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Apresentacao

Essa dissertacdo estd apresentada em consonancia com as normas do modelo
alternativo de dissertacdo de Mestrado do Programa de Pds-Graduacéo Stricto Sensu em
Ciéncias do Movimento — Interunidades (PPGCMI) da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”. O conteudo desse trabalho contempla o material originado a
partir da pesquisa intitulada “Efeitos do precondicionamento isquémico no dano
muscular induzido pelo exercicio excéntrico: ensaio clinico randomizado placebo
controlado” realizado na Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”,
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Presidente Prudente — SP, Brasil e financiado pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP (Bolsa de
Mestrado).

Desta forma o material esta dividido nas seguintes sessdes:

- Contextualizacdo do tema pesquisado;

- Referéncias;

- Artigo I: Pizzo Junior E, Cavina APS, Lemos LK, Biral TM, Pastre CM,
Vanderlei FM. “Effects of different ischemic preconditioning occlusion pressures on
muscle damage induced by eccentric exercise: a study protocol for a randomized
controlled placebo clinical trial” publicado na Trials (Fator de impacto: 2.728);

- Artigo Il: Pizzo Junior E, Vendrame JW, Cavina APS, Teixeira Filho CAT,
Biral TM, Vanderlei FM. “Diferentes pressdes de precondicionamento isquémico nao
interferem na recuperacdo do dano muscular induzido pelo exercicio excéntrico: ensaio
randomizado placebo controlado” & ser submetido na Sports Medicine (Fator de
impacto: 11.928);

- Consideracoes finais.
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Contextualizacao

O exercicio excéntrico (EE) € muito utilizado para ganho de forca e na
reabilitacdo, j& que produz uma maior quantidade de forga @2 Quando o EE é utilizado
em baixo volume e/ou baixa intensidade pode causar um efeito protetor a longo prazo
devido as adaptacdes resultantes do préprio exercicio, sendo elas mecénicas, neurais ou
celulares, dessa forma, melhorando a recuperacdo muscular e reduzindo proteinas
musculares no sangue 4.

Porém nem sempre ele serd utilizado em baixa carga, dessa forma, quando
utilizado em altas intensidades, novo estimulo ou por individuos destreinados ele pode
causar o dano muscular induzido pelo exercicio (DMIE) ©"®. O dano causado nesses
casos é prejudicial, ja que pode acarretar diminuigdo de desempenho com diminuicéo de
forca muscular, elevacdo de proteinas musculares no sangue, além de dor muscular de
inicio tardio (DMIT) @),

O DMIE pode ser explicado pelo disturbio da fungdo muscular, sendo
caracterizado em exercicio de alta intensidade prolongados ou por hipdxia ou isquemia,
dessa forma causando uma deficiéncia de adenosina trifosfato (ATP) devido a alta
demanda exigida, acarretando em uma alta concentracéo de fons na célula . Outra
explicacdo para o DMIE é a interrupcdo mecéanica da célula que surge apés o
treinamento onde ocorre a ruptura de fibras musculares ou descontinuidade de tecido
conjuntivo apés o exercicio e gera a DMIT 9,

Sendo assim, algumas técnicas que visam minimizar esse dano sdo utilizadas,
dentre elas tem-se a massagem, a crioterapia, fotobiomodulacéo e roupas compressivas
1013 " Como alternativa, existem intervencdes pré-exercicio que podem ser utilizadas
para atenuar o futuro dano muscular, dentre elas, tem-se o precondicionamento

isquémico (PCI) @9,
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O PCI e caracterizado pela aplicacdo de breves periodos de isquemia e
reperfusdo de um membro em periodos que antecedem o exercicio por meio de
insuflacdes e deflagdes de um manguito de pressdo >'®. Essa técnica pode minimizar
os efeitos deletérios da isquemia-reperfusdo, podendo acelerar a recuperagdo apos o
DMIE, pois causa danos contrateis e metabdlicos semelhantes aos que ocorrem apds o
exercicio, como aumento na concentragdo de calcio intracelular e de proteinas
musculares no sangue e marcadores de citocinas como lactato e creatina quinase (CK)
(17)_

Os periodos de isquemia seguidos de reperfusdo do PCI estdo associados a
diversas alteracdes celulares e imunoldgicas que se assemelham as que acontecem no
DMIE @, Dessa forma, como possuem patogénese semelhante a sua aplicagdo
antecedendo o EE pode minimizar a magnitude do dano muscular e respostas pré-
inflamatorias subsequentes, dessa forma, estimulando diretamente 0s sistemas
fisioldgicos e melhorando a integridade tecidual ¥,

Baseado no exposto a cima optou-se por realizar um estudo abrangendo quatro
grupos (controle, placebo, PCI-POT, PCI-40%), que realizaram avaliacBes basais, as
intervencdes, protocolo de dano muscular através de um EE, e avaliacdo pos-exercicio.
Optou-se por realizar diferentes tipos de PCI, pois na literatura existem lacunas sobre a

avaliacdo de diferentes pressoes de oclusdo. Dessa forma, essa dissertacdo aborda sobre

os efeitos de diferentes pressdes de PCI no DMIE excéntrico.
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Artigo I

Pizzo Junior et al. Trials (2021) 22:326
https://doi.org/10.1186/s13063-021-05285-7 Tria 'S

STUDY PROTOCOL Open Access

Effects of different ischemic @
preconditioning occlusion pressures on -
muscle damage induced by eccentric

exercise: a study protocol for a randomized
controlled placebo clinical trial

P | " - ' 1 v | . 1
Eduardo Pizzo Junior @@, Allysié Priscilla de Souza Cavina', Leonardo Kesrouani Lemos', Taise Mendes Biral ',
Carlos Marcelo Pastre” and Franciele Marques Vanderlei”

Abstract

Introduction: due to its greater generation of muscle strength and less metabolic
demand, eccentric exercise has been widely used in rehabilitation and for improving
physical fitness. However, eccentric exercise can induce muscle damage by providing
structural changes and reduced muscle function, so even with the protection caused by
the repeated bout effect from eccentric exercise, it is necessary to seek alternatives to
reduce this damage caused by stress. Thus, ischemic preconditioning could represent an
aid to reduce the damage muscle or increase the protective effect caused by eccentric
exercise. Objectives: to compare the effects of ischemic preconditioning, using
different occlusion pressures, on acute and delayed responses to perceptual outcomes,
markers of muscle damage and performance in post-eccentric exercise recovery.
Methods: a randomized controlled placebo clinical trial will be carried out with 80
healthy men aged 18 to 35 years who will be randomly divided into four groups:

ischemic preconditioning using total occlusion pressure, ischemic preconditoning with
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40% more than total occlusion pressure, placebo (10 mmHg), and control. The ischemic
preconditioning protocol will consist of four cycles of ischemia and reperfusion of five
minutes each. All groups will perform an eccentric exercise protocol, and assessments
will be carried out before, immediately after, and 24, 48, 72, and 96 hours after the end
of the eccentric exercise to evaluate creatine kinase, blood lactate, perception of
recovery using the Likert scale, being sequentially evaluated, pain by the visual analog
scale, pain threshold using a pressure algometer, muscle thickness by ultrasound,
muscle tone, stiffness and elasticity by myotonometry, vectors of cell integrity through
electrical bioimpedance, and maximal voluntary isometric contraction using the
isokinetic dynamometer. The trial was registered at ClinicalTrials.gov (NCT04420819).
Discussion: the present study aims to present an alternative technique to reduce muscle
damage caused by eccentric exercise, which is easy to apply and low cost. If the
benefits are proven, ischemic preconditioning could be used in any clinical practice that
aims to minimize the damage caused by exercise, presenting an advance in the
prescription of eccentric exercise and directly impacting on the results of post-exercise
recovery.

Keywords: Ischemic Preconditioning, Exercise, Musculoskeletal Pain, Creatine Kinase,
Muscle Fatigue, Stress, Physiological, Randomized controlled trial.

Trial registration number: ClinicalTrials.gov, (NCT04420819). Registered on 19 May

2020; Last Update 24 March 2021.

Introduction
Resistance training is the most commonly used training method for maintaining
and improving strength and muscle mass ™, being characterized by concentric or

eccentric muscle contractions ). Evidence indicates that eccentric training programs
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have been widely used in musculoskeletal rehabilitation or for improving physical
fitness “ ®. The lower metabolic demand make eccentric exercise (EE) an alternative to
obtain better hypertrophic adaptations when compared to concentric exercise, promoting
a greater amount of strength %7,

Thus, this exercise presents an interesting alternative for clinical use and
should be encouraged in the rehabilitation process, to improve performance and prevent
injuries. However, it must be considered that EE produces marked acute responses,
structural damage, and reduced muscle function ®. Due to the high force exerted on
these deformable units, deformation occurs, which causes muscle stiffness, and may
influence the risk of injuries ©.

Exercise-induced muscle damage (EIMD) is characterized by morphological
alterations, decreased performance with reduced range of motion and strength, edema,
delayed-onset muscle pain, and muscle proteins in the blood, especially creatine kinase
(CK).

The literature has pointed out that EE itself has a protective effect against
muscle damage, however, there are also strategies to assist recovery, such as massage,
photobiomodulation, cryotherapy and compressive clothing “°*. Some pre-exercise
strategies are also used as a way to minimize these damages, especially ischemic
preconditioning (IPC) ®, which is characterized by the application of short periods of
circulatory occlusion (ischemia) and reperfusion of a limb in the minutes or hours
preceding the exercise, through insufflations and deflations of a pressure cuff "9,

The IPC was first presented by Murry et al. ®” and applied to the
musculoskeletal system by Takarada et al. ™ and consists of three to four cycles of
ischemia and reperfusion with five minutes of ischemia and reperfusion varying from

three to five minutes " . Patterson et al. demonstrated that this strategy can be
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administered from one to two times a day, applying three to five cycles of ischemia and
reperfusion, with five minutes of ischemia and reperfusion varying from three to five
minutes @),

This strategy has been considered attractive, because in addition to being low-
cost and non-invasive, it has easy clinical applicability and provides an ergogenic aid to
improve physical performance ®®. Recent studies have emphasized the effectiveness of
IPC in assisting post-exercise recovery Y, which can reduce the damage caused by
ischemia-reperfusion injury after EIMD. These ischemia-reperfusion injury cause
metabolic and contractile damage similar to those presented in the EIMD, thus causing
an increase in the concentrations of intracellular calcium, and in the appearance of
muscle proteins in the blood and cytokine markers such as lactate and CK ?* %,

Thus, its application before exercise can reduce the magnitude of muscle
damage and subsequent pre-inflammatory responses, directly stimulating the body's
physiological defense system and improving tissue integrity “® 2%. Therefore, some
form of post-exercise recovery measurement is required, which can be acquired through
a Likert recovery perception scale that ranges from 0 to 10 .

However, studies have been trying to determine the best prescription
parameters for this strategy. Cocking et al. ®® and Lindsay et al. “” analyzed the IPC
response dose. The first study ® investigated whether different IPC protocols improve
muscle endurance, with a four-cycle and an eight-cycle protocol. The results showed
that the four-cycle protocol demonstrated an improvement in resistance performance
compared to the eight-cycle protocol. The second study ©”, on the other hand, examined
whether IPC applied different numbers of times per day improves performance,
however, daily frequency was not a determining factor for improving performance “®

2 Another factor that hypothetically can determine the results of IPC is the pressure of
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occlusion generated in the period of ischemia, however, no studies were found that
analyzed these effects in the recovery period after an EIMD.

Based on the above, it is hypothesized that IPC will provide a protective effect
against eccentric EIMD, reducing muscle pain and improving clinical indicators,
without, however, impairing muscle function. In addition, these responses are expected
to be more evident in the higher occlusion pressure since there is a greater increase in
blood flow and high levels of post-ischemic adenosine. In addition, factors related to the
IPC response dose may influence responses in post-exercise recovery. Therefore, the
aim of the present study is to compare the effects of IPC, using different occlusion
pressures, on acute and delayed responses to perceptual outcomes, markers of muscle

damage and performance in post-eccentric exercise recovery.

Methods
Study design

This is a single-blind, placebo-controlled, clinical trial, with four parallel
groups conducted at the Center for Studies and Care in Physiotherapy and
Rehabilitation at Universidade Estadual Paulista (FCT/UNESP), Presidente Prudente,
SP, Brazil. The trial was registered at ClinicalTrials.gov (NCT04420819) and approved
by the Research Ethics Committee of FCT / UNESP, Presidente Prudente, SP, Brazil
(CAAE: 30765020.3.0000.5402). Informed consent form are available from the
corresponding author on request.

On the consent form, participants will be asked if they agree to use of their data
should they choose to withdraw from the trial. Participants will also be asked for

permission for the research team to share relevant data with people from the
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Universities taking part in the research or from regulatory authorities, where relevant.
This trial does involve collecting biological specimens for storage.

The study protocol follows the SPIRIT 2013 checklist (Standard Protocol
Items: Recommendations for International Trials) ©“® (Supplementary File 1) and the
TIDieR (Template for Intervention Description and Replication) ®®, so that the

information and quality of reports of interventions are well described ©°.

Participants and population analysis

For this study, the sample will consist of 80 healthy male individuals, aged
between 18 and 35 years. We chose to investigate only men due to the differences found
in the level of muscle strength and power between the sexes ©* 32, These participants
will be recruited, will be recruited from a database of the Sports Physiotherapy
Laboratory of FCT/UNESP and the community, through dissemination posters on the
institution's premises, social networks, and advertisements in the local media. These
procedures are recommended by Treweek et al. ¥ as strategies to improve participant
recruitment.

Individuals who exhibit one or more of the following characteristics will not be
included: (1) the presence of any health condition that contraindicates or prevents EE;
(2) diabetes and diagnosed arterial hypertension; (3) inflammatory, psychiatric,
cardiovascular, and/or respiratory rheumatological disease; (4) being an alcoholic, using
drugs, and/or being a smoker; (5) history of knee surgery (for example, meniscal repair
and ligament reconstruction) or recent musculoskeletal injury to the lower limbs that
may impair performance during tests or interventions (for example, muscle injury,
tendinopathy, patellofemoral pain in the lower limbs, and/or back pain in the previous

six months); (6) involvement in any type of training program during the study period;
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(7) engaging in a lower limb strength training program during the three months prior to
participating in the study; (8) use of ergogenic supplements to improve physical
performance and/or muscle mass and/or vasoactive drugs; (9) having one or more risk
factors predisposing to thromboembolism ®.

Participants will be excluded from the study if they: present any health problem
that does not allow continuity, use medication, electrotherapy or other therapeutic
means that may interfere with any result, perform unusual or strenuous physical
activities during the evaluation period, or wish to leave the study.

Participants will be instructed in advance not to perform any physical activity
or to use any therapeutic form of pain relief or performance improvement during the
data collection. In addition, the participant may experience pain, dizziness and sweating
common to the practice of exercise, if there are episodes of musculoskeletal injuries,
individualized physiotherapeutic treatment will be offered.

The flowchart of the study design and the composition of the groups is

illustrated in figure 1.
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Figure 1. Flowchart of the study design.

Legend: IPC-TOP (ischemic preconditioning with total occlusion pressure); IPC-40%
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(ischemic preconditioning with 40% higher pressure is to be applied than the closure pressure);

IPC-10mmHg (preconditioning with 10mmHg).
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Randomization

The randomization sequence will be developed by a researcher who will not be
involved in recruiting, evaluating, or training participants using software (Microsoft
Office Excel 2007) and will be placed in sequential numbering in opaque and sealed
envelopes. There will be blinding of the evaluators and statistical analysis procedures.
The experimental protocol will be supervised by trained physiotherapists who are not
involved in the randomization process or assessments. Due to the nature of the
interventions, the participants who perform the exercise will not be blind to the
allocation of the groups. There is a Trial Steering Committee that meets weekly to
provide daily support for the study. Any changes to the protocol will be notified to the
ethics committee and an update will be made to the clinical trial record.

Participants who meet the eligibility criteria will be randomly allocated and
balanced ina 1:1:1:1 ratio to one of the four groups, namely:

1. IPC-total occlusion pressure (TOP) [IPC-TOP]: this group will carry out
baseline assessments, perform IPC using exactly the TOP, then perform post-IPC
assessments and start EE. Post-exercise assessments will take place immediately after
the end of EE and will be repeated at 24h, 48h, 72h, and 96h. All steps take place
immediately after the end of the previous step, with the exception of the 24h, 48h 72h
and 96h steps.

2. IPC-40%: this group will perform baseline assessments, perform IPC using
40% higher pressure is to be applied than the closure pressure, then perform post-IPC
assessments and start EE. Post-exercise assessments will take place immediately after
completion of the EE and will be repeated at 24h, 48h, 72h, and 96h. All steps take
place immediately after the end of the previous step, with the exception of the 24h, 48h

72h and 96h steps.
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3. IPC-10mmHg: this group will carry out baseline assessments, perform the
occlusion-perfusion intervention with 10mmHg restriction characterizing the placebo,
and then perform post-IPC assessments and start EE. Post-exercise assessments will
take place immediately after completion of the EE and will be repeated at 24h, 48h, 72h,
and 96h. All steps take place immediately after the end of the previous step, with the
exception of the 24h, 48h 72h and 96h steps.

4. CONTR: this group will carry out the baseline assessments, and immediately
afterwards start the EE. Post-exercise assessments will take place immediately after the
end of the EE and will be repeated at 24h, 48h, 72h, and 96h. All steps take place
immediately after the end of the previous step, with the exception of the 24h, 48h 72h
and 96h steps.

There will be no special criteria for discontinuing or modifying the allocated

interventions.

Study design

Data collection will be carried out at the Center for Studies and Assistance in
Physiotherapy and Rehabilitation (CEAFIR) of FCT/UNESP, respecting the time from
17h to 22h. All procedures will be performed under standard conditions (temperature:
21-23°C; relative humidity: 40-60%). Each participant will attend the clinic for five
consecutive days. Initially, participants will be assessed for anthropometric
characteristics, using a scale (Tanita BC 554, Iron Man/Inner, Arlington Heights
Illinois, USA) and a stadiometer (Sany - American Medical do Brasil, Sdo Paulo,
Brazil) from which the body mass index (BMI) will be calculated.

After these initial procedures, the TOP evaluation will be carried out. After a

10-minute rest, baseline outcome assessments will be performed. Initially, CK and
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blood lactate will be collected, followed by application of the scales of perception of
recovery and muscle pain and the pain threshold. In the supine position, the participant
will rest for 10 minutes before the ultrasound, myotonometry, and bioelectrical
impedance (BIA) evaluations are performed. Subsequently, MVIC will be evaluated.
Next, the participants will perform the previously randomized 40-minute IPC protocol.
Evaluations will be carried out immediately after the IPC protocol of all analyzed
outcomes except for ultrasound. The same order of execution of the evaluations will be
maintained. Thereafter, EE will be initiated and immediately after the end of the EE, all
outcomes will be collected again. Subsequent visits will be carried out 24, 48, 72, and
96 hours after the EE, in which the same outcomes mentioned above will be collected,
maintaining the same order of execution of the evaluations. The study design is outlined

in figure 2.
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Figure 2. Study design.
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After assessing the anthropometric parameters, the participants will be asked to
lie down for ten minutes ®®. All participants will be instructed to avoid strenuous
exercise and alcohol intake within 48 hours of the TOP assessment.

For the determination of TOP, a transducer with Doppler equipment (DV-
2001; Medpej, Ribeir&o Preto, So Paulo, Brazil) will be used, which will be positioned
over the posterior tibial artery to capture the auscultatory pulse located at the average
distance between the medial malleolus tibia and Achilles tendon. A blood pressure cuff
will be attached to the participant's thigh close to the region of the inguinal crease of the
dominant member ©* and will then be inflated to the point where the auscultatory pulse
of the tibial artery is interrupted. TOP will be defined as the pressure at the moment
when the arterial pulse is abolished, indicated by the absence of an auscultatory signal.

The vascular occlusion will be performed using an adapted blood pressure cuff
(nylon, velcro, 175 mm wide and 920 mm long, JPJ - Hospital Materials Industry, S&o
Paulo, Brazil). We opted for a wider cuff, as it has been proven that the width of the

cuff has great influence on the pressure required to achieve total blood flow restriction

(36)

Ischemic Preconditioning Protocol
The IPC protocol will be applied to the inguinal region of the dominant limb
with the participants relaxed and comfortably positioned in the supine position. The
same cuff used to determine TOP will be used and the protocol will consist of four
cycles of total ischemia (TOP determined individually) of five minutes, followed
immediately by four cycles of five minutes of vascular reperfusion (0 mmHg), totaling

40 minutes, as shown in figure 3.
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To perform the IPC protocol, one of the study groups will use 40% more than
the TOP, according to the study by Lopes et al. ®”), the pressure at which the blood flow
stops passing to the tibial artery varies from 140 to 160 mmHg and most studies
performing IPC use pressures between 200 to 220 mmHg, thus, the values are
corresponding ®”. The other study group will use the exact TOP, since at this value

there is an absence of blood flow.

l ] ] Reperfusion

Figure 3. IPC protocol.

Placebo preconditioning

Placebo preconditioning will be performed on the dominant thigh with the
same cuff, similar to the IPC protocol described above (Figure 3), but with four cycles
of five minutes of placebo occlusion (10mmHg), alternating with four cycles of five
minutes of reperfusion (0 mmHg) ©&39.

It should be mentioned that in the three study groups, participants will be
previously informed that the applied occlusion pressure will be sufficient to improve
performance and avoid muscle damage. In addition, all procedures will be performed

individually, to prevent participants from talking to each other about the compression

generated by the cuff.
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Eccentric Exercise Protocol

The EE will be performed on an isokinetic dynamometer (Biodex System 4
Pro, New York, New York, USA) for the knee extensor muscles of the dominant limb.
Initially, five submaximal knee extension contractions will be performed for
familiarization. Before each repetition, the dominant leg will be positioned at 30° of
knee flexion. The participant will be instructed to perform a knee extension, while the
dynamometer, with its resistance, returns the leg to 90° flexion, at a speed of 60%s (1.04
rad/s) executing a range of movement of 60° (30-90° of knee flexion).

The protocol is based on the study by Machado et al. ®, starting five minutes
after familiarization and consisting of 5 sets of 15 maximum eccentric contractions of
knee extension, with 30 seconds of rest between sets, totaling 75 repetitions. The speed
and range of movement will be similar to the familiarization and verbal encouragement
will be given throughout the protocol. According to the authors, this protocol is capable

of promoting muscle damage ©.

Primary and secondary outcomes and assessment points

Primary outcomes will be related to muscle damage and muscle function through
the quantification of creatine kinase, blood lactate, MVIC, and muscle thickness. In
addition, there will be four measures of secondary outcomes: assessment of pain and
pain threshold, assessment of recovery perception, myotonometry (muscle tone,
stiffness, and elasticity), and electrical bioimpedance (resistance, reactance, and phase
angle). All outcomes will be collected at the initial assessment with the exception of the
perception of recovery, and immediately and 24, 48, 72, and 96 hours after the end of

the EE. Ultrasonography will not be performed immediately after the exercise.
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Details of procedures

Creatine Kinase
Plasma CK concentration will be obtained by means of 32 pL of capillary
blood collected from the digital pulp. This puncture will take place by means of a lancet
with automatic trigger, after cleaning the location with 95% ethyl alcohol and drying
with cotton. The blood sample will be drained into a heparinized capillary tube and then
pipetted into a reactive CK strip for analysis on the Reflotron Plus System (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) using the reflection photometry method at 37 ° C
(test temperature). The test strips will be kept at a storage temperature of 2 to 8 ° C,
according to the manufacturer's instructions. The Reflotron System method allows fast

and reliable measurement of CK levels “9.

Blood lactate concentration

To assess the participant's blood lactate concentration, 25 ml of blood will be
collected from an ear lobe capillary. Heparinized capillaries and polyethylene
Eppendorf tubes (1.5 ml) containing 50 pL of sodium fluoride (NaF - 1%) will be used.
The analyses will be performed on a lactimeter (YSI, Yellow Springs - 1,500) “? and
the lactate values will be expressed in mmol/L. The lactate will be collected at the
following moments: pre IPC protocol, pre EE, immediately after the end of EE, and in
the 1st, 3rd, 5th, 7th, 9th, 11th, 13th, and 15th minutes, and 24 h, 48 h, 72 h, and 96 h
after the intervention. The samples will be stored in a refrigerator with a temperature of

1° C to 7° C until their analysis.
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Perception of recovery
The perception of recovery of the lower limb submitted to the EE protocol will
be assessed using a 10-point Likert Scale, where 1 indicates “not recovered” and 10
“fully recovered” ®. The scale will be presented to the participants and, so that they are
not influenced by the researcher, they will answer the question: "From 1 to 10 points,
how do you rate the perception of recovery felt in your lower limb at this moment?" @
“2) This scale will be applied immediately after the end of the EE, and 24, 48, 72, and 96

hours after the intervention.

Muscle pain and pain threshold

Muscle pain will be measured using the visual analog scale (VAS). Participants
will be asked to rate their exercise-induced leg pain, on the scale, which ranges from 0
“no pain” to 10 “extreme pain” “3)

To assess the pain threshold, a pressure algometer will be used, which is a
reliable and validated instrument (FPX 50/220; Wagner instruments, Greenwich,
Connecticut, USA) “Y. The pressure algometer will be applied 4 cm above the base of
the patella, 15 cm below the antero-superior iliac spine (ASIS), midpoint between the
patella and the antero-inferior iliac spine (AllS), and 2 cm medial and 2 cm lateral in
relation to the midpoint. The pain threshold will be defined in kgf and will not exceed

2.55 kgf, as suggested by Jonhagen et al. “®.

Muscle thickness
The evaluation of the muscular structure will be carried out using ultrasound
images of the participant's dominant lower limb, which will be captured using Siemens

Sonoline Sienna equipment (Issaquah, WA, USA), together with a linear matrix
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transducer (48 mm, 7, 5 MHz) to determine the thickness of the rectus femoris (RF) and
vastus lateralis (VL) muscles. Anatomical reference points and skin marks will be
drawn on transparent sheets to ensure similar positioning of the ultrasound transducer in
the same location in the evaluations.

The images will be taken between the midpoint of the greater trochanter and
the lateral condyle of the femur “®. The ultrasound transducer will be covered with
water-soluble transmission gel and positioned perpendicular to the skin over the RF and
VL and oriented parallel to the muscle fascicles “®. The alignment of the transducer
will be considered adequate when several fascicles can be drawn without interruption

through the image “°.

Myotonometry
MyotonPRO (MyotonAS, Tallinn, Estonia) will be used to measure muscle
tone, stiffness, and elasticity of the quadriceps femoris muscle “”. The device will be
positioned at 2/3 between the ASIS and the upper pole of the patella “®, at the midpoint
between them and 2 cm to the medial and 2 cm to the side, 15 cm from the AlIS and 4
cm from the base of the patella.

The device will be positioned perpendicular to the evaluated region, with light
pressure. This preload is controlled and corresponds to 0.18 N of initial compression of
the subcutaneous tissue, after which an additional impulse of 0.40 N will be released,
with a duration of 15 ms. This impulse will induce oscillation in the tissue, which will

be damped or deteriorated “.
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Electrical Bioimpedance (BIA)

Electrical bioimpedance will be assessed using tetrapolar electrodes (BIA
Analyzer, Nutritional Solutions Corporation, Harrisville, MI, USA, f = 50 kHz, and
800pA) ©® *V. Global and localized evaluations will be carried out. The global
assessment will take place with the participant in the supine position; the electrodes will
be positioned on the dominant hand (base of the 3rd metacarpal phalanx and between
the styloid process of the radius and the head of the ulna) and on the dominant foot (at
the base of the 3rd metacarpal phalanx and in the anterior region of the ankle, between
the malleoli). The localized evaluation will be carried out to evaluate the quadriceps
femoris muscles; the electrodes will be positioned five centimeters below the EIAS and
above the base of the patella. The BIA components analyzed will be resistance R,
reactance (Xc), and phase angle (phA) ®* *. The analysis of the tolerance ellipse will
also be performed. The Bioscan program: BL-960141 (Biologica, Barcelona, Spain)

will be used for the analyses ©%%%,

Maximal Voluntary Isometric Contraction (MVIC)

For MVIC evaluation, the participant will be positioned with the dominant
lower limb on the Biodex System Pro isokinetic dynamometer (Biodex Medical System,
Shirley — NY, USA). According to the protocol suggested by Baroni et al. ¥, prior to
the evaluation, the volunteer will be submitted to a warm-up, which will consist of ten
repetitions of concentric contractions of knee flexion-extension at 180°s throughout the
range of motion.

Muscle function will be assessed by means of the highest torque value obtained
between three repetitions of five seconds of maximum voluntary contraction at 60° of

knee flexion (with 0° corresponding to the maximum extension). A two-minute interval
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between repetitions will be administered in order to minimize the possible effects of
fatigue. The participant will be instructed to give their maximum strength and will be

verbally encouraged by the researcher in each maximum voluntary contraction.

Sample calculation

The sample calculation was performed based on the study by Bailey et al. ©*,
using the CK variable, since this variable expresses the amount of muscle protein in the
blood representative of indirect muscle damage. The G*Power 3.1.9.7 software was
used. Considering the standard deviation in the CK concentration of 200 pL, using a
two-tailed hypothesis test with 80% test power and 5% significance level, a sample size
of 16 participants per group was stipulated. Predicting sample loss, 4 participants per
group were added totaling 80 participants. To increase the participants' adherence to the
intervention, telephone contact will be made daily to encourage them to remain in the
study, and thus avoid losses. In case of discontinuity or withdrawal, the intention to treat

will be used.

Statistical analysis

The normality of the data will be verified by the Kolmogorov Smirnov test. If
normality is detected, the sample characterization variables will be presented as mean
and standard deviation, if not, as median and interquartile range. To compare the
characterization of the sample, one-way ANOVA with Tukey's post-test or Kruskal-
Wallis with Dunn's post-test will be used depending on the normality of the data.

The comparisons of the outcomes between the four groups studied and the
moments will be performed using the technique of analysis of variance for repeated

measures model in the two-factor scheme, which will provide information on the effects
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of time, group, and interaction. The repeated measurement data will be checked for
sphericity violation using the Mauchly’s test and the Greenhouse-Geisser correction
will be used when the sphericity is violated. For moment analysis, Bonferroni's post-test
for parametric distribution or Dunn's post-test for non-parametric distribution will be
used and the analysis between the groups will be performed using One-Way ANOVA or
the Kruskal Wallis test.

In addition, the effects of the groups studied will be verified for all the
outcomes assessed by calculating the effect size (ES) using Cohen's d, considered as
“null” (<0.2), “small” (>0.2), “moderate” (>0.6), “large” (>1.2), or “very large” (>2.0)
(55).

An intention-to-treat analysis will be performed using the patient’s most recent
assessment in case of withdrawals or absence of data. The level of significance will be p
<0.05 for all tests. The statistical program SPSS (version 24.0) (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) will be used for the analyses.

The external avaluator will enter the data into the database for screening,
randomisation, and statistical analysis purposes. Double data entry in electronic format
will be used. Data integrity will be monitored by regularly scrutinizing data files for
omissions and errors. Participants will be given an anonymous study ID to protect
confidentiality, and only study investigators will have access to the final trial data set.
The spreadsheets containing the raw numeric data of the data generated in this study
will be stored in its entirety initially on two external hard drives and two online clouds.

Any data required to support the protocol can be supplied on request.
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Discussion
Potential impact and significance of the study

This IPC protocol follows the application time pattern found in the literature,
however, with different occlusion pressures. Thus, the study findings could bring a new
strategy to reduce muscle damage caused by exercise, based on the dose response. Thus,
if the hypothesis of the present study is proven, physically active people could benefit
from the technique, since it is easily accessible and applicable, in addition to being low
cost.

It is also worth noting that the study aims to analyze the participants'
perceptions of the different IPC protocols, especially pain and recovery. Thus, these
results may add elements that favor the use of IPC protocols and guarantee the

adherence of this pre-exercise strategy.

Strengths and weaknesses of the study

A strong point of the study is the comparison between two different IPC
protocols with a placebo group and a control group, thus making it possible to observe
the true results found from each intervention. The fact that the technique uses only a
pressure cuff makes it easy to apply and access, so that it can be implemented in
prevention and rehabilitation centers. Another positive point of the study is the
monitoring of the effects of the technique for up to 96 hours after the intervention, in
addition to the high methodological quality of the study characterized by prospective
registration, randomization, blinding, and intention to treat approach. However, a
limitation of the study is the fact that the therapist and participants are not blind. Finally
some participants may be injured due to the strenuous protocol of eccentric exercise

performed.
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Contribution and clinical applicability

As already described, the technique is easy to apply, low cost, and non-
invasive. It can be applied in different environments of prevention, rehabilitation, and
functional recovery. The data obtained in the present study could be used for better
application of the technique in physiotherapy, especially in sports clinical practice,
considering the periods of training and, especially, competition, providing protection
from EIMD.

It is also worth noting that this study includes the items on the checklist for
protocol studies in order to minimize bias, and was prospectively recorded. The
outcomes will be disseminated through publications in scientific journals and

presentations at congresses in the area.
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Resumo

Objetivo: analisar e comparar, as repostas agudas e em até 96 horas da aplicacdo de diferentes
pressdes de oclusdo de precondicionamento isquémico (PCI) sobre desfechos clinicos
(percepcdo de dor e de recuperacdo), celulares (CK e lactato) e fisicos (contragdo voluntaria
isométrica maxima [CVIM]). Métodos: ensaio clinico randomizado placebo controlado com 80
homens saudaveis de 18 a 35 anos, divididos aleatoriamente em quatro grupos: controle,
placebo (10 mmHg), PCI utilizando a presséo de oclusdo total (POT), PCI com 40% a mais que
a POT. O protocolo de intervengdo foi constituido de quatro ciclos de isquemia e reperfusdo de
cinco minutos cada. Todos os grupos realizaram avaliacfes iniciais, protocolo de dano muscular
excéntrico, avaliagBes imediatamente ap6s o término do dano excéntrico, 24, 48, 72 e 96 horas
apos o dano, sendo avaliados sequencialmente a creatina quinase (CK), lactato sanguineo, dor
pela escala visual andloga (EVA), percep¢do de recuperacdo (LIKERT) e contracdo voluntéaria
isométrica maxima (CVIM) pelo dinamd&metro isocinético. Foi utilizado o método estatistico
descritivo e modelo misto linear generalizado com significancia de p<0,05. Resultados: nédo
houve diferenca entre grupos e interagdo grupos vs. momentos. Quando analisados EVA
localizada e LIKERT apenas o grupo placebo se recuperou em 72h. Para EVA global todos os
grupos com excegdo do PCI-40% se recuperaram em 24h. Em relagdo ao CVIM apenas o PCI-
40% se recuperou em 48h, ja para lactato os grupos PCI-40% e placebo se recuperaram antes
dos demais grupos sendo em 13 minutos. Para a CK o grupo PCI-POT apresentou diferenca em
24h, enquanto os demais grupos apresentaram a partir de 72h, com excecdo do PCI-40%, o qual
foi em 48h. Concluséo: o PCI com diferentes pressbes de oclusdo ndo apresenta efeito protetivo

guando comparado aos grupos controle e placebo.

Palavras-chave: dispositivos de oclusdo vascular; for¢ca muscular; creatina quinase;

recuperacao da funcao fisiologica; atividade fisica.
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Introducéo

O exercicio excéntrico (EE) é caracterizado pelo alongamento das fibras
musculares durante a contragdo, produzindo uma maior quantidade de forca a partir de
um menor recrutamento de unidades motoras ®. Sabe-se que quando utilizado em
baixa intensidade e/ou baixo volume pode ter um efeito protetivo contra o dano
muscular a partir de adaptagdes causadas pelo “efeito da carga repetida” “78)  Essas
adaptacbes musculares podem ser neurais, mecanicas ou celulares; minimizar
marcadores sanguineos de dano muscular e edema, melhorando a recuperacdo muscular

e amplitude de movimento “".

Entretanto, quando utilizado por individuos
destreinados, ou quando sao realizados novos estimulos, principalmente os extenuantes,
pode causar o dano muscular induzido pelo exercicio (DMIE) €2,

O DMIE ¢ caracterizado por dor muscular de inicio tardio (DMIT), diminuicéo
de desempenho com reducdo de forga, elevacdo nos niveis de proteinas musculares no
sangue, em especial a creatina quinase (CK), além do lactato sanguineo tambem ser um
indicador de dano muscular, mas ndo um agente primario de sua causa “>*?. Quando
realizados exercicios de altas intensidades prolongados ou eventos metabolicos (hipdxia
ou isquemia) acarretam em alta concentracédo de ions na célula, além da DMIT, a qual €
decorrente da ruptura de fibras musculares, sendo assim sdo caracterizados a interrupgéo
mecéanica da célula e o distarbio da fun¢do metabdlica, mecanismos utilizados para
explicar o DMIE ®419).

Considerando que o EE de alta intensidade pode causar dano muscular, o qual
pode ser prejudicial, estratégias para minimiza-lo séo necessarias, sendo assim, alguns
métodos terapéuticos podem ser utilizados apds o0 exercicio como crioterapia,

massagem, e roupas compressivas “*". Como alternativa, existe o precondicionamento

isquémico (PCI) o qual é uma técnica utilizada pré-exercicio que pode minimizar o
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dano muscular ™, sendo caracterizado por ciclos de oclusdo circulatéria (isquemia) e
reperfusdo de um membro, por meio de insuflagcdes e deflagdes de um manguito de
pressado (920,

O PCI é um método de facil aplicacdo, baixo custo e ndo invasivo. Além disso,
pode diminuir os efeitos deletérios da isquemia-reperfusdo, o que pode acelerar a
recuperacdo ap6s o DMIE, pois causa danos metabdlicos e contrateis semelhantes aos
do EE, causando aumento na concentracdo de calcio intracelular e nas proteinas no
sangue e marcadores de citocinas como lactato e CK #2Y. Como o PCI e o DMIE
excéntrico tem patogénese semelhante, a aplicagdo da técnica antecedendo o EE pode
reduzir o dano muscular e suas respostas pré-inflamatérias subsequentes, dessa forma,
estimulando o sistema de defesa fisiolégica do organismo e melhorando a integridade
dos tecidos 8%,

Existem poucos estudos que analisam a dose respostas do PCI, sendo 0s
encontrados avaliando apenas variaveis relacionadas a desempenho, como os estudos de
Cocking et al e Lindsay et al, e ndo tendo diferentes pressdes de oclusbes. Dessa forma,
ndo existindo estudos que investiguem diferentes aplicacdes de PCI em marcadores de
dano muscular, surgindo assim, uma lacuna na literatura sobre suas diferentes
aplicacdes como efeito protetivo na atenuacdo de possiveis danos musculares.

Portanto, o objetivo do estudo foi analisar e comparar o efeito de diferentes
pressGes de oclusdo de PCI no DMIE excéntrico. Além de analisar e comparar, as
repostas agudas e em até 96 horas da aplicacdo de diferentes pressdes de oclusédo de PCI
sobre desfechos clinicos (percepc¢éo de dor e de recuperacao), celulares (CK e lactato) e
fisicos (contracdo voluntaria isométrica maxima [CVIM]). Hipotetiza-se que o PCI
apresente um efeito protetor contra 0 dano muscular excéntrico causando melhora nos

desfechos clinicos e celulares, além de recuperacdo da funcdo muscular especialmente
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em pressdes de oclusdo mais altas, ja que ocorre maior aumento do fluxo sanguineo e

altos niveis de adenosina pds-isquemia.

Métodos
Participantes e aprovacao ética

Homens saudaveis, com idade entre 18 e 35 anos foram recrutados para este
estudo por meio de panfletos, midia online, convite pessoal, telefone, mensagens em
aplicativos eletronicos e banco de dados cadastrado no laboratério de pesquisa.

O tamanho da amostra foi estimado com base nos resultados da variavel CK no
estudo de Bailey et al. %) O software G*Power 3.1.9.7 foi utilizado considerando o
desvio padrdo na concentragdo de CK de 200 pL, utilizando-se um teste de hipdtese
bicaudal com poder de teste de 80% e nivel de significancia de 5%. Estipulou-se um
tamanho amostral de 20 participantes por grupo incluindo uma perda amostral de 20%,
totalizando 80 participantes.

Os participantes que (1) ndo apresentassem qualquer condigdo de saude que
contraindicasse ou impedisse 0 exercicio excéntrico; (2) ndo tivessem diabetes e
hipertensdo arterial diagnosticada; (3) ndo tivessem diagnostico de nenhuma doenga
reumatoldgica, inflamatdria, psiquiatrica, cardiovascular e/ou respiratorias; (4) ndo
fossem etilista, consumissem drogas e/ou tabagista; (5) ndo apresentassem historia de
cirurgia no joelho ou lesdo musculoesquelética de membros inferiores recente que
pudesse prejudicar seu desempenho durante testes ou intervengdes; (6) ndo tivessem um
ou mais fatores de risco predisponentes para tromboembolismo ©®, foram incluidos no
estudo.

Seriam excluidos aqueles que desejassem desistir do estudo, apresentassem
episddio de lesdo musculoesquelética durante o exercicio que impedisse sua

continuacdo, que ndo compreendesse adequadamente a execugdo do exercicio
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excéntrico ou que utilizassem de qualquer forma terapéutica de alivio da dor durante a
realizacdo do estudo. No entanto, no presente estudo, ndo houve exclusoes.

Os participantes foram orientados a abster-se de atividades fisicas extenuantes,
ndo consumirem &lcool, evitar a ingestdo de alimentos estimulantes e o uso de qualquer
forma terapéutica de melhoria de desempenho durante o periodo do estudo. O comité de
ética em pesquisa local aprovou todos os procedimentos experimentais de acordo com a
Declaracdo de Helsinki (N0:30765020.3.0000.5402). O estudo foi registrado

prospectivamente (Clinicaltrial.gov; NCT04420819).

Design experimental

Trata-se de um estudo de 4 bracos, randomizado, placebo controlado e simples
cego realizado no Centro de Estudos e Atendimento em Fisioterapia e Reabilitacdo
(CEAFIR), Presidente Prudente, SP, Brasil.

O delineamento seguiu 0 mesmo protocolo apresentado por Pizzo Junior et al
@0 Cada participante compareceu por cinco dias consecutivos ao laboratério.
Inicialmente os participantes foram avaliados quanto as caracteristicas antropomeétricas,
utilizando uma balanca (Tanita BC 554, Iron Man/Inner, Arlington Heights Illinois,
EUA) e um estadidmetro (Sany - American Medical do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e,
posteriormente, foi calculado o indice de massa corporal (IMC).

Apos esses procedimentos iniciais foi aplicada a escala de dor muscular (EVA)
e a de sensacéo subjetiva de recuperacdo (LIKERT). Em decubito dorsal o participante
repousou por 10 minutos e realizou a avaliacdo da pressdao de oclusdo total (POT).
Posteriormente foram coletados CK e lactato sanguineo, em seguida foi realizada a

avaliacdo da CVIM. Na sequéncia os participantes realizaram o protocolo de

intervencdo previamente randomizado com duracdo de 40 minutos. Posteriormente, foi
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dado inicio ao exercicio excéntrico e imediatamente apds o término do mesmo foram
coletados novamente todos os desfechos. As visitas subsequentes foram realizadas 24,
48, 72 e 96 horas ap0s o exercicio excéntrico, em que foram coletados 0s mesmos
desfechos citados acima sendo mantida a mesma ordem de execucéo das avaliagoes.
Além disso, as avaliagbes foram realizadas sempre no mesmo horario do dia
para minimizar a interferéncia do ciclo circadiano. Todas as medidas e intervencdes
foram realizadas no membro dominante (o utilizado para chutar uma bola). A Figura 1

ilustra o desenho do estudo.
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Figura 1. Delineamento do estudo (Fonte: Préprio autor).

Procedimentos de randomizacéo e cegamentos
Os participantes foram aleatoriamente designados para i) controle, o qual ficou
em repouso durante o periodo da intervencao; ii) placebo, que utilizou 10 mmHg; iii)
PCI utilizando a pressdo de ocluséo total (PCI-POT); e iv) PCI com 40% a mais que a
pressdo de oclusdo total (PCI-40%). A randomizacdo foi realizada por meio de uma
sequéncia numeérica aleatoria gerada no site www.randomization.com. A alocacdo dos
participantes foi oculta em envelopes opacos numerados sequencialmente e lacrados,

preparados antes do inicio do estudo por um pesquisador nao envolvido no estudo. Os
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avaliadores dos resultados ndo estavam cientes da alocacdo, enquanto o terapeuta e 0s
participantes ndo estavam cegos para a randomizacgdo, ocorrendo devido a natureza do

estudo a qual ndo permite que ambos sejam cegos.

Protocolo de dano muscular excéntrico

O exercicio excéntrico foi realizado no dinamdmetro isocinético (Biodex
System 4 Pro, Nova York, Nova York, EUA) para os musculos extensores do joelho do
membro dominante. O protocolo baseou-se no estudo de Machado et al. ©®.
Inicialmente foram realizadas cinco contra¢cBes subméximas de extensao do joelho para
a familiarizacdo do participante a uma velocidade de 60°s (1,04 rad/s) e uma amplitude
de movimento de 60°. Ap6s cinco minutos o protocolo de dano muscular foi iniciado,
sendo composto por 5 séries de 15 contracdes excéntricas maxima de extensdo de
joelho, tendo 30 segundos de descanso entre as séries, totalizando 75 repeticdes. A
velocidade e amplitude de movimento ocorreram semelhantes a familiarizagéo e houve

incentivo verbal durante todo o protocolo. Baseado no calculo do estudo de Paulsen et

al é possivel observar que o protocolo de EE causou um dano de magnitude moderada.

Determinacao da presséo de oclusao total
O POT foi determinado usando um Doppler vascular (DF-7000V; Medpej,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). Todos os participantes foram instruidos a evitar
exercicios extenuantes e ingestao de alcool nas 48 horas anteriores a avaliacdo do POT.
Os participantes foram colocados em decubito dorsal por 10 minutos em sala
climatizada e silenciosa. Logo apés, o transdutor Doppler foi posicionado na artéria
tibial posterior (distancia média entre 0 maléolo medial da tibia e o tenddo de Aquiles),

enguanto o manguito (manguito adaptado, velcro; 12,5 cm de largura e 84 cm de
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comprimento e camara inflavel de 7 cm de largura e 52 cm de comprimento,
Cardiomed, Curitiba, Parand, Brasil) foi posicionado ao redor da regido subinguinal na
porcdo medial da coxa, cobrindo a artéria femoral ©”. O manguito foi inflado
manualmente com base em um protocolo, sendo inflado a 50 mmHg (mantido por 30s)
e depois desinflado completamente (segurando por 10s). Na segunda etapa, 0 manguito
foi insuflado a 90 mmHg (a presséo anterior acrescida de 40 mmHg), mantido por 30s,
seguido novamente por um periodo de repouso de 10s (manguito desinsuflado). Em
seguida, essa sequéncia foi repetida (acrescentando 40 mmHg a cada nova etapa) até
que o fluxo sanguineo ndo fosse mais detectado. A partir do momento da ocluséo total,
0 manguito permanecia insuflado por 30s e depois desinsuflado lentamente até que
houvesse fluxo sanguineo ©, e a POT foi definido como a pressdo minima necessaria

para abolir o pulso arterial.

Protocolos de PCI e placebo

Aplicou-se o protocolo de PCI na regido inguinal do membro dominante com
os participantes relaxados e confortavelmente posicionados em decubito dorsal. O
protocolo foi composto por quatro ciclos de isquemia total (POT determinada
individualmente) de cinco minutos, seguidos imediatamente por quatro ciclos de cinco
minutos de reperfusao vascular (0 mmHg), totalizando 40 minutos. Utilizou-se 0 mesmo
manguito usado para determinar a POT.

Para a realizacdo do protocolo de PCI, um dos grupos do estudo utilizou 40% a
mais da POT, pois de acordo com o estudo de Lopes et al. ®?, a pressdo em que o fluxo
sanguineo deixa de passar para a artéria tibial varia de 140 a 160 mmHg e a maioria dos

estudos em que é realizado o PCI utiliza a presséo entre 200 a 220 mmHg, dessa forma,
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os valores sdo correspondentes 2. O outro grupo do estudo utilizou a POT exata, ja que
com esse valor ocorre a auséncia de fluxo sanguineo.

O precondicionamento placebo também foi realizado na coxa dominante com o
mesmo manguito, mas com quatro ciclos de cinco minutos de oclusdo de placebo (10
mmHg) alternado com quatro ciclos de cinco minutos de reperfusdo (0 mmHg) ©33%).

Vale destacar que nos trés grupos de estudo, os participantes foram
previamente informados que a pressdo de oclusdo aplicada seria suficiente para
melhorar o desempenho e evitar danos musculares. Além disso, todos os procedimentos

foram realizados de maneira individualizada.

Desfechos primarios

Os desfechos primarios foram a atividade da CK e de lactato sanguineo e a
CVIM avaliado no baseline, imediatamente, 24, 48, 72 e 96 h ap0s o término do
exercicio excéntrico. Além disso, o lactato também foi coletado nos 1°, 3°, 5°, 7°, 9°,
110, 13° e 15° minutos ap0s o exercicio excéntrico.

A atividade da CK foi obtida por meio de 32 pL de sangue capilar coletado da
polpa digital. A amostra sanguinea foi drenada para um tubo capilar heparinizado e
entdo pipetada para uma tira reativa de CK para sua analise no Reflotron Plus System
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha) através do método de fotometria de
reflexdo a 37°C (temperatura de teste) ©°.

Para avaliar a concentracdo de lactato sanguineo foram coletados 25 ml de
sangue com um capilar do l6bulo da orelha. Utilizou-se capilares heparinizados e tubos
de polietileno tipo eppendorf (1,5 ml) contendo 50 pL de fluoreto de sodio (NaF — 1%).
As analises foram realizadas em um lactimetro (YSI, Yellow Springs — 2.900) ©® com

valores de lactato expressos em mmol/L.
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A CVIM foi avaliada com um dinamdmetro isocinético Biodex System Pro
(Biodex Medical System, Shirley-NY, USA) a 60° de flexdo de joelho (com Q°
correspondendo a méxima extensao) de acordo com o protocolo sugerido por Baroni et
al. . A CVIM foi determinada pelo maior valor de torque de trés repeticdes maximas

de cinco segundos com intervalo de dois minutos entre elas ©7.

Desfechos secundarios

Os desfechos secundarios foram a percepcao subjetiva de dor e de recuperacao
avaliadas no baseline, imediatamente, 24, 48, 72 e 96 h ap6s o término do exercicio
excéntrico.

Para mensurar a dor muscular, os participantes avaliaram a percepcao subjetiva
de dor na perna induzida pelo exercicio, utilizando a escala visual analégica (EVA) 2.
A percepcdo de recuperacdo do membro inferior submetido ao protocolo de dano
muscular excéntrico foi avaliada por meio de uma Escala Likert de 10 pontos, onde 1
indica “ndo recuperado” e 10 “totalmente recuperado” “®. Sendo perguntado “Qudo

recuperado vocé se sente para fazer o exercicio agora, de novo?”.

Analise estatistica
A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov Smirnov, as
variaveis de caracterizacdo da amostra foram apresentadas em média, desvio-padrao,
mediana e intervalo interquartil.
As comparagdes dos desfechos entre os quatro grupos estudados e 0s
momentos foi realizada por meio da técnica de modelo misto linear generalizado, com
funcéo de ligacdo normal ou gama dependendo da distribuicdo dos dados e matriz de

correlacdo AR(1), com pos teste de Bonferroni; fornecendo informacdes sobre os efeitos
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de tempo, grupo e interacdo.. Foi considerado nivel de significAncia de p<0,05 para
todos os testes e utilizado o programa estatistico SPSS (versdo 24.0) (SPSS Inc.,

Chicago, IL, EUA). O individuo que rodou a andlise estatistica foi cego.

Resultados

Os participantes foram recrutados entre janeiro e dezembro de 2021. As
caracteristicas dos participantes sdo apresentadas na Tabela 1. As varidveis
demograficas eram semelhantes no inicio do estudo. Foram avaliados para elegibilidade
80 participantes, sendo que ndo houve nenhuma exclusdo ao longo do estudo. O

fluxograma detalhado € mostrado na Figura 2.

Tabela 1. Caracterizacdo dos participantes.

Variaveis Controle (n=20) Placebo (n = 20) PCI-POT (n=20) PCI-40% (n = 20)

21,65+2,70 21,65+ 2,30 22,70 £2,89 22,40 £+ 3,49
Idade (anos)
[18,00 — 29,00] [18,00 — 27,00] [19,00 - 31,00] [18,00 — 32,00]
1,74 £ 0,05 1,74 £ 0,07 1,76 £ 0,07 1,75+ 0,08
Estatura (m)
[1,61-1,87] [1,63 —1,91] [1,64 —1,86] [1,62 —1,90]
76,89 + 11,88 71,81 +13,74 75,33+ 11,09 76,11 + 13,84
Peso (Kg)
[60,60 — 106,60] [53,70 — 102,20] [59,00 — 99,30] [54,70 — 113,90]
IMC (Kg.m?) 25,35+ 3,27 23,58 + 3,89 24,42 + 3,32 24,92 + 4,16
[20,13 — 33,16] [17,94 — 30,52] [19,44 —34,77] [17,60 — 36,77]
158,60 + 18,88 157,05 + 22,08 159,05 + 23,45 152,00 + 26,34
POT (mmHg)

[149,77 - 167,43]  [146,72 — 167,38] [148,07 - 170,03]  [139,67 — 164,33]

Valores apresentados como média £+ DP [intervalo de confianga de 95%.

Legenda: DP: desvio padrdo; POT: Pressdo de Oclusdo Total; PCI-40%: grupo no qual é realizada a
intervencdo com 40% a mais que a POT determinada na avaliacdo; Controle: grupo no qual € realizado
repouso durante o periodo de intervencdo; PCI-10mmHg: grupo no qual é realizado o precondicionamento
isquémico (PCI) com 10mmHg; PCI-POT: grupo no qual o voluntério realiza os ciclos de isquemia e
reperfusdo com 100% da POT; IMC: indice de massa corporal; m: metros; Kg: quilogramas; Kg.m?:
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quilogramas por metros quadrado.

Recrutamento

Hegihilidade

Em Processamento

Homens Saudaveis

18 — 35 anos

Entraram nos critérios
de inclusdo (n=83:
-5 nio aceitaram

MNdo entraram nos
critérios (n=1Y:
- Hipertensio

Avaliacio imicial (n=80)

!

Encerramento

Randomizagdo
(=801
]
Controle PCI-10mmHg || PCI-POT PCI-40%
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
Intervencio Intervencio || Intervencio || Intervencdo
(n=20 (n=20) (n=20) (n=20)
I I I |
Diano Muscular (n=80)

Avaliapdes Imediatamente apos (n==80)

I

Analise dos dados (n=80)

Figura 2. Fluxograma. (Fonte: proprio autor).
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A Figura 3 apresenta a comparagao entre 0s grupos e momentos para atividade
de CK concentracdo de lactato sanguineo. Para ambos os desfechos ndo foi observada
diferenca significante entre grupos e interagdo momentos vs. grupos. Para a atividade da
CK todos 0s grupos apresentaram um aumento significante em relacdo ao baseline apds
72 horas do dano excéntrico e com 96h ainda ndo se recuperou. Para a concentracao de
lactato sanguineo todos os grupos apresentaram diferenca em relacdo ao baseline de

imediatamente apds até 15 minutos.
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Figura 3. Diferencas intra e intergrupos de lactato e CK.
Legenda: *: diferenca em relacdo ao baseline para todos os grupos; #: diferenca em

relagdo ao baseline para os grupos controle e placebo;

Ja& na Figura 4 tem-se as comparagdes entre 0s grupos e momentos de CVIM e
percepcdo de dor e recuperacdo. Ndo houve diferencas entre 0s grupos e interacédo
grupos vs. momentos (p>0,05). Para forca muscular é possivel observar que o grupo
PCI-40% se recuperou em 48 horas, enquanto os grupos placebo e PCI-POT se
recuperaram em 96 horas, ja 0 grupo controle ndo se recuperou em até 96 horas. Vale
ressaltar que foi encontrada magnitude de dano moderada, com a maior porcentagem de
diferenca sendo encontrada em imediatamente apds o exercicio para 0 grupo controle.
Em relacdo a percepcdo de dor e de recuperacdo, todos 0s grupos apresentaram

diferenca em relacéo ao baseline e se recuperaram em 96 horas.
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Figura 4. Diferengas intra e intergrupos de CVIM, percepcéo de recuperagdo (LIKERT)
e dor localizada (EVA).
Legenda: *: diferenca em relacdo ao baseline para todos os grupos; #: diferenca em
relacdo ao baseline para os grupos controle, placebo e PCI-POT; ¢: diferenga em

relacdo ao baseline para o grupo controle.

Discussédo

O objetivo do presente estudo foi analisar e comparar o efeito de diferentes
pressdes de oclusdo de PCI no DMIE excéntrico. Além de analisar e comparar, as
repostas agudas e em até 96 horas da aplicacdo de diferentes pressdes de oclusao de PCI
sobre desfechos clinicos (percepcéo de dor e de recuperacéao) e celulares (CK e lactato)
e; verificar se promove efeitos deletérios na fun¢do muscular (CVIM). Hipotetizava-se
que o PCI apresente um efeito protetor contra o dano muscular excéntrico causando
melhora nos desfechos clinicos e celulares, além de recuperacdo da fun¢do muscular
especialmente em pressdes de oclusdo mais altas, ja que ocorre maior aumento do fluxo
sanguineo e altos niveis de adenosina pds-isquemia.

Entretanto, os resultados obtidos ndo confirmaram as hipéteses. Os resultados
mostraram que ndo ha diferenca entre os grupos estudados, e, portanto, o PCI ndo
promove efeito protetor contra o0 DMIE excéntrico. No entanto, foram observadas
diferenca entre os momentos analisados em que o grupo placebo apresentou uma
recuperacdo mais rapida nas percepcdes de recuperacao e de dor, além da atividade de
CK e da concentracdo de lactato sanguineo e o grupo PCI-40% apresentou recuperacéo

mais rapida para CVIM e concentracdo de lactato sanguineo. O grupo PCI-POT



apresentou pico de atividade de CK em 24h apds o exercicio, sendo o Gnico a apresentar
diferenca nesse momento, entretanto, sé voltou a apresentar essa diferenca em 72 e 96
horas, as mesmas diferencgas que foram encontradas para o grupo controle.

O dano muscular é caracterizado por aumento nas concentrag@es intracelulares
de calcio ®¥ e uma aumento no aparecimento de proteinas musculares no sangue e de
citocinas como a concentracdo de CK, lactato e interleucina-6 Y. Breves periodos de
PCI geram mediadores vasoativos, 0s quais sao iniciadores que ativam uma cascata de
transducdo de sinais, podendo envolver a CK e outras proteinas, gerando uma ativagao
de fatores de transcricdo, regulacdo positiva de genes e sintese de proteinas efetoras, as
quais concedem citoprotecdo durante um segundo estresse isquémico Y.

No presente estudo verificou-se que o PCI realizado com pressédo de ocluséo
mais alta pode melhorar a fungdo do musculo esquelético. Um possivel mecanismo pelo
qual o PCI poderia atenuar o declinio da forga muscular ¢ uma mudanga no
metabolismo do Ca?*. Franz et al. demonstraram aumentos agudos na rigidez muscular
apos PCI, sugestivo de uma potencializacdo pos-exercicio, induzida pela responsividade
modificada do Ca*" e rigidez das propriedades contréteis do mésculo @2,

. Segundo Patterson et al. isso pode ser considerado relevante durante os
periodos de competi¢do ou temporadas, que sdo caracterizados por horarios préximos de
partidas e treinos, e, portanto, requerem intervencfes que otimizem a recuperacao do
jogador “9.

No entanto, a literatura sobre os efeitos do PCl na forca muscular ainda é
contraditoria. O estudo de Cerqueira et al. “Y ndo demonstrou diferencas. Ja o estudo de
Patterson et al. “© também apresentou que o grupo placebo recupera os valores de

CVIM mais rapido que o grupo PCI agudo, aplicado apenas uma vez, e que o grupo PCI

repetido, o qual ¢ aplicado trés vezes na semana.



Para a percepcdo de recuperacdo e o lactato sanguineo também ndo foi
observado diferenca entre os grupos, assim como no estudo de Marocolo et al. “? que
ndo verificaram diferenca estatistica entre os grupos PCI com 220 mmHg, placebo e
controle, essa auséncia de diferenca entre grupos pode decorrer do fato de ser uma
sensacdo subjetiva, estando ligada ao aspecto psicoldgico dos participantes, ndo sendo
mensurada por uma ferramenta direta, a qual poderia apresentar resultados mais
expressivos. Ja o estudo de Bailey et al. ¥ apresentou que o grupo PCI com 220
mmHg obteve diferenca em relacdo ao controle (20 mmHg) quando avaliado os niveis
de lactato sanguineo. Essas diferencas encontradas entre os estudos também podem ser
explicadas pelo tipo de exercicio proposto, ja que a diminui¢do de lactato sanguineo é
mais encontrada em exercicios aerobicos.

A dor muscular aumentou ap6s o dano muscular excéntrico, mas ndo houve
diferencas significativas entre os grupos estudados. Tal fato segue o padrdo
caracteristico da DMIE em que a percepcao do pico de dor ocorre entre 24 e 48 h apos o
exercicio como resultado da sintese de prostaglandinas, que sensibilizam as terminacdes
aferentes localizadas dentro das fibras musculares “%. Reducées na dor pés-operatéria
de cirurgia ortopédica foram observadas apés o uso do PCI “ no entanto, essa
diminuicao nédo foi observada no presente estudo.

Em relacdo a atividade de CK, Cerqueira et al. “» encontraram que essa
variavel foi apenas significativamente maior no grupo placebo ap6s 72 horas do
exercicio, isso ocorre pois a presenca do pico de CK ocorre ap6s 72h do exercicio
realizado. O presente estudo corrobora com esse achado, entretanto, tambeém foi
observada significancia nos demais grupos e em outros momentos. Esses achados
podem sugerir que o PCI ndo minimiza a elevacdo serica de CK, entretanto, isso pode

estar relacionado a variabilidade individual “®, sendo assim, no tendo relagdes com



atividades funcionais “”. Enquanto isso, Patterson et al. ®® apoia os achados
encontrados obtendo efeitos para o tempo, mas sem efeito para 0s grupos nem interagéo
grupo vs. momento.

Contrariando nossas hipoteses iniciais, 0 presente estudo obteve como
resultado que ndo ha diferenca na aplicacdo de diferentes pressdes de PCl quando
comparado ao grupo controle ou placebo. Sendo encontradas diferencas apenas entre o
baseline e 0s momentos apos a realizacdo do protocolo de dano muscular, ndo havendo
diferenca entre grupos, nem interacdo grupo*momento. Vale ressaltar que o protocolo

de EE causou uma magnitude moderada de dano muscular quando analisada a
porcentagem de reducéo de forca muscular. Um fator que pode ter influenciado a
auséncia de efeito protetivo € a realizacdo da POT e do protocolo de PCI no mesmo dia.
A partir desses achados tem-se que as técnicas de PCI com diferentes pressdes
ndo apresentam efeito protetivo, entretanto, ndo apresentam efeitos deletérios. Sendo
assim o PCI pode ser uma alternativa como técnica recuperativa, ja que € de baixo
custo, facil aplicacdo e néo invasivo, especialmente quando o objetivo for recuperagédo
dos niveis de forca muscular.
Os resultados encontrados demonstram a complexidade das manifestacdes de
DMIE excéntrico pode apresentar, sendo multifatorial e apresentando uma
complexidade elevada em analisar seus indicadores. Dessa forma, deve-se continuar a
realizacdo de pesquisas para investigar as respostas fisioldgicas do PCI, com diferentes
protocolos de execucéo e diferentes pressdes das utilizadas. Sendo assim, sera possivel
a exploracao de diferentes desfechos para o entendimento da técnica, tornando possivel
a utilizacdo da mesma na pratica clinica para acelerar o processo de recupera¢do, COmo

um novo elemento para a literatura de recuperacdo pré-exercicio.



O estudo tem como vantagem o numero amostral de 80 homens jovens,
saudaveis, tornando-se um dos estudos com maior populagdo quando comparado a
outros que avaliam PCI. Além de que, trata-se de um estudo com a utilizacdo do PCI
como técnica recuperativa pré-exercicio pouco utilizada na literatura até o momento,
visto que é uma técnica muito utilizada no &mbito cardiovascular e para performance na
area musculoesquelética. Outro ponto positivo do estudo sdo as diferentes pressdes de
oclus&o utilizadas, podendo ser observada a dose-resposta da intervencgéo.

Como limitagdes tem-se a ndo realizagdo da percepcdo de desconforto causada
pelo manguito de pressdo durante a aplicacdo da intervencdo, além da realizacdo do
protocolo de intervencdo apenas no membro dominante, ndo realizando assim uma
avaliacdo intrapessoal, apenas interpessoal. Por fim, como limitagdo mais relevante tem-
se a realizacdo da avaliacdo da POT e da aplicacédo da intervengdo no mesmo dia, sendo
assim podendo gerar um efeito cumulativo da I-R, podendo interferir nos resultados

encontrados.

Concluséao
Conclui-se que o PCI com diferentes pressdes de oclusdo ndo apresenta efeito

protetivo quando comparado aos grupos controle e placebo.
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Consideracoes Finais

A tematica sobre PCI quando utilizada para minimizar os danos causados pelo
EE demonstram que 0 mesmo ndo apresenta diferencas quando comparado a um grupo
controle e a um grupo placebo. Entretanto, pode-se ressaltar que o PCI com 40% a mais
que a POT apresenta uma recuperacdo mais rapida de forca muscular, dessa forma, ele
pode ser levado em consideracOes para pessoas que visam ter um acelerado retorno nos
valores basais de forga muscular.

Vale ressaltar que existem poucos estudos que abordam sobre efeitos de dose-
resposta do PCI, dessa forma, podemos trazer como uma sugestao para futuros estudos a
abordagem de diferentes aplicacdes de PCI, tanto relacionadas a pressdo, quanto

quantidade de aplicaces e ciclos de isquemia e reperfusao.



