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Resumo: O treinamento de for¢a (TF) com baixa intensidade associado a restricdo de fluxo
sanguineo (TFBI-RFS) promove hipertrofia muscular semelhante a do treinamento de alta
intensidade, mas seu efeito sobre a propor¢do de areas miofibrilares e ndo-miofibrilares ainda
¢ incerto. Assim, o objetivo do estudo ¢ investigar os efeitos do TFBI-RFS e do TF com alta
intensidade (TFAI) sobre a hipertrofia das fibras musculares tipo I e II, a propor¢do entre areas
miofibrilares e ndo-miofibrilares, o espacamento extracelular, o contetido proteico e parametros
morfofuncionais, incluindo for¢a em jovens. Métodos: Participardo do estudo 30 mulheres e
homens saudéveis, com idades entre 18 e 35 anos, sem experiéncia prévia em TF. Serd realizada
uma intervencdo de treinamento intra-sujeito de membros inferiores, com um total de 22
sessoes, contendo 2 sessdes de familiarizacdo. Uma perna do participante sera alocada ao grupo
TFBI-RFS, enquanto a perna contralateral serd alocada ao grupo TFAI. Serdo feitas avaliacdes
de area de seccdo transversa do musculo vasto lateral por ultrassonografia, forca méaxima
dindmica, e bidpsias musculares antes e apds as 22 sessdes de treinamento em ambos o0s
membros inferiores. Os contetidos proteicos de proteinas relacionadas ao conteido miofibrilar
e ndo-miofibrilar serdo analisados por Western blotting. Para a andlise dos tipos de fibra
muscular e da area de sec¢do transversal, sera utilizada a técnica de imuno-histoquimica. Além
disso, coloracao por faloidina sera utilizado para quantificar as areas miofibrilares e nao-
miofibrilares das fibras musculares. Os dados serdo inicialmente inspecionados para verificacao
das premissas estatisticas (normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade pelo teste
de Levene). Atendidas as condicdes, serd aplicada uma ANOVA de medidas repetidas de duas
vias, com post hoc de Tukey quando necessario. Serdo reportados tamanhos de efeito (diferenga
média ndo padronizada e padronizada com ajuste de Hedges e Olkin), médias + desvios padrao
e IC 95%. O nivel de significancia adotado serd de p < 0,05. As analises serdo conduzidas no
software SAS OnDemand for Academics.
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1. ENUNCIADO DO PROBLEMA

O treinamento de forca (TF), popularmente conhecido como musculagdo, ¢
recomendado por respeitadas organizagdes internacionais como o Colégio Americano de
Medicina do Esporte para prevenir varias comorbidades e promover a saude em geral
(GARBER et al., 2011). Dentre as adaptagdes decorrentes do TF, o aumento da area de sec¢ao
transversa (AST) muscular (i.e., hipertrofia muscular) pode contribuir, por exemplo, na
prevencao ou atenuacdo da obesidade, de doengas cronicas como a diabetes tipo 2 e reducao na
mortalidade (DANKEL et al., 2016). De fato, diversos estudos t€m demonstrado uma relagao
inversa entre a massa muscular e diversas causas de morte (LI et al., 2018). Portanto, parece
imperativo manter e/ou aumentar a massa muscular ao longo da vida.

A restri¢do do fluxo sanguineo (RFS) aplicada durante o TF com baixa intensidade
(TFBI-RFS) ¢ uma estratégia eficaz para aumentar a area de seccdo transversa das fibras
musculares (ASTy), ou seja, para induzir hipertrofia muscular (PATTERSON et al., 2019).
Recentemente, foi demonstrado que o TFBI-RFS promove hipertrofia semelhante em fibras do
tipo I e II quando comparado ao TF com alta intensidade (TFAI), independentemente do sexo
(REECE et al., 2023). Embora a hipertrofia das fibras musculares seja similar entre TFBI-RFS
e TFAI a expansado diferencial dos componentes miofibrilares (e.g., isoformas de miosina de
cadeia pesada e leve, diversas isoformas de actina, proteinas da linha Z, etc.) e ndo-miofibrilares
(e.g., fluidos intracelulares, proteinas e enzimas sarcoplasmaticas, glicogénio, mitocondrias
etc.) pode ser influenciada por esses diferentes protocolos de TF.

Nos ultimos anos, tem havido um renovado interesse em investigar as adaptacdes
miofibrilares decorrentes do TF (JORGENSON et al., 2020; ROBERTS et al., 2020;
ROBERTS et al., 2023). MacDougall et al. (1982), por meio de analises com microscopia
eletronica, demonstraram que o TF prolongado aumenta desproporcionalmente o espagamento
sarcoplasmatico. No entanto, evidéncias mais recentes sugerem que o TFAI tradicional
tipicamente induz uma expansdo proporcional das areas miofibrilares e ndo-miofibrilares
dentro das fibras musculares (FOX et al., 2021; RUPLE et al., 2021; VANN et al., 2022;
WANG et al., 1993). Além disso, observou-se que o aumento no nimero de miofibrilas, mas
ndo necessariamente no seu tamanho, acompanha a elevagao da ASTr ao longo das semanas de
TF (JORGENSON et al., 2023). Contudo, algumas evidéncias sugerem que a expansao da area
ndo-miofibrilar pode predominar durante a hipertrofia das fibras musculares em protocolos de
TF que divergem dos métodos tradicionais (como abordagens ndo convencionais ou regimes de

TF com volume extremamente alto) (FOX et al., 2021; HAUN et al., 2019; VANN et al., 2022).



Apesar do crescente volume de pesquisas sobre essas alteracdes intracelulares nos ultimos anos,
pouco se sabe sobre o impacto do TFBI-RFS nessas caracteristicas das fibras musculares.

Até o presente momento, apenas dois estudos investigaram os efeitos do TFBI-RFS no
contetido intracelular de miofibrilas. Wilburn et al. (2021) conduziram um estudo de caso com
uma Unica sessao de exercicio, na qual uma das pernas do participante foi submetida ao TFBI-
RFS, enquanto a perna contralateral realizou TFAIL. Os achados principais indicaram que o
TFBI-RFS induziu alteragdes miofibrilares agudas em um padrdo ondulatorio, possivelmente
devido ao acumulo de fluidos no sarcoplasma, o que parece ter perturbado o alinhamento linear
dos sarcomeros. Além disso, os danos musculares (isto ¢, desorganizacdo dos discos Z e
rupturas dos filamentos espessos e finos) ndo foram observados na mesma intensidade que no
TFALI Esses achados indicariam que, ao menos de forma aguda, o acimulo de fluidos induzido
pelo TFBI-RFS pode causar modificagdes na area ndo-miofibrilar distintas das promovidas pelo
TFAI. Contrariamente, utilizando-se de um design inter-sujeito, Libardi et al. (2024)
demonstraram de maneira cronica, que apesar de ambos os protocolos promoverem hipertrofia
significativa em ambos os tipos de fibra para TFBI-RFS e TFAI, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os protocolos na proporcionalidade das por¢des miofibrilares e
ndo-miofibrilares. Entretanto, uma inspe¢ao criteriosa dos tamanhos de efeito (ES) e intervalos
de confianca (CI) das alteracdes na area miofibrilar das fibras tipo II (ES: 0,77; CI: -0,13 a 1.66,
favorecendo TFAI) e da 4rea ndo-miofibrilar das fibras tipo II (ES: -0,77; CI: -1,66 a 0.13,
favorecendo TFBI-RFS), sugerem que uma potencial diferenca entre os protocolos pode ter
sido mascarada por limitagdes relacionadas ao delineamento experimental do estudo. Neste
sentido, futuras investiga¢des utilizando de maior tamanho amostral e um design capaz de
minimizar a variabilidade inter-sujeito (i.e., design intra-sujeito) sdo necessarias para investigar

este fendmeno a plausibilidade da ocorréncia deste fenomeno.

2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivos: 1) investigar se a hipertrofia das fibras do tipo I
e II induzida pelo TFBI-RFS ou pelo TFAI sera acompanhada por alteragdes diferenciais nas
areas miofibrilar e ndo-miofibrilar; ii) analisar se o espagamento extracelular sera afetado de
maneira distinta entre esses dois protocolos de TF; iii) analisar o contetido proteico de proteinas
miofibrilares e ndo-miofibrilares; e iv) de maneira secundaria, observar os efeitos de ambos os

protocolos na for¢a e AST do musculo vasto lateral.



3.  METODOS
3.1  Participantes

O calculo do numero de sujeitos foi realizado por meio do pacote “Power” no software
R. Para a estimativa amostral, foram inseridos no codigo os valores do tamanho do efeito da
diferenca das médias entre os grupos para a variavel “Myofibril Area Type I + II”, conforme
reportado por Libardi et al. (2024), além do nivel de significancia (a = 0,05) e do poder
estatistico (0,8). Os resultados indicaram a necessidade de um total de 19 sujeitos. No entanto,
por se tratar de um estudo que contém uma avaliagdo invasiva, trabalharemos com uma alta
possibilidade de perda amostral, e portanto, serdo selecionados 30 mulheres e homens com
idade entre 18 e 35 anos. A divulgacdo do estudo sera realizada, principalmente, por meio de
panfletagem contendo as informacdes de contato do pesquisador responsavel. Para serem
admitidos no estudo, os potenciais participantes deverdo atender aos seguintes critérios: ndo ter
realizado TF nos tltimos seis meses anteriores ao inicio da interven¢do, apresentar condigdes
fisicas adequadas para a pratica de exercicios fisicos e ndo possuir lesdes musculoesqueléticas
nos membros inferiores ou distirbios neuromusculares que possam comprometer a execu¢ao
dos protocolos propostos. A fim de avaliar esses critérios, serdo utilizados dois questiondrios:
o Questionario de Prontiddo para Atividade Fisica (PAR-Q) e o Questionario Nordico de
Sintomas Musculoesqueléticos (QNSM), ambos traduzidos para o portugués. O PAR-Q tem
como objetivo identificar a necessidade de avaliacio médica prévia a pratica de atividades
fisicas, enquanto o QNSM visa monitorar disturbios musculoesqueléticos em contextos
ergondmicos e para triagem nos servi¢os de saude ocupacional. Caso o participante responda
afirmativamente a qualquer questdo do PAR-Q, seré excluido do estudo e orientado a procurar
atendimento médico para a realizacdo dos exames necessarios. Adicionalmente, como critérios
de exclusao serdo adotados sintomas cardiacos, diabetes e arritmias. Além disso, sera solicitado
que o voluntario fornega seu consentimento informado por escrito, conforme as diretrizes

estabelecidas pela Resolug¢ao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (CNS).

3.2  Delineamento experimental

Inicialmente, apds assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, os
participantes responderdo o PAR-Q, serdo submetidos a coleta de dados antropométricos e
realizardo ultrassonografia para determinag¢do da AST do musculo vasto lateral. Apds 72h, a
ultrassonografia serd repetida, seguida pela coleta de bidpsias no musculo vasto lateral de ambas
as pernas de cada participante. Noventa e seis horas apds a realizacdo das bidpsias, os

participantes serdo submetidos a um teste de uma repeticdo maxima (IRM) na cadeira



extensora. Apds 72 horas, o teste de 1RM serd repetido. As variabilidades observadas na
ultrassonografia e no teste de 1RM serdo reportadas como erro tipico e respectivo coeficiente
de variacdo. Apos a realizagdo das avaliagdes, cada participante terd um de seus membros
inferiores aleatoriamente atribuidos para uma das condi¢des experimentais usando um modelo
de randomizagao em blocos e estratificagdo com base na dominancia e forca muscular. S3o elas:
TF de baixa intensidade associado a restri¢do de fluxo sanguineo (TFBI-RFS) e TF de alta
intensidade (TFAI), ambos na cadeira extensora. Previamente ao inicio dos treinos, serao
realizadas 2 sessdes de familiarizagdo com os protocolos de intervencao. Durante o periodo de
intervengao, as sessoes realizadas trés vezes por semana, com um intervalo minimo de 48 horas
entre as sessoes de treino. O agendamento das sessdes serd feito de forma individual, sempre
que possivel, levando em consideracdo as necessidades e preferéncias de horario de cada
participante. Apds 10 sessdes de treinamento, o teste de 1RM sera repetido a fim de reajustar o
percentual da carga de ambos os protocolos de treinamento. Noventa e seis horas ap6s a tltima
sessdo de treino, ultrassom e bidpsias serdo realizadas. Finalmente, apos 96h o teste de 1RM

sera realizado.

3.3  Area de sec¢iio transversa muscular (AST)

A érea de seccdo transversa (AST) do musculo vasto lateral serd avaliada por meio de
ultrassonografia, conduzida por um pesquisador experiente e cego para as condigdes
experimentais, seguindo os procedimentos descritos por Lixandrdo et al. (2014). Os
participantes serdo orientados a evitar a pratica de exercicios fisicos vigorosos por, no minimo,
72 horas antes de cada avaliacdo da AST. Ao chegarem ao laboratorio, permanecerdo em
posicao supina por 15 minutos, com o objetivo de permitir a redistribui¢do de fluidos corporais.
As imagens serdo adquiridas por meio de ultrassom em modo B, utilizando uma sonda linear
ajustada para 7,5 MHz, com o uso de gel condutor para garantir acoplamento acustico adequado
e minimizar a compressdo da epiderme. A demarcacdo da pele serd realizada no ponto
correspondente a 50% do comprimento femoral, definido como a distancia entre o trocanter
maior e o epicondilo lateral do fémur. A partir desse ponto, marcas sucessivas serdo feitas
transversalmente em direcao aos aspectos medial e lateral da coxa, com intervalos de 2 cm, a
fim de orientar o deslocamento da sonda ao longo do plano sagital. As imagens sequenciais do
musculo vasto lateral serdo capturadas a cada 2 cm, iniciando-se na marca mais medial
(localizada sobre o musculo reto femoral) e avangando em direcdo ao aspecto lateral da coxa.
Cada sessao de aquisicao tera duragdo média de 30 minutos. Posteriormente, as imagens serao

importadas para o software PowerPoint (Microsoft), onde serdo rotacionadas e organizadas



manualmente para a reconstrucdo da imagem composta da seccdo transversa completa do
musculo vasto lateral. Em seguida, essa imagem sera transferida para o software ImagelJ, no
qual a ferramenta “poligono” sera utilizada para o delineamento da borda muscular e o calculo
da area de seccdo transversa, excluindo-se estruturas ndo contrateis, como tecido conjuntivo e
0sseo. Para estimar a confiabilidade da técnica, serdo calculados o coeficiente de variagao (CV)
e o erro tipico da medida (ET). Para isso, a AST obtida no momento pré-intervengdo sera

reconstruida e analisada em duplicata, com um intervalo de 72 horas entre as medicdes.

3.4  Teste de 1 Repeticio Maxima (1RM)

Os testes de uma repeticdo maxima (1RM) serdo conduzidos de maneira unilateral na
cadeira extensora, conforme as diretrizes estabelecidas por Brown e Weir (2001). Inicialmente,
os participantes realizardo um aquecimento geral em bicicleta ergométrica, mantendo uma
velocidade de 20 km/h por um periodo de cinco minutos. Em seguida, serd realizado um
aquecimento especifico na cadeira extensora, composto por duas séries de carga progressiva. A
primeira série consistird em oito repeti¢cdes utilizando uma carga correspondente a 50% da carga
maxima estimada pelo avaliador. Na segunda série, os participantes executarao trés repeticoes
com uma carga equivalente a 70% da 1RM estimada. O intervalo entre as séries de aquecimento
sera de dois minutos. Apos o0 aquecimento, serdo realizadas cinco tentativas para determinar a
I1RM de extensdo do joelho, com intervalos de trés minutos entre cada tentativa para identificar
a 1RM na cadeira extensora. Durante o teste, os participantes iniciardo o movimento com o
joelho flexionado em aproximadamente 90 graus, realizando a fase concéntrica até alcangar a
extensdo maxima confortavel (proxima a 0 graus), retornando entdo a posi¢do inicial. Para
garantir a imparcialidade das avaliagdes, o pesquisador responsavel pela mensuragao desse
desfecho ndo participara da condugdo dos treinamentos, assegurando que ele permaneca cego

quanto a atribui¢ao das condigdes experimentais.

3.5 Biopsias musculares

As bidpsias musculares serdo realizadas no musculo vasto lateral dos participantes
usando agulhas de bidpsia percutdnea acopladas a um aparelho de succdo. Antes do
procedimento, ~2,5 ml de lidocaina a 1% sera aplicada no local da biopsia e serd permitido um
tempo de 5-10 minutos para que a anestesia faca o efeito desejado. Aproximadamente 100-120
mg de tecido muscular sera coletado e limpo de sangue e tecido conjuntivo. Destes, cerca de 20
mg de tecido muscular serdo armazenados para imuno-histoquimica. Este tecido devera ser

preservado em optimum cutting temperature (OCT), com as fibras orientadas



perpendicularmente a superficie horizontal. Em seguida serdo congelados em isopentano
previamente resfriado em nitrogénio liquido. O restante do tecido muscular serd armazenado
em criotubos livres de RNA para a realizacdo das andlises de conteudo proteico via Western
blotting (descrito a seguir). Todas as amostras serdo armazenadas em um freezer a —80°C até a

analise.

3.6  Imuno-histoquimica

As adaptagdes hipertroficas na area de seccdo transversa (AST) das fibras musculares
tipo [ (BA-D5) e II, assim como a expressao de CS (Pax7) e contagem de mionucleo (DAPI)
serdo determinados pela andlise de imuno-histoquimica. O tecido preservado em OCT sera
cortado transversalmente (~12 p) em triplicata, montado em laminas com carga eletrostatica
positiva e armazenada em freezer -80°C até que as analises sejam realizadas. As marcagdes
utilizadas para determinagao da AST, tipo de fibra, CS e mionucleos serdo realizadas na mesma
lamina. Para andlise, as ldminas deverdo secar em temperatura ambiente por cerca de 120
minutos, até subsequente fixacdo em acetona a -20°C por cinco minutos. As amostras serao
incubadas em peroxido de hidrogénio 3% por 10 minutos e bloqueadas em True Black por 1
min. Em seguida uma solucao contendo soro de cabra a 5%, soro de cavalo a 2,5% e Triton-X
100 a 0,1% sera aplicada por 1h para bloquear ligagdes inespecificas. Apods, solucdes de
estreptavidina e biotina serdo aplicadas por 15 minutos cada uma até serem incubadas em
anticorpo primario por uma noite a 4°C. O coquetel sera composto por anti-Pax-7 IgG1 de
camundongo (1:20) (sobrenadante), anti-distrofina de coelho (1:200) e 2,5% de soro de cavalo.
No dia seguinte, as amostras serdo incubadas com IgG1l de cabra anti-camundongo + SP
(1:1.000) serao diluidos em soro de cavalo 2,5% por 90 minutos. Em seguida serdo incubadas
em um coquetel de anticorpo secundario composto por SA-HRP (1:500), anti camundongo
IgG2b AF647 (1:250) e cabra anti-coelho AF488 (1:250) por 1h. Subsequentemente, serao
utilizados TSA AF555 (1:200) por 20 min e DAPI por 10 min até montagem com laminulas.
Um microscopio de fluorescéncia serd utilizado com foco em 20x para a obtengado de cerca de
10 imagens digitais por amostra. As imagens serdo entdo analisadas através do software
Myovision, que quantificard as dreas das fibras, a quantidade de fibras tipo I e I e de mionucleos
por tipo de fibra. Um avaliador experiente deverd excluir quaisquer fibras quantificadas pelo
software que ndo atendam padrdes de normalidade, tal como fibras cujas bordas estejam
descontinuadas ou quantificagdes de espagos intercelulares. Para a utilizagdo da amostra, um
minimo de 50 fibras deverd ser quantificado (MACKEY et al., 2009). As CS serdo contadas

manualmente por um avaliador que usara como critério a co-coragdao PAX-7 e DAPI (PAX-7+



/ DAPI+), no qual as estruturas devem estar localizadas de maneira sobreposta a borda de
distrofina, voltada para a parte externa.

Para analisar os contetidos miofibrilares e ndo-miofibrilares, o método utilizado sera
a coloragdo por faloidina, como descrito em Ruple et al. (2021). Brevemente, a faloidina
conjugada a fluoroforos especificos, como o Alexa Fluor 488, ¢ empregada para marcar a actina
filamentar (F-actina) presente nas fibras musculares. Essa técnica permite a visualizagdo e
quantificagdo precisas da distribuicdo de actina nos compartimentos miofibrilar e
sarcoplasmatico. Apos a aplicagdo da faloidina, as amostras sdo analisadas por microscopia de
fluorescéncia, capturando imagens digitais das fibras musculares. A intensidade e a extensao
do sinal fluorescente sdo entdo utilizadas para estimar a area ocupada pelos componentes
miofibrilares e sarcoplasmaticos, permitindo a avaliagdo das alteragdes estruturais induzidas

por TFBI-RFS e TFALI

3.7  Western blotting

Apo6s homogeneizagdo dos tecidos, as concentragdes proteicas determinadas por kit de
acido bicinconinico comercialmente disponivel serdo utilizados para preparo das amostras para
Western blotting. Para esta preparagao, serdo aplicados tampao Laemmli 4x e 4gua deionizada
(diH20) a fim de padronizar as concentragdes de cada amostra em 1 pg/uL, que sera fervida e
desnaturada por 5 minutos a 100° C. Um total de 10 pL de padrdo de proteinas pré-corado sera
carregado na primeira lacuna de um gel de SDS—poliacrilamida (4%—-15%) e 15 pL de cada
amostra sera adicionado nas lacunas seguintes. Apds o carregamento, os géis serdo submetidos
a eletroforese a 180 V por 50 minutos. As proteinas serdo transferidas para membranas de
fluoreto de polivinilideno previamente ativadas em metanol e submetida a 200 mA por duas
horas. As membranas serdo coradas com Ponceau por 10-12 minutos e imagens serao
capturadas usando um sistema de documentacdo de gel no modo “colorimétrico”. Em seguida,
as membranas serdo reativadas em metanol e bloqueadas em leite desnatado em p6 por 1 h [5%
peso/volume diluido em solugdo salina tamponada com Tris e 0,1% Tween 20 (TBS-T)]. Apds
o bloqueio, as membranas serdo incubadas por 24 h a 4°C com anticorpos primarios para
proteinas miofibrilares e ndo-miofibrilares. No dia seguinte, as membranas serdo incubadas por
1 h com anticorpos secundérios para os respectivos anticorpos primarios, diluidos em 1:2000
em 5% de BSA. Em seguida as membranas serdo desenvolvidas em substrato de
quimioluminescéncia e as imagens serdo capturadas usando o modo “quimioluminescéncia”.
Utilizando o software ImageLab, a densidade de Ponceau e a densidade bruta das bandas alvo

serdo analisadas usando as ferramentas “lane” e “rectangle”, respectivamente. A expressao
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absoluta de proteina sera obtida pela razao entre a densidade bruta da banda alvo e a densidade

das respectivas faixas de Ponceau.

3.8 Protocolo de restricao de fluxo sanguineo

Para a mensuragdo da pressdo de restri¢do, os participantes permanecerao em posicao
supina em repouso por um periodo de 15 minutos. A afericdo sera realizada por meio de um
manguito pressorico com 17,5 cm de largura e 94 cm de comprimento, acoplado a um
manometro de pressdo, posicionado sobre o musculo quadriceps, na regido da dobra inguinal
de ambos os membros. Em seguida, uma sonda Doppler vascular seré utilizada para a detec¢ao
do pulso auscultatorio, sendo posicionada sobre a artéria tibial posterior. A determinagdo da
pressdo de oclusdo serd realizada mediante a insuflagdo do manguito até o ponto em que houver
interrupc¢ao do pulso auscultatorio. Este valor sera registrado como 100% da pressdo de oclusao

vascular de cada individuo. As mensuragdes serdo repetidas a cada 6 sessoes.

3.9 Protocolos de treinamento

3.9.1 Treinamento de for¢a com restri¢do de fluxo sanguineo (TFBI-RF'S)

Um dos membros inferiores de cada individuo (i.e., unidade experimental) sera
submetido a um programa de TFBI-RFS, composto por 24 sessdes de exercicios unilaterais de
extensdo do joelho na cadeira extensora. As sessdes ocorrerdo trés vezes por semana,
respeitando um intervalo minimo de 48 horas entre cada sessdo. Todas as sessdes iniciardo com
um aquecimento geral de 5 minutos em um cicloergémetro a uma velocidade de 20 km/h,
seguidos por um aquecimento especifico na mesma cadeira extensora em que o treinamento
sera realizado, consistindo em 1 série de 10 repeti¢cdes a 20% de 1RM sem adic¢ao de oclusao
vascular. O protocolo TFBI-RFS consistira em quatro séries, sendo a primeira composta por 30
repeticdes e as trés subsequentes por 15 repeticdes, realizadas a 20% de 1RM e associadas a
50% da pressdo de oclusdo vascular total previamente determinada. A restri¢ao de fluxo serd
mantida durante todo o protocolo, inclusive nos intervalos de 1 minuto entre as séries. A carga
sera reajustada por meio de re-teste de 1RM apds 12 sessdes. Todas as sessdes serdo
supervisionadas por pesquisadores experientes, que fornecerdo incentivo verbal durante a

execugdo do protocolo, assegurando o cumprimento adequado da metodologia proposta.
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3.9.2 Treinamento de for¢a de alta intensidade (TFAI)

O outro membro inferior de cada individuo serd submetido a um programa de TFAI,
também composto por 24 sessdes de exercicios unilaterais de extensdo do joelho na cadeira
extensora. As sessdes ocorrerdo trés vezes por semana, respeitando um intervalo minimo de 48
horas entre cada sess@o. Todas as sessdes iniciardo com um aquecimento geral de 5 minutos em
um cicloergdémetro a uma velocidade de 20 km/h, seguidos por um aquecimento especifico na
mesma cadeira extensora em que o treinamento sera realizado, consistindo em 1 série de 10
repeti¢des a 50% de 1RM. O protocolo TFAI consistira em quatro séries de 10 repetigdes
realizadas a 80% de 1RM, respeitando um intervalo de 1 minuto entre as séries. A carga sera
reajustada por meio de re-teste de 1RM apos 12 sessdes. Todas as sessdes serdo supervisionadas
por pesquisadores experientes, que fornecerdo incentivo verbal durante a execugdo do

protocolo, assegurando o cumprimento adequado da metodologia proposta.

3.10 Analise Estatistica

Sera realizada uma inspeg¢ao visual dos dados para verificar se eles atendem as premissas
dos testes estatisticos previstos para a analise. Para essa verificacdo, o teste de Shapiro-Wilk
sera empregado para avaliar a normalidade da distribui¢ao dos dados. A seguir, a esfericidade
sera verificada utilizando o teste de Levene. Caso todas as premissas sejam satisfeitas, sera
conduzida uma ANOVA de medidas repetidas de duas vias. Se os resultados de F forem
significativos, sera aplicado o teste post hoc de Tukey para realizar comparagdes entre os grupos
para todas as variaveis dependentes. Os tamanhos de efeito (ES) e os respectivos intervalos de
confianc¢a de 95% (IC) entre os grupos serdo apresentados de duas formas: 1) Diferenca média
ndo padronizada e ii) Diferenca média padronizada. Para o calculo da padronizagdo, seréd
utilizado o ajuste de Hedges e Olkin (1985) para amostras pequenas. O nivel de significdncia
sera estabelecido em p < 0,05. As andlises estatisticas serdo realizadas utilizando o software
SAS OnDemand for Academics, versao online (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EUA). Os

resultados serdo reportados como média + desvio padrao (IC 95%).

4 CRONOGRAMA

03/2025: Submissao e aprovagao ética.

09/2025: Recrutamento inicial e triagem dos participantes.
10/2025: Inicio das avaliagdes.

10/2025: Inicio dos treinos.

12/2025: Avaliagdes finais.
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02/2025: Inicio das analises.
06/2025: Analise estatistica e escrita do artigo.
07/2025: Submissao do artigo.
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