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RESUMO

Introducdo: A ultrassonografia ¢ utilizada para estudar o movimento diafragmatico, mas, até
onde sabemos, os padrdes de respiracao diafragmatica sob carga resistiva permanecem pouco
documentados; propusemos examinar as caracteristicas ultrassonograficas da cinética
diafragmatica durante diferentes cargas resistivas inspiratorias. Objetivo: Analisar a espessura
e a mobilidade do diafragma sob dois regimes de carga (baixa e alta) e dois dispositivos de
treinamento muscular inspiratério (TMI) em individuos com insuficiéncia cardiaca (IC).
Método: Este ¢ um ensaio clinico randomizado do tipo cruzado. Avaliamos a fun¢ao pulmonar,
espessura e a mobilidade do diafragma de 17 pacientes com IC. A carga muscular inspiratoria
foi ajustada em 30 e 60% da PImax (Pressdo inspiratéria maxima); ¢ a avaliagdo
ultrassonografica das variaveis diafragmaticas foram feitas em tempo real durante o uso dos
dispositivos de TMI por meio de duas janelas acusticas. Esses foram randomizados em dois
grupos: Grupo I, carga de mola linear (CML) com POWERbreathe® Plus; e Grupo II, carga de
fluxo conico-resistivo (FCR) com POWERbreathe® KH2. Resultados: Encontramos aumento
significativo na espessura do diafragma em relagdo as duas intensidades de carga com um
aumento maior sob a alta intensidade, similarmente nos dispositivos CML e FCR. A mobilidade
foi significativamente maior apenas em uma carga de alta intensidade com o dispositivo FCR,
embora a PE tenha sido significativamente maior durante o CML. Valores basais da espessura
do diafragma foram moderadamente correlacionadas com PIméx, PEmax e capacidade vital
forcada. Conclusdo: Diferentes cargas resistivas inspiratorias produziram aumento na
espessura e mobilidade do diafragma. A mobilidade diafragmatica foi crescente nas diferentes
cargas, e demonstrou diferenga entre os dispositivos, na carga alta. A espessura diafragmatica
mostrou associagdo entre as varidveis forca muscular respiratoria e fungdo pulmonar e a

percepcao do esforco (PE) foi evidenciada no treinamento com CML.

Palavras-chaves: Ultrassonografia; Diafragma; Insuficiéncia cardiaca; Treinamento Muscular

Respiratorio



ABSTRACT

Background: Ultrasonography is used to study diaphragmatic motion, but, to our knowledge,
diaphragmatic breathing patterns under resistive load remain poorly documented; we proposed
to examine the ultrasonographic characteristics of diaphragmatic kinetics during different
inspiratory resistive loads. Objective: To analyze diaphragm’s thickness and mobility under
two load regimes (low and high) and two inspiratory muscle training devices (IMT) in subjects
with heart failure (HF). Method: This is a randomized cross-over clinical trial. We evaluated
the pulmonary function, thickness and diaphragmatic mobility of 17 patients with HF. The
inspiratory muscle load was adjusted in 30 and 60% of MIP (Maximum Inspiratory Pressure);
and the ultrasonographic evaluation of the diaphragmatic variables were made in real time
during the use of IMT devices by means of two acoustic windows. These were randomized into
two groups: Group I, mechanical threshold loading (MTL) with POWERbreathe® Plus; and
Group II, electronic tapered flow resistive loading (TFRL) with POWERbreathe® KH2.
Results: We found significant increase in diaphragm thickness regarding the two load
intensities with a higher increase under the high-intensity, similarly in both MTL and TRFL
devices. Mobility was significantly higher only at a high-intensity load with TFRL device,
although the RPE was significantly higher during MTL. Diaphragm thickness at baseline was
moderately correlated with MIP, MEP, and forced vital capacity. Conclusion: Different
inspiratory resistive loads produced an increase in the thickness and mobility of diaphragma.
The diaphragmatic mobility was increased in the different loads, and showed a difference
between the devices, in the high load. The diaphragmatic thickness showed an association
between respiratory muscle strength and pulmonary function, and the Rated Perceived

Exertion (RPE) was evidenced in training with MTL.

Key words: Ultrasonography; Diaphragm; Cardiac Failure; Respiratory Muscle Training
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1 INTRODUCAO

Na insuficiéncia cardiaca cronica (ICC), reconhece-se que a disfungdo generalizada do
musculo esquelético pode resultar na diminuicdo da forca e resisténcia dos musculos
respiratorios (1,2) esses fatores implicam nos principais sintomas relatados pelos pacientes,
como fadiga muscular e dispneia, assim como, no progndstico da doenga (3,4). Atualmente, a
prescricdo de resisténcia inspiratoria a prevengdo e ao tratamento dessas complicacdes
predispde a inclusdo do estudo dos movimentos diafragmaticos como um importante fator
contribuinte para os padrdes respiratdrios frente a carga resistiva (5,6).

Nos ultimos anos, a ultrassonografia de modo B tem sido amplamente utilizada como
método ndo invasivo para avaliar o movimento do diafragma, e esses estudos demonstraram a
capacidade do ultrassom (US) em quantificar e qualificar a fungdo diafragmatica de diversas
populacdes (5-9). Além disso, tem sido descrito como uma ferramenta sensivel e especifica
para o diagnostico da disfungdo do diafragma (10), para a avaliagdo da for¢ca do musculo
inspiratorio (11,12) e, correlagdes com volumes e capacidades pulmonares (5,9). Em pacientes
com insuficiéncia cardiaca (IC), alguns estudos confirmaram que a disfuncdo do diafragma,
avaliada pelo US, esta relacionada a fraqueza muscular inspiratoria, predizendo a intolerancia
ao exercicio em pacientes com IC (13).

Diferentes métodos de treinamento muscular inspiratério (TMI) tém sido utilizados para
melhorar a forca muscular inspiratoria (2,14). Entretanto dentre as possibilidades de diferentes
cargas inspiratorias e diferentes modalidades de exercicios, como estatico e dindmico, assim
como os efeitos agudos e cronicos, permanecem pouco documentados (7). Hipotetizamos que
os exercicios inspiratdrios dindmicos por meio da carga fluxo conico-resistivo (FCR) podem
produzir maior ativagdo do musculo diafragma por aumentar gradualmente a pressao ao final
do ciclo inspiratdrio, sugerindo um maior recrutamento de fibras contrateis (15); enquanto a

pressdo permanece constante no exercicio estatico por meio do CML, sem acomodar ajustes
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dentro do ciclo respiratério (2,13). A cinética diafragmatica durante o uso de diferentes tipos
de dispositivos inspiratorios nao foi quantificada em estudos anteriores, e seu reconhecimento
pode contribuir para uma melhor compreensao dos efeitos mecanicos dos dispositivos e suas
indicagdes na pratica clinica.

Considerando que o esfor¢co necessario para o musculo diafragma sob CML e FCR ¢
diferente, um ajuste de carga mais preciso pode ser necessario para otimizar o protocolo de
TMI. Portanto, uma melhor compreensao das respostas agudas sob essas diferentes condigdes
ajudard a entender a atividade do diafragma.

O objetivo do nosso estudo foi analisar os efeitos agudos sob dois regimes de cargas
resistivas inspiratorias (baixa e alta) na espessura do diafragma, na mobilidade e na percepcao
do esfor¢o (PE), em individuos com IC usando o US em modo B. Esse estudo apresenta
implicagdes clinicas ndo s6 por adicionar a nossa compreensdo da fun¢do do diafragma em
individuos com IC, mas também fornecera padrdes ultrassonograficos de movimento
diafragmatico sob carga resistiva em condi¢des patologicas disponiveis para comparagdo com

condi¢des saudaveis do movimento do diafragma.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Analisar a espessura e mobilidade do diafragma sob dois regimes de carga (baixa e alta) de
treinamento muscular inspiratério (TMI), por meio de diferentes dispositivos, em individuos

com insuficiéncia cardiaca (IC).

Objetivos Especificos

e Descrever medidas da espessura e mobilidade do diafragma de pacientes com IC;

e Comparar duas intensidades de TMI frente as variaveis ultrassonograficas do diafragma
de pacientes com IC;

e Comparar dois dispositivos para TMI, por meio de variaveis ultrassonograficas do
diafragma de pacientes com IC;

e Avaliar a percepcdo de esforco em relacdo a diferentes intensidades de TMI e
dispositivos de pacientes com IC;

e Avaliar a espessura e mobilidade diafragmatica e suas associagdes em relacdo a forga e

fun¢do pulmonar de pacientes com IC;

2  MATERIAIS E METODOS

2.1 DELINEAMENTO E POPULACAO DO ESTUDO

Este estudo ¢é caracterizado como um ensaio clinico randomizado do tipo cruzado,
envolvendo 17 individuos com o diagnoéstico clinico de IC. Os pacientes foram recrutados por
amostragem e selecionados no Laboratorio de Biofisica e Fisiologia (Universidade de Brasilia,
Brasilia, Brasil) de mar¢o a junho de 2018. Estes foram avaliados por meio de questionario
padronizado para caracteristicas pessoais e demograficas, seguido de avaliacdo antropométrica

e clinica.
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Foram elegiveis pacientes com idade > 20 anos e com fra¢do de ejecdo < 50%. Foram
excluidos os participantes com insuficiéncia cardiaca descompensada, tabagista, com doenga
neurodegenerativa, e aqueles que apresentaram dificuldades em compreender e executar a
técnica aplicada no estudo.

Este estudo seguiu as recomendagdes do CONSORT (16) e foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Fundagdo Universidade de Brasilia (CAAE 67204717.7.0000.8093).
Todos os pacientes foram informados sobre o protocolo do estudo e assinaram o termo

consentimento livre esclarecido.

2.2 MEDIDAS DE AVALIACAO
2.2.1 Avaliagdo clinica, fisica e antropométrica

Todos os individuos foram submetidos a uma avaliagdo prévia da fun¢ao pulmonar. Dados
clinicos também foram coletados, como sexo, idade, indice de massa corporal (IMC),
densitometria computadorizada por radioldgica de dupla energia (DEXA) % massa muscular
€% massa gorda), New York Heart Association (NYHA), fragdo de eje¢do ventricular esquerda
(FEVE), a partir de registros fisicos para caracterizacdo da amostra.

Ao exame fisico, foi avaliado: pressado arterial sistdlica (PAS), pressdo arterial diastolica
(PAD) e frequéncia cardiaca (FC), aferidos pelo monitor de Pressao Arterial Automatico HEM-
7200 (OMRON Helthcare, Sao Paulo, SP, Brasil), frequéncia respiratdria (FR) e saturacdo de
oxigénio (SatOz).

Para avaliacdo antropométrica, foi aferido o peso e a altura por meio de uma balanga
mecanica tipo plataforma convencional (Welmy W200/5%, Santa Barbara d’Oeste, SP, Brasil).
Foi solicitado aos participantes que retirem os sapatos € permane¢cam com a menor quantidade

de roupa possivel, mantendo-se no centro da balanga em posi¢do ortostatica com os bracos ao
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longo do corpo. Para o diagnéstico do estado nutricional dos individuos foi utilizado o Indice
de Massa Corpdrea [Peso (kg)/Altura (m?)].

Para avaliacdo da composiciao corporal foi realizada o DEXA, modelo DPX-1Q #5781
(Lunar Radiation, Madison, WI). Feita a calibragdo do aparelho, conforme instru¢des do
fabricante, posicionasse o paciente em decubito dorsal sobre a mesa, em espago delimitado por
linhas. Um mapeamento do corpo ocorre por aproximadamente 12 minutos, € por meio de um
software especializado a reconstru¢do da imagem dos tecidos subjacentes, quantificando o

conteudo mineral 6sseo, a massa de gordura total e a massa magra total.

2.2.2  Avaliagdo cardiorrespiratoria

Ecocardiografia

Doppler e ecocardiografia Doppler tecidual, em modo M, foi realizada em repouso. As
primeiras velocidades de enchimento (E) de transmissdo foram medidas nas dicas do folheto
mitral por Doppler de onda de pulso. A ecocardiografia com Doppler tecidual foi realizada para
medir velocidades teciduais diastolicas no anel mitral septal e lateral. Todas as medidas
representam a média das medidas de 3 batimentos para sujeitos em ritmo sinusal e a média de

5 batimentos para sujeitos em fibrilacdo atrial. (16)

Teste cardiopulmonar de exercicio

O teste de exercicio incremental méximo foi realizado em um cicloergometro elétrico
(Corival, Lode B.V. Medical Technology Groningen - Holanda) com incrementos de minutos
de 10-15 W. Os individuos foram instruidos a manter uma frequéncia de pedalada de 60 rpm.
Durante o teste, as variaveis de troca gasosa (VO2, VCO2, PetCO2, VE, FR) foram medidas por
um analisador de gases validado (CPET, Cosmed, Roma, Italia). A frequéncia cardiaca (FC)
foi determinada a partir de um eletrocardiograma de 12 derivagdes (T12x, Cosmed, Roma,

Italia) (17).
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Teste de Fungao Pulmonar (PFT)

Para realizar os testes respiratdrios (espirometria, manovacuometria e pressao inspiratéria
dinamica) os pacientes descansaram 10 minutos antes em uma cadeira confortdvel, com as
pernas a 90 graus, os pés no chdo e a cabeca em posi¢do neutra, em conformidade com a

ATS/ERS (12,18). Durante o teste, um clipe nasal foi usado para evitar escape de ar.

Espirometria

A avalia¢do da funcdo pulmonar por espirometria foi realizada por meio do espirdmetro
portatil (Microlab MK8 3500®, Yorba Linda, Estados Unidos). As variaveis analisadas foram
capacidade vital for¢ada (CVF), volume expiratdrio forcado no primeiro segundo (VEF1) e

relacdo VEF1 / CVF%. Os valores previstos estavam de acordo com Pereira et al. (19)

Avaliacao da forca muscular respiratoria

A medida da pressdo inspiratoria maxima (PImax) e da pressdo expiratoria maxima
(PEmax) foi realizada por meio do mandmetro digital (MVD300, Globalmed, Brasil) do
volume residual (VR) para a capacidade pulmonar total (CPT). Pelo menos cinco medidas
foram realizadas, até que trés medidas aceitaveis e reprodutiveis fossem obtidas (12). O maior

valor obtido foi registrado. A equagdo de referéncia usada para os valores previstos foi de Neder

et al, 1999 (20).

Avaliacdo da Presséo Inspiratdria Dindmica (S-Index)

A pressdo inspiratoria dinamica (S-Index) foi avaliada usando POWERbreathe® KH2
(Londres, Inglaterra, Reino Unido). Calculado e plotado em software (Breathelink®). O esforgo
inspiratdrio maximo que parte do volume residual (VR) até a capacidade pulmonar total (CPT)
foi avaliado. As medidas sdo realizadas em sequéncia e, em média, sdo necessarias pelo menos

10 incursdes até que o valor maximo seja atingido (21).
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Avaliacdo da Percepcéo do Esfor¢o Fisico pela Escala de Borg

Todos os sujeitos do estudo foram submetidos a testes de percepcao de esforco (PE) sob
diferentes cargas resistivas inspiratorias. Os dados da escala foram relacionados e verificados
por niveis da escala de Borg modificada, que é uma escala vertical quantificada de 0 a 10, onde

0 representa auséncia de sintomas e 10 significa sensacdo maxima de dispneia (22).

2.2.3 Avaliagdo Diafragmatica
Espessura e Mobilidade do Diafragma

Para avaliacdo diafragmatica, foi utilizado o ultrassom (M9, Mindray, CA, EUA) em
modo B. O voluntario foi posicionado em posi¢ao dorsal com 30° de elevagao de cabeceira.

Para avaliagdo da espessura do diafragma, um transdutor linear de alta resolucdo e baixa
penetracdo (10 MHz), foi colocado na linha axilar anterior, posicionado para obter uma imagem
sagital no espago intercostal entre as costelas 7 ¢ 8 ou 8 e 9 durante inspira¢do e expiragdao
usando a abordagem intercostal (9) (Fig 1a). Nessa janela, na zona de aposicao, foi medida a
espessura do diafragma (Tdi) e o indice de espessamento diafragmatico, que consiste na fragao
de espessamento, sendo TFdi = [(espessura na inspira¢do final - espessura em expiracdo final)
/ espessura na expiracao final] (23).

As medidas de mobilidade do diafragma foram tomadas como o deslocamento da cupula
do diafragma direito entre a CRF e a CPT (Fig. 1b), para avaliar o deslocamento craniocaudal
dos ramos intra-hepaticos da veia porta, no modo B, usando uma frequéncia de 3,5 MHz
transdutor convexo posicionado sobre a regido subcostal direita, em um angulo de incidéncia
perpendicular ao eixo craniocaudal (5,24,25). Inicialmente, um ramo da veia porta foi
identificado no campo de visdo. A posi¢cdo do ramo da veia porta foi marcada com um cursor
durante a expiragdo for¢ada e inspiragdo forgada, e o deslocamento craniocaudal desses pontos

(em milimetros) foi registrado, correspondendo a medida da mobilidade diafragmatica (26).
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Intercost:
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Figura 1a. O probe linear ¢ posicionado na zona de aposicdo direita. Imagem em modo B; pontas de flechas
marcam a pleura e o peritonio (linhas brancas) delimitando a zona de aposigao direita de um diafragma normal na
CRF a esquerda e na CPT a direita. Figura 1b. Medig¢do US em modo B, do deslocamento craniocaudal do ramo
da veia porta intra-hepatica esquerda (seta). O figado foi escaneado em um plano sagital, que incluiu a porgao retro
hepatica da veia cava inferior. O cursor P marca a posigdo inicial desta embarcacao durante a expiragdo forcada e
outro cursor marca a posi¢ao da embarcagdo durante a inspiracdo forcada. O deslocamento craniocaudal desses

pontos, medido do cursor para o cursor, foi registrado em milimetros.

Todas as avaliagdes foram realizadas pelo mesmo avaliador utilizando o software Imagel
(SciJava) (27). Dez medidas foram registradas para cada paciente ¢ o melhor valor de trés
medidas, foi considerada reprodutiveis quando obtiveram uma variacdo <5%, sendo utilizada

para a analise. (5).

2.3 PROTOCOLO DO ESTUDO

Os individuos foram randomizados utilizando o método do envelope selado, serial e opaco
em dois grupos para o protocolo de esfor¢o inspiratorio. Grupo I, carga de mola linear (CML)
pelo dispositivo modelo POWERbreathe® Plus (Londres, Inglaterra, Reino Unido); e Grupo II,
carga de fluxo conico-resistivo (FCR) com dispositivo POWERbreathe® KH2 (Londres,
Inglaterra, Reino Unido), ambos com carga resistiva em 30 e 60% da PImax (28).

Durante o protocolo, os pacientes foram posicionados em decubito dorsal com uma

elevagdo da cabeceira de 30°, usavam clipe nasal e realizavam esforgos inspiratérios utilizando
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um dispositivo de resisténcia inspiratéria previamente ajustado. Eles foram encorajados a
realizar respiragdes diafragmaticas. Os participantes realizaram 30 repetigdes para cada nivel
de esforco, realizadas por 4 minutos em média e separadas por 5 minutos de repouso (28). Em
seguida, os pacientes tiveram um washout de 15 minutos, resultando em um cross-over dos
grupos, com a repeti¢cao do protocolo com o outro dispositivo.

A avaliagao da percepcao de esforco foi realizada utilizando a escala de Borg modificada,
que descreve o esforco fisico subjetivo de dispneia e fadiga graduada em uma escala de 0 a 10.
A escala foi aplicada imediatamente apds cada nivel de esforgo, solicitando uma resposta apos

a visualiza¢@o de um cartdo impresso contendo a graduacao legendada.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Uma analise descritiva por média e desvio padrao foi utilizada para caracteriza¢dao da
amostra e valores basais A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Para avaliar a diferenca entre a espessura do diafragma e a mobilidade entre as cargas, os
dispositivos e a percepgdo do esforgo respiratdrio, utilizou-se a ANOVA two-way, com pos-
teste de Bonferroni. As associa¢des foram analisadas usando a correlacao de Pearson. Toda a
analise de dados foi realizada usando um pacote de software estatistico (Graph Pad Prism,
versao 5.0, San Diego, CA). Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo
para todos os testes.

O calculo do tamanho da amostra foi baseado em um estudo anterior (6) que observou
diferenca média esperada entre os grupos de 0,97 cm; 80% de poder de teste e nivel de

significancia de 5%, sugerindo um tamanho amostral de 15 individuos com IC.
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O presente estudo envolveu 32 pacientes com IC, desses, 17 pacientes foram incluidos,

sendo 65% do sexo masculino, com média de idade de 55,1 £ 7,6 anos, fragdo de eje¢do do

ventriculo esquerdo de 50 + 13% e pico de VO2 de 18,7 + 5,8 ml. O2 Kg / min. O fluxo dos

sujeitos estd resumido no diagrama CONSORT (Figura 2).

Elegibilidade
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v

v
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\
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Analisados
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Figura 2. Fluxograma do estudo randomizado do tipo cruzado
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Caracteristicas dos pacientes

A idade média da amostra foi de 55,1 £ 7,6 com predominio do sexo masculino (65%). A
origem predominante da cardiopatia foi devido a isquemia (70,6%) e a maioria foi NYHA I-11
(65%). Os outros fatores demograficos dos dados, varidveis cardiacas e respiratdrias, sao

demonstrados na Tabela 1 e 2.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e valores basais dos pacientes com IC.

Variaveis Medidas Descritivas
(n=17)
Dados demogréficos
Género, masculino, (%) 11 (65%)
Idade, anos 55.1+£7.6
Peso, Kg 75.7+144
Altura, m 1.65+0.1
IMC, Kg/m2 276+38
Massa magra, ¢ 4831+4.1
Massa gorda, % 35.2+6.4
Variaveis cardiacas
Isquémicos/néo isquémicos 12/5 (70%)
FEVE, % 50 +13

NYHA, n (%)
Weber, n (%)
Hemodinamica Basal

111, 11 (65%); 111V, 6 (35%)
A-B, 11 (65%); C-D, 6 (35%)

FC, batimentos/min 72+10
SpO2, % 97.2+1.1
Pico de Exercicio

Power, Watt 102.1 £ 32.7
VO2 pico, mL/ min 1443 £ 469
VO2/kg, mL/ min/ kg 18.8+6.1
METS 54+17
RQ 1.2+0.1
VE, L/ min 584195
FC, bpm 123+ 25
PETCO2, mmHg 34.8+3.9
VE/NVCO2 33.7+43

Dados em média + desvio padrdo e frequéncia (%). IMC: indice de massa corporal; FEVE: fracdo de ejecdo
ventricular esquerda; NYHA: New York Heart Association; FC: frequéncia cardiaca; SpO2: saturag@o de oxigénio
do pulso; VO,pico: pico de consumo de oxigénio; METS: Multiplo do consumo basal de oxigénio; RQ: razdo da
troca respiratoria; VE: ventilagdo minuto; VCOs: ventilagdo de diéxido de carbono; PETCOs: pressao expiratdria

de dioxido de carbono.
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Tabela 2. Valores basais da Fungao Pulmonar dos pacientes com IC.

Variaveis Medidas Descritivas
(n=17)
Funcéo Pulmonar
PIméax, cmH20 84.6 + 35.7
PImax, % predito 82.5+284
PEmax, cmH20 88.2+34.2
PEmax, % predito 81.8+25.2
S-Index, cmH20 86.6 + 32.7
CVF, L 3.2+0.8
CVF, % predito 81.8+12.9
VEF1 2.4 +0.7
VEF1, % predito 76.1+15.1
VEF1/CVF 748 +10.2
VEF1/CVF, % predito 89.5+12.3

Dados em média + desvio padrdo. PImax: pressdo inspiratoria maxima; PEmax: pressdo expiratoria maxima; CVF:

capacidade vital forcada; VEF;: volume expiratério forcado em 1s.

Espessura do diafragma e fragdo de espessamento

Como mostrado na Tabela 2, a espessura do diafragma (Tdi) no basal foi de 2,21 + 0,26
mm. Com o dispositivo CML, encontramos valores mais altos de Tdi a 30% (2,53 + 0,3 1mm;
A = 0,3mm) e 60% (2,68 + 0,33mm; A = 0,5mm) em comparagdo com o basal. Da mesma
forma, com o dispositivo FCR, encontramos valores mais altos em 30% (2,47 + 0,42mm; A =
0,2mm) e 60% (2,73 £ 0,44mm; A = 0,5mm) quando comparados aos valores basais. Em relagao
a fragdo de espessamento, TFdi, valores basais foram de 16,84 + 7,3%, no dispositivo CML a
30% foi de 30,19 + 12,42% (A = 13,3%) e a 60% foi de 41,57 + 14,5% (A = 24,7%). Valores
mais altos, comparados aos valores basais, também foram obtidos quando utilizado o
dispositivo FCR a 30% (27,57 + 12,63%; A = 10,7%) e 60% (39,23 + 12,75%; A = 22 4%).

Todos os dados estdo resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3. Espessura, fracdo de espessamento e mobilidade do diafragma de individuos

com IC
Carga de Mola linear Carga Fluxo Cénico-Resistivo
Diafragma Basal (CML) (FCR) p
30% 60% 30% 60%

Tdi (mm) 2,21+0,26 2,53+0,31 2,68+0,33 2,47+0,42 2,73+0,44° <0.0001
TFdi (%) 16,84+7,30  30,19+12,42" 41,57+14,50° 27,57+12,63 39,23+12,75° <0.0001
g/lobi)lidade 19.35£1.66  34.20+3.50° 40.1045.40° 35.61+2.93 42.58+2.29'% <0.0001
mm

Dados em média + desvio padrdo. Tdi, Espessura do diafragma ao final da inspiragdo; TFdi, fragdo de

espessamento do diafragma. * p <0,0001 em comparagido com o baseline. T p <0,0001 em comparagdo com 30%.

1 p <0,0001 na comparagdo entre dispositivos. Two-way ANOVA.

Os valores de Tdi e TFdi sdo mostrados graficamente na Figura 3. Os valores de Tdi

durante os dispositivos CML e FCR aumentaram, com a carga a 60% (p <0,0001) em

comparac¢do aos valores basais. Em ambos os dispositivos ndo houve diferenga entre as cargas.

Da mesma forma, os valores de TFdi durante o dispositivo CML aumentaram com as cargas de

30 e 60% (p <0,0001) e durante o dispositivo FCR, a 60% (p <0,0001) em comparacdo aos

valores basais, sem diferenca entre os dispositivos.
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Figura 3. Dados médios da espessura do diafragma (Tdi) e fracio de espessamento (TFdi). Os dados sdo

média £ DP. * Aumento dos valores das cargas comparadas ao basal (p <0,0001). Two-way ANOVA.

Espessura do diafragma e avaliagdo respiratoria

A forg¢a muscular respiratoria, medida pela PImax, S-Index e PEmax foi correlacionada
positivamente com Tdi (r = 0,65, p = 0,005; r = 0,56, p = 0,017; r = 0,53, p = 0,027,
respectivamente). Além disso, encontramos uma correlagdo positiva entre a CVF e a Tdi (r =
0,58, p = 0,014), mostrando que a maior espessura do diafragma gera maior volume pulmonar.
A correlagdo da espessura do diafragma (Tdi) e das varidveis respiratorias € mostrada na Figura

4.
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Figura 4. Correlacido entre espessura do diafragma (Tdi) e variaveis respiratérias. Dados em média + dp.

PIméx, pressdo inspiratoria maxima; PEmax, pressdo expiratéria maxima; CVF, capacidade vital forcada.

Correlagdo moderada entre Tdi e PImax, PEmax, S-Index ¢ CVF (p <0,05). Correlagdo de Pearson.

Mobilidade do diafragma

Valores basais da mobilidade do diafragma foram de 19,35 + 1,66 mm e nos dispositivos

CML e FCR alcancaram valores superiores a 30% (34,20 + 3,50; 35,61 + 2,93) e 60% (40,10 +

5,40; 42,58 + 2,29), mostrando diferenca entre os valores basais e as cargas (Tabela 2). Além

disso, 60% da carga foi maior que 30% (p <0,0001) em ambos os dispositivos. Apenas na carga

a 60%, houve diferenca entre CML e FCR (p <0,0001). Os dados sdo mostrados na Figura 5.
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Figura 5. Dados médios da mobilidade do diafragma por carga. Os dados sdo média = DP. * Aumento da

mobilidade diafragmatica comparada ao basal (p <0,0001). ¥ Aumento da mobilidade na carga de 60% comparado

a30% (p <0,0001). $ Maior mobilidade em FCR comparado a CMR (p <0,0001). Two-way ANOVA.

Variaveis do diafragma e avaliacao cardiopulmonar

As variaveis diafragmaticas basais (espessura, espessamento e mobilidade) nao
apresentaram associagdo com as variaveis ergoespirométricas (Power, VO2 max, VO2/Kg,

METS, RQ, VE, FR, VE/VCO2 e PETCO:»). Os valores podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4. Associagdo entre variaveis cardiopulmonar mobilidade e espessura diafragmatica.

Mobilidade Tdi TFdi
Variaveis r p r p r p
ergoespirométricas
Power, Watt -0.02 0.92 0.20 0.42 0.16 0.53
VO, pico, mL/min -0.18 0.48 0.30 0.23 0.13 0.59
VOy/kg, mL/ min/kg -0.28 0.26 0.13 0.61 0.26 0.30
METS -0.28 0.26 0.12 0.64 0.26 0.29
RQ -0.14 0.58 -0.21 0.40 -0.07 0.76
VE, L/ min -0.29 0.25 0.24 0.34 0.10 0.67
FC, bpm 0.14 0.57 -0.07 0.77 0.00 0.99
PETCO, mmHg 0.19 0.44 -0.16 0.52 0.13 0.61
VEIVCO; -0.17 0.49 0.12 0.62 -0.10 0.68

Dados em média + desvio padrio. Tdi: espessura do diafragma (Tdi) em mm; Indice de espessamento

diafragmatico (TFdi) em %; Mobilidade em mm. VO,pico: pico de consumo de oxigénio; METS: Multiplo do
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consumo basal de oxigénio; RQ: razio da troca respiratéria; VE: ventilagdo minuto; VCO;: ventilagdo de didxido

de carbono; PETCO;: pressdo expiratoria de dioxido de carbono.

Percepcao do Esforgo

Em relagdo a sensacdo de dispneia, avaliada pela escala de Borg modificada, a percepgao
de esfor¢o durante CML em 30% (2,4 = 1,5) e em 60% (4,1 + 1,5) foi significativamente
diferente (p <0,0001). O mesmo nao foi encontrado durante FCR em 30% (3,1 + 1,7) e 60%
(4,3 £ 2,1), embora 60% atingissem valores mais elevados. Além disso, ndo houve diferenca

entre os dispositivos. Os dados estdo resumidos na Figura 6.

Percepcgao do esforgo respiratério

Em CML
1 FCR

BORG
=Y
1
—

CML FCR

Figura 6. Dados médios da percepc¢ao de esforco respiratorio (PE) por carga. Os dados sdo média = DP. *

Aumento da percepgdo do esforco em CML na carga de 60% comparado a 30% (p <0,0001). Two-way ANOVA.

4 DISCUSSAO

Em nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo com evidéncias dos efeitos agudos do
uso de carga resistiva por meio da avaliagdo ultrassonografica do diafragma em pacientes com
IC. Em resumo, nossos resultados mostram: 1) A espessura do diafragma e o espessamento
diafragmatico foram crescentes de acordo com o incremento de carga, principalmente do basal

para a carga alta; 2) A mobilidade diafragmatica foi maior nas diferentes cargas, demonstrando
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diferenca entre os dispositivos na carga alta; 3) A percepcao do esfor¢o (PE) foi evidenciada
no CML e 4) A espessura diafragmatica mostrou associacdo com a for¢a muscular respiratdria
e fun¢do pulmonar.

Pacientes com IC, apresentam disfuncdo muscular inspiratoria, aspecto esse
frequentemente acentuado pelo gravidade da doenga e idade (29). No presente estudo, os
pacientes com IC eram adultos, com maior prevaléncia de NYHA I-II, e ndo apresentavam
fraqueza muscular inspiratoria. Embora esse mecanismo da alteracdo da fungdo pulmonar em
pacientes com IC ndo esteja completamente claro, este por sua vez esta frequentemente
associado a congestdo pulmonar cronica e hipertensiva, fraqueza muscular respiratéria, baixo
débito cardiaco e cardiomegalia, o que torna uma condi¢do debilitante com prevaléncia
crescente da morbidade e mortalidade, e pior qualidade de vida (29,30).

Nos ultimos anos, o US t€m sido uma ferramenta relevante para a avaliagao da estrutura
e fungdo diafragmatica, necessariamente espessura ¢ mobilidade. O US em modo B ¢ uma
ferramenta sensivel e especifica para o diagndstico da disfungdo do diafragma (10). Em nosso
estudo, a espessura do diafragma (Tdi) foi aumentada gradativamente com diferentes cargas,
apresentando maior variagdo entre repouso e carga alta. Assim, o aumento da espessura do
diafragma durante o esfor¢o inspiratorio tem sido utilizado como medida indireta da contragao
das fibras musculares (23). Qian Z et al. (31), em uma recente metanalise, encontraram aumento
de Tdi e TFdi durante o teste de respiracdo espontanea (TRE) em pacientes ventilados
mecanicamente quando comparados com a ventilagao de pressao de suporte (PSV)(32). Assim,
as dimensdes do diafragma podem estar associadas ao aumento da forca e, respectivamente,
com o aumento da eficiéncia do musculo inspiratorio ou melhora da mecanica pulmonar (33).

Nosso estudo sugere que a fragdo de espessamento do diafragma (TFdi) mostrou
comportamento semelhante ao Tdi. Atualmente, esse ¢ um parametro mais sensivel para a

avaliacdo da fun¢do diafragmatica, por ser um indice dindmico da relacdo espessura
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diafragmatica durante a respiracdo, que pode definir paralisia do diafragma (6,18,34). Vivier et
al. (35), encontraram diminui¢ao do TFdi durante a ventilagdo ndo invasiva (VNI) com aumento
do nivel de PSV, sugerindo que a avaliagdo da funcdo diafragmatica pode contribuir para o
ajuste da carga respiratéria em tempo real. O tnico estudo sobre US e IC (36), demonstra um
TFdi reduzido, que sugere atrofia do musculo diafragma e relaciona a intolerancia ao exercicio.

A ERS (18) sugere que o US ¢ a principal ferramenta para avaliagdo do movimento
diafragmatico, certo que, variaveis como complacéncia toracica ou abdominal, volume
corrente, atividade da caixa toracica ou da musculatura abdominal, e presenca de ascite podem
afetar a avaliacdo da excursdo do diafragma. Em nosso estudo, encontramos aumento da
mobilidade com cargas diferentes. Palkar et al. (37), relataram que durante o TRE, a excursao
do diafragma ¢ maior quando comparada com o modo ventilatdrio assisto-controlado (A/C),
sugerindo que a carga predominantemente resistiva ¢ capaz de aumentar o deslocamento e a
excursdo do diafragma. A relacdo entre os nossos achados e os de US em pacientes internados
em UTI, ocorre pelo efeito agudo em relagdo as cargas impostas. Souza et al. (6), apos 12
semanas de TMI, encontraram melhora da mobilidade do diafragma nos voluntarios treinados.

Outro achado interessante do nosso estudo foi a diferenca entre os dispositivos, o FCR
mostrou uma maior mobilidade em carga alta. O dispositivo FCR possui uma resisténcia conica
fornecida por uma valvula ajustada dinamicamente, por um controlador eletronico. Em FCR, o
fluxo de ar inspiratério e o volume sdo proporcionais a velocidade de encurtamento muscular e
a pressdo inspiratoria ¢ proporcional a for¢a gerada (38). Langer et al.(15), sugerem que a
mobilidade do diafragma esté relacionada a fungdo muscular e ao deslocamento volumétrico.
Em uma recente metanalise (39), sobre TMI em IC, os autores recomendam o TMI com carga
de 60% da PIméax, por 12 semanas como o melhor protocolo utilizado para melhorar a forga

muscular inspiratoria.
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Neste estudo, a maior Percep¢ao do Esfor¢o (PE) foi evidenciada no dispositivo CML.
Este dispositivo trabalha com uma valvula linear de mola, que se fecha durante a inspiragdo e
requer que os participantes inalem com forga suficiente para abrir a valvula e deixar o ar entrar.
McConnell et al. (40), avaliando efeito agudo cardiopulmonar sob CML, com a carga a 60% da
PImax encontrou redugdo do volume corrente ¢ igual indicio de resposta metaborreflexa nesse
limiar de carga, podendo esse ser um fator contribuinte para a dispneia (2,41).

Nossos resultados, portanto, mostram uma correlagdo significativa entre Tdi e forca
muscular respiratoria (PImax e S-index), sugerindo que o US, pode complementar a avaliagao
e monitorar a fun¢do diafragmatica dos pacientes com IC; em um outro estudo (42), essa
associagdo foi relatada em pacientes saudaveis. A CVF mostrou correlagdo com Tdi. Em um
estudo com portadores de doenga neuromuscular, os autores encontraram excelente correlagao
entre CVF e Tdi (43). Adicionalmente, a partir de um encurtamento de 35% do diafragma, na
respiragao de CRF para CPT, tal espessura pode ser medida com precisdo ultrassonografica

(44).

LimitacOes

O nosso estudo apresenta as seguintes limitagdes: 1) por se tratar de uma ferramenta
avaliador dependente, necessitariamos verificar a confiabilidade interavaliador. 2) O controle
da medida do volume corrente durante a inspira¢do, ndo foi realizado, dificultando essa

associa¢do. 3) ndo subdividimos a amostra em fraqueza muscular respiratoria, medida pelo US,

pela falta de estudos para comparagao.

5 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a espessura diafragmatica e o espessamento diafragmatico
foram crescentes em concordancia com maiores cargas, principalmente do basal com a carga

alta. A mobilidade diafragmatica foi expressiva nas diferentes cargas, e demonstrou diferenga
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entre os dispositivos, na alta carga. A percepcao do esforco (PE) foi evidenciada no treinamento
por CML e a espessura diafragmatica mostrou associacdo entre as variaveis forca muscular
respiratdria e fungdo pulmonar.

Assim, sugerimos que o conhecimento do comportamento agudo diafragmatico sob TMI
pode contribuir para uma melhor compreensao dos efeitos mecanicos dos dispositivos e suas
indicagdes na pratica clinica, e estudos futuros sdo necessarios para investigar seus efeitos a

longo prazo.
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7 TRAJETORIA ACADEMICA

A presente narrativa apresenta o percurso para a formagao, da minha trajetéria académica
e a profissional dentro das ciéncias da reabilitagdo fisioterapéutica. Inicialmente a elaboragao
do texto objetivou cumprir exigéncia documental como parte do processo para obtencao da
titulagdo, mas a medida que a narrativa avangou, foi prazeroso compreender como essa
construcdo foi ocorrendo, até o estilo de pensamento hoje existente.
Meu nome é Lilian Bocchi, feminina, 37 nos de idade. Nesse memorial descritivo,
pretendo tdo somente enumerar, descrever os principais pontos a gerar uma linha objetiva de
estudos. E, se constitui de quatro momentos consecutivos: Formagao educacional, Graduacao,
Pos-graduagdo, paralelamente a Experiéncia profissional.
Fisioterapeuta graduada pela Faculdades Integradas da Unido Educacional do Planalto
Central/DF (2007). Especialista em Fisioterapia em Terapia Intensiva Adulto, titulo alcangado
por meio de prova de titulo ASSOBRAFIR\COFFITO (2015). Nos ultimos anos atua como
fisioterapeuta em Terapia Intensiva com area de atuagao no adulto. Com experiéncia na area de
fisioterapia traumato-ortopédica (RPG Souchard/2009) sendo socia-proprietaria e responsavel
clinica (Plenus/2008-2010); neointensivismo (CEAFI/2013) e cardiopulmonar com énfase em
pacientes criticos (Hospitalar Privada/2013-2019). Atualmente, mestranda do programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias da Reabilitacdo pela Universidade de Brasilia (UnB).
Com isso, listo as atividades desenvolvidas na pds-graduagao:
1. Estagio em Docéncia com participagdo na disciplina Fisioterapia na Alta
Complexidade - 2017;

2. Disciplinas obrigatorias do programa — 2017-2018;

3. Participagdo na Banca de Avaliagdo de Monografias de cursos de
aperfeicoamento/especializacio - FCE/UnB — 2017;

4. Capacitacdo em Curso de Ultrassonografia Point of Care da Unicamp — 2018;
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. Participagdo no desenvolvimento do projeto de pesquisa delineando um ensaio clinico

em “Avaliacdo Pulmonar ¢ Treinamento Muscular Inspiratério em pacientes com
Insuficiéncia Cardiaca” — 2018;

Colaboracdo com aulas praticas de Ressucitagdo Cardiopulmonar (RCP) e, em
avaliag¢do espirométrica de pacientes do Programa de Reabilitacdo Cardiovascular, no
laboratério de fisiologia e biofisica — FCE/UnB — 2018;

Colaboragdo com o Programa de Extensdo em Reabilitacio Cardiopulmonar/
PRECAP — UnB - 2018-2019;

Apresentacdo/Discussdo de artigos no Projeto de extensdo- Journal Club - 2018.

. Apresentacdo de tema livre, formato poster no Congresso Internacional de Fisioterapia

Cardiorrespiratoria e em Terapia Intensiva — 2018;

Coorientacdo de projeto de aluna de graduacdo para o Programa Institucional de
Bolsas de Iniciag¢ao Cientifica (PIBIC) — 2018;

Desenvolvimento da escrita do Manuscrito visando submissdo a Revista Cientifica
European Respiratory Journal, e defesa do mestrado com o tema: “Diaphragmatic
mobility and muscle recruitment under low and high intensity tapered flow-resistive

and spring loading in heart failure patients.” — 2019.
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o(a) Senhor(a) a participar do projeto de pesquisa “O EFEITO AGUDO DE
DIFERENTES CARGAS INSPIRATORIAS RESISTIDAS NA MOBILIDADE DO
DIAFRAGMA”, sob a responsabilidade da pesquisadora Lilian Bocchi Portugal. O projeto ira
fazer avaliacoes dos seus pulmdes e do musculo diafragma para entender o
comportamento deste sob exercicios respiratorios para, depois, analisar correlacdes com
sintomas de fraqueza inspiratoria e beneficios de um tipo de treinamento da musculatura
respiratéria adequado para essa populagio de cardiopatas.

O objetivo desta pesquisa ¢ avaliar, por meio da ultrassonografia, o comportamento
da mobilidade diafragmatica frente a estimulos estatico e dinimico em diferentes
intensidades de exercicios respiratorios em individuos saudaveis e com IC.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes € no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome ndo aparecerd, sendo mantido o mais rigoroso sigilo
pela omissdo total de quaisquer informagdes que permitam identifica-lo(a).

A sua participagdo se dara por meio da realizacio de avaliacoes pulmonar e
diafragmatica no Laboratério de Biofisica e Fisiologia da Faculdade de Ceilandia e no
Laboratério de Analise do Movimento Humano e Processamento de Sinais em 2 visitas
com um tempo total estimado de 120 minutos para sua realizagdo. As avaliacdes realizadas
serao:

1. Visita 1: no laboratoério de Biofisica e Fisiologia sera realizada uma avaliacao inicial,
com anamnese e provas de funcdo pulmonar. Além disso, serd realizada uma
avaliagdo da composi¢ao corporal e da forga de preensdo palmar.

2. Visita 2: no laboratério de Biofisica e Fisiologia todos os individuos realizardo
protocolo agudo de exercicio respiratéorio e serdo submetidos a avaliacdo
ultrassonografica do diafragma em tempo real, durante a execucdo dos exercicios
respiratorios dinamicos e estaticos sob diferentes cargas inspiratorias. As
intervengoes terdo duragdo de 1 série com 30 repeticdo para 30%, 60% e 80% da
PImax com intervalo de 5s entre as contragdes e 2 minutos entre as graduagdes de
carga.

Os riscos decorrentes de sua participagdo na pesquisa sao de sentir cansaco e/ou falta
de ar devido aos exercicios respiratorios realizados. A participacio na pesquisa nio tras
riscos psiquicos, morais, intelectuais, sociais, culturais ou espirituais. Sera feito constante
controle da falta de ar, utilizando uma escala especifica numérica, assim como controle
do oxigénio do sangue. Sera realizada pausa para descanso conforme necessidade do
participante. Caso necessario, serao suspensas as avaliacoes e podera ser solicitado servico
de emergéncias (SAMU) para qualquer tipo de agravo. O participante sera orientado
quanto as avaliacoes e os exames serdo realizados por profissional experiente e com
material descartavel.

Se vocé aceitar participar, estard contribuindo para desenvolver um protocolo de
treinamento da musculatura respiratoéria especifico para a populacio com insuficiéncia
cardiaca.

O(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento)
qualquer questao que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em
qualquer momento sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participacao ¢ voluntaria, isto
¢, ndo ha pagamento por sua colaboracgao.
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Todas as despesas que vocé tiver relacionadas diretamente ao projeto de pesquisa (tais
como, alimenta¢do no local da pesquisa ou exames para realiza¢do da pesquisa) serdo cobertas
pelo pesquisador responsavel.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participagdo na pesquisa,
voceé podera ser indenizado, obedecendo-se as disposi¢des legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Defesa de Mestrado do Programa de
Po6s-Graduaciao em Ciéncias da Reabilitacao da Faculdade da Ceilandia / Universidade
de Brasilia podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais serdo utilizados
somente para esta pesquisa e ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco anos,
apos isso serdo destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer divida em relacdo a pesquisa, por favor telefone para
Lilian Bocchi Portugal (61-981041820) ou encaminhe um e-mail para
lia.bocchi@gmail.com. Na Faculdade de Ceilancia — Universidade de Brasilia, pode ser
feita ligacdo no telefone (61-983556484), disponivel inclusive para ligacdo a cobrar.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ceilandia
(CEP/FCE) da Universidade de Brasilia. O CEP ¢ composto por profissionais de diferentes
areas cuja funcdo ¢ defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e
dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. As dividas
com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem ser
esclarecidos pelo telefone (61) 3376-0437 ou do e-mail cep.fce@gmail.com, de segunda a
sexta-feira, horario de atendimento de 14:00 as 18:00hs. O CEP/FCE se localiza na Faculdade
de Ceilandia, Sala AT07/66 — Prédio da Unidade de Ensino e Docéncia (UED) — Universidade
de Brasilia - Centro Metropolitano, conjunto A, lote 01, Brasilia - DF. CEP: 72220-900.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi elaborado em
duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra com o Senhor(a).

Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel
Nome e assinatura (deve ser a original)

Brasilia, de de
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ABSTRACT

Background: Inspiratory muscle training has been shown as safe and cost-effective for several
conditions. Diaphragmatic thickness, mobility and recruitment under resistive loading remain
poorly documented. Objective: To analyze diaphragm's thickness, mobility and the rate of
perceived exertion (RPE) in two load regimes (low and high) and devices (TRFL - tapered flow-
resistive loading and mechanical threshold loading - MTL), in heart failure (HF) patients. To
correlate baseline diaphragmatic thickness with inspiratory muscle strength and pulmonary
function. Method: This randomized cross-over trial with concealed allocation, assessed the
respiratory muscle strength (maximum inspiratory pressure (MIP); maximum expiratory
pressure (MEP) and Strength-Index (S-Index) and pulmonary function (Forced vital capacity
(FVC), forced expiratory volume in the first second (FEV1) and FEV1/ FVC% ratio from 17
patients under four different protocols. The protocols were randomly applied in two load
intensities (low - 30 % the MIP and high - 60% of MIP) within two devices TRFL and MTL,
while the ultrasonographic (US) thickness and mobility of the diaphragm measurement were
performed in real-time. Results: We observed a significant increase in diaphragm thickness
regarding the two load intensities with a higher increase under the high-intensity, similarly in
both MTL and TRFL devices. Mobility was significantly higher only at a high-intensity load
with TFRL device, although the RPE was significantly higher during MTL. Diaphragm
thickness at baseline was moderately correlated with MIP, MEP, S-Index and FVC.
Conclusion: Different inspiratory resistive loading protocol demands different acute
adaptations in both diaphragm thickness and mobility. Surprisingly, while the TRFL device
provides higher diaphragm mobility with high-intensity load protocols, without difference at

RPE. Baseline diaphragm thickness was associated with respiratory muscle strength and

pulmonary function.

Keywords: Ultrasonography; Diaphragm; Cardiac Failure; Respiratory Muscle Training



49

INTRODUCTION

Heart failure patients (HF) usually present skeletal myopathy, which may affect both
limbs and respiratory muscles. In the last decade, some researchers have been reinforcing the
relationship between the muscle loss with cardiac impairment, ergoreflex and pro-inflammatory
activity increase, which is associated with several common manifestations such as dyspnea,
exercise intolerance, functional status and quality of life reduction (1,2,29,39).

Among the respiratory muscles, the diaphragm is the most important and plays a
significant role to maintain the ventilatory capacity (9,45). Therefore, diaphragm evaluation is
very important, particularly for those patients with chronic disease. Different methods had been
used to assess the diaphragm function; some with low diagnostic accuracy (low sensitivity and
specificity), e.g., chest radiograph, and others with strong diagnostic accuracy, e.g., twitch
magnetic phrenic nerve stimulation or transdiaphragmatic pressure with esophageal and gastric
balloons (31,46). Nevertheless, each tool might present different limitations, such as radiation,
expense, and availability, which may impact its use in a daily base routine (9,23).

Nowadays, the ultrasound (US) has been playing an essential role in the evaluation of the
diaphragm function (31), as it is considered a safe, radiation-free and portable device, that can
be bedside made, with real-time visualization. Ultrasound can provide both morphological and
functional information, allowing repeated measurements over time (47). Recent studies have
been showing that the US can be used to detect diaphragmatic dysfunction (48), diaphragmatic
thickness and mobility, (7) becoming a relevant complementary measure to predict weaning
success in ICU patients.

The European Respiratory Society (ERS) (11) described the diaphragmatic US as an
important method for respiratory effort monitoring, diaphragmatic paralysis diagnostic, and
mechanical consequence of pleural effusions assessment. Other studies had also denominated

the US as a method to detect muscle weakness and fading in patients with neuromuscular
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disorders, idiopathic lung fibrosis, and COPD (45,47). In HF patients, some studies had
confirmed that diaphragm dysfunction assessed by ultrasonography are related to inspiratory
muscle weakness, predicting exercise intolerance in HF patients (13). Later, Miyagi et al., 2018
(36), in a cross-sectional study, demonstrated that the US provides information about
diaphragm muscle loss and dysfunction in patients with HF.

Inspiratory muscle training (IMT), has become a widespread cost-effective non-
pharmacological treatment, with several benefits in HF patients (13,36,49), increasing
inspiratory muscle strength, functional capacity and quality of life (39,49). Different IMT
methods have been used to improve inspiratory muscle strength (41). The mechanical threshold
loading (MTL) is a more traditional method that utilizes a calibrated spring-loaded valve that
keeps the same pressure load during repeated inspiratory exercises. In MTL, the threshold load
is set by adjusting the tension over a spring, in order to provide a load over the inspiratory
muscles (13,41). More recently, a new device classified as electronic tapered flow-resistive
loading (TFRL) device had appeared, including a valve that dynamically adjusts in real time
(100 times per second) the resistance based on inspiratory flow rate, to accommodate within-
breath changes. These adjustments claim to maintain the pressure load that is delivered to the
inspiratory muscles at the same relative intensity across the vital capacity (15).

While the pressure at MTL device remains constant during the inspiratory cycle, the
pressure at a TFRL training gradually increase at the end of the inspiratory cycle to keep the
resistance at the same relative intensity throughout inhalation, promoting the training intensity
constantly (17,25). Consequently, TRFL devices claim to be more beneficial since it might
demand more effort and consequently, might produce greater muscle activation of the
diaphragm. However, the acute effect from these two technologies over the diaphragm

movement and effort had not been evaluated.
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For the muscles of the limbs, several studies had demonstrated the influence of different
muscle action types (isometric, isotonic, and isokinetic) over the muscle activation and the
following chronic adaptations to a resistance training protocol (18). Likewise, a better
understanding of different inspiratory resistive loading and devices are essential to optimize the
IMT protocol and consequently, its effectiveness and limitations (39,50). A recent meta-
analysis (39) showed that IMT provides a greater benefit for inspiratory muscle strength with
protocols using 60% of maximal inspiratory pressure in HF patients. Chiappa et al., 2008 (13),
found a significant change on diaphragmatic thickness after four weeks training with an MTL
device with 60% of MIP load, in patients with HF.

Considering that the effort required for the diaphragm muscle from MTL and TRFL are
different, a more precise load adjustment might be necessary to optimize the IMT protocol
training. Therefore, a better comprehension of the acute responses under different conditions
will help to understand the diaphragm activity.

The purpose of the study was to analyze diaphragm's thickness, mobility and rated
perceived exertion (RPE) under two load regimes (low and high) and modalities (tapered flow-
resistive and spring loading) in HF patients. To correlate baseline diaphragmatic thickness with

pulmonary function and inspiratory muscle strength.

METHODS
Patients
From an initial 32 HF patients, 17 were included in the study. This cross-sectional
randomized study evaluated patients with a clinical diagnosis of HF, recruited from a Cardiac
Rehabilitation Program at the University of Brasilia (Brasilia, Brazil) from March to June 2018.
Patients had a mean age of 55.1 + 7.6 years, left ventricular ejection fraction: 50 + 13%
and PeakVOz2: 18.7 + 5.8 ml. O2. Kg/min, where 65% were male. The study was conducted

following the principles of the Declaration of Helsinki and the Consolidated Standards of
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Reporting Trials (CONSORT) (19). All subjects completed a written informed consent, and
institutional review board approval was obtained at the Ethics Review Board of the University
of Brasilia (CAAE 67204717.7.0000.8093).

Heart Failure patients older than 20 years old and with ejection fraction higher than 50%
were eligible. Patients with decompensated HF, previous lung, neurological, or
neurodegenerative disease were ineligible.

Procedures

Patients were evaluated with a standardized questionnaire for personal and demographic
characteristics, followed by an anthropometric evaluation and clinical evaluation. Later, the
volunteers underwent Echocardiography, Cardiopulmonary exercise test, Pulmonary Function
Test, Respiratory Muscle Strength e, and Sonographic Diaphragm Thickness and Mobility
analysis.

Echocardiography

Complete two-dimensional, M-mode, Doppler, and tissue Doppler echocardiography was
performed at rest according to guidelines by qualified sonographers. First (E) transmitral filling
velocities were measured at the mitral leaflet tips by pulse wave Doppler. Tissue Doppler
echocardiography was conducted to measure early (e”) diastolic tissue velocities at the septal
and lateral mitral annulus. All measures represent the mean of measurements from 3 beats for
subjects in sinus rhythm and the mean of 5 beats for subjects in atrial fibrillation (16).
Cardiopulmonary exercise test

The maximal incremental exercise test was performed on an electrically braked cycle
ergometer (Corival, Lode B.V. Medical Technology Groningen — Netherlands) with a ramp
increment of 10-15 W per minute. Subjects were instructed to maintain the pedaling frequency

at 60 rpm. During the test, gas exchange variables were measured breath-by-breath by a
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previously validated system (CPET, Cosmed, Rome, Italy). Heart rate (HR) was determined
from a 12-lead electrocardiogram (T12x, Cosmed, Rome, Italy) (17).
Pulmonary Function Test and Respiratory Muscle Strength Evaluation

In order to perform the respiratory tests (spirometry, manovacuometry and dynamic
inspiratory pressure) patients rested 10 minutes before in a comfortable chair, with legs at 90
degrees, feet on the ground and head in a neutral position, according to ATS/ERS (12). During
the test, a nasal clip was used to avoid air escape.
Pulmonary Function Test

The pulmonary function by spirometry was performed using a portable spirometer
(Microlab MK8 3500®, Yorba Linda, United States). Forced vital capacity (FVC), forced
expiratory volume in the first second (FEV1) and FEV1/ FVC% ratio was analysed. Predicted
values were in agreement with Pereira et al. (19)
Respiratory Muscle Strength Evaluation

The maximum inspiratory pressure (MIP) and maximum expiratory pressure (MEP)
assessment was conducted by a digital manometer (MVD300, Globalmed, Brazil) from residual
volume to total lung capacity. At least five measurements were taken until three acceptable, and
reproducible measurements were obtained (12). The highest value obtained was recorded. The
reference equation used to predict expected value was the one proposed by Neder et al., 1999
(20).
Dynamic inspiratory pressure (S-Index)

S-index was assessed using PowerBreathe® KH2 (London, England, UK). Calculated and
plotted in software (Breathelink®). The maximal inspiratory effort that starts from the residual
volume to the total lung capacity (TLC) as was evaluated. At least ten incursions were required

to reach the maximum value (21).
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Rated Perceived Exertion (RPE) Scale

Evaluation of the RPE was performed using the modified scale proposed by Borg, to
evaluate dyspnea on a vertical scale of 0 to 10, where 0 represent no symptoms and 10 the
maximum sensation of dyspnea (22).

Diaphragm thickness and mobility sonography

B-mode US was used to evaluate diaphragm thickness and mobility (M9, Mindray, CA,
USA). The volunteers were positioned in dorsal position with 30° of elevation. For diaphragm
thickness assessment, a 10 MHz linear transducer with high-resolution and low-penetration was
placed in the anterior axillary line, to obtain a sagittal image of the intercostal space between
the 7th to 9th rib space during inspiration and expiration using the intercostal access (9) (Fig
la). In the zone of apposition, the thickness of the diaphragm (Tdi) and the diaphragmatic
thickening index (TFdi), calculated by TFdi = [(thickness at end-inspiration — thickness at end-
expiration)/thickness at end-expiration] (23), were assessed.

Measurements of diaphragm mobility were taken during the displacement of right
diaphragm cupola, between functional residual capacity and TLC (Fig 1b). To assess the
craniocaudal displacement of the intrahepatic branches of the portal vein, a 3.5 MHz convex
transducer was positioned over the right subcostal region, at a perpendicular incidence angle to
the craniocaudal axis (5,24,25). Initially, the branch of the portal vein was identified, then the
position of the portal vein branch was marked with a cursor during forced expiration and forced
inspiration, in order to have the craniocaudal displacement of these points (in millimeters)

recorded, which corresponds to the measurement of diaphragmatic mobility (48).
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Figure 1a. The linear probe was positioned on the right appositional area. B-mode image; arrows were
used to mark the pleura and peritoneum structures defining the right appositional area of the diaphragm
at FRC on the left and TLC on the right. Figure 1b. B-mode US measurement of the craniocaudal
displacement of the left intrahepatic portal vein branch (distance between plus signs). The liver was
examined in a sagittal plane, which includes the retrohepatic portion of the inferior vena cava. The P
symbol near the plus sign indicates the initial position of this vessel during forced expiration, and the
other plus sign the position of the vessel during forced inspiration. The craniocaudal displacement of
these points, measured from cursor to cursor, was recorded in millimeters.

All evaluations were performed by the same evaluator using ImageJ software (SciJava)
(27). Ten measurements were recorded for each patient, and the best value of 3 reproducible

measurements (those with a variation lower at 5%) was used for the analysis (5).

Study protocol

Subjects were randomized using the sealed, serial, and opaque envelope method in two
groups for the inspiratory effort protocol. Group I, mechanical threshold loading (MTL) by
PowerBreathe® Model Plus (London, England, UK); and Group II, electronic tapered flow-
resistive loading (TFRL) with PowerBreathe® KH2 (London, England, UK), both with
resistive load was at 30 and 60% of MIP (28).

During the protocol, the patients were positioned in the dorsal decubitus position with a
bedside elevation of 30°, wore a nose clip, and made inspiratory efforts using a previously
adjusted inspiratory resistance device. They were encouraged to perform diaphragmatic

breaths. The participants performed 30 repetitions for each effort level, performed for 4 minutes
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on average and separated by 5 minutes of rest (28). Then, patients had a 15-minute washout
resulting in a cross-over of the groups, with repetition of the protocol in the other device.

The modified Borg scale, which is a descriptive marker of subjective physical exertion of
dyspnoea and fatigue graded on a scale ranging from 0 to 10, was also used. The scale was

applied immediately after each effort level.

Statistical analysis

Descriptive analysis by mean and standard deviation was used for sample
characterization and baseline data. The normality of the data was analyzed using the Shapiro-
Wilk test. To analyze the difference of diaphragm thickness and mobility between loads and
devices, and respiratory perception of effort, a Two-way ANOVA, with Bonferroni's post-test
was used. Associations were analyzed using Pearson's correlation. All data analysis was
performed using a statistical software package (Graph Pad Prism, version 5.0, San Diego, CA).
A p-value < 0.05 was considered statistically significant for all tests.

The calculation of the sample size was based on a previous study (6) that observed a
mean difference between the groups of 0.97 cm; considering a power test of 80% and a

significance level of 5%, which a priori estimated sample size of 15 individuals.

RESULTS
A total of 17 subjects completed the study. Flow diagram of the progress through the
phases of this randomized cross-over trial is summarized in the CONSORT flow diagram

(Figure 2).
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Figure 2. Flow Diagram of the study.

Clinical characteristics

The mean age of the sample was 55.1 £ 7.6, where 11 (65%) are male. The most common HF

etiology was ischemia (70.6%), most with mild functional status, NYHA I-II (65%).
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Demographic characteristics, cardiac and respiratory baseline information are shown in Table

l.

Table 1. Clinical characteristics and baseline values for patients with HF.

Variables Descriptive Measures
(n=17)
Demographic data
Gender, male, n (%) 11 (65%)
Age, ys 55.1+£7.6
Body Mass, Kg 75.7+14.4
Height, cm 1.65+0.1
BMI, Kg/m2 27.6+3.8
Muscle mass, g 48.1 £4.1
Fat mass, % 352+64
Resting hemodynamics
HR, beats/min 72 £10
SpO2, % 97.2+1.1
Peak exercise
VO2peak, ml/kg! - min 18.7+5.8

Cardiac variables
Ischemic/nonischemic
LVEF, %

NYHA, n (%)

Weber, n (%)
Pulmonary function

MIP, cmH20

MIP, % predicted

MEP, cmH20

MEP, % predicted

S-Index, cmH2O

FVC, L

FVC, % predicted

FEV

FVE, % predicted

FEVI/FVC

FEVI/FVC, % predicted

12/5 (70%)
50 + 13
I-11, 11 (65%); III-1V, 6 (35%)
A-B, 11 (65%); C-D, 6 (35%)

84.6 £35.7
82.5+28.4
88.2+£34.2
81.8+£25.2
86.6 £32.7
32+0.8
81.8+12.9
24+0.7
76.1 £ 15.1
74.8 £10.2
89.5+12.3

Data are represented as mean + standard deviation or frequency (%). Abbreviations: Ys: years; BMI:
body mass index; HR: heart rate; SpO2: pulse % oxygen saturation; VO,peak: peak oxygen uptake;
LVEEF: left ventricular eject fraction; NYHA: New York Heart Association; MIP: maximal inspiratory
pressure; MEP: maximal expiratory pressure; FVC: forced vital capacity; FEV,: forced expiratory

volume in 1s;
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Diaphragm thickness and fractional thickness

As shown in Table 2 and Figure 3, the diaphragm thickness (Tdi) at baseline was
2.21+0.26 mm. Similarly, both MTL and TRFL devices produced a small increase under low-
intensity load (A=0.3mm and 0.2mm, respectively) whereas it was significantly higher in both
devices under high-intensity load compared to baseline (A=0.5mm and 0.5mm).
Regarding the TFdi, the loads in both devices produced similar significant increase at high-
intensity load (A=24.7 vs. 22.4%). Although, at low-intensity load, its increase was significantly
higher only with MTL device (A= 13.3 vs. 10.7%). All data are summarized in Table 2 and

Figure 3.

Table 2. Diaphragm thickness, fractional thickness, and mobility under different loads
and devices in HF patients

Mechanical threshold loading Electronic tapered
(MTL)
Diaphragm  Baseline flow-resistive loading (TFRL) p
30% 60% 30% 60%
Tdi (mm) 2.21+0.26 2.53+0.31 2.68+0.33" 2.47+0.42 2.73+0.44" <0.0001

TFdi (%) 16.84+7.30 30.19+12.42°  41.57+14.50" 27.57+12.63 39.23£1275°  <0.0001

Mobility 19.35£1.66  34.20+3.50" 40.10+5.40" 35.61+2.93" 42.58+2.29"t  <0.0001

Data are presented in mean + standard deviation. Abbreviations: Tdi, Thickness of the diaphragm at
the end of inspiration; TFdi, Fractional thickness of the diaphragm. “p<0.0001 in comparison to
baseline. T p<0.0001 in comparison to 30%. 3 p<0.0001 in the comparison between devices. Two-way

ANOVA.

Diaphragm Mobility

Diaphragm mobility at baseline was 19.35+1.66. Both MLT and TRFL devices produced
a significant increase under low-intensity (A = 14.85 vs. 16.26mm) and high-intensity loads (A
=20.75 vs. 23.23mm), compared to baseline (Table 2). Additionally, we observed a difference

between the low-intensity and high-intensity protocols toward to diaphragm mobility.
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Moreover, comparing the devices, the TRFL produce a significantly higher increase in
diaphragm mobility following the high-intensity load compared to MTL. Data are presented in

Table 2 and Figure 3.
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Figure 3. Diaphragm thickness (Tdi), fractional thickness (TFdi), diaphragm mobility, and Rated
Perceived Exertion (RPE) Scale under different loads and devices. Data are presented in mean +
SD. * Comparison between loads and baseline (p<<0.01). $Comparison between 30% and 60% (p<0.01).
1 p<0.01 Comparison between devices. Two-way ANOVA.

Perception of effort

Regarding the dyspnea sensation evaluated by the modified Borg scale, the perception
of effort was significantly higher in both MTL and TRFL devices at low and high-intensity

loads compared to baseline. Data are summarized in Figure 3.
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Diaphragm thickness and respiratory assessment

Diaphragm thickness (Tdi) at baseline was positively correlated with Respiratory
muscle strength, measured by both maximal inspiratory pressure (MIP), S-Index and maximal
expiratory pressure (MEP) (r=0.65, p=0.005; r=0.56, p=0.017; r=0.53, p=0.027; respectively),
confirming that the higher is the respiratory muscle strength, the higher the Tdi. Also, we found
a positive correlation between the Tdi and the FVC (r=0.58, p=0.014), showing that the larger
is the diaphragm thickness, the higher is the pulmonary volume. The correlation between Tdi

and respiratory variables is shown in Figure 4.
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Figure 4. Correlation between diaphragm thickness (Tdi) and respiratory variables. Data are
presented in mean + SD. Abbreviation: MIP, maximal inspiratory pressure; MEP, maximal expiratory

pressure; FVC, forced vital capacity. Pearson's correlation (p<0.05)
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DISCUSSION

The novel findings of the present study in HF patients were: 1) Muscle diaphragm
activation is higher throughout high-intensity load in both MTL and TRFL devices since it
reveals a larger diaphragm thickness and thickening US image compared to the baseline without
load; otherwise, only the thickness at baseline presented a moderate correlation with respiratory
muscle strength and pulmonary function. 2)Inspiratory muscle training with MTL and TRFL
provide significant changes at diaphragm excursion; however, its effects on the diaphragmatic
mobility is superior with a high-intensity protocol principle with TRFL, but without difference
at perceived exertion.

In the last years, the B-mode analysis within the US is considered an important diagnostic
method with moderate sensibility and specificity for diaphragm dysfunction diagnosis (35).
Also, it has been recognized as a method to evaluate diaphragm function, particularly the
thickness and mobility outcomes. To the best of our knowledge, this is the first study describing
the acute effect of different loads and devices toward diaphragm sonographic analysis in HF
patients.

Is already know that HF has been linked to inspiratory muscle dysfunction, which is
associated with functional status (NYHA) and age (29). In the present study, the patients with
HF did not have any pulmonary function limitation and were mainly with mild clinical
impairment and therefore, without inspiratory muscle weakness (29,30). It was essential first to
understand the diaphragm (10,32)(10)(10)(10)(10)(10)(10) responses in a population with
preserved functionality before analyzing those with some limitation.

In our study, the diaphragm thickness (Tdi) gradually increased whit higher loads with
no difference between the devices. The diaphragm thickness during effort inspiratory has been
used as an indirect measurement of the muscle contraction (23). Qian Z et al. (31), in a recent

metanalysis, showed that Tdi and TFdi increase in patients under spontaneous breathing
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compared to mechanical ventilation with pressure-support ventilation (PSV) (32), since PSV
reduces the work of breathing. The diaphragm thickness is also associated with muscle strength;
therefore, it might be related to inspiratory muscle efficiency (18,33)
(33)(33)(33)(33)(33)(33)and respiratory workload (18).

Fractional Thickness of the diaphragm (TFdi) highly increases upon the loads in both
devices, although, at low-intensity load, its increase was significantly higher only with MTL
device. Tdi is being considered a more stable and accurate parameter for diaphragm function
evaluation. As an index of muscle shortening during a contraction, it has been used to identify
diaphragm paralysis (9,18,23). Also, Vivier et al. (35), observed a decrease at TFdi during NIV
with higher level os PSV, inferring its relation with the respiratory effort. The only study (36)
regarding diaphragm US analysis in HF patient, described a reduction of the TFdi, suggesting
a diaphragm muscle myopathy and relating to exercise intolerance.

Mobility has been considered an important outcome from US analysis to evaluate the
diaphragm function (12). Langer et al. (17), suggests that the mobility of the diaphragm is
related to muscle function and volume displacement. In our study, higher loads were associated
with greater diaphragm mobility; additionally, at high-intensity load, the mobility was higher
with the TRFL device. Palkar et al. (37), reported in ICU patients following extubation that the
diaphragm excursion was higher during spontaneous breathing, which required more effort,
than during the assist-control ventilation mode (A/C), with less effort required. Other study had
also described higher diaphragm mobility in volunteers following 12 weeks of IMT (21).

Among the devices, the TRFL has a dynamic-adjusted resistance provided by an
electronic valve, where the inspiratory airflow and volume are proportional to the velocity of
the diaphragm muscle shortening during inspiratory movement, and the inspiratory pressure
proportional to (15) he produced diaphragm force (40). A recent metanalys

(39)(39)(40)(40)(40)(40)(40) is described the IMT with 60% of MIP as an effective treatment
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to improve inspiratory muscle strength in HF patients after 12-weeks protocol, although it
described the MTL as a most commonly used device, with a lower cost and facility to adjust
the load.

The Rated Perceived Exertion (RPE) Scale was similar among the devices in both low
and high-intensity loads. McConnell et al. (40), assessed the acute cardiorespiratory responses
among different IMT loads and found an early protocol termination following a tidal volume
reduction at 60% of MIP, which was possibly correlated to the activation of the metaboreflex
that was related to the dyspnea symptom (2,16).

Lastly, we found a significant correlation between the baseline thickness (Tdi) and
respiratory muscle strength (MIP and S-index) and pulmonary function (FVC). This finding
corroborates with the fact that the US might be considered a relevant complementary
assessment to evaluate diaphragmatic function in HF patients, as previously described in
healthy volunteers (42). Regarding the pulmonary function association, early had found similar
results with neuromuscular patients with a strong correlation between FVC and Tdi (43).

(44)(45)(45)(45)(45)(45)

Limitations

Our study presented several limitations 1) the study was conducted only in HF patients,
which may limit the external study validity. Although we find these discoveries relevant since
HF patients are susceptible to respiratory muscle weakness, and better knowledge about
diaphragm function evaluation is prolific. 2) we did not include HF patients with respiratory
muscle weakness in the study; although, we were able to evaluate the diaphragm function in
HF patients without respiratory conditions, avoiding the overlap influence in this study. 3) We
could not evaluate the tidal volume during the IMT maneuvers, although the required
adaptations at the device in order to perform the measures would mischaracterize the real daily

life device.
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CONCLUSION

Different inspiratory resistive loading protocol demands different acute adaptations in
both diaphragm thickness and mobility. Surprisingly, while the TRFL device provides higher
diaphragm mobility with high-intensity load protocols, without difference at perceived
exertion. Baseline diaphragm thickness was associated with Respiratory muscle strength and

pulmonary function.
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Manuscript Preparation
General
Write the manuscript in UK English.
The manuscript file you submit must be saved in rich text format (.rtf) or as a Microsoft Word
document (.doc or .docx).
Describe abbreviations and unusual terms at the first time of use.
Symbols as defined by the ad hoc working group of the Commission of the European
Communities (see Eur Respir J 1993; 6: Suppl. 16) are recommended.
Systéme International (SI) units are recommended.
Equations should be created as normal text.

Title page
Provide a concise and informative title, limited to 90 characters (including spaces).
Include a list of all contributing authors and all of their affiliations, with a clear indication of
who is associated with each institution.
Supply the full correspondence details for the corresponding author, including e-mail address.
Only one corresponding author per manuscript should be provided.
Provide a 256-character (including spaces) summary of the "take home" message of your paper,
which can be used to publicise your study via social media.

Tables
Insert tables into the main text document using the Table function in your word processing
package. Do not supply tables in a separate file.
Number tables consecutively with Arabic numerals.
Limit data to a sensible number of significant figures.
Avoid large tables if possible. Large tables are difficult to display on small screens or A4
printouts.
Provide a clear footnote for each table, making sure all abbreviations and symbols used are
defined.
For reference numbering schemes, citations made in tables should continue in numerical order
from the point in the main body text where the table is first cited.

Figures
Supply line-art figures in JPG, JPEG, TIF, TIFF, Adobe Illustrator (.ai) or EPS format. Please

ensure image files are not layered and that the image size does not exceed 180 x 250mm. Graphs
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or bar charts may be supplied in Excel or similar spreadsheet format. PDF's can be uploaded
but the figure legend must be included on the PDF.

Supply halftone and photographic images in PSD, JPG, JPEG, TIF or TIFF format. Minimum
resolution should be 300 dpi at the final printable size (90 mm to 180mm wide maximum).
Don’t embed images in the main manuscript file. Supply them separately.

If your figures were originally created in another format that contains extra information
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(Original Articles only).

FIGURE PRESENTATION

All submitted figures must be clearly named and numbered.
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should be labelled as a), b), ¢) and d).
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reproduce them all at the same magnification.
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For reference numbering schemes, citations made in figures should continue in numerical order
from the point in the main body text where the figure is cited.
CAPTIONS
Provide a clear caption for each figure.
Captions should be brief and not repetitive of information given in the text.
All abbreviations should be expanded.
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