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RESUMO

Objetivo: Avaliar o comportamento do metaborreflexo durante uma sessao de
estimulacdo elétrica neuromuscular (EENM) comparado ao exercicio fisico isométrico
(EI) em individuos saudaveis.

M¢étodos: Voluntarios higidos foram randomizados para realizagdo de EI
(handgrip/extensao de joelho) ou EENM (flexores do punho/extensores de joelho), e
todos realizaram ambas as intervengdes. O fluxo sanguineo, resisténcia vascular,
pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca foram avaliados minuto a minuto.
Resultados: Foram avaliados 20 individuos (13M) com média de idade de 47,7+9,4
anos. A PA média manteve-se elevada nos membros superiores nos protocolos PECO+
e em ambas as intervengdes, ¢ a magnitude deste efeito foi semelhante entre as
intervengdes (area sob a curva EENM: 8,2 + 3.4 vs. EI: 5,9 £ 2,7;p=0,583). Em
membros inferiores a resposta pressorica ao exercicio ndo se manteve durante a ativagao
seletiva do metaborreflexo.

Conclusoes: A EENM promoveu ativacdo metaborreflexa induzida em membros

superiores e em magnitude semelhante ao exercicio isométrico.
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1. INTRODUCAO

O exercicio fisico ¢ uma importante intervencdo comumente empregada na
prevencdo e tratamento de diversas doencas. Seus beneficios incluem melhora da
qualidade de vida, melhorada capacidade funcional, auxilio na perda de peso, melhora
do perfil lipidico e glicémico e redugdo da pressao arterial (1, 2). Diversas doencas
cronicas como depressdo, esquizofrenia, doenca de Parkinson, diabetes mellitus,
insuficiéncia cardiaca, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia e fibrose cistica
apresentam beneficios quando o exercicio fisico ¢ adicionado ao tratamento
medicamentoso (3). Estudos demonstram que o incremento da capacidade
cardiorrespiratdria, através do exercicio fisico, pode se associar com até 15% de redugdo
da chance de morte por eventos cardiovasculares (4). Além disso, a inatividade fisica ¢
responsavel por cerca de 6% da incidéncia de doencas cardiovasculares (5).
Principalmente no ambito das doencgas cardiovasculares os beneficios do exercicio fisico
sdo claros, como por exemplo, na insuficiéncia cardiaca possuem grau de recomendagao
I e nivel de evidéncia A (6).

Em se tratando dos mecanismos subjacentes relacionados aos beneficios do
exercicio fisico aerobio estdo o aumento da fosforilagdo oxidativa em nivel muscular,
melhora do metabolismo do célcio (7), reducao dos niveis de marcadores inflamatorios,
entre outros. J4 em relagdo aos exercicios de for¢a os principais mecanismos
subjacentes sdo o aumento da interconversao das fibras de contragdo rapida (fibras tipo
IT) em fibras de contragdo lenta (fibras tipo I), (8), hipertrofia muscular e aumento de
capilarizagdo (neovascularizacao) (9). Entre os efeitos sistémicos em resposta ao
exercicio de forma geral estdo: reducdo do estresse oxidativo, elevagdo da atividade de
enzimas antioxidativas, reducdo da viscosidade e da coagulabilidade sanguinea,
elevagdo da capacidade de transporte de oxigénio, aumento da capacidade vital e
volume corrente pulmonar entre outros (7).

Os efeitos locais e sistémicos produzidos durante a realizagdo de exercicios sao
determinantes para que a carga imposta pelo exercicio seja suportada. Entretanto,
modifica¢des nas respostas regulatorias fisioldgicas causadas por doengas levam muitas
vezes a intolerancia a sua pratica (7, 10, 11). Ja estd presente na literatura que o
metaborreflexo, reflexo oriundo da ativacdo do sistema nervoso simpdtico, que ocorre
durante a pratica de exercicios intensos promove vasoconstri¢do periférica e elevagao

do débito cardiaco, determinando a redistribui¢do de fluxo sanguineo para os membros
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ativos, quando alterado, pode levar & menor tolerancia ao exercicio (12). Estas
alteragdes de ativagao do metaborreflexo podem ser identificadas em diversas situagdes
patoldgicas (13) ou até mesmo em individuos sauddveis com caracteristicas (14) ou
habitos distintos, como por exemplo, corredores (15).

A maioria dos estudos apresentados na literatura sobre o metaborreflexo tem
como objetivo avaliar o seu comportamento durante a realizagao de exercicios e inferem
sobre sua colaboracdo em relacdo a tolerancia ao exercicio dentro do contexto de
doengas. Além disso, acredita-se que em longo prazo os efeitos provocados pela
ativacdo anormal do metaborreflexo, no estado patolégico, podem prejudicar o
funcionamento dos rins, pulmdes e, principalmente, do musculo esquelético (10, 11,
16).

Considerando essas informacgdes, nosso grupo tem interesse especial sobre o uso
da estimulagao elétrica neuromuscular (EENM) como terapia complementar a pacientes
que nao possuem condigdes de realizar o exercicio ativo de forma convencional. A
EENM ¢ capaz de causar contragcdes musculares semelhantes ao exercicio ativo através
da aplicac¢do de estimulos elétricos para inervacdo muscular por eletrodos de superficie
(17). No nosso conhecimento apenas os estudos de Vieira (18) e Santos (19) que
utilizaram a estimulagdo elétrica na regido ganglionar, porém nao com intuito de causar
contragdo muscular,tiveram o objetivo de modificar a resposta de ativagdo do
metaborreflexo. Contudo, ainda ndo conhecemos o comportamento do metaborreflexo
diante da realizacdo do exercicio através da EENM.

Sendo assim, considerando a caréncia de informagao sobre o comportamento do
metaborreflexo durante a EENM, foi conduzido um estudo original que avaliou seus
efeitos sobre o comportamento do metaborreflexo comparado ao exercicio isométrico
em individuos saudaveis. A hipdtese principal ¢ que a EENM, por ndo promover
elevadas sobrecargas cardiaca e respiratoria durante a sua utilizagdo, possa apresentar
uma resposta atenuada do metaborreflexo gerando uma resposta reduzida de
redistribuicao de fluxo sanguineo durante o exercicio, o que seria um bom resultado de
tratamento de situacdes patologicas, visto que ndo haveria grande restricdo de sangue

em membros ndo ativos durante o exercicio.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 METABORREFLEXO

O estudo do metaborreflexo iniciou-se em 1937 quando Alam e Smirk (20) ao
avaliarem respostas fisiologicas ao exercicio identificaram a presenca de um reflexo
cardiovascular originado nos musculos esqueléticos enquanto a resposta da pressdo
arterial (PA) ao exercicio era mantida durante isquemia pos-exercicio (do inglés, post-
exercise circulatory occlusion — PECO) em musculos ativos. Porém, o marco historico
do surgimento de evidéncias consistentes sobre a existéncia do reflexo pressor ao
exercicio (ou ergorreflexo) e seus componentes mecano e metaborreflexos ocorreu
apenas na década de 70 com o estudo de Coote e cols. (21) e posteriormente com 0s
estudos de McCloskey (22) e Delius e cols (23).

Coote e cols, em 1971, ao submeterem gatos anestesiados a contragdes estaticas
do triceps sural induzidas por eletroestimulagdo nas raizes ventrais (motoras)
identificaram aumento na PA, frequéncia cardiaca (FC) e ventilagdo. Estas respostas
foram abolidas quando houve a seccdo de raizes dorsais (sensitivas). Além disso, ao
realizar a oclusdo do suprimento sanguineo arterial para o musculo em atividade, foi
desencadeada uma resposta pressorica maior do que quando o membro estava com a
perfusdo livre durante a atividade (21). J4 McCloskey investigou por quais tipos de
fibras nervosas os reflexos cardiovasculares em resposta ao exercicio sdo emitidos.
Para testar essa questdo, realizou a aplicacdo de lidocaina na raiz dorsal dos axonios
aferentes de gatos anestesiados, acdo que promoveu a interrupcdo dos impulsos das
fibras tipo III e IV, e os animais ndo apresentaram respostas de alteracdo da PA, FC e
ventilagdo durante o exercicio. Entretanto na etapa seguinte, quando as fibras do tipo I
(lentas) e II (rapidas) foram interrompidas, as respostas cardiovasculares ao exercicio
foram normais. Desta forma o grupo confirmou sua hipdtese de que as fibras tipo III e
IV transmitem os reflexos cardiovasculares do exercicio aos centros cerebrais. (22).

Delius e cols, em 1972, apresentaram o primeiro experimento relacionando a
mudan¢a de fluxo sanguineo durante o exercicio e a ativacdo nervosa simpatica
muscular (ANSM) (23). A partir desta informagdo, a ativagao do sistema nervoso
autonomo durante o exercicio passou a ser amplamente estudada por Seals e cols,

gerando a consistente evidéncia que o metaborreflexo ¢ responsavel pelos ajustes
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cardiovasculares ao exercicio através da ativacao do sistema nervoso simpatico durante
a ativacdo muscular (24).

O exercicio fisico induz respostas fisioldgicas reguladas pelo sistema nervoso
autbnomo que ativa trés eixos principais: comando central, barorreflexo arterial e
reflexo pressor ao exercicio, que interagem de forma coordenada entre si. O
metaborreflexo ¢ um dos componentes (componente metabdlico) do reflexo pressor ao
exercicio. O sistema nervoso autdbnomo ¢ o principal sistema integrador das respostas
fisiologicas ao exercicio e atua por meio de dois componentes: o sistema nervoso
simpatico e o parassimpatico, os quais respondem a uma rede de reflexos oriundos da
periferia gerados em resposta a estimulos diversos, incluindo o exercicio. O componente
parassimpatico ¢ responsavel pela economia e conservacdo de energia do organismo,
principalmente nas agdes como reducdo da PA e FC. O sistema nervoso simpatico € o
principal mediador das respostas aos exercicios estaticos e dinamicos para manutencao
da homeostasia corporal durante a realizagdo dos mesmos (25-28).

O comando central possui ag¢do direta sobre o controle cardiorrespiratorio e
muscular através da irradiagdo pelo cortex motor ou do subtilamo. A ativagdo do
comando centralocorre de forma paralela por duas redes: sinalizagdo autondmica de
controle neural do sistema cardiovascular; e controle neuromotor, que define o padrao
basico de atividade dos musculos esqueléticos. As respostas originarias dos centros
cerebrais respondem a hiperventilagdo inicial causada pelo exercicio que resulta da
modulacdo do centro respiratdrio e posteriormente do centro locomotor a medida que os
sinais sao enviados pela musculatura ativa durante o exercicio (27).Durante o inicio do
exercicio fisico, o comando centralgera o aumento da FC devido a reducao da atividade
parassimpatica (28, 29).

Estudos com o uso de bloqueadores neuromusculares, que verificam a ativacao
especifica do comando central, indicam que mesmo sem os estimulos da musculatura,
ainda ocorre elevagdo da FC e da PA durante exercicios estaticos ou dinamicos ¢
somente nas intensidades mais elevadas ocorre a ativagdo simpatica (30). Além disso,
estudos que utilizam contragdo muscular por estimulacdo elétrica, hipnose ou outros
métodos que reduzem a participagdo deste comando central nas respostas
cardiovasculares, demonstram que os niveis de esfor¢co percebido durante a realizagao
do exercicio alteram as respostas desencadeadas por esta via (26). Desta forma, pode-se
sugerir que o comando central rege reflexos cardiovasculares também pelo esfor¢o

percebido durante a realizagdo do exercicio fisico.
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Quando se trata de controle pressorico, o barorreflexo arterial emite sinais
aferentes que convergem centralmente para o nicleo do trato solitario como uma chave
reguladora do sistema nervoso autdnomo que continua a regular a PA durante o
exercicio, reajustando demais respostas cardiovasculares em torno de um ponto de
operacdo da PA ja elevada (25). O barorreflexo arterial ajusta momento a momento a
PA quando hé ativagdo do sistema nervoso simpatico, pois suas aferéncias localizadas
principalmente no seio carotideo e no arco adrtico identificam alteracdes bruscas da PA
e, através de modificacdes da resisténcia vascular periférica, volume sistdlico e FC,
promovem a elevagdo da PA a niveis adequados ao exercicio para manter a irrigacao
sanguinea necessaria (31). Durante a ativacao seletiva do metaborreflexoinduzida
experimentalmente pela oclusdo circulatoria pos-exercicio (PECO), ativagdo do
barorreflexo arterial parece estar suprimida(32). Entretanto, Piepoli e cols descreveram
a presen¢a de um antagonismo acentuado durante inicio da técnica de PECO, que gera
comportamento instavel da FC devido ao concomitante aumento do influxo gerado no
sistema nervoso parassimpatico, mesmo durante o aumento da atividade simpatica pela
perda de controle do comando central e a ativagdo do barorreflexo arterial. Desta forma,
uma possivel bradicardia pode ocorrer em resposta a ativagdo parassimpatica mesmo
com a elevada resposta simpatica durante a ativagdo do metaborreflexo por PECO (10).

O reflexo pressor ao exercicio ¢ iniciado pela via aferente muscular. Através de
fibras metaborreceptoras (quimiossensiveis) € mecanorreceptoras (mecanossensiveis) o
reflexo pressor ao exercicio faz a regulagdo de fatores cardiorrespiratérios como
ventilagdo, PA, resisténcia vascular periférica e fluxo sanguineo. As aferéncias
musculares constituidas destas fibras mecanicas e metabolicamente sensiveis
proporcionam um retorno para as areas do tronco cerebral visando o controle das
respostas cardiovasculares ao exercicio pelos estimulos oriundos da musculatura ativa.
A consequéncia tipica da ativagdo do mecano e do metaborreflexo muscular ¢ a
elevacdo da PA decorrente da clevagdo na resisténcia vascular sistémica, volume

sistolico e frequéncia cardiaca (10, 26) (Figura 1).
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Figura 1: interag@o entre (1) comando central, (2) barorreceptores arterial, (3) mecanorreceptores, (4)
metaborreceptores, (5) sistema nervoso autonomo. Durante o exercicio, os sinais neurais provenientes de
regides cerebrais superiores (1) e aferentes periféricos de barorreceptores arteriais (2) e musculo
esquelético reflexo pressor ao exercicio, (3 e 4) resultam em ajustes simpatico e parassimpatico (5) que
consequentemente significam elevagdo da frequéncia cardiaca (FC), volume sistolico (VS) e da
resisténcia vascular periférica (RVP), gerando vasoconstrigdo nos musculos inativos, aumento da pressdo

arterial média e vasodilatagdo nos musculos ativos (6). Adaptado de Dipla e cols, 2012. (33)

Durante o exercicio, inicialmente o reflexo pressor ao exercicio responde aos
estimulos causados em mecanorreceptores e posteriormente, com a progressdo do
esforgo, aos estimulos causados em metaborreceptores. A ativacdo do metaborreflexo
(estimulo metabdlico) ocorre durante a realizacdo do exercicio quando o suporte de
oxigénio nao ¢ suficiente para suprir a demanda muscular local e os metabolitos
acumulados, produzidos pela contracdo muscular (lactato, adenosina, potassio,

hidrogénio e acido araquidonico), precisam ser removidos. Os proprios metabolitos
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provenientes da ativagdo muscular estimulam as terminagdes nervosas livres do grupo
III e IV gerando aumento do drive simpatico, que leva ao aumento da ventilagdo
pulmonar e vasoconstri¢do periférica. Consequentemente, isso promove um afluxo de
maior quantidade de sangue oxigenado aos musculos em atividade com o objetivo de
recolher estes produtos da contragdo muscular e aumentar a oxigenagdo da musculatura

ativa(34-37) (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo esquematica do modelo de ativagdo seletiva do metaborreflexo muscular. (1)
durante o exercicio, em intensidade moderadas ¢ elevadas, com aumento da fadiga, ha liberagdo de
metabolitos na corrente sanguinea. (2) Através da técnica de oclusdo circulatéria no membro ativo
(PECO+)é possivel estimular seletivamente fibras do tipo III e IV. (3) O estimulo enviado pelo comando
central e (4) como resposta, o sistema nervoso autdbnomo aumenta a atividade nervosa simpatica. (5) Na
musculatura inativa ocorre a vasoconstricao e (6) elevacdo da resisténcia vascular, e consequentemente
(7) o fluxo sanguineo ¢ redistribuido da musculatura inativa para os musculos em atividade. Disponivel

em: www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/56635/000860972.pdf?sequence=1

A ativagdo do metaborreflexo também tem seus efeitos mediados pela interacao
com o barorreflexo arterial € com o comando central, determinando o aumento da PA,
FC e débito cardiaco, melhora do desempenho ventricular e da mobilizagdo sanguinea
cerebral, entretanto durante sua ativagdo também ocorre reducdo da perfusdo em
membros que ndo estdo ativos (36).

A literatura sugere que as fibras aferentes do mecanorreflexo muscular sdo
compostas principalmente de neuronios mielinizados do grupo III, cujos receptores
estdo localizados nos fusos musculares e 6rgaos tendinosos de Golgi, que respondem

rapidamente a deformagdo mecanica durante o exercicio. Por outro lado, as fibras
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aferentes do metaborreflexo, compostas por neuroénios pouco mielinizados do grupo IV
localizadas no tecido muscular, respondem principalmente aos metabodlitos produzidos
durante a contracdo muscular (38, 39). No entanto, esta separacdo ndo ¢ absoluta:
Kauffman e Smith em seus estudos ja demonstraram que algumas fibras do tipo III
podem responder a estimulos metabdlicos, assim como fibras do grupo IV podem
responder a estimulos mecanicos, dando a caracterizagao e denominagao a estas fibras

aferentes de polimodais (39-41).

2.2 METODOS DE AVALIACAO DO METABORREFLEXO

Para a avaliacdo especifica e seletiva do metaborreflexo a literatura propde
métodos que realizem a redu¢do de fluxo sanguineo nos membros ativos durante e/ou
pos exercicio. Para isso ¢ necessdria a realizagdo da oclusdo isquémica pds-exercicio
(PECO) nos membros que estavam ativos durante o exercicio. Esta manobra isola o
metaborreflexo dos efeitos do comando central, barorreflexo arterial ¢ mecanorreflexo
experimentalmente, pois durante a oclusdo os metabdlitos provenientes da ativagdo
muscular s3o acumulados no membro exercitado levando a ativagdo dos
quimiorreceptores musculares. Sendo assim, os estudos que avaliam a ativacdo do
metaborreflexo muscular periférico geralmente apresentam duas etapas, ou seja, o
mesmo protocolo € realizado com essa oclusdo (geralmente indicados por PECO+), e
posteriormente repetido sem essa oclusdo (geralmente indicados por PECO-). A
manuten¢do da resposta pressorica durante o periodo PECO+ ou a manutengdo da
atividade nervosa simpatica muscular (ASNM) entre um protocolo e outro representa o
comportamento da ativagdo metaborreflexa. (42).

Os mecanismos pelos quais ocorre a manutengdo da resposta pressorica durante
a ativagdo metaborreflexa comumente avaliam alteracdes do fluxo sanguineo,
resisténcia periférica, debito cardiaco ou ventilagdo. Estes parametros sdao importantes
para a explicacdo sobre os efeitos do metaborreflexo alterado na capacidade de
exercicio em diferentes populagdes.

A pletismografia de oclusdo venosa avalia o fluxo sanguineo através da
conversao da dilatagdo, que ocorre no membro avaliado durante uma interrup¢ao rapida
do seu retorno venoso, em valores de fluxo sanguineo. Um sensor medidor de tensdo
(straingauge) ¢ posicionado no membro de avaliacdo entre dois manguitos ¢ quando o

manguito mais proximal do membro ¢ inflado, o sensor identifica o quanto o membro
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dilata quando o retorno venoso ¢ interrompido. O segundo manguito isola 0 membro
mais distal desta avaliagdo para evitar o represamento de sangue nestes locais. A
primeira descri¢do deste método foi feita por Hewllet ¢ Zwaluwenburg, em 1909 (43,
44) e estudos atuais continuam a utiliza-lo por ser um método de simples aplicacao e
boa reprodutibilidade (45).

A ultrassonografia com Doppler também estd presente em alguns estudos de
avaliacdo deste reflexo (46-48), porém a avaliagcdo através deste método possui uma
limitagdo importante. A medida do fluxo sanguineo ¢ restrita a uma unica artéria
durante toda a avaliagdo, portanto em membros afetados por doenga vascular ou que
possuem grande colateralizacao arterial as medidas podem ser prejudicadas (49).

Em estudos que comparam a avaliagdo através da pletismografia de oclusdo
venosa ¢ da ultrassonografia com Doppler os resultados demonstram que a
pletismografia pode avaliar com precisdo a resposta do fluxo sanguineo ao exercicio
(50) e também durante a PECO+ (49).

Delius e cols apresentaram a microneurografia como um método para a
avaliacdo da magnitude do efeito da ativacdo metaborreflexa através de medidas diretas
da ANSM e identificaram premissas basicas utilizadas e ratificadas por estudo atuais. A
atividade simpatica quando quantificada diretamente nos nervos periféricos (fibular,
braquial ou mediano), através da técnica de microneurografia, reflete em curvas as
descargas de atividade (impulsos/bursts) emitidas. Estas descargas sdo contadas
numericamente (nimero de impulsos por minuto) refletindo a intensidade da ativacdo
nervosa simpatica muscular (23, 51). Este método de avaliagdo ¢ utilizado de forma
conjunta com a pletismografia de oclusdo venosa (52) ou de forma independente
(53)para avaliacao do metaborreflexo.

Levando em consideragdo as investigacdes sobre a ativacdo metaborreflexa,
diversos autores passaram a avaliar fisiologicamente os efeitos causados pela ativagao
no metaborreflexo, mas também estdo presentes na literatura cientifica estudos que
avaliam o comportamento do metaborreflexo em diferentes populacdes e doencas,

apresentados nas sessoes a seguir.

2.3 RESPOSTAS DA ATIVACAO METABORREFLEXA

Em 1991, o grupo de Seals e colaboradores observaram premissas basicas sobre

a ativacdo do metaborreflexo. Segundo o estudo, o padrdo e a magnitude da resposta
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metaborreflexa dependem da influéncia de numerosos fatores como intensidade,
duragdo, tipo do exercicio (ritmico ou isométrico), tamanho da massa muscular
envolvida e nivel de condicionamento fisico dos participantes. Além disso, 0 aumento
da resposta da atividade nervosa simpatica muscular (ANSM) também foi relacionada
ao acumulo de noreprinefrina no plasma venoso, a glicogenoélise, acimulo celular de
hidrogénio e mudangas na resisténcia vascular periférica durante a ativagdo do
metaborreflexo. Adicionalmente, a progressdo da fadiga muscular também foi
relacionada elevagdo da ANSM (54).

Em 1999, Illeamo e colaboradores aprofundaram as investigagdes sobre os
efeitos da massa muscular e da intensidade da contracdo sobre o metaborreflexo e
identificaram que a combinacdo de maior massa muscular e maior intensidade de
contracdo muscular gera uma resposta mais eficiente na ativagdo desse reflexo (55). Um
ano apos, Cornett e colaboradores aprofundaram esta pesquisa e confirmaram a hipotese
de que exercicios de alta intensidade, que utilizam fibras de contragdo rapida e lenta, sdo
mais eficientes em ativar o metaborreflexo do que exercicios de baixa intensidade. O
grupo também verificou que a intensidade do exercicio teve grande efeito sobre a
magnitude das respostas na PA, porém foi independente das mudancas de fluxo
sanguineo local (56).

Com o avango das metodologias e investigacOes sobre o assunto, outros
parametros sistémicos e cardiovasculares também foram identificados como mediadores
da resposta pressorica ao exercicio. Crisafulli e colaboradores, ao submeterem
individuos saudaveis a exercicios isotdnicos (57) e aerdbicos (corrida em esteira) (58),
observaram que ocorreu aumento da contratilidade miocardica e do volume sistélico
durante a ativacdo do metaborreflexo em exercicios de alta intensidade, enquanto que
nos exercicios de baixa intensidade a ativagdo desse reflexo teve como resposta apenas
0 aumento da vasoconstri¢cao. Ja, McNulty e cols demonstraram que o volume sistélico
permanece inalterado durante a ativagdo metaborreflexa durante o exercicio isométrico
(59). Neste mesmo contexto, outra questao relevante que se observa na literatura sobre o
assunto ¢ que os estudos apresentam momentos de realizagdo da PECO bastante
discrepantes.Alguns autores realizam a PECO imediatamente apos término do exercicio
(60), outros segundos antes do final do exercicio (52), enquanto outros ja utilizam a
isquemia desde a realizagcdo do exercicio (61)mantendo-a quando o exercicio ¢ cessado

para avaliagdo seletiva do metaborreflexo como os demais.
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Em outro contexto,Davies e colaboradores, em pesquisas mais recentes,
investigaram a distensibilidade das grandes e médias artérias durante a ativagdo deste
reflexo, verificando que durante o exercicio isométrico ocorre aumento da elastancia de
artérias de grande calibre e o enrijecimento da arvore sistémica arterial periférica para
compensar estas alteragdes (62). Adicionalmente, Lydikis e colaboradores observaram
que a vasculatura pulmonar ¢ sensivel a excitacdo simpatica muscular mediada pelo
metaborreflexo, pois as elevagdes da pressao sistdlica da artéria pulmonar relacionadas
ao exercicio isométrico foram sustentadas durante a ativagdo seletiva do
metaborreflexo, o que indicou vasoconstri¢ao pulmonar durante este momento (63).

Sendo assim, observa-se que os efeitos hemodindmicos da ativagao do
metaborreflexo e sua interagdo com demais vias regulatorias da resposta fisiologica
estdo claramente descritos. Porém, os efeitos em longo prazo da ativagdo exacerbada ou
atenuada deste reflexo que ocorrem em populagdes ndo saudaveis ainda nao sdo claros.

Estudos clinicos tém demonstrado que, em individuos saudaveis, o aumento da
contratilidade miocérdica, volume de ejegao e pressao de enchimento cardiaco devido a
vasoconstricdo esplancnica e venoconstricdo periférica impulsionam o volume de
sangue para a circula¢do central reforcando a pré-carga cardiaca em situagdes que ha
reserva cardiaca disponivel. Desta forma, infere-se que no cenario patolégico quando
ndo ha reserva cardiaca disponivel, a resposta depende apenas da vasoconstricao
periférica, o que em longo prazo parece aumentar a resisténcia vascular sistémica

permanentemente (10).

2.4 METABORREFLEXO EM DIFERENTES POPULACOES

Os estudos que avaliam a ativacdo metaborreflexa em populagdes saudaveis com
diferentes caracteristicas estdo apresentados na tabela 1. Neste contexto pode-se
observar que a ativacdo metaborreflexa esta preservada em idosos com envelhecimento
saudavel e em mulheres independentemente da fase menstrual, e exacerbada em

mulheres pds-menopausa e em individuos que tiveram baixo peso ao nascer.
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Tabela 1- Publicagdes que avaliaram o metaborreflexo em populagdes saudaveis

Ativacao do

Referéncia Ano  Amostra Controle
Metaborreflexo
Roseguini, BT (64) 2007 13 idosos 14 jovens Preservada nos idosos
11 Preservada nas mulheres
‘ 10 homens )
Jarvis, SS (14) 2011  mulheres ' independente da fase do
' saudaveis _
saudaveis ciclo menstrual
15
. mulheres 15 mulheres pré-  Exacerbada em mulheres
Choi, H (65) 2011 .
pOs- menopausa pOs-menopausicas
menopausa
Greaney, JL (66) 2013 9 idosos 10 jovens Preservada em idosos
23 . .
o 23 individuos
individuos Exacerbada no grupo de
) _ com peso normal )
Chifamba, J (67) 2015 com baixo ‘ baixo peso ao
a0 nascimento ‘
peso ao nascimento
nascimento

J& na tabela 2 estdo presentes os estudos que avaliam a ativagdo metaborreflexa

em diversos cenarios de doengas. Em sintese, o metaborreflexo apresenta-se exacerbado

entre as populacdes de criancas obesas, adultos hipertensos e na insuficiéncia cardiaca

cronica (ICC). Todavia, em mulheres obesas e pacientes com doenca pulmonar

obstrutiva cronica (DPOC) apresenta-se atenuado.
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Tabela 2- Publicagdes que avaliaram o metaborreflexo em populagdes nao saudaveis

Referéncia Ano Amostra Controle Ativagao do
Metaborreflexo
Sterns, DA(68) 1991 P a;cgéntes 8 saudaveis Atenuada em ICC
10 pacientes (. Preservada em
Shoemaker, JK (69) 1998 1CC 9 saudaveis 1CC
40 mulheres 15 mulheres Ate:ggifs em
Negrao, CE (52) 2001 obesas eutroficas
normotensas
normotensas normotensas
) 14 pacientes L Exacerbada em
Notarius, CF (70) 2001 1CC 10 saudaveis 1CC
. . 9 Homens com 9 homens Exacerbada no
Crisafulli, A (71) 2007 ICC saud4veis grupo ICC
Roseguini, BT(13) 2008 16 adultos com 13 homens Atenuada em
DPOC saudaveis DPOC
. 14 criangas 13 criangas Exacerbada em
Dipla, K (72) 2010 com obesidade sem obesidade criancas obesas
15 adultos
: 23 Exacerbada em
Delaney, EP(73) 2010 hipertensos NOMMOtEnsos hipertensos

DPOC: doenca pulmonar obstrutiva cronica; ICC: insuficiéncia cardiaca cronica;

Neste contexto, alguns resultados apresentam-se conflitantes, principalmente nos

estudos sobre ICC. Atualmente, acredita-se que ha exacerbacdo do metaborreflexo nesta

doenga, pois os estudos que apresentam esta resposta possuem superioridade dos

métodos de avaliagdo empregados e melhor qualidade metodologica e também

conforme observado em revisdes narrativas sobre o assunto de autores importantes nesta

area (10, 26). Além disso, o estudo mais recente sobre a ativagdo do metaborreflexo em

pacientes com ICC ¢ o de Antunes-Corréa, em 2014. Este estudo, apesar de ndo
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comparar os pacientes com ICC com controles saudaveis, sugerem que a elevada
resposta da ativacdo nervosa simpatica muscular ao exercicio isométrico ¢ também
durante a oclusao circulatéria reflete a exacerbagao da ativacdo metaborreflexa nesta
populacao (53).

Interessantemente, apesar de apresentarem resultados diferentes sobre
exacerbacgdo ¢ atenuacao da ativagao metaborreflexa as conclusdes de todos os estudos
apresentados na tabela 2 sempre sugerem a hipdtese de que tais alteragdes na ativagao
metaborreflexa podem reduzir o nivel de tolerancia destes individuos doentes a pratica
do exercicio fisico.

Em pacientes com insuficiéncia cardiaca, por exemplo, a exacerbacdo do
metaborreflexo leva ao acumulo precoce de metabolitos musculares que ¢ percebido,
por estes pacientes, como fadiga muscular (11). Além disso, estudos sugerem uma forte
correlacdo entre deple¢do de massa muscular e hiperativacdo do metaborreflexo (74), e
que as alteragcdes musculoesqueléticas em particular tém demonstrado maior correlagao
com a intolerancia ao exercicio do que as medidas de fun¢do ventricular esquerda
(60).Neste contexto, sugere-se que a hipdtese muscular ligada a progressao da sindrome
da insuficiéncia cardiaca pode estar altamente relacionada efeitos periféricos causados
por esta exacerbagdo da resposta metaborreflexa. Além disso, estes autores indicam que
em longo prazo, a vasoconstri¢gdo periférica e taquicardia reflexas ao exercicio para
manter a PA adequada, podem gerar vasoconstricdo persistente, inflamagdo e necrose,
sendo que estes efeitos sdo responsaveis por alterarem o funcionamento de todos os
orgdos, em especial rins, pulmdes e musculos esqueléticos (10). Enquanto isso, os
estudos que apresentam populacdes com a ativagao metaborreflexa(13, 60, 75) atenuada
sugerem que esta resposta pode limitar o exercicio devido a ndo redistribui¢cdo do fluxo
sanguineo durante o exercicio, causando fadiga muscular precoce nos membros ativos
provocada pela falta de oxigenag¢do e grande quantidade de metabdlitos locais nao

recolhidos.

2.5 ESTIMULACAO ELETRICA NEUROMUSCULAR

A EENM tem sido amplamente adotada na pesquisa € na pratica clinica como
um método de preservacdo e/ou recuperagdo funcional tanto para individuos saudaveis

como para individuos com alguma disfun¢do muscular, assim como para treinamento,
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buscando melhora do desempenho muscular. Estudos tem utilizado esse recurso em
diversas situagcdes como: pré e pos-intervengdes cirurgicas ortopédicas (76), tratamento
p6s acidente vascular cerebral (77), portadores de insuficiéncia cardiaca (78) ou doenga
pulmonar obstrutiva crénica (79), mas também em atletas (80) e astronautas (81).

Na EENM, a estimulacdo neuromuscular ¢ feita através de uma corrente elétrica
bifasica, gerada por aparelho especifico, que causa contragdes musculares, e a partir da
determinagdo da frequéncia aplicada também se pode definir o tipo de fibra
preferencialmente estimulado (82). Algumas questdes diferem a contracdo muscular
gerada pela EENM do exercicio voluntario. Sabe-se que o recrutamento de unidades
motoras através da EENM segue padrao nao seletivo. A EENM aparentemente pode
ativar unidades motoras maiores (de contracdo répida) em adi¢do a unidades motoras
pequenas (de contragcdo mais lenta) mesmo a baixos niveis de for¢a. Ja o recrutamento
realizado durante a contragdo voluntaria segue o principio do tamanho, ou seja,
unidades motoras pequenas sdo recrutadas primariamente em relagdo a unidades
motoras maiores. (83).

Outras caracteristicas como o recrutamento temporal e espacial também sio
diferentes durante a contragdo através da EENM e da contracdo voluntaria. A EENM
promove o recrutamento temporal de forma sincronizada e o recrutamento espacial é
superficial, ou seja, as fibras musculares respondem com contracdo tetanica a um
estimulo de mesma frequéncia e as fibras mais superficiais s3o mais ativadas (por
estarem mais proximas aos eletrodos de estimulo), respectivamente. J& durante a
ativacdo muscular voluntdria as unidades motoras sdo recrutadas temporalmente em
assincronismo (frequéncia de estimulos ndo ¢ constante) e espacialmente de forma
dispersa em relacdo a sua posicdo no musculo (ndo necessariamente as fibras mais
superficiais se contraem seletivamente) (17). Outra caracteristica importante sobre o
recrutamento ¢ que a EENM apresentas custos metabolicos elevados para gerar a
contragdo muscular, ou seja, comparativamente a EENM causa maior ¢ mais rapida
fadiga para realizar contragdes da mesma intensidade que a ativacao voluntéria (84).

Os resultados dos efeitos da EENM ja foram testados em diversas populacdes e
situacdes. Resumidamente, foram encontrados na literatura os efeitos de aumento de
for¢a e de poténcia muscular tanto nos pacientes incapazes de realizar o exercicio de
forma convencional (85) , como na utilizagdo da EENM como adjuvante do treinamento
fisico (76). Em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica a EENM demonstrou

resultados interessantes quando usada no treinamento periférico (musculo quadriceps).
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Além de melhorar a tolerancia ao exercicio destes pacientes, reduziu a hiperinsuflagao
dinamica e respostas inflamatérias e aumentou concomitantemente a funcao
vasodilatadora. Desta forma, observa-se que a EENM pode interferir em medidas de
funcionalidade, sintomatologia, qualidade de vida e fung¢do fisioldgica destes pacientes
(86).

Respostas importantes como essas sdo apresentadas também entre
pacientescriticos ou com insuficiéncia cardiaca. Maffiulettie cols. € Wageck e cols. em
revisdes sistemdticas demonstraram que a EENM quando adicionada ao tratamento
padrdo da unidade de terapia intensiva (UTI) provou ser mais eficaz do que apenas o
tratamento usual sozinho na prevencdo da fraqueza muscular esquelética promovendo
manuten¢do da massa e da forca muscular em pacientes criticamente enfermos da UTI
(87, 88). Na insuficiéncia cardiaca a EENM apresentou efeitos como a inversdo da
miopatia esquelética caracteristica da doenca, aumentando a for¢a e a resisténcia
muscular diretamente e indiretamente através da atenuagdo da resposta neuro-hormonal
e correcao parcial da disfuncdo endotelial apresentada nestes pacientes. Em revisao
sistemdtica, para este mesmo grupo de pacientes, quando comparados a controles,
observou-se que a EENM promoveu um aumento do consumo de oxigénio de pico, e
quando comparado ao exercicio aerébio foi observado um ganho semelhante entre as
duas intervengdes na forca muscular e na distancia percorrida no teste de caminhada de
seis minutos (78).

Todavia, neste contexto da estimulagdo elétrica ndo foram encontrados na
literatura estudos que avaliam o comportamento do metaborreflexo durante a utilizagdo
da EENM. No contexto da eletroterapia apresentam-se apenas os estudos de Vieira (18)
e Santos (19) que utilizaram terapias de eletroestimula¢do semelhantes 8 EENM, porém
com efeitos terapéuticos diferentes. O primeiro autor e seus colaboradores (18)
utilizaram a corrente de baixa frequéncia, denominada estimulagdo elétrica nervosa
transcutdnea (TENS), durante a ativagdo do metaborreflexo em jovens e idosos
saudaveis. Comparada 8 EENM a TENS geralmente ¢ aplicada com intensidade a nivel
sensorial com intuito de causar analgesia. J4 a EENM ¢ aplicada a nivel motor gerando
tempos de contragdo (Ton) e tempos de relaxamento (Toff) com pardmetros especificos
para causar contracao e fortalecimento muscular (87). Ao aplicar a TENS na regido
ganglionar referente & inervacdo dos membros superiores, ¢ realizar a medida da
ativacdo metaborreflexa induzido pelo exercicio de preensdo manual, o grupo verificou

que houve redugdo das respostas de PA, vasoconstricio e, consequentemente, do
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metaborreflexo em individuos saudaveis jovens e idosos durante o exercicio isométrico.
Ja Santos e colaboradores aplicaram em voluntdrios saudaveis a corrente interferencial,
de média frequéncia, que assim como a TENS gera efeitos analgésicos e concluiram que
a aplicagdo desta corrente atenua a elevacdo da PA e vasoconstricio gerada pelo

metaborreflexo durante o exercicio (19).
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3. JUSTIFICATIVA

O metaborreflexo, tema recorrente de diversas pesquisas internacionais e de
nosso laboratorio, pode gerar importantes alteragdes no comportamento do fluxo
sanguineo em membros ndo utilizados durante o exercicio fisico. Em individuos
saudaveis, esta redugdo de fluxo leva a respostas cardiovasculares importantes para o
sustento da atividade fisica, como o aumento da pressdo arterial e do débito cardiaco.
Porém, este reflexo pode levar a diversas alteracdes na estrutura muscular destes
membros que sdo privados de irrigacdo sanguinea durante a atividade de demais
membros.

A EENM vem sendo uma boa alternativa para pacientes que nao conseguem
realizar exercicios fisicos convencionais devido ao seu estado geral de limitagcdo as
atividades fisicas propostas, porque o treinamento muscular é realizado sem imposi¢@o
de uma sobrecarga cardiaca e respiratoria durante a sua realizagdo e ainda por
apresentar efeitos locais semelhantes ao exercicio convencional. Entretanto, ndo existem
na literatura estudos que avaliaram o comportamento especifico do metaborreflexo
durante a realizacdo da EENM. Desta forma, justifica-se a realiza¢do desse estudo que
tem como objetivo avaliar o comportamento do metaborreflexo durante uma sessdo de
EENM comparado ao exercicio fisico convencional isométrico em individuos
saudaveis, para posteriormente investigar o efeito dessa terapia em pacientes que
possuem baixa tolerncia ao exercicio fisico convencional, como os individuos com

insuficiéncia cardiaca.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Avaliar o comportamento do metaborreflexo induzido pela EENM de membros
superiores ¢ inferiores de individuos saudaveis e compara-los com os efeitos

provocados pelo exercicio isométrico nestes mesmos grupos musculares.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da EENM sobre o metaborreflexo dos membros superiores e
inferiores em individuos saudaveis.

Avaliar os efeitos do exercicio isométrico sobre o metaborreflexo de membros
superiores e inferiores de individuos saudaveis.

Avaliar se existe diferenca entre as respostas do metaborreflexo frente a
aplicacdo de EENM e a realizagdo de exercicio isométrico entre os musculos do

membro superior e inferior de individuos saudaveis.
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Abstract

Introduction: NMES induces greater local muscle metabolic demand than
voluntary isometric contractions. Since metabolic accumulation is essential to activate
muscle metaboreflex, we hypothesize that NMES may induce metaboreflex responses.
Objective: To evaluate hemodynamics responses and the possibility of metaboreflex
activation induced by NMES session in upper and lower limbs compared with isometric
exercise of healthy individuals. Methods: All participants performed two NMES
protocols (frequency = 20 Hz, pulse duration = 500 us and overload of 1 Kg), one in the
upper limbs (NMES/UP) and the other in the lower limbs (NMES/LL), and an isometric
exercise protocol (IE) in upper limbs at 30% maximal voluntary contraction. Mean

blood pressure (MBP) and heart rate (HR), blood flow (BF) and peripheral vascular
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resistance (VR) at baseline, during the interventions (NMES or IE) and recovery periods
with and without post-intervention circulatory occlusion (PICO+ and PICO-,
respectively) to evaluate selectively metaboreflex response. Results: Twelve healthy
subjects, 47.7£9.4 years, 13 women, body mass index 26+3.4 kg/m2 was included.
MBP and HR increase during NMES/UP and IE. During circulatory occlusion in
NMES/UP and IE MBP remained elevated in PICO+ protocols whereas in PICO-
returned to baseline values. In NMES/LL no significant elevations were observed in
MBP during stimulation and post circulatory occlusion period. Muscle metaboreflex
control (AUC differences between in PICO+ vs. PICO- of the VR) was not different
between NMES/UP vs. IE (p=0.474) and between NMES/UP vs. NMES/LL (p=0.448).
Conclusions: NMES and IE induce metaboreflex activation, but the hemodynamic

responses differ between the interventions.

Keywords: metaboreceptors; blood flow; vascular resistance; functional

electrical stimulation.
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Introduction

Acute bouts of isometric exercises promote increases in sympathetic nerve
stimulation (1, 2) that induces peripheral vasoconstriction reducing blood flow in the
inactive limb, and consequently increasing blood pressure, heart rate (HR) and cardiac
output (3, 4). In part, these changes are determined by the activation of the metaboreflex
that occurs when oxygen delivery is insufficient to supply the local muscle demand
leading to an accumulation of local metabolites in active muscles (5-7). Thus,
metaboreflex activation promote reduction in the blood flow in splanchnic, renal, and
nonworking skeletal muscle vasculature and redirect blood flow to the exercising,
metabolically active skeletal to that exercise imposed load is supported (8).

Metaboreflex evaluation is possible using a simple technique of post-exercise
circulatory occlusion, which allows trapping of metabolites produced by muscle
contraction in the active member to maintain hemodynamic changes even after exercise
has ended (9). This reflex can be exacerbated, as is observed in heart failure (10), or can
be attenuated, as is observed in chronic obstructive pulmonary disease (11). These
changes have been associated with lower tolerance to exercise due to inadequate blood
flow redistribution for exercising muscles (12, 13). Different interventions, such as
exercise training (14) or transcutaneous electrical stimulation can affect the
metaboreflex response (15).

Neuromuscular electrical stimulation (NMES) is a valuable and well-tolerated
therapeutics for patients with reduced tolerance to exercise or those who exhibit early
fatigue during exercise (16, 17). This therapy is applied through surface electrodes that
reach motor fibers promoting an involuntary muscle contraction that can mimic
resistance exercise (18). When used regularly (training), increased strength (19)

endurance (20), functional capacity (21) and quality of life (22) are expected. Recently,
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it has been shown that NMES training promotes the reduction of muscle sympathetic
nerve activity and improves local blood flow in patients with decompensated heart
failure (14). Moreover, NMES is a safe therapy because blood pressure and heart rate
change slightly during (23, 24) and after (21, 25) application. However, NMES induces
greater local muscle metabolic demand than voluntary isometric contractions (26).
Since metabolic accumulation is essential to activate muscle metaboreflex, we
hypothesize that NMES may induce the metaboreflex in healthy subjects. The first aim
of this study was to investigate whether changes in blood flow and vascular resistance
differ between NMES and isometric exercise. Since training with NMES is usually
applied in lower limbs (17, 27) the second aim of this study was to investigate whether

metaboreflex activation induced by NMES differ between arms and legs.

Methods

Participants and study design

We conducted a randomized clinical trial crossover with healthy sedentary
subjects aged 35-62 years. Exclusion criteria were: previous cardiovascular or
neurological disease, cancer and vascular disorders, prominent varicose veins, self-
reported reduced peripheral sensitivity, and contraindications for practicing exercise.
All study procedures were approved by the institutional review board (CEP-HCPA,
number 14-0359) and registered on ClinicalTrials.gov (NCT02448030). All participants
signed an informed consent form before enrollment. Selection, evaluation and protocols
were performed at the Exercise Pathophysiology Laboratory of the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre between February and December 2015.

After enrollment, clinical and anthropometric evaluations were

performed. Then, subjects performed two NMES interventions, in the upper
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(NMES/UP) and lower limbs (NMES/LL), and an isometric exercise (IE) intervention
in the upper limbs. The protocols were performed during three visits to the laboratory.
In each visit, participants were submitted to each of the interventions (NMES/UP,
NMES/LL or IE) followed by circulatory occlusion (PICO+) or not (PICO-, control).
The interventions and the post-intervention procedures were performed in a random
order.

Interventions

Neuromuscular electrical stimulation: NMES was applied through an
electrical stimulator (Neurodyn II, Ibramed, Sdo Paulo, Brazil) on the wrist flexor and
knee extensor muscles for an evaluation of the upper and lower limbs, respectively. The
NMES parameters were: symmetrical biphasic pulsed current, frequency = 20 Hz, pulse
duration = 500 ps, ON time = 60s, OFF time = 1s, total stimulus time = 5 minutes in
PICO- interventions and in PICO+ total time was determined by participant tolerance
according to the Borg scale (28), but limited to 30 minutes duration. The intensity of the
NMES was individually adjusted at the maximum tolerated without the onset of pain,
aiming at total wrist flexion and knee extension. An overload of one kilogram was
added to the distal portion of the limb. Self-adhesive hypoallergenic electrodes (45 x 50
mm in upper limbs and 50 x 90 mm in lower limbs) were positioned at the motor point,
identified by muscle surface mapping (29).

Isometric exercise: Before performing the IE protocol, maximal voluntary
contraction (MVC) of the dominant arm in dorsal decubitus was determined in triplicate
with a handgrip (Jamar® Hydraulic Hand Dynamometer, Sammons Preston CO,
Bolingbrook, Illinois, USA) with an one-minute interval between evaluations (30).
Individuals were instructed to breathe normally, avoiding the Valsalva maneuver and

were verbally encouraged to achieve their greatest strength during each repetition. The
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IE protocol was performed with 30% of the MVC for three minutes (31, 32) in the same
position as the MVC evaluation. Participants were instructed to not compensate any of
the muscle and were verbally stimulated to maintain the strength during the entire time
of the intervention.

Metaboreflex selective activation

Metaboreflex selective activation was evaluated by PICO+, performed in the
active limb, in comparison to the control intervention, identified as PICO-. During
PICO+ interventions, a cuff was inflated in the proximal region of the NMES or IE
member 10 seconds before the protocol ended, and was maintained for three minutes
after the intervention. This maneuver isolates metabolites produced by muscle
contraction evoking muscle metaboreflex activation in response to intervention, in the
absence of mechanoreflex and central command (33, 34). A 20-min interval was
allowed between each intervention (PICO+/PICO-).

Randomization

All participants were randomized to NMES/UP or IE protocols and to PICO+
and PICO- interventions according to computer-generated sequences, which were
handled by a researcher who was not involved in the study, configuring the first and
second crossover parts of the study, respectively. The NMES/LL protocols were
performed one month later.

Outcomes and evaluations

Our primary outcome was the variation in peripheral vascular resistance that
characterizes reflex sympathetic activity during the metaboreflex selective activation to
maintain the pressure reflex. Blood flow, mean blood pressure (MBP), and HR

variations were secondary outcomes.
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Vascular resistance (VR): Forearm vascular resistance (FVR) and calf
vascular resistance (CVR) were calculated from the ratio between MBP (mmHg) and

blood flow (33).

Blood flow: The assessment of forearm blood flow (FBF) and calf blood flow
(CBF) were performed with venous occlusion plethysmography (35), during upper and
lower limb interventions, respectively (36). Prior to initiating the assessments and
interventions, all subjects were placed in dorsal decubitus and rested for 15 minutes
with the limb to be assessed positioned above the heart level to ensure adequate venous
drainage. Protocols (IE or NMES) were performed on the dominant limb and FBF/CBF
evaluation was performed on the contralateral limb. An unbiased investigator manually
analyzed all flow records.

Mean blood pressure and HR: Simultaneous records were performed using a
non-invasive oscillometric device (Dinamap®, Critkon, USA). Measurements were
performed minute-by-minute during rest, NMES/IE and PICO+/PICO- moments. The
cuff was positioned on the right lower limb during upper limb NMES/IE protocols and
in the right upper limb during NMES lower limbs protocols.

Statistical analysis and sample size

We performed a Shapiro-Wilk test to verify data normality. Data is presented as
means and standard deviations or median and interquartile ranges. Interventions were
compared by generalized estimation equations (GEE) and Bonferroni for the post-hoc
test. Hemodynamics data is presented in an estimated mean and standard error
calculated by GEE. Muscle metaboreflex control of blood flow and vascular resistance
was estimated by subtracting the area under the curve with circulatory occlusion
(PICO+) from the area under the curve without circulatory occlusion (PICO-). Muscle

metaboreflex control was compared between protocols by Student’s test-T for
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parametric data and by Friedman test for non-parametric data. Statistical significance
was accepted when P <0.05. Data was analyzed using SPSS Statistics for Windows
version 18.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

The sample size was calculated assuming a FVR reduction of 3.5 units and a
standard error of 3.8 units during isometric exercise, considering that NMES has a 75%

effect similar to the exercise, a statistical power of 80% and a type I error of 5%. (36).

Results

Twenty-six healthy volunteers were evaluated, and 20 completed all assessments
and were analyzed. The reasons for discontinuation/exclusion were: lack of time to
proceed with the evaluations (n = 3), moved to another city (n = 1) and use of new
medications that possibly would interfere in the analyses (n = 2). The characteristics of
the individuals included are presented in table 1. Duration of NMES application in
PICO + interventions was 10.5 (14.7-10.7) minutes in the upper limbs and 20.0 (17.2-
23.6) minutes in the lower limbs. No participant complained of significant pain or
discomfort during NMES or circulatory occlusion.

[Insert table 1]

Figure 1 shows results of MBP an HR during and after the interventions.

During the interventions NMES/UP (panel A) and IE (panel E) MBP increased 13%
(p<0.001) and 27% (p<0.001), respectively, while during NMES/LL (panel C) MBP
increased only in the fourth minute (I4) by 4.5% (p=0.008). In this same period the HR
increased 3.5% (p=0.032), 4.5% (p=0.010) and 14.6% (p<0.001) during NMES/UP
(panel B), NMES/LL (panel D) and IE (panel F), respectively.

[Insert figure 1]
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After the NMES/UP, during the metaboreflex evaluation (PICO+ vs. PICO-),
MBP increased steadily in PICO+, but not in PICO- (p<0.001, panel A), similarly to
what happened after IE (p<0.001, panel E), while after NMES/LL (panel C) MBP was
similar to the baseline. Heart rate was reduced in the first minute of PICO+ vs. PICO- (p
= 0.001) after NMES/UP (panel B), but did not change after NMES/LL (panel D) and
IE (panel E) at the same time.
Figure 2 shows results of FVR, FBF (NMES/UP and IE) CVR and CBF
(NMES/LL). During NMES/UP (panel A) FVR increased 23-36.7% (p= 0.007). This
increase also occurred during IE, by 33%, although with no statistical significance
(p=0.384, panel E). Interestingly, CVR during NMES/LL (panel C) increased around
23% (p<0.001). During NMES/UP (panel B) there was a reduction of 40% (p=0.001) in
FBF at the final minute of intervention in the protocols followed by PICO+ in relation
to protocols followed by PICO-, while during IE the reduction observed (4%) did not
reach statistical significance (p=0.348, panel F). During NMES/LL a CBF reduction of
13.6% (p=0.05, panel D) was observed.
[Insert figure 2]
During the selective activation of the metaboreflex after NMES/UP
(Figure 2, panel A) there was a sustained increase in FVR at the first minute (O1) and at
the second minute (O2) of the maneuver (p= 0.019 and p=0.005, respectively), when
comparing PICO+ vs. PICO- protocols. After the NMES/LL (panel C) there was an
increase in CVR at the first minute (O1, p=0.038). No significant changes in FVR were
observed during the metaboreflex activation after IE (panel E). An elevation in FBF at
the third minute of PICO+ vs. PICO- (panel B, p<0.001) was observed after NMES/UP.

After IE (panel F) the FBF remained similar to baseline (p=0.373). Conversely, after
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NMES/LL (panel D) CBF was reduced in the second minute of PICO+ vs. PICO- (p=
0.028).
Muscle metaboreflex activation was evaluated by the delta AUC

(differences between the PICO+ vs. PICO-) of the FVR, CVR, FBF and CBF. These
analyses were done in order to evaluate whether the muscle metaboreflex activation was
different between upper limbs protocols (NMES/UP vs. IE) and between upper and
lower limbs (NMES/UP vs. NMES/LL). No differences were observed between AUC of
the FVR on the upper limbs protocols (8.1 + 15.0 units vs. 5.25 + 11.9 units; p=0.474).
In addition, comparing FVR (NMES/UP) with CVR (NMES/LL), they did not differ
[8.1 (-3.0-14.7) units vS. 9.9 (-9.1-19.0) units; p=0.371]. Similarly, we did not find
differences in AUC of the FBF between upper limbs protocols [-0.6 (-0.8—1.4)
ml/min/100g vs. -0.03 (-0.9—1.2) ml/min/100g; p=1.000], or between FBF (NMES/UP)
and CBF (NMES/LL) [-0.6 (-0.8-1.4) ml/min/100g vs. -0.5 (-1.2-0.2) ml/min/100g;
p=0.180].

Discussion

This is the first study to evaluate the hemodynamic responses of NMES
followed by circulatory occlusion to determine activation of metaboreflex in healthy
subjects. The MBP and HR responses were different during PICO+ after NMES/UP,
NMES/LL and IE. However, similar changes were observed in the magnitude of the
metaboreflex activation between NMES and IE in upper limbs and between NMES in
upper and lower limb protocols. Moreover, during NMES/UP and IE the MBP, HR and
FVR were elevated, while FBF was reduced. These same results were also observed
during NMES/LL, but with a smaller magnitude.

Our results showed that both NMES/UP and IE determined metaboreflex

activation, eliciting similar responses, increasing FVR and decreasing FBF. This could
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be related to the accumulation of local metabolites, as demonstrated by Muthalib et al.
They showed that 10 seconds of maximal voluntary isometric contractions compared
with NMES at 30% MVC in the upper limbs similarly increases local muscle metabolic
demand in healthy subjects. On the other hand, Jubeau et al observed a greater
intracellular acidosis during NMES compared with isometric voluntary exercise
performed at same intensity, suggesting that metabolic demand in NMES is higher (26).
However, the MVC reached during NMES was not evaluated in our study and it is
possible that the intensity was not the same of that induced by IE.

During the PICO+ after NMES/UP and NMES/LL the VR was increased,
suggesting that metabolites produced by muscular contractions induced by NMES were
able to increase sympathetic drive causing peripheral vasoconstriction. Additionally,
during PICO+ after NMES/UP, MBP remained high due to vasoconstriction, but this
did not occur during PICO+ after NMES/LL interventions. In relation to lower limbs,
preview studies are in agreement with our results, reporting that NMES does not induce
increases in blood pressure of the healthy subjects when the vastus lateralis, vastus
medialis (37) and calf muscles (38) were stimulated, as well as the lower limbs of the
critically ill patients (23, 24). To our knowledge, only one previous study evaluated
blood pressure in upper limbs compared to lower limbs during NMES, in elderly and
young healthy subjects, showing higher blood pressure in upper limbs in relation to
lower limbs, which is in disagreement with our results. In this study, a possible
hypothesis that explains this difference between upper and lower limbs is the high
frequency of stimulation utilized for upper limb protocols and low frequency for lower
limbs (39).

Pulse frequency stimulation of the NMES is an important parameter because it

determines the main type of muscle fiber stimulated (40). For tetanic contraction of type



48

I muscle fibers to occur lower stimulus frequencies are needed, around 20 Hz, whereas
for type II fibers higher frequencies are necessary, around 30 to 50 Hz (41). Therefore,
high frequencies promote greater metabolic demand and consequently a greater
elevation in blood pressure induced by activation of the metaboreflex (42). In our study
the same frequency was applied for both interventions (20Hz) and MBP was increased
only in NMES/UP. Thus, apparently, these different responses in blood pressure
between the upper and lower limb protocols observed in our study may not be related to
the type of fiber stimulated. Hence, other alternative explanations emerge, such as the
location in which the efferent responses are evoked by upper and lower limbs, the
amount of nerve afferents per unit of muscle tissue, and the size of the muscular mass
involved in generating the cardiovascular response (9).

Finally, we observed that rise in MBP and HR during NMES was lower than that
induced by IE, although no statistical test was applied for this comparison. Additionally,
during the two first minutes of PICO+ a rise in the FVR and CVR and reduction in FBF
and CBF (sympathetic stimulus) were shown in NMES interventions, but were not
observed in IE. These results may suggest that during NMES the muscle afferents can
be partially blocked. This finding is in agreement whit studies by the Dempsey’s group
that showed reduced responses in blood pressure, HR and ventilation when group III
and IV afferents were blocked (43, 44).

The main limitation of our study was the different times of the protocols
between interventions. The NMES parameters were based on the clinical applicability
for rehabilitation (low frequency and large pulse width), but the ON time (60 seconds
contractions) and OFF time (1 second no contraction) were adjusted to mimic the IE,
and time application of the current was self-determined, implicating in a non-similar

stimulus evoked by NMES when compared to IE. Additionally, we did not evaluate the
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cardiac output and muscle sympathetic nerve activation that are frequently used to

evaluate metaboreflex activation.

Conclusion

Our study shows that NMES followed by circulatory occlusion induces
metaboreflex activation resulting in a reduction of blood flow (FBF and CBF) and an
increase in vascular resistance (FVR and CVR) in inactive muscles of arms and legs. In
addition, isometric exercise followed by circulatory occlusion increased MBP, but did
not change FBF and FBF. This data suggests that both NMES and isometric voluntary

exercise induces metaboreflex activation with different hemodynamic responses.

Clinical messages
e NMES induces similar metaboreflex activation to isometric exercise.

e NMES induces hemodynamics responses in MBP and HR of lower magnitude

than IE.
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Figure legends

Figure 1- Mean blood pressure (MBP, Panels A, C and E) and heart rate (HR,
Panels B, D and F) during NMES/UP (neuromuscular electrical stimulation in the upper
limbs), NMES/LL (neuromuscular electrical stimulation in the lower limbs) and IE
(isometric exercise) and after PICO+/PICO- protocols (post-intervention circulatory
occlusion or control occlusion - metaboreflex selective activation or placebo).

Baseline: mean of 3 minutes; I1: first minute of intervention (NMES or IE); 12:
second minute of intervention (NMES or IE); I3: third minute of intervention (NMES or
IE); 14: fourth minute of intervention (NMES); IF: final minute of intervention (NMES).
Data are means and standard errors; ¥<0.05 during NMES/UP or NMES/LL or IE vs.
baseline; *p<0.05 PICO+ vs. baseline; #p<0.05 PICO- vs. baseline; 1p<0.05 between
PICO+ vs. PICO;

Figure 2- Forearm vascular resistance (FVR, Panels A and E), calf vascular
resistance (CFV, panel C), forearm blood flow (FBF, Panels B and F) and calf blood
flow (CBF, panel D) during NMES/UP (neuromuscular electrical stimulation in the
upper limbs), NMES/LL (neuromuscular electrical stimulation in the lower limbs) and
IE (isometric exercise) and after PICO+/PICO- protocols (post-intervention circulatory
occlusion or control occlusion - metaboreflex selective activation or placebo).

Baseline: mean of 3 minutes; I1: first minute of intervention (NMES or IE); 12:
second minute of intervention (NMES or IE); 13: third minute of intervention (NMES or
IE); 14: fourth minute of intervention (NMES); IF: final minute of intervention (NMES).
Data are means and standard errors; ¥<0.05 during NMES/UP or NMES/LL or IE vs.
baseline; *p<0.05 PICO+ vs. baseline; #p<0.05 PICO- vs. baseline; tp<0.05 between

PICO+ vs. PICO;
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Table 1- Characteristics of subjects

Variables Subjects (n=20)
Age (years) 47.7+9.4
Gender, female — n 13 (65)

(%)

Weight (Kg) 75.1+114
BMI (Kg/m?) 26.8 +3.4
SBP (mmHg) 121.2£15.0
DBP (mmHg) 749+ 11.2
MBP (mmHg) 91.7+13.2
HR (bpm) 742+7.3
MVC 38.2+9.2

Data are presented as mean and standard deviation. BMI= Body
mass index; SBP =systolic blood pressure; DBP=diastolic blood
pressure; MBP= mean blood pressure; HR= heart rate; MVC=

maximal voluntary contraction.
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Figure 1
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Figure 2

A

= #- IEPICO-

e [E PICO+

= #= NME S/PICO-

=——NME S/ PICO+

m;
= |
S
[— N —]
[
— m
I i
i B
....................................... | Bt B
>
> =
m =
S >h ﬁ
(] m .
T T T T T T T T T T
1M S o Wnon oW S
WM Tl O O
J-umr g ) g€,
o 1
=
B mr
w
4 3
P A
B e i e i e o TSN ) et e g DU OIS o | | L LA |
]
— -
S
S Bl
w 3
=] i3
“
.ﬂ 5

R S el ool
S S v G
o=t o o el

(1-umr =gy gl

T
=]
o

12 I3 01 02 O3

11

02 03

IF 01

1 12 13 14

B

I4 IF O1 02 03

I3

I 12

B



61

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta dissertagdo indicam que os mecanismos envolvidos para a
manutencdo da resposta pressorica durante a ativagdo seletiva do metaborreflexo induzidos
pela EENM comparados do EI foram diferentes. Surpreendentemente, em membros
superiores, ao final do momento de ativagdo seletiva do metaborreflexo o fluxo sanguineo no
membro contralateral da EENM apresentava-se elevado em comparacdo aos controles,
resposta esta ndo observada no grupo EI. Estes achados importantes nos levam a acreditar que
uma resposta semelhante possa ocorrer durante o uso desta terapia em outros pacientes
portadores de doengas metabolicas ou cardiovasculares, em especial na insuficiéncia cardiaca,
em que os efeitos da ativacdo metaborreflexa ja estdo bastante descritos na literatura. Além
disso, outras avaliagdes como o débito cardiaco e ativagdo nervosa simpdatica da musculatura
poderiam explicar de forma mais precisa estes mecanismos de manutengdo da resposta
pressorica.

Adicionalmente, outras hipoteses surgiram frente aos resultados observados em
membros inferiores, que poderdo ser explorados em futuros estudos. Como: os mecanismos
que causaram a nao elevagao da frequéncia cardiaca e da PAM durante a EENM poderiam ser
explicadas pela avaliagdo do controle autondomico e da ativacdo nervosa simpatica

neuromuscular?



