periférica e, consequentemente, da PA de
acordo com a intensidade do exercicio (Fisher et al., 2015b). Dentre esses
mecanismos, o reflexo pressor do exercicio é considerado um dos principais
mediadores da inibicdo parassimpatica e ativagao simpatica frente ao esforgo. Esse
mecanismo é composto por fibras aferentes dos tipos Ill e IV que despolarizam em
resposta a deformagao mecanica (mecanorreflexo) e aos metabdlitos acumulados no
musculo esquelético durante a contragdo muscular (metaborreflexo). Apesar do vasto
conhecimento sobre o reflexo pressor do exercicio e sua importancia nas respostas
cardiovasculares durante o exercicio, 0s neurotransmissores responsaveis por
realizarem a comunicagado entre as fibras aferentes musculares do tipo lll/IV e o
centro de controle cardiovascular, até o presente momento, ndo haviam sido
estudadas em seres humanos. A presente tese avanga o corpo de conhecimento
cientifico demonstrando, pela primeira vez em seres humanos, que receptores
GABAérgicos estao envolvidos nas respostas neurais, cronotropicas e pressoricas
durante a ativacdo do reflexo pressor do exercicio. De fato, o aumento da FC
induzido pela ativagdo isolada do mecanorreflexo muscular foi significativamente
maior apdés o aumento da atividade dos receptores GABAA com a administracéo oral
de diazepam. Além disso, o aumento da PA e ANSM induzido pela ativagao isolada
do metaborreflexo muscular foi significativamente maior apds a administragcdo de
diazepam. No entanto, nenhuma dessas respostas foi afetada apdés a administragao
de uma pilula placebo. Coletivamente, esses achados confirmam a hipdtese que os
receptores GABAa contribuem para as respostas neurocardiovasculares durante o
exercicio fisico mediadas pela ativacdo do reflexo pressor do exercicio em seres

humanos.
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Esses resultados estdo alinhados com estudos prévios realizados em modelo
animal. Por exemplo, Potts et al. (2003) demonstraram o papel dos receptores
GABAA na comunicacao entre as aferéncias musculares e o NTS em ratos. Nesse
estudo, os autores realizaram a ativagao do barorreflexo arterial em trés condi¢oes
distintas: 1) em repouso (situagdo controle); 2) durante a contragdo muscular
eletricamente induzida para ativar o reflexo pressor do exercicio; e 3) durante a
contragdo muscular apos o bloqueio dos receptores GABAa através da microinjegao
bilateral de bicuculina na parte caudal do NTS. Como resultado, a ativagdo do
barorreflexo em repouso gerou uma bradicardia reflexa, mas quando as aferéncias
musculares foram ativadas concomitantemente, a bradicardia reflexa foi abolida. No
entanto, apds o bloqueio dos receptores GABAA no NTS, a bradicardia reflexa foi
completamente restaurada, mesmo com a ativagdo em paralelo das aferéncias
musculares. Esses resultados sugerem que as fibras aferentes do tipo IlI/IV se
comunicam com o NTS através de sinapses inibitérias GABAérgicas. Em seres
humanos, apenas um estudo demonstrou a possivel contribuicdo GABAérgica nas
respostas cardiovasculares durante o exercicio. Farmer et al. (2003) avaliaram 10
homens saudaveis que realizaram exercicio isométrico de preensdao manual por um
periodo de 10 segundos a 60% da CVM apds a ingestéo oral de 10 mg de diazepam
ou uma pilula placebo. Os resultados demonstraram que o aumento da FC no inicio
do exercicio foi maior sob o efeito do diazepam. Apesar desse estudo sugerir que 0s
receptores GABAA estdo envolvidos na resposta da FC durante o exercicio, o0 quanto
esses resultados sao atribuidos a ativacdo do comando central, do mecanorreflexo
ou do metaborreflexo muscular permanecem desconhecidos. Com isso, a presente
tese foi desenvolvida objetivando estudar a contribuicdo dos receptores GABAA nas
respostas cardiovasculares isolando os dois componentes do reflexo pressor do
exercicio. Isto €, um primeiro estudo foi desenvolvido para estudar de maneira
isolada o mecanorreflexo muscular através do exercicio passivo, e um segundo
estudo foi desenvolvido para estudar de maneira isolada o metaborreflexo muscular
através da |IPE. De maneira geral, foi observado que as respostas
neurocardiovasculares foram significativamente maiores apds a administragao oral
de diazepam, tanto durante a ativagdo do mecanorreflexo (primeiro estudo), quanto
durante a ativagao do metaborreflexo (segundo estudo). Esses achados confirmam
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os resultados dos estudos anteriores em animais e seres humanos, sugerindo que as
fibras aferentes dos tipos Illl e IV comunicam-se com o sistema nervoso central
através de sinapses inibitérias GABAérgicas.

A localizagdo exata onde esses efeitos ocorrem no sistema nervoso central
nao ¢é totalmente compreendida, mas alguns aspectos relevantes devem ser
discutidos. Os sinais aferentes dos musculos em contragéo (fibras dos tiposse 1I/IV)
sao transmitidos, inicialmente, a raiz dorsal (posterior) da medula espinhal, onde uma
rede complexa de neurdnios e interneurdnios interagem através de varios tipos de
receptores e entdo se projetam ao centro de controle cardiovascular, mais
especificamente ao NTS, no bulbo (Kalia et al., 1981; Nyberg & Blomqvist , 1984;
Saha et al., 1995; Potts et al., 1999). Com base em estudos em animais, especula-se
que as aferéncias musculares do reflexo pressor do exercicio inibem, via
interneurénios GABAeérgicos, os neurdnios do NTS diminuindo a ativacdo de
neurénios de segunda ordem como o nucleo ambiguo, nucleo motor dorsal do vago e
a parte caudal ventrolateral medular. A inibigdo do nucleo ambiguo e nucleo motor
dorsal do vago promovem uma diminuicdo da atividade nervosa parassimpatica,
enquanto a inibigdo da parte caudal ventrolateral do bulbo atenua a inibi¢do ténica da
parte rostral ventrolateral, aumentando entdo a atividade nervosa simpatica (Potts et
al. , 1999; Potts, 2006). A diminuicdo da atividade parassimpatica e aumento da
atividade simpatica promovem um aumento do débito cardiaco e da PA durante o
exercicio. Nossos achados séo consistentes com este conceito, demonstrando que o
aumento na neurotransmissao dos receptores GABAa, apos a administracdo oral de
diazepam, aumentou as respostas neurocardiovasculares durante o exercicio
mediadas pela ativagdo isolada do mecanorreflexo (primeiro estudo) e

metaborreflexo (segundo estudo) muscular.

7.1 Limitagoes

A administracdo sistémica de diazepam nao permite identificar a localizagao
exata de sua agdo, embora evidéncias demonstrando que o diazepam atravessa a
barreira hematoencefalica (Tedeschi et al., 1983) sustentam a ideia de que sua agao
possa ocorrer no tronco encefalico. No entanto, Wang et al. (2013) demonstraram em
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animais que os receptores GABAA exercem uma inibigdo tdnica das proje¢cdes das
fibras aferentes musculares ao nivel da medula espinhal. Assim, nossos achados
devem ser interpretados com precaugdes devido ao fato de que o tamanho do efeito
dos nossos resultados, tanto no primeiro quando no segundo estudo, pode ser
atenuado por uma inibicdo tdnica induzida por sinapses GABAérgicas durante a
ativacdo do reflexo pressor do exercicio ao nivel da medula espinhal. Apesar do
efeito sistémico conhecido do diazepam, os benzodiazepinicos s&o amplamente
utilizados em investigagbes em humanos para demonstrar o papel da
neurotransmissao GABAérgica no nivel do receptor GABAa (Sieghart, 2000; Farmer
et al., 2003; Giordano et al., 2003; Hedrington et al., 2010). O uso de um teste de
reatividade simpatica generalizada independente de exercicio por exemplo, teste de
imersao ao frio, poderia demonstrar se os receptores GABAa estdo especificamente
relacionados a ativagao aferente das fibras do tipo Il e IV. Entretanto, na presente
investigacdo, nao realizamos uma manobra simpatoexcitatoria independente de
exercicio devido ao desenho experimental desafiador. Por exemplo, o tempo
necessario para realizar o teste de imersao ao frio dificultaria a realizagcdo de ambos
os testes (ou seja, teste de imersao ao frio e ativagdo do mecano ou metaborreflexo
muscular) na mesma visita. Assim, futuras investigagbes sao necessarias para
investigar a possivel influéncia dos receptores GABAa nas respostas
neurovasculares durante uma manobra simpatoexcitatoria independente de
exercicio.

As respostas neurovasculares ao exercicio sdo mediadas pela ativagado do
comando central e do reflexo pressor do exercicio. Com isso, ndo podemos excluir a
possivel contribuicdo do comando central atuando via receptores GABAa nas
respostas cardiovasculares ao exercicio. No entanto, estudos prévios em animais
demonstraram que nucleos supramedulares associados ao comando central inibem o
NTS através de neurbnios vasopressinérgicos e ndo através de um mecanismo
GABAérgico (Dufloth et al., 1997; Bailey et al., 2006; Michelini, 2007). Além disso,
verificamos que 10 mg de diazepam n&o afetou a atividade eletromiografica durante
0 exercicio ativo no primeiro estudo e a CVM no segundo estudo. Em adigéo, a PSE
foi semelhante antes e depois da administragdo de diazepam. Esses dados sugerem

que as maiores respostas neurocardiovasculares durante o exercicio apos a
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administracado de diazepam nao foram uma consequéncia do aumento da atividade
do comando central.

Além disso, uma vez que estudamos apenas individuos jovens, saudaveis e
fisicamente ativos, nossos achados ndo devem ser extrapolados para outras
populagdes, como sedentarios, idosos ou pacientes com doengas cardiovasculares.
Em adicdo, estudos prévios demonstraram que as respostas cardiovasculares ao
exercicio sao influenciadas pela modalidade e intensidade do exercicio, tamanho da
massa muscular envolvida (Fisher et al., 2013) e posi¢cao corporal do participante
(Teixeira et al., 2018a). Reconhecemos que, como utilizamos somente o exercicio
sem carga no primeiro estudo e o exercicio isométrico de preensdo manual
isquémico a 30% da CVM no segundo estudo, ndo podemos extrapolar nossas
descobertas para o exercicio de outros grupos musculares, diferentes tipos de
contragdo muscular e outras intensidades. Além disso, o modo de ativagdo do
metaborreflexo muscular, ou seja, durante ou apds o exercicio, parece desempenhar
um papel determinante na mediagao das respostas cardiovasculares (McNulty et al.,
2014). Portanto, nossos achados devem ser considerados como especificos ao

modo utilizado para ativar o mecanorreflexo e metaborreflexo muscular.

7.2 Perspectivas clinicas

Os benzodiazepinicos sdo moduladores alostéricos positivos dos receptores
GABAA. A ligacdo dos benzodiazepinicos nos receptores GABA aumenta a
condutancia total de cloro promovendo uma hiperpolarizagao da célula, fazendo com
que os neurbnios sejam inibidos em uma maior intensidade (Wisden & Stephens,
1999; Tan et al., 2010). Nesse sentido, a agdo dos benzodiazepinicos é considerada
um aprimoramento cooperativo do efeito inibitério dos receptores GABAa.
Benzodiazepinicos sdao comumente prescritos no tratamento de pacientes com
distarbio do sono, depressao e ansiedade (Wisden & Stephens, 1999; Tan et al.,
2010), pois os benzodiazepinicos induzem relaxamento e sonoléncia. No entanto, é
importante destacar alguns efeitos colaterais desse medicamento como a redugao da
concentracdo, a dependéncia, a susceptibilidade a quedas e acidentes de carro, o

aumento do risco alguns tipos de cancer e doenca de Alzheimer, além de intensificar
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os efeitos do alcool (Wisden & Stephens, 1999; Airagnes et al., 2016). As
descobertas da presente pesquisa, na qual 10 mg de diazepam promoveram,
agudamente, uma resposta cronotropica, pressorica e simpatoexcitatéria
significativamente maior durante o exercicio (primeiro e segundo estudo), revelaram
potencialmente outro efeito colateral dos benzodiazepinicos. De fato, um aumento
exagerado na FC, PA e ANSM durante o exercicio € associado a uma maior
demanda do miocardio e um maior risco de eventos cardiovasculares adversos
durante o esforgo fisico (Kurl et al., 2001; Thompson et al., 2007). Além disso, uma
resposta pressorica exagerada ao exercicio € um forte preditor de mortalidade
cardiovascular (Mundal et al., 1996). Em seres humanos, evidéncias solidas indicam
que em varias doencgas, incluindo diabetes, hipertensédo e insuficiéncia cardiaca, o
exercicio fisico € acompanhado por aumentos exagerados na FC, PA e ANSM
(Smith et al., 2005; Delaney et al., 2010; Barbosa et al., 2016; Holwerda et al., 2016),
0 que aumenta o risco cardiovascular desses pacientes. Em geral, podemos
especular que nesses pacientes, o diazepam pode promover um efeito sinérgico nas
respostas neurocardiovasculares durante o exercicio, o que deixaria o paciente ainda
mais vulneravel, tornando assim a prescricdo de exercicio fisico desafiadora nessas
populagdes. No entanto, essa hipotese precisa ser testada diretamente em futuras
investigacoes.

7.3 Perspectivas pedagogicas

Um outro aspecto importante da presente tese é a translagdo entre a
pesquisa € o ensino (terceiro estudo). Para isso, foi utilizada uma manobra
neurofisiolégica proposta no inicio do século XX comumente referenciada como IPE.
Durante essa manobra, todos os subprodutos da contracdo muscular ficam
aprisionados na musculatura estimulando as fibras musculares aferentes que sao
sensiveis a estes metabdlitos (predominantemente mediadas pelas fibras do tipo V).
Essa informac&do aferente é integrada no centro de controle cardiovascular, mais
especificamente no NTS, que gera uma resposta reflexa diminuindo a atividade
nervosa parassimpatica para o coragdo e aumentando a atividade simpatica para o

coragdo e o0s vasos sanguineos periféricos. Coletivamente, essas mudancgas
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autonbmicas promovem um aumento do débito cardiaco e resisténcia vascular
periférica, aumentando entdo a PA. No geral, apesar de ser bem aceito que o
metaborreflexo muscular seja um dos principais mediadores das respostas
cardiovasculares ao exercicio, a IPE é amplamente utilizada em artigos cientificos
como a técnica padrao ouro para ativar o metaborreflexo muscular, entretanto, até
onde sabemos, seu uso como uma ferramenta para o ensino de fisiologia para
estudantes de graduagao ainda ndo havia sido reportado.

A incorporacao de aulas praticas ou atividades que estimulem o aprendizado
ativo, em conjunto com as aulas expositivas tradicionais, tem demonstrado ser mais
eficiente para a aprendizagem e retengdo do conhecimento dos alunos em
comparagao com as aulas expositivas sozinhas (Gauci et al., 2009; Carvalho & West,
2011; Schuijers et al., 2013). Portanto, o terceiro estudo foi desenvolvido para
examinar a possivel eficacia de uma aula pratica utilizando a ativagdo do
metaborreflexo muscular como uma ferramenta simples para o ensino de fisiologia
cardiovascular para estudantes de graduagado. Ao final da aula pratica, os alunos
foram orientados a escrever um relatério em formato de artigo cientifico e
responderam a um questionario sobre sua percepg¢ao em relagcdo a essa experiéncia.
Os principais resultados foram que: 1) a maioria dos alunos relatou que a aula pratica
melhorou sua compreensdo sobre diversos aspectos do controle cardiovascular
durante o exercicio; 2) a atividade pratica impactou de maneira positiva a percepgao
dos alunos sobre a importancia do conteudo da disciplina; e 3) a turma em que os
alunos participaram da aula pratica tendeu a ter maiores pontuagdes na avaliagao
escrita em comparacdo com a turma em que os alunos tiveram apenas a aula
tradicional. Além disso, como os estudantes sentiram que a aula pratica aumentou
sua compreensao do conteudo, é possivel que a atividade tenha ampliado o desejo
dos alunos de estudar o conteudo fora da sala de aula.

A IPE é uma técnica simples de ser realizada e necessita de equipamentos
de facil manuseio que sdo comumente encontrados em laboratoérios de fisiologia do
exercicio. No entanto, em nossa aula pratica, incluimos a analise sanguinea para
demonstrar o papel do lactato como um importante mediador da ativacdo do
metaborreflexo muscular. Para isso, foi utilizado o método YSI (Yellow Springs) que é

considerado o padrdo ouro para avaliar o lactato sanguineo, no entanto, aulas
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futuras podem ser realizadas com um analisador de lactato portatil que € capaz de
processar amostras de sangue de forma simples e rapida (Medbo et al., 2000). Por
outro lado, caso professores que queiram realizar essa aula pratica em suas turmas
nao tenham acesso aos equipamentos ou ndo consigam realizar a coleta de sangue,
incentivamos a realizagdo desta aula de laborat6rio sem analise de lactato e, para
demonstrar a importancia do lactato sanguineo como um mediador da ativagdo do
metaborreflexo, recomendamos introduzir durante a aula tradicional o artigo classico
do Professor Paul Fadel em pacientes com doenca de McArdle. Esses pacientes
possuem deficiéncia no metabolismo glicolitico o que impede a produg¢do de acido
lactico durante o exercicio. Fadel et al. (2003) verificaram que pacientes com doenga
de McArdle ndo aumentam a ANSM e a PA durante o exercicio e IPE, demonstrando
que o lactato é fundamental para ativar o metaborreflexo muscular. Outra sugestao
para futuras atividades laboratoriais é realizar o exercicio sem a isquemia muscular
ao final. Com isso, as variaveis hemodinamicas aumentarao durante o exercicio e
retornarao rapidamente aos valores de repouso durante a recuperagéo (McNulty et
al., 2014).

Um ponto importante que deve ser considerado é a possivel diferenga entre
homens e mulheres nas respostas cardiovasculares ao exercicio. Estd bem
estabelecido na literatura que o controle cardiovascular é diferente entre homens e
mulheres (Hart et al., 2009; Hart et al., 2011; Vianna et al., 2012; Joyner et al., 2015;
Joyner et al., 2016; Teixeira et al., 2018c), devido, em parte, aos efeitos dos
hormonios sexuais femininos (estrogénio e progesterona) no sistema cardiovascular
(Mendelsohn & Karas, 1999). Recentemente, verificamos que a sensibilidade
barorreflexa cardiaca e os indices da variabilidade da FC relacionados ao sistema
nervoso parassimpatico aumentaram durante a |IPE em homens, mas n&o
aumentaram (ou aumentaram menos) em mulheres (Samora et al., 2018). Além
disso, Notay et al. (2018) relataram que a diferenga na CVM é um fator importante
para as maiores respostas pressoéricas durante o exercicio em homens em
comparagao com as mulheres. Coletivamente, esses achados podem contribuir para
as diferengas entre os sexos na regulacao da PA durante o exercicio. Curiosamente,
em nossa aula pratica, fomos capazes de demonstrar as diferencas entre homens e

mulheres nas respostas cardiovasculares ao exercicio e ativacdo do metaborreflexo
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muscular, mesmo com um tamanho amostral muito pequeno, ou seja, quatro homens
e quatro mulheres. No entanto, conforme destacado anteriormente, ndao realizamos
analises estatisticas robustas para confirmar esses resultados.

Para finalizar, sugerimos algumas questdes que podem ser inseridas durante
as aulas para ampliar o conhecimento dos alunos sobre a importancia do
metaborreflexo muscular no controle cardiovascular durante o exercicio. As
respostas para cada questdo podem ser encontradas e discutidas nos artigos que
estao referenciados abaixo.

a) Qual é o efeito do barorreflexo arterial durante a IPE?
Referéncias: (Fisher et al., 2008; Samora et al., 2018).

b) Como a doenga de Parkinson interfere nas respostas cardiovasculares ao
exercicio e ativacao do metaborreflexo muscular?

Referéncia: (Sabino-Carvalho et al., 2018).

c) Como a hipertensao arterial interfere nas respostas cardiovasculares ao
exercicio e ativacao do metaborreflexo muscular?

Referéncia: (Delaney et al., 2010).

d) Como a diabetes mellitus interfere nas respostas cardiovasculares durante o
exercicio e ativacao do metaborreflexo muscular?

Referéncia: (Holwerda et al., 2016).

e) Qual é o impacto da intensidade do exercicio nas respostas cardiovasculares
durante a ativagcdo do metaborreflexo muscular?
Referéncia: (Fisher et al., 2010).
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

Em suma, os achados dos dois primeiros estudos fornecem evidéncias de
que os receptores GABA, contribuem para as respostas cronotropicas, neurais e
pressoricas durante a ativacdo isolada do reflexo pressor do exercicio em seres
humanos (Teixeira et al., 2018b; Teixeira et al., 2019a). Além disso, o terceiro estudo
demonstra que a utilizagdo da IPE durante uma aula pratica pode melhorar o
aprendizado dos alunos e encorajar professores a demonstrar diversos aspectos do
controle cardiovascular durante o exercicio para alunos de graduagao (Teixeira et al.,
2019b).
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Teixeira AL, Ramos PS, Samora M, Sabino-Carvalho JL,
Ricardo DR, Colombari E, Vianna LC. GABAergic contribution
to the muscle mechanoreflex-mediated heart rate responses at the
onset of exercise in humans. Am J Physiol Heart Circ Physiol 314:
H716-H723, 2018. First published December 22, 2017; doi:
10.1152/ajpheart.00557.2017.—Previous studies have indicated
that central GABAergic mechanisms are involved in the heart rate
(HR) responses at the onset of exercise. On the basis of previous
research that showed similar increases in HR during passive and
active cycling, we reasoned that the GABAergic mechanisms
involved in the HR responses at the exercise onset are primarily
mediated by muscle mechanoreceptor afferents. Therefore, in
this study, we sought to determine whether central GABA mech-
anisms are involved in the muscle mechanoreflex-mediated HR
responses at the onset of exercise in humans. Twenty-eight healthy
subjects (14 men and 14 women) aged between 18 and 35 yr
randomly performed three bouts of 5-s passive and active cycling
under placebo and after oral administration of diazepam (10 mg),
a benzodiazepine that produces an enhancement in GABA 4 activity.
Beat-to-beat HR (electrocardiography) and arterial blood pressure
(finger photopletysmography) were continuously measured. Electro-
myography of the vastus lateralis was obtained to confirm no electri-
cal activity during passive trials. HR increased from rest under
placebo and further increased after administration of diazepam in both
passive (change: 12 = [ vs. 17 = 1 beats/min, P < 0.01) and active
(change: 14 £ 1 vs. 18 = 1 beats/min, P < 0.01) cycling. Arterial
blood pressure increased from rest similarly during all conditions
(P > 0.05). Importantly, no sex-related differences were found in any
variables during experiments. These findings demonstrate, for the first
time, that the GABAergic mechanisms significantly contribute to the
muscle mechanoreflex-mediated HR responses at the onset of exercise
in humans.

NEW & NOTEWORTHY We found that passive and voluntary
cycling evokes similar increases in heart rate and that these responses
were enhanced after diazepam administration, a benzodiazepine that
enhances GABA, activity. These findings suggest that the GABAergic
system may contribute to the muscle mechanoreflex-mediated vagal
withdrawal at the onset of exercise in humans.

autonomic nervous system; benzodiazepines; vagal withdrawal
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INTRODUCTION

The cardiovascular response to exercise is governed by both
central and peripheral mechanisms. It is well accepted that
central signals from the higher brain associated with the voli-
tional component of exercise (i.e., central command) (47, 62),
peripheral signals arising from mechanically and metabolically
sensitive afferents in contracting skeletal muscle (i.e., exercise
pressor reflex) (28, 29, 36, 37, 52), and feedback from stretch
receptors originating within the carotid and aortic arteries (i.e.,
arterial baroreflex) (13-15, 46, 48) are all established mecha-
nisms.

During the transition from rest to exercise, the rapid heart
rate (HR) increase is predominantly mediated by cardiac vagal
withdrawal, supported by increased cardiac sympathetic activ-
ity after a few seconds (52, 63). It has been proposed that
central command and muscle mechanoreflex (predominantly
mediated by group III fibers in skeletal muscle) are primarily
involved in mediating the cardiac vagal withdrawal during the
rest-exercise transition, and the contribution of muscle
metaboreflex (predominantly mediated by group IV fibers in
skeletal muscle) on cardiovascular responses at the onset of
exercise was believed to be minimal (21). Importantly, the
possible neurotransmitters involved in the autonomic responses
at the onset of exercise are not fully understood.

The inhibitory neurotransmitter GABA has a profound role
on the central pathways involved in resting vagal control of the
heart in animals (3, 10) and humans (19, 33). During exercise,
Potts et al. (45) showed that electrically evoked muscular
contraction inhibits arterial baroreceptor signaling within the
nucleus of the tractus solitarius (NTS) via activation of
GABAergic receptors in rats, suggesting that skeletal muscle
afferents are a potential source of synaptic drive to GABAergic
neurons within the NTS. Indeed, GABA activation in con-
scious rats induces pressor response and tachycardia (8, 31).
However, the extent to which these findings can be extrapo-
lated to humans remains unclear.

Benzodiazepines are positive allosteric modulators of
GABA receptors. Binding of benzodiazepines promotes bind-
ing of GABA, which in turn increases total C1~ conductance
and then inhibits neurons to a greater degree (53, 64). Thus, the
action of benzodiazepines is considered to be a cooperative
enhancement of the effect of GABA and has been used to
investigate the role of GABA at the GABAA receptor level

http://www.ajpheart.org
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Key points

® The activation of the group III/IV skeletal muscle afferents is one of the principal mediators
of cardiovascular responses to exercise; however, the neuronal circuitry mechanisms that are
involved during the activation of group ITI/IV muscle afferents in humans remain unknown.

® Recently, we showed that GABAergic mechanisms are involved in the cardiac vagal withdrawal
during the activation of mechanically sensitive (predominantly mediated by group III fibres)
skeletal muscle afferents in humans.

o In the present study, we found that increases in muscle sympathetic nerve activity and mean
blood pressure during isometric handgrip exercise and postexercise ischaemia were significantly
greater after the oral administration of diazepam, a benzodiazepine that increases GABA,
activity, but not after placebo administration in young healthy subjects.

e These findings indicate for the first time that GABA, receptors modulate sympathetic vaso-
motor outflowand the pressor responses to activation of metabolically sensitive (predominantly
mediated by group IV fibres) skeletal muscle afferents in humans.

Abstract Animal studies have indicated that GABA, receptors are involved in the neuronal
circuitry of the group III/IV skeletal muscle afferent activation-induced neurocardiovascular
responses to exercise. In the present study, we aimed to determine whether GABA, receptors
modulate the neurocardiovascular responses to activation of metabolically sensitive (pre-
dominantly mediated by group IV fibres) skeletal muscle afferents in humans. In a randomized,
double-blinded, placebo-controlled and cross-over design, 17 healthy subjects (eight women)
performed 2 min of ischaemic isometric handgrip exercise at 30% of the maximal voluntary
contraction followed by 2 min of postexercise ischaemia (PEI). Muscle sympathetic nerve activity
(MSNA), blood pressure (BP) and heart rate (HR) were continuously measured and trials were
conducted before and 60 min after the oral administration of either placebo or diazepam (10 mg),
a benzodiazepine that enhances GABA, activity. At rest, MSNA was reduced, whereas HR
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Teixeira AL, Samora M, Vianna LC. Muscle metaboreflex acti-
vation via postexercise ischemia as a tool for teaching cardiovascular
physiology for undergraduate students. Adv Physiol Educ 43: 34—41,
2019; doi:10.1152/advan.00174.2018.—The cardiovascular responses
to exercise are mediated by several interactive neural mechanisms,
including central command, arterial baroreflex, and skeletal muscle
mechano- and metaboreflex. In humans, muscle metaboreflex activa-
tion can be isolated via postexercise ischemia (PEI), which increases
sympathetic nerve activity and partially maintains the exercise-in-
duced increase in arterial blood pressure. Here, we describe a practical
laboratory class using PEI as a simple and useful technique to teach
cardiovascular physiology. In an undergraduate exercise physiology
class (n = 47), a traditional 4-h lecture was conducted discussing the
neural control mechanisms of cardiovascular regulation during exer-
cise. Thereafter, eight students (4 men and 4 women) were selected to
participate as a volunteer of a practical laboratory class. Each partic-
ipant performed 90 s of isometric handgrip exercise at 40% of
maximal voluntary contraction, followed by 3 min of PEI. Arterial
blood pressure and heart rate were measured by digital monitors at
rest and during isometric handgrip, PEI, and recovery. In addition,
blood samples were collected from the tip of the exercising finger for
blood lactate analyses. After the laboratory class, a survey was given
to determine the perceptions of the students. The findings demonstrate
that this laboratory class has proved to be highly popular with
students, who self-reported a significant improvement in their under-
standing of several aspects of cardiovascular regulation during exer-
cise.

exercise physiology; laboratory class; physiology education

INTRODUCTION

The cardiovascular response to exercise is influenced by
several interactive neural mechanisms that evoke alterations in
autonomic outflow, leading to changes in heart rate (HR),
stroke volume, and total peripheral resistance that increases
arterial blood pressure (BP) in an intensity-dependent manner
(11, 12, 19). Central signals from the higher brain associated
with the volitional component of exercise (i.e., central com-
mand) (42, 57), peripheral signals arising from mechanically
and metabolically sensitive afferents fibers in contracting skel-
etal muscle (i.e., exercise pressor reflex) (27, 28, 33, 34, 50),
and feedback from stretch receptors originating in the carotid
and aortic arteries (i.e., arterial baroreflex) (10, 13, 14, 41, 43)
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tion, University of Brasilia, Darcy Ribeiro Campus, Asa Norte, L4, Brasilia,
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are all involved. Although all three neural mechanisms are
relevant for cardiovascular regulation during exercise, consid-
erable attention has been given to the exercise pressor reflex
due to its importance determining the magnitude of sympa-
thoexcitation during muscular effort (1-4, 17, 18, 28, 37, 40,
46, 47, 51, 54).

The sensory component of the exercise pressor reflex com-
prises group III and IV skeletal muscle afferents that respond
to both mechanical (i.e., muscle mechanoreflex) and metabolic
(i.e., muscle metaboreflex) stimuli (28). In humans, the muscle
mechanoreflex can be activated by mechanical stretch (22) or
passive movement (35, 52, 56); however, its effects on cardio-
vascular responses appear small and transient. On the other
hand, Alam and Smirk (2) first reported that the increases in
arterial BP observed during isometric handgrip (IHG) exercise
were partially maintained when the circulation of blood
through the working skeletal muscles was arrested by supra-
systolic cuff occlusion just before the cessation of exercise.
The classic work of Alam and Smirk employed a simple
technique, commonly referred to as postexercise ischemia
(PEI), to isolate the metabolic component of exercise pressor
reflex (i.e., muscle metaboreflex). During this maneuver, met-
abolic by-products of muscle contraction, such as lactic acid,
potassium, arachidonic acid products, and adenosine, are
trapped and stimulate metabolically sensitive afferent fibers.
Stimulation of these afferents results in an elevated arterial BP
achieved by sympathetically mediated increases in systemic
vasoconstriction and cardiac output (51). Overall, although it is
well accepted that the skeletal muscle metaboreflex is one of
the principal mediators of the cardiovascular response to ex-
ercise, PEI was widely used in scientific reports as a standard
technique to isolate the skeletal muscle metaboreflex, but, to
our knowledge, its use as a tool for teaching cardiovascular
physiology for undergraduate students has not been previously
reported.

Incorporation of active learning activities in conjunction
with more traditional approaches to teaching in the classroom
have proven to be more effective for student learning and
retention compared with lecture alone (6, 21, 49). Therefore,
this article describes a practical lesson methodology used in an
undergraduate exercise physiology laboratory class that can
guide teachers to demonstrate several aspects of cardiovascular
regulation during exercise and report the perceptions of the
students after the laboratory class. We hypothesized that our
practical laboratory class will improve the students’ percep-
tions of their understanding of the cardiovascular regulation
during exercise.

34 1043-4046/19 Copyright © 2019 The American Physiological Society
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Teixeira AL, Padilla J, Vianna LC. Impaired popliteal artery flow-
mediated dilation caused by reduced daily physical activity is prevented
by increased shear stress. J Appl Physiol 123: 49-54, 2017. First pub-
lished April 27, 2017; doi:10.1152/japplphysiol.00001.2017.—We re-
cently showed that 5 days of reduced daily physical activity impair
popliteal artery, but not brachial artery, flow-mediated dilation
(FMD). However, the mechanisms by which physical inactivity
causes leg vascular dysfunction are unclear. We reason that a reduc-
tion in leg blood flow-induced shear stress is a primary underlying
mechanism by which reduced daily physical activity impairs popliteal
artery FMD. Thus the purpose of this study was to determine whether
increased leg blood flow and shear stress during inactivity prevent the
reduction in popliteal artery FMD. Bilateral popliteal artery FMD
measures were performed at baseline and after 5 days of a transition
from high (>10,000 steps/day) to low levels (<5,000 steps/day) of
physical activity in 13 healthy and physically active men [20 * 2
(SD) yr]. During the inactive period, one foot was submerged in
~42°C water (i.e., heated leg) three times a day for 30 min each
period, to increase blood flow and thus shear stress, whereas the
contralateral leg remained dry and served as internal control (i.e.,
nonheated leg). During heating, popliteal artery mean shear rate was
increased in the heated leg (change of 119.3 = 26.4%, P < 0.01) but
slightly decreased in the nonheated leg (change of —21.8 * 7.5%,
P = 0.03). Popliteal artery FMD was impaired after 5 days of reduced
daily physical activity in the control nonheated leg (P < 0.01) but was
unchanged in the heated leg (P = 0.34). These results support the
hypothesis that reduced leg blood flow-induced shear stress during
physical inactivity is a key underlying mechanism mediating leg
vascular dysfunction.

NEW & NOTEWORTHY We found that the impairment in popli-
teal artery flow-mediated dilation caused by physical inactivity can be
prevented by increased shear stress. These findings indicate that
reduced leg blood flow-induced shear stress during physical inactivity
may be a key underlying mechanism mediating the detrimental leg
vascular effects of physical inactivity. Heating the foot area may be
used as a nonpharmacological therapy to combat inactivity-induced
leg vascular dysfunction, especially in people who are unable or
unwilling to be active.

physical inactivity; exercise; sedentary; flow-mediated dilation; shear
stress

IT IS ESTIMATED THAT A SEDENTARY lifestyle contributes to 6-10%
of all deaths from chronic diseases (5), which is equivalent to
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NeuroVASQ-Integrative Physiology Laboratory, Faculty of Physical Educa-
tion, Univ. of Brasilia, Darcy Ribeiro Campus, Brasilia, Brazil (e-mail:
levianna@unb.br).

http://www.jappl.org

the number of deaths attributed to smoking (10). The impact of
inactivity is especially profound in the cardiovascular system.
Indeed, epidemiological data demonstrate that individuals who
are most inactive have the highest risk for cardiovascular
disease morbidity and mortality (4, 19). Despite the well-
established relationship between inactivity and cardiovascular
disease risk, there is a relative paucity of experimental data on
the vascular effects of reduced daily physical activity. Further-
more, the mechanisms by which inactivity increases vascular
burden remain largely unknown.

In an effort to evaluate the vascular effects of physical
inactivity, we recently performed a study designed to emulate
the degree of inactivity encountered in real life (6). Specifi-
cally, regularly active individuals meeting current guidelines of
>10,000 steps/day were transitioned into a period of reduced
activity (<5,000 steps/day) for 5 days. We found that reduced
activity impaired popliteal artery flow-mediated dilation
(FMD). Interestingly, brachial artery FMD was not affected by
5 days of reduced physical activity (6). The finding of de-
creased popliteal, but not brachial, artery FMD may be related
to the fact that popliteal arteries, upon reduction of locomotion,
were subjected to a greater decrease in blood flow and thus
shear stress, relative to the brachial arteries. Because shear
stress is an important stimulus for maintaining endothelial
health (7, 11, 15, 20, 25, 35), it is plausible that with reduced
activity, “knockdown” of shear stress in the legs is an under-
lying factor mediating the impairment in popliteal artery func-
tion. In this sense, the development of nonpharmacological
therapies to combat inactivity-induced detrimental leg vascular
effects is needed. In addition, the assessment of leg vascular
function is important in light of studies demonstrating that the
leg vasculature is highly susceptible to atherosclerosis, relative
to other disease-resistant vasculatures such as the brachial
artery (1, 13, 14, 32, 33).

It has been previously shown that local heating at 42°C is an
effective stimulus for dilating the skin circulation, increasing
limb blood flow and thus shear stress without producing major
systemic cardiovascular effects (24, 26-28). Here, we rea-
soned that if reduced shear stress is indeed a primary mecha-
nism by which reduced physical activity impairs popliteal
artery FMD, an increase in leg blood flow and shear stress
during inactivity would produce a vascular protective effect.
Specifically, we examined whether preventing the sustained
reduction in shear stress by intermittent foot heating during 5
days of reduced daily physical activity would abolish the
detrimental effects of inactivity on popliteal artery FMD.

8750-7587/17 Copyright © 2017 the American Physiological Society 49
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ABSTRACT

TEIXEIRA, A. L., R. RITTI-DIAS, D. ANTONINO, M. BOTTARO, P. J. MILLAR, and L. C. VIANNA. Sex Differences in Cardiac
Baroreflex Sensitivity after Isometric Handgrip Exercise. Med. Sci. Sports Exerc., Vol. 50, No. 4, pp. 770-777, 2018. Purpose: This
study aimed to investigate potential sex-related differences on spontaneous cardiac baroreflex sensitivity (cBRS) after acute isometric
handgrip (IHG) exercise. Methods: Twenty men (age, 23 + 3 yr) and 20 women (age, 24 + 4 yr) randomly performed four sets of 2-min
THG exercise (two sets for each limb) at 30% maximal voluntary contraction (experimental) or 3% maximal voluntary contraction
(sham). Beat-to-beat heart rate (HR) and arterial blood pressure (BP) were monitored using finger photoplethysmography before and 10,
20, and 30 min after IHG. Spontaneous cBRS was assessed via the sequence technique and cardiac autonomic modulation via time- and
frequency-domain HR variability. Results: After IHG, spontaneous ¢cBRS increased during 10 min of recovery in men (A13% +
5%, P =0.03 vs rest) and increased further in women (A23% + 4%, P < 0.01 vs rest; P = 0.04 vs men). During 20 and 30 min of
recovery, cBRS returned to baseline in men but remained elevated in women. HR decreased 10 min after IHG in men (10 min: A-2 + 1 bpm,
P<0.01 vs rest; 20 min: A-1 + 1 bpm, P = 0.39 vs rest; 30 min: Al + 1 bpm, P=0.31 vs rest) and throughout recovery in women (10 min:
A-5+ 1 bpm, P<0.01 vs rest; 20 min: A-3 + 1 bpm, P < 0.01 vs rest; 30 min: A-2 = 1 bpm, P < 0.01 vs rest). Systolic BP increased 10 min
after IHG and remained elevated during 20 min and 30 min in men (P < 0.05). In women, systolic BP increased during 10 min (P < 0.01)
and returned to baseline during 20 and 30 min of recovery. Time-domain HR variability (root mean square of successive differences) was
increased during recovery in men and women (P < 0.05). Sham had no effect on any variables. Conclusions: Acute IHG exercise increases
cBRS and cardiac vagal activity in healthy young subjects, but the magnitude and the time course of changes in ¢cBRS differ between men
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and women. Key Words: STATIC EXERCISE, AUTONOMIC NERVOUS SYSTEM, HEART RATE, BLOOD PRESSURE

sometric handgrip (IHG) training (>4 wk) has been

shown to reduce resting arterial blood pressure (BP) in

both normotensive and hypertensive populations with a
magnitude of effect larger than that reported previously with
dynamic aerobic or resistance training (1-5). Given this ac-
cumulating body of evidence, the American Heart Associa-
tion indicates that IHG training may be used as a potential
alternative strategy to lower resting BP (class IIB, level of
evidence C) (6). However, the mechanisms underlying these
chronic adaptations remain largely unknown, although im-
provements in cardiac autonomic modulation have been
reported (7,8).
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Despite the potential benefits of IHG for BP management,
relatively few studies have assessed the acute effects of IHG
on BP control (9—12). This area of study could yield impor-
tant mechanistic information given that chronic adaptations
may result from temporal summation of acute responses (13).
A single bout of IHG exercise, consisting of four 2-min iso-
metric contractions at 30% of maximal voluntary effort, de-
creased systolic BP and improved cardiac parasympathetic
modulation in older (primarily male) normotensive subjects
(10,11). The latter observation suggests involvement of the
autonomic nervous system but provides little insight into po-
tential mechanisms. More recently, an acute bout of bilateral
isometric leg exercise was reported similarly to lower BP and
increase cardiac parasympathetic modulating in concert with
increased sensitivity of arterial baroreflex control of heart rate
(HR) in prehypertensive men (12).

The arterial baroreflex represents an important closed-loop,
negative feedback control system involved in regulating BP
(14). Mechanically sensitive receptors located in the carotid
body and aortic arch relay information to the brainstem re-
garding beat-to-beat changes in BP (14). The resultant neural
feedback provides critical information to modulate HR (car-
diac baroreflex) or peripheral vasoconstrictor outflow (sym-
pathetic baroreflex) to maintain pressure homeostasis at rest

770
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Teixeira AL, Daher M, Souza MC, Ramos PS, Fisher JP,
Vianna LC. Sympathetically mediated cardiac responses to isolated
muscle metaboreflex activation following exercise are modulated by
body position in humans. Am J Physiol Heart Circ Physiol 314:
H593-H602, 2018. First published December 15, 2017; doi:10.1152/
ajpheart.00576.2017.—Isolated muscle metaboreflex activation with
posthandgrip exercise ischemia (PEI) increases sympathetic nerve
activity and partially maintains the exercise-induced increase in blood
pressure, but a smaller heart rate (HR) response occurs. The cardio-
pulmonary baroreceptors, mechanically sensitive receptors that re-
spond to changes in central blood volume and pressure, are strongly
associated with changes in body position and upon activation elicit
reflex sympathoinhibition. Here, we tested the hypothesis that postural
changes modulate the sympathetically mediated cardiac response to
PEI in humans. Beat-to-beat HR (electrocardiography) and blood
pressure (finger photoplethysmography) were continuously measured,
and cardiac function was assessed by echocardiography in 13 healthy
men (21 % 3 yr). After a 15-min rest period, 90-s static handgrip at
40% maximum voluntary contraction was performed followed by 3
min of PEI Four trials were randomly conducted during either seated
or supine position with and without ;-adrenergic blockade (25 mg
atenolol). During PEI under control conditions, HR remained elevated
from baseline in the seated [change (A): 4 = 1 beats/min] but not in
the supine (change: —1 % | beats/min) position. Similarly, stroke
volume and cardiac output were increased from baseline in the seated
(A13.0 £ 2.4 ml and Al.1 = 0.2 I/min, respectively) but not in the
supine (A2.5 = 2.9 ml and A0.13 = 0.20 I/min, respectively) position.
During Bi-adrenergic blockade, HR, stroke volume, and cardiac output
remained unchanged in both conditions. We conclude that sympatheti-
cally mediated cardiac responses to PEI are influenced by changes in
body position. These findings indicated that muscle metaboreflex and
cardiopulmonary baroreflex have an interactive influence on the neural
control of cardiovascular function in humans.

NEW & NOTEWORTHY In the present study, we demonstrated
that muscle metaboreflex activation increases heart rate, stroke vol-
ume, and cardiac output in the seated position but not in the supine
position and not after (3;-adrenergic blockade. These findings indicate
that sympathetically mediated cardiac responses to isolated muscle
metaboreflex activation after exercise are modulated by central blood
volume mobilization.
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autonomic nervous system; blood pressure; cardiopulmonary barore-
flex; exercise pressor reflex; heart rate

INTRODUCTION

Several neural mechanisms working in concert are respon-
sible for evoking the autonomic adjustments to exercise and
precisely control the concomitant cardiovascular and hemody-
namic responses in an intensity-dependent manner (14, 15, 22).
It is well accepted that central signals from the higher brain
associated with the volitional component of exercise (i.e.,
central command) (48, 63), peripheral signals arising from
mechanically and metabolically sensitive afferents in contract-
ing skeletal muscle (i.e., exercise pressor reflex) (28, 29, 36,
37, 54), and feedback from stretch receptors originating in the
carotid and aortic arteries (i.e., arterial baroreflex) (13, 16, 17,
47, 49) are all involved. Less appreciated, but also important,
are low-pressure mechanically sensitive stretch receptors lo-
cated in the heart, great veins, and blood vessels of the lungs
that sense changes in central blood volume (CBV) and pressure
(i.e., the cardiopulmonary baroreflex) (9, 16, 17, 21, 32).

The classic work of Alam and Smirk (1, 4) demonstrated
that isolation of muscle metaboreflex by suprasystolic cuff
occlusion after isometric handgrip (IHG) exercise, commonly
referred to as postexercise ischemia (PEI), partially maintains
exercise-induced increases in mean arterial pressure (MAP),
whereas heart rate (HR) declines toward resting values. A less
well-appreciated observation is that HR remains elevated dur-
ing metaboreflex activation with PEI after leg exercise, sug-
gesting that the limb or mass of exercising muscle also influ-
ences HR during PEI. Subsequently, several authors have
ratified these results, and, consequently, the muscle metabore-
flex was not considered to influence HR after IHG but believed
to raise arterial blood pressure primarily via an increase in
sympathetically mediated peripheral vasoconstriction (51).
More recently, however, Fisher et al. (18, 20) found in humans
that a robust muscle metaboreflex activation during PEI after
IHG at 40% maximal voluntary contraction (MVC) elicits
sympathetically mediated increases in HR, while it is still
debated whether the muscle metaboreflex increases arterial
blood pressure due to an increase in cardiac output (CO) (7,
10-12, 35) or an enhancement of total peripheral resistance
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The cardiovascular response to exercise is
governed by both central and peripheral
mechanisms that promote alterations in
parasympathetic and sympathetic neural
activities to the heart and blood vessels to
meet the metabolic demands of working
skeletal muscle in an intensity-dependent
manner. There are at least three distinct
neural mechanisms participating in this
cardiovascular regulation: (1) central
command, (2) the exercise pressor reflex,
and (3) the arterial baroreflex. Central
command is a feedforward mechanism that,
through signals originating in higher
brain centres, activates cardiovascular and
somatomotor systems in parallel. The
exercise pressor reflex is a feedback mecha-
nism originating in skeletal muscle
comprising group III and IV skeletal
muscle afferents that respond to both
mechanical and metabolic stimuli. The
arterial baroreflex represents a closed-loop,
negative feedback control system involved
in regulating arterial blood pressure.
Mechanically sensitive receptors located in
the carotid body and aortic arch relay
information to the brainstem regarding
beat-to-beat changes in blood pressure. The
resultant neural feedback provides critical
information to modulate heart rate (cardiac
baroreflex) or peripheral vasoconstrictor
outflow (sympathetic baroreflex) in order to
maintain pressure homeostasis at restand in
response to perturbations such as standing
(Fisher et al. 2015).

Historically, the arterial baroreflex was
believed to be ‘switched off or ‘over-
ridden’ during exercise due to the linear
relationship between heart rate and blood
pressure that occurs during physical effort.
However, in the 1980s, Donald’s group from

the Mayo Medical School found in animals
that the open-loop stimulus—response
relationship was shifted to operate around
the prevailing arterial blood pressure of
the exercise, without an alteration in the
maximal gain or sensitivity of the reflex

(Melcher & Donald, 1981). These results
were confirmed later in humans by Raven’s
group from the University of North Texas
(Potts et al. 1993). Therefore, it is now
well accepted that the arterial baroreflex
remains functional during exercise by
resetting to operate around the prevailing
pressure elicited by exercise workload
indicating that the arterial baroreflex plays
a pivotal role in the neural control of
cardiovascular responses during exercise.
Despite extensive knowledge of the arterial
baroreflex resetting during exercise, the
primarily mediator of this response
remains  controversial, since  central
command and/or exercise pressor reflex
appears to play both independent and
interactive roles (Mcllveen ef al. 2001).

To address this issue, Hureau and
colleagues recently published in The Journal
of Physiology an elegant comprehensive
and integrative experiment to investigate
the possible independent role of group
I and IV muscle afferents in the
carotid baroreflex control of cardiovascular
responses during exercise (Hureau et al.
2018). In their investigation, healthy
young men performed electrically evoked
(absence of central command) and
voluntary (requiring central command) iso-
metric one-legged knee extension at 15%
maximum voluntary contraction (50 s
contraction and 10 s relaxation for 10 min)
under control conditions and following
lumbar intrathecal injection of a jt-opioid
receptor agonist, fentanyl, which attenuated
the central projection of group ITI/IV muscle
afferents at the level of the dorsal horn
in the spinal cord without affecting force
production (i.e. there was no effect on
central command). Spontaneous carotid
baroreflex control of arterial blood pressure
and heart rate were assessed by rapid
application of neck pressure (+40 mmHg)
and neck suction (—60 mmHg) to simulate
a hypotensive and hypertensive stimulus
to the carotid baroreceptors, respectively.
The findings showed that spontaneous
carotid baroreflex sensitivity was similar
at rest and during both electrically

© 2018 The Authors. The Journal of Physiology © 2018 The Physiological Society
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evoked and voluntary exercise independent
of attenuation of group III/IV muscle
afferents with fentanyl. As expected, under
control conditions both electrically evoked
and voluntary exercise resulted in a
significant upward and rightward shift of
the carotid baroreflex blood pressure and
heart rate operating points. On the other
hand, fentanyl injection attenuated the
exercise-induced resetting of the operating
point for arterial blood pressure and heart
rate during both electrically evoked and
voluntary exercise, indicating a reduced shift
of the arterial baroreflex operating points
with fentanyl and that these responses are
independent of central command.

The study by Hureau and colleagues
represents a challenging in vivo human
integrative physiology study which used
pharmacological and physiological app-
roaches to test the hypothesis that group
III/IV muscle afferent feedback has,
independent of central command, a critical
role in the resetting of the carotid baroreflex
blood pressure and heart rate operating
points during exercise. Although the
findings strongly support the author’s
initial hypothesis, certain aspects should be
taken into consideration in interpreting the
study’s findings. Firstly, the volunteers were
young healthy and recreationally active
men, limiting extrapolation of the results
to other populations. For example, it is
well known that the mechanisms regulating
arterial blood pressure differ between
men and women, and, as mentioned
by the authors in the discussion, the
conclusions may not be generalizable to
women. In addition, diseased individuals
such as hypertensive patients present an
impairment in arterial baroreflex control
of blood pressure and overactivity of
the exercise pressor reflex leading to an
exaggerated cardiovascular responses to
exercise (Barbosa et al. 2016a) which
may directly affect the resetting of the
arterial baroreflex. Thus, the precise
mechanisms responsible for the arterial
baroreflex resetting during exercise in
these population should be specifically
assessed by further studies. Secondly,
Hureau and colleagues have used iso-
metric one-legged knee extension exercise
at very low intensity (15% maximum
voluntary contraction), and whether the
results can be replicated during higher
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The arterial baroreflex control of blood
pressure (BP) represents a fundamental
negative feedback mechanism to maintain
BP homeostasis. Unencapsulated,
mechanically sensitive, free nerve end-
ings located in the carotid sinus bifurcation
and aortic arch relay afferent signals to the
cardiovascular control areas in the brain-
stem regarding beat-to-beat oscillations in
arterial BP. These afferent inputs elicit reflex
changes in efferent parasympathetic and
sympathetic activity to the heart and blood
vessels modulating heart rate (cardiac
baroreflex) and peripheral vasoconstrictor
outflow (sympathetic baroreflex) in order
to regulate arterial BP at rest and during
cardiovascular stressors such as acute hypo-
xia (Fadel, 2008). Notably, high-altitude
(HA) hypoxia elicits a robust increase in
sympathetic outflow, which is significantly
larger when compared with acute hypoxic
exposure to a similar level. However, at
present, the impact of long-term exposure
to HA hypoxia on arterial baroreflex control
of arterial BP remains poorly understood.
In a recent issue of The Journal
of Physiology, Simpson et al. (2019)
eloquently filled this important information
gap by studying Lowlanders and native
Highlanders (Sherpas) at low altitude
(LA) and HA. The authors sought to
characterize the possible adaptations on
arterial baroreflex control of BP elicited
by lifelong HA exposure in Highlanders
and the impact of acclimatization at HA
in Lowlanders. To this end, 14 Lowlanders
(two women) and nine male Highlanders
(Sherpas, living at > 3440 m) were studied
on two separate occasions: pre-expedition,
LA test (344 m for Lowlanders and
1400 m for Highlanders) and following
gradual ascent to 5050 m. Importantly, LA
measurements of Sherpas was conducted

> 4 days after descent from their resident
altitude and the HA measures were
conducted 10-14 and 10-20 days above
2860 m for Sherpas and Lowlanders,
respectively. Muscle sympathetic nerve
activity (MSNA) was directly recorded, from
the peroneal nerve, via microneurography.
Cardiac and sympathetic baroreflex control
of BP were assessed by bolus injection of
the vasoactive drugs sodium nitroprusside
and phenylephrine to lower and raise BP,
respectively (i.e. modified Oxford test). In
addition, to assess the possible contribution
of peripheral chemoreflex, the modified
Oxford test was also performed during acute
hypoxia (breathing 11% oxygen) at LA and
during acute hyperoxia (breathing 100%
oxygen) at LA and HA. The main findings
were as follows: (1) despite similar resting
BP, Sherpas have a higher MSNA burst
frequency at HA than Lowlanders at LA, but
it was lower when compared to Lowlanders
following ascent to HA; (2) the sensitivity
(i.e. gain) of sympathetic baroreflex control
of BP is preserved in Lowlanders at HA
and is similar to that of Sherpa counter-
parts, although the operating point was reset
upward; (3) Lowlanders at HA presented
a decrease in cardiac baroreflex sensitivity
compared to at LA, but it was similar to
Highlanders at HA; and (4) manipulation of
peripheral chemoreceptor drive at HA had
minimal effect on arterial baroreflex control
of BP in both Lowlanders and Highlanders.
Collectively, these findings demonstrated
for the first time that upward baroreflex
resetting permits chronic activation of
resting MSNA in Lowlanders following
10-20 days at HA and lifelong HA hypo-
xia probably induces beneficial arterial
baroreflex adaptations in native Sherpas.
Overall, the study by Simpson and
colleagues is well designed and uses
challenging methodologies in an attempt to
address an important question. However,
like any comprehensive, mechanistically
driven, hypothesis-based, human physio-
logy study, certain issues should be
taken into account in interpreting the
study’s findings. For example, 55% of
native Highlanders were regular cigarette
smokers and the Lowlander counterparts
were non-smokers, which could directly
influence the study results. In addition,
it is well accepted that cardiovascular
control is markedly different between

© 2019 The Authors. The Journal of Physiology © 2019 The Physiological Society
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men and women and the lack of female
participants (only two Lowlanders) suggest
that the findings should be restricted to
males. Moreover, the participants were
~30 years old and apparently healthy,
limiting extrapolation of the results to other
populations such as the elderly and/or those
with disease, who are more susceptible
to adverse cardiovascular events during
sustained activation of the sympathetic
nervous system. With this in mind, future
investigations designed to examine the
possible effects of sex, ageing and disease
will advance our knowledge of the impact of
HA exposure on arterial baroreflex control
of BP.

It is also important to consider the
possibility of hysteresis in arterial baroreflex
control. Baroreflex sensitivity is greater
during falling compared to rising BP
in healthy young subjects and basal
sympathetic outflow play an important role
in the gain of the baroreflex to decreasing
and increasing BP (Hart et al. 2011). In
fact, individuals with high sympathetic
drive at rest respond better to rising than
falling BP, whereas individuals with low
resting sympathetic drive respond better to
falling than rising BP (Hart et al. 2011).
Accordingly, because HA exposure induces
robust sympathoexcitation, it would be
interesting to gain further insight into how
baroreflex function operates for upward
and downward BP responses. Although
the authors did not perform this separate
analysis, it is necessary to draw attention
to the observation that the same drug
dosage used during the modified Oxford
test in Lowlanders at LA and HA evoked
different BP responses. Indeed, while the
same amount of sodium nitroprusside
evoked similar falls in arterial BP (LA:
15 £ 6 mmHg vs. HA: 15 & 6 mmHg;
P=0.78), the same dosage of phenylephrine
elicited a significantly smaller increase in
BP at HA (LA: 19 £ 9 mmHg vs. HA:
11 + 3 mmHg; P=0.02). Thereby, the total
BP changes during the modified Oxford
test were significantly different between
conditions (LA: 35 £ 11 mmHg vs. HA:
26 £ 8 mmHg; P = 0.02). The authors
speculated that these differences could be
attributable to a reduction in «-adrenergic
receptor sensitivity at HA; this hypothesis
needs to be directly tested in future studies.
Whether differences in BP responses during
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Continuous Aerobic and High-Intensity Interval Exercise: Which one Produces greater

Post-Exercise Hypotension?

André L. Teixeira and Lauro C. Vianna

NeuroVASQ - Integrative Physiology Laboratory, Faculty of Physical Education, University of Brasilia, Brasilia, DF - Brazil

Exercise training is a key recommendation for
maintenance of a healthy life style. It is well established
that regular physical exercise provides innumerous
physiological and psychological benefits not only
to young healthy subjects, but also individuals with
diabetes, heart failure, Parkinson disease, multiple
sclerosis, claudication, autonomic failure, hypertension,
among others. A well-documented physiological
response to exercise is called post-exercise hypotension
(PEH), in which a single bout of exercise leads to a
decrease in arterial blood pressure. The first study
showing PEH was published in 1898 by Dr. L. Hill.!
Thereafter, several authors confirmed these results
showing that a single bout of exercise can reduce arterial
blood pressure below pre-exercise values. However, one
question that remains to be answered is which exercise
modality produces greater PEH?

Previous studies have shown that continuous aerobic
(CONT) exercise, high-intensity interval (HIIE) training,
isometric exercise and resistance-based exercise can
lead to a PEH.? Studies comparing CONT and HIIE
showed that the magnitude of PEH was slightly superior
following HIIE compared with CONT exercise.**
However, in these studies, the exercise protocols were
not matched by volume. This is important because longer
exercise duration and higher-intensity exercise results in
greater decreases in arterial blood pressure and longer
PEH duration when compared with a short bout of low-
intensity exercise.>*

Keywords

Blood Pressure; Exercise Therapy; Hypertension /
diagnosis; Hypertension/physiopathology;
Hypertension/therapy, Physical Endurance; Time
Factors; Treatment Outcome.

It is in this context that Boeno and colleagues,”
in the current issue of the International Journal of
Cardiovascular Sciences, take an important step forward
in comparing CONT and HIIE in terms of the magnitude
of PEH. The authors aimed to evaluate PEH following
a single bout of CONT or HIIE running adjusted by
equivalent volumes in healthy subjects. In a randomized
cross-over design, thirteen young, sedentary and
normotensive men were exposed to either CONT
or HIIE treadmill running. Participants performed
exercise until the completion of 5 km in CONT (at
70% of maximal heart rate previously obtained during
maximal cardiopulmonary exercise test) or HIIE
training (1-min running at 90% followed by 1-min at
60% maximum heart rate). Hemodynamic variables
(heart rate and arterial blood pressure) were measured
at rest, immediately after and 60-min following exercise
(every 5-min of recovery). The main finding of the study
was that both CONT and HIIE, matched by volume,
promoted PEH in a similar magnitude. However, the
onset of PEH was slightly different between exercise
modalities. Indeed, PEH started 15-min following
HIIE and remained throughout the 60-minute period,
whereas PEH was initiated at the 30" minute following
CONT running and remained throughout the testing
period. Overall, Boeno et al.” provide exciting results
on the effects of different running exercise modalities
(i.e., CONT vs. HIIE) on acute blood pressure reduction
following exercise.

The underlying mechanisms of PEH are not fully
understood, but compelling evidence suggests that
the central baroreflex pathway plays a key role in the
development of PEH.>* The arterial baroreflex represents
a closed-loop, negative feedback control system
involved in the regulation of arterial blood pressure.
Mechanically-sensitive receptors located in the carotid
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Dear Editor,

Orthostatic hypotension (OH) is a non-motor feature of Parkinson's
disease (PD) that can have a significant impact on quality of life, partic-
ularly during various daily activities. Unfortunately the underlying
mechanisms that are potentially contributing to OH in PD patients are
not fully understood, but previous studies have indicated that the car-
diovascular autonomic dysfunction is an important player. Recently,
Nakamura et al. [1] demonstrated that OH was clearly apparent in PD
patients with a more severe loss of cardiac sympathetic innervation.
However, no study has evaluated the sympathovagal balance in
response to orthostatic stress in PD patients with and without OH.
Thus, the present study was undertaken to test the hypothesis that PD
patients with OH have impairment in cardiac autonomic modulation
in response to active standing when compared to PD patients without
OH and healthy subjects.

After informed consent and all procedure approval, oscillometric
blood pressure (BP — Microlife 3BTO-A) and beat-to-beat heart rate
(HR — RS800cx, Polar®, EUA) were measured at supine rest (5-min)
and during active standing (5-min) in six PD patients with OH
(PD + OH, 1 female) and six PD patients without OH (PD — OH, 3 fe-
males). OH was defined by drop in systolic (SBP) and/or diastolic

* Corresponding author at: NeuroVASQ — Integrative Physiology Laboratory, Faculty of
Physical Education, University of Brasilia, Darcy Ribeiro Campus, Brasilia, Brazil.
E-mail address: lcvianna@unb.br (L.C. Vianna).
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0167-5273/© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

(DBP) BP 220 or 10 mm Hg within 3 min after standing up [2]. In
addition, an age-matched control group without PD was included
(N = 8, 5 females).

Symbolic dynamics, a recently introduced index of HR variability
(HRV), was used to determine the prevalence of sympathetic or para-
sympathetic cardiac modulation [3]. Briefly, consecutive RR interval se-
quences of at least 300 beats were selected. The full range of the
sequences was divided into 6 levels (from O to 5), and patterns of length
L = 3 were constructed. The Shannon entropy of the pattern distribu-
tions was calculated to evaluate the complexity of the pattern distribu-
tion. All possible patterns were classified into 3 families: a) patterns
with no variation (0V; all 3 symbols were equal); b) patterns with 1
variation (1V; 2 consequent symbols were equal and the remaining
symbol was different); and c) patterns with 2 variations (2V; all sym-
bols were different from the previous one). The percentages of the pat-
terns OV and 2V were calculated as a predominance of sympathetic and
parasympathetic cardiac autonomic modulation, respectively [3]. In
addition, the following frequency domain variables were measured:
low-frequency power (LF) (0.04-0.15 Hz) and high-frequency (HF)
power (0.15-0.4 Hz). Total power and the normalized units were calcu-
lated. The ratio of LF to HF (LF/HF) was also calculated as a measure of
sympathovagal balance [4].

The Shapiro-Wilk normality test was used to confirm the distri-
bution of the data. A three (groups) by two (supine vs. orthostatic)
repeated measures ANOVA was used to compare variables and
Tukey post hoc test when necessary. The one-way ANOVA was
used to compare delta of change between groups. An independent
sample t-test was used to verify differences between PD groups in
descriptive data. Values are present as mean =4 SE and the signifi-
cance level adopted was P < 0.05.

At supine rest, there were no significant differences in any auto-
nomic or hemodynamic variables between groups (P > 0.05). On
standing, SBP and DBP fell only in the PD + OH group (P < 0.05),
while DBP significantly increase in the PD — OH group and had a
tendency to increase in the control group (P = 0.08; Table 1). The
HR increased in PD — OH patients and further increased in the con-
trol group, but was unchanged in PD + OH patients (Fig. 1A). In
PD — OH patients and healthy controls, standing was accompanied
by a significant increase in LF/HF ratio, while no change was found in
PD + OH patients (control: +3.9 + 2; PD — OH: +5.3 + 2;
PD + OH: —1.1 & 1; F = 4.089, P = 0.036; Fig. 1B).
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Background: Despite positive outcomes of transcutaneous vagus nerve stimulation (tVNS) via the
auricular branch of the vagus nerve (ABVN), the mechanisms underlying these outcomes remain unclear.
Additionally, previous studies have not been controlled the possible placebo effects of tVNS.
Objective: To test the hypothesis that tVNS acutely improves spontaneous cardiac baroreflex sensitivity
(cBRS) and autonomic modulation, and that these effects are specific to stimulation of ABVN.
Methods: Thirteen healthy men (23+1yrs) were randomized across three experimental visits. In active
tVNS, electrodes were placed on the tragus of the ear and electrical current was applied by using a
Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation device. A time-control visit was performed with the elec-
trodes placed on tragus, but no current was applied (sham-T). Additionally, to avoid a placebo effect,
another sham protocol was performed with same electrical current of the active visit, but the electrodes
were placed on the ear lobe (an area without cutaneous nerve endings from the vagus — tLS). Beat-to-
beat heart rate (HR) and blood pressure (BP) were monitored at rest, during stimulation (active, sham-T
and tLS) and recovery. cBRS was measured via sequence technique. Both HR (HRV) and BP variability
(BPV) were also measured.
Results: Arterial BP and BPV were not affected by any active or sham protocols (P > 0.05). Resting HR and
LF/HF ratio of HRV decreased (A—3.4 + 1% and A—15 + 12%, P < 0.05, respectively) and cBRS increased
(A24 + 8%, P < 0.05) during active tVNS, but were unchanged during both sham protocols.
Conclusion: tVNS acutely improves cBRS and autonomic modulation in healthy young men.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Electrical vagus nerve stimulation (VNS) has been approved for
use in treatment-resistant patients with epilepsy and major

It is well established that some diseases are accompanied by
severe cardiac autonomic dysfunction characterized by sustained
excessive sympathetic outflow and parasympathetic withdrawal
(e.g. hypertension, diabetes, heart failure, coronary artery disease,
obesity) [1—4]. Given the significant financial costs associated with
the development of novel pharmaceutical drugs, there is increasing
interest in non-pharmacological alternatives.

* Corresponding author. NeuroVASQ - Integrative Physiology Laboratory, Faculty
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depressive disorder and has been further suggested as a potential
treatment for a broad range of conditions including Alzheimer's
disease, heart failure, inflammation, chronic pain, diabetes, tinnitus
and obesity [5—12]. However, VNS requires an invasive surgical
procedure for electrode implantation and has been associated with
adverse side-effects such as dysphonia, vocal hoarseness and dys-
pnea [13,14]. As such, this limits the application of VNS to patients
who are treatment-resistant to all existing pharmacological ap-
proaches. Given these considerations, non-invasive transcutaneous
vagus nerve stimulation (tVNS) via the auricular branch of the
vagus nerve (ABVN) has been developed, with similar efficacy to
the invasive technique [15] and beneficial outcomes for patients
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Vianna LC, Fernandes IA, Barbosa TC, Teixeira AL, Nébrega
AC. Capsaicin-based analgesic balm attenuates the skeletal muscle
metaboreflex in healthy humans. J Appl Physiol 125: 362-368, 2018.
First published April 26, 2018; doi:10.1152/japplphysiol.00038.
2018.—The exercise pressor reflex (EPR) is comprised of group III
and IV skeletal muscle afferents and is one of the principal mediators
of the cardiovascular response to exercise. In animals, capsaicin-based
analgesic balm (CAP) attenuates the pressor response to muscle
contraction, indicating the transient receptor potential vanilloid 1
(TRPv1) receptor (localized on the group IV afferent neuron) as an
important mediator of the EPR. However, whether these findings can
be extrapolated to humans remains unknown. Here, we tested the
hypothesis that CAP would attenuate blood pressure (BP) and muscle
sympathetic nerve activity (MSNA) responses to isolated muscle
metaboreflex activation in healthy men. MSNA (microneurography)
and beat-to-beat heart hate (HR, by electrocardiography), and BP
(finger photoplethysmography) were continuously measured in eight
healthy males (23 = 5 yr) at rest, during isometric handgrip exercise,
and during postexercise ischemia (PEI). Trials were performed before
and 30 and 60 min after the topical application of CAP (0.1%,
CAPZASIN-HP) over the volar forearm of the subject’s exercising
arm. Isometric exercise evoked increases in mean BP (A32 *= 4
mmHg) and MSNA (A26 = 5 bursts/min; A19 = 5 bursts/100 heart
beats). The increases in BP during handgrip were not affected by
CAP, but the increase in MSNA was lower after 60 min of CAP
application. During PEI, the increases in BP and MSNA were all
significantly less than those before CAP (all P < 0.05). In conclusion,
CAP attenuated BP and sympathetic responses evoked by PEI in
humans. These data provide evidence that transient receptor potential
vanilloid 1 receptors potentially contribute to the EPR in humans, via
its metabolic component.

NEW & NOTEWORTHY We found that topical application of
capsaicin-based analgesic balm attenuates arterial blood pressure and
muscle sympathetic nerve activity during isolated muscle metabore-
flex activation following isometric handgrip exercise in healthy hu-
mans. These findings suggest that the transient receptor potential
vanilloid 1 may contribute to the exercise pressor reflex in humans via
its metabolic component.

blood pressure; exercise pressor reflex; muscle sympathetic nerve
activity; vanilloid receptor subtype 1
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INTRODUCTION

Cardiovascular and hemodynamic adjustments to exercise
are mediated by alterations in parasympathetic and sympathetic
neural activities (8, 21, 36). These changes in autonomic
outflow are governed by several neural mechanisms including
the central command, the exercise pressor reflex (EPR), and the
arterial baroreflex. Central command is a feedforward mecha-
nism that, through signals originating in higher brain centers,
activates cardiovascular and somatomotor systems in parallel
(45, 59). The EPR is a feedback peripheral neural drive
originating in skeletal muscle (31, 32, 37, 38, 52). The arterial
baroreflex provides further modulation via tonically active
baroreceptors located in the carotid and aortic arteries (13, 16,
17, 44, 46). As such, the alterations in autonomic outflow
during physical efforts are carefully controlled by these neural
inputs, leading to changes in heart rate (HR), stroke volume,
and total peripheral resistance that evoke increases in arterial
blood pressure (BP) in an intensity-dependent manner (14, 15,
21). Importantly, although all three neural mechanisms are
relevant for cardiovascular regulation during exercise, consid-
erable attention has been given to the EPR due to its impor-
tance in determining the magnitude of sympathoexcitation
during exercise (6, 21, 31, 32).

The sensory component of the EPR comprises group III and
IV skeletal muscle afferents that respond to both mechanical
(i.e., muscle mechanoreflex) and metabolic (i.e., muscle
metaboreflex) stimuli (32). In humans, the muscle mechanore-
flex can be activated by mechanical stretch (10, 24) or passive
movement (43, 54, 57, 58); however, its effects on cardiovas-
cular responses appear small and transient. In contrast, muscle
metaboreceptors are paramount in generating the reflex in-
creases in sympathetic outflow during exercise in normal
physiological states (18, 20, 21, 32, 48). The isolation of
muscle metaboreflex can be evoked in humans by means
of circulatory arrest of the active limb just before the cessation
of exercise commonly referred to as postexercise ischemia
(PEI). During this maneuver, metabolic by-products of muscle
contraction are trapped and stimulate metabolically sensitive
afferents fibers (21, 32, 48). Stimulation of these afferents
results in an elevated BP achieved in part by sympathetically
mediated increases in systemic vasoconstriction, with eleva-
tions in cardiac output playing a minor role (18, 20, 48, 53).
Overall, although it is well established that the EPR is one of
the principal mediators of the cardiovascular response to ex-
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Sabino-Carvalho JL, Teixeira AL, Samora M, Daher M, Vi-
anna LC. Blunted cardiovascular responses to exercise in Parkinson’s
disease patients: role of the muscle metaboreflex. J Neurophysiol 120:
1516-1524, 2018. First published June 27, 2018; doi:10.1152/jn.
00308.2018.—Patients with Parkinson’s disease (PD) exhibit attenu-
ated cardiovascular responses to exercise. The underlying mecha-
nisms that are potentially contributing to these impairments are not
fully understood. Therefore, we sought to test the hypothesis that
patients with PD exhibit blunted cardiovascular responses to isolated
muscle metaboreflex activation following exercise. For this, mean
blood pressure, cardiac output, and total peripheral resistance were
measured using finger photoplethysmography and the Modelflow
method in 11 patients with PD [66 * 2 yr; Hoehn and Yahr score:
2+ 1 au.; time since diagnosis: 7 = 1 yr; means = SD) and 9
age-matched controls (66 * 3 yr). Measurements were obtained at
rest, during isometric handgrip exercise performed at 40% maximal
voluntary contraction, and during postexercise ischemia. Also, a cold
pressor test was assessed to confirm that blunted cardiovascular
responses were specific to exercise and not representative of gener-
alized sympathetic responsiveness. Changes in mean blood pressure
were attenuated in patients with PD during handgrip (PD: A25 * 2
mmHg vs. controls: A31 = 3 mmHg; P < 0.05), and these group
differences remained during postexercise ischemia (A17 = | mmHg
vs. A26 = 1 mmHg, respectively; P < 0.01). Additionally, changes in
total peripheral resistance were attenuated during exercise and postex-
ercise ischemia, indicating blunted reflex vasoconstriction in patients
with PD. Responses to cold pressor test did not differ between groups,
suggesting no group differences in generalized sympathetic respon-
siveness. Our results support the concept that attenuated cardiovascu-
lar responses to exercise observed in patients with PD are, at least in
part, explained by an altered skeletal muscle metaboreflex.

NEW & NOTEWORTHY Patients with Parkinson’s disease (PD)
presented blunted cardiovascular responses to exercise. We showed
that cardiovascular response evoked by the metabolic component of
the exercise pressor reflex is blunted in patients with PD. Furthermore,
patients with PD presented similar pressor response during the cold
pressor test compared with age-matched controls. Altogether, our
results support the hypothesis that attenuated cardiovascular responses
to exercise observed in patients with PD are mediate by an altered
skeletal muscle metaboreflex.
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INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neu-
rodegenerative disorder (Alves et al. 2008; Hirsch et al. 2016;
Kluger et al. 2016). It is characterized by accumulation of
intracellular a-synuclein protein (Braak and Braak 2000; Calo
et al. 2016), which causes dysfunction of dopamine-producing
neurons of the central nervous system (Braak and Braak 2000).
The motor function abnormalities associated with PD are well
known, but patients with PD also experience nonmotor symp-
toms that can precede the onset of motor dysfunctions (Pont-
Sunyer et al. 2015), such as those produced by autonomic or
cardiovascular system dysfunction (Goldstein et al. 2005; Vi-
anna et al. 2016). Taken together, these impairments greatly
impact patient-perceived quality of life (Kluger et al. 2016;
Merola et al. 2018; Wolters 2009).

Studies conducted in patients with PD showed blunted
cardiovascular responses to exercise when compared with
healthy controls (Kanegusuku et al. 2016; Ludin et al. 1987,
Mavrommati et al. 2017; Nakamura et al. 2010; Strano et al.
2016; Werner et al. 2006). This abnormality was observed
irrespective of type (i.e., aerobic or strength) or intensity of
exercise (Kanegusuku et al. 2016; Ludin et al. 1987; Mavrom-
mati et al. 2017; Nakamura et al. 2010; Strano et al. 2016;
Werner et al. 2006). Nonetheless, the underlying pathophysi-
ologic mechanisms that potentially contribute to these blunted
responses in patients with PD are still not fully understood.
This becomes important because exercise is frequently em-
ployed as a coping resource to manage quality of life, motor
function, physical capacity, fatigue perception, and disease
progression of PD (Allen et al. 2017; David et al. 2016; Kelly
et al. 2014; Krumpolec et al. 2017; Santos et al. 2016; Silva-
Batista et al. 2018; Silveira et al. 2018; Zhou et al. 2017).
Importantly, the abnormal responses to exercise could make
exercise prescription more difficult to be managed to some
patients with PD. This is because an altered cardiovascular
response to exercise has been associated with an increased risk
for adverse cardiovascular event in disease population (Sadoul
et al. 1997). Additionally, if the mechanisms of this cardiovas-
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

Water drinking increases muscle sympathetic nerve activity (MSNA), which is accompanied by
a profound pressor response in patients with impaired arterial baroreflex function and in older
populations, but not in healthy young subjects. We tested the hypothesis that an enhancement in
the gain of arterial baroreflex control of MSNA contributes to the maintenance of arterial blood
pressure after water drinking in healthy young subjects. The MSNA, arterial blood pressure and
heart rate were measured in 10 healthy men (24 + 2 years old; mean + SD) before and for 60 min
after ingestion of 500 ml of bottled water or saline solution. Weighted linear regression analysis
between MSNA and diastolic blood pressure was used to determine the gain (i.e. sensitivity)
of arterial baroreflex control of MSNA. After water drinking, MSNA was significantly elevated
within 15 min and remained above baseline for up to 60 min [e.g. 21 + 10 bursts (100 heart
beats)~1 mmHg~? at baseline versus 35 + 14 bursts (100 heart beats)~! mmHg=1 at 30 min; P <
0.01], whereas mean arterial blood pressure (e.g. 87 + 7 mmHg at baseline versus 89 + 7 mmHg at
30 min; P = 0.34) and heart rate were unchanged. The arterial baroreflex-MSNA gain for bursts
incidence was increased and remained elevated throughout the protocol [e.g. —2.25 + 0.99 bursts
(100 heart beats)~! mmHg=1 at baseline versus —4.32 + 1.53 bursts (100 heart beats)~! mmHg~1
at 30 min; P < 0.01]. Importantly, saline intake had no effect on arterial baroreflex-MSNA gain
or any neurocardiovascular variables. These findings demonstrate that water drinking enhances
the gain of arterial baroreflex control of MSNA in healthy young men, which may contribute to
buffering the pressor response after water drinking, probably via osmosensitive mechanisms.

KEYWORDS

blood pressure, hydration, osmoreceptors

subjects is not fully understood, but previous authors suggested that
the arterial baroreflex might play a role. This idea is supported by

Animal and human studies have demonstrated that water drinking
may elicit a pressor response (May & Jordan, 2011). Jordan, Shannon,
Grogan, Biaggioni, and Robertson (1999) were the first to demonstrate
a potent pressor response (increase of up to 33 mmHg in systolic
blood pressure) after water intake in patients with severe orthostatic
hypotension (i.e. patients with autonomic failure). Thereafter, they
observed that the magnitude of the pressor response was attenuated
in healthy elderly subjects and completely abolished in young healthy
subjects after water intake (Jordan et al., 1999, 2000; Schroeder et al.,
2002; Scott, Greenwood, Gilbey, Stoker, & Mary, 2001). The reason for
the blunted pressor response after water drinking in healthy young

animal experiments, in which mice with intact baroreflexes did not
respond to water intake (McHugh et al., 2010). In contrast, water
elicited a substantial increase in arterial blood pressure after inter-
ruption of the afferent baroreflex arc by sinoaortic denervation
(McHugh et al., 2010).

In humans, water drinking increases efferent sympathetic outflow
in the absence of a pressor response in young healthy subjects
(Scott et al., 2001), suggesting that baroreflex function is preserved;
however, to our knowledge, this has not been tested directly. In
contrast, in patients with autonomic failure and in hypertensive

and healthy older adults, water intake induces sympathoexcitation,

(© 2018 The Authors. Experimental Physiology (©) 2018 The Physiological Society
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Abstract

Purpose To investigate the effect of isolated muscle metaboreflex activation on spontaneous cardiac baroreflex sensitivity
(cBRS), and to characterize the potential sex-related differences in this interaction in young healthy subjects.

Methods 40 volunteers (20 men and 20 women, age: 22 + 0.4 year) were recruited. After 5-min rest period, the subjects
performed 90 s of isometric handgrip exercise at 40% of maximal voluntary contraction followed by 3 min of post-exercise
ischemia (PEI). Beat-to-beat heart rate and arterial blood pressure were continuously measured by finger photopletys-
mography. Spontaneous cBRS was assessed using the sequence technique and heart rate variability was measured in time
(RMSSD—standard deviation of the RR intervals) and frequency domains (LF—low and HF—high frequency power).
Results Resting cBRS was similar between men and women. During PEL cBRS was increased in men (A3.0+ 1.1 ms mmHg ™",
P=0.03) but was unchanged in women (A-0.04 + 1.0 ms mmHg ™!, P=0.97). In addition, RMSSD and HF power of heart rate
variability increased in women (A7.4+2.6 ms, P=0.02; A373.4+197.3 ms?; P=0.04, respectively) and further increased in
men (A26.4+7.1 ms, P<0.01; A1874.9+756.2 ms>; P=0.02, respectively). Arterial blood pressure increased from rest dur-
ing handgrip exercise and remained elevated during PEI in both groups, however, these responses were attenuated in women.
Conclusions These findings allow us to suggest a sex-related difference in spontaneous cBRS elicited by isolated muscle
metaboreflex activation in healthy humans.

Keyword Exercise pressor reflex - Autonomic nervous system - Heart rate - Blood pressure - Sex differences

Abbreviations LF Low frequency

ANOVA  Analyses of variance MBP Mean blood pressure

BMI Body mass index MvVC Maximal voluntary contraction
BSA Body surface area NKI-R  Neurokinin-1 receptor

cBRS Cardiac baroreflex sensitivity NTS Nucleus tractus solitaries

CI Cardiac index PEI Post-exercise ischemia

CcO Cardiac output RMSSD  Root of the mean of the sum of successive
DBP Diastolic blood pressure differences

HF High frequency SBP Systolic blood pressure

HR Heart rate SV Stroke volume

HRV Heart rate variability TVC Total vascular conductance
ICC Intraclass correlation coefficient TVCI Vascular conductance index
IHG Isometric handgrip VLF Very low frequency
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1| INTRODUCTION

Physical exercise has been used as coping strategy for Parkinson's disease (PD). Thus, a better
understanding of circulatory responses to exercise in this population is warranted. During the
onset of isometric handgrip (IHG) exercise there is an increase in blood pressure (BP) and a
reduction in the total peripheral resistance (TPR) in young subjects. This immediate reduction of
TPRis thought to be mediated by a cholinergic mechanism. Given that PD also affects cholinergic
neurons, we hypothesized that patients with PD would present blunted circulatory responses
at the onset of IHG exercise. Mean BP, stroke volume, heart rate, cardiac output and TPR were
measured during performance of 20 s of IHG at 40% maximal voluntary contraction in 12 patients
with PD (66 + 2 years old, 171 + 7 cm, 74 + 7 kg), 11 older subjects (65 + 9 years old, 171 + 7 cm,
74 + 10 kg) and 10 young subjects (21 + 1 years old, 178 + 6 cm, 79 + 9 kg). Isometric
handgrip elicited an augmented BP increase in patients with PD and older subjects at 10 and 20 s
compared with young subjects. However, the BP augmentation was lower at 20 s in patients with
PD. The IHG-induced reduction in TPR was attenuated in patients with PD and older subjects
compared with young subjects. Our results show that the circulatory responses at the onset of
IHG are impaired in patients with PD and older subjects. Overall, these findings suggest that the
cholinergic mechanism might be compromised with ageing.

KEYWORDS
acetylcholine, blood pressure, exercise, vascular resistance

(Goldstein et al., 2005; Sabino-Carvalho, Teixeira, Samora, Daher, &
Vianna, 2018; Vianna et al., 2016), which can precede the onset

Parkinson's disease (PD) is becoming increasingly prevalent among
older people and is currently the second most common neuro-
degenerative disorder (Alves, Forsaa, Pedersen, Dreetz Gjerstad, &
Larsen, 2008; Hirsch, Jette, Frolkis, Steeves, & Pringsheim, 2016).
Parkinson's disease is characterized by dysfunction of dopamine-
producing neurons (Braak & Braak, 2000) and cholinergic neurons
(Miiller & Bohnen, 2013) of the CNS, which causes motor and
non-motor dysfunction (Braak & Braak, 2000; Calo, Wegrzynowicz,
Santivanez-Perez, & Grazia Spillantini, 2016). There is an increasing
interest in non-motor dysfunction presented by patients with PD.
Studies have shown that patients with PD experience non-motor

impairments, such as cardiovascular and autonomic dysfunction

of motor dysfunction (Pont-Sunyer et al., 2015). Recently, we have
demonstrated that patients with PD present a blunted increase
in arterial blood pressure (BP) during isometric handgrip (IHG)
exercise, and this impaired response is partly explained by a selective
impairment in the metabolic component of the exercise pressor reflex
(EPR) (Sabino-Carvalho et al., 2018). Given that exercise has been used
as a coping strategy for disease progression, a better understanding
of the responses to exercise could have great impact on the patients’
quality of life (Merola et al., 2018).

The onset of IHG exercise is marked by a concomitant increase
in BP and a reduction in the total peripheral resistance (TPR)
(Lind, Taylor, Humphreys, Kennelly, & Donald, 1964). This initial

(© 2019 The Authors. Experimental Physiology (© 2019 The Physiological Society
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Mr. André Teixeira
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Dear Mr. Teixeira:

| am pleased to inform you that the American Physiological Society has approved your application for the 2019 Pan-
American Congress Travel Award. The Society has allocated $1000 for you to attend the 2019 PANAM Congress for
Physiological Sciences scheduled for May 27"~ June 3% in Havana, Cuba. More information on the Congress can
be found at http://www.panam2019.com/.

The award funds will be reimbursed after the Pan-Am Congress. You will need to submit receipts providing
evidence that you have attended the Congress. It is anticipated that you will need to send copies of your
registration, airline, and hotel receipts. In addition, you will be asked to complete a survey designed to assess your
opinions about the Congress. The survey link and reimbursement form will be distributed to you in advance of the
Congress.

Congratulations on your selection as a travel award recipient for the 2" pan American Congress! | hope to see you
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The American Physiological Society
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André Teixeira

University of Brasilia

Department of Faculty of Physical Education
shin cab bl d3 205, lago norte

BrasAlia, 71503505

Brazil
Dear Mr. Teixeira:

| am pleased to inform you that International Physiology Committee and the Council of the American Physiological
Society have approved your application for the IUPS 2017 Congress scheduled for August 1-5, 2017 in Rio de
Janeiro, Brazil. The Society has allocated $750 for you to attend the XXXVIII International Congress of Physiological
Sciences. We urge you to register for the Congress at http://iups2017.com, if you have not already done so.

The award funds will be provided after the IUPS Congress. You will need to submit receipts providing evidence that
you have attended the Congress. It is anticipated that you will need to send copies of your congress registration,
airline, and hotel receipts. In addition, you will be asked to complete a survey designed to assess your opinions
about the Congress. The survey link will be distributed to you in advance of the Congress.

Congratulations on your selection as a travel award recipient for the IUPS 2017 Congress. We hope to see you in
Rio!

Sincerely yours,

A

Martin Frank, Ph.D.
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