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FILOSOFIA DO SUCESSO

Se vocé pensa que ¢ um derrotado,

Voce sera derrotado.

Se ndo pensar “quero a qualquer custo”,

Nao conseguira nada.

Mesmo que vocé queira vencer, mas se pensa que ndo vai conseguir,

A vitéria ndo sorrira para voce.

Se vocé fizer as coisas pela metade,

Vocé sera um fracassado.

Nos descobrimos neste mundo

Que o sucesso comega pela nossa intengao

E tudo se determina pelo nosso espirito.

Se vocé pensa que ¢ um malogrado,

Voceé o sera.

Se vocé almeja atingir uma posi¢do mais elevada
Deve, antes de obter a vitoria,

Dotar-se da convic¢do de que conseguira

Infalivelmente.

A luta pela vida, nem sempre ¢ vantajosa;

Nem aos fortes, nem aos espertos.

Mais cedo ou mais tarde,

Quem cativa a vitdria € aquele que cré plenamente:

Eu conseguirei.

(Napoleon Hill)
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RESUMO

O objetivo do presente estudo € avaliar os efeitos do pré-condicionamento
isquémico remoto em membro inferior na excitabilidade reflexa de adultos
sedentarios. O Pré-Condicionamento Isquémico Remoto nos Membros (PCIR -
Remote Limb Ischemic Conditioning) apresenta alguns efeitos benéficos relacionados,
principalmente, a melhor recuperagdo de novos eventos isquémicos. Recentemente,
foi relatada melhora no equilibrio em adultos saudaveis ap6és PCIR do membro
superior, sugerindo a ocorréncia de adaptagdes no sistema nervoso. Ndo se sabe
definitivamente como o PCIR induz essas adaptagdes, mas acredita-se que possam
ocorrer na medula espinhal. Foi estudada neste projeto a modulacio do reflexo-H do
musculo soleo (SO) por meio de pardmetros extraidos da alga ascendente da Curva de
Recrutamento (CR) do reflexo H no repouso, e durante contracdo voluntaria
isométrica (Curva de Recrutamento Com Contragdo - CRCC), além de dois
mecanismos pré-sindpticos: Inibigdo Pré-Sinaptica (IPS) e Depressao Pos-Ativagao
(DPA). Os parametros fisiologicos associados as CRs e as inibi¢des foram analisados
antes e apos um protocolo de PCIR. Para confirmagdo do efeito da melhora no
equilibrio p6s-PCIR, foi realizado um experimento para obter a variagdo do centro de
pressdo (CP) com os sujeitos em uma condi¢do desafiadora (sobre uma espuma de
alta densidade). Na primeira semana de testes foi realizado um PCIR placebo
(SHAM). Na segunda semana o PCIR consistiu na intervencao real (INT). No inicio
e no fim de cada semana, os testes para obter CR, CRCC, IPS, DPA e CP foram
realizados, além de um encontro na semana seguinte, ao fim do protocolo INT
(terceira semana) para realizacdo dos mesmos testes em apenas um dia (“follow-up” -
FU). Foram encontradas alteragdes em um dos parametros da CR, associadas as
unidades de diametro maior, mas ndo foram detectadas diferencas nos parametros
associados aos mecanismos pré-sinapticos (IPS e DPA), o que mantém aberta a
discussdo sobre qual mecanismo neurofisioldgico altera o padrao de recrutamento de
unidades motoras apds o PCIR. Foi verificado que o PCIR na coxa induz melhora no
equilibrio postural, ou seja, houve diminuicdo nas componentes de alta frequéncia do
CP no sentido médio-lateral. Finalmente, foi constatado que os efeitos psicoldgicos
(placebo) induzem alteracdes neurofisioldgicas que podem estar associadas a melhora
no controle da postura, mas apenas os efeitos fisiologicos persistiram por varios dias

apods o ultimo condicionamento. E possivel que mecanismos medulares que medeiam



efeitos pods-sindpticos estejam envolvidos nas adaptagdes neurofisiologicas

observadas.



ABSTRACT

The aim of the present project is to evaluate the effects of remote ischemic
preconditioning in the leg on spinal cord excitability of sedentary adults. Remote
Limb Ischemic Conditioning (PCIR) shows some beneficial effects, such as
improvement of the recovery from new ischemic events. Recently, it has been
reported that balance in healthy adults was improved after upper limb PCIR,
suggesting the occurrence of neuronal adaptations. However, it is still unknown how
PCIR induces these adaptations. We hypothesized that some of these adaptations
occur within the spinal cord. In this project, we studied the modulation of reflex
pathway of the soleus muscle (SO) by analyzing the ascending phase of the
Recruitment Curve (CR) of the H-reflex at rest and voluntary isometric contraction
(Recruitment Curve With Contraction - CRCC). In addition, two presynaptic
mechanisms: Pre-Synaptic Inhibition (IPS) and Post-Activation Depression (DPA)
have been investigated. The electrophysiological parameters obtained from these four
procedures were analyzed before and after PCIR. The center of pressure (CP) was
measured in a challenging condition to assess whether there was improvement in
balance. Fifteen adult subjects without neurological and / or orthopedic lesions were
selected. Subjects underwent a placebo PCIR (SHAM) procedure in the first week,
and in the second week a real PCIR (INT). At the beginning and end of each week,
the CR, CRCC, IPS, DPA and CP tests were performed. In the middle of the
following week, after the end of the INT protocol (third week), the same tests were
performed. Significant differences were found in one CR parameter (H @ 100), but
no difference was detected for the presynaptic parameters (IPS and DPA). These
results leave open the question of which mechanisms are influencing the recruitment
pattern of the motor units. PCIR in the thigh influence the reflex responses besides
improving balance through the mid-lateral variation of CP. Finally, it was found that
psychological (placebo) effects leads to a neurophysiological effects that may be
associated with improved posture control, but only the physiological effects persisted
for several days after the last conditioning. It is possible that spinal mechanisms that

mediate post-synaptic effects are involved in the neurophysiological adaptations.



1. Introducdo
1.1 Area de Estudo

O presente trabalho tem como foco analisar possiveis alteragdes em
mecanismos de modulacdo da excitabilidade da via do reflexo de estiramento
decorrentes do Pré-Condicionamento Isquémico Remoto nos Membros (PCIR -
Remote Limb Ischemic Conditioning). Em um estudo recente, Cherry-Allen et al.
(2015) demonstraram melhora no aprendizado motor apds duas semanas de PCIR no
membro superior (brago). Os participantes subiam em uma plataforma instavel na
qual deveriam permanecer o maximo de tempo possivel sem perder o equilibrio. Apds
o PCIR houve um aumento significativo no tempo que os sujeitos conseguiam
permanecer sobre a plataforma. Os autores sugerem que fatores humorais possam
estar envolvidos na adapta¢do ao PCIR. Tais fatores tém sido associados a protecao
contra infartos em coelhos submetidos ao PCIR e coelhos tratados previamente com
plasma de coelhos doadores submetidos ao PCIR (Shimizu et al., 2009). Shimizu et
al. (2009) sugerem ainda que a exposicdo de um animal a um estado transitério de
hipdxia respiratéria induz plasticidade neural. A cascata de alteragdes moleculares e
epigenéticas induzidas pela hipdxia respiratoria intermitente ¢ complexa. Ainda nao
esta claro se existe correlacdo entre os mecanismos envolvidos com a plasticidade
apos hipoxia respiratoria intermitente e aqueles ativados por PCIR. Por outras
palavras , ndo se conhecem ainda os substratos neuronais das adaptagdes induzidas

pelo PCIR.

Algumas adaptagdes associadas a melhora no controle motor ocorrem na
medula espinhal e podem ser estudadas por meio de medidas de reflexos medulares.
A plasticidade neuronal verificada por alteracdes na excitabilidade reflexa pode ser o
resultado de uma variedade de intervengdes como, por exemplo, treinamento de

resisténcia e treinamento de forga (Taube et al., 2007b; Vila-Cha et al., 2012).

No presente estudo, o PCIR foi realizado na coxa contralateral a perna em que
as medidas reflexas foram realizadas. Essa escolha teve por objetivo excluir a
possibilidade de que os efeitos fossem apenas de origem ipsolateral, ou seja,
pretendemos investigar uma possivel agao sistémica do PCIR. Adicionalmente, a coxa

¢ um membro diretamente relacionado ao equilibrio na postura ortostatica.



O padrao de recrutamento de unidades motoras de um musculo postural (so6leo
- SO) foi avaliado por meio de pardmetros extraidos da al¢a ascendente da Curva de
Recrutamento (CR) do reflexo-H (um analogo ao reflexo de estiramento) no repouso,
e durante contracdo voluntaria isométrica mantida a 10% da contragao voluntaria
maxima (Curva de Recrutamento Com Contracdo - CRCC). Adicionalmente, dois
mecanismos pré-sindpticos foram investigados utilizando-se a técnica do reflexo H: a
Inibicdo Pré-Sinaptica (IPS) (Rudomin & Schmidt, 1999; Mezzarane et al., 2015) e a
Depressao Pos-Ativagdo (DPA ou depressdo homossindptica; Mezzarane & Kohn,

2002).

Além dos experimentos de eletrofisiologia, foi estudado o controle postural
utilizando uma plataforma de forga com o sujeito em condi¢des desafiadoras, como a
permanéncia sobre uma espuma de alta densidade (que induz alteragdes na

informagdo proprioceptiva dos membros inferiores).

1.2 Pré-Condicionamento Isquémico

O miocardio pode tolerar breves periodos (até 15 minutos) de isquemia
miocérdica grave e até mesmo total, sem resultar na morte dos cardiomidcitos (fibras
musculares cardiacas) (Verma et al., 2002). Embora os cardiomiocitos sofram lesdo
isquémica, o dano ¢ reversivel assim que o sangue volta a circular pelo tecido em
isquemia (reperfusdo arterial rdpida). Tais periodos transitorios de isquemia sdo
responsdveis por sintomas clinicos de angina de peito e vasoespasmo coronario € nao
estdo associados a morte das células do midcito (Kloner & Jennings, 2001a; 2001b).
No entanto, quanto maior a dura¢do e a gravidade da isquemia, maior o dano do
cardiomidcito, resultando na predisposi¢do para um espectro de patologias associadas
a reperfusdo, conhecidas coletivamente por lesdo de reperfusdo (Yellon & Baxter,
2000). A lesdao de reperfusdo resulta em danos nos midcitos através da lesdo
microvascular e endotelial, e os danos celulares chegam a ser irreversiveis podendo
gerar necrose (denominada lesdo de reperfusdo letal) (Ambrosio & Tritto, 1999;

Yellon & Baxter, 2000).

Portanto, a isquemia-reperfusdo (Ischemia-Reperfusion — IR) intensifica o

infarto do miocérdio e o acidente vascular cerebral, além de contribuir para a necrose



de células irreversivelmente lesadas, acentuando o edema celular e a restauracao nao
uniforme do fluxo para todas as por¢des do tecido. Reduzir a lesdo da IR pode
melhorar o resultado da reperfusdao para essas condi¢des (Vinten-Johansen et al.,
1999). Uma abordagem bem-sucedida ¢ o Pré-Condicionamento Isquémico (PCI -
Ischemic PreConditioning), em que a isquemia sub-letal induz um estado de protecdo
contra subsequentes e prolongadas IRs (Murry et al., 1986; Barbosa et al., 2015).
Embora estudos em animais tenham mostrado que a protecdo ocorre localmente no
tecido a ser pré-condicionado, tém sido observados efeitos sistémicos do IPC,
reforcando a hipdtese de que a isquemia regional de tecidos ndo vitais pode proteger
os oOrgdos vitais contra IR remota (Birnbaum et al., 1997). Kharbanda et al. (2002)
demonstraram que o efeito do PCIR no membro superior previne a indugdo de IR na
disfungdo endotelial em humanos e, em animais (na qual o PCIR foi realizado
diretamente na artéria corondaria), houve redugdo da area infartada do coragdo. Isso
mostra que o PCIR ¢ um procedimento simples, mas com potencial para aplicagdes

clinicas.

Além dos resultados cardioprotetores, tém sido relatados efeitos
neuroprotetivos com o PCIR. Hoda et al. (2012) produziram o primeiro relatério que
demonstrou a eficicia da terapia PCIR sozinha e em combina¢do com o ativador de
plasminogénio tecidual IV (tPA IV) em um modelo fisioldgico e clinicamente
relevante. As principais conclusdes sdo que PCIR isoladamente aumentou o fluxo
sanguineo cerebral e a sobrevivéncia apos acidente vascular encefalico, resultando em
melhor evolucdo neuroldgica (avaliada pela escala de Bederson, que ¢ uma avaliagdo
neuroldgica global desenvolvida para medir as limitagdes neuroldgicas apdés AVE -
Grave: 3 e 2, Moderado: 1, Normal: 0). Os sujeitos que nao fizeram PCIR obtiveram
pontuagdo 3 ou 2, e os que fizeram atingiram 1 e, além disso, obtiveram redu¢do do
tamanho da lesdo. Os autores encontraram também efeitos benéficos da PCIR no
tratamento "tardio" com tPA IV, com aumento do fluxo sanguineo cerebral e reducdo
do tamanho da lesdo (Hoda et al., 2012). O uso tardio de tPA IV reduziu o tamanho
da lesdo, mas ndo melhorou a evolucdo neuroldgica, obtendo pontuacdo 3 ou 2 na
escala de Bederson. Sem o uso de tPA IV ou PCIR, a sobrevivéncia foi de 70% dos
voluntarios; usando somente tPA IV ou somente PCIR, a taxa de sobrevivéncia foi de

80%:; usando tPA IV e PCIR, a taxa de sobrevivéncia foi de 100%.



Cherry-Allen et al. (2015) argumentam que os mecanismos responsaveis pelas
adaptagdes observadas apds a PCIR sdo desconhecidos, apesar de varias hipoteses
serem descritas em diversos artigos. Brooks & Andrews (2013), por exemplo, relatam
que deve existir uma forma de comunicagdo entre o local em que estd sendo realizada
a isquemia e o orgao-alvo. Segundo esses autores, dois caminhos ja foram propostos:

por vias neuronais € por vias humorais.

Com relagdo as vias neuronais, diversos artigos demonstram que PCIR induz
alteracdes no sistema nervoso autonomo (Loukogeorgakis et al., 2005; Basalay et al.,
2012; Hess et al., 2013) com a possibilidade de existirem mudangas também no
sistema neuro-motor, mas esta Ultima possibilidade ndo foi testada até o presente

momento.

1.3 Reflexo H

A plasticidade neuronal da medula espinhal ¢ proeminente durante o
desenvolvimento e contribui para a aquisi¢cao e manutenc¢ao de habilidades motoras ao
longo da vida (Stein et al., 1993; Zehr, 2006; Wolpaw, 2010). Protocolos que utilizam
condicionamentos de reflexos medulares fornecem ferramentas poderosas para o
estudo dos mecanismos envolvidos na plasticidade neuronal em resposta a diferentes
intervengdes (Wolpaw, 1997; 2010; Wolpaw & Carp, 2006). As vias reflexas
medulares participam no controle do tonus muscular, muito importante para a
aquisicdo de habilidades motoras complexas e aprimoramento de acdes motoras
fundamentais, como a locomocdo (Yang & Stein, 1990; Stein, 1995; Sinkjaer et al.,

1996, Brooke et al., 1997; Zehr & Stein, 1999; Lamont & Zehr, 2006).

As caracteristicas das conexdes entre as fibras sensoriais Ia (que partem dos
fusos neuromusculares) e os neurdnios motores espinhais em seres humanos, podem
ser estudadas usando uma técnica introduzida na década de 1950 com base no
trabalho inicial de Paul Hoffmann (Mezzarane et al., 2013). Esta técnica envolve a
estimulacdo elétrica das fibras Ia de um nervo periférico e o registro da resposta
reflexa no muasculo homénimo por meio de eletromiografia de superficie. Esta
resposta mioelétrica, que ¢ um potencial de a¢do muscular composto (PAMC), ¢é

conhecida como reflexo de Hoffmann, ou reflexo H. O reflexo H ¢ facilmente obtido



no musculo sdleo (SO) e tem-se mostrado uma ferramenta 1til tanto em estudos de
neurofisiologia da medula espinhal humana quanto na clinica (Figura 1A). As fibras
Ia do SO sdo seletivamente ativadas por uma corrente elétrica aplicada por meio de
eletrodos de superficie localizados na fossa poplitea, proximo ao nervo tibial. A
resposta registrada no musculo SO depende da intensidade do estimulo, ou seja,
quanto maior a intensidade de estimulacdo (maior a corrente) maior o nimero de

unidades motoras recrutadas, portanto, maior a amplitude do reflexo H.
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Figura 1: A. O reflexo de Hoffmann (Reflexo H) ¢ evocado pela estimulagdo elétrica das fibras
sensoriais la dos fusos neuromusculares em nervos mistos. As fibras sensoriais fazem sinapse com os
motoneurdnios alfa, que, por sua vez, despolarizam as fibras musculares. A despolarizagdo muscular é
detectada por eletrodos de eletromiografia de superficie. B. Além das aferentes do fuso, estimulos de
intensidade maior ativam os axdnios motores. A excitagdo das eferentes produz uma onda M que
precede o reflexo H no registro eletromiografico (EMG). (Imagem extraida do livro Principles of
Neural Science, 5a. ed., Kandel et al., 2013).

Para intensidades de estimulo relativamente altas, os axonios motores (fibras
eferentes) que inervam o SO passam a ser ativados, produzindo no registro

eletromiografico uma resposta direta de curta laténcia, enquanto a onda de laténcia



maior ¢ a resposta reflexa (Figura 1B). Isto ocorre porque o limiar de ativagdo das
fibras Ia para estimulo elétrico transcutineo € inferior ao limiar dos ax6nios motores.
Estes dois componentes do eletromiograma sdo chamados, respectivamente, de onda
M e reflexo H (Figuras 1B e 2). O reflexo H ocorre mais tarde (com laténcia maior),
porque resulta de potenciais de acdo (PAs) que seguem para a medula espinhal por
meio dos axonios Ia. Estas aferentes fazem sinapse com motoneuronios que inervam o
musculo SO que podem ser ativados gerando PAs que se propagam para o musculo
(via axOnios eferentes) liberando acetilcolina na jungdo neuro-muscular e
despolarizando a fibra muscular. A despolarizagdo das fibras musculares gera um
PAMC que pode ser captado por eletrodos de eletromiografia de superficie. A onda M

¢, portanto, um PAMC que resulta da estimulacdo direta do axo6nio motor.

Amplitude (mV)
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Figura 2: Exemplo de ondas sobrepostas de uma curva de recrutamento, com intensidade de estimulo
variando do limiar até a obtencdo da onda M com amplitude maxima (onda Mmax, veja o texto para
detalhes). No grafico, E representa o artefato de estimulo, M representa a onda M, e H representa o
reflexo H (dados do autor).



1.4 Curva de Recrutamento do reflexo H (CR)

A curva de recrutamento (CR) do reflexo H pode ser obtida por alteragdes na
intensidade de estimulagdo elétrica aplicada ao nervo. Um grafico com as
intensidades de estimulagdo na abscissa e as correspondentes amplitudes pico-a-pico
das duas formas de onda resultantes que aparecem no eletromiograma (o reflexo H e a

onda M) na ordenada constitui a CR (Figuras 3 ¢ 4).
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Figura 3: Respostas reflexas ¢ ondas M apresentadas na Figura 2 com o eixo mostrando as
intensidades de estimulo. Note que o reflexo H (H) possui um limiar mais baixo de ativagdo e assim
que a intensidade do estimulo aumenta (que pode ser verificada pelo artefato de estimulo denotado por
“E” no registro), a onda M (M) surge no registro e aumenta monotonicamente até seu maximo, quando
ocorre a extingdo total do reflexo H (dados do autor).

A medida que a intensidade do estimulo aumenta, a onda M aumenta
monotonicamente, enquanto o reflexo H aumenta até determinada amplitude (plato) e
entdo declina progressivamente (Figuras 3 e 4). O declinio na amplitude do reflexo H
ocorre porque os potenciais de a¢do no axdnio motor propagam-se para O COrpo
celular do motoneurdnio (no sentido antidromico) e aniquilam os potenciais de acao

evocados reflexamente nos mesmos axdnios motores (devido aos seus respectivos



periodos refratarios) (Figura 1A). Com intensidade de estimulo supra-maxima,

somente a onda-M persiste, conhecida como M méaxima (Mmax) (Kandel et al., 2013)

(Figura 4).
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Figura 4: Exemplo de curva de recrutamento, na qual os circulos representam a média de amplitude
pico a pico em cada uma das intensidades, sendo os azuis referentes ao reflexo H e os vermelhos a
onda M (dados do autor). Note que a partir da intensidade de aproximadamente 14 mA, a onda M ja

atingiu a sua amplitude maxima (Mmax).

Como mencionado anteriormente, a onda M e o reflexo H sdo PAMCs que

resultam da estimulacdo elétrica das fibras motoras e sensoriais, respectivamente. As
variagdes nas amplitudes destes PAMCs, em resposta as diferentes intensidades de

estimulo, definem o perfil da CR, cujos parametros (extraidos de um ajuste sigmoidal,

por exemplo) podem ser utilizados para comparacdo entre diferentes situacdes

experimentais.



1.4.1 Parametros extraidos da curva de recrutamento

A utilizacdo de pardmetros extraidos de um ajuste sigmoidal da alca
ascendente da curva de recrutamento (Figura 5), ao invés de apenas um ponto (p. ex.,
Hmax), permite avaliar o grau de excitabilidade reflexa mediada por diferentes
populagdes de motoneuronios (Klimstra & Zehr, 2008; Mezzarane et al., 2011). Ou
seja, o perfil da curva de recrutamento pode ser alterado em diferentes condi¢des,
como movimentagdo ritmica de membros (simulando movimentos de locomogao),
fases da marcha, condicionamento por estimulos cutdneos e/ou ativacdo de aferentes
de musculos antagonistas, entre outros (Mezzarane et al., 2013). Desta forma, ¢
possivel estudar alteragdes na acdo de alguns mecanismos de modulacdo reflexa, que

podem refletir a plasticidade do sistema nervoso, por exemplo, em resposta ao

treinamento fisico (Vila-Cha et al., 2012).
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Figura 5: As linhas continuas representam os ajustes sigmoidais sobre os valores de amplitude do
reflexo H e da onda M (dados da Figura 4; dados do autor).



Klimstra & Zehr (2008) propuseram uma abordagem analitica que consiste em
um ajuste sigmoidal da al¢a ascendente da curva de recrutamento do reflexo H
(Figuras 5 e 6). Os autores concluiram que uma curva sigmdide ¢ o ajuste mais
adequado para os dados da alga ascendente, em comparagdo a outros ajustes lineares e
ndo lineares como interpolacdo de spline clbica, ajustes logaritmicos e polinomiais.
Virios parametros podem ser extraidos do ajuste sigmoidal como a inclina¢do da
por¢do linear da sigmoide (que reflete o ganho de recrutamento) (Kernell & Hultborn,
1990), limiar do reflexo H, reflexo H maximo, corrente limiar, entre outros.
Diferentes tipos de intervengdes podem afetar um ou mais destes pardmetros

(Mezzarane et al., 2011).

O presente estudo utilizou o ajuste sigmoidal da al¢a ascendente da curva de
recrutamento do reflexo H de acordo com o procedimento proposto por Klimstra &
Zehr (2008). O reflexo H limiar (menor amplitude reflexa possivel) ¢ denominado
Hth (H threshold) e ¢ evocado por uma corrente (intensidade de estimulo elétrico)
limiar. Este valor ¢ mapeado na curva sigmoide a partir do valor limiar de corrente,
que ¢ definido como sendo o ponto em que a reta de regressdo da porcao linear da
sigmoide cruza a abscissa da curva de recrutamento (Figura 7). O reflexo H maximo
(Hmax) ¢ calculado como a média das trés maiores respostas H. O valor Hmax ¢ um
dos pardmetros de entrada para se estimar o ajuste sigmoidal (veja na secdo

“Metodologia”).

Por defini¢do, a corrente para se obter a resposta reflexa maxima ¢ associada
ao valor da reta de regressdo que atinge o valor Hmax (indicada com “6” ou “C” na
Figura 6). Esse valor de corrente mapeia o valor H100 (circulo vermelho na figura 7).
A corrente associada a 50% do valor Hmax (50%Hmax) mapeia a metade da curva
sigmoidal, ou seja, onde a reta tangencia a sigmdide e onde a inclinacdo (ou a

derivada) ¢ maxima (H50). Esses pontos sdo claramente observados na Figura 7.
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Figura 6: Ajuste sigmoidal do reflexo H. As retas pontilhadas da Figura 6A a partir do ajuste
sigmoidal referem-se: 1) Hmax, 2) 50% de Hmax, 3) Inclinagio (slope) da reta de regressdo ajustada a
alca ascendente, 4) Corrente Limiar do reflexo H (do inglés, Current at Hth), 5) Corrente a 50% de
Hmax (do inglés, Current at H50), 6) Corrente a 100% de Hmax (do inglés, Current at Hmax). Figura
5B: a) Corrente necessaria para gerar o reflexo H limiar na condigio controle (definida como “Static” —
em repouso - na figura) e o reflexo H (em, ou at, ou @) na condig@o experimental (definida como
“Experimental condition” — movimento ciclico com os bragos — na figura) (H at threshold: H@th), b)
Corrente para gerar 50% da amplitude do reflexo H maximo (H50) na condigdo controle e H@50 na
condi¢do experimental, c¢) Corrente aplicada para gerar aproximadamente 100% da amplitude do
reflexo H méaximo (H100) na condi¢do controle ¢ H@100 na condigdo experimental. Extraido de
Klimstra & Zehr (2008) (com autorizagido dos autores para uso da imagem).

O mesmo ajuste ¢ realizado nos dados da condig¢do experimental (em nosso
caso, ap0s a intervengao) para se obterem os parametros de comparacdo. As correntes
que evocaram o Hth, o H50 e o H100 sdo usadas como referéncia para mapear os
valores de reflexo H do novo ajuste. Esses valores (pardmetros) obtidos da
comparag¢do das curvas sdo indicados como "@", ou seja, o valor de amplitude “na”

(ou “at”-@, em inglés) corrente que gerou o reflexo H na situacdo controle que serdo,



respectivamente, H@th, H@50 e H@100, conforme convengdo preconizada por

Klimstra & Zehr (2008).
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Figura 7: Ajustes sigmoidais da CR em um sujeito. A: As amplitudes pico-a-pico estdo normalizada
pela Mmax. As correntes estdo normalizadas pela corrente necessaria para se evocar uma onda M com
amplitude igual a 50% da Mmax; B: Trecho ampliado da figura A delimitado pelo retangulo
pontilhado, que representa a alga ascendente da CR. H100 é o ponto vermelho. H50 representa 50% da
Hmax; Hth representa o reflexo H limiar gerado pela corrente localizada no ponto em que a reta de

regressdo atinge o eixo das abscissas (dados do autor).



Portanto, os valores H@ sdo amplitudes de reflexo H mapeadas na condi¢do
experimental (no nosso caso apods o PCIR): o valor de corrente para obter Hth esta

associado ao H@th; 50%Hmax ao H@50 e H100 ao H@100 (Figura 8).

Os valores “at” (@) indicam as mudancas na relagdo de entrada-saida do
sistema. Isso significa dizer que, para um mesmo estimulo, diferentes populacdes de

unidades motoras poderdo ser recrutadas em cada condicao (pré ou pos INT).
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Figura 8: Comparagdo entre ajustes de curvas obtidas antes (PRE) e depois (POS) da intervencdo. As
amplitudes das duas curvas estdo normalizadas pelas amplitudes das respectivas Mmax. Neste caso
especifico, nota-se um aumento nas amplitudes do reflexo H em varios pontos da curva pos-
intervencdo. Os valores de intensidade correspondentes de H100, H50 e Hth sdo representados por
circulos vermelho, verde e laranja, respectivamente, com contorno de linha preta. Na curva estimada
para a situagdo POS encontram-se os circulos indicando os valores H@ 100, H@50 ¢ H@th. Note a
sobreposicdo das curvas das ondas M indicando excelente controle experimental (dados do autor).

A inclinacdo da reta obtida da regressdo linear (linhas pontilhadas azul e
vermelha na figura 8) também representa um paradmetro importante (slope). Por
exemplo, quando a inclinacdo ¢ mais acentuada o "ganho de recrutamento" ¢ maior
(Kernell & Hultborn, 1990). Isto ¢ um indicio de uma compressao dos limiares de
disparo dos MNs na medula. Logo, quando o ganho de recrutamento ¢ alto, pequenas
alteracdes na corrente (estimulo) induzem variacdes relativamente grandes na

amplitude do reflexo H. Quando os limiares estdo mais dispersos, a inclinacdo fica



menos acentuada. Este seria um ganho de recrutamento baixo, e para ocorrer uma

variagdo grande na amplitude do reflexo H ¢ preciso maior varia¢do na corrente.

1.5 Curva de Recrutamento Com Contrag¢ao do SO (CRCC)

A excitabilidade da via reflexa varia de acordo com as influéncias pré-
sinapticas tonicas de diferentes origens (descendente ou periférica) atuantes nos
terminais das aferentes Ia, e do potencial de membrana do motoneurénio (influéncias
pos-sindpticas) (Mezzarane et al., 2013). Esta variabilidade se manifesta como
flutuacdes aleatdrias na amplitude do reflexo H, podendo mascarar possiveis efeitos
de condicionamentos ou intervencdes. Para minimizar estes efeitos, sugere-se a
manuten¢gdo de uma contragdo voluntaria do musculo alvo em torno de 10% da
contragao voluntaria maxima (CVM) (Zehr, 2002; Mezzarane et al., 2011; Mezzarane
et al., 2017). Esta manipulacdo ¢ tipicamente utilizada para manter os potenciais de
membrana dos motoneurdnios em um nivel aproximadamente semelhante, uma vez

que no repouso estes potenciais ndo sdo conhecidos e podem variar entre as células.

Uma vantagem de avaliar o reflexo durante o repouso ¢ mitigar os efeitos
descendentes do cortex motor (devido a ativagao muscular voluntaria) sobre a rede de
interneuronios medulares que influencia a excitabilidade da via reflexa (Zehr, 2002).
Portanto, foi decidido, no presente estudo, obter a CR sem e com contracao isométrica
voluntaria (Curva de Recrutamento Com Contracio - CRCC) para otimizar a

observagao dos efeitos da PCIR.

A justificativa ¢ que, se a CR ndo revelar os efeitos da PCIR, este resultado
poderd ser atribuido as flutuagdes aleatorias no potencial de membrana ou na
excitabilidade de interneuronios interpostos em vias moduladoras da excitabilidade
reflexa. Ademais, ¢ interessante obter as duas CRs pois, sob o ponto de vista
metodoldgico, podemos avaliar qual o procedimento mais adequado para futuras
investigagdes, com vistas a estudar efeitos de condicionamentos isquémicos sobre

padrdes de recrutamento de unidades motoras.



1.6 Inibi¢ao Pré-Sinaptica (IPS)

Mesmo mantendo-se a intensidade de estimulagdo constante, observam-se
flutuacdes na amplitude do reflexo H (Mezzarane et al., 2013). Estas mudangas na
amplitude podem ocorrer devido @ modulagdo da inibi¢do pré-sinaptica (IPS) dos
terminais das aferentes Ia dos fusos neuromusculares e/ou a Depressdo Pos-Ativagao
(DPA) nas sinapses entre os terminais la e os motoneuronios, além de efeitos pos-

sinapticos.

Tem sido demonstrado que a IPS de terminais das aferentes Ia do fuso
neuromuscular varia em diferentes tarefas motoras (Faist et al., 1996). Durante
qualquer comportamento, a combina¢do de fatores como os mencionados acima
contribui para a modulacdo do reflexo e, consequentemente, para o controle motor
(Mezzarane et al., 2014; 2015). Estes mecanismos pré-sinapticos, IPS e DPA, podem
sofrer alteragdes ao longo do desenvolvimento, durante o aprendizado motor e apos
diferentes tipos de intervencdes (Bonnet et al., 1997; Armitage & Siegelbaum, 1998;
Mezzarane et al., 2014; Mezzarane et al., 2015).

As fibras aferentes transmitem feedback sensorial que ¢ modulado por meio de
mecanismos de inibicdo, para que a tarefa motora seja executada de maneira
adequada. Um dos principais mecanismos de controle do fluxo sensorial ¢ a inibigao
da liberacdo de neurotransmissor nas sinapses entre os terminais aferentes e os
motoneurdnios (Knikou, 2008). Esta inibi¢do ¢ intermediada por sinapses axo-
axOnicas onde ¢ liberado o neurotransmissor inibitério 4cido gama-aminobutirico
(GABA) pelo interneuronio inibitorio, conhecido como interneurénio PAD (Primary

Afferent Depolarization) (Figura 9).

O protocolo para avaliar o grau de IPS sobre os terminais Ia do musculo SO
em humanos consiste em aplicar uma estimulagdo no nervo misto que supre o
musculo antagonista, para ativar as aferentes la do musculo tibial anterior (TA) e,
apds um periodo de 90 a 110 ms, aplicar um estimulo no nervo tibial (na fossa
poplitea) para evocar o reflexo H condicionado. Este protocolo experimental ¢
conhecido como paradigma condicionante-teste (C-T). Compara-se entdo a amplitude

da resposta teste (reflexo H sem o condicionamento) com a amplitude do reflexo



condicionado (pelo estimulo no nervo fibular que supre o TA) (Figura 10). E
recomendado o uso de reflexo H teste (sem o condicionamento) com amplitude entre
20% e 30% da Mmax, uma vez que neste intervalo as respostas sdo mais sensiveis ao

condicionamento (Crone et al., 1990).

Muitos fatores afetam a IPS como, por exemplo, feedback de aferentes de
outros receptores periféricos (fusos musculares, 6rgdo tendinoso de Golgi e
mecanorreceptores cutaneos) e comandos suprassegmentares descendentes (Stein,
1995; Brooke et al., 1997; Capaday, 1997; Pierrot-Deseilligny, 1997; Pierrot-
Deseilligny & Meunier, 1998; Zehr, 2002).
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Figura 9: Ilustragdo mostrando o mecanismo de inibi¢do pré-sinaptica (Chen & Zhou, 2011).

Nielsen & Kagamihara (1993) sugerem a existéncia de um controle
descendente sobre interneurdnios interpostos nesta via inibitoria. Os centros supra-
espinhais controlam o fluxo de informagdo sensorial ajustando a quantidade de

inibi¢do pré-sinaptica, de acordo com a tarefa motora a ser realizada.



Existem evidéncias de que a IPS esteja envolvida em mecanismos de
plasticidade neuronal, podendo ser uma forte candidata a intermediar as adaptacdes
medulares decorrentes do PCIR. Por exemplo, tem-se sugerido que comandos supra-
espinhais alteram mecanismos pré-sinapticos de controle de ganho do reflexo H,
como a IPS, apds um treinamento de equilibrio (Gruber et al., 2007; Taube et al,,

2007a).

TN
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C—T :100 ms
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Controle Condicionada

SN,
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O

Figura 10: Representagdo esquematica mostrando o procedimento para a obtencdo da IPS do musculo
soleus. Os estimulos condicionante (C) e teste (T) sdo liberados com um intervalo de 100 ms (intervalo
C-T). TA: musculo tibial anterior; SO: musculo s6leo; MN: motoneurdnio.

1.7 Depressao Pés-Ativagao (DPA)

Trens de estimulos de baixa frequéncia aplicados no nervo periférico para a
ativagdo das aferentes la causam uma depressdao da amplitude reflexa (Taborikova &
Sax, 1969; Katz et al., 1977), provavelmente, associada a diminuicdo da
probabilidade de liberacdo de neurotransmissor na sinapse la-motoneurdnio (Hultborn

et al., 1996; Kohn et al., 1997).

A DPA ¢ um mecanismo pré-sindptico que regula a excitabilidade do reflexo
de estiramento, e se caracteriza por um decréscimo progressivo da amplitude do

potencial pds-sindptico em resposta a estimulos pré-sinapticos sucessivos. E um dos



exemplos mais simples de plasticidade sindptica, principalmente comparada com
outras formas de plasticidade que exigem trens de potenciais de acdo pré-sinapticos,
como potenciacdo de longo prazo (Bliss & Lomo, 1973) e depressdo a longo prazo
(Dudek & Bear, 1992). Esta diminui¢do na amplitude reflexa ja foi amplamente
estudada em gatos (Lloyd & Wilson, 1957) e em humanos (Magladery et al., 1952;
Paillard, 1955; Kohn et al., 1997; Aymard et al., 2000; Mezzarane & Kohn, 2002). A
depressdo do reflexo ¢ evidente em intervalos curtos (1-2s), diminuindo
progressivamente com o aumento da frequéncia de estimulos. A depressao leva de 10
s a 16 s para desaparecer completamente (Crone & Nielsen, 1989; Mezzarane &
Kohn, 2002). A DPA ¢ intrigante, porque um Unico potencial de a¢do pré-sindptico €
suficiente para produzir uma alteragdo de longa duragdo na eficiéncia da transmissao
sinaptica. Sugere-se, desta forma, que a DPA seja um mecanismo fundamental para o
proprio processo de liberagdo do neurotransmissor (Armitage & Siegelbaum, 1998).
O mecanismo responsavel pela DPA, ou especulativamente chamada de depressao
homossinaptica, ainda ndo ¢ bem conhecido. Acredita-se que o mecanismo envolvido
seja a deple¢do de neurotransmissor no terminal sinaptico (Hultborn et al., 1996;

Kohn et al., 1997).

Apesar do mecanismo envolvido na DPA ndo ter sido ainda bem estabelecido,
estudos em pacientes hemiplégicos tém demonstrado uma diminui¢ao na DPA no lado
acometido tanto em membros inferiores quanto em membros superiores (Aymard et
al., 2000). Além desse achado, foram reportadas alteragdes na DPA em resposta a
carga exercida sobre o membro inferior (carga em cima do joelho) (Tseng & Shields,
2012) e mudanga de posi¢do (sentado e em pé) em pacientes com lesdes na coluna
(Field-Fote et al., 2006). Dessa forma, fica claro que a DPA depende de alteragdes
biomecanicas e neurofisioldgicas, apontando para a hipotese de uma influéncia
extrinseca (Sefton & Hicks-Little, 2006; Sefton et al., 2007), ou seja, que ndo ¢
restrita a sinapse la-motoneurénio. Um exemplo ¢ a influéncia de vias
serotoninérgicas do tronco encefalico que altera o grau de DPA (Cardona & Rudomin,
1983; Sefton et al., 2007). Adicionalmente, perda significativa de fibras descendentes
noradrenérgicas no corno dorsal da medula de ratos idosos tem sido associada a
diminui¢do na DPA (Caron et al., 2016), corroborando os achados em humanos

(Robertson & Koceja, 2003).



Neste contexto, decidiu-se investigar também se esse mecanismo pré-sinaptico
poderia estar envolvido em alteracdes nos processos neurofisioldgicos associados as

adaptagdes medulares decorrentes do PCIR.

1.8 Controle do Equilibrio

A manutencdo do equilibrio envolve a agdo de uma ampla gama de estruturas
neuronais (Duarte & Freitas, 2010; Mezzarane et al., 2011). Uma das abordagens
mais usadas para analisar a postura ¢ a posturografia, que ¢ um conjunto de técnicas
que incluem estabilometria, eletromiografia, etc. Normalmente, ela ¢ dividida em
estatica, quando se estuda a postura do individuo na posicao ereta quieta, e dindmica,
quando existe uma perturbagdo de origem externa na postura. A melhora do equilibrio
dindmico contribui para diminuir o risco de queda e para manter a estabilidade

corpérea (Toraman & Yildirim, 2010).

Existe forte interesse no estudo da adaptacdo e melhora do equilibrio, tanto
para o aprendizado de criangas e adolescentes como para evitar futuras quedas em
idosos (Winter, 1995). Por exemplo, Cherry-Allen et al. (2015) demonstraram que,
apos duas semanas de PCIR, houve uma melhora no aprendizado motor, verificada
por meio de experimentos que envolveram uma plataforma movel para induzir

instabilidade no equilibrio.

A postura pode ser entendida como a configuragdo dos angulos das
articulagdes relativas a posicao dos segmentos do corpo. Mesmo quando o corpo esta
parado (por exemplo, na postura ortostatica) existe uma oscilacdo, principalmente no
plano Antero-Posterior (AP) (Duarte & Freitas, 2010). Perturbagdes intrinsecas
(respiracdo, batimento cardiaco, ruido neural) e extrinsecas (torque gravitacional, e
aquelas decorrentes da instabilidade biomecanica) na postura provocam respostas
neuromusculares para manter o equilibrio. A manutencdo do equilibrio do corpo ¢
responsabilidade do sistema de controle postural, sendo esse um conceito usado para
se referir as fungdes dos sistemas somatossensorial e motor. O sistema
somatossensorial fornece informagdes sobre a posi¢do do corpo em relagdo aos outros
segmentos do corpo e ao ambiente. O sistema motor ¢ o responsavel pela ativacdo

adequada dos musculos para gerar torques articulares e manter a estabilidade. O



sistema nervoso central integra as informagdes geradas pelo sistema somatossensorial

e define respostas musculares adequadas para cada situagao.

A varidvel mais comum utilizada para se estudar o controle postural ¢ o
deslocamento do Centro de Pressdo (CP). O CP ¢ o ponto de aplicagdo da resultante
da acdo das forcas verticais na superficie de suporte, e a sua excursdo pode ser
relacionada ao deslocamento do centro de gravidade na postura ereta quieta. O
equipamento mais utilizado para medir o deslocamento do CP ¢ a plataforma de forca
(Figura 11). A plataforma de forca consiste em alguns sensores que registram forcas e

momentos nos trés eixos ortogonais: Fx, Fy, Fz, Mx, My e Mz.

Figura 11: Modelo de plataforma de forga e os seus eixos.

A partir desses sinais € possivel estimar o deslocamento do CP do individuo.
Quanto maior a dificuldade para manter o equilibrio, maior a variagdo do CP. Os
musculos gastrocnémio lateral e medial e, principalmente, o SO tém fungdo postural
(Nardone & Schieppati, 1988). O SO (musculo alvo das nossas medidas
eletrofisiologicas) ¢ o principal responsavel pelo deslocamento do CP no sentido
antero-posterior durante a postura ereta (Mezzarane & Kohn, 2007). E, portanto, um
musculo de extrema importancia para a manutenc¢do do equilibrio, pois gera torques
na articulacdo do tornozelo (opondo-se ao torque gravitacional) para manutencdo da

postura ortostatica.



No presente estudo, avaliamos o desempenho do sistema de controle postural
por meio de medidas da excursdo do CP com os sujeitos em uma situac¢ao desafiadora,
ou seja, sobre uma superficie instavel (espuma de alta densidade) antes e apos o PCIR
visando a comparar os resultados com aqueles obtidos na literatura (Cherry-Allen et

al., 2015).

2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o padrao de recrutamento das unidades motoras e dois mecanismos
pré-sinapticos, Inibi¢ao Pré-Sindptica e Depressao Pos-Ativacdo, além da alteragdo no

controle postural por meio da variagdo do CP, antes e apds o PCIR.

2.2 Objetivos Especificos

- Estudar os parametros obtidos a partir da Curva de Recrutamento antes e
apos o Pré Condicionamento Isquémico Remoto. Os resultados podem indicar
alteragdes na excitabilidade reflexa para determinados grupos de unidades motoras. E
possivel, por exemplo, observar uma diminui¢do seletiva na excitabilidade para
subpopulagdes de unidades motoras, que se manifesta apos treinamentos de equilibrio

(Trimble, 1998; Aagard et al., 2002; Vila-Cha et al., 2012);

- Avaliar, além da Curva de Recrutamento, os pardmetros obtidos a partir da
Curva de Recrutamento Com Contragdo pré e pds Pré Condicionamento Isquémico
Remoto, que diferentemente da Curva de Recrutamento, possivelmente apresentara
menor flutuagdo nos potenciais de membrana dos motoneuronios que influencia a

excitabilidade da via reflexa;

- Compreender como o Pré Condicionamento Isquémico Remoto afeta alguns
mecanismos medulares de controle da excitabilidade reflexa. O foco foi dado aos
mecanismos pré-sinapticos como a IPS e a DPA, além de analisar a relagdo destes

com o padrdo de recrutamento das unidades motoras;



- Avaliar os efeitos do Pré Condicionamento Isquémico Remoto sobre o

controle postural por meio do Centro de Pressdo.

3. Metodologia
3.1 Sujeitos

Inicialmente, foram previstos 12 sujeitos para o estudo. Como deveriamos
considerar as desisténcias, foram recrutados 100% a mais, ou seja, 24 sujeitos. Ao
final conseguimos realizar os procedimentos CR, IPS, DPA e CP em 18 sujeitos,
sendo que 3 foram descartados por serem considerados outliers pelo seguinte critério:
(1 sujeito foi descartado por valores de parametros da CR com 3 desvios-padrdo
acima da média e 2 sujeitos foram descartados por ndo atingirem o Mmax —
impossibilitando a normalizacdo). A amostra final foi constituida por 15 sujeitos para
os protocolos de CR, IPS, DPA e CP, e para o protocolo CRCC a amostra final foi
constituida de 14 sujeitos. Todos eram homens, com 22,5+4,3 anos de idade,
174,9£5,7 cm de altura e 73,249,4 kg de massa corporal, sedentarios, sem lesdes
neurologicas, sem lesdo no aparato vestibular, nem lesdes ortopédicas. Os
participantes assinaram um termo de consentimento (anexo 1), compreendendo os
procedimentos e as restricdes de uso de substancias psicotropicas, depressoras ou
excitatdrias, além de ndo poder realizar atividades fisicas nas trés semanas enquanto
duraram as coletas, podendo desistir de participar da coleta a qualquer momento. O
protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia sob os numeros: 16631413.3.0000.0030 e
45158615.3.0000.0030.

As coletas de dados e o PCIR foram realizadas na Faculdade de Educacgao
Fisica (FEF) da Universidade de Brasilia (UnB) no Laboratério de Processamento de
Sinais Biologicos e Controle Motor (LACOMOT) e no Laboratério NeuroVasq
(Figuras 12 e 13).
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Figura 12: Exemplo de sujeito sendo submetido a PCIR no Laboratéorio LACOMOT - Faculdade de
Educagio Fisica, UnB.

Figura 13: Sistema de estimulacdo e aquisicdo de sinais eletromiograficos. Laboratério de
Processamento de Sinais Biologicos e Controle Motor — LACOMOT - Faculdade de Educagao Fisica,
UnB.

3.2 Aquisigao

3.2.1 Aquisicao de Sinais Eletromiograficos (CR, CRCC, IPS e DPA)

Os sinais de eletromiografia foram captados por meio de eletrodos de

superficie circulares (Ag/AgCl, 0,8 cm de didmetro, Nihon-Kohden, Téquio, Japao)



(Figura 14) posicionados sobre os musculos SO e TA com uma distancia inter-

eletrodos de 2 cm.

Figura 14: Eletrodos de superficie que foram utilizados para captagdo do sinal eletromiografico.

Para captar o EMG do musculo SO, os eletrodos foram posicionados quatro
centimetros abaixo da margem inferior das duas cabegas do musculo gastrocnémio
(Burke, 1997). Para o TA, os eletrodos foram posicionados sobre o ventre muscular

(Figura 15). Um eletrodo terra foi fixado sobre o punho, na parte distal do radio.

Os sinais de eletromiografia foram amplificados e filtrados (10 Hz a 1 kHz)
pelo sistema MEB-2300K (Nihon-Kohden, Toquio, Japao) com taxa de amostragem
de 10 kHz. Os sinais de EMG foram também adquiridos com taxa de 2 kHz por meio
de uma interface USB — 6363 da National Instruments (USA) e software LabView
(USA) que forneceu feedback visual da ativagdo muscular voluntaria. Todos os dados
foram armazenados em disco rigido para serem posteriormente processados em
ambiente Matlab (Mathworks). Os locais onde foram fixados os eletrodos estavam
marcados com marcador permanente e foram fotografados para registro dos pontos e

das referéncias (Figura 15).
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Figura 15: Fotos mostrando a localizagdo dos eletrodos. A seta verde e a seta laranja indicam o
posicionamento dos eletrodos de captacdo nos musculos SO e TA, respectivamente. As setas azul e
vermelha indicam o posicionamento do eletrodo de estimulacdo nos nervos tibial e fibular,
respectivamente. A. Marcagdo dos eletrodos de estimulo e de captagdo. B. Exemplo de sujeito com os
eletrodos de captagdo e estimulo devidamente posicionados.

3.2.2 Aquisicao dos dados da plataforma de forga

Para a aquisi¢do dos dados da plataforma de forca modelo Accu Sway Plus da
marca Advanced Mechanical Technologies, Inc (AMTI), foi utilizada uma taxa de
aquisicao de 100 Hz. Sobre a plataforma foi usada uma espuma de alta densidade da

marca AIREX Professional Exercise Line, de dimensdes 50 x 41 x 06 cm.



3.3 Procedimentos

3.3.1 Procedimentos de Isquemia

Os testes duraram trés semanas com cada sujeito. A primeira semana foi
destinada ao Protocolo SHAM, que possui durag@o de cinco dias, e ¢ um protocolo no
qual o PCIR ¢ realizado como placebo, de forma que a inflagdo do cuff ¢ insuficiente
para restringir o fluxo sanguineo. No dia 1 da semana 1 (SHAM), o sujeito
comparecia ao laboratorio para ser submetido aos seguintes testes: CR, CRCC, IPS,
DPA, CP e Isquemia SHAM. Nos dias 2, 3 e 4 o sujeito era submetido somente a
isquemia SHAM. No dia 5, ndo havia procedimento de isquemia, e eram obtidas a
CR, CRCC, IPS, DPA e o CP. Na segunda semana, o mesmo procedimento da
primeira semana foi repetido, mas com o Protocolo de Interven¢ao (INT), no qual a
PCIR gerava pressdo suficiente para a obstrucdo sanguinea. Na terceira semana, o
sujeito comparecia ao laboratério apenas um dia para o Protocolo Follow-Up (FU),
que acontecia apods cinco dias sem PCIR, com os testes CR, CRCC, IPS, DPA e CP.
Os testes eram sempre realizados nessa ordem para que o Protocolo SHAM nao

sofresse influéncia do Protocolo Interven¢do (figura 16).

A isquemia foi realizada da seguinte forma: 5 minutos com o manguito, com
pressdo, na coxa esquerda (sendo na semana SHAM uma pressdo 50% menor do que
a pressdo arterial diastélica) para bloqueio parcial da artéria femoral e 5 minutos
depois sem pressdao nenhuma (apds o esvaziamento do manguito). Na semana INT o
mesmo procedimento foi repetido, mas com uma pressdo 50% maior que a pressao
arterial sistolica da artéria femoral, para o bloqueio total. Esses ciclos foram repetidos
5 vezes conforme protocolo realizado por Cherry-Allen et al. (2015) e recomendagdes

de otimizacao de protocolo de isquemia por Hess et al. (2013).



SEMANA 1 - SHAM SEMANA 2 - INT SEMANA 3 — FU

DIA 1 - CR, CRCC, DPA, DIA 6 — CR, CRCC, DPA, DIA 15 - CR, CRCC, DPA,
IPS, CP, RLIC SHAM IPS, CP, RLIC INT IPS, CP
DIA 2 - RLIC SHAM DIA 7 —RLIC INT
DIA 3 —RLIC SHAM DIA 8 —RLIC INT
DIA4 — RLIC SHAM DIA 9 —RLICINT

DIA 5 - CR, CRCC, DPA, DIA 10 — CR, CRCC, DPA,
IPS, CP IPS, CP

Figura 16: Cronograma de atividades para cada sujeito.

Para confirma¢do da inflagdo necessaria do manguito, tanto para a PCIR
SHAM quanto para a PCIR INT, foram realizados PCIR com o auxilio de um
ultrassom (Doppler GE Logic P5) em quatro sujeitos. Apos a confirmacao dos valores
de pressdo necessarios para cada um dos Protocolos (SHAM ou INT), foram definidas
a pressao suficiente para nao obstruir o fluxo sanguineo para a PCIR SHAM (entre 40
e 60 mmHg) e a pressao suficiente para obstruir o fluxo sanguineo para a PCIR INT

(entre 210 e 230 mmHg).

Os sujeitos no Protocolo SHAM foram levados a acreditar que estavam sob
uma isquemia real, para evitar que fatores psicoldgicos influenciassem nas medidas.
Durante todos os dias de PCIR, os sujeitos foram indagados se estavam sentindo que
0 sangue “ndo estd passando pela coxa” e concordavam que estava havendo uma

interrup¢ao do fluxo sanguineo.



3.3.2 Procedimentos de Estimulagao

O reflexo H foi obtido por estimulacdo elétrica (pulso retangular com 1 ms de
duracdo) aplicado ao nervo tibial por meio de um eletrodo posicionado na fossa
poplitea (Panizza et al., 1989) acoplado ao sistema MEB-2300. Para a obtengdo da
IPS o estimulo condicionante foi aplicado no nervo fibular com eletrodo de
estimulacdo posicionado na altura da cabega da fibula, 100 ms antes da liberagdo do
estimulo que evoca o reflexo H. Os estimulos foram liberados de maneira aleatoria

(Fournier et al., 1984).

3.3.2.1 Curva de Recrutamento (CR)

O experimento para obtencdo da curva de recrutamento foi realizado com o
sujeito sentado, com os pés fixos em uma estrutura rigida e com os angulos das
articulagdes do joelho e tornozelo em torno de 110° e 90°, respectivamente (Figura
15B). Apos a fixacdo dos eletrodos (de captacdo, de estimulagdo e o terra), um
estimulo era liberado para evocar a onda H no limiar de ativagcdo. Apos o registro da
intensidade do estimulo minimo para a ativagcdo da onda H, a intensidade do estimulo

era aumentada até a corrente associada a onda H maxima (Hmax).

A faixa de intensidades entre os valores de corrente limiar da onda H e aqueles
associados a Hmax (faixa de intensidade Limiar-Hmax) era dividida em 11 estimulos
igualmente espacados para a obten¢do da alca ascendente da curva de recrutamento.
Por exemplo, se o valor de corrente para se obter o limiar da onda H fosse 5 mA e a
corrente para evocar a Hmax fosse 15 mA, as 11 intensidades de estimulo escolhidas
para formar a alca ascendente da curva de recrutamento seriam 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14 ¢ 15 mA. Como a onda H varia mesmo com a intensidade de estimulo
constante (devido as influéncias descendentes e periféricas), a estimulagdo era
aplicada por 5 vezes seguidas em cada uma das 11 intensidades escolhidas (p.ex.: 5
vezes a 5 mA, 5 vezes a 6 mA, e assim por diante) para poder calcular a média do
reflexo H para um estimulo especifico (veja um exemplo na Figura 4). Os estimulos
eram liberados em intervalos aleatorios (entre 2 e 7 segundos) controlados pelo

sistema MEB-2300K para minimizar efeitos de expectativa de ocorréncia de



estimulacdo por parte do sujeito (Fournier et al., 1984). Na sequéncia dos estimulos
(acima de 15 mA, usando o exemplo citado acima), eram obtidos pontos da fase
descendente da curva até a obten¢do da onda Mmax (Figura 4) com média de 2

respostas para cada ponto.

3.3.2.2 Curva de Recrutamento com contracdo (CRCC)

O Teste de Curva de Recrutamento Com Contracdo (CRCC) foi realizado com
o0 sujeito nas mesmas posigoes do teste CR, mas com contragdo voluntéria isométrica
do musculo SO equivalente a 10% da contracdo voluntaria maxima (CVM). O teste ¢
dividido em duas etapas: obtencdo da CVM e obtencdo dos pontos da Curva de
Recrutamento Com Contracdo (CRCC). Para obter a CRCC, ¢ necessario que o
sujeito monitore o seu nivel de contracdo voluntaria durante o teste. Para isso, um
programa escrito em LabView fornecia ao sujeito um feedback visual por meio de um
monitor que mostra a faixa ideal para a manutencdo da contragdo em torno de
10%CVM. Os procedimentos do teste em relagdo ao padrao de estimulagdo para obter

a CRCC da onda H e M eram os mesmos usados durante o teste da CR.

3.3.2.3 Inibigdo Pré-Sindptica (IPS)

Para avaliar o grau de IPS sobre os terminais das aferentes Ia do musculo SO,
¢ utilizado um paradigma condicionante-teste (C-T) (Iles, 1996; Mezzarane et al,,
2012; Mezzarane et al., 2015). O reflexo H é condicionado por um pulso elétrico
retangular (de 1 ms de duracdo) aplicado no nervo fibular com eletrodo de
estimulacdo posicionado na altura da cabega da fibula e intensidade de 1,1 vezes o
limiar motor (1,1 x LM), 100 ms antes da liberagcdo do estimulo que evoca o reflexo
H. O limiar motor ¢ determinado pela presenga de uma onda M no TA de
aproximadamente 100 pV (Fujiwara et al., 2011). A amplitude do reflexo H controle
(sem estimulo condicionante) era de 20-30% da resposta direta maxima (Mmax), uma
vez que respostas reflexas em torno dessa amplitude sdo mais sensiveis ao

condicionamento, independentemente de sua natureza (Crone et al, 1990). A



presenca de uma onda M constante no musculo SO (de amplitude com
aproximadamente 5%Mmax) era monitorada para garantir uma eficidcia de
estimulacdo apropriada (Mezzarane et al., 2012; Mezzarane et al., 2015). Com o
objetivo de manter constante o estimulo condicionante, ou seja, recrutar
aproximadamente a mesma sub-populacdo de axoOnios sensoriais, a onda M do
musculo TA era monitorada ao longo do experimento. Nos dias subsequentes, a onda
M do TA era mantida na mesma amplitude (nas outras visitas ao laboratorio). Os

estimulos condicionantes eram liberados de maneira aleatoria (Fournier et al., 1984).

3.3.2.4 Depressdo Pos-Ativagdo (DPA)

No teste para obter a DPA, o sujeito era mantido na mesma posi¢ao
selecionada para todos os outros testes eletrofisiologicos. Para a obtencdo da DPA, ¢
liberado um estimulo para se obter um reflexo H teste (H1) e outro, apds 1s, para se
obter um reflexo H sob o efeito da DPA (H2). Dessa forma, sao liberados estimulos
testes apenas (estimulo simples) e estimulo teste seguido de estimulo condicionante
(estimulo duplo). Os estimulos sdo aleatoriamente distribuidos entre estimulos
simples e duplos. A periodizacdo dos estimulos (duplos e simples) ¢ de 0,1 Hz, ou
seja, 10 segundos de intervalo para cada tipo de estimulo. Assim como para a IPS, a
amplitude do reflexo H controle (H1, sem estimulo condicionante) era de 20-30% da

resposta direta maxima (Mmax).

3.3.3 Procedimentos com uso da Plataforma de Forga

Para a realizacdo do teste na plataforma de forca, os voluntdrios eram
convidados a retirar os calgados e colocar uma sapatilha descartdvel da marca Propé
Descartavel (Descarpack, Sdo Paulo, Brasil). Os sujeitos recebiam as instrugdes de
como eram os procedimentos do teste, no qual eles permaneceriam em pé, sobre uma
espuma de alta densidade, que estava alocada em cima da plataforma de forca, com os
pés paralelos na largura dos quadris e de olhos abertos. Trés tentativas foram

realizadas com cada voluntério, sendo que cada sujeito permaneceu na plataforma por



1 minuto mais 10 segundos iniciais que eram descartados para o ajuste postural
inicial. Cada sujeito descansou mais um minuto entre cada uma das vezes que subiu a
plataforma (Rugelj & Sevsek, 2007). Ao subir na plataforma e ficar na posi¢ao inicial
do teste, foi solicitado ao sujeito que mantivesse os olhos em um ponto fixo na parede
(marcado previamente com uma fita adesiva na parede), com distancia de dois metros
na altura dos olhos do individuo. Ao posicionar a plataforma a dois metros de
distancia, era marcada no solo a posicdo da plataforma, dessa forma, nos testes

seguintes a plataforma estaria sempre na mesma posi¢ao.

3.4 Processamento de Dados

Apds a aquisicdo, os sinais eletromiograficos e da plataforma de for¢a foram
convertidos para ASCII e processados em ambiente Matlab (versdo 2012b, Math
Works, Inc.).

3.4.1 Processamento de Sinais Eletromiograficos

As curvas de recrutamento do reflexo H e da onda M foram ajustadas por meio
de uma curva logistica (sigmdide) como descrito detalhadamente em Klimstra e Zehr

(2008) de acordo com a equagao I:

H(s) = —max__ I

14 em(s50-s)

m que Hmax ¢ a resposta H médxima (limite superior da curva), m ¢ a inclinacdo da
alca ascendente, s50 ¢ a intensidade de estimulo necessaria para se evocar 50% do
Hmax, e H(s) ¢ a amplitude reflexa para um determinado estimulo s. Os coeficientes
da curva foram estimados utilizando a técnica dos minimos quadrados interativos

(fungdo nlinfit do Matlab).

Os valores iniciais utilizados como varidveis de entrada na rotina
personalizada escrita em ambiente Matlab foram a corrente normalizada, o platd

(Hmax) e uma inclinagdo calculada a partir da reta de regressdo estimada da por¢ao



linear da alga ascendente da curva de recrutamento. A inclinagdo da reta (slope), que
tangencia a regido da curva cuja derivada ¢ maior, foi calculada de acordo com a

equacao II:

Hmax

slope =m II
em que m ¢ o parametro de inclinacdo da sigmodide proveniente da estimativa dos

minimos quadrados interativos (equacao I)

Um ajuste sigmoidal foi também realizado sobre as amplitudes da onda M
para comparagdo adequada das curvas de recrutamento do reflexo H ao longo das
intensidades de estimulagdo. Ou seja, o ajuste da CR da onda M servird como uma
referéncia, uma vez que esta resposta direta ndo depende de fatores fisioldgicos
centrais e suas curvas (obtidas antes e apOs a intervencdo) devem se sobrepor
perfeitamente (veja as curvas rosa e azul-claro na Figura 8). Desta forma, a corrente
foi normalizada pela corrente necessaria para se evocar 50% da resposta Mmax

utilizando-se o ajuste sigmoidal das ondas M como referéncia (Figura 7).

Para saber qual ajuste sigmoidal da CR melhor representa os dados, a rotina do
Matlab escolhia aquele que apresentou menor erro quadratico, variando o valor de s50
do primeiro valor de s (valor minimo de corrente) até o seu ultimo valor (valor
maximo de corrente). Este erro se baseia no somatério da diferenga entre o erro
esperado e o erro observado. O valor de s50 associado ao menor erro quadratico ¢ o
escolhido para fazer o ajuste. Como os valores de corrente utilizados no experimento
ndo foram distribuidos uniformemente, foram interpolados pontos entre os valores

minimos e méximos de corrente para encontrar o valor ideal de s50.

Os valores de amplitude associados as intensidades de estimulo da curva pré-
intervengdo foram comparados com as amplitudes obtidas nas mesmas intensidades
da curva poés-intervencao (Zehr et al., 2007; Klimstra & Zehr, 2008) (Figura 8). Os
parametros do reflexo retirados da curva pds sdo descritos como "na" (“at” em inglés:
"@") corrente correspondente ao valor da respectiva curva pré. Por exemplo, a
modulacdo do valor para H50 (50% do Hmax) pré ¢ H@50 no pos. Isto significa que

a mesma corrente utilizada para evocar a H50 durante condicdo pré evoca uma



resposta reflexa correspondente a H@50 na pds. Com este procedimento, ¢ possivel
examinar a modulacdo reflexa durante a realizacdo de diferentes tarefas ou sob
condicionamento diferente quando o mesmo estimulo ¢ gerado (Mezzarane et al.,
2011). Outros valores "@" obtidos por meio do mesmo procedimento serdao H@limiar
(H@th), H@50, e H@100 (Figura 8). O parametro inclinacdo (m, ou slope) reflete o
ganho de recrutamento (Kernell & Hultborn, 1990).

Os parametros da curva de recrutamento utilizados para comparagdo foram
slope (inclinacdo), Hmax (amplitude maxima do H), Hth (limiar de amplitude em que
existe resposta do reflexo H), H@th (valor de limiar mapeado na curva pods-
intervengdo pela corrente que evocou Hth na curva controle: pré-intervencao), H50
(amplitude igual a 50% da Hmax), H@50 (valor cuja corrente evocou 50%Hmax na
curva pré), HIO00 (amplitude de referéncia da sigmdide que representa
aproximadamente a populacdo de unidades motoras maiores) ¢ H@100 (valor cuja

corrente evocou aproximadamente 100% da resposta reflexa maxima na curva pré).

O Percentual de Diminui¢do da Amplitude (PDA), tanto para IPS, quanto para
DPA, foi obtido a partir da subtracdo das amplitudes (normalizadas pela Mmax)
calculadas como valores pico-a-pico dos reflexos H controle (Hcont), dos valores dos
reflexos H condicionados (Hcond) divididos pelo reflexo H controle, segundo a

equacao (III):

PDA = ”C"Zt‘”c"”d %100 1

cont

3.4.2 Processamento de Sinais da Plataforma

Para poder calcular a VM, foi obtida a diferenca de cada ponto do sinal do
centro de pressdo no sentido Médio-Lateral (ML) e AP, usando a funcdo diff do
MATLAB, e apos, calculada a média dos valores absolutos destas diferengas. O
calculo de velocidade ¢ distancia/tempo, portanto, a média calculada anteriormente ¢é
dividida pelo intervalo entre as amostras ou pelo inverso da frequéncia de

amostragem, como mostrado na equacdo IV (Mezzarane & Kohn, 2008):



|CP_ap; —CP_api_1]|
N

VM =_ 3N, v

na qual T ¢ o inverso da frequéncia de amostragem do sinal ¢ N ¢ o niimero de
amostras. Este célculo foi realizado para os sinais provenientes de cada uma das trés

tentativas para cada sujeito e, em seguida, calculada a média destas trés medidas.

O espectro foi obtido por meio do método de Welch com 2000 amostras por
periodograma, resultando em uma resolugdo espectral de 0,05 Hz. Uma janela Hann
com sobreposicao de 1000 pontos foi utilizada. Estes procedimentos foram realizados
em ambiente Matlab. As areas sob o espectro foram calculadas em trechos de 0,05 Hz
a 0,25 Hz e 0,3 Hz a 2,0 Hz. O primeiro trecho corresponde ao intervalo em que o
espectro do CP no sentido AP ¢ muito semelhante ao espectro do centro de gravidade,
ao passo que o limite superior do segundo trecho inclui 99% do conteudo espectral do
CP na postura ereta quieta (Mezzarane & Kohn, 2008). Estes quantificadores serdo

utilizados para representar o comportamento dos subsistemas de controle postural.

A érea sob o espectro ¢ calculada para comparar cada uma das intervencdes ao
longo dos dias de teste, separando as frequéncias maiores, entre 0.3Hz e 2Hz, das
frequéncias menores, entre 0.05Hz e 0.25Hz. Dessa forma, ¢ possivel avaliar como

cada frequéncia foi influenciada pelo PCIR nos dias de testes (Gatev et al., 1999).

3.5 Estatistica

Uma ANOVA de medidas repetidas de uma via foi usada para detectar
diferengas nas variaveis eletrofisiologicas e biomecanicas entre as condigdes pré e pos
SHAM e pré e pés INT. O fator “Tempo” da ANOVA ¢ constituido pelos fatores pré
e pos para cada condi¢do (SHAM, INT e FU). O teste de Mauchly de esfericidade foi
realizado para verificar se uma populacdo normal multivariada possui variancias
iguais e correlagdes nulas. Da mesma forma que foram analisadas as situagdes pré e

p6s (PRESHAM-POSSHAM e PREINT-POSINT), o FU foi comparado com a



situacdo controle anterior (PREINT). O nivel de significincia foi definido como

p<0.05. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa SPSS (16.0).

Para calcular o tamanho do efeito foi utilizado Eta quadrado (%), mostrado na
equacao V:
2
52

n? =

2
Stotal

2 A . o 2 , cn
na qual S% ¢ a variincia da intervencdo, e S € a varidncia do grupo todo (sem

intervengdo S e com intervengao).

4. Resultados
4.1 Parametros neurofisiolégicos

Foram avaliados valores de amplitude pico-a-pico do reflexo H mapeados em
diferentes pontos da curva de recrutamento ajustada por uma sigmoide, nos
protocolos PRESHAM, POSSHAM, PREINT, POSINT e FU, além de dois
mecanismos pré-sinapticos, IPS e DPA. Nas figuras 17, 18 e 19 sdo mostradas as
comparagdes entre cada um dos protocolos (PRESHAM, POSSHAM, PREINT,
POSINT e FU) para os pontos na curva de recrutamento, em H@th, H@50, H@100 e

Hmax.

Houve uma diminui¢do do pardmetro H@100 (Fs64=2.858; p=0.032), que ¢ o
ponto da curva de recrutamento que estd mais diretamente associado as fibras de
maior calibre e de limiar de ativagdo maior (figura 18). As fibras de pequeno calibre

em H@th, e de médio calibre em H@50, ndo sofreram alteragdes significativas.

Em H@I100 ¢ possivel verificar a variagdo da amplitude na condi¢do
PRESHAM para POSSHAM, que foram realizados na semana controle (SHAM).
Nesta semana nao houve PCIR, mas observou-se diferenca significativa entre os dias
(»<0.05), mostrando uma possibilidade de efeito placebo. Muito interessante observar

que no inicio da semana seguinte (INT) as amplitudes voltaram a ndo ter diferenga



significativa de PRESHAM para PREINT (p>0.05), gerando um efeito conhecido

como washout (veja a figura 18).
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Figura 17: A. Comparagdo entre os parametros Hth (condi¢des “PRE”) e H@th (Condigdes POS e
FU) obtidos da CR ao longo dos dias de testes (PRESHAM, POSSHAM, PREINT, POSINT, FU)
(p>0.05). B. Comparag@o entre os pardmetros H50 (condig¢des “PRE”) e H@50 (Condi¢des POS e FU)
obtidos da CR ao longo dos dias de testes (PRESHAM, POSSHAM, PREINT, POSINT, FU) (p>0.05).
Nao houve diferencgas significativas para nenhum dos dois pontos da CR.



No inicio da segunda semana, houve uma diminuicdo significativa na
amplitude reflexa (Parametro H100) do PREINT para o POSINT (p<0.05), da mesma
forma como aconteceu na semana anterior (semana SHAM). Porém ao comparar o
PREINT com o FU, para verificar se houve efeito washout, os valores do FU estavam
significativamente menores (p<0.05), ou seja, ndo voltaram aos valores de amplitude
pré-condicionamento, como aconteceu na semana SHAM. Nao houve diferencgas
significativas entre os valores de POSINT e FU. Tais resultados sugerem que o efeito
psicolédgico (placebo) ndo apresentou retencdo maior do que dois dias, ao passo que
os efeitos fisioldgicos (provavelmente em conjunto com os psicoldgicos) persistiram

por pelo menos cinco dias.
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Figura 18: Comparacdo entre os parametros H100 (condi¢cdes “PRE”) e H@100 (Condi¢des POS e
FU) obtidos da CR ao longo dos dias de testes (PRESHAM, POSSHAM, PREINT, POSINT, FU).
Foram encontradas diferengas significativas entre PRESHAM e POSSHAM (p<0.05), entre
POSSHAM e PREINT (p<0.05) e entre PREINT e POSINT (p<0.05). Também houve diferenca
significativa entre PREINT e FU (p<0.05).

A esfericidade considerada para os valores de Hmax foi (Fs¢4=2.465;
p=0.055), ou seja, muito proximo de p=0.05 e, ao analisar os graficos, percebe-se uma
tendéncia dos valores de Hmax a acompanhar os resultados obtidos em H@100,
principalmente porque os valores das amplitudes pico-a-pico para os dois pardmetros
sio muito proximos (figura 19A e 19B). Ademais, o 1> que indica o tamanho do

efeito apresentou valores altos e muito proximos (H@100: 1°=0.17; Hmax: n°=0.15),



diferentemente de H@50 e H@th que apresentaram valores bem menores (H@50:
1°=0.067 ¢ H@th: 1°=0.064).
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Figura 19: Comparacéo entre os dias de testes (PRESHAM, POSSHAM, PREINT, POSINT, FU). A:
Valores de Hmax para todas as condi¢des que apresentaram um valor de p marginal (p=0.055). B:
Comparacéo entre os valores HI00 e H@100 (respectivamente, pré e pos), e Hmax pré e pos ao longo
das condi¢des. Nota-se que os perfis de modulagido reflexa ao longo dos protocolos foram muito
semelhantes entre Hmax e H100.



Dentre os mecanismos pré-sinapticos investigados, o PDA para IPS nao

apresentou diferenca significativa ao longo das condig¢des (»p>0.05). O mesmo foi

observado para a DPA (p>0.05) (figuras 20 e 21). Ou seja, a inibigdo observada em

H@100 parece ndo ser atribuida a mecanismos pré-sinapticos.
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Figura 20: Comparacdo entre os dias de teste e para cada dia, com condigdo controle e condicionada.
E possivel visualizar que as condig¢des controle da DPA (A) e da IPS (B) mantiveram-se proximas de
25% da Mmax. Os circulos no centro das barras indicam a amplitude pico-a-pico da onda M. E
possivel visualizar a onda M estavel em torno de 5%Mmax nos dois protocolos.
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Figura 21: Graficos de barras comparando o PDA ao longo dos dias de teste, com A: percentual de
DPA para cada dia de teste, sem diferengas estatisticamente significantes (p>0.05). B: percentual de
IPS cada dia de teste, sem diferengas estatisticamente significantes (p>0.05).



Nao houve diferencas significativas para inclinacdo (slope) da CR (p>0.05) e
CRCC (p>0.05), assim como para a onda Mmax entre os dias de teste, nem para CR

(»>0.05) (Figura 22A) e nem para CRCC (p>0.05) (Figura 22B).
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Figura 22: Graficos de barras comparando as ondas Mmax nos dias dias de teste, demonstrando, em
A: onda Mmax da CR (p>0.05) e B: onda Mmax da CRCC (p>0.05).



Diferentemente da CR, a CRCC ndo apresentou diferencas significativas entre
os dias de teste para nenhum dos pardmetro da curva, inclusive para H100 e H@100
(figura 23).
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Figura 23: Comparacdo entre os parametros H100 (condi¢cdes “PRE”) e H@100 (Condi¢des POS e
FU) obtidos da CRCC ao longo dos dias de testes (PRESHAM, POSSHAM, PREINT, POSINT, FU).
Nao foram encontradas diferengas significativas para nenhum dos protocolos (p>0.05).

4.2 Parametros posturograficos

Nao houve alteragdo significativa para a variacdo da velocidade média de CP
no sentido AP, mas houve para ML (F404=5.028; p=0.002) (Figura 24). As situacdes
que obtiveram diferencas significativas foram PRESHAM para POSSHAM
(»<0.046), PREINT para POSINT (p<0.024) e PREINT para FU (p<0.049).

Além da verificagdo da velocidade média do CP, foi realizada também uma
analise espectral, para avaliar a variagdo das componentes das oscilagdes posturais de
alta e baixa frequéncia (Figura 25 e 26). Cada uma das componentes corresponde a
um mecanismo de controle postural que opera a curto ou a longo prazo, e que se
refletem nas oscilagdes de alta e baixa frequéncia (Figuras 27 e 28), respectivamente.

Frequéncias acima de 0.25Hz sdo consideradas frequéncias de oscilacdes
rapidas e podem estar associadas a um controle postural de curto prazo que estaria
intimamente relacionado a frequéncia de disparo de unidades motoras, enquanto as
frequéncias abaixo de 0.25Hz sdo relacionadas com as propriedades inerciais do

sistema biomecanico, atuando de forma mais lenta.
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Figura 24: Comparagio entre os dias de protocolos com variacdo da velocidade média de CP-ML
significativa principalmente entre os dias POSSHAM e POSINT (p<0.05) e PREINT e POSINT
(»<0.05) e PREINT e FU (p<0.05).

Figura 25: Deslocamento do CP no sentido ML de um sujeito na condi¢do PREINT (registro da
esquerda) e POSINT (registro da direita). E possivel, por inspegdo visual, perceber a diminui¢io das
frequéncias rapidas e a manutengdo das frequéncias lentas apdos PCIR.

As frequéncias menores, que indicam oscilacdes posturais mais lentas, ndo
sofreram alteracdes significativas apos o PCIR (p>0.05), mas as frequéncias maiores,
entre 0.3Hz e 2Hz, tiveram alteragdes significativas de PRESHAM para POSINT
(»<0.05) e PREINT para POSINT (p<0.05) (Figura 27). Portanto, as frequéncias
maiores, que correspondem ajustes posturais mais rapidos foram influenciadas pelo

PCIR.
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Figura 26: Espectro de poténcia médio (média de todos os sujeitos e todas as repeticdes) em cada uma
das trés condi¢des, PREINT, POSINT e FU. A linha pontilhada vertical indica a frequéncia (0,25 Hz)
que separa as duas areas sob o espectro (cujas médias estdo representadas nas Figuras 27 e 28).
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Figura 27: Médias e erro padrdo (linha vertical) das areas calculadas sob o espectro de poténcia do
deslocamento do CP ML delimitadas pelas frequéncias 0,3 Hz e 2Hz que, possivelmente, refletem a
acdo do sistema de controle postural de curto prazo. Os valores foram comparados ao longo dos dias
de teste (condi¢des). Houve diferencas significativas (p<0.05) entre PREINT e POSINT, PRESHAM e
POSINT (indicadas com um asterisco) para as areas delimitadas pelo intervalo de frequéncias maiores
correspondentes as oscilagdes posturais mais rapidas.
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Figura 28: Médias e erro padrio (linha vertical) das areas calculadas sob o espectro de poténcia do
deslocamento do CP ML delimitadas pelas frequéncias no intervalo de 0,05 Hz e 0,25 Hz que,
possivelmente, refletem a agdo do sistema de controle postural de longo e prazo. Os valores foram
comparados ao longo dos dias de teste (condigdes). Nao houve diferengas significativas (p>0.05).

5. Discussao

A existéncia de efeitos remotos entre o local da isquemia e o 6rgdo-alvo tem
sido demonstrada (Birnbaum et al., 1997; Kharbanda et al., 2002; Cherry-Allen et al.,
2015). Dois caminhos foram propostos para intermediar os efeitos do PCIR: vias
humorais ou neuronais (Brooks & Andrews, 2013). Como PCIR na coxa ndo induziu
alteracdes hemodindmicas e de desoxigenagdo, ao mesmo tempo em que houve
alteracao na fase de contracdo e relaxamento muscular, assim como diminui¢cdo no
tempo para alcangar a fadiga no antebraco (Barbosa et al., 2014), torna-se necessario
focar a aten¢do nos possiveis mecanismos neuronais subjacentes. Os mecanismos
neurais centrais e periféricos influenciam na fadiga em uma complexa interacdo
(Gandevia, 2001). Por exemplo, Bigland-Ritchie et al., (1986) sugerem que o declinio
nas taxas de disparo de um motoneuronio durante a fadiga em uma CVM sustentada,
pode ser o resultado de mudangas na excitabilidade do motoneuronio. Nao obstante,
em outro estudo neurofisioldgico, apos a inducdo da fadiga por meio de estimulos
elétricos aliados a isquemia, o reflexo H foi significativamente deprimido, enquanto
que a isquemia sem fadiga e a fadiga isolada nao reduziram a amplitude do reflexo H
(Garland & McComas, 1990).

Alguns mecanismos pré-sinapticos podem diminuir a amplitude do reflexo H,



como a IPS e a DPA (Rudomin & Schmidt, 1999; Keller et al., 2011), contudo, existe
uma relacdo ainda imprecisa entre as vias neuronais associadas a fadiga muscular
(Bigland-Ritchie et al., 1986; Garland & McComas, 1990; Vila-Cha et al., 2012;
Barbosa et al., 2014). Ou seja, a agdo do PCIR sobre mecanismos neuronais que
afetam o desenvolvimento de fadiga muscular ainda precisa ser esclarecida.
Considerando os mecanismos multifatoriais e epigenéticos do PCIR, supde-se
que essa intervencdo possa induzir plasticidade neural, com melhora do controle
motor (Cherry-Allen et al., 2015). No entanto, at¢ o momento, nenhum estudo
esclareceu quais mecanismos intermediam as alteracdes no controle motor apds o
PCIR. Outrossim, como nao foram relatadas alteracdes humorais (Barbosa et al.,
2014; Cherry-Allen et al., 2015), mas foram encontradas melhora no controle motor e
na diminui¢do da fadiga (Vila-Cha et al., 2012; Barbosa et al., 2014; Cherry-Allen et
al., 2015) um forte candidato para intermediar os efeitos poderia ser um mecanismo
neurofisioldgico envolvendo vias neuronais, principalmente aquelas confinadas na
medula espinhal, e que podem ser acessadas por técnicas ndo invasivas como a do

reflexo H.

5.1 Alteragbes na excitabilidade da medula espinhal

Os resultados do presente trabalho aduzem que houve diferencas significativas
entre as condigdes PRESHAM e POSSHAM para as unidades motoras de maior
tamanho (associadas aos parametros H100 e H@100), demonstrando o efeito placebo,
provavelmente psicoldgico, pois ndo havia pressdo suficiente para obstruir o fluxo
sanguineo. Este resultado foi confirmado apenas para a CR sem contra¢do. Durante a
contracdo voluntaria, os tratos descendentes provenientes do cortex motor exercem
influéncia sobre uma variedade de elementos medulares, por exemplo, interneurénios
que modulam a excitabilidade da via reflexa (Zehr, 2002). Esta a¢do poderia mascarar
os efeitos do PCIR observados no presente estudo, uma vez que acreditamos que
interneuronios medulares possam exercer algum efeito nos resultados (veja adiante e
Figura 31). Contudo, os parametros da CRCC apresentaram tendéncia semelhante aos
da CR (compare a figura 18 com a figura 23). Apesar da possivel diminui¢do na
variagdo dos potenciais de membrana dos motoneurdnios, a contragdo isométrica

voluntaria constante ndo garantiu, em nosso caso, condi¢cdes experimentais adequadas



para detectar os efeitos do condicionamento. Desta forma, no que segue,

consideraremos apenas os resultados obtidos no repouso (sem contragdo voluntaria).

A diferencga significativa entre os valores do parametro H@100 da condi¢do
POSSHAM (testada em uma sexta-feira) e PREINT (testada na segunda-feira
seguinte) cujos valores de amplitude retornaram ao normal (semelhante ao controle
PRESHAM) indica que o efeito placebo ndo permaneceu ao longo de dois dias,
caracterizando um efeito de washout (Gupta & Verma, 2013). Assim como na semana
SHAM, a diminui¢do significativa nos valores do parametro H@100 da condic¢do
PREINT para POSINT foi significativa, com a possibilidade de ter acontecido o
mesmo efeito placebo da semana anterior. Porém, uma observacao interessante ¢ que
apos quatro dias de repouso do POSINT, o efeito do PCIR observado nas duas
semanas anteriores se manteve (ndo houve ocorréncia de washout), com diferenca
significativa de PREINT para FU (p<0.05), mas ndo de POSINT para FU (Figura 18).
Essa modulacdo da amplitude da resposta reflexa referente as unidades motoras de
calibre maior pode ser resultado do efeito da intervencdo somado ao placebo.
Contudo, um efeito fisioldgico para explicar o resultado da semana SHAM nao pode

ser descartado (ver se¢ao 7.3).

Segundo Clark et al. (2000, p.1642) “O efeito placebo ¢ um resultado
favoravel decorrente puramente da crenca de que se recebeu um tratamento benéfico”.
De fato, vérias pesquisas tém utilizado o efeito placebo como um controle
metodoldgico (Beedie et al., 2007). Esse efeito tem sido recorrentemente relatado
quando se trata de efeitos ergogénicos, como aumento de forga e resisténcia muscular.
Sabino-Carvalho et al. (2016) demonstraram que o PCIR ndo demonstrou resultados
superiores quando comparado com o placebo, sugerindo que o efeito placebo ¢
relevante quando se trabalha com PCIR. No entanto, no presente trabalho, ao
comparar as condi¢des PREINT e FU, a diminui¢do da excitabilidade reflexa na
condi¢do FU provavelmente ndo estd associada ao efeito placebo. Ademais, estudos
anteriores relataram que a melhora da resposta motora se manteve por pelo menos 4
semanas apoés a realizagdo do ultimo PCIR (Cherry-Allen et al., 2015). Dessa forma, ¢
possivel deduzir que o efeito do PCIR sobre a excitabilidade reflexa seja sistémico e

duradouro.



Interessante observar que somente o pardmetro H@100 foi afetado pela
intervengdo. Nao houve alteragdes significativas para respostas reflexas de amplitude
menores, como em H@th e H@50 (Figuras 17A e 17B). Essas diferengas podem estar
relacionadas com o tipo de fibra nervosa recrutada. Ao estudar o reflexo de
estiramento em gatos decerebrados, foi descoberto que, a medida que a intensidade de
estimulo aumenta, as unidades motoras sdo recrutadas de forma ordenada das
menores para as maiores, fendmeno conhecido como "principio do tamanho"
(Henneman et al., 1965a; 1965b). Normalmente relacionadas com H100, as fibras de
maior calibre necessitam de estimulo de intensidade maior para serem recrutadas em
comparagdo as de menor calibre, obedecendo ao principio do tamanho. Fibras de
menor calibre precisam de um estimulo de intensidade menor e sdo relacionadas com
Hth e as de médio calibre correlacionadas com H50. Desta forma, podemos concluir
que as fibras recrutadas mais tardiamente (unidades motoras maiores, de contracao
rapida) foram as mais afetadas pelo PCIR, uma vez que a diferenga significativa foi

encontrada entre os pardmetros H100 e H@ 100 (figura 18).

O pardmetro de Hmax indica a amplitude pico a pico maxima da CR para o
reflexo H, portanto, relacionado com as unidades motoras de maior calibre. Se na
situacdo pods, a amplitude do Hmax estiver menor que na situacdo pré, mesmo se
aumentasse a intensidade do estimulo, essa amplitude do Hmax ndo iria aumentar,
confirmando, desta forma, que houve um recrutamento menor das fibras de maior
calibre (Mezzarane et al., 2011). J& que as intensidades de estimulo e as fibras
recrutadas sdo semelhantes em H100 e Hmax, esperar-se-ia, portanto, que o
pardmetro Hmax na situacdo  pods-intervencdo  apresentasse  amplitude
significativamente menor, ou seja, um resultado semelhante ao observado para
H@100. Contudo, os resultados estatisticos ndo alcangaram o nivel de significancia
para rejeitar a hipotese nula, mas o valor de p foi marginal (p=0.055). Ou seja,
observando os graficos da figura 19, nota-se o mesmo perfil de modulacgao reflexa ao
longo das condicdes, mas sem significancia estatistica entre as condi¢gdes pré e pos
intervengdo para o parametro Hmax. Apesar dessas diferengas sutis, podemos deduzir
que o PCIR de fato influencia a excitabilidade da via reflexa mediada pelas unidades
motoras de calibre maior. Outro aspecto interessante ¢ que esses efeitos diferenciais

para subpopulagdes especificas de unidades motoras s6 podem ser revelados pela



analise do padrdo de recrutamento, utilizando o procedimento analitico de ajuste

sigmoidal proposto por Klimstra & Zehr (2008).

A diminuicdo do Hmax e H@I100 sob diferentes intervencdes tem sido
relatada em diversos estudos (Taube et al., 2007b; Dragert & Zehr, 2011; Vila-Cha et
al., 2012). Em um protocolo de treinamento de for¢a no SO unilateralmente (Dragert
& Zehr, 2011), observou-se um aumento de forca bilateralmente, com diminui¢ao da
amplitude do Hmax no musculo agonista e antagonista (ndo eram previstas pelos
autores as alteragdes de plasticidade neural no membro que ndo sofreu intervengao).
Segundo os autores, o treinamento acarretou na reducdo da excitabilidade de unidades
motoras de alto limiar de ativacdo. Em uma outra pesquisa, com atletas, o treinamento
de forca influenciou no aumento da amplitude de Hmax, enquanto no outro grupo,
com treinamento de equilibrio, a amplitude do Hmax diminuiu, indicando a
possibilidade da circuitaria do reflexo-H se adaptar de acordo com a demanda

especifica (Taube et al., 2007b).

Cumpre-se ressaltar que, ndo raramente, estuda-se somente um parametro
(Hmax) que pode variar consideravelmente entre os sujeitos (Hallett, 1993). No
presente trabalho decidimos investigar os padrdes de recrutamento por meio de
ajustes sigmoidais para se ter uma ideia do comportamento de diferentes
subpopulagdes de unidades motoras. Esses padrdes ndo podem ser investigados

utilizando-se amplitudes fixas do reflexo H.

A diminuicdo da amplitude do reflexo H pode estar correlacionada com a
melhora do controle motor em situagdes desafiadoras. Com uma maior inibi¢do da
resposta reflexa, evita-se instabilidades posturais decorrentes de contracdes fasicas de
musculos cuja via reflexa ndo estd sendo modulada de maneira apropriada (Taube et
al., 2007b). Essa alteragdo na excitabilidade dos reflexos medulares, pds-treinamento
em plataforma instavel, pode representar uma adaptacdo benéfica, possivelmente
refletindo um aumento da IPS, ao melhorar o controle motor reduzindo perturbagdes
posturais decorrentes de contracdes fasicas dos musculos posturais (Trimble, 1994;
Aagard et al., 2002). No presente estudo, o equilibrio apresentou melhora, com a

reducdo da amplitude do reflexo-H.



Frequentemente, apds a intervencdo do PCIR, é possivel registrar diversos
efeitos benéficos no organismo, principalmente quando se concretizam alteragdes de
efeitos ergogénicos. Ao analisar a melhora dos efeitos ergogénicos aliada a
modulacdo do reflexo H, € possivel investigar por quais meios o PCIR afeta diferentes
caracteristicas funcionais como, por exemplo, o aumento no tempo para chegar a
fadiga. (Barbosa et al., 2014) apds o PCIR. No trabalho da Vila-Cha et al. (2012), dois
grupos foram submetidos a dois treinamentos diferentes: um para melhora da
resisténcia e outro para aumento da forca. Para o grupo submetido ao treinamento de
resisténcia, foram relatadas alteragdes na curva de recrutamento do reflexo H (Hth,
H@50 e H@Max), enquanto no treinamento de forca, somente alteragcdes no H@th
foram observadas. Os autores sugerem que possivelmente a IPS, dentre outros
mecanismos neurais, possam estar contribuindo para alterar as respostas reflexas.
Contudo, Vila-Cha et al. (2012) ndo realizaram nenhuma medida direta em IPS em

seus participantes.

A diminui¢cdo na amplitude da resposta reflexa pode estar correlacionada com
diversos tipos de intervengdes e treinamentos e, ndo raro, especula-se que a IPS ou a
DPA possam ser a fonte de reducao da amplitude reflexa, ja que sdo mecanismos pré-
sinapticos que atuam fortemente na modulacdo do reflexo H (Field-Fote et al., 2006;
Taube et al., 2007b; Keller et al., 2011; Vila-Cha et al., 2012). Contudo, no presente
estudo, verificou-se que o mesmo mecanismo que especulativamente acreditava-se
diminuir a amplitude do reflexo H em diferentes contextos motores e
condicionamentos, a IPS (Figura 21B), ndo apresentou alteragdes significativas.
Ainda, outro mecanismo pré-sinaptico de modulacdo do reflexo-H, a DPA (Figura
21A), também nao sofreu alteragcdes. Uma das possibilidades sugeridas, por exclusdo,
para explicar esse achado ¢ a a¢do de algum mecanismo pods-sinaptico (Knikou et al.,

2015).

Conclui-se, por exclusdo, que as vias de inibi¢do poOs-sindptica modulam a
amplitude do reflexo-H associado as unidades motores maiores. Interneurdnios que
alteram o potencial de membrana dos motoneuronios, ou seja, que promovem inibi¢ao
pos-sinaptica, podem ser estudados em seres humanos. Sao exemplos destas células o
interneurdnio inibitério Ia (INIa), o interneurdnio inibitorio Ib (INIb) e as células de

Renshaw (RN).



As RN sao ativadas por projecdes colaterais dos motoneurdnios que, por sua
vez, inibem esses mesmos neurdnios, caracterizando a inibi¢do recorrente. Enviam
também colaterais aos motoneurdnios sinérgicos e INIa que fazem sinapse com
motoneurdnios antagonistas. Dessa forma, o sistema de retroalimentacdo inibitoria
regula a excitabilidade do neur6nio motor e estabiliza as taxas de disparo. Portanto, os
sinais descendentes que modulam a excitabilidade das RN regulam, em uma
articulacdo, a excitabilidade de todos os elementos neuronais envolvidos na
modulagdo reflexa de maneira reciproca (Hutborn et al., 1979; Kandel et al., 2014).

Assim como as RN, o INIa também tem acao inibitoria, s6 que nesse caso, ele
atua sobre os motoneuronios dos musculos antagonistas. Este interneurdnio recebe
aferéncias excitatorias e inibitorias de vias corticospinais, além de outras vias

descendentes (Kandel et al., 2013) (Figura 29).
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Figura 29: Como os interneuronios influenciam a modulagdo reflexa: A: O INIa modula a contragéo
dos musculos antagonistas; Enquanto que B: As RN produzem inibi¢do recorrente, isso quer dizer que
o proprio neurdnio motor que excita as RN, € inibido pela RN. (Imagem extraida do livro Principles of
Neural Science, 5a. ed., Kandel et al., 2013).

Ao contrario, do INIa, o INIb estabelece conexdes com 0s neurénios motores
do musculos homonimo, ¢ tem como principal aferéncia as fibras sensoriais Ib que

partem do 6rgdo tendinoso de Golgi, que sinaliza a tensdo em um musculo (Kandel et



al., 2013) (Figura 30).
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Figura 30: Diferentemente do INIa, o INIb modula a contragio do musculo agonista. A principal
aferéncia vem dos orgdos tendinosos de Golgi, os receptores sensoriais que sinalizam a tensdo em um
musculo. (Imagem extraida do livro Principles of Neural Science, 5a. ed., Kandel et al., 2013).

Dessa forma, a Inibicdo Reciproca e/ou a Inibicdo Recorrente podem ser
mecanismos envolvidos nos efeitos sistémicos gerados pelo PCIR, principalmente as
fibras de maior calibre normalmente relacionadas com H100 (Figura 31). O esquema
apresentado na Figura 31 mostra as possibilidades de agdo de mecanismos de inibi¢ao
pos-sinédptica que poderiam influenciar o reflexo H por meio dos INIa, INIb e RN, ,
principalmente para as unidades motoras de calibre maior. Nao se sabe como que
essas estruturas viriam a interferir na CR, nos pontos relacionados as fibras de maior
calibre, mas que por meio de algum mecanismo as inibigdes pds-sindpticas podem ser

os principais mecanismos entre o PCIR e as alteragdes neurofisioldgicas encontradas.
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Figura 31: Esquema mostrando possiveis vias pds-sinapticas que poderiam intermediar os efeitos
observados no presente estudo. Os numeros 1, 2 e 3 sdo possibilidades de como o PCIR pode
influenciar indiretamente a excitabilidade dos motoneurdnios e, consequentemente, o reflexo-H e a
curva de recrutamento. 1- Aumento da excitabilidade dos INIb, gerando maior inibicdo nos MNs; 2 -
Aumento da excitabilidade dos INIa, gerando maior inibi¢do nos MNs; 3- Aumento da excitabilidade
das RN, gerando maior inibicdo nos MNs. Como os nossos dados mostraram influéncia somente em
H@100, o desenho mostra a inibi¢do ocorrendo somente nesses MNs de maior calibre. A area pintada
em rosa delimita a medula espinhal.

5.2 Controle Postural

O CP ¢ o ponto de aplicacdo da resultante das forgas de reacdo do solo, e
reflete a agdo do sistema nervoso no controle do equilibrio. E, portanto, considerada
uma variavel de controle, pois controla o deslocamento da projecdo do centro de
gravidade na base de apoio. Como o corpo nunca esta realmente parado, mas sempre
realizando pequenos ajustes para manter a estabilidade, o CP também nao permanece
estacionario, variando o tempo todo, numa frequéncia maior ou menor, nos sentidos
AP e ML. Interessante analisar que os nossos resultados ndo mostraram variagcdo
significativa na dire¢do AP, mas somente na dire¢do ML (Figura 24). Sugere-se que
os mecanismos de controle postural ndo sdo os mesmos na dire¢do ML e AP (Winter,

1993). Ao permanecer sobre a plataforma de forca, quando os pés estdo lado-a-lado,



na largura do quadril, o mecanismo de controle utilizado na dire¢do ML ¢ o
mecanismo de transferir o peso do corpo entre os dois pés (Winter et al., 1996), e
quando os pés sdo posicionados paralelamente, (assim como neste trabalho), o
balango postural ¢ compensado pelos musculos flexores e extensores do tornozelo
(Winter, 1993). Quando a oscilagdo aumentar sua magnitude ou esses musculos forem
impedidos de agir, o quadril ¢ utilizado para reestabelecer a estabilidade corporal, e
essa estratégia ¢ a principal estabilizadora do equilibrio na direcio ML (Winter,

1995).

A estratégia dominante para mover o CP na diregdo ML ¢é por meio do
mecanismo de carga/descarga (transferéncia de peso). Foram verificados os
mecanismos para realizar o ajuste na recuperacao global do equilibrio, sendo que o de
transferéncia de peso de um pé para o outro contribuiu com aproximadamente 85% da
recuperagdo do equilibrio (Winter et al., 1996; Rietdyk et al., 1999), e durante a
posicdo estatica, o controle ML ¢ totalmente dominado pela estratégia de
carga/descarga do quadril. No entanto, os tornozelos também fornecem uma porcao
significativa do controle (Enquanto o mecanismo de carga e descarga corresponde a
aproximadamente 85%, os tornozelos ajudam com =15% da retomada de equilibrio
total). Portanto, ao realizar a isquemia em uma coxa, ¢ possivel que o tornozelo e,
principalmente o quadril sejam induzidos a estabilizar o equilibrio do sujeito sob a
espuma. Sendo assim, o PCIR na coxa altera mecanismos que ndo estdo diretamente
relacionados com o musculo sob intervencao e nem ao musculo do qual os pardmetros

neurofisioldgicos estdo sendo obtidos.

O nosso trabalho confirmou o resultado da literatura (Cherry-Allen et al.,
2015) que indicou melhora no controle motor ap6s o PCIR. No trabalho de Cherry-
Allen et al. (2015) o sujeito estava em cima de uma plataforma instavel, porém de
superficie rigida que se movimentava alterando a angula¢do da plataforma como um
todo, ou seja, a informacgado proprioceptiva proveniente da articulacdo do tornozelo era
relevante para o controle postural. No nosso estudo, o sujeito estava sobre uma
espuma de alta densidade (superficie ndo rigida), que induzia o SNC a nao utilizar a
informagdo proprioceptiva para o ajuste do equilibrio, portanto, o sujeito se utilizava
da resposta vestibular e visual para manter a estabilidade. A segunda diferenca ¢ que,

em nosso estudo, o sujeito ficava 1 minuto na espuma mantendo o equilibrio, ao passo



que, no trabalho da Cherry-Allen et al. (2015), o sujeito permanecia na plataforma até

0 momento que ndo conseguisse mais ficar em pé.

Um item importante, ao se analisar o sistema de controle postural, ¢ saber
quanto cada sistema sensorial colabora para manter a estabilidade do sujeito. Sabendo
qual ¢ a frequéncia em que cada sistema opera, pode-se inferir sua influéncia no
controle do equilibrio. Dessa forma, podemos dividir em duas faixas de frequéncias
de respostas: os mecanismos de resposta de curto prazo (0.3 Hz a 2Hz) e os
mecanismos de reposta de longo prazo (0.05Hz a 0.25Hz) (Mezzarane & Kohn,
2007). Foram encontradas diferencas significativas (p<0.05) para as frequéncias mais
altas entre os dias PRESHAM e POSINT, PREINT e POSINT (Figura 27), essa faixa
de frequéncia estd normalmente relacionada com as respostas de ajuste corporal que

realizam ajustes mais rapidos.

O mesmo vale para o parametro velocidade média (VM), pois reflete as
oscilagdes rapidas do CP. Para este pardmetro, além das diferencas ja reportadas para
as areas sob o espectro nas frequéncias maiores, houve diferenga entre PREINT e FU,
indicando que nao houve efeito washout para a melhora no controle postural. Ou seja,
a melhora no desempenho motor medida por meio da velocidade do CP no sentido
ML se manteve varios dias apos o término da intervengdo. A VM ¢, portanto, uma
varidvel posturografica sensivel para detectar efeitos do CPIR em condigdes
desafiadoras como permanéncia sobre espumas de alta densidade. Apesar das
diferencas entre os protocolos (do estudo atual e o de Cherry-Allen et al. 2015),
pudemos reportar a existéncia de uma melhora no controle da postura apés o CPIR
em membro inferior que, por sua vez, foi acompanhada de alteragdes
neurofisiologicas na medula espinhal. Estudos adicionais sd3o necessarios para
confirmar como tais adaptagdes neurofisiologicas apds PCIR estariam associadas a

melhora de desempenho motor.

As frequéncias mais baixas ndo tiveram alteragdes significativas pos PCIR
(p>0.05) (Figura 28). Essas frequéncias mais altas estdo relacionadas com a acao dos
musculos posturais envolvidos na manutencdo do equilibrio, enquanto as mais lentas
estdo relacionadas com as propriedades inerciais do sistema biomecanico (p.ex.,

movimentag¢do do tronco), portanto, de frequéncia menor (Mezzarane & Kohn, 2008).



Respostas como as achadas nesse trabalho ajudam a esclarecer esse complexo
mecanismo do corpo humano, gerando aos poucos as pecas de um quebra-cabeca

maior, até entendermos com profundidade como esse mecanismo funciona.

5.3 Implicagbes Clinicas

De forma geral, o uso do PCIR em pessoas que tenham o interesse em
melhorar o equilibrio, além dos diversos usos, como protecdo neurocardiologica, €
muito vantajoso, ja que pode ser realizado utilizando-se um material relativamente
barato (esfigmomandmetro), de facil aplicacdo, e duracdo de efeito indeterminada (no
caso da melhora do equilibrio, de pelo menos 1 més). Contudo, ¢ importante ressaltar
que existem algumas contraindicacdes, como pacientes hipertensos e/ou com lesdes
no aparelho circulatério. Sugerimos que o uso de tal intervengdo com
acompanhamento de profissional especializado pode trazer vantagens para populagdes
especiais (como idosos) e pacientes com acometimentos motores, servindo como

adjunto em processos de reabilitagdo.

5.4. Aspectos Metodologicos

5.4.1 Referencia a dor

Quando o manguito ¢ inflado a uma pressdo alta, para gerar a obstru¢do do
fluxo sanguineo, os sujeitos relatam dor (Ley et al., 2011; Sabino-Carvalho et al.,
2016), e essa dor ¢ associada a vasoconstri¢ao (Kidd & Mc, 1958; Ozisik & Orlande,
2000). Como na semana controle (SHAM) ndo existe pressdo suficiente, apesar dos
sujeitos relatarem estar sentindo que o sangue ndo estd passando, a dor (quando
existente) ndo ¢ da mesma magnitude de uma semana para a outra.

Dessa forma, um dos maiores desafios ao investigar o PCIR ¢ a dificuldade em
isolar a dor do PCIR, principalmente quando se investiga o reflexo H e seus
parametros, ja que estudos anteriores demonstraram que a dor influencia o reflexo H
(Rossi et al., 1999). E necessario que futuramente sejam investigados meios de suprir

essa dificuldade, ja que a causa da dor ¢ inerente a pressdo exercida no membro.



5.4.2 Diferengas das pressoes

Muitos estudos mostraram efeitos interessantes do PCIR no organismo, mas
pouco se falou sobre a uniformiza¢do da pressdo que ¢ exercida nos membros
superiores e inferiores. No presente trabalho a isquemia foi realizada da seguinte
forma: 5 minutos com o manguito na coxa esquerda, sendo na semana SHAM uma
pressdo 50% menor da pressdo arterial diastolica (PAD) da artéria femoral. Cherry-
Allen et al., (2015) utilizaram 10mmHg abaixo da PAD, Barbosa et al. (2014)

utilizaram somente 10mmHg de pressao e Koch et al. (2011) usaram 30mmHg.

No nosso trabalho, na semana INT, foi utilizada uma pressdo 50% maior que a
PAS da artéria femoral, j4 que pressdo 30% maior que a PAS oclui totalmente o
retorno venoso, mas ndo oclui completamente o fluxo sanguineo arterial (Brandner,
2015). Cherry-Allen et al. (2015) e Barbosa et al. (2014) utilizaram a mesma pressao
(200mmHg) mesmo um sendo para membros superiores € outro para membros
inferiores, que possuem em média, 20mmHg de diferenca (Hamilton et al., 1936),
Groot et al. (2010) usaram 220mmHg na coxa e Koch et al. (2011) usaram 200mmHg
no brago, mas, quando a PAS do sujeito era maior que 200mmHg, eles usavam

20mmHg a mais que a PAS.

Em todos os estudos, no repouso do PCIR, manteve-se o0 manguito 5 minutos
sem pressao nenhuma, e, no nosso estudo, esse ciclo foi repetido 5 vezes conforme
protocolo realizado por Cherry-Allen et al. (2015) e recomendagdes de otimizagao de
protocolo de isquemia por Hess et al. (2013). Dessa forma, ainda ndo ha um

alinhamento sobre qual pressado ¢ a ideal.

5.4.3 Hormese

O organismo, quando exposto a situacdes de estresse, gera uma resposta que
pode ser descrita como uma curva em forma de sino. Em baixas e altas concentracdes
de determinada substancia/intervencao, os efeitos sao fracos ou inexistentes, mas, em
concentracoes medianas/moderadas, os efeitos alcangam intensidades maximas.
Assim como acontece nos exercicios fisicos, em que a inatividade e o excesso sdo

lesivos ao organismo, o ponto mediano ¢ o mais saudavel (Loenneke et al., 2014).



O uso de intervencdes de diminui¢do de fluxo sanguineo durante o exercicio
necessita de maior atencdo do que em repouso, ja que o corpo estd em constante
alteracdo fisiologica, se adaptando ao estresse que ¢ submetido. A hipdtese de uma
Restricdo de Fluxo Sanguineo (RFS) (obstrugdo do retorno venoso mas nao
impedindo a entrada do sangue arterial) se comportar como hormese ja foi sugerida
(Loenneke et al., 2014), e especula-se que uma pressdo em torno de 50% da PAS
possa ser o ponto otimo de eficiéncia ergogénica, enquanto pressdes mais altas

possam diminuir os beneficios da RFS (Loenneke et al., 2014) (Figura 32).

Effectiveness

% Arterial Occlusion Pressure

Figura 32: Um diagrama teérico de como a hormese pode funcionar, no qual a primeira linha
pontilhada seria a PAD, a segunda a PAS, ¢ a regido em cinza uma pressdo alta o suficiente para ser
perigosa para a saude (Loenneke et al., 2014).

Segundo essa hipdtese, como encontramos beneficios na pressdo que
utilizamos, € possivel que, se utilizdssemos uma pressdo maior, ndo haveria melhora
na manutencdo do equilibrio e/ou alteragdes significativas em mecanismos de
controle do ganho de vias reflexas (por exemplo, a DPA mostrou uma tendéncia a
diminuicdo na condi¢do POSINT quando comparado a PREINT; veja a figura 21A),
mas que possivelmente uma pressdo menor pudesse trazer rendimentos diferentes.
Analisando que diferentes estudos utilizam diferentes pressdes (Hamilton et al., 1936;
Groot et al., 2010; Koch et al., 2011; Barbosa et al., 2014; Brandner, 2015; Cherry-
Allen et al., 2015), seria necessario mapear as pressoes utilizadas e verificar os efeitos

encontrados, para saber qual ¢ a pressdo 6tima para o maior beneficio.



5.4.4 Efeitos pré-sinapticos

Muito se especula que as principais alteracdes no reflexo-H sejam
influenciadas pela IPS (Taube et al., 2007b; Vila-Cha et al., 2012), mas normalmente
o grau de IPS ndo ¢ diretamente obtido utilizando-se, por exemplo, um protocolo
condicionante-teste; (Mezzarane et al., 2015). No presente trabalho, houve supressao
do reflexo-H indicado pelo parametro H@100, porém ndo houve alteracio
significativa da IPS e nem da DPA. E recomendado o uso de reflexo H teste (sem o
condicionamento) com amplitude entre 20% e 30% da Mmax, uma vez que neste
intervalo as respostas sdo mais sensiveis ao condicionamento (Crone et al., 1990),
mas essa faixa corresponde a aproximadamente a amplitude de H@50, que ndo
apresentou diferenca significativa. O parametro H@100 ndo esta nesta faixa de 20% a
30%, mas em 30% a 40% da Mmax, ¢ Hmax em 40% a 50% da Mmax. E possivel
que, se for realizado o mesmo procedimento com a amplitude do reflexo H em 30% a
40%, o efeito sobre a IPS possa se manifestar, ja que ¢ nesta faixa de amplitude que
os efeitos foram observados. O mesmo raciocinio pode ser feito para explicar os
resultados da DPA. Contudo, por inspecdo visual, ndo conseguimos identificar
qualquer tendéncia no grau de IPS ao longo dos dias/condi¢des (figura 21B), ao passo
que a DPA apresentou uma tendéncia clara de acompanhar os resultados dos outros
parametros que apresentaram diferencas significativas (por exemplo, compare a figura

21A com a figura 18).

6. Conclusao

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que existe alteragao
na curva de recrutamento do reflexo H apds PCIR, refletindo efeitos de ordem
psicologica e neurofisiologica, e de modo sistémico (PCIR em uma perna alterou a
amplitude do reflexo de estiramento na outra perna) e duradouro (apds quatro dias
sem PCIR, os efeitos continuaram), sendo que as fibras de maior calibre (relacionadas
com H100) foram as mais suscetiveis. Embora a CR tenha tido diminui¢do na
amplitude de um pardmetro, ndo foi possivel descobrir qual mecanismo inibitério foi
o responsavel, ja que investigamos a IPS e a DPA, e nenhum dos dois mecanismos

sofreu alteragdes significativas.



Foi confirmado e aprofundado o conhecimento prévio que se tinha sobre a
influéncia do PCIR sobre o equilibrio. Além de confirmar a melhora do equilibrio dos
sujeitos via diminui¢do da velocidade média do deslocamento do CP, foi registrado
que essa adaptacdo ocorreu somente no sentido ML, e ndo no AP. Ademais, ao se
analisarem as diferentes componentes de oscilagdo postural, foram reportadas
alteracdes significativas para as frequéncias maiores, comumente relacionadas com a
resposta muscular de ajuste da postura.

Futuros estudos devem ser realizados para investigar quais mecanismos
inibitorios estdo a influenciar a CR, como por exemplo, os mecanismos pos-

sinapticos, possivelmente, mediados por interneurdnios como INIa, INIb e as RN.
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8. Anexos

Anexo 1 - Termo de consentimento que serd assinado pelos voluntdrios:

FACULDADE DE EDUCACAO FiSICA
CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO
u n E BRASILIA - DF

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto “Impacto do
condicionamento isquémico sobre recrutamento de unidades motoras € mecanismos
de regulagdo da excitabilidade reflexa” sob a responsabilidade do pesquisador Prof.
Dr. Rinaldo André Mezzarane. O projeto consiste em realizar medidas reflexas antes
e apos um condicionamento isquémico.

O objetivo da pesquisa ¢ aprofundar o conhecimento da neurofisiologia da
medula espinhal humana em resposta ao condicionamento isquémico do membro
inferior. Espera-se que o condicionamento resulte em alteracdes no ganho de vias
reflexas que podem resultar em um melhor controle dos movimentos e do equilibrio.

Todos os esclarecimentos necessarios serdo prestados antes e no decorrer da
pesquisa e asseguramos que sua identidade serd mantida no mais rigoroso sigilo.

A participagdo se dard por meio de visitas diarias ao laboratorio, sempre no
mesmo horario, durante duas semanas. Havera também uma Unica visita na terceira
semana. No primeiro e no ultimo dia de cada semana (segunda e sexta) vocé serd
submetido a um teste em que permanecera sentado em uma cadeira e serdo aplicados
estimulos elétricos de baixa intensidade, por meio de eletrodos localizados na regido
posterior da perna (na altura do joelho). Estes eletrodos serdo fixados na perna por
meio de uma fita antialérgica. Apds estes testes, € nos outros dias da semana, vocé
permanecerd deitado sobre um colchonete e um aparelho de medir pressdo serad
colocado na altura da coxa. O medidor serd inflado até que ocorra o bloqueio da
circulagdo na perna por 5 minutos. Haverd 5 minutos de descanso e o procedimento
sera repetido por 5 vezes. Este teste pode causar algum desconforto inicial. Vocé sera

monitorado ao longo de todos os testes pelos pesquisadores e deverd relatar em



qualquer momento eventuais dores, podendo desistir do experimento em qualquer
tempo se assim o desejar.

As medidas e as intervencdes sdo extremamente seguras. Existe risco minimo
associado a dores ocasionais apos as intervengdes. Os experimentos serdo realizados
no Laboratério de Processamento de Sinais Bioldgicos e Controle Motor da
Faculdade de Educagdo Fisica da UnB. O tempo estimado para a realizagdo de todas
as etapas do experimento sera de aproximadamente duas horas.

Vocé pode se recusar a participar de qualquer procedimento ou responder
qualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da
pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para vocé e sem a necessidade
de prover explicacdes adicionais. Sua participacdo ¢ voluntdria, isto ¢, ndo ha
pagamento por sua colaborag¢do. Despesas relacionadas diretamente ao projeto serdo
cobertas pelo pesquisador responsavel. Caso haja algum dano direto resultante dos
procedimentos de pesquisa, vocé podera ser indenizado, obedecendo-se as disposicdes
legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Faculdade de Educagao Fisica
da Universidade de Brasilia podendo ser publicados posteriormente. Os dados e
materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo
de no minimo cinco anos, apds isso serdao destruidos ou mantidos na instituicao.

Se vocé tiver qualquer divida adicional em relagdo a pesquisa, por favor
telefone para: Prof. Dr. Rinaldo André Mezzarane (61) 3107-2526, da Faculdade de
Educagao Fisica da Universidade de Brasilia, no horario comercial. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Satide da
Universidade de Brasilia. As diividas com relacao a assinatura do TCLE ou os direitos
do sujeito da pesquisa podem ser esclarecidas pelo telefone: (61) 3107-1947 ou pelo
e-mail cepfs@unb.br, horario de atendimento de 10hs as 12hs e de 14hs as 17hs, de
segunda a sexta-feira. Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o

pesquisador responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.



Nome do Participante

Pesquisador: Rinaldo André Mezzarane

Brasilia, de de




