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RESUMO

A atrofia muscular € uma das consequéncias mais evidentes da lesdao medular,
como resultado da imobilidade crénica. Os efeitos deletérios da lesdo medular em
grandes grupos musculares podem levar a efeitos secundarios, tais como
intolerancia a glicose, aumento do risco da sindrome metabdlica e diabetes do tipo
ll. O treinamento com RFS (RFS) tem sido proposto como uma forma efetiva para
induzir hipertrofia utilizando-se de cargas baixas, com pouco ou nenhum dano
muscular. O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos agudos e
cronicos da eletro-estimulacédo funcional de baixa intensidade combinada com
restricdo parcial do fluxo sanguineo (EEF+RFS) em musculos afetados pela lesédo
medular. Os efeitos agudos de uma sessdo de EEF com (grupo EEF+RFS) e sem
RFS (grupo EEF) nos niveis de lactato sanguineo, na espessura muscular (EM) e na
formacédo de edema foram comparados. Os efeitos crénicos na EM e na formagao
de edema apos oito semanas de EEF com e sem RFS, realizados duas vezes por
semana, foram também comparados. O grupo EEF+RFS mostrou aumentos agudos
maiores nos niveis de lactato, na EM e edema, comparado ao grupo EEF (p<0,05).
O grupo EEF+RFS mostrou um aumento crénico na EM apds 4 semanas de
treinamento (p<0,05), sem aumentos adicionais da 4* para a 8* semana (p>0,05).
Apos 3 semanas de destreinamento, a EM diminuiu aos valores basais. Nao houve
mudangas na EM crénica no grupo EEF ao longo das 8 semanas de treinamento
(p>0,05). O presente estudo mostrou que 8 semanas de eletro-estimulagao funcional
combinada com RFS induz a aumentos na EM dos musculos afetados pela leséo
medular. Os efeitos agudos indicam que a eletro-estimulagdo induz a um maior
acumulo de metabdlitos e edema, quando combinada com RFS. Os efeitos crénicos
sugerem que os aumentos iniciais na EM podem ser atribuidos a edema, ao passo
que depois da 4% semana os aumentos podem ser interpretados predominantemente

como hipertrofia muscular.

Palavras-chave: lesdo medular, RFS, eletro-estimulagdo funcional, hipertrofia

muscular, edema.



ABSTRACT

Muscle athrophy is one of the most evident consequences of SCI, as a result of
chronic immobility. The detrimental effects of SCI on large skeletal muscle groups
may lead to secondary effects such as glucose intolerance, increased risk of
metabolic syndrome and type 2 diabetes mellitus. Blood flow restriction (BFR)
training has been proposed as an effective method to induce hypertrophy using low
training loads, with little or no muscle damage. This study aimed to investigate the
acute and chronic effects of low-intensity functional electrical stimulation (FES)
combined with blood flow restriction (BFR) on muscles affected by spinal cord injury.
The acute effects of one bout of FES with (FES+BFR group) and without BFR (FES
group) on blood lactate, muscle thickness (MT) and edema formation were
compared. The chronic effects on MT and edema following 8-weeks of twice weekly
training with and without BFR were also compared. The FES+BFR group showed
greater acute blood lactate, MT and edema increases compared to the FES only
group (p<0,05). The FES+BFR group showed a chronic MT increase after 4 week of
training (p<0.05), with no further MT increases from the 4™ to the 8" week (p>0,05).
Following 3 week of detraining, MT decreased to baseline values. No MT changes
were observed in the FES group throughout the 8 weeks (p>0.05). This current study
showed that 8 weeks of low-intensity FES training combined with BFR induces MT
increases on the paralyzed skeletal muscles of spinal cord-injured men. The acute
effects suggest that functional electrical stimulation induces a greater metabolites
accumulation and edema, when combined with BFR. The chronic effects suggest
that early increases in MT can be attributed to edema, whereas after the 4™ week the
increased MT can be interpreted predominantly as muscle hypertrophy.

Keywords: spinal cord injury, blood flow restriction, functional electrical stimulation,
muscle hypertrophy, edema.



1 INTRODUGAO

A lesdo medular € uma grave condigao que leva a importantes mudangas nos
musculos esqueléticos, especialmente abaixo do nivel da lesdo (GORDON et al.,
1994). Uma das consequéncias mais evidentes apos lesdo medular € a expressiva
diminuigdo da massa muscular que ocorre devido a interrupgdo das vias motoras
descendentes. O estudo de CASTRO et al. (1999) mostrou que a area de secgao
transversa (AST) do quadriceps diminuiu cerca de 16% apods seis meses de leséo
medular, chegando a apresentar 50% da AST de observada em sujeitos higidos.
Esta atrofia € acompanhada por alteragdes na composicdo do musculo esquelético,
tais como o aumento da gordura intramuscular (ELDER et al., 2004a) e a
transformacdo de fibras oxidativas do tipo | em fibras glicoliticas do tipo |l
(NEUMAYER et al., 1997). Coletivamente, estes efeitos deletérios da lesdo medular
em grandes grupos musculares podem levar a efeitos secundarios, tais como a
intolerancia a glicose, aumento do risco de sindrome metabdlica em diabetes do tipo
2 (GORGEY et al.,, 2014). Portanto, a manutencdo da massa muscular em
portadores de lesdo medular pode prover beneficios importantes sobre a saude,

independente da perspectiva de restabelecer a funcionalidade muscular.

A eletro-estimulagdo funcional (EEF) é eficaz para induzir hipertrofia em
musculos paralisados, o que pode constituir uma alternativa para aumentar o
consumo energético em repouso (CARRARO, 2002; KERN et al., 2002; GORGEY et
al., 2010). Consequentemente, aumentos de massa muscular podem ajudar a
reduzir a quantidade de massa adiposa e a incidéncia de comorbidades
relacionadas a obesidade nesta populacido. Portanto, estimulos apropriados podem
promover respostas hipertréficas relevantes sobre musculos paralisados. A maior
parte dos protocolos de EEF consistem em contragbes tetanicas evocadas por
estimulos de alta intensidade, a fim de se produzir movimentos contra resisténcias
externas progressivas, de acordo com o principio da sobrecarga (MEDICINE, 2009).
Entretanto, os musculos paralisados demandam correntes de amplitudes muito altas
para se evocar contracbes de alta tensdo, devido a impedancia causada pela
proliferagdo de tecido conjuntivo (ex.: perimisio) e de gordura intramuscular
(GERRITS et al., 1999). Além disso, os limites dos equipamentos de eletro-

estimulagcdo comercialmente disponiveis ndo sdo capazes de fornecer amplitudes de



corrente suficientemente altas para se produzir a tensdo necessaria para induzir

hipertrofia por meio de estimulos mecéanicos.

Contracdes eletricamente evocadas por altas amplitudes de corrente
produzem altas tensdes nas fibras musculares, o que causa danos a ultraestrutura
dos sarcémeros (TIDBALL, 2011), e pode aumentar a suscetibilidade a lesbes
(IVERSEN et al., 2000). Além disso, pessoas com lesdo medular apresentam um
detrimento das fungdes imunoldgicas, as quais parecem estar envolvidas com o
processo de hipertrofia muscular (PATTERSON et al., 2013). Portanto, o processo
inflamatdrio resultante das microlesées causadas pela EEF de alta intensidade pode
retardar o reparo muscular e diminuir o efeito hipertrofico nesta populacédo. Outra
possivel desvantagem da EEF de alta intensidade € o aumento do risco de
complicacbes ortopédicas. De fato, a auséncia de sustentacdo de peso sobre os
membros inferiores paralisados leva a uma expressiva perda de densidade mineral
0ssea, 0 que torna os 0ssos mais suscetiveis a fraturas por estresse (BICKEL et al.,
2004b). Assim, métodos alternativos de EEF de baixa intensidade que produzam
pouco ou nenhum dano muscular podem ser mais seguros e efetivos para promover

hipertrofia em musculos paralisados apos a lesdo medular.

O treinamento com RFS tem sido proposto como um método efetivo para
induzir hipertrofia em higidos, com cargas de treinamento relativamente baixas —
entre 10-20% da capacidade contratii maxima do musculo (LOENNEKE et al.,
2012h). Dentre os varios mecanismos propostos para explicar o efeito hipertrofico do
treinamento com oclusdo vascular, acredita-se que o acumulo de metabdlitos (ex.:
lactato) tenha um importante papel na mediagao de processos anabdlicos, tais como
o aumento da liberacdo de horménio do crescimento (TAKARADA et al., 2000b), a
diminuicdo da expressao da miostatina (LAURENTINO et al., 2012) e o aumento do
recrutamento das fibras do tipo || (LOENNEKE et al., 2011a). Além disso, recentes
evidéncias apontam que o inchago celular agudo causado pelo exercicio com RFS é
também um estimulo para a hipertrofia (LOENNEKE et al., 2012e). Independente
dos mecanismos envolvidos, os marcadores fisiolégicos de dano muscular
permanecem relativamente inalterados apds o treinamento com RFS, o que indica
pouca ou nenhuma microlesdo tecidual (ABE et al., 2006; OZAKI et al., 2010;
LOENNEKE et al, 2012h; THIEBAUD et al., 2014; FARUP et al., 2015). Tais



achados sugerem que o treinamento de baixa intensidade com oclusao vascular
pode ser uma alternativa para se produzir hipertrofia em musculos paralisados de
pessoas com lesdo medular, devido ao fato de serem impossibilitados de suportar

alto estresse mecanico.

Os efeitos da eletro-estimulacdo funcional de baixa intensidade combinada
com RFS foram investigados no estudo de NATSUME et al. (2015), que demonstrou
que apds duas semanas de treinamento em higidos, realizado em duas sessdes
diarias, houve um aumento de 3,9% na espessura muscular do quadriceps. Em
outro estudo recente, GORGEY et al. (2016) mostraram que apds seis semanas de
treinamento, realizado duas vezes por semana, houve um aumento de 15% na AST
dos musculos extensores do punho, em individuos com lesdo medular. Entretanto,
os musculos do antebrago séo relativamente pequenos e, por isso, tem baixa
influéncia no gasto energético em repouso (BOSY-WESTPHAL et al., 2004).
Portanto, a hipertrofia em musculos maiores (ex.: quadriceps) pode proporcionar um

maior beneficio para o metabolismo de pessoas com lesdo medular.

Sabe-se que a eletro-estimulacao funcional pode produzir dano muscular em
pessoas saudaveis, sendo maior em pessoas nao-treinadas (NOSAKA et al., 2011).
Portanto, as caracteristicas dos musculos afetados pela lesdo medular podem torna-
los altamente suscetiveis a dano induzido pela eletro-estimulagdo, mesmo com
baixa intensidade. Apesar dos aumentos na AST reportados no estudo de GORGEY
et al. (2016) terem sido expressivos para o curto periodo de treinamento, n&o foi
realizada nenhuma forma de medicdo de edema, induzido por dano muscular. De
fato, em um estudo recente DAMAS et al. (2016a) mostraram que o inchaco
muscular causado por edema, observado nas primeiras semanas de treinamento,
pode ser equivocadamente interpretado como hipertrofia. Naquele estudo, os
autores sugeriram que a medigao das mudancgas na AST deve ser acompanhada de
alguma forma de medida de edema. N&o sdo conhecidos estudos que tenham
investigado os efeitos agudos e crénicos da eletro-estimulag&o funcional combinada

com RFS no quadriceps de pessoas com lesdo medular.



2 OBJETIVOS E HIPOTESES

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo foi investigar e comparar o efeito do
treinamento de eletro-estimulagdo funcional combinada com RFS nos musculos

afetados pela lesdo medular.

2.2.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente foram verificar e comparar os efeitos
do treinamento de eletro-estimulacao funcional combinado com RFS sobre:

* 0s niveis agudos de lactato sanguineo;

* a espessura muscular aguda do compartimento anterior da coxa;
* aformagéo de edema agudo induzido pelo exercicio;

* aespessura muscular crénica do compartimento anterior da coxa;

* aformacgéo de edema cronico induzido pelo exercicio

Foram também investigados os efeitos do destreinamento na espessura muscular e

no edema, apds 3 semanas de interrupgcao do treinamento.
2.2 HIPOTESES
De acordo com os objetivos especificos propostos, as hipoteses da tese foram:
H1. A eletro-estimulacdo funcional de baixa intensidade combinada com RFS
produz um maior aumento agudo nos niveis de lactato, em comparac&o ao exercicio

sem RFS;

H,. A eletro-estimulacdo funcional de baixa intensidade combinada com RFS

produz um maior aumento agudo na EM, em comparagéo ao exercicio sem RFS;



Hs. A eletro-estimulacdo funcional de baixa intensidade combinada com RFS

causa edema imediatamente apo6s o término da sessao;

H4. A eletro-estimulagc&o funcional de baixa intensidade promove aumentos
crénicos na EM, quando realizada em combinagdo com RFS;

Hs. A eletro-estimulag&o funcional de baixa intensidade combinada com RFS

causa edema nas primeiras quatro semanas de treinamento.

Hs. Os aumentos crénicos na EM retornam aos niveis basais apdés um

periodo de 3 semanas de destreinamento;



3 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo, serdo abordados primeiramente as caracteristicas da lesao
medular e os seus efeitos deletérios na composi¢cdo corporal. Em seguida, seréao
apresentados os estudos que investigaram métodos de eletro-estimulagdo para se
promover hipertrofia em pessoas com lesdo medular. Por fim, o treinamento com
RFS sera abordado, com uma revisdo dos seus potenciais mecanismos, além dos

efeitos agudos e crénicos reportados na literatura.

3.1 Lesao medular

A lesdo medular € uma condi¢ao clinica grave que causa a interrupgéao total
ou parcial da transmissdo de sinais neurais no nivel da lesdo e abaixo dela.
Classifica-se como completa quando ha auséncia total de fungcbes motoras ou
sensoriais distais ao nivel da lesdo (SEZER et al., 2015). A tetraplegia é
caracterizada quando a lesdo € ao nivel cervical e resulta na perda completa ou
parcial da fungdo dos membros superiores e inferiores, assim como dos 6rgaos
toracicos, abdominais e pélvicos. A paraplegia € caracterizada quando a leséo
ocorre nos segmentos toracico, lombar ou sacral da coluna. Na paraplegia a fungao
dos membros superiores é preservada, mas dependendo do nivel da lesao, o tronco,
as pernas e os 6rgaos pélvicos podem também ser comprometidos. O termo é
também referente a lesbes na cauda equina e no cone medular, mas néo a lesdes
no plexo lombossacral ou a nervos periféricos (WATERS et al., 1991; MAYNARD et
al., 1997).

Além do comprometimento da fungdo motora, a lesdo medular acarreta em
varias complicagbes secundarias a longo prazo, tais como disfungdes respiratorias
(REINES et al., 1987), complicacbes cardiovasculares (HAGEN et al., 2012),
disfungdes urinarias e intestinais (BENEVENTO et al., 2002), intestino neurogénico
(WYNDAELE, 2010), sindromes dolorosas (REKAND et al., 2012b), ulceras de
pressdo (REGAN et al, 2009), osteoporose, fraturas (JIANG et al., 2006) e
espasticidade (REKAND et al., 2012a).



3.2 Alteragdes na composicao corporal apds a lesdo medular

Uma das consequéncias clinicas mais importantes em pessoas com lesao
medular € a expressiva diminuicdo dos niveis de atividade fisica, o que resulta em
importantes alteragdes na composigao corporal e no perfil metabolico (SPUNGEN et
al., 2003; GATER, 2007; GORGEY et al., 2014). Este capitulo pretende revisar os

estudos que investigaram os efeitos da lesdo medular em diferentes tecidos.

3.2.1 Atrofia muscular

A atrofia muscular € uma das consequéncias primarias observadas em
pessoas com lesdo medular. Em apenas seis semanas apos a lesao, CASTRO et al.
(1999) mostraram expressivas alteragdes na AST da coxa. Naquele mesmo estudo,
sujeitos com lesdo medular completa ao nivel de C6 - T10 apresentaram uma
diminuigcdo de 18 a 46% na AST seis semanas apos a lesdo, comparados a um
grupo controle sem lesdo medular. Apds 24 semanas, a AST observada foi de 45 a
80% menor. Outro estudo verificou uma reducéo na AST de 103 para 49 cm?, seis
meses apos a lesdo (DUDLEY et al., 1999). GORGEY et al. (2007) verificaram que
a AST foi 30% menor quando comparada a um grupo de individuos sem lesao

medular.

Os mecanismos da atrofia muscular apés a lesdo medular foram
investigados por URSO et al. (2007). Naquele estudo, foram analisadas alteragdes
na expressdo génica do musculo esquelético paralisado. Foi demonstrado que a
atividade transcricional da via da ubiquitina protease aumentou, cinco dias apos a
lesdo medular. Consequentemente, os niveis de proteina para a subunidade
proteasoma também aumentaram. A regulagdo positiva da via ubiquitina-protease
aumenta a protedlise e, consequentemente, a degradagdo das proteinas
musculares. Além disso, foram observados aumentos concomitantes na expressao
génica das metalotioneinas e dos inibidores da protease. As metalotioneinas
exercem funcéo protetora no musculo esquelético e o inibidores da protease inibem
a sua proteolise (DUPONT-VERSTEEGDEN et al., 1998). Portanto, estes achados

indicam que as primeiras cadeias de sinalizagao ativadas poucos dias apds a lesao



medular sdo aquelas envolvidas com a degradagéo de proteinas e as que protegem

0s musculos contra uma rapida atrofia.

Um estudo comparou o efeito da lesdo medular na massa magra total de
gémeos monozigoticos (SPUNGEN et al., 2000), determinada por meio de DEXA
(dual energy x-ray absorptiometry). Foi observado um declinio acentuado da massa
magra nos individuos com lesdo medular, em uma taxa de aproximadamente 4 Kg a
cada cinco anos. Naquele mesmo estudo, foi encontrada uma correlagdo negativa
entre o nivel da lesdo e a porcentagem de massa magra. Além disso, os sujeitos
com lesdo medular completa, e em niveis mais altos, apresentaram menos massa
magra do que os sujeitos com lesdo medular incompleta. Quando os sujeitos com
lesdo medular foram comparados com seus irm&os sem lesdo medular, a

quantidade de massa magra da coxa foi 42% menor.

3.2.2 Aumento da quantidade de gordura intramuscular

O aumento da gordura intramuscular € também um fator frequentemente
observado com a lesdo medular (ELDER et al., 2004a). Por exemplo, no estudo de
SPUNGEN et al. (2000) a quantidade de gordura intramuscular foi trés vezes maior
do que a encontrada no grupo sem lesdo medular. Os autores reportaram ainda que
gordura intramuscular continuou a aumentar por 4,5 meses apos a lesao,
comparados aos valores da primeira medicdo. Outros estudos mostraram uma
correlagdo negativa entre a gordura intramuscular e a sensibilidade a insulina, ao
passo que as gorduras subcutdnea e subfascial apresentaram baixa correlagédo
(PERSEGHIN et al., 1999; GOODPASTER et al., 2004; SNIJDER et al., 2005). Tais
achados indicam que a etiologia da hiperinsulinemia encontrada apos a lesao

medular é atribuida pelas expressivas alteragbes na composi¢ao corporal.

A influéncia da gordura no metabolismo da glicose € uma possivel causa da
prevaléncia de casos de diabetes do tipo Il apoés a lesdo medular. Por exemplo,
DUCKWORTH et al. (1980) verificaram que dos 45 voluntarios com lesdo medular,
27 apresentavam diabetes do tipo Il. Testes de tolerancia a glicose foram feitos por
BAUMAN et al. (1994) para se identificar anormalidades no metabolismo de
carboidratos apds a lesdo medular. Os autores reportaram que os niveis plasmaticos



de glicose e insulina foram mais elevados em pessoas com lesdo medular em
comparagao a individuos higidos, 120 minutos apos a ingestdo de 75 gramas de
glicose. ELDER et al. (2004b) encontraram uma correlagdo entre a gordura ao redor
dos musculos da coxa e os resultados dos testes de toleréncia a glicose. Naquele
estudo, a quantidade de gordura intramuscular explicou 70% da variagdo na glicose

plasmatica.

Os mecanismos pelos quais a gordura afeta o metabolismo do musculo
esquelético ainda n&o estao esclarecidos. Acredita-se que o palmitoil CoA produzido
pelo metabolismo dos lipidios pode inibir a acdo da enzima fosfofrutoquinase (PFK),
responsavel pela regulacdo da glicolise, e assim causar uma perturbacdo aos
gradientes para a entrada de agucar no musculo esquelético (ELDER et al., 2004Db).

3.2.3 Diminuic&do da densidade mineral 6ssea

Os musculos sao os principais responsaveis pela imposicao de forgas sobre
o sistema esquelético (LU et al., 1997). Como a lesdo medular leva a inatividade dos
musculos de membros inferiores, os 0ssos dos membros paralisados perdem um
importante estimulo para a manutengdo da DMO (GIANGREGORIO et al., 2006).
Além disso, a auséncia de posturas de sustentagdo do peso corporal diminui o
estimulo mecanico sobre os ossos, o que afeta o equilibrio da atividade dos
osteoblastos e osteoclastos. Assim, isto resulta em uma taxa de reabsor¢édo maior
do que a de sintese 0ssea, levando a uma osteoporose neurogénica (MAZESS et
al., 1983; GARLAND et al., 1992; JIANG et al., 2006). Apds a lesdo medular, estima-
se que a DMO sofre um declinio de 2 a 4% por més, especialmente nos locais onde
ha maior concentragdo de osso trabecular (FREY-RINDOVA et al., 2000). Este
declinio pode continuar por 2 a 8 anos, alcancando platds em valores que
correspondem de 50 a 60% abaixo dos niveis de DMO encontrados em higidos.

Os mecanismos da desmineralizagao 6ssea apos a lesdo medular devem
ser compreendidos sob a perspectiva da Lei de Wolff. Esta lei afirma que toda
alteracdo na forma ou funcdo dos ossos é acompanhada por alteracbes nas suas
estruturas internas e externas, que concordam com leis matematicas (WOLFF,

2012). Dessa forma, alteracbes nos ossos ocorrem em fungdo da imposicédo de
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estimulos mecanicos sobre eles. De fato, DAUTY et al. (2000) demonstraram que a
desmineralizagdo 6ssea nado depende do nivel neurologico da lesdo medular, mas
sim das forgcas impostas em diferentes regides dos ossos. Os autores verificaram
que apos um ano da lesdo medular a perda de massa 6ssea foi maior na regiao
distal do fémur (52%) e proximal da tibia (70%), ao passo que na coluna lombar a
perda foi de 11%. Tais achados corroboram com outros estudos que mostraram que
as epifises do fémur e da tibia sdo os principais locais afetados pela
desmineralizacdo apos a lesdo medular, tornando-as mais propensas a fraturas

(BIERING - SORENSEN et al., 1990; FROTZLER et al., 2008; MCHENRY et al.,
2012).

O efeito da EEF na DMO de pessoas com lesdo medular & controverso na
literatura. SHIELDS et al. (2007) treinaram os musculos flexores plantares com EEF,
durante 3 anos. Naquele estudo, a porcentagem da perda da DMO da perna
treinada foi menor (10%) do que a encontrada na perna contralateral (25%) n&o-
treinada (controle). Efeitos positivos foram também encontrados no estudo de
GROAH et al. (2010), que reportaram aumentos da DMO no fémur distal e na tibia
proximal com EEF do quadriceps, ao passo que ndo houve mudangas na regiao
lombar e no quadril. ARIJA-BLAZQUEZ et al. (2014) verificaram que n&o houve
aumento na DMO apdés 14 semanas de EEF. Uma possivel explicacdo para a
discrepancia dos achados € que as adaptacdes ocorrem somente nas areas do 0sso

que sofreram estresse mecanico (BELANGER et al., 2000).

3.3 Efeito da eletro-estimulagdo funcional (EEF) nos musculos paralisados

Varios estudos investigaram o efeito da EEF na massa muscular apds a
lesdo medular (BALDI et al., 1998; DUDLEY et al., 1999; CRAMERI et al., 2000;
CRAMERI et al., 2002; MAHONEY et al., 2005; LIU et al., 2007; ARIJA-BLAZQUEZ
et al., 2014). As modalidades de EEF encontradas mais frequentemente na literatura
consistem de agbes dinamicas em um ciclo-ergbmetro adaptado, ou extensdes

unilaterais de joelho com uma carga externa adicionada a perna.

Entretanto, a seguranga da aplicagdo da eletro-estimulagao funcional com

cargas externas para se produzir hipertrofia em musculos afetados pela lesao



11

medular é controversa. De fato, varios estudos sugerem que contragdes que
produzem altas tensbes em grandes grupos musculares sao potencialmente lesivos
para pessoas com lesdo medular porque produzem um alto estresse mecanico nos
tendbes e ossos das articulagdes imobilizadas (GRUNER, 1983; FAGHRI et al.,
1989; RODGERS et al., 1991; KEATING et al., 1992; HARTKOPP et al., 1998).

BALDI et al. (1998) verificaram o efeito de dois protocolos de EEF na massa
magra de tetraplégicos e pessoas com lesdo medular, medida por DEXA. Ao final de
6 meses de treinamento, o grupo submetido a EEF com isometria perdeu menos
massa magra na regido glutea, comparado ao grupo controle. O grupo submetido a
EEF no ciclo-ergbmetro obteve aumento na massa magra da regidao glutea e dos

membros inferiores.

MAHONEY et al. (2005) aplicaram EEF na coxa 2 vezes por semana,
durante 12 semanas. Uma carga externa foi adicionada a perna para se oferecer
resisténcia a extensédo do joelho. Foi observado um aumento médio de 35 e 39%
nos quadriceps direito e esquerdo, respectivamente, além de uma tendéncia para a
reducdo dos niveis da glicose plasmatica. Segundo os autores, 0s expressivos
ganhos encontrados foram explicados pela pequena AST observada antes da

intervencao.

Em um estudo-piloto, DUDLEY et al. (1999) submeteram trés sujeitos com
lesdo medular a EEF nos musculos da coxa, duas vezes por semana, durante 8
semanas. O treinamento consistiu de 10 séries de acdes dinamicas ou isométricas.
Os autores observaram um aumento de 20% na AST do quadriceps e reportaram
que este efeito reverteu 48 semanas de atrofia. Um ano apds a lesdo medular, a
AST do quadriceps apresentou valores similares aos medidos em 6 semanas apos a
leséo.

O estudo de SCREMIN et al. (1999) aplicou a EEF em trés fases: (1)
fortalecimento do quadriceps, (2) estimulagdo sequencial para induzir movimentos
ritmicos no ciclo-ergdbmetro e (3) sessdes de 30 minutos de EEF no ciclo-ergbmetro.
Os voluntarios progrediram de uma fase para outra a medida em que eram atingidos

os desempenhos estabelecidos para cada fase. O tempo médio de duragdo do
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protocolo completo, com as trés fases, foi de 52,8 semanas. As avaliagdes por
tomografia computadorizada revelaram aumentos da AST do reto femoral (31%),
sartorio (22%), adutor magno e isquiotibiais (26%), vasto lateral (39%) e vastos
medial e intermédio (31%).

Em um estudo-piloto, CRAMERI et al. (2000) submeteu individuos a sessdes
de 60 minutos de EEF nos extensores do joelho cinco meses apds a lesdo medular,
durante 16 semanas, cinco dias por semana. Um grupo controle de pessoas com
lesdo medular foi usado para comparacdo. As amostras de biopsias revelaram uma
menor alteragdo na propor¢ao de fibras do tipo | (de 49% para 40%) e também na
diminuicdo da AST das fibras do tipo I, lIA e IIX. Os autores sugeriram que a EEF é
capaz de prevenir os efeitos da lesdo medular sobre os musculos paralisados, caso
a intervencao tenha inicio o mais préximo possivel do periodo apods a lesdao medular.
O mesmo grupo de pesquisadores conduziu outro estudo similar de EEF, porém
com sessdes menos frequentes (3x/semana) de 30 minutos, durante 10 semanas
(CRAMERI et al., 2002). As analises histoquimicas mostraram que a EEF pode
produzir melhorias na capacidade funcional e no metabolismo oxidativo dos

musculos paralisados apos a lesdo medular.

LIU et al. (2007) avaliaram alteragbes na circunferéncia dos membros
inferiores e na composigao corporal apos 8 semanas de EEF em pessoas com lesao
medular incompleta, trés vezes por semana. Os achados daquele estudo mostraram
aumentos na circunferéncia da coxa e da massa magra. Como os musculos flexores
plantares ndo foram diretamente estimulados, ndo foram observados aumentos na

circunferéncia da perna.

ARIJA-BLAZQUEZ et al. (2014) verificaram o efeito de 14 semanas de EEF,
cinco dias por semana, na AST do quadriceps apdés 8 semanas da ocorréncia da
lesdo medular. Foi mostrado um aumento médio de 10,08% na AST do grupo
treinado, ao passo que o grupo controle apresentou uma perda média de 14,76%.
Entretanto, os autores afirmaram que a AST observada no grupo treinado
(aproximadamente 51 cm?) foi muito menor do que a média da AST observada em
individuos higidos néo-treinados (aproximadamente 80 cm?), medidos com a mesma

técnica. Isto sugere que pessoas com lesdo medular podem precisar de expressivas
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magnitudes de hipertrofia para se atingir valores médios normais de volume
muscular.

Nao ha um consenso na literatura a respeito dos parametros de duracao de
pulso, frequéncia, e amplitude da corrente da eletro-estimulacdo (GORGEY et al.,
2015). Por exemplo, a quantidade de gordura intramuscular, gordura subcuténea e o
volume muscular podem diminuir a propagac¢ao da corrente da EEF (SCREMIN et
al., 1999; GORGEY et al., 2013b). Além disso, estudos sugerem que os parametros
da EEF podem depender da idade (DOLBOW et al.,, 2013) e da fadiga muscular
durante o treinamento (PELLETIER et al., 2009; DELEY et al., 2015).

A maior parte dos estudos utilizou estimulagdes de baixa frequéncia (20-30
Hz) para se atenuar o processo de fadiga muscular durante a aplicacdo dos
protocolos (DELEY et al., 2015). A duragdo dos pulsos também é discrepante na
literatura. Normalmente, os pulsos sdo retangulares com duragbes que variaram
entre 200 e 450 ps. Os critérios de intensidade dos estimulos foi estabelecido
conforme a agao desejada, como por exemplo, a corrente necessaria para se obter
uma extensao completa no joelho oupara se obter movimentos coordenados no
cicloergbmetro (HJELTNES et al., 1997; BALDI et al., 1998; CHILIBECK et al., 1999;
DUDLEY et al., 1999; MOHR et al., 2001; CRAMERI et al., 2002; GORGEY et al.,
2006; GRIFFIN et al., 2009; GROAH et al., 2010). Quanto a frequéncia das sessoes,
estudos tem mostrado que os musculos afetados pela lesdo medular que nunca
foram submetidos a eletro-estimulagdo possam sofrer maior dano e, por essa razao,
uma frequéncia de duas sessdes por semana seja mais adequada (BICKEL et al.,
2004a; MAHONEY et al., 2005).

3.4 Efeitos do treinamento com RFS na massa muscular

O treinamento com RFS consiste em um método de treinamento resistido de
baixa intensidade (20-30% de 1RM) com restricdo parcial do fluxo sanguineo no
musculo exercitado (PEARSON et al., 2015). Geralmente, a RFS é realizado por
meio de um esfigmomandmetro inflavel a uma pressao suficiente para restringir o
retorno venoso, ao passo que o fluxo arterial permanece livre. Este método,
concebido originalmente com o nome de Kaatsu (SATO, 2005), tem sido

extensivamente investigado na literatura com inumeras variagdes de protocolo,
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incluindo diferentes pressdes e tamanhos do esfigmomandémetro, volumes de
treinamento, cargas e tipos de exercicios (BURGOMASTER et al., 2003; ISHII et al.,
2005; ABE et al., 2006; KARABULUT et al., 2007; KARABULUT et al., 2010;
LAURENTINO et al., 2012; LOWERY et al., 2014).

Evidéncias tem mostrado que o treinamento com RFS tem produzido ganhos
expressivos de hipertrofia muscular com intensidades de 20-30% de 1RM
(LOENNEKE et al., 2012h). Tais achados em sido surpreendentes, considerando-se
que a recomendacgdo das diretrizes do Colégio Americano de Medicina Esportiva
para a intensidade no treinamento de hipertrofia € de cargas correspondentes a 70-
85% da forca dinamica maxima (ACSM, 2009). Além disso, alguns estudos
mostraram efeitos positivas na massa muscular sem a adicdo de nenhum tipo de
resisténcia mecanica externa. Por exemplo, TAKARADA et al. (2000c) aplicaram
duas sessbes diarias de RFS em pacientes em pds-operatério de ligamento cruzado
anterior. A presséo de 238 mmHg foi aplicada com um esfigmomandmetro em séries
de 5 minutos, com 3 minutos de intervalo. Naquele estudo, ndo houve nenhum outro
tipo de estimulo. Os resultados mostraram que a RFS diminuiu a atrofia por desuso
dos musculos extensores do joelho, em comparagédo a atrofia observada no grupo
controle. Os autores sugeriram que a hipoxia local causada pela oclusdo do fluxo
sanguineo foi capaz de estimular a sintese de proteina, proporcionando assim um
ambiente menos catabdlico ao musculo imobilizado. Apesar da RFS ter sido o unico
estimulo aplicado no estudo de TAKARADA et al. (2000c), a maior parte dos estudos
encontrados na literatura combinou a RFS com exercicios resistidos ou com o peso

corporal.

Nesse sentido, ABE et al. (2005c) treinaram individuos jovens saudaveis
divididos em dois grupos: (1) treinamento resistido com RFS e (2) treinamento
resistido sem RFS. Os participantes treinaram o exercicio agachamento e mesa
flexora duas vezes por dia durante 12 dias consecutivos, a uma intensidade de 20%
de 1RM com 3 séries de 15 repeticdes. Foram aplicadas pressées de 160 a 240
mmHg. A AST foi medida diariamente por meio de ressonancia magnética. Houve
maiores aumentos na AST e na concentragao de IGF-1 no grupo treinado com RFS.
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Em outro estudo, ABE et al. (2006) treinaram individuos jovens saudaveis
com duas sessOes diarias de caminhadas com RFS em uma esteira ergométrica,
cinco dias por semana, durante trés semanas. Em um grupo, as caminhadas foram
realizadas com RFS em velocidades intervaladas, ao passo que um grupo controle
realizou o exercicio sem RFS. Foi observado um aumento de 4-7% na AST da coxa
no grupo com RFS, ao passo que o grupo controle ndo apresentou hipertrofia. Os
autores sugeriram que € possivel se estimular ganhos na massa muscular com
intensidades minimas de treinamento, e que populagdes frageis ou idosos podem
também se beneficiar deste método.

TAKARADA et al. (2004) treinaram atletas jovens, divididos em trés grupos:
(1) baixa intensidade com RFS, (2) baixa intensidade sem RFS e (3) RFS sem
exercicio. Os grupos treinados com exercicio realizaram cinco séries de extensdes
bilaterais de joelho até a falha concéntrica, a 20% de 1RM, duas vezes por semana,
por 8 semanas. A pressao média aplicada nos grupos com RFS foi de 218 mmHg.
Foi verificado que somente o grupo que treinou com baixa intensidade com RFS
apresentou aumentos na AST dos musculos extensores do joelho. Além disso, este
grupo apresentou concentragdes plasmaticas pos-exercicio de hormdnio do
crescimento mais elevadas em comparagdo aos grupos treinados somente com

exercicio ou somente com RFS.

FUJITA et al. (2008) treinaram individuos jovens saudaveis, divididos em
dois grupos: (1) baixa intensidade com RFS e (2) baixa intensidade sem RFS. Foram
realizadas duas sessdes diarias separadas por minimo 4 horas, por seis dias
consecutivos. O exercicio consistiu de uma série de 30 repeti¢cdes, seguida por 3
séries de 15 repeticbes na cadeira extensora, a 20% de 1RM. No grupo com RFS,
foram aplicadas pressdes progressivas, de 160 a 220 mmHg. Os resultados
mostraram que houve um aumento na AST do quadriceps somente no grupo

treinado com RFS.

LAURENTINO et al. (2008) treinaram individuos jovens saudaveis, em dois
grupos divididos de acordo com a forga dos extensores do joelho nos testes pré-
treinamento. Um grupo treinou com intensidade alta (80% de 1RM), ao passo que o
outro grupo treinou com intensidade moderada (60% de 1RM). O exercicio consistiu
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de extensdes de joelho unilaterais, de forma que uma das coxas era treinada com
RFS e a outra sem RFS, como controle. O treinamento foi realizado duas vezes por
semana, durante 8 semanas. Um Doppler vascular foi utilizado para se determinar a
pressdo individual para cada sujeito, por meio da auscultagdo da artéria tibial. Os
resultados indicaram que ambos os grupos aumentaram similarmente a AST do
quadriceps, independente da intensidade (alta ou moderada) e da condigao
experimental (com ou sem RFS).

TAKADA et al. (2012) treinaram individuos jovens saudaveis em um
protocolo que consistiu de duas séries de flexao plantar por 30 repeticoes a 20% de
1RM. As sessbes de treinamento foram realizadas duas vezes por dia, 3 vezes por
semana, durante 4 semanas. A pressao de RFS foi equivalente a 130% da presséao
sistélica em repouso. Foram medidas a AST do gastrocnémio e o acumulo de
metabdlitos intramusculares com espectroscopia, ambos com ressonancia
magneética. Os resultados mostraram que a AST aumentou significativamente a partir
da segunda semana e que as concentragdes de metabdlitos (Pi, pH, H.POs e ADP)
apresentaram uma correlagao positiva com os aumentos na AST e no teste de 1RM.

YASUDA et al. (2014) treinaram individuos idosos (61-78 anos), divididos
em um grupo exercitado com RFS e um outro grupo controle, que nao foi exercitado.
O grupo exercitado treinou na cadeira extensora duas vezes por semana, durante 12
semanas, com intensidade de 20% de 1RM. A RFS foi aplicada com pressao de 270
mmHg. Apds 12 semanas, os participantes foram submetidos a um periodo de 24
semanas de destreinamento. A AST foi estimada por meio de medidas de ultrassom.
Os resultados mostraram que houve aumento na AST do quadriceps, mas que
retornou aos valores basais ao final do destreinamento. Além disso, foi observada
uma elevada relacao entre a AST do quadriceps e a forca maxima obtida nos testes
de 1RM na cadeira extensora e no leg-press.

VECHIN et al. (2015) treinaram individuos com idade entre 59 e 71 anos,
que foram divididos em trés grupos: um grupo de alta intensidade (70-80% de 1RM)
com RFS, outro grupo de baixa intensidade (20-30% de 1RM) com RFS e um
terceiro grupo sem exercicio, como controle. O grupo que treinou sem RFS realizou

4 séries de 10 RM, ao passo que o grupo que treinou com RFS realizou uma série
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de 30 repetigbes, seguida de trés séries de 15 repeticdes, duas vezes por semana.
A pressao média aplicada na RFS foi de 71 mmHg. Os resultados mostraram que a
AST aumentou similarmente, em ambos os grupos, com aumentos significativos na

forga observados somente no grupo que treinou com alta intensidade, sem RFS.

SAKAMAKI et al. (2011) treinaram individuos jovens saudaveis divididos em
um grupo com RFS e outro sem RFS. O exercicio consistiu de 3 semanas de
caminhadas na esteira ergométrica a velocidade de 50 m/min por 5 séries de 2
minutos, com 1 minuto de intervalo. O grupo que treinou com RFS caminhou com
um torniquete pneumatico na parte proximal da coxa, inflado a pressao de 160-230
mmHg. Os resultados mostraram que o volume dos musculos da coxa e da perna

aumentaram somente no grupo que treinou com RFS.

Apesar dos efeitos do treinamento com RFS na massa muscular terem sido
extensivamente investuigados na literatura, ndo ha um consenso a respeito dos
melhores parametros de intensidade, tempo sob tensao e pressao que promovam as
maiores respostas hipertroficas. Quando a capacidade de forga maxima foi usada
como parametro, a intensidade aplicada nos estudos variou de 20% a 50% de 1RM.
Quanto a magnitude da presséo, os estudos divergem entre 50 e 260 mm/Hg
(YASUDA et al., 2005; MADARAME et al., 2008; YASUDA et al., 2013). Além disso,
a largura do esfigmomandmetro e a circunferéncia do segmento corporal também
podem influenciar na pressdo necessaria para se produzir o estimulo (LOENNEKE
et al., 2012f). Por exemplo, uma pressao menor € necessaria para se ocluir o fluxo
arterial com um torniquete de 13,5 cm de largura, em comparagao a outro de 5 cm
de largura (CRENSHAW et al., 1988; LOENNEKE et al., 2013b).

3.4.1 Potenciais mecanismos das respostas crdnicas ao treinamento com

restricdo do fluxo sanguineo (RFS)

Os mecanismos que levam a hipertrofia por meio da RFS ainda ndo sao
completamente esclarecidos. Varios mecanismos sdo sugeridos na literatura para se

explicar este fenbmeno, os quais serao descritos neste capitulo.
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3.4.1.1 Aumento do recrutamento das fibras musculares

Acredita-se que o controle neuromuscular do movimento seja organizado de
acordo com o principio de Henneman, ou principio do tamanho. Este principio afirma
que a medida que a intensidade do exercicio aumenta, unidades motoras
progressivamente maiores sédo recrutadas para se sustentar a tarefa (HENNEMAN
et al., 1965). Unidades motoras menores enervam fibras predominantemente lentas
(tipo 1), com baixa capacidade de produzir tensdo. Isto sugere que o recrutamento de
unidade motoras maiores, com fibras rapidas, sé ocorreria com contragdes de alta
intensidade. Por outro lado, estudos demonstraram um aumento no recrutamento de
fibras do tipo Il durante o exercicio com RFS (TAKARADA et al., 2000b; TAKARADA
et al., 2000d). Como o acumulo de metabdlitos estimula as fibras aferentes do tipo lll
e IV, a consequente inibicdo do motoneurdnio alfa resulta em um recrutamento
compensatoério de fibras do tipo Il (YASUDA et al., 2009). Estas, por sua vez, nao
dependem do oxigénio para a produgado de forca (MORITANI et al, 1986).
PEARSON et al. (2015) sugerem que esta mudanga no padrdo de recrutamento
pode ser interpretado como uma inversao do principio de Henneman. Dessa forma,
no exercicio em hipodxia as fibras do tipo Il sdo prioritariamente recrutadas, mesmo

com intensidades baixas.

3.4.1.2 Aumento da liberagdo aguda horménio do crescimento (GH)

Aumentos nos niveis agudos de niveis de horménios anabdlicos tem sido
demonstrados no treinamento com RFS (TAKANO et al., 2005; PIERCE et al., 2006;
REEVES et al., 2006; MADARAME et al., 2010). A RFS durante as contracdes leva
ao acumulo de metabdlitos, tais como o lactato plasmatico e celular, além do
aumento da concentracdo de ions de H+, o que resulta no aumento da liberagcédo do
horménio do crescimento (GH) (TAKARADA et al., 2000a). Estudos tem mostrado
que um ambiente intramuscular acido estimula a atividade de nervos do sistema
simpatico por meio de um reflexo quimioreceptivo mediado por metaboreceptores e
fibras aferentes dos grupos lll e IV (VICTOR et al., 1989). Assim, é possivel que esta

via metabdlica tenha um papel importante na regulagcdo da secrec¢ao hipofisaria de
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GH. Por exemplo, TAKARADA et al. (2000b) encontraram elevagdes de até 290

vezes o nivel basal sérico de GH apds uma sessao de treinamento com RFS.

Acredita-se que o GH tenha um efeito na sinalizacdo da sintese protéica
muscular (KRAEMER et al., 1993; MCCALL et al., 1999; KRAEMER et al., 2005;
REEVES et al.,, 2006). Entretanto, ndo ha evidéncias que confirmem essa teoria.
Varios estudos mostraram que o GH sinaliza a sintese de colageno e tecido
conjuntivo, mas n&o de proteinas contrateis, como a muscular (YARASHESKI et al.,
1992; FRISCH, 1998; WEST et al., 2010a; WEST et al., 2010b; SCHROEDER et al.,
2013). Portanto, € pouco provavel que a hipotese da secrecdo de GH seja
confirmada como um mecanismo para explicar a hipertrofia por meio do treinamento
com RFS (LOENNEKE et al., 2012c).

3.4.1.3 Inibicdo da miostatina

A miostatina € um gene (GDF-8) que faz parte da familia “fransforming
growth factor B (TGF- B)", que regula negativamente o crescimento muscular
(ARNOLD et al., 2001; LIN et al., 2002; LEE, 2004). A diminuigdo da sua expressao
pode levar ao aumento da sintese de proteina muscular, como foi observado
experimentalmente no fendtipo hipermuscular apresentado por bovinos e
camundongos (LEE, 2004). Por exemplo, MCPHERRON et al. (1997) produziram
camundongos geneticamente manipulados que apresentaram 2 a 3 vezes mais

massa muscular do que o normal, sem apresentar aumentos na gordura corporal.

O efeito agudo do treinamento com RFS na expressdo da miostatina foi
investigado por DRUMMOND et al. (2008a). Naquele estudo, foi observada uma
reducdo de aproximadamente 40% na expressao da miostatina apos o exercicio de
cadeira extensora com RFS, a 20% de 1RM. Em um estudo longitudinal, ROTH et al.
(2003) verificaram uma reducdo de 37% na expressao do gene apos 9 semanas de
treinamento resistido com intensidade de alta intensidade. LAURENTINO et al.
(2012) demonstraram uma diminuigdo na expressdo da miostatina apos 8 semanas
de treinamento resistido com RFS, a 20% e 80% de 1RM, sem diferenga entre

ambos.
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3.4.1.4 Inchaco celular

O inchagco celular tem sido recentemente proposto como um dos
mecanismos para explicar o papel do acumulo de metabdlitos nas adaptacdes
hipertréficas ao treinamento com RFS (PEARSON et al., 2015). Esse fenbmeno é
mediado por processos de auto-regulagdo da hidratagdo do meio intra-celular.
Estudos mostraram que o inchago celular pode induzir ao aumento na sintese de
proteinas e a diminuicdo da protedlise em hepatdcitos, ostedcitos e fibras
musculares (LANG, 2007). Um estudo de HAUSSINGER et al. (1993) observou que
o efeito anabdlico da insulina foi impedido devido a uma inibicao do inchacgo celular,
causada por meio do bloqueio de transportadores de Na*, K e Cl. Apesar de ndo ser
possivel estabelecer um paralelo entre a fungao de células musculares e hepaticas,
acredita-se que o inchago celular seja um mecanismo que, associado aos citados
anteriormente, possa alterar o balanco protéico em dire¢do ao anabolismo, por meio
da inibicdo do catabolismo (LOENNEKE et al., 2012e).

Outro fator que pode aumentar o transporte de agua para dentro da célula
muscular € a reperfusdo reativa (hiperemia) causada imediatamente apods a
liberagcdo do fluxo sanguineo. Estudos apontam que a magnitude da hiperemia é
proporcional ao tempo sob o qual os vasos sanguineos foram submetidos a
compressdo (JOHNSON et al., 1976). Entretanto, ha estudos que contestam a
hipétese de que a hiperemia reativa seja o mecanismo responsavel pela hipertrofia
com RFS. Por exemplo, GUNDERMANN et al. (2012) investigaram o efeito da
hiperemia na sinalizagdo do eixo mTOR. Naquele estudo, a hiperemia foi simulada
por meio da infusdo de um vasodiltador farmacoldgico (nitroprussiato de sodio). Nao
foram encontrados aumentos na taxa da sintese de proteina, apesar do
vasodilatador ter causado um aumento no fluxo de sangue similar ao observado na
hiperemia reativa apds a RFS. Por outro lado, os autores reportaram um aumento de
49% na taxa da sintese de proteina com a RFS.

Especula-se que o inchago causado pela retengdo de agua no meio intra-
celular pode causar um estiramento do sarcolema, causando assim uma ameaga a

integridade da célula. Isto desencadeia uma resposta de sinalizagdo que
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cronicamente leva ao reforgo da sua ultra-estrutura (LANG, 2007). LOW et al. (1997)
sugerem que esta sinalizagdo € conduzida por meio de osmosensores de volume
associados a integrinas dentro da célula. Estes, por sua vez, ativam as vias de
transducgao proteina quinase anabdlica, mediados pelo efeito autocrino de fatores de
crescimento (PEARSON et al., 2015).

As fibras rapidas (tipo Il) s&o mais sensiveis a variagbes osmoticas,
provavelmente devido a alta concentracdo de canais de transporte de agua,
denomidados aquaporina-4 (AQP4). Estudos mostraram que a expressao da AQP4
€ alta no sarcolema de fibras rapidas em mamiferos, o que facilita a entrada de
fluidos dentro da célula (FRIGERI et al., 1998). Considerando que fibras do tipo |l
sdo0 mais responsivas ao treinamento de hipertrofia (KOSEK et al., 2006) e o seu
recrutamento aumenta com a RFS (ver capitulo 2.2.6.1), € possivel que a
associacado de ambos os mecanismos explique a hipertrofia observada com este
método.

3.4.1.5 Espécies reativas de oxigénio

Espécies reativas de oxigénio, também conhecidas por radicais livres, sao
subprodutos do metabolismo celular produzidos primariamente na mitocdndria
(THANNICKAL et al., 2000; JACKSON, 2008) durante a contracdo muscular. A
elevagcdo cronica da liberacdo de espécies reativas de oxigénio parece estar
associada a efeitos deletérios em varios tecidos, podendo inclusive levar a
sarcopenia (FULLE et al., 2004). Entretanto, como resposta aguda ao exercicio,
acredita-se que quando sua producdo supera a capacidade anti-oxidante da célula,
o estresse oxidativo agudo resultante ativa a sinalizagdo da via MAPK (UCHIYAMA
et al., 2006). Além disso, evidéncias apontam que a magnitude das respostas
agudas das espécies reativas de oxigénio dependem do tipo e da intensidade do
exercicio (ALESSIO et al, 2000). Apesar do fato deste efeito regulador de
transducdo e sinalizagdo celular ter sido mostrado nos musculos cardico e liso
(SUZUKI et al., 1999), é possivel que o musculo esquelético também apresente
respostas similares no que diz respeito a hipertrofia (TAKARADA et al., 2000e).
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Evidéncias apontam que a reperfusdo sanguinea apds a hipdxia causada
pelo exercicio com RFS aumenta expressivamente a producao de espécies reativas
de oxigénio (CLANTON, 2007a). Dessa forma, a atividade contratii da célula
muscular em hipdxia causa um desequilibrio na manutencdo da homeostase, o que
resulta em dano celular. Apesar de ser proposta como um dos potenciais
mecanismos para hipertrofia no treinamento com RFS, destaca-se que a producao
de espécies reativas de oxigénio é positivamente relacionada com a magnitude dos
estimulos mecanicos (GOLDFARB et al.,, 2008). Nesse sentido TAKARADA et al.
(2000b), mostraram que nao houve aumentos significativos na produgéo de espécies

reativas de oxigénio apos o exercicio com RFS com intensidade de 20% de 1RM.

Os mecanismos pelos quais as espécies reativas de oxigénio atuam na
hipertrofia ainda sdo especulativos. Uma das possibilidades é a sua influéncia na
acéo do IGF-1. Em um estudo in vitro HANDAYANINGSIH et al. (2011) mostraram
que um tratamento com antioxidantes inibiu a hipertrofia de miécitos induzida pelo
IGF-1, o que sugere que as espécies reativas de oxigénio desempenham um papel
essencial na fungdo do IGF-1 para a sinalizagdo da hipertrofia. Outro importante
fator & a propriedade das mitocondrias das fibras do tipo Il em se produzir maiores
niveis de espécies reativas de oxigénio, em comparagao as fibras do tipo |
(CLANTON, 2007b). Considerando que o exercicio de baixa intensidade com RFS
normalmente tem um tempo sob tensdo expressivamente maior que o exercicio de
alta intensidade, pode-se especular que sua caracteristica metabdlica produza mais

especies reativas de oxigénio.

3.5 Edema muscular induzido pelo exercicio

Varios estudos reportaram hipertrofia muscular apés as primeiras 3 a 4
semanas de treinamento resistido, com ou sem a aplicagdo de RFS em pessoas
ndo-treinadas (ABE et al., 2006; SEYNNES et al, 2007; FUJITA et al., 2008;
KRENTZ et al., 2010; DEFREITAS et al., 2011). Entretanto, recentes evidéncias tem
mostrado que os rapidos aumentos crénicos encontrados em periodos tao curtos de
treinamento podem ser atribuidas predominantemente a formacdo de edema
induzido pelo exercicio, especialmente se for realizado com contragdes excéntricas

e em pessoas nao-treinadas (DAMAS et al., 2016a). Acredita-se que um dos
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mecanismos primarios para a formacao do edema é o aumento da permeabilidade
da parede das vénulas, que favorece a passagem de proteinas plasmaticas
(MILLER et al, 1986). Além disso, contracbes musculares voluntarias ou
eletricamente evocadas causam um aumento do fluxo arteriolar, devido ao aumento
das demandas metabdlicas (CURRIER et al., 1986). Dessa forma, a combinac&o do
aumento do fluxo arteriolar com o aumento da pressédo venosa apos o término do
exercicio resulta em uma maior saida de fluidos do leito de capilares e, ao mesmo
tempo, uma menor reabsor¢gdo para dentro das vénulas (TAYLOR et al., 1992).
Portanto, este desequilibrio resulta em um aumento de fluido no intersticio, ou seja,
edema (GUYTON et al., 2011).

Estudos recentes tem proposto que os métodos de investigacdo de
hipertrofia muscular induzida por exercicio sejam compostos por alguma forma de
medicdo de edema, concomitantemente com as medi¢des de tamanho muscular
(ex.: espessura muscular, area de secgéao transversa). Nesse sentido, DAMAS et al.
(2016a) mostraram que a analise da intensidade do eco nas imagens de ultrassom
sdo uma ferramenta valida para se identificar a propor¢céo entre areas mais claras,
indicativas de edema, e areas mais escuras, indicativas de tecido muscular normal.
Naquele estudo, os autores observaram que quatro sessdes de treinamento resistido
realizado em duas semanas resultaram em aumento na AST. Entretanto, a analise
da intensidade do eco indicou que a maior parte deste aumento foi atribuido ao
inchaco relacionado ao edema, provavelmente induzido por dano muscular, ao invés
de hipertrofia. Outros estudos também tem demostrado a importancia da analise de
imagens para a identificacdo de edema (CHEN et al., 2012; ROSENBERG et al.,
2014).

Destaca-se também o fato que variagbes agudas na intensidade do sinal em
imagens de ultrassom e ressonéncia magnética também sdo podem ser indicativas
de edema imediatamente apos o exercicio. De fato, o estudo de (FLECKENSTEIN et
al., 1988) mostrou que somente os musculos que foram ativados em um exercicio de
antebrago apresentaram alteragdes na intensidade do sinal, na ressonancia
magnética. Os autores sugeriram que tais variagdes agudas na intensidade do sinal
sdo causadas por rapidas alteragbes no volume de agua no intersticio, o que
corroborou com os achados de outros estudos prévios (SJOGAARD et al., 1982).
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Apesar de alguns autores sugerirem que as alteragbes na intensidade do
sinal podem ser causadas pela reperfusao pds-exercicio, os achados do estudo de
(FLECKENSTEIN et al., 1988) mostraram que a reperfusdo nao foi um fator
determinante.
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4 METODOS

Este capitulo descreve as caracteristicas da amostra, os procedimentos
experimentais, as técnicas e os instrumentos de medicdo utilizados para investigar

as hipoteses do presente estudo.

4.1 Amostra

Trinta e dois homens com lesdo medular completa (ASIA A) foram avaliados
para se verificar a elegibilidade para recrutamento. Os critérios de exclusdo foram:
lesdo de cauda equina, choque medular, trombose venosa, disreflexia autonémica,
complicagbes vasculares, ulceras de pressdo, osteoporose, fratura recente,
implantes e pinos metalicos no fémur. A avaliagao para elegibilidade foi realizada em
uma unica visita ao hospital de reabilitagdo Ana Carolina Moura Xavier. Para
averiguar a responsividade do quadriceps, pulsos retangulares de 150 ps com
amplitude de corrente de 10 mA e frequéncia de 5 Hz foram aplicados para estimular
o nervo femoral. Foi confirmada a elegibilidade de 21 sujeitos (figura 1), que
consentiram em participar do estudo. Os participantes foram informados a respeito
dos procedimentos e riscos e assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital do Trabalhador
(Curitiba-PR) sob o numero CAAE: 48571315.4.0000.5225. As caracteristicas dos

participantes sdo apresentadas na tabela 1.

Os voluntarios foram aleatoriamente alocados em dois grupos, balanceados
pela medida da espessura muscular pré-treinamento. Os grupos foram definidos
como: eletro-estimulagdo funcional com RFS (EEF+RFS) e eletro-estimulagdo sem
RFS (EEF). Duas auséncias consecutivas as sessbes de treinamento foram
consideradas para critério de exclusdo do estudo. Devido ao pequeno tamanho
amostral decorrente dos rigidos critérios de inclusdo, n&do foi incluido um grupo
controle (somente RFS). Nenhum dos participantes fez parte de outro experimento
ou programa de treinamento e/ou reabilitacdo no decorrer do estudo. Dos 21
participantes, 3 desistiram do estudo por razdes pessoais e 2 foram excluidos por
auséncia em duas sessdes consecutivas. Portanto, foram analizados os dados de 9
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participantes do grupo EEF+RFS (coxa direita + coxa esquerda, N = 18) e 7

participantes do grupo EEF (coxa direita + coxa esquerda, N = 14).

Participantes avaliados para eligibilidade

(n=32)
Excluidos do recrutamento (n=11)
* Lesdo de cauda equina ou cone
3 medula.r.(n=5) .
 Espasticidade incontrolada (n=2)
* Historico de trombose (n=1)
* Implantes metalicos (n=3)
v
aleatorizagao (n=21)

Participantes do grupo EEF

(n=10)

Total de amostras:

Participantes do grupo EEF+RFS
(n=11)

Total de amostras:
(coxa direita + coxa esquerda)

(n=20)

(coxa direita + coxa esquerda)
(n=22)

l l

Desisténcias (n=2) Desisténcias (n=3)

Dados analisados: Dados analisados:

* Coxa direita (n=9) * Coxa direita (n=7)

* Coxa esquerda (n=9) * Coxa esquerda (n=7)

* Total de amostras (n=18) * Total de amostras (n=14)

FIGURA 1 - Recrutamento e aleatorizagado dos grupos
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did PRE INT POS DES
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muscular muscular muscular muscular
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Lactato
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muscular aguda
* Edema agudo

Circunferéncia aguda

FIGURA 2 — Etapas dos procedimentos experimentais




TABELA 1 — Caracteristicas individuais dos participantes do estudo
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Sujsito Idade Estatura  Massa total Nll'veIN da Telr:Sp;Ode
(anos) (cm) (kg) o5a0 (anos)
’ 21 177 72 T4-T6 2
5 17 169 61 5 1
w3 27 171 69 T8 3
E 4 25 183 78 T12 1
= 40 175 89 T4 26
% 5 19 180 83 T6-T9 2
© 7 22 174 68 T8 3
8 26 172 65 T7 4
9 23 166 62 T10 2
1 30 173 77 T6-T8 4
2 38 178 71 T8 19
T 24 172 87 T10 3
IéJ 4 22 175 79 T6 2
% 5 18 164 69 T5-T9 1
6 21 170 53 T7 2
7 19 168 72 TS 2

EEF+RFS = eletro-estimulagdo funcional combinada com RFS; EEF = eletro-

estimulacdo funcional. Nao houve diferenga entre os grupos (p>0,05).
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4.2 Procedimentos experimentais

Foram realizadas quatro sessdes idénticas para a medicdo da espessura
muscular: PRE, 48 horas antes da primeira sessdo de treinamento; INT, antes do
inicio da 82. sessdo; POS, 72 horas apds a ultima sessdo e DES, trés semanas apos
o término do treinamento. Todas as medi¢des foram realizadas aproximadamente na
mesma hora do dia para se evitar a influéncia de uma possivel movimentagao de
fluido intramuscular na medida da espessura muscular. Ambos os grupos (EEF+RFS
e EEF) realizaram ao todo 16 sessdes de treinamento, com frequéncia de duas
sessdes por semana. As sessdes foram separadas por no minimo dois dias, durante

8 semanas.

As respostas agudas apOs uma sessdo de eletro-estimulagdo com
(EEF+RFS) e sem oclusdo (EEF) foram realizadas na 8% sess&do (INT). Foram
medidos a espessura muscular e o lactato sanguineo. As medidas de espessura
muscular aguda foram tomadas 5 minutos apos o final da ultima série do exercicio
no sitio médio (50% do comprimento do segmento), que foi marcado na pele por

meio de uma fita adesiva anecodica.

4.3 Medigao da espessura muscular (EM) e intensidade do eco.

A espessura muscular foi medida por meio de um aparelho de
ultrassonografia do modo B (Logiq Book XP, General Electrics®, EUA) usando um
transdutor linear de 11 MHz com 5 cm de largura (Figura 3). A pele foi marcada com
um lapis dermatografico em 30%, 50% e 70% do comprimento da coxa. O
comprimento da coxa foi considerado como a disténcia entre o epicéndilo lateral do
fémur e o trocanter maior (Figura 4a). Um filme plastico transparente inextensivel foi
colocado sobre a pele para que as marcagdes fossem registradas com caneta
permanente e documentadas para as coletas subsequentes. Cicatrizes e marcas
permanentes (ex.. pintas) também foram marcadas. A espessura muscular
considerada como a média das trés medidas, conforme descrito por NATSUME et al.
(2015).
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Uma espessa camada de gel condutivo hidrossoluvel cobriu completamente
a superficie do transdutor para fornecer uma transmisséo acustica apropriada sem
que houvesse depressao da pele. Os sitios de medigdo foram demarcados na pele
com uma fita adesiva anecoica (Figura 4b), a qual forneceu uma sombra vertical de
referéncia na imagem do ultrassom. Na medicao de cada sitio, ajustes de contraste
e foco foram efetuados até que a visualizagao dos sinais hiperecéicos (ex.: contorno
0sseo e fascias) fosse satisfatoria para o registro e armazenamento das imagens.

A EM foi medida na imagem estatica observada no monitor e medida por
meio de um cursor eletrénico pré-calibrado pelo fabricante, com resolugdo de 0,01
centimetro. A EM foi considerada como a distancia perpendicular entre as interfaces
gordura-musculo e musculo-osso (Figura 4c). Medigbes lineares no compartimento
anterior da coxa tem sido recentemente demonstradas como tendo uma alta relagéo
com a AST do quadriceps (ABE et al., 2015).

FIGURA 3 — Ultrassom portatil GE Logigbook® XP e transdutor linear de 11 mhz,
modelo 8L.
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A reprodutibilidade das medi¢cbes da EM foi calculada como o erro tipico de
medida (ETM). Conforme sugerido por HOPKINS (2000), o ETM é o resultante da
razao entre o desvio-padrao da diferenca das medidas repetidas em dois dias
consecutivos (dia 1 e dia 2) e a raiz quadrada do algarismo dois:

o(dia 1l —dia 2)
V2

ETM =

A partir do ETM, foi calculada a minima mudancga detectavel (MMD) para se
determinar a minima diferenga necessaria entre medidas individuais para que
potenciais mudangas sejam consideradas reais. A MMD foi calculada conforme
proposto por WEIR (2005):

MMD = ETM - V2 -1,96

Dessa forma, foram determinados os valores de 0,02 cm e 0,07 cm parao ETM e a

MMD, respectivamente. O coeficiente de variagao foi de 2,9%.
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FIGURA 4 — (a) Referéncias anatbmicas para a marcagao da pele em 20%, 50% e
70% do comprimento da coxa. A média das trés medidas foi considerada como
como a espessura muscular; (b) posicionamento do transdutor em relagdo a fita
anecoica, (c) amostra de imagem coletada no sitio 50%, com sombra hipoecdica de
referéncia.
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Para medir possiveis sinais de edema agudo e crénico induzidos pelo
exercicio, a intensidade do eco nas imagens do ultrassom foi medida e comparada
por meio da intensidade dos pixels. As medi¢cdes de intensidade do eco e de EM
foram realizadas nas mesmas imagens obtidas em cada coleta. O software ImageJ
(versdo 1.5, National Insti- tute of Health, Bethesda, MD, USA) foi utilizado para
determinar manualmente uma area retangular de interesse nos musculos do sitio
médio (50%) da coxa. O software foi calibrado a partir de uma distancia conhecida
nas imagens realizadas pela ferramenta de medida do equipamento de
ultrassonografia. O retangulo foi padronizado com 1 cm de largura e altura
correspondente a espessura muscular, excluindo-se o tecido adiposo subcutaneo e
a superficie 6ssea (Figura 5). Os pixels dentro da area de interesse foram
processados com a transformada rapida de Fourier, resultando em uma distribuicao
em 256 tons de cinza, sendo 0 = preto e 255 = branco. Dessa forma, pixels mais
claros (hiperecoicos) podem indicar anormalidades, como edema, ao passo que O
tecido muscular normal apresenta pixels mais escuros (hipoecoicos). A intensidade
do eco foi calculada como a mediana dos valores dentro da area de interesse, sendo
que quanto maior a mediana, maior a presenca de edema. Esta técnica foi validada
por LIXANDRAO et al. (2014) e utilizada recentemente por DAMAS et al. (2016a)

como uma medida de edema do tecido muscular na AST do musculo vasto lateral.

mediana

|
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FIGURA 5 - Histograma da intensidade do eco dentro da area selecionada
(retdngulo amarelo) no sitio médio da coxa (50%).
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4.4 Medigao da concentragcdo aguda de lactato

As respostas agudas na concentragao de lactato total (mmol/l) foram medidas
por meio de um lactimetro portatil (Accutrend Lactate, Roche®, EUA) (Figura 5).
Amostras de sangue da ponta dos dedos foram coletadas imediatamente antes do
inicio do exercicio e 3 minutos apds o final da ultima série. Apos assepsia com
alcool, a puncdo da ponta do dedo foi efetuada por meio de um lancetador
automatico. Em seguida, a ponta do dedo foi levemente pressionada até que a
primeira gota de sangue fosse descartada, para evitar a contaminagdo da amostra.
Uma segunda gota (aproximadamente 0,7 ul) foi entdo coletada na fita reagente e
imediatamente inserida no lactimetro de acordo com as instru¢gdées do fabricante do

aparelho.
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FIGURA 6 — Lactimetro portatil e lancetador automatico

4.5 Aplicagao da restrigdo do fluxo sanguineo (RFS)

A RFS foi aplicada por meio de um esfigmomandmetro (25 cm de largura x
92 cm de comprimento) (Figura 6) colocado ao redor da coxa imediatamente abaixo
da prega inguinal. A pressdo de RFS para o treinamento de cada participante do
grupo EEF+RFS foi verificada previamente em um unico teste, no qual foi medida a
pressao necessaria para a interrupcao do pulso auscultatorio da artéria tibial foi
determinada com o auxilio de um aparelho Doppler vascular (DV-600, Martec,
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Ribeirdo Preto, Sao Paulo) (Figura 7). A pressao de treinamento foi estabelecida
como sendo 50% da pressao obtida no teste. Esta magnitude de presséo tem sido
demonstrada como efetiva para se produzir aumentos na massa muscular da coxa
(LAURENTINO et al., 2012). A pressao média de treinamento foi 65,2 £+ 7 mmHg. A
pressao do esfigmomandmetro foi mantida durante todo o protocolo da cada sesséo,
incluindo os intervalos entre séries, e imediatamente liberada apés o final da ultima
série. O tempo total sob pressdo foi de aproximadamente 15 minutos. Nenhum
participante reportou reagdes adversas (ex.: tontura ou cefaléia) decorrentes da
RFS, durante as sessdes.
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\ .\. ‘ \ : _,'.:

Range

d0tobbcm REF U188‘D
THIGH

Culssard, Schenkel,
Coscla,Muslo,

Dijbeen.Coxa

FIGURA 7 — EsfigmomanOmetro de coxa

FIGURA 8 — Doppler vascular
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4.6 Protocolo de eletro-estimulagao funcional

A eletro-estimulagao funcional foi aplicada com os participantes sentados em
suas proprias cadeiras de rodas, com o quadril e o joelho posicionados a
aproximadamente 80° e 30° de flexdo, respectivamente. Uma cunha de espuma foi
posicionada sob a perna para evitar o impacto do segmento contra a estrutura da
cadeira, na fase de relaxamento do ciclo de eletro-estimulacdo . Contragdes
sucessivas do quadriceps foram evocadas unilateralmente por meio da estimulacao
percutdnea do nervo femoral usando um estimulador portatil disponivel
comercialmente (Dualpex 961, Quark, Sao Paulo, Brazil) (Figura 8). Apds a
tricotomia da pele e assepsia com alcool 70%, dois eletrodos autoadesivos (9 x 5
cm) foram colocados sobre a pele de forma que o eletrodo proximal foi posicionado
na regiao do trigono femoral e o eletrodo distal foi posicionado 5 cm acima da base
da patela, conforme descrito por RABISCHONG et al. (1992).
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FIGURA 9 — Eletro-estimulador portatil

Em alguns participantes foi necessario efetuar um alongamento passivo dos
musculos isquiosurais por 60 seg., para minimizar temporariamente a espasticidade
dos musculos flexores do joelho (ELBASIOUNY et al.,, 2010). Em seguida, pulsos
retangulares bifasicos com 400 ps de largura foram liberados a uma frequéncia de
descarga de 20 Hz, com duracgao de ciclo de 15 seg. — on, 4 seg. — off. Este ciclo de

trabalho foi mantido durante trés séries de 4 minutos, com 1 minuto de intervalo
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entre as séries. A amplitude de corrente foi determinada como a minima amplitude
necessaria para se produzir uma extensdo completa do joelho a partir de 30° de
flexdo. Nao foi adicionada carga externa a perna durante todo o estudo, em nenhum
dos grupos. Devido a rapida fadiga normalmente observada no quadriceps de
pessoas com lesdo medular (GERRITS et al., 1999), foram necessarios incrementos
de 2 a 4 mA a cada 3-4 repeti¢des, para possibilitar extensées completas até o final
da série.

4.7 Tratamento estatistico

O teste de Shapiro-Wilk confirmou uma distribuicdo n&o-normal dos dados.
Apos uma transformacao logaritmica, os dados foram testados novamente mas a
inspecdo dos histogramas mostrou que a distribuigdo ndo-normal foi mantida.
Portanto, analises n&o-paramétricas foram realizadas. O teste de Friedman foi
aplicado para se comparar a espessura muscular em cada grupo experimental. O
teste Kruskal Wallis foi aplicado para se comparar as medidas PRE, INT, POS e
DES entre ambos os grupos. Quando diferengas foram apontadas, o teste post-hoc
de Dunn-Bonferroni com corregdo foi aplicado para se determinar onde estas
ocorreram. As medidas agudas pré e pos de lactato e espessura muscular foram
comparadas nos grupos com o teste de Wilcoxon e entre os grupos com o teste
Mann Whitney. O nivel de p<0,05 foi adotado como estatisticamente significante.

O calculo dos escores Z de cada teste permitiu uma estimativa do tamanho
do efeito para analises estatisticas ndo-paramétricas, conforme proposto por (FRITZ
et al., 2012):

Z

r=—

VN

Onde N é o total de amostras analisadas (N = 32 coxas). O tamanho do efeito
foi interpretado » < 0,20 como sendo trivial, 0,20-0,49 como pequeno, 0,50-0,79
como moderado e > 0,80 como grande (COHEN, 2013).



37

As porcentagens (%) das mudancgas foram calculadas a partir da equagao:

(POS-PRE) X 100
PRE

% da mudancga =

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software SPSS versao
20.0 (IBM Ltda, Chicago IL, EUA).
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5 RESULTADOS

Neste capitulo serdo primeiramente descritos os resultados das variaveis
agudas de lactato e espessura muscular. Em seguida, serdo apresentados os
resultados cronicos do efeito do treinamento na espessura muscular e do
destreinamento. Os valores de cada variavel serdo expressos na forma de medianas
e intervalos interquartis (do 1° ao 3° quartil), conforme as comparagdes realizadas
por meio de testes estatisticos ndo-paramétricos. Os graficos serdo apresentados na
forma de grafico do tipo boxplot.

Os resultados das variaveis agudas s&o apresentados na tabela 2. A
comparagao dos niveis agudos de concentragdo de lactato antes (BASAL) e trés
minutos depois (AGUDO) do término do exercicio mostrou aumentos em ambos os
grupos (p<0,05). Depois do término do exercicio, os niveis agudos de lactato foram
maiores no grupo EEF+RFS, em comparacéo ao grupo EEF (U = 0,000, p<0,05),
r = 0,83. As comparagdes dos niveis agudos de lactato estdo representados na
figura 9.

O efeito do exercicio na EM aguda em ambos os grupos foi analisado
comparando-se as coletas imediatamente antes (BASAL) e 5 minutos apéds
(AGUDO) o término do exercicio. Houve um aumento significante de 19,7 % e 7,6 %
na EM aguda nos grupos EEF+RFS e EEF, respectivamente (p<0,05). O aumento
na EM aguda no grupo EEF+RFS foi maior em comparagéo ao grupo EEF (U = 29,

p<0,05), r = 0,65. As comparag¢des da EM aguda estéo representadas na figura 10.
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TABELA 2 - Valores absolutos das variaveis agudas nos grupos que treinaram com
eletro-estimulagdo combinada com restricdo do fluxo sanguineo (EEF+RFS) ou
somente eletro-estimulagdo (EEF), nos instantes imediatamente antes do inicio
(BASAL) e apés (AGUDO) o término da sesséo.

EEF+RFS EEF

BASAL AGUDO BASAL AGUDO
Lactato 1,8 6,1"# 1,7 3,4%#
(mmol/l) (1,5-2,1) (5,3-6,5) (1,5-1,8) (3,1-3,9)
EM aguda 2,33 2,79*# 2,49 2,68*#
(cm) (2,22-2,56) (2,67 -3,01) (2,22-2,64) (2,42-2,85)
Intensidade do eco 43 58*# 38 42*#
(unidades (37 - 47) (45 — 63) (35-41) (40— 46)
arbitrarias)

Valores apresentados como medianas e intervalos interquatis (1> e 3%). EM:
espessura muscular. *Diferenca significante em relacdo ao basal (p<0,05).
#Diferenca significante entre grupos (p<0.05).
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FIGURA 10 — Concentragbes de lactato imediatamente antes (BASAL) e 3 minutos
apos o término da ultima série (AGUDO). *Diferenca entre pré e pés (p<0,05).
#diferenca entre os grupos (p<0,05). Ndo houve diferenga nos niveis pré entre os
grupos (p>0,05). O trago horizontal mostra os valores limitrofes superior e inferior, o
trago central entre o 1° e o 3% quartil mostra a mediana, e a cruz mostra a média.
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FIGURA 11 — Espessura muscular aguda imediatamente antes (BASAL) e 5 minutos
apos o término da ultima série (AGUDO). *diferengca em relagdo ao valor basal
(p<0,05). #diferenga entre grupos (p<0,05). #diferenca entre o valor agudo de ambos
os grupos (p<0,05). O trago horizontal mostra os valores limitrofes superior e inferior,
o trago central entre 0 1° e 0 3° quartil mostra a mediana, e a cruz mostra a média.
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FIGURA 12 — Intensidade do eco no sitio médio da coxa (50% do comprimento) nos
grupos EEF+RFS (roxo) e EEF (cinza), imediatamente antes do inicio da sessao
(BASAL) e 5 minutos apo6s o término da ultima série. *Diferenga encontrada no grupo
(p<0,05). O trago horizontal mostra os valores limitrofes superior e inferior, o trago
central entre o 1° e o 3% quartil mostra a mediana, e a cruz mostra a média.
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Os resultados das variaveis crénicas sdo apresentados na tabela 3. Houve
um aumento na EM crénica somente no grupo EEF+RFS ao longo do tempo, x2(3) =
38,430 (p<0,05). Comparagdes multiplas mostraram um aumento de 11,7 % na EM
da coleta PRE para a coleta INT (p<0.05), r = 0,61. A EM permaneceu inalterada
entre as coletas INT e POS (p>0,05). A comparacéo entre a coleta POS e a coleta
DES mostrou uma diminuigdo de 11,6 % na EM (p<0,05), r = 0,60. Ndo foram
encontradas diferengcas na EM no grupo EEF (p>0,05). A EM crénica foi maior nas
coletas INT e POS do grupo EEF+RFS, em comparagéo ao grupo EEF (U = 8,344,
p<0,05). Ndo foram encontradas diferencas entre as coletas PRE e DES entre os
grupos (p>0,05). As comparagdes da espessura muscular crbonica estao
representadas na figura 12.
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TABELA 3 - Valores absolutos das variaveis cronicas nos grupos que treinaram com
eletro-estimulagdo combinada com restricdo do fluxo sanguineo (EEF+RFS) ou
somente eletro-estimulagdo (EEF), nos instantes imediatamente antes do inicio

(PRE), ao final da 4a. semana (INT), ao final da 8a. semana (POS) e apés 3
semanas de destreinamento (DES).

EEF+RFS EEF
Intensidade do Intensidade do
EM crénica eco EM crénica eco
(cm) (unidades (cm) (unidades
arbitrarias) arbitrarias)
i 2,39 39 2,5 37
PRE
(2,28 - 2,46) (35-41) (2,3-2,7) (33 —45)
INT 2,67*# 41* 2,4 36
(2,53 -2,82) (37 — 43) (2,3-2,7) (31 -43)
i 2,66*# 38 2,5 35
POS
(2,47 — 2,76) (36 —42) (2,3-2,6) (32 —47)
2,35 40 2,4 40
DES
(2,28 — 2,43) (38 —43) (2,4 -2,7) (35—-44)

Valores apresentados como medianas e intervalos interquatis (1% e 3%). EM:
espessura muscular. *Diferenga significante em relagdo ao PRE (p<0,05).

#Diferencga significante entre grupos (p<0,05). #Diferenga significante entre grupos
(p<0,05).
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FIGURA 13 — Espessura muscular crénica dos grupos EEF+RFS (roxo) e EEF
(cinza) antes do inicio do treinamento, ao final da 4°. e 8. semanas (PRE, INT e
POS, respectivamente) e apdés 3 semanas de destreinamento (DES). *Diferenca
encontrada no grupo (p<0,05). #Diferenga encontrada entre os grupos (p>0,05). O
trago horizontal mostra os valores limitrofes superior e inferior, o traco central entre o
1% e 0 3% quartil mostra a mediana, e a cruz mostra a média.
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FIGURA 14 — Intensidade do eco no sitio médio da coxa (50% do comprimento) nos
grupos EEF+RFS (roxo) e EEF (cinza), nas coletas antes do inicio do treinamento,
ao final da 4°. e 8°. semanas (PRE, INT e POS, respectivamente) e apés 3 semanas
de destreinamento (DES). *Diferenca encontrada no grupo (p<0,05). O tragco
horizontal mostra os valores limitrofes superior e inferior, o trago central entre 0 1° e
o 3% quartil mostra a mediana, e a cruz mostra a média.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou e comparou os efeitos agudos e crbnicos da
eletro-estimulagao funcional de baixa intensidade combinada com restricdo do fluxo
sanguineo nos musculos extensores do joelho, em pessoas com lesdo medular. O
principal achado do estudo foi o aumento encontrado na espessura muscular no
grupo treinamento com restricdo do fluxo sanguineo (RFS). Além disso, os
aumentos agudos nos niveis de lactato e na espessura muscular neste grupo foram
mais elevados em relacdo aos encontrados no grupo treinado sem restrigao do fluxo
sanguineo, o que sugere uma influéncia dessas variaveis nos efeitos crénicos da
eletro-estimulagdo combinada com a restrigdo do fluxo sanguineo nos musculos

paralisados de pessoas com lesdo medular.

6.1. Efeitos agudos

Os niveis de lactato agudo no grupo EEF+RFS foram maiores do que os
niveis encontrados no grupo EEF. Mesmo com uma intensidade de treinamento
relativamente mais baixa, € notavel que os niveis de lactato verificados no grupo
EEF+RFS foram maiores do que aqueles encontrados em outros estudos de
treinamento com restrigdo do fluxo sanguineo em pessoas saudaveis (TAKARADA
et al., 2000b; TAKANO et al., 2005; REEVES et al., 2006; LOENNEKE et al., 2012g;
LOENNEKE et al., 2016). Sabe-se que os aumentos no lactato ocorrem devido a
glicdlise anaerdbia e que a caracteristica sincronica da eletro-estimulagado causa o
recrutamento de todos os tipos de fibras musculares, independente da intensidade
do exercicio (GORGEY et al., 2009). Esta observagéo corrobora com os achados do
estudo de KJZR et al. (2001), que submeteram pessoas com e sem lesdo medular
a eletro-estimulacdo e verificaram maiores elevagdes nos niveis de lactato em
pessoas com lesdo medular do que em pessoas sem lesdo medular. Portanto, os
achados do presente estudo mostraram que a aplicagdo da restricdo do fluxo
sanguineo durante a eletro-estimulagdo funcional potencializa as elevagdes agudas
de lactato em musculos paralisados. Deste modo, foi aceita a hipétese H4, de que a
eletro-estimulagdo funcional combinada com restricdo do fluxo sanguineo produz
aumentos agudos superiores nos niveis de lactato, em comparagdo a eletro-

estimulagao funcional sem restricdo do fluxo sanguineo.
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A discrepancia entre os grupos nas elevagdes agudas de lactato no presente
estudo pode ser explicada pela restricdo do fluxo sanguineo durante a eletro-
estimulagao funcional. A press&o causada pelo esfigmomandmetro dificulta o retorno
venoso, o que diminui expressivamente a remoc¢ado de metabdlitos durante o
exercicio. De fato, YASUDA et al. (2010) mostraram que as elevagbdes agudas de
lactato sdo proporcionais a magnitude da pressao externa aplicada. Logo, é possivel
inferir que o grupo EEF+RFS foi treinado sob maior estresse metabdlico, em
comparacgao ao grupo EEF. Além da magnitude da presséao, evidéncias apontam que
a intensidade do treinamento com restrigdo do fluxo sanguineo também esta
relacionada com a magnitude das elevagbes agudas de lactato. Nesse sentido,
LOENNEKE et al. (2016) mostraram que o aumento da intensidade de 20% para
30% de 1RM influenciou os niveis de lactato em pessoas saudaveis. Entretanto, os
achados do presente estudo mostraram que mesmo com intensidades inferiores a
20% de 1RM, as elevacdes de lactato foram expressivamente maiores quando a
eletro-estimulagdo foi combinada com a restricdo do fluxo sanguineo. Logo, os
resultados do presente estudo sugerem que intensidades de treinamento e/ou
pressdes externas mais altas sdo desnecessarias para se obter elevagdes agudas

significativas no lactato.

As menores elevagdes agudas de lactato no grupo EEF sugerem que este
grupo foi treinado sob menor acidose metabdlica, em comparagdo ao grupo
EEF+RFS. Como o volume de treinamento foi equalizado em ambos os grupos, é
possivel que o grupo sem restricdo do fluxo sanguineo tenha sido submetido a um
tempo sob tensao insuficiente para induzir um acumulo de metabdlitos. De fato,
LOENNEKE et al. (2012d) mostraram que o ambiente hipoxico durante o exercicio
com restricdo do fluxo sanguineo fez com que o inicio da fadiga ocorresse antes, em
comparagao ao exercicio sem restricdo do fluxo sanguineo. Naquele estudo, apesar
do acumulo de lactato ter sido similar em ambos os grupos, o grupo exercitado sem
RFS atingiu a falha concéntrica com um volume de treinamento aproximadamente
50% maior que o grupo com restrigdo do fluxo sanguineo. Portanto, no presente
estudo é possivel que niveis mais elevados de lactato seriam alcangados no grupo
EEF se o exercicio tivesse sido prolongado por mais tempo. Entretanto, altos
volumes de treinamento podem nao ser adequados para as caracteristicas imunes,

osseas e articulares de pessoas com lesdao medular.
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Apesar de ndo haver uma relagao causal entre lactato e hipertrofia muscular,
a resposta aguda do lactato no exercicio com restricdo do fluxo sanguineo tem sido
considerada um importante marcador de estresse metabdlico local (PIERCE et al.,
2006; REEVES et al., 2006; FUJITA et al., 2007). Evidéncias apontam que a acidose
intramuscular causada pela hipdxia estimula a liberagdo aguda do hormdnio do
crescimento (GH) por meio da ativagdo de quimiorreflexos. Por exemplo,
TAKARADA et al. (2000b) encontraram aumentos de até 290 vezes nos niveis
séricos de GH apods o exercicio com restricdo do fluxo sanguineo. Naquele estudo,
os aumentos nos niveis de GH foram associados ao aumento concomitante dos
niveis de lactato. Logo, apesar do presente estudo n&o ter quantificado marcadores
endocrinos, € possivel especular que as elevagbes agudas de GH tenham sido
maiores no grupo EEF+RFS.

O papel do GH na hipertrofia muscular ndo € completamente esclarecido.
Apesar de alguns autores defenderem a manipulagdo das variaveis do treinamento
com a finalidade de se estimular a liberacdo aguda de GH (GOTO et al., 2003;
SPIERING et al., 2009), outros contestam a relevancia das respostas endocrinas
agudas para a hipertrofia (WEBER, 2002; RENNIE, 2003; WEST et al., 2010b). No
presente estudo, as elevagbes agudas de lactato foram verificadas devido a
conhecida relagdo do acumulo de metabdlitos com um fenédmeno agudo conhecido
como “inchago celular’, o qual tem sido recentemente apontado por varios estudos
como um importante estimulo para a hipertrofia (LOENNEKE et al., 2012a). Apesar
dos mecanismos ndo serem completamente conhecidos, acredita-se que o acumulo
de metabdlitos causa alteracdes no equilibrio osmatico, forgando a entrada de fluido
para o meio intracelular. Além disso, o inchago celular agudo é estimulado pela
rapida reperfusdo que ocorre apds a liberagdo da restricdo do fluxo sanguineo,
devido a alteragao do gradiente de pressao (YASUDA et al., 2012). Para verificar tal
fendbmeno, o presente estudo quantificou alteragbes agudas na espessura muscular
(EM).

Foi observado um maior aumento agudo na EM no grupo EEF+RFS, em
comparagao ao grupo EEF. Diversos fatores influenciam na EM aguda, incluindo a
hiperemia reativa causada pelas contragées musculares (JOYNER et al., 2015), o
acumulo de metabdlitos (KRISTENSEN et al., 1980), a acdo de substancias
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vasodilatadoras, como o 6xido nitrico (SMITH et al., 2002) e a formagdo de edema
(YANAGISAWA et al., 2003). Como o volume e a intensidade do treinamento foram
similares entre os grupos, a restricdo do fluxo sanguineo parece estar relacionada
com o maior aumento agudo na EM. Uma possibilidade para explicar tal diferenca &
ativacdo de mecanismos mecano-sensitivos na parede das arteriolas e o aumento
da sintese de Oxido nitrico, que € um importante vasodilatador (KOLLER et al.,
2002). Portanto, foi aceita a hipétese Hz, na qual a eletro-estimulagao funcional de
baixa intensidade combinada com restricdo do fluxo sanguineo produz um maior
aumento agudo na EM, em comparagdo ao exercicio sem restricdo do fluxo

sanguineo.

Outra possiblidade que pode explicar parcialmente o maior aumento na EM
no grupo EEF+RFS ¢é a formac&o de edema imediatamente apds o exercicio. E bem
conhecido que o exercicio de alta intensidade produz edema agudo, sobretudo
quando realizado com contragdes excéntricas (YANAGISAWA et al., 2003). Porém,
os achados do presente estudo mostraram que o exercicio de baixa intensidade,
mesmo sem contragdes excéntricas, produz edema agudo em musculos afetados
pela lesdo medular. Um dos mecanismos propostos para se explicar este fendmeno
€ o maior fluxo plasmatico apds a liberagédo da restricdo do fluxo sanguineo, o que
tende a aumentar o fluxo transmural de agua, dos capilares para o intersticio
(WATSON et al.,, 1993). Além disso, o acumulo de metabdlitos parece também
contribuir para o transporte de agua para o tecido (FLECKENSTEIN et al., 1991).
Portanto, os achados permitem confirmar a hipotese Hs, na qual a eletro-estimulagao
funcional de baixa intensidade combinada com RFS causa edema imediatamente

apo6s o término da sessao.

Destaca-se o fato que a magnitude do aumento agudo na EM observado no
presente estudo foi menor do que aquela observada por LOENNEKE et al. (2016)
em pessoas saudaveis. Naquele estudo, aumentos de 0,5 mm foram observados na
EM aguda do musculo reto femoral, ao passo que no presente estudo os aumentos
foram de 0,3 mm na espessura agrupada dos musculos reto femoral e vasto
intermédio. De fato, estudos apontam que a magnitude da reperfusdo é relacionada
com o tamanho dos musculos afetados pela lesdo medular (OLIVE et al., 2003). Por
outro lado, o aumento na EM aguda no presente estudo sugere que a fungao
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endotelial continuou preservada, apesar dos efeitos deletérios da lesdo medular.
Este achado corrobora com estudos que mostraram que a fungao vascular periférica

nao é necessariamente afetada pela lesdo medular (VENTURELLI et al., 2014).

Apesar dos mecanismos do inchago celular ndo serem completamente
conhecidos, o movimento de fluidos da circulagdo sanguinea para dentro do
musculo parece estar associado a uma familia de canais de agua chamados de
aquaporinas. Especificamente, a aquaporina-4 (AQP4) é o principal canal de agua
encontrado no sarcolema de fibras do tipo Il (FRIGERI et al., 1998). Portanto, é
possivel especular que, devido a prevaléncia de mais de 90% de fibras do tipo Il no
musculo atrofiado (GORGEY et al., 2014), os musculos afetados pela lesdo medular
tem uma alta responsividade a hipertrofia por meio do treinamento com restricdo do
fluxo sanguineo. Segundo a teoria do inchaco celular, o acumulo de metabdlitos no
meio intracelular forca a AQP4 a equilibrar os gradientes osmaticos transportando
agua rapidamente para dentro da célula. Assim, a retengdo de agua no sarcoplasma
resulta na deformagcdo do sarcolema, o que por sua vez estimula o crescimento

através de vias de sinalizagdo de mecanotransdugdo (HORNBERGER et al., 2004).

Evidéncias apontam que a magnitude da hiperemia reativa tem sido
mostrada como sendo dependente da duragdo da restricdo do fluxo sanguineo
(KRISTENSEN et al., 1980; KOLLER et al., 2002). No presente estudo, o tempo total
de restricdo do fluxo sanguineo ao final de uma sess&o (aproximadamente 14
minutos) parece ter sido suficiente para promover a hiperemia reativa com a
magnitude necessaria para induzir ao inchago celular no grupo EEF+RFS e,
consequentemente, causar um estimulo hipertrofico. Destaca-se que o grupo EEF
também apresentou um aumento significativo na EM aguda, embora inferior ao
grupo EEF+RFS. Portanto, é possivel especular que o inchago celular tenha
ocorrido em menor magnitude no grupo EEF. De fato, independente da aplicagédo de
restricdo do fluxo de sangue, as contragdes isométricas parecem ter também um
efeito na EM aguda. Nesse sentido, o estudo de WESCHE (1986), investigou a
magnitude das alteragbes na velocidade do sangue na artéria femoral apos
contracdes isométricas no quadriceps de pessoas saudaveis, a 10% da contracéo

voluntaria maxima. Naquele estudo, houve um aumento na velocidade do fluxo
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sanguineo de até quatro vezes a velocidade em repouso, apos contragbes

isométricas de 5 segundos.

E possivel que a aplicacdo da restrigdo do fluxo sanguineo por periodos
mais longos poderiam causar maiores aumentos agudos na EM. Entretanto, ndo ha
evidéncias que mostrem uma relagdo linear entre a magnitude da hiperemia reativa
e o efeito hipertrofico. Além disso, é importante ressaltar que pessoas com lesao
medular apresentam um maior potencial para sofrerem danos na parede do
endotélio e trombose venosa profunda (MIRANDA et al., 2000). Por isso, estimulos
por periodos mais longos de restricdo do fluxo sanguineo nesta populagdo podem
trazer riscos que superam os beneficios. Durante o presente estudo n&o foram

reportados sinais de lesdo vascular ou trombose em nenhum dos participantes.

Ha divergéncias entre os estudos de treinamento com restricdo do fluxo
sanguineo no que diz respeito a magnitude étima da pressao que possa produzir 0s
maiores ganhos, com seguranga (LOENNEKE et al., 2013a). Devido ao potencial
risco de trombose venosa profunda nos membros inferiores de pessoas com lesao
medular (MIRANDA et al., 2000), a presséo aplicada no presente estudo foi baseada
na menor pressao reportada por outros estudos que mostraram hipertrofia por meio
de treinamento com restricdo do fluxo sanguineo (VECHIN et al., 2015). Além disso,
€ bem conhecido que esfigmomandmetros mais largos podem ocluir o fluxo de
sangue com pressdes menores, comparados a esfigmomandémetros mais estreitos
(LOENNEKE et al., 2011b). A circunferéncia da coxa também tem sido apontada
como um fator determinante na magnitude da presséo (SHAW et al., 1982). Isto é
particularmente relevante na aplicagdo da restricdo do fluxo sanguineo na coxa de
pessoas com lesdo medular, devido a circunferéncia relativamente menor em

relacado a coxa de pessoas saudaveis.

Um fenbmeno que foi observado em alguns participantes durante as
sessdes pode ser considerado como variavel interveniente nos efeitos agudos.
Mesmo com amplitudes de corrente baixas, foi observada a ocorréncia do fenédmeno
denominado spill over. O spill over ocorre quando as amplitudes de corrente elétrica
eventualmente propagam-se para ramos de nervos adjacentes ao nervo femoral.

Dessa forma, musculos flexores do joelho (ex.: sartdrio e gracil) também séao
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ativados e produzem uma contragdo (TRIOLO et al., 2001). De fato, no presente
estudo o spill over foi observado durante as sessdes de treinamento, em alguns
participantes. Isso causou a co-contragdo de musculos flexores do joelho, a qual
passou a impedir extensdes completas no final da ultima série de estimulagao.
Portanto, a co-contragdo pode ter causado uma maior elevagdo nos niveis de
lactato, devido a atividade metabdlica de outros musculos extrinsecos ao
quadriceps. Além disso, se outros musculos foram recrutados, pode-se especular
que a reperfusdo sanguinea nesses musculos tenha contribuido para o aumento

agudo da espessura muscular da coxa.

6.2 Efeitos cronicos

No que diz respeito aos efeitos crénicos observados no presente estudo, os
aumentos encontrados na EM corroboram com os achados do estudo de NATSUME
et al. (2015), que submeteu individuos saudaveis a duas semanas de eletro-
estimulagdo combinada com restricdo do fluxo sanguineo, com duas sessdes
diarias, cinco dias por semana. Destaca-se o fato que naquele estudo, houve um
aumento de 3.9% na EM do quadriceps apos 20 sessdes de treinamento, ao passo
que no presente estudo o grupo EEF+RFS mostrou um aumento de 11,7 % apds 8
sessbes (4%. semana). Tais achados sugerem que o presente estudo induziu
respostas cronicas mais expressivas do que as encontradas por NATSUME et al.
(2015), mesmo tendo aplicado um volume de treinamento menor. Além disso,
ressalta-se o fato que no presente estudo a EM do grupo EEF permaneceu
inalterada, corroborando com os resultados do grupo controle no estudo de
NATSUME et al. (2015), que também foi submetido somente a eletro-estimulagcéo
funcional. Portanto, os achados do presente estudo permitem confirmar a hipotese
H4, de que a eletro-estimulagao funcional de baixa intensidade promove aumentos

cronicos na EM, quando realizada em combinagao com restricdo do fluxo sanguineo.

Apesar de néo ter sido quantificada, € possivel inferir que a intensidade de
treinamento que foi aplicada no presente estudo foi relativamente menor do que a
aplicada por NATSUME et al. (2015). Naquele estudo, o treinamento foi realizado
em um dinamOmetro isocinético com contragdes evocadas a 5-10% da contracéo

voluntaria maxima, ao passo que no presente estudo o peso da perna foi a unica
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resisténcia imposta contra as extensées do joelho. Isto sugere que os musculos
afetados pela lesdo medular podem ser responsivos a cargas de treinamento
expressivamente menores do que as aplicadas por NATSUME et al. (2015), para
produzir um aumento na EM em pessoas saudaveis. Entretanto, a auséncia de
aumentos no grupo controle (somente eletro-estimulacdo) de ambos os estudos
indica que a eficacia da eletro-estimulagdo de baixa intensidade depende da
aplicacado da restricdo do fluxo sanguineo. Logo, os achados do presente estudo
sugerem que a carga nao € uma variavel importante quando o objetivo € promover

aumentos na EM de musculos afetados pela lesdo medular.

A amplitude da corrente aplicada para evocar as contracbes foi
relativamente menor do que aquelas reportadas por outros estudos com eletro-
estimulacéo funcional em pessoas com lesdo medular. Por exemplo, no inicio da 12.
série de cada sessao de treinamento, a amplitude da corrente necessaria para se
obter uma extensdo completa do joelho foi de aproximadamente 46 mA. Com a
fadiga, determinada pela falha em se alcangar uma extensdo completa do joelho, a
amplitude da corrente era ajustada em incrementos de 2 mA. Dessa forma, ao final
da 3% série a amplitude da corrente foi de no maximo 80 mA em alguns participantes.
E interessante notar que tais magnitudes foram muito menores do que as reportadas
por outros estudos para evocar contragdes no quadriceps de pessoas com lesao
medular. Nesse sentido, o estudo de GERRITS et al. (1999) aplicou 142 mA para
obter 30% da contragdo maxima. Um outro estudo mostrou que o pico de forga foi
obtido com uma amplitude de corrente de aproximadamente 220 mA (LEVY et al.,
1990). Portanto, o presente estudo mostrou que mesmo que a fadiga demande
ajustes progressivos na amplitude da corrente durante a sessdo, os valores
maximos foram relativamente baixos, em relacdo aos reportados na literatura. Isso
pode ter relevancia no sentido de se minimizar os riscos da aplicagao clinica do
meétodo, além de possibilitar o uso de equipamentos comercialmente disponiveis, de
baixa capacidade.

Os aumentos na EM na 4% semana mostraram que efeitos crénicos do
treinamento com restricdo do fluxo sanguineo podem ser induzidos com uma
frequéncia de 2 sessdes por semana. De fato, uma meta-analise mostrou que duas

a trés sessdes sao suficientes para promover efeitos crénicos (LOENNEKE et al.,
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2012h), apesar de alguns autores sugerirem sessdes diarias (ABE et al., 2005a;
ABE et al., 2005b; YASUDA et al.,, 2005; FUJITA et al., 2008). Nesse sentido,
sessbes menos frequentes podem aumentar a aderéncia ao programa de

treinamento, sem comprometer os ganhos.

O aumento da intensidade do eco nas imagens do ultrassom na 4. semana
de treinamento sugere que o aumento observado na EM crdénica pode ser atribuido a
formagdo de edema. Portanto, a hipdtese Hs foi confirmada. De fato, estudos
recentes sugerem que aumentos no tamanho muscular detectados nas primeiras 3 a
4 semanas de exercicios resistidos podem ser atribuidos predominantemente ao
inchaco celular causado por edema (DAMAS et al., 2016a; DAMAS et al., 2016b). As
microlesbes causadas pelo exercicio levam a infiltragdo de fluido no espaco
intersticial. Logo, acredita-se que o inchago muscular resultante pode ser confundido
como sendo hipertrofia. Além disso, apesar da forga muscular ndo ter sido
quantificada no presente estudo, uma possivel hipertrofia levaria a um aumento
concomitante na capacidade dos musculos produzirem for¢a. Dessa forma, com o
passar das semanas, seria esperada uma diminuicdo da amplitude da corrente
necessaria para se realizar a mesma tarefa, devido a adaptacdes na contratilidade
(GORGEY et al., 2013a). Entretanto, esta inferéncia ndo pode ser confirmada, visto
que nenhum dos participantes teve redugdes na amplitude da corrente ao longo do

treinamento.

Destaca-se o fato que o grupo EEF n&o apresentou aumentos cronicos na
EM, o que indica que a restrigdo do fluxo sanguineo parece ter uma relagdo com a
formagdo de edema em musculos afetados pela lesdo medular. Varios estudos
apontaram sinais de microlesdes apds o treinamento com restricdo do fluxo
sanguineo em musculos de pessoas sedentarias, mesmo com cargas baixas e
auséncia de contragdes excéntricas (TAKARADA et al., 2000b; UMBEL et al., 2009;
WERNBOM et al., 2012; THIEBAUD et al., 2013). Entretanto, €& importante ressaltar
que a magnitude do dano muscular € muito menor em comparagdo ao dano
provocado pelo exercicio de alta intensidade. Apesar dos mecanismos das
microlesdes induzidas pelo treinamento com restricdo do fluxo sanguineo nao
estarem esclarecidos, especula-se que a reperfusdo sanguinea apos a restricao do

fluxo sanguineo causa um expressivo aumento de espécies reativas de oxigénio, as
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quais sao associadas ao dano nas células musculares (MURPHY et al., 2008).
Dessa forma, inicia-se uma resposta inflamatéria na qual ondas sucessivas de
neutréfilos e macrofagos invadem rapidamente o local da lesdo, amplificando-o. Em
seguida, complexos processos de reparo e crescimento sdo ativados, podendo
persistir durante dias (TIDBALL, 2011; DENG et al., 2012). Em pessoas com leséo
medular esses processos podem ser ainda mais lentos, devido ao comprometimento
imunologico comumente apresentado nesta populagdo (IVERSEN et al.,, 2000).
Portanto, a aplicagdo de sessdes de treinamento com restricdo do fluxo sanguineo
em dias consecutivos pode acumular efeitos inflamatérios e, por isso, ser

contraindicada nesta populagao.

Uma possibilidade para se explicar a auséncia de aumentos na EM crénica
no grupo EEF é a equalizagdo do volume de treinamento entre os grupos. De fato,
outros estudos mostraram que quando o volume de treinamento é equalizado entre
0Ss grupos que treinaram com e sem restricdo do fluxo sanguineo, o exercicio de
baixa intensidade sem restricdo do fluxo sanguineo ndo apresentou aumentos
crénicos no tamanho do musculo (TAKARADA et al., 2000e; TAKARADA et al.,
2002; FUJITA et al., 2008; FAHS et al., 2015). Entretanto, outros estudos mostraram
aumentos similares no tamanho do musculo quando o exercicio sem restricdo do
fluxo sanguineo foi realizado até a falha concéntrica (BARCELOS et al., 2015; FAHS
et al., 2015). Nesse sentido, BARCELOS ef al. (2015) mostraram que o trabalho total
(numero de repetigdes x carga) foi expressivamente maior no grupo que treinou sem
restricdo do fluxo sanguineo. Portanto, € possivel inferir que o grupo EEF n&o foi
exercitado por um tempo sob tensao suficiente para se promover aumentos na EM.
Os efeitos da eletro-estimulagao funcional até a falha concéntrica em musculos
afetados pela lesdo medular ndo sdo conhecidos. Portanto, deve-se considerar que
estimulos repetitivos mantidos por periodos prolongados podem ser lesivos para
articulagdes comprometidas pelo longo periodo de imobilidade.

No presente estudo, a possibilidade de ocorréncia de microlesées foi
minimizada com o cuidado de se eliminar a ocorréncia de contra¢gdes excéntricas. O
ciclo de trabalho do eletro-estimulador foi programado para interromper
abruptamente a corrente elétrica apds cada contragdao isométrica, o que causou o

relaxamento imediato do quadriceps e o rapido retorno (por gravidade) da perna
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para a posi¢ao inicial. Entretanto, o estudo de BICKEL et al. (2004b) mostrou que
contracbes isométricas podem também causar microlesbes em musculos
paralisados de pessoas com lesdo medular. Por isso, a auséncia de contracdes
excéntricas no presente estudo ndo anula completamente a possibilidade de
microlesdes. Outro fator que tem sido apontado como relevante na producédo de
microlesbes causadas pelo exercicio € o comprimento do musculo durante a
producdo de forca. NOSAKA et al. (2005) mostraram que o dano muscular pode ser
atenuado quando a amplitude de movimento € mantida em posi¢cdées nas quais o
musculo esta encurtado. Por isso, no presente estudo a amplitude de movimento no
joelho foi limitada de 30° a 0° de flexdo, com o propédsito de se evitar grandes

amplitudes de alongamento do quadriceps, minimizando-se o dano muscular.

Deve-se ressaltar que apesar da diminuicdo da intensidade do eco
observada no grupo EEF+RFS ser um indicador de edema, observou-se que a
intensidade do eco aumentou da 4°. para a 8%. semana de treinamento. Como o
edema diminuiu sem ter havido uma concomitante diminuicdo da EM, ndo se pode
descartar a possibilidade de hipertrofia muscular. E bem conhecido que a incidéncia
de dano muscular causado pelo exercicio apdés as primeiras semanas de
treinamento pode ser atenuada ou mesmo evitada nas semanas subsequentes do
mesmo exercicio, devido a um fenbmeno denominado “efeito da carga repetida”
(MCHUGH et al., 1999). Esse efeito atua como um mecanismo de protegédo contra o
acumulo de dano muscular, conforme evidenciado em estudos com pessoas
saudaveis NOSAKA et al. (2011) e em pessoas com lesdo medular (SLADE et al.,
2004). Evidéncias apontam que este efeito protetor pode perdurar por até seis
meses (NOSAKA et al., 2001). Portanto, devido ao efeito protetor da carga repetida,
a ocorréncia de hipertrofia muscular ndo pode ser descartada, pois é possivel que o
aumento observado na EM no grupo EEF+RFS na 4% semana possa ser atribuido a
hipertrofia, acompanhada de pouco ou nenhum edema.

Diversos fatores podem explicar a ocorréncia de hipertrofia concomitante ao
aumento observado na EM crénica, no grupo EEF+EM. E bem conhecido que
musculos sedentarios sao mais responsivos do que musculos exercitados
regularmente, visto que estes estdo mais proximos do seu limite adaptativo

(HAKKINEN, 1994). Além disso, estudos apontam um possivel efeito do treinamento
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com RFS na diminuicdo da expressao da miostatina (LAURENTINO et al., 2012). A
miostatina desempenha um importante papel na regulagdo da sintese de proteina
muscular e tem sido apontada como capaz de induzir atrofia sob condi¢cbes de
imobilizagdo (ELLIOTT et al., 2012). De fato, evidéncias tem demonstrado que a
atrofia muscular em pessoas com lesao medular esta diretamente associada a um
aumento na expressao da miostatina e uma consequente diminuicdo do conteudo de
células-satélites na fibra muscular (VERDIJK et al., 2012). Evidéncias apontam que
a expressao da miostatina € maior nas fibras do tipo Il (CARLSON et al., 1999). Isto
pode explicar a responsividade do musculo paralisado a estimulos hipertréficos, uma
vez que as fibras do tipo | sofrem transformacédo para fibras do tipo Il poucas
semanas apos a lesdo medular, podendo resultar em uma predominancia de mais
de 90% de fibras do tipo Il (VERDIJK et al., 2012; GORGEY et al., 2014). Logo, no
presente estudo € possivel que o treinamento com restricdo do fluxo sanguineo
tenha causado um estimulo suficiente para inibir da expressao da miostatina e levar

a uma subsequente proliferacdo de células-satélites no musculo paralisado.

A importancia das células-satélites na responsividade ao treinamento de
hipertrofia foi destacada por uma recente revisédo de literatura (GUNDERSEN, 2016).
Acredita-se que mesmo apods a atrofia severa as fibras musculares mantém seus
mionucleos, o0s quais parecem estar associados com o volume da célula
(GREGORY, 2001). Assim, com o fornecimento de um estimulo adequado, o
percurso da recuperacao do tamanho da célula antes da atrofia parece ser mais
rapido (BRUUSGAARD et al., 2012; EGNER et al., 2013). Tal fenbmeno tem sido
reportado na literatura do treinamento de forga e hipertrofia como “memodria
muscular’ (TAAFFE et al., 1997; GUNDERSEN, 2016). Assim, é possivel que os
ganhos na EM observados no grupo EEF+RFS na 4% semana sejam parcialmente
explicados pela permanéncia do numero de mionucleos nas fibras musculares do

quadriceps, mesmo apds meses ou anos de imobilizacio.

Outra possivel explicagdo para a possibilidade de hipertrofia no grupo
EEF+RFS é a caracteristica glicolitica das fibras do tipo IIl. BURGOMASTER et al.
(2003) mostraram que o treinamento com restrigdo do fluxo sanguineo leva a um
aumento das reservas de glicogénio em repouso. E bem conhecido que o glicogénio
potencializa um efeito osmdtico, através do qual atrai 3g de agua para dentro da
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célula para cada grama de glicogénio muscular (CHAN et al., 1981). Dessa forma,
um aumento nas reservas de glicogénio muscular pode mediar um balango proteico
favoravel, por meio de hidratagao celular (RIBEIRO et al., 2014). A atividade contratil
sob hipdéxia leva a um aumento expressivo na captacdo de (glicose e,
consequentemente, na disponibilidade de glicogénio muscular (AZEVEDO et al.,
1995; WOJTASZEWSKI et al., 1998; FLUCKEY et al., 1999). Acredita-se que tal
fendbmeno seja causado por aumentos transitorios na translocagcdo dos
transportadores GLUT-4 ao sarcolema, o que promove a absorgao de glicose apds o
exercicio. A diminuicdo da oferta de oxigénio durante as contragdes do exercicio
com RFS parece amplificar esse efeito (BURGOMASTER et al., 2003).

Outro fator que pode explicar a responsividade dos musculos paralizados a
estimulos hipertréficos é a predominancia de fibras do tipo Il. E bem conhecido que
fibras glicoliticas do tipo |l s&o mais responsivas a estimulos hipertroficos,
comparadas as fibras oxidativas do tipo | (TESCH et al., 1985). Por exemplo, no
estudo de (FUJITA et al., 2008), o treinamento com restricdo do fluxo sanguineo
promoveu um aumento de 27,6% nas fibras do tipo Il, ao passo que o tamanho das
fibras do tipo | permaneceram inalteradas. Portanto, os resultados no grupo EEF
sugerem que a eletro-estimulagdo de baixa intensidade sem restricdo do fluxo

sanguineo pode ter sido insuficiente para se causar um estimulo anabdlico.

Destaca-se o fato de que nado foi encontrada uma continuidade nos
aumentos da EM da 4? para a 8 semana no grupo EEF+RFS. Entretanto, destaca-
se que nao houve perdas na EM durante esse periodo. Varios fatores podem ser
sugeridos para explicar esses resultados. Primeiro, no decorrer das semanas do
treinamento, o volume e a intensidade do treinamento ndo foram progressivamente
ajustados. De acordo com o principio da sobrecarga, a medida em que o musculo
adapta-se ao treinamento, a intensidade precisa ser incrementada para se promover
a continuidade dos ganhos (PLOUTZ et al., 1994). Nesse sentido, SCREMIN et al.
(1999) investigaram o efeito da eletro-estimulacdo funcional no quadriceps de
pessoas com lesdo medular, em trés fases: duas fases com exercicios de cargas
progressivas e uma terceira fase com cargas constantes em um ciclo-ergbmetro. Os
autores observaram aumentos de 31% na AST do reto femoral e no vasto intermédio

somente nas fases em que havia incrementos nas cargas, ao passo que se manteve



58

inalterada na fase com carga constante. DUDLEY et al. (1999) reportaram um
aumento de 20% na AST no quadriceps de pessoas com lesdo medular, apds 8
semanas de eletro-estimulagédo funcional com incrementos progressivos de até 11,5
Kg de carga adicionada a perna. BALDI et al. (1998) mostraram aumentos na
massa muscular dos membros inferiores apds seis meses de eletro-estimulagao
funcional em um ciclo-ergbmetro, com incrementos progressivos de 6 Watts na

carga, quando trés sessdes consecutivas era completadas a 50 rotagdes por minuto.

E importante ressaltar que no presente estudo a carga (somente o peso da
perna) foi mantida constante porque buscou-se investigar o efeito de um modelo de
treinamento que promova hipertrofia com o minimo de estresse mecanico. A
vantagem da aplicagdo de cargas baixas esta em se preservar o musculo contra
potenciais lesées (LOENNEKE et al., 2012b). A partir dos resultados do presente
estudo, é plausivel afirmar que a continuidade dos aumentos na EM apds a quarta
semana demandam incrementos na carga de treinamento. Entretanto, considerando
0s riscos e as caracteristicas dos participantes, incrementos aleatérios na carga
requerem cautela e merecem futuras investigagdées. Pode-se especular também que
um aumento no volume de treinamento (ex.: tempo sob tens&o) no presente estudo
poderia ter promovido a continuidade dos ganhos a partir da 4% semana. De fato,
evidéncias apontam que musculos de membros inferiores demandam um maior
volume nas fases iniciais do treinamento (PAULSEN et al., 2003). No presente
estudo, o tempo sob tensdo e o numero de séries foi mantido o mesmo (4
minutos/série, por 3 séries). Entretanto, deve-se considerar que um volume maior de
treinamento em musculos e articulagbes fragilizados pela imobilidade crénica

poderia aumentar o risco de lesbes em pessoas com lesdao medular.

Apos 3 semanas de destreinamento, observou-se que a EM no grupo
EEF+RFS retornou aos valores iniciais da coleta PRE, em uma taxa média estimada
de 0,5% por dia, permitindo assim confirmar a hipotese Hy. Tais achados corroboram
com o estudo de YASUDA et al. (2015b), que verificou o efeito do destreinamento
apos 6 semanas de treinamento com restricdo do fluxo sanguineo em pessoas
saudaveis e observaram que, apos 3 semanas de destreinamento, a AST retornou
aos niveis basais. Destaca-se que a taxa de mudanca estimada no presente estudo
foi significativamente superior a taxa reportada por NATSUME et al. (2015), de 0,2%
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por dia. Tais achados mostram que a auséncia completa de atividade nos musculos
afetados pela lesdo medular acelerou expressivamente o retorno da EM aos valores

iniciais.

Os mecanismos dos efeitos do destreinamento sobre a massa muscular ndo
sdo completamente conhecidos. Estudos indicam que as vias de sinalizagdo de um
regulador negativo da sintese de proteinas, a miostatina, e de um regulador positivo,
o mammalian target of rapamicin (mTOR), podem ter uma importante influéncia na
massa muscular durante o destreinamento. De fato, a miostatina pode inibir a
hipertrofia por meio da supressdo da sinalizacdo do mTOR e a subsequente
miogénese (TRENDELENBURG et al., 2009). Aléem disso, estudos mostraram que a
lesdo medular diminui a expressdo de miogenina, um importante fator de regulagéao
positiva da sintese de proteinas (DRUMMOND et al., 2008b). Apesar do presente
estudo n&o ter analisado fatores de expressdo dos genes, os resultados do
destreinamento permitem inferir que 0 musculo paralizado tem caracteristicas que
levam a uma menor capacidade de retengdo dos efeitos crénicos da eletro-

estimulagdo combinada com restricao do fluxo sanguineo.



60

7 CONCLUSOES

O presente estudo teve como objetivo geral determinar os efeitos agudos e
cronicos da eletro-estimulacédo funcional de baixa intensidade combinada com
restricdo do fluxo de sangue (EEF+RFS) nos musculos paralizados de homens com
lesdo medular completa. Os objetivos especificos compreenderam verificar e
comparar os efeitos do treinamento de eletro-estimulagdo funcional com e sem
restricdo do fluxo sanguineo sobre:

* 0s niveis agudos pos-exercicio de lactato sanguineo;

* aespessura aguda pos-exercicio dos musculos do compartimento anterior da

COXa,

* aformagéo de edema imediatamente apos o término da sesséo;

* aespessura muscular crénica dos musculos do compartimento anterior da

COXxa,

* aformacéo de edema nas primeiras semanas de treinamento;

* 0 efeito crénico do destreinamento na espessura muscular apos 3 semanas

de interrupgao do treinamento;

Os achados do presente estudo permitem concluir que:

e a EEF de baixa intensidade combinada com RFS induz a maiores aumentos

agudos no lactato sanguineo, em comparacéo a EEF sem RFS;

e a EEF de baixa intensidade combinada com RFS induz a maiores aumentos

da espessura muscular aguda, em comparacéo a EEF sem RFS;
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* a EEF de baixa intensidade combinada com RFS induz a formacao de edema

em poucos minutos apos o término da sesséo;

* a EEF de baixa intensidade combinada com RFS promove aumentos na
espessura muscular crénica nas primeiras quatro semanas de treinamento,

gue se mantém mas nao aumentam apds oito semanas de treinamento;

* a EEF de baixa intensidade sem RFS n&o promove aumentos cronicos na

espessura muscular;

* o treinamento com RFS produz edema nas primeiras 4 semanas de

treinamento;

* a interrupgéo do treinamento com EEF combinada com RFS leva ao retorno
da espessura muscular aos niveis basais, ap6s 3 semanas de

destreinamento.

Portanto, é possivel afirmar que a eletro-estimulagdo funcional combinada
com restricdo do fluxo sanguineo causa aumentos cronicos na espessura muscular
de musculos afetados pela lesdo medular nas quatro primeiras semanas de
treinamento, e que tais aumentos podem ser atribuidos por edema e hipertrofia,
concomitantemente. Além disso, a espessura muscular retorna aos valores iniciais

apo6s 3 semanas de um periodo de destreinamento.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo foi o primeiro a mostrar que os musculos afetados pela
lesdo medular sédo responsivos a eletro-estimulagédo funcional de baixa intensidade,
quando combinada com restricdo do fluxo sanguineo. Os aumentos agudos na
espessura muscular e nos niveis de lactato parecem ser suficientes para se
promover um estimulo anabdlico. Entretanto, € possivel que o parte do aumento
observado tenha sido causado pela formacao de edema, concomitante a hipertrofia
muscular, devido a alta suscetibilidade de dano nos musculos afetados pela lesao
medular. Considerando que ndo ha um consenso na literatura a respeito dos
melhores parametros de eletro-estimulagao funcional nem de aplicacdo da restricao
do fluxo sanguineo para promover hipertrofia, futuros estudos com outros

parametros sdo recomendados.

Limitagbes do estudo

Uma das limitagbes foi a auséncia de um grupo controle que fosse
submetido somente a restricdo do fluxo sanguineo sem eletro-estimulagdo, o que
possibilitaria a investigagcao dos efeitos agudos e cronicos isolados da restricdo do

fluxo sanguineo.

Outra limitagdo € a auséncia de marcadores sanguineos de dano muscular
(creatina quinase ou mioglobina), que possibilitariam analisar uma correlagdo com a

intensidade do eco obtidos nas imagens de ultrassom.

Por fim, mais medigbes sucessivas da espessura muscular aguda e do

lactato poderiam fornecer informagdes sobre o curso temporal destas variagdes.
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APENDICE 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N6s, Sérgio Luiz Ferreira Andrade e Eddy Krueger estamos I|he
convidando como voluntario a participar da pesquisa: EFEITOS DA
ELETROESTIMULACAO NEUROMUSCULAR COM RESTRICAO DO FLUXO DE
SANGUE NA ESPESSURA MUSCULAR E CONDUTIVIDADE PERIFERICA.

O motivo que nos leva a fazer esta pesquisa é a necessidade de se buscar
meétodos eficientes e seguros de eletroestimulagao neuromuscular, com a finalidade
de aumentar o tamanho dos musculos da coxa. A eletroestimulagdo € uma técnica
que pode recuperar parte da massa muscular. Como a massa muscular consome
energia em repouso, aumentos no tamanho dos musculos podem ajudar no controle
da obesidade.

DESCONFORTOS, RISCOS E BENEFICIOS: Com a eletroestimulagdo, vocé pode
sentir um leve desconforto no abdome. Além disso, a intensidade da corrente pode
causar uma vermelhiddo na pele. Caso vocé seja alérgico, uma possivel dermatite
pode acontecer devido ao eleltrodo.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO: Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que
desejar. Vocé é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou
interromper a participagdo a qualquer momento. A sua participagao é voluntéaria e a
recusa em participar ndo ira acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios.
O(s) pesquisador(es) ira(ao) tratar a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo. Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerao
confidenciais. Seu nome ou o material que indique a sua participagdo ndo sera
liberado sem a sua permissdo. Vocé nao sera identificado(a) em nenhuma
publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma copia deste consentimento
informado sera arquivada na coordenagao da pods-graduacdo em Educacgdo Fisica
da Universidade Federal do Parana.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR
EVENTUAIS DANOS: A participagcao no estudo ndo acarretara custos para vocé e
nao sera disponivel nenhuma compensacgao financeira adicional.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer
as minhas duvidas.

Nome Assinatura do participante Data

Nome Assinatura do pesquisador Data

Nome Assinatura da testemunha Data
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ANEXO 1 — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES
HUMANOS

HOSPITAL DO () Plabaforma
TRABALHADOR/SES/PR \»%torl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: EFEITO DA ELETRO-ESTIMULAGAO NEUROMUSCULAR COM RESTRICAO DO
FLUXO DE SANGUE NA ESPESSURA MUSCULAR E NAS RESPOSTAS REFLEXAS
EM PESSOAS COM LESAO MEDULAR

Pesquisador: Sérgio Luiz Ferreira Andrade

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 48571315.4.0000.5225

Instituicao Proponente: Hospital do Trabalhador/SES/PR
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.474.654

Apresentacéao do Projeto:
aprovado

Objetivo da Pesquisa:
aprovado

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
aprovado

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
aprovado

Consideracoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
aprovado

Recomendacoées:
aprovado

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
aprovado

Endereco: Avenida Republica Argentina n® 4406 - Bloco Centro de Estudos

Bairro: Novo Mundo CEP: 81.050-000

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3212-5871 E-mail: cepht@sesa.pr.gov.br



