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RESUMO

A coordenacdo da atividade dos musculos respiratorios € essencial para mover o ar para
dentro e para fora dos pulmdes. Em situacao de repouso, a inspira¢cdo € um processo ativo, onde
contracBes dos musculos diafragmaéticos (DIA) e intercostais externos (elC) geram o fluxo do
ar inspiratorio. Entretanto, o fluxo de ar expiratorio é gerado passivamente por forgas elasticas
de recuo do torax e dos pulmdes. A exposicdo a niveis reduzidos de oxigénio (hipoxia) ou
excesso de dioxido de carbono (hipercapnia) transforma a expiragdo num processo ativo, com
recrutamento dos musculos abdominais (ABD) e intercostais internos (ilC) que aumentam o
fluxo respiratério. No entanto, ainda ndo esta claro como os musculos ABD e ilC séo
coordenados durante a expiracdo ativa e como o seu recrutamento modifica o fluxo expiratério
para melhorar a ventilacdo pulmonar. Para explorarmos esse questionamento, no presente
estudo utilizamos ratos Holtzman adultos (n=15, 250-300 g) anestesiados (uretana, 1,2 mg/kg,
i.v.), nos quais foram implantados eletrodos nos musculos DIA, elC, ilIC e ABD . Esses animais
também receberam uma méscara no focinho que permitiu a exposi¢do a mistura de gases
enguanto monitorava-se o fluxo de ar nasal. Os parametros fisioldgicos foram registrados em
condigdes de repouso e durante a exposi¢do a hipoxia (10% e 7% de O), hipercapnia (10% e
7% de CO,) ou isquemia (10% O2 e 7% COz) por 10 min. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo CEUA local (protocolo 17/2020). Em condig¢des de repouso, o DIA e o elC
apresentaram atividades sincronizadas durante a fase inspiratoria, ao passo que o ABD e 0 ilC
ndo apresentaram atividade expressiva. O fluxo de ar expiratorio apresentou um pico durante
a primeira fase de expiracdo (E1). De forma geral, a exposi¢do a hipoxia (n = 7) causou: 1)
aumento inicial na frequéncia respiratoria (fR, P<0,05) seguido de uma reducdo até os valores
pré-hipoxia; 2) elevagdo (P<0,05) das amplitudes dos musculos DIA (A: 25-41%) e eIC (A: 37-
58%); e 3) surgimento de atividade expiratoria ABD (A: 60-120%) and iIC (A: 116-325%)
durante os seis minutos iniciais de exposi¢do (P<0,05). Esse padrdo expiratério ativo foi
acompanhado por um aumento progressivo do fluxo de ar durante a segunda fase de expiracao
(E2). A exposicdo a hipercapnia (n = 8) promoveu uma elevacdo da fR nos minutos finais de
exposicao, aumentos sustentados (P<0,05) na amplitude da atividade DIA (A: 45-56%) e elC
(A: 111-128%) (P<0.05), e incrementos nas atividades ABD (A: 105-144%) e iIC (A: 219-
255%) especialmente nos momentos finais de exposi¢do (P<0.02). Diferentemente da hipdxia,
as alteracGes motoras promovidas pela hipercapnia ndo impactaram no padrdo de fluxo de ar
expiratorio, que permaneceu com pico maximo durante a fase E1. Durante a isquemia, as

alteracdes motoras e na fR observadas foram semelhantes a somacao das respostas observadas



durante os estimulos isolados (P<0,05), com excec¢do do padrdo de fluxo de ar expiratorio, que
permaneceu com pico em E1 assim como observado durante a exposicao a hipercapnia. Nossos
resultados mostram que as exposicOes a hipdxia, hipercapnia e isquemia causam ativacdo dos
musculos ABD e ilC de forma coordenada durante a fase expiratéria. No entanto, a dindmica
e impacto da expiracao ativa sobre fluxo de ar expiratorio é diferente dependendo da condigdo
gasosa (hipdxia ou hipercapnia e isquemia), indicando que os impactos da expiracdo ativa na

mecénica pulmonar envolvem o recrutamento de musculos respiratdrios adicionais.

Palavras chaves: atividade muscular, fluxo de ar, hipdxia, respiragéo.



ABSTRACT

The coordination of the activity of respiratory muscles is essential for moving air in and
out of the lungs. At rest, inspiration is an active process where contractions of the
diaphragmatic muscles (DIA) and external intercostal muscles (elC) generate inspiratory
airflow. However, expiratory airflow is passively generated by elastic recoil forces of the chest
and lungs. Exposure to reduced oxygen levels (hypoxia) or excess carbon dioxide
(hypercapnia) transforms expiration into an active process with recruitment of abdominal
muscles (ABD) and internal intercostal muscles (ilC), which increase respiratory flow.
However, it is still unclear how ABD and ilC muscles are coordinated during active expiration
and how their recruitment modifies expiratory flow to improve lung ventilation. To explore
this question, in the present study, we used anesthetized adult Holtzman rats (n=15, 250-300
g) (urethane, 1.2 mg/kg, i.v.), in which electrodes were implanted in the DIA, elC, ilC, and
ABD muscles. These animals also received a mask on their snouts that allowed exposure to gas
mixtures while monitoring nasal airflow. Physiological parameters were recorded under resting
conditions and during exposure to hypoxia (10% and 7% O.), hypercapnia (10% and 7% CO,),
or ischemia (10% Oz and 7% CO3) for 10 min. Experimental protocols were approved by the
local CEUA (protocol 17/2020). At rest, DIA and elC showed synchronized activities during
the inspiratory phase, while ABD and ilC showed no significant activity. Expiratory airflow
exhibited a peak during the first phase of expiration (E1). Generally, exposure to hypoxia (n=7)
caused: 1) initial increase in respiratory rate (fR, P<0.05) followed by a reduction to pre-
hypoxia values; 2) elevation (P<0.05) of DIA (A: 25-41%) and eIC (A: 37-58%) burst
amplitudes; and 3) emergence of ABD (A: 60-120%) and iIC (A: 116-325%) expiratory activity
during the first six minutes of exposure (P<0.05). This active expiratory pattern was
accompanied by a progressive increase in airflow during the second phase of expiration (E2).
Exposure to hypercapnia (n=8) promoted an elevation of fR in the final minutes of exposure,
sustained increases (P<0.05) in DIA (A: 45-56%) and eIC (A: 111-128%) activity amplitude
(P<0.05), and increments in ABD (A: 105-144%) and iIC (A: 219-255%) activities especially
in the final moments of exposure (P<0.02). Unlike hypoxia, the motor changes promoted by
hypercapnia did not impact the pattern of expiratory airflow, which remained with a peak
during the E1 phase. During ischemia (n=7), motor changes and fR observed were similar to
the summation of responses observed during isolated stimuli (P<0.05), except for the pattern
of expiratory airflow, which remained with a peak in E1 as observed during exposure to

hypercapnia. Our results show that exposures to hypoxia, hypercapnia, and ischemia cause



activation of ABD and ilIC muscles in a coordinated manner during the expiratory phase.
However, the dynamics and impact of active expiration on expiratory airflow are different
depending on the gaseous condition (hypoxia or hypercapnia and ischemia), indicating that the
impacts of active expiration on lung mechanics involve the recruitment of additional

respiratory muscles.

Keywords: muscle activity, airflow, hypoxia, breathing
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1. INTRODUCAO

Geracao da respiracdo em repouso

inspiration expiration

4 E1 E2 O sistema nervoso central contém
lung volume

grupamentos celulares que interagem entre si e

Volume

formam padrdes oscilatorios de atividade

neuronal, os quais sdao de fundamental
importancia no  processamento  sensorial,
memoria, cognicdo, locomogdo e outros. Dentre
esses grupos neuronais se encontra a rede neural

responsavel pela geracdo da atividade motora

Lirflow respiratoria (Del Negro et al, 2018). A respiracéo

»
»

Respiratory cycle € um ato essencial a vida, tendo inicio durante a

Figura 1 — RepresentacBes esquematicas do vida embrionaria (Champagnat et al, 1997). Em
volume pulmonar (volume) do fluxo de ar (flow) i ) .
durante um ciclo respiratorio (respiratory cycle). mamiferos, o processo de movimentagédo do ar

Nessa figura, estdo ilustradas as fases inspiratéria o .
(inspiration) e expiratoria (expiration), sendo que, Para dentro e fora dos pulmdes, denominado de

nessa Ultima, é possivel ver as duas etapas do

fluxo expiratdrio: estagio 1 (E1) e estagio 2 (E2). ventilacdo pulmonar, requer a contragdo ciclica,

ritmica e coordenada dos musculos respiratorios,
gerando uma diferenca de pressdo entre o espaco alveolar e o ar atmosférico. Em um individuo
saudavel e em repouso, a respiragao deve ocorrer de forma natural e sem esforgos; porém os
movimentos respiratorios devem ser ajustados durante situacGes como o estado de sono/vigilia
ou exercicio fisico, bem como devem ser coordenados com outros padrées motores, como a
mastigacdo, degluticdo, vocalizacdo, tosse, espiro, etc. Dessa forma, a geragéo e controle da
respiracao requerem uma sofisticada e dindmica programacdo motora, capaz de responder, de

forma apropriada, as modificacGes do meio interno e externo.

A atividade respiratoria se origina a partir da atividade de neurénios localizados na
superficie ventral do bulbo, constituindo o chamado oscilador inspiratério. Esta regido,
denominada de complexo pré-Botzinger (pré-BétC), contém neurdnios com propriedades que
0s permitem gerar atividade ritmica de forma espontanea (Reklow et al, 2019). As oscilagdes
primarias geradas pelo pré-BotC séo, entdo, transmitidas para os outros nucleos respiratorios

contendo neurdnios pré-motores e motores, dando inicio a uma sincronizada atividade entre 0s
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grupamentos respiratorios responsaveis pela coordenacdo da atividade dos nervos cranianos e
espinhais, levando a contracdo e relaxamento dos musculos respiratérios (Champagnat et al,
1997).

Dessa forma, a respiragdo em repouso (normoxia e normocapnia) se inicia com a
contracdo dos musculos inspiratdrios, especialmente o diafragma (que empurra o abdémen para
baixo e para frente) e os musculos intercostais externos (que tracionam as costelas para cima e
para frente), promovendo o aumento do volume pulmonar e a geragdo do fluxo inspiratorio
(Figura 1). Ainda durante a fase inspiratéria, tem-se a contracdo dos muasculos dilatadores da
via aérea superior, como 0s abdutores da faringe (genioglosso) e laringe (por exemplo, 0
cricoaritendideo e hidide), reduzindo a passagem de ar pelas vias aéreas (Ludlow et al 2005;
Fregosi et al, 2011; Smith et al, 2013) .

A expiragdo, por sua vez, ocorre devido a inibicdo da atividade motora inspiratoria, e a
atuacdo das forcas elasticas de recolhimento da caixa toracico e dos pulmdes, gerando, de forma
passiva (sem contragdo muscular), o fluxo expiratorio(Smith et al, 2007). Apesar de ser gerado
passivamente, o fluxo expiratdrio é regulado durante o primeiro estagio da expiracdo (E1,
também conhecido como pés-inspiragdo) pela contracdo dos musculos adutores da laringe (por
exemplo, musculos cricoaritendideos laterais e tireoaritendideos) que estreitam o didmetro das
vias aéreas superiores e reduzem o fluxo expiratorio e velocidade do fluxo (20). Ao final da
fase expiratéria (ou estagio 2 da expiracdo, E2), nenhuma atividade muscular respiratéria é
observada, e o fluxo expiratorio cessa quando o novo ciclo respiratorio se inicia. As diferentes
fases da expiracdo (E1 e E2) podem ser observadas pelas mudancgas na dindmica do fluxo

expiratorio, conforme ilustra a Figura 1.

Assim, por meio da atividade coordenada dos musculos respiratdrios, o ar alveolar é
renovado a cada ciclo respiratorio, garantindo a adequada troca gasosa e a manutencao das
pressdes parciais de oxigénio (O>) e dioxido de carbono (CO-) no sangue arterial. Em situa¢des
em que a homeostase dos gases sanguineos é perturbada, o funcionamento da rede neural
respiratoria, e consequentemente dos musculos respiratorios, sofrera alteracoes reflexas para
promover respostas ventilatorias compensatdrias que buscardo restaurar os niveis de Oz e CO>

arteriais em valores adequados.
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Controle da respiracdo em condic6es de hipoxia

O O € uma molécula fundamental para a sobrevivéncia e funcionamento da maioria
das formas de vida na Terra. Em animais terrestres, o0 O é extraido do ar atmosférico e entregue
as células para processos de producdo de energia e outras reacdes bioquimicas, como sintese
de moléculas e desintoxicacdo. Nos mamiferos, os niveis de Oz no corpo devem ser mantidos
dentro de uma faixa que atenda a todas as necessidades metabdlicas exigidas e apoie
adequadamente a atividade celular. A reducdo dos niveis fisiologicos de O2 no sangue arterial
pode ter consequéncias negativas a curto e longo prazo para o metabolismo celular,
especialmente em tecidos com alta vulnerabilidade devido a elevada demanda metabdlica e a
auséncia de reservas de energia, como o sistema nervoso central (SNC) (Falquetto et al, 2018).
Alguns dos principais efeitos induzidos pela hipdxia no nivel celular incluem redugdo da
producdo de ATP, interrupcdo do metabolismo da glicose e dos acidos graxos, formacao de
espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species), comprometimento da sintese
proteica e comprometimento da atividade celular, o que pode levar a danos nos tecidos,
disfuncdo orgénica e até morte celular (Bailey et al, D.M et al, 2019). Assim, a presenca de
mecanismos sensoriais que monitorem, continuamente, os niveis de Oz no sangue e tecidos
deflagram respostas reflexas compensatérias em situacdo de reduzida disponibilidade de Oz,

s80 essenciais para a manutencédo da vida.

Os mamiferos podem vivenciar a falta de oxigénio (ou hipdxia) em diversas situa¢es
fisioldgicas ou patoldgicas. Por exemplo, individuos que se deslocam para regides localizadas
em altas altitudes estdo expostas a um ambiente com diminuida disponibilidade de O, devido
a reducdo da pressdo barométrica em relacdo ao nivel do mar, reduzindo, assim, a pressdo
parcial de O2 no ar inspirado e, consequentemente, no sangue arterial. Nessas condigdes, a
reducdo na pressdo parcial de O arterial (PaO2) pode causar, dependendo da altitude, sintomas
de falta de ar (dispneia), taquicardia, insdnia, fadiga muscular, dores de cabeca, tonturas,
dificuldades para respirar, mudancas de personalidade e, em casos graves, edema pulmonar,

desbalan¢o autondmico e morte stbita (Dutschmann et al, 2014).

Nesses casos, observa-se também uma resposta de hiperventilacdo, acarretando uma
reducdo do CO: sanguineo. Em situagOes patologicas, situagcdes de hipOxia podem ser

observadas em pacientes com distarbios respiratérios relacionados ao sono ou doencas
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pulmonares obstrutivas, impedindo a renovacgdo do ar nos alvéolos pulmonares. Dentre essas
patologias respiratorias associadas ao sono, podemos citar a apneia obstrutiva do sono (Figura
2A), cujos pacientes apresentam interrupcdes de fluxo de ar para os pulmdes durante o sono
devido ao colabamento das vias aéreas superiores, mais especificamente as paredes da faringe
(Mackem, et al 1971). Dentre os fatores que causam a obstrucdo das vias aéreas e,
consequentemente, periodos de apneia/hipopneia, estdo a obesidade, disfuncdes

neuromusculares e doencas neurodegenerativas (Giordano, et al 2005; Ernst, et al 2004).

Outra patologia importante associada a exposicao a hipoxia é a insuficiéncia cardiaca,
a qual, quando ndo tratada adequadamente, pode induzir a um padrao irregular da respiracédo
chamado de Cheyne-Stokes, caracterizado por periodos transientes de apneias/ hipopneias e
hiperpneias (Figura 2B) (Cherniack et al, 2006). Nessas situacfes patoldgicas, além da

hipoxia, observa-se um acimulo de CO2 no sangue arterial, ou seja, a hipOxia esta associada a

situacdo de hipercapnia.
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Figura 2 — Painel A: Representacdo esquematica de uma pessoa deitada respirando normalmente (desenho na
parte superior) ou apresentando quadros de hiponeia/apneia (desenhos na parte inferior) decorrentes do
colabamento das vias aéreas superiores. Modificado de Baker-Smith et al., JAHA, 2021 (32). Painel B:
Representacdo do padréo irregular da respiracdo em caso de insuficiéncia cardiaca chamado de Cheyne-Stokes.
Modificado de Giannoni et al., Am J Cardiol, 2020.

Em resposta a hipoxia, observa-se uma elevacdo imediata e compensatoria da
ventilacdo pulmonar, com o objetivo de aumentar a captacdo de O, do ar atmosférico para
restabelecer a homeostase sanguinea. Vale acrescentar que além do sistema respiratério, outros
sistemas fisiologicos, como os sistemas cardiovascular, enddcrino, renal e algumas fungdes
cerebrais, sdo também modificadas com o objetivo de promover respostas integradas que

garantam a entrega de O para todas as células do organismo (Zoccal et al., 2024). A resposta
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ventilatoria a hipdxia é rapidamente deflagrada pela ativacdo de sensores periféricos que
monitoram, continuamente, a PaO,. Esses sensores, denominados de “quimiorreceptores
periféricos”, sdo células neurosecretoras que aumentam sua atividade em condigdes de
hipoxemia (diminui¢do da PaOy), causando a liberagcdo de neurotransmissores que ativam

terminacdes sensoriais que ascendem até o sistema nervoso central.
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Figura 3 - Deteccdo de hipoxia no corpo e as respostas compensatorias sistémicas. Desenho esquematico
ilustrando os locais sensiveis ao O », dos mamiferos na periferia e no SNC. As células que sdo excitadas durante a
hip6xia foram caracterizadas nos corpusculos carotideos (células glémicas), tronco cerebral (astrdcitos no bulbo
ventrolateral) e medula espinhal (neurbnios simpéticos pré-ganglionares da coluna intermediolateral). A
estimulacdo destas células durante a baixa disponibilidade de O , desencadeia ajustes nas redes cerebrais que
controlam as atividades respiratérias e autondmicas que, por sua vez, provocam respostas compensatorias
ventilatérias, cardiovasculares e metabdlicas. Retirado de Zoccal et al., 2024.

As principais células sensiveis ao O estéo localizadas bilateralmente na bifurcacdo das
artérias carotidas, em 6rgdos denominados de corpusculos carotideos (CBs, carotid bodies),
conforme ilustra a Figura 3 (Zoccal et al., 2024). Alem do O, as células dos CBs possuem
propriedades sensoriais que permitem a deflagracdo de respostas excitatérias frente a outros
estimulos, como sobrecarga de sal, diéxido de carbono/acidose elevada e aumento da
concentracdo plasmatica de insulina, ou leptina, angiotensina Il e mediadores pré-inflamatérios

(Lahiri et al, 1978; da Silva et al., 2019; Shin et al., 2019; Melo et al., 2020; Katayama et al.,
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2022; Baby et al., 2023). Os CBs sdo altamente vascularizados e possuem terminais nervosos
aferentes e eferentes para dois grupos de células, sendo um tipo, as células glémicas, o seu
elemento sensorial, contendo canais para potassio sensiveis a reducdo do O, 0 outro grupo de
celulas sdo chamadas do tipo 11, ndo excitaveis, no entanto, possuem papel estrutural e servem

como precursoras das células glémicas (Lopez-Barneo et al., 1988).

Evidéncias indicam que, na célula glémica, o complexo mitocondrial | é inibido em
condigdes de hipdxia, levando a uma incompleta transferéncia de elétrons pela cadeia de
transporte de elétrons e acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e NADH (Fernandez-
Aguera et al., 2015; Arias-Mayenco et al., 2018). Outros estudos sugerem gue a inibicdo ocorre
no complexo 1V, suprimindo também a cadeia de elétrons, por conta da sua elevada
sensibilidade O (Timon-Gomez et al., 2022). Independente de qual seja a via, a inibicdo dos
complexos mitocondriais e formacdo de ROS nas células glémicas parece ser um importante
mecanismo que causa a inibicdo de canais para K*, causando, consequentemente,
despolarizagio da membrana, ativagdo de canais para Ca* voltagem dependente e liberacéo de
neurotransmissores, tais como a acetilcolina e ATP (Telezhkin et al., 2010; Cabello-Rivera et
al., 2022; Timon, Gomez et al., 2022).

Com a rapida estimulacéo da célula glémica pela hipdxia, e 0 consequente aumento da
atividade do nervo do seio carotideo, sinais excitatorios sdo transmitidos aos neurdnios do trato
solitario (NTS) — importante ndcleo neuronal da regido dorsal do bulbo, responsavel por
receber aferéncias sensoriais periféricas (Zoccal et al., 2014). As informagdes sensoriais do
CB, apds serem processadas pelos neurénios do NTS, sdo enviadas para outras regifes do
tronco cerebral, mesencéfalo e prosencéfalo, responsaveis por regular a atividade respiratoria,
incluindo o pré-BotC (Takakura et al., 2006; Alheid et al., 2011; Song et al., 2011; Lopes et
al., 2016; Barnett et al., 2017; Biancardi et al., 2021). As informacdes do NTS também chegam
em regides que controlam a atividade simpatica e parassimpatica, ciclo sono-vigilia e fungdes
neuroenddcrinas (Aicher et al., 1996; King et al., 2012; Taxini et al., 2017).

Além dos CBs, evidéncias recentes demonstram que o SNC, especialmente na
superficie ventral do bulbo e na coluna intermédio lateral da medula espinhal, possuem células
(astrocitos, neurbnios pré-simpaticos e neurdnios pré-ganglionares, Figura 3) capazes de

detectar redugéo na disponibilidade do Oz no tecido cerebral e promover respostas de aumento
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na ventilacdo e atividade simpatica (Reis et al., 1994; Angelova et al., 2015; Barioni et al.,
2022).

Quando a hipoxia é combinada com acimulo de COo, a ativacdo dos quimiorreceptores
periféricos ocorre de forma simultanea com a estimulacdo de células nervosas (neurdnios e
astrocitos) sensiveis a variagdo de CO2/pH no parénquima cerebral. Essas células,
coletivamente denominadas de “quimiorreceptores centrais”, estdo presentes em nucleos do
tronco encefalico, com o locus coeruleus, raphe e nucleo retrotrapezoéide, e, quando ativadas
em situacdes de hipercapnia, deflagram respostas reflexas de aumento da atividade motora
inspiratoria, expiracdo ativa e ajustes cardiovasculares (Guyenet et al., 2010; Wang et al., 2013;
Leirdo et al., 2021).

A resposta ventilatdria a hipoxia, chamada de HVR (de hypoxic ventilatory response),
é ocasionada pelo aumento da atividade motora para os mdusculos inspiratérios, como
intercostais externos, diafragma e dilatadores das vias aéreas superiores, que promovem o
aumento da frequéncia respiratéria e do volume de ar inspirado (Morris et al, 1996; Rajani et
al, 2018). Em consonéncia com a atividade inspiratéria, a exposi¢do a hipoxia transforma a
expiracdo em um processo ativo, levando a contragdes dos musculos abdominais (Lemes;
Zoccal, 2014), com o suposto objetivo de impulsionar o fluxo de ar expirado (Jenkin; Milsom,
2014). O recrutamento da atividade expiratéria esta associado a ativacdo de um oscilador
expiratorio presente na porcdo ventral do bulbo, rostral ao pré-BotC, em uma regido chamada
grupo respiratorio parafacial lateral (pFL) (Abdala et al., 2009; Moraes et al., 2012) .

Sobre o controle da atividade motora expiratéria durante a hipdxia, muito do que
sabemos hoje foi obtido a partir de registros da atividade abdominal. As evidéncias sobre 0
aumento da atividade abdominal nessas situa¢@es de alta demanda metabdlica foram obtidas
apo6s manipulagbes farmacologicas no oscilador expiratorio (pFL) ou em modelos
experimentais reduzidos (in situ) (Abdala et al., 2009; Moraes et al., 2012), com foco apenas
para a atividade motora destinada para os musculos abdominais. No entanto, as repercussfes
da expiracdo ativa sobre a ventilacdo pulmonar durante estimulos fisioldgicos e em
condicBes in vivo (onde o sistema respiratério encontra-se intacto) ainda séo incertas.
Também é desconhecida a forma como os diferentes muasculos expiratérios (abdominais
e intercostais internos) sdo coordenados para gerar modifica¢ées no fluxo expiratorio.

Tais informac@es sdo essenciais para compreendermos como nosso organismo € capaz de gerar
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respostas ventilatérias compensatorias a estimulos que colocam nossa vida em risco, como

situacdes de baixa disponibilidade de O..

Do ponto de vista temporal, a exposicdo a hipoxia pode ser curta (segundos a poucos

minutos) ou prolongada (varios minutos a varios dias). Nesse sentido, 0 aumento da ventilagao

Phase 1 peak pulmonar serd, em um primeiro momento,
100% Phase 2

100 inversamente proporcional a diminuicdo da PaO..

50 Contudo, se estimulo hipdxico for prolongado, vemos

que a resposta inicial aguda é seguida por uma

Ventilation
(% baseline)

depressdo secundaria, no qual o aumento da ventilacdo

!
'50 A ' A
0 5 10 pulmonar atinge um novo patamar abaixo do aumento

e RO LS 2B inicial (Figura 4) (Powell et al., 1998). A fase

Figura 4 - Representacdo esquematica e e,
ilustrando o padrio de aumento da  depressora da resposta ventilatoria a hipoxia € gerada

ventilagdo pulmonar em resposta a

hipéxia. Retirado de Reklow et al., 2019. pelo acumulo de transmissores inibitérios (p. ex.,

adenosina) em regides respiratdrias, especialmente no
oscilador inspiratorio (pré-BotC) (Reklow et al., 2019). Essas duas fases é o que chamamaos de
resposta bifasica, esse segundo estado de depressdo € atribuido a excitabilidade neuronal
reduzida que é induzida por esse estimulo (Martin et al, 1994). Outro fator que contribui para
determinar o nivel da resposta ventilatoria a hipdxia durante a segunda fase € a reducéo da taxa

metabdlica, por conta da supressao a termogénese (Saiki et al, 1994).

Estudos mostram que a fase depressora da HVR é decorrente, principalmente, de
reducdes na frequéncia respiratoria, ja que a amplitude da atividade motora diafragmatica nao
sofre alteracdes significativas (Powell et al., 1998). Em relacdo a atividade motora expiratoria,
ndo ha estudos mostrando a expressdo da expiracao ativa nas diferentes fases da resposta
ventilatéria a hipoxia (fase inicial vs fase depressora secundaria), e qual a repercussao da
expiracao sobre o volume corrente, frequéncia respiratoria e padrao do fluxo de ar. O
entendimento dos ajustes motores respiratorios durante a exposicao a hipoxia ampliard nosso
conhecimento sobre o funcionamento da rede neural e 0 comportamento do sistema respiratério

frente a um estimulo vigoroso que, se ndo compensando, pode levar a morte.

Hipdtese
Diante das informac6es apresentadas, no presente estudo consideramos a hipétese de

que o padrdo de expiracdo ativa consiste no recrutamento sincronizado dos musculos
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intercostais internos e abdominais durante a hipoxia, hipercapnia e durante a isquemia (hipoxia
+ hipercapnia), levando a modificacdes no fluxo expiratorio. Além disso, durante condicdes de
reducéo do Oz, consideramos que esse recrutamento ocorre, principalmente, durante a segunda
fase da resposta ventilatoria a hipoxia (fase depressora), como um mecanismo para aumentar o
volume corrente e compensar a atenuacdo na frequéncia respiratoria. Para explorarmos essa
possibilidade, realizamos registros simultaneos da atividade elétrica dos musculos inspiratorios
e expiratérios e do fluxo de ar durante a exposicdo a episodios de hipdxia em animais
anestesiados. Em adicdo, comparamos o padrdo motor da resposta ventilatoria a hipdxia ao
padrdo observado na resposta ventilatoria a hipercapnia e isquemia, sendo esta Ultima uma

condicao onde niveis reduzidos de Oz ocorrem juntos com niveis elevados de CO:x.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, simultaneamente, o padrdo da atividade
elétrica dos musculos diafragma, abdominal e intercostal interno e externo, e do fluxo de ar
durante a exposi¢cdo a hipdxia e isquemia em ratos anestesiados. Dessa forma, buscamos
entender a influéncia do recrutamento e coordenacao desses musculos no controle do fluxo de

ar e ventilagdo pulmonar.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman, pesando entre 250g-300g, obtidos do Biotério Central
da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr), Universidade Estadual Paulista (UNESP),
mantidos no Biotério Setorial do Laboratério de Fisiologia da FOAr/UNESP até o momento
dos experimentos. Os animais foram alojados em caixas coletivas com &gua e racdo ad libitum,
e mantidos em salas com controle de temperatura (22+1 °C), umidade (555 %) e ciclo claro-
escuro (12 h, luzes acesas as 7:00 am). Todos os protocolos foram realizados no ciclo claro. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
FOAr/UNESP (n° 17/2020). Todas as medidas foram tomadas para evitar a dor e o sofrimento

dos animais e minimizar o niimero de animais utilizados.

3.2. Anestesia

Todos os procedimentos, incluindo a coleta dos dados, foram realizados em animais
anestesiados. Inicialmente, os animais foram anestesiados com isoflurano (via inalatoria: 5%
em ar ambiente para inducdo, e 2,5% em ar ambiente para manutencdo). Apos anestesiados, 0s
animais foram transferidos para uma mesa cirdrgica aquecida, e posicionados em decubito
dorsal para inicio dos procedimentos cirurgicos. Apos, um cateter acoplado a uma agulha de
insulina (31 G) foi inserido na veia caudal do animal para a administracdo do anestésico uretano
(1,2 - 1,5 g/kg). Esse anestesico foi lentamente injetado, concomitante a retirada gradativa do
anestésico inalatorio. Durante todo o processo, 0 nivel de anestesia foi monitorado, por meio
da avaliacdo da auséncia do reflexo de retirada da pata e reflexo corneal. Apds a completa troca
dos anestésicos, deu-se o inicio dos procedimentos cirirgicos. Quando necessario, uma dose
suplementar de uretano (10-20% da dose inicial) foi administrada para garantir o plano de
anestesia. A escolha pelo anestésico uretano se deu pelo fato deste apresenta menor efeito
adverso e é depressor sobre o sistema respiratorio, quando comparado a outros anestésicos
(Lemos, V, de A et al 2009) Apos a inducdo da anestesia com uretano, e durante todo o
protocolo experimental, os animais receberam oxigénio (100% O3), por meio de uma mascara
posicionada no focinho, para garantir adequada oxigenacdo dos animais. O modelo anestesiado
foi escolhido por permitir o registro de multiplos musculos respiratorios simultaneamente. Tal

procedimento seria tecnicamente desafiador em animais ndo anestesiados. Além disso, o
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modelo do animal anestesiado com uretano ja se encontra bem descrito na literatura (Lemes e
Zoccal, 2014), reproduzindo o perfil das respostas cardiorrespiratérias ja documentadas em

animais n&o anestesiados.
3.3 Registros eletromiogréaficos dos muasculos respiratérios e do fluxo de ar

Os procedimentos para registros eletromiograficos foram realizados conforme descrito
anteriormente (Lemes e Zoccal, 2014). Foram feitas trés incisdes nos animais. A primeira delas
foi realizada para expor a regido da musculatura abdominal esquerda, permitindo o

o posicionamento de um par de eletrodos de ago, com a
CO,‘?/J‘L\

6 superficie de contato entre os musculos abdominais
(obliquo externo e interno, ABD) para registro da

Intercostal v :p
] bt “W‘ atividade motora expiratoria (Figura 5). Em seguida, foi
aghragm B M

Q) I realizada outra incisdo no lado direito do animal, na

Abdominal
porc¢do superior da cavidade abdominal, logo abaixo da
por¢édo central do gradil costal, para o posicionamento
de outro par de eletrodos no diafragma (DIA, atividade

Figura 5 - Esquema ilustrando o

posicionamento de eletrodos e registros inspiratdria, Figura 5). Por fim, foi realizada uma
elétricos da atividade dos musculos

diafragma, abdominal e intercostais, e da  incisdo na por¢do média da caixa torécica, do lado

méscara  facial que permitiu a . . .
administracio de misturas gasosas e o direito, para a insercdo de um terceiro par de eletrodos

registro do fluxo de ar em animais

anestesiados. entre as costelas, em contato com os musculos

intercostais externo (elC, inspiratorio) e interno (ilC).
Por se tratar de musculos muito proximos, o elC e ilC foram registrados simultaneamente
(Figura 5). Além do registro da atividade muscular, uma mascara foi posicionada no focinho
do animal, a qual estava acoplada a um transdutor diferencial de pressdo (Spirometer,
ADInstruments, Australia), permitindo o monitoramento do padrdo de fluxo de ar nasal
(Figurab).

Os sinais eletromiograficos foram filtrados (500-2000 Hz), amplificados
(BioAmplificador, Insight, Brasil), digitalizados (PowerLab, ADInstruments, Australia) e
adquiridos em um computador (frequéncia amostragem: 4 KHz; LabChart, ADInstruments). A
atividade de cada musculo foi avaliada por meio da analise da amplitude dos sinais, e alteraces
foram expressas em variacdes percentuais em relacdo a atividade em repouso. A partir da

atividade do DIA e elC, avaliamos o padrdo de atividade motora inspiratdria, enquanto a partir
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do ABD e ilC avaliamos o padrdo motor expiratorio. A frequéncia respiratdria foi calculada a
partir do intervalo de tempo entre sucessivos bursts do DIA, e os valores foram expressos como
ciclos por minuto. Os sinais do fluxo foram obtidos simultaneamente aos sinais de
eletromiografia, utilizando o mesmo sistema de aquisic¢ao. Para avaliarmos altera¢des no fluxo
expiratorio, consideramos a razao entre os picos dos fluxos durante a fase E1 e E2, a qual
chamamos de razdo E2/E1. Assim, aumentos na razdo E2/E1 indicam que ha um aumento do
fluxo durante a fase final da expiracéo, ao passo que redugdes indicam um aumento do fluxo

expiratorio durante a fase inicial da expirag&o.

3.4. Protocolo experimental

Apos os procedimentos cirirgicos e posicionamento da mascara facial, foi aguardado
um periodo de aproximadamente 15-20 min para estabilizacdo dos animais e dos registros
elétricos. Durante esse periodo, o animal recebeu 100% O> pela méscara facial. Ao final desse
periodo, foi iniciado o registro das atividades musculares e do fluxo de ar em repouso, o qual
teve duracao de 10-15 min. Na sequéncia, os animais foram submetidos as seguintes condicdes:
hipoxia 10% O, hipdxia 7% O e isquemia 10% O e 7% CO; — todas as misturas com balanco
com nitrogénio (N2). A duracéo de cada estimulo foi de 10 min, com intervalo de, pelo menos,
15 min entre estimulos consecutivos. As misturas gasosas foram obtidas utilizando um
misturador de gases (AVS Projetos, Sao Carlos, Brasil) conectado a cilindros de O,, CO2 e Na.

Ao final dos experimentos, os animais foram sacrificados com uma sobredose de anestésico.

Em outro grupo experimental, sob as mesmas condi¢Ges descritas acima, 0s animais,
apos o registro basal, foram expostos a hipercapnia: 10% de CO2, 7% de CO; e por fim a
isquemia 10% de O e 7% de CO., sendo que todos os estimulos foram equilibrados com 21%
02 e balango com N.. Cada estimulo durou 10 minutos, havendo intervalos de recuperacdo
(em 100% de O2) de pelo menos 15 min entre estimulos consecutivos.

3.5. Analise dos dados e estatistica

As respostas a hipoxia e hipercapnia foram avaliadas temporalmente e os dados
apresentados a cada 2 min. Os resultados numéricos sdo apresentados e analisados como média
+ desvio padrdo e graficamente representados como média + erro padrdo. Apos a analise da
distribuicdo normal, utilizando o teste de Shapiro-Wilk, os dados foram comparados utilizando

a analise de variancia para medidas repetidas (one-way ANOVA) seguido do pds-teste de
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Bonferroni, para dados paramétricos, ou por meio do teste de Friedman, para dados nédo
paramétricos. As operacOes graficas e estatisticas foram feitas utilizando o software Prism
(versdo 8, GraphPad, EUA). O nivel de significancia adotado foi de P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Resposta ventilatoria a hipoxia

Em condicdes de repouso (n=7), o DIA e o elC apresentaram atividades sincronizadas
durante a fase inspiratoria, ao passo que 0 ABD e 0 ilC ndo apresentaram atividade expressiva.
O fluxo de ar expiratdrio apresentou um pico durante a primeira fase de expiracdo (E1). Este

padréo em repouso pode ser visualizado na Figura 6.

: Hypoxia Hypoxia
Resting (1-2 min) (5-10 min)
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Figura 6 — Registros originais e integrados (/) da atividade elétrica dos musculos intercostal (IC), abdominal
(ABD) e diafragma (DIA) junto com o fluxo de ar nasal, em um animal anestesiado com uretano, representativo
do grupo, ilustrado o padrdo motor respiratério em condigdes de repouso (resting) e durante 0s momentos iniciais
(1-2) e finais (5-10) durante a exposicao a hipoxia (hypoxia).

A exposicdo a hipdxia de 10% (Figura 7) e 7% (Figuras 6 e 8) causou: 1) aumento
inicial na frequéncia respiratoria, seguido de uma depressdo, 2) elevacdo persistente das
amplitudes das atividades inspiratorias DIA e elC; 3) aumento da amplitude da atividade
expiratoria ABD e ilC, o qual foi mais expressivo na primeira metade do periodo de exposicao.
Essas alteracbes motoras estavam associadas a uma modificagdo do padrdo do fluxo
expiratério, o qual apresentou uma elevagdo progressiva do pico durante o segundo estagio
(E2), especialmente a partir do 4° minuto de exposicdo. Os valores de alteragéo percentual dos

parametros avaliados estdo demonstrados nas Tabelas 1 e 2.
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Figura 7. Valores das alteragBes percentuais na frequéncia respiratoria (fR, A), amplitudes das atividades dos
musculos diafragma (DIA, B), intercostal externo (elC, C), abdominal (ABD, E) e intercostal interno (ilC, F), e
da razdo dos picos E2/E1 do fluxo nasal (D) de ratos anestesiados (n=7) expostos a hipdxia (10% O) por 10
minutos. A linha central representa os valores médios e a area ao redor representa o erro padrdo. * diferente em
relacdo ao tempo 0 (repouso); P<0,05.

Tabela 1. Valores médios + desvio padrdo da frequéncia respiratoria (fR), amplitudes das atividades dos misculos
intercostais (interno e externo, ilC e elC), abdominal (ABD) e diafragma (DIA), e da razdo dos picos E2/E1 do
fluxo nasal de animais (n=7) expostos a hipdxia (10% O, 10 min). * - diferente em relacdo ao tempo 0 (repouso),

P<0,05.
Tempo fR ile elC ABD DIA E2/E1
(min)

0 99+16 100+0 10040 10040 10040 0.64%0.16
2 113420 289+143* 138+15% | 221+113* | 120+15 0.98+0.48
4 91+11 20377* 144+24* 1774100 114+17 1.36+0.61*
6 92+11 160+48 147436% | 181+110* | 124+18 1.4+0.68
8 99+14 157+46 151428% | 184+108* | 127+16* 1.27+0.56
10 100+14 145447 141+28* 183+103 130426 1.18+0.46
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Figura 8. Valores das alteragBes percentuais na frequéncia respiratoria (fR, A), amplitudes das atividades dos
musculos diafragma (DIA, B), intercostal externo (elC, C), abdominal (ABD, E) e intercostal interno (ilC, F), e
da razéo dos picos E2/E1 do fluxo nasal (D) de ratos anestesiados (n=7) expostos a hipdxia (7% O) por 10
minutos. A linha central representa os valores médios e a area ao redor representa o erro padrdo. * diferente em
relacdo ao tempo 0 (repouso); P<0,05.

Tabela 2. Valores médios + desvio padrao da frequéncia respiratéria (fR), amplitudes das atividades dos musculos
intercostais (interno e externo, ilC e elC), abdominal (ABD) e diafragma (DIA), e da razdo dos picos E2/E1 do
fluxo nasal de animais (n=7) expostos a hipdxia (7% Oz, 10 min). * - diferente em relacdo ao tempo 0 (repouso),

P<0,05.
Tempo fR ic elC ABD DIA E2/E1
(min)

0 88+11 1000 10040 1000 10040 0.47+0.22
2 113+19* | 360 + 172* 144+48* 177+151* 132+20* 0.80+0.25
4 92+19 206+167* 152+50* 221+138* 132422* 1.16+0.48*
6 90+25 314+238* 151+44 181+71* 134+29* 1.34+0.57*
8 88+21 247+204 151+39 164+77 141+29* 1.740.72*
10 85+21 216+166 154+56* 172474 135+19* 1.35+0.47*




4.2. Resposta ventilatoria a hipercapnia
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Em condicdes de repouso (n=8), o DIA e o elC apresentaram atividades sincronizadas

durante a fase inspiratdria, ao passo que o ABD e 0 ilC ndo apresentaram atividade expressiva.

O fluxo de ar expiratdrio apresentou um pico durante a primeira fase de expiracdo (E1). Este

padrdo em repouso pode ser visualizado na Figura 9.

Resting Hypercapnia
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Figura 9 — Registros originais ¢ integrados ([) da atividade elétrica dos musculos intercostal (IC), abdominal
(ABD) e diafragma (DIA) junto com o fluxo de ar nasal, em um animal anestesiado com uretano, representativo
do grupo, ilustrado o padrdo motor respiratério em condi¢Ges de repouso (resting) e durante a exposi¢do a

hipercapnia (hypercapnia).

A exposicdo a hipercapnia de 10% (figura 10) e 7% (Figuras 9 e 11) causou: 1)

aumento final na frequéncia respiratoria nos minutos finais de exposicdo; 2) elevacdo

persistente das amplitudes das atividades inspiratorias DIA e elC; 3) aumento da amplitude da

atividade expiratoria ABD e ilC, o qual foi mais expressivo apds a metade do periodo de

exposicdo. Essas alteragdes motoras ndo levaram a modificacdes do padréo do fluxo expiratorio

e podem ser observadas na Figura 9. Os valores médios estdo demonstrados nas Tabelas 3 e

4.
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Figura 10 — Valores das alteragfes percentuais na frequéncia respiratoria (fR, A), amplitudes das atividades dos
musculos diafragma (DIA, B), intercostal externo (elC, C), abdominal (ABD, E) e intercostal interno (ilC, F), e
da razdo dos picos E2/E1 do fluxo nasal (D) de ratos anestesiados (n=8) expostos a hipercapnia (10% CO_) por
10 minutos. A linha central representa os valores médios e a area ao redor representa o erro padrdo. * diferente
em relagdo ao tempo 0 (repouso); P<0,05.

Tabela 3. Valores médios + desvio padrdo da frequéncia respiratoria (fR), amplitudes das atividades dos misculos
intercostais (interno e externo, ilC e elC), abdominal (ABD) e diafragma (DIA), e da razdo dos picos E2/E1 do
fluxo nasal de animais (n=7) expostos a hipdxia (10% CO,, 10 min). * - diferente em rela¢do ao tempo 0 (repouso),

P<0,05.
Tempo fR ic elC ABD DIA E2/E1

(min)
0 89+9.8 10020 10020 114%30 10020 0.62+0.21
2 99+18 490 + 170 | 203 + 68* 20448 166+29* 0.6120.27
4 99+14 391+149* 222+78* 22262 174+42* 0.622027
6 10616* | 311+142* 221+79% | 330%130* 174+47* 0.6020.24
8 106219 3024137 224+85% | 320+151* 180250* 0.630.24
10 104+17 3224167 226+84* | 381+173* 191+69* 0.66+0.23
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Figura 11 — Valores das alteracfes percentuais na frequéncia respiratoria (fR, A), amplitudes das atividades dos
musculos diafragma (DIA, B), intercostal externo (elC, C), abdominal (ABD, E) e intercostal interno (ilC, F), e
da razéo dos picos E2/E1 do fluxo nasal (D) de ratos anestesiados (n=8) expostos a hipercapnia (7% CO;) por 10
minutos. A linha central representa os valores médios e a area ao redor representa o erro padrdo. * diferente em
relacdo ao tempo 0 (repouso); P<0,05.

Tabela 4. Valores médios (+ desvio padrdo) da frequéncia respiratorias, amplitudes das atividades dos musculos
intercostais (interno e externo, ilC e elC), abdominal (ABD) e diafragma (DIA), e da razdo E2/E1 do fluxo nasal
de animais (n=8) expostos a hipercapnia (7% CO, 10 min). * - diferente em rela¢do ao tempo 0 (repouso), P<0,05.

Tempo fR ic elC ABD DIA E2/E1
(min)
0 85+12 1000 1000 1000 1000 0.59+0.22
2 93+15 261 + 166 213 + 68* 148+92 145+34* 0.60+0.25
4 9615 233+146 212+79% 147474 150+35* 0.64+0.23
6 9614 319+176* 228+87* 204+97* 156437* 0.60+0.23
8 97+13* 356+161* 211487* 244491 * 156+37* 0.62+0.24
10 06+14* 346+142* 223+76* 238+958 155+34* 0.64+0.24

4.3. Resposta ventilatoria a isquemia

A exposicdo a isquemia (10% O + 7% CO) realizada depois da exposi¢do a hipoxia e
hipercapnia, também promoveu aumentos nas atividades motoras inspiratérias (DIA e elC) e
expiratorias (Figuras 12 e 13), sendo que o aumento da atividade expiratoria ABD e ilC se

mostrou mais duradouro e correndo ao longo de todo o periodo de exposicdo. Além disso, a
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exposicdo a isquemia ndo promoveu alteracdes significativas na fR e na razdo E2/E1 do fluxo
de ar, de forma semelhante a hipercapnia, os quais permaneceram semelhantes aos valores

basais. Os resultados referentes a resposta a isquemia estdo demonstrados na Tabela 5.
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Figura 12. Registros originais ¢ integrados (/) da atividade elétrica dos musculos intercostal (IC), abdominal
(ABD) e diafragma (DIA) junto com o fluxo de ar nasal, em um animal anestesiado com uretano, representativo
do grupo, ilustrado o padrdo motor respiratério em condi¢Ges de repouso (resting) e durante a exposi¢do a
isquemia (ischemia).
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Figura 13. Valores das alteracBes percentuais na frequéncia respiratéria (fR, A), amplitudes das atividades dos
musculos diafragma (DIA, B), intercostal externo (elC, C), abdominal (ABD, E) e intercostal interno (ilC, F), e
da razdo dos picos E2/E1 do fluxo nasal (D) de ratos anestesiados (n=7) expostos a isquemia (10% O + 7% COy)
por 10 minutos. A linha central representa os valores médios e a area ao redor representa o erro padréo. * diferente
em relacdo ao tempo 0 (repouso); P<0,05.
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Tabela 5. Valores médios (+ desvio padrao) da frequéncia respiratérias, amplitudes das atividades dos musculos
intercostais (interno e externo, ilC e elC), abdominal (ABD) e diafragma (DIA), e da razdo E2/E1 do fluxo nasal
de animais (n=7) expostos a isquemia (10% O + 7% COg, 10 min). * - diferente em relacdo ao tempo 0

(repouso), P<0,05.

Tempo R ic elC ABD DIA E2/E1
(min)
0 80+8 1000 10020 1000 10020 0.66+0.28
2 93+12 317+213* 148434 238+129* 134+17* 0.45+0.18
4 90+13 280+207* 150439 228+130 137+14* 0.55+0.22
6 86+17 244+166 153+38* 230+133* 134+16* 0.60+0.22
8 92+14 251+171* 157+32* 234+136* 137+14* 0.60+0.23
10 88+14 250+188* 153+48* 241+108* 133+16* 0.59+0.20
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5. DISCUSSAO

Até o presente momento, ndo ha estudos caracterizando a coordenagdo dos diferentes
mausculos inspiratorios e expiratorios durante condi¢Bes prolongadas de hipdxia, hipercapnia e
isquemia. Nesse sentido, nosso estudo mostra que, durante situag@es de hipoxia, ha aumentos
transitérios mais expressivos nas atividades motoras expiratdrias ABD e ilC que acompanham
0s aumentos iniciais na fR, ao passo que as atividades motoras inspiratérias DIA e elC
apresentaram aumentos sustentados durante todo o periodo de exposicao. Em relacéo ao fluxo
de ar expiratorio, notamos que este apresentou mudancas no seu padréo durante a hipdxia, com
aumentos na fase E2 nos estagios finais da exposicdo. Semelhante a hipdxia, a exposicdo a
hipercapnia ou isquemia promoveu aumentos duradouros da atividade motora inspiratoria. Por
outro lado, 0 aumento da atividade motora expiratoria na hipercapnia foi mais expressivo apos
a segunda metade do estimulo, porém sustentado durante o periodo de exposi¢do a isquemia.
Ademais, a alteracdo na fR também foi diferente em relacdo & hipoxia, sendo maior nos
momentos finais de exposi¢do a hipercapnia ou ausentes durante a isquemia. Por fim, a razéo
E2/E1 do fluxo de ar expiratorio ndo se modificou durante a isquemia e hipercapnia. A Tabela
6 e a Figura 14 apresentam um sumario das alteracfes motoras apresentadas em cada situagéo.
Em conjunto, tais achados mostram que a resposta ventilatdria a reducao de O2 ou aumento do
CO. ¢ associado a padr@es distintos de recrutamento dos musculos respiratorios, especialmente

dos musculos que modulam o fluxo de ar expiratério.
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Tabela 4. Comparacdo entre respostas motoras e de fluxo de ar durante a exposicdo a hipdxia,
hipercapnia ou isquemia.

Repouso

Hipdxia

Hipercapnia

Isquemia

fR

valores basais

aumento
inicial seguido
por depressao

aumento final
na frequéncia
respiratéria

sem alteracOes

ilc

Sem / baixa
atividade
expiratéria

aumento
inicial
seguido por
reducdo

aumento
acentuado
durante
metade final

aumento
durante todo
o0 periodo de

exposicéo

elC

atividade
inspiratoria
sincronizada
como DIA

aumento durante
todo o periodo
de exposicéo

aumento durante
todo o periodo
de exposicdo

aumento durante
todo o periodo
de exposicdo

ABD

sem / baixa
atividade
expiratéria

aumento
inicial
seguido
por
reducdo

aumento
acentuado
durante
metade
final
aumento
durante
todo o
periodo de
exposicao

DIA

atividade
inspiratoria
sincroniza
da com o
elC

aumento
durante
todo o
periodo de
exposicao

aumento
durante
todo o
periodo de
exposicdo
aumento
durante
todo o
periodo de
exposicdo

E2/E1

valor
maximo
observado
em E1, com
decaimento
progressivo
em E2

aumento
progressivo
do fluxo
expiratorio
em E2

auséncia de
alteragdes na
fase E2
(igual ao
repouso)
auséncia de
alteracGes na
fase E2
(igual ao
repouso)
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5.1. Alteracdes na atividade motora e fluxo de ar em condicdes de hipdxia

A reducdo prolongada da disponibilidade de O» nos tecidos e células podem ter
drasticas consequéncias deletérias para o organismo, podendo causar a morte. Em condic6es
de hipoxia, ajustes integrados sdo observados em varios sistemas fisioldgicos com o objetivo
restaurar a homeostase dos gases sanguineos. Tais respostas reflexas incluem aumento da
atividade simpatica, do debito cardiaco e da condutancia vascular, a fim de manter a perfuséo
de O2 aos tecidos de 6érgdos criticos (Braga et al., 2007; Hainsworth; Drinkhill, 2007). Além
disso como respostas temos também ajustes metabolicos, incluindo a reducdo da temperatura
corporal (Madden; Morrison, 2005; Mortola, 2016), mudancas no consumo de oxigénio
(Mortola; Matsuoka, 1993) e demanda ATP (Hochachka et al., 1996), e 0o aumento da
ventilagdo pulmonar (Lovering et al., 2003; Moraes et al., 2011), com o objetivo de aumentar
a captacdo de O do ar atmosférico. A deflagracdo dessas respostas ocorre em grande parte,
pela estimulacdo de células quimiossensiveis, 0s quimiorreceptores periféricos, que sdo

excitados em caso de reducdo da PaO; (Lahiri et al., 2006).

Sobre a ventilagdo, a atividade aferente dos corpusculos carotideos é transmitida para
rede neural respiratoria localizada no tronco encefélico (Lindsey et al., 1994), a qual ird
promover o aumento das atividades motoras inspiratdria e expiratoria. Nos observamos
aumentos na amplitude das atividades diafragmatica e intercostal externa (atividade motora
inspiratdria) durante todo o periodo de exposi¢do a hipoxia. Tal aumento pode estar associado
a ativacdo do oscilador inspiratério, o preBotC, por meio dos neurénios do NTS (Zoccal et al.,
2014). O aumento da atividade do preB6tC, por sua vez, € transmitida para neurénios motores
na medula espinhal, promovendo o0 aumento da atividade do DIA e elC. Ha também evidéncias
de projecdes do NTS para a medula espinhal (Zoccal et al., 2014), as quais também poderiam
contribuir para 0 aumento da atividade motora inspiratdria em condicdes de hipdxia. O aumento
das oscilacdes do preBo6tC durante a hipoxia € também um mecanismo neural para 0 aumento
da frequéncia respiratoria, observado durante 0s momentos iniciais de exposicdo. Contudo,
com o prolongamento da exposi¢do a hipoxia (varios minutos), ha o acimulo de adenosina na
regido do preBotC, proveniente de astrocitos, a qual tem efeitos inibitorios sobre os neurénios
inspiratérios (Reklow et al., 2019) — um possivel mecanismo envolvido na reducdo da

frequéncia respiratdria (resposta bifasica).
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Sobre o componente motor expiratorio, a expiracdo ativa durante a hipoxia parece
ocorrer devido a ativacdo de outro oscilador, presente na regido ventral do bulbo, mas de forma
rostral ao preBo6tC. Tal oscilado expiratdrio é chamado de grupo respiratorio parafacial lateral
(pFL) (Abdala et al., 2009). Os neurdnios do pFL encontram-se silenciados (sem atividade) em
condicBes de repouso; contudo, em situagdes de hipoxia, estimulos excitatérios provenientes
dos quimiorreceptores periféricos promovem a ativacdo dos neur6nios expiratorios do pFL,
causando o aumento da atividade motora abdominal (Moraes et al., 2012; Zoccal et al., 2018),
via ativacdo dos neurdnios pré-motores expiratérios do bulbo, os quais, por sua vez, estimulam
neurdnios motores expiratorios da medula espinhal (de Britto e Moraes, 2017). NOs
consideramos a hipétese de que esse mecanismo também cause o aumento da atividade dos
neurdnios motores que inervam os musculos expiratdrios intercostais, causando a sincronia
entre 0os musculos ABD e ilC. De forma diferente da atividade inspiratoria, observamos um
padrao “bifasico” na resposta motora expiratdria, com aumentos mais expressivos na atividade
ABD e ilC nos momentos iniciais da exposi¢do a hipdxia, seguido de uma acomodagdo em
patamares inferiores. Ndo ha estudos na literatura reportando esse perfil de resposta dos
musculos expiratérios durante a hipdxia, representando um novo achado do nosso estudo.
Evidéncias experimentais mostram que a também adenosina tem efeito inibitorio sobre os
neurdnios da regido parafacial (Falquetto et al., 2018). Portanto, assim como acontece com 0s
neurdnios do preBotC e a fR, sugerimos que a resposta bifasica da atividade expiratoria
aconteca devido a presenca de neuromoduladores inibitorios no pFL durante a exposicao a

hipdxia. Entretanto, tal possibilidade necessita de estudos adicionais para serem elucidados.

O aumento da atividade motora inspiratdria durante a hipoxia resulta em maiores
modifica¢bes da caixa toracica e, consequentemente, do volume pulmonar, acarretando um
maior volume de ar inspiratdrio. Sobre a atividade motora expiratéria, ainda ndo ha estudos
que mostrem, com clareza, os impactos do aumento da atividade ABD e ilC sobre a mecénica
respiratéria. O recrutamento dos musculos abdominais aumenta a pressdo intra-abdominal,
empurrando o diafragma para cima e, dessa forma, leva a expulsdo do ar (West, 2013). De
forma semelhante, os musculos ilC impulsionam o fluxo expiratério por tracionar as costelas
para baixo e para dentro (West, 2013). Nossos achados mostram que nos momentos iniciais da
exposicdo a hipoxia, ha uma correlagdo temporal entre a elevacdo da fR e o0 aumento da
atividade motora expiratoria. Assim, podemos sugerir que, na fase inicial a hipdxia, o aumento
da atividade ABD e ilC sejam importantes para acelerar o esvaziamento pulmonar,

promovendo o aumento da fR. Tais observacGes sdo condizentes com o aumento dos picos
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inspiratorios e expiratorios do fluxo de ar nasal (avaliados nesse estudo de forma qualitativa).
Contudo, com o prolongamento da exposicdo a hipdxia, notamos que o perfil do fluxo ar
expiratorio mudou, apresentando um novo na fase E2 da expiragdo. O aumento do fluxo de ar
na parte final da fase expiratoria junto com a atividade motora abdominal ja foi sugerido ser
um mecanismo para aumentar o volume corrente, devido ao recrutamento do volume
expiratorio de reserva (Jenkin; Milsom, 2014). Assim, € possivel que exista uma mudanca da
contribuicdo da expiracdo ativa durante a exposicdo a hipoxia, dependendo do tempo de
exposicdo. Os motivos que promovem essas alteragdes no impacto da expiracdo ativa sobre a
mecanica respiratdria ainda sdo incertos. Sabemos que durante a inspiragdo e expiracdo ha a
contracdo de musculos abdutores da lingua e musculos constritores e dilatadores da laringe, 0s
quais promovem alteracdes na resisténcia a passagem do ar pelas vias aéreas (Paton;
Dutschmann, 2002; Richter; Smith, 2014). Assim, especulamos que isso possa estar associado
a modificagdes no controle de musculos que impactam a resisténcia do ar pelas vias aéreas.

Para verificacdo dessa possibilidade, estudos futuros ainda serdo necessarios.

5.2. Alteracdes na atividade motora e fluxo de ar em condicdes de hipercapnia ou isquemia

Em situacOes de aumento do CO> e diminui¢do do pH no sangue arterial, neurénios e
astrocitos localizados em regides do bulbo, denominados de quimiorreceptores centrais, sao
ativados, promovendo a estimulagéo da rede respiratoria do tronco encefalico. Uma importante
regido com sensibilidade ao CO2/pH é o ndcleo retrotrapezoide (RTN), a qual envia projecdes
para os neurdnios dos osciladores inspiratorio e expiratorio, ou seja, preBotC e pFL (Guyenet;
Bayliss, 2015). Assim, em condi¢Oes de hipercapnia, 0os aumentos da atividade motora
inspiratdria e expiratoria sdo decorrentes da ativacdo desses circuitos neurais, levando ao
aumento da atividade dos neurbnios motores. Interessantemente, as atividades DIA e elC
apresentaram aumentos desde o inicio até o final do estimulo hipercapnico, enquanto 0s
aumentos nas atividades ABD e iIC foram significativos apenas durante a segunda metade do
periodo exposicdo. N&o sabemos explicar os mecanismos relacionados a essa dindmica
diferenciada, mas pode estar associado aos mecanismos inibitdrios de controle da atividade dos
neurdnios do pFL em situacdes de hipercapnia (Barnett et al., 2017). Além disso, notamos que
0 aumento da atividade expiratdria esteve, temporalmente, associado ao aumento da fR. Assim,
consideramos a hipétese que a expiragdo ativa, em condi¢Ges de hipercapnia, seja um
importante mecanismo para acelerar o esvaziamento pulmonar na expiragéo, impulsionando a

renovacao de ar nos alvéolos pulmonar. Uma vez que ndo notamos modificacdes no perfil do
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fluxo de ar nasal durante a hipercapnia (ou seja, esteve semelhante ao padrdo em repouso),
também especulamos a hipdtese de que na hipercapnia, diferentemente da hipdxia, ndo ha
modificacBes no controle da resisténcia das vias aéreas superiores no momento da expiracdo
ativa. Tal possibilidade, se comprovada experimentalmente, indicara que a expiracao ativa tem
repercussdes mecanicas diferentes na hipdxia e hipercapnia, devido ao recrutamento distinto

de regides pré-motoras e motoras da rede neural respiratoria.

Quando os estimulos de hipdxia e hipercapnia foram combinados, observamos que o
aumento da atividade motora inspiratoria foi semelhante as respostas observadas com 0s
estimulos isolados. Os aumentos nas atividades expiratorias ABD e ilC durante a isquemia, por
outro lado, se mostraram mais duradouros em relacdo as respostas observadas durante a
exposi¢do a hipoxia ou hipercapnia isoladamente. Apesar dessas semelhangas com a resposta
motora & hipdxia, ndo foram observadas altera¢fes na fR e no padréo do fluxo de ar, os quais
ficaram semelhantes aos valores basais. Assim, na situagdo de isquemia, sugerimos que a co-
ativacdo dos mecanismos sensoriais para Oz e CO2 cause uma “somagao” das respostas motoras
e de fR. Por outro lado, do ponto de vista de fluxo de ar, o padrdo observado durante a isquemia
foi semelhante aquele verificado durante a hipercapnia, ou seja, aumento de amplitude e
manutencdo do fluxo méximo em E1. Diante dessas observacdes, para que o recrutamento
expiratorio tenha repercussdes mecanicas diferentes na hipdxia e hipercapnia/isquemia,
novamente consideramos a possibilidade de que outros musculos, potencialmente aqueles que
controlem o didmetro das vias aéreas superiores, sejam ativados de forma diferencial. No caso
da isquemia, especula-se que tais musculos ndo sejam recrutados, permitindo a saida do ar sem
modifica¢Bes na resisténcia (ou seja, de forma semelhante ao repouso), ndo havendo impactos
no padrdo do fluxo de ar. Tais possibilidades ainda necessitam de estudos adicionais para serem

comprovadas.
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6. CONCLUSAO

Estudos mostram que mamiferos expostos a ambientes com reduzida disponibilidade
de O2 (hipoxia) ou excesso de CO. (hipercapnia) promovem aumentos reflexos e
compensatorios na ventilacdo pulmonar. Além disso, evidéncias indicam que as respostas de
hiperventilacdo estdo associadas ao aumento das atividades motoras inspiratoria e expiratoria.
Em um primeiro momento, o presente estudo confirma as observaces ja descritas na literatura
sobre as respostas ventilatdrias a hipdxia e hipercapnia. Contudo, nossos achados mostram que
a coordenacdo dos musculos inspiratorios e expiratorios, e seus impactos sobre o controle de
fluxo de ar pulmonar, sdo distintos dependendo da condicdo gasosa. Em situacdes de hipoxia,
a resposta motora expiratoria apresentou um padrao bifasico, acompanhando modifica¢des na
fR. Por outro lado, a combinacdo da hipoxia e hipercapnia (isquemia) promoveu alteracoes
diferentes na fR e no padrdo de fluxo de ar quando comparadas a hipdxia, apesar do
recrutamento da expiracdo ativa. Tais observacGes sugerem um controle diferencial no
processamento central do padrdo de expiracédo ativa, com o possivel recrutamento de musculos
adicionais dependendo da situacdo a qual o animal é exposto (hipdxia, hipercapnia ou
isquemia). Ainda ndo sabemos especular o impacto dessas diferengas motoras e mecanicas
sobre a troca dos gases e manutengdo da homeostase de O, e CO2 no sangue arterial. Contudo,
nosso estudo abre perspectivas importantes para a melhor compreensdo das respostas
compensatdrias a hipoxia e hipercapnia, e suas implicacdes nas adaptacdes do organismo a
altas altitudes ou no desenvolvimento de distarbios respiratrios como a apneia central e/ou

obstrutiva do sono ou a sindrome da hipoventilagdo congénita central.
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