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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito de multiplas imersdes em agua
gelada (IAG) ap0s o dano muscular induzido pelo exercicio (DMIE) sobre a
recuperagdo da funcdo muscular, marcadores de dano muscular, inflamagao e
degradacéo da matriz extracelular (MEC). Vinte e nove homens fisicamente ativos
foram aleatoriamente distribuidos entre os grupos controle (n = 15) ou IAG (n =14). O
grupo IAG realizou 4 imersodes (10° C, durante 20 min cada), uma imediatamente apds
o DMIE e as outras a cada 24 h durante 72 h, enquanto o grupo controle permaneceu
em posicdo sentada durante os periodos correspondentes as imersfes. Forca
muscular, altura do salto vertical, espessura muscular, dor muscular de inicio tardio
(DMIT), cretina quinase (CK), proteina C-reativa (PCR), concentracdes de citocinas
inflamatorias (fator de necrose tumoral alfa, interleucina (IL)-6, IL-1 alfa e IL-10) e
atividade de metaloproteinase-2 de matriz (MMP-2) foram avaliadas Pré, Pés, 24, 48,
72,96 e 168 h ap6s o DMIE. Néo foi encontrada diferenca significativa entre os grupos
experimentais para forca muscular, altura do salto vertical, PCR, concentracdes de
citocinas inflamatorias e atividade de MMP-2 (p > 0,05). As 24 h ap6s o DMIE, a
espessura muscular no grupo IAG retornou aos valores pré e apresentou-se
significativamente reduzida em relac&o ao grupo controle (p = 0,04). As 168 h ap6s o
DMIE, a DMIT apresentou diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05),
retornando aos valores pré no grupo IAG (p = 0,11). A CK, as 72 h apés o DMIE,
retornou aos valores pré no grupo IAG e, as 168h apés o DMIE, foi observada
diferenca significativa entre os grupos (p = 0,02), quando atingiu seu pico no grupo
controle (p = 0,01). Conclui-se que multiplas IAG ap6s o DMIE atenuaram o dano
muscular, sem alterar a recuperacéo da fungdo muscular, inflamacéo e degradacéo
da MEC.

Palavras-chave: crioterapia; musculo esquelético; recuperacao de funcéo fisioldgica;

inflamacé&o; edema.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of multiple cold-water immersions
(CWI) following exercise-induced muscle damage (EIMD) on muscle function
recovery, markers of muscle damage, inflammation and extracellular matrix (ECM)
degradation. Twenty-nine physically active males were randomly assigned to either a
control (n=15) or CWI group (n=14). The CWI group performed four immersions
(10 °C, for 20 min), one immediately post-exercise and then every 24 h for the following
72 h, while the control group remained in a seated position during these corresponding
periods. Muscle strength, vertical jump height, muscle thickness, delayed-onset
muscle soreness (DOMS), creatine kinase (CK), C-reactive protein (CRP),
inflammatory cytokines concentration (tumor necrosis factor alfa, interleukin (IL)-6, IL-
1 alpha e IL-10) and matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) activity were assessed at
Pre, Post, 24, 48, 72, 96 and 168 h following EIMD. No significant difference between
groups were obtained for muscle strength, vertical jump height, CRP, inflammatory
cytokines concentration and MMP-2 activity (p > 0.05). At 24 h following EIMD, muscle
thickness from the CWI group returned to baseline and was significantly lower than the
control (p =0.04). At 168 h following EIMD, the DOMS showed a significant difference
between groups (p < 0.05) and returned to baseline for the CWI group (p =0.11). The
CK, at 72 h following EIMD, returned to baseline for the CWI group and, at 168 h
following the EIMD, it was observed a time-group difference (p = 0.02) with a greater
peak for the control group (p=0.01). In conclusion, multiple CWI following EIMD
attenuated muscle damage, but not altered muscle function recovery, inflammation
and ECM degradation.

Keywords: cryotherapy; skeletal muscle; recovery of function; inflammation; edema.
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1 INTRODUCAO

Apos a pratica de exercicios ndo habituais e/ou excéntricos, € comum 0
desempenho da fungdo muscular ficar comprometido por um longo periodo. Essa
circunstancia tem sido referida como dano muscular induzido por exercicio (DMIE)
(Ebbeling & Clarkson, 1989). O DMIE esta associado ao aumento de marcadores de
inflamacé&o no sangue, a presenca de edema local e de dor muscular de inicio tardio
(DMIT) e, consequentemente, a reducdo da amplitude de movimento (ADM) e da for¢ca
muscular (Clarkson & Hubal, 2002). Na tentativa de reduzir o DMIE e suas
complicacBes, bem como acelerar o retorno com desempenho maximo as atividades
de vida diaria, laborais e/ou esportivas (Hubbard, Aronson, & Denegar, 2004),
diferentes estratégias de recuperacdo muscular tém sido exploradas (Torres, Ribeiro,
Duarte, & Cabri, 2012). Ultimamente, uma das estratégias que tem sido amplamente
aplicada, tanto no contexto clinico quanto esportivo, é a crioterapia por meio de
imersdo em agua gelada (IAG) (Bleakley et al., 2012; Broatch, Petersen, & Bishop,
2018; Stephens, Halson, Miller, Slater, & Askew, 2016). A IAG consiste ha combinagao
de gelo e agua a temperatura menor ou igual a 15°C, em que o individuo imerge parte
do corpo ou o corpo todo (Broatch et al., 2018; Wilcock, Cronin, & Hing, 2006).

Os mecanismos fisiologicos associados a IAG ndo estdo completamente
elucidados (Bleakley et al., 2012). Contudo, sao atribuidas a reducéo da temperatura
muscular: a reducdo de taxa metabdlica tecidual, de producéo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), de processo inflamatdrio e de atividade enzimatica e, por fim, a
minimizacdo do dano muscular secundario (G E White & Wells, 2013).
Adicionalmente, sdo atribuidas ao efeito da pressdo hidrostatica e/ou a
vasoconstriccdo: alteracbes de fluxo sanguineo e linfatico intramusculares, que
reduzem mais uma vez o infiltrado inflamatorio e, assim, o edema (Wilcock et al.,
2006). De fato, tem sido demonstrado que a magnitude dessas respostas fisioldégicas
€ dependente da temperatura da agua (Machado et al., 2016; Vieira et al., 2016; Gillian
E White, Rhind, & Wells, 2014) e da duracéo e frequéncia das imersdes (Bleakley et
al., 2012; Hohenauer, Taeymans, Baeyens, Clarys, & Clijsen, 2015). Entretanto,
apesar da ampla aplicacéo da IAG, ainda ndo esta claro um protocolo 6timo capaz de
provocar as respostas fisiologicas esperadas (Bleakley et al., 2012; Hohenauer et al.,

2015; Leeder, Gissane, van Someren, Gregson, & Howatson, 2012).
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No geral, a aplicacdo da crioterapia tem sido recomendada nas primeiras 72 h
apos ao dano muscular (Kellett J, 1986). A hipGtese tedrica que sustenta essa
recomendacdo esta relacionada a uma intervencdo intensiva durante a fase de
destruicdo e inflamacédo do processo de regeneracdo muscular (Swenson, Sward, &
Karlsson, 1996). A fase de destruicdo e inflamacéo € caracterizada pela ruptura de
estruturas celulares (como proteinas contrateis, tabulos-T e sarcolema), morte de
miofibras, edema muscular e processo inflamatoério (Jarvinen et al., 2007). De acordo
com 0 nosso conhecimento, poucos estudos exploraram o efeito de multiplas IAG por
mais de 24 h apGs a uma Unica sessao DMIE (Crystal, Townson, Cook, & Laroche,
2013; Eston & Peters, 1999; Goodall & Howatson, 2008; Howatson, Goodall, &
Someren, 2009; Ingram, Dawson, Goodman, Wallman, & Beilby, 2009; Kuligowski,
Lephart, Giannantonio, & Blanc, 1998; Machado et al., 2017; Skurvydas et al., 2006;
Vaile, Halson, Gill, & Dawson, 2008; Yanagisawa et al., 2003). Alguns desses estudos,
demonstraram que as multiplas IAG apds o DMIE atenuaram o edema (Vaile et al.,
2008; Yanagisawa et al., 2003), a limitacdo de ADM (Eston & Peters, 1999; Kuligowski
et al., 1998), a DMIT (Ingram et al., 2009; Kuligowski et al., 1998; Yanagisawa et al.,
2003), a atividade sistémica da creatina quinase (CK) (Eston & Peters, 1999;
Skurvydas et al., 2006; Vaile et al., 2008) e a reducdo da forgca muscular (Skurvydas
et al., 2006; Vaile et al., 2008). Entretanto, outros estudos demonstraram que as
multiplas IAG nao influenciam na recuperacdo do edema, da ADM, da DMIT, da
atividade sistémica da CK, da forca muscular ap6s DMIE (Crystal et al., 2013; Goodall
& Howatson, 2008; Howatson et al., 2009; Machado et al., 2017) e de marcadores
inflamatorios sistémicos (Crystal et al., 2013; Vaile et al., 2008). Assim, ndo ha um
consenso a respeito da aplicacao de multiplas IAG apds o DMIE, especialmente em
humanos.

Nosso grupo de pesquisa demonstrou em modelo animal que, mdultiplas
aplicacoes de crioterapia realizadas durante a fase de destruicdo e inflamacéo do
processo de regeneracado muscular pode reduzir o processo inflamatério, por meio da
diminuicdo da infiltragdo de macrofagos (Ramos et al., 2016). Nesse mesmo estudo,
a crioterapia reduziu os niveis de acido ribonucleico mensageiro (RNAm) para
transcricéo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), uma citocina pro-inflamatoria, e
de metaloproteinase-9 de matriz (MMP-9), um marcador de degradacdo de matriz

extracelular (MEC) (Ramos et al., 2016). Em outro estudo do nosso grupo, também
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em modelo animal, foi observado que multiplas aplicacdes de crioterapia reduziram a
producdo ERO associada ao dano muscular (Siqueira et al., 2016).

Apesar dos resultados promissores em animais e da ampla recomendacao na
pratica clinica e esportiva em relacdo as multiplas aplicacdes de crioterapia nas
primeiras 72 horas apos o dano (Kellett J, 1986), de acordo com 0O nOSSO
conhecimento, até o momento, nenhum estudo abordou o efeito de mdltiplas IAG
concomitantemente sobre mais de um marcador de inflamacdo e sobre a de
degradacdo da MEC. Durante o processo de regeneracdo musculoesquelética, é
importante o balan¢o adequado entre citocinas pro e anti-inflamatorias para a ativagéo
de células satélites (Paulsen, Mikkelsen, Raastad, & Peake, 2012; J. Peake, Nosaka,
& Suzuki, 2005; Urso, Pierce, Alemany, Harman, & Nindl, 2009), bem como, a
expressao das metaloproteinases de matriz (MMP) para apropriada regulacao de seus
componentes no remodelamento da MEC (Nascimento et al., 2015; Urso et al., 2009).
Nesse contexto, se faz necessario compreender o efeito de multiplas IAG apds o DMIE
sobre o processo inflamatério e de regeneracdo da MEC, visto que 0s mecanismos
de acdo da crioterapia permanecem duvidosos principalmente em humanos e 0s
trabalhos séo escassos nessa area (Broatch et al., 2018).

A hipétese do presente estudo consiste de que mdltiplas IAG ap6s o DMIE
atenuardo o dano muscular, a inflamacao sistémica e a degradagcédo da MEC, o que

proporcionara recuperacao mais rapida da funcdo muscular.
2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de multiplas IAG apds o DMIE sobre a recuperacdo da fungao
muscular e os marcadores de dano muscular, de inflamacdo e de degradacao da
MEC.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito de multiplas IAG apés o DMIE sobre a recuperacao da funcéo

muscular, por meio da forca muscular e altura do salto vertical;
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e Avaliar o efeito de mdltiplas IAG apds o DMIE sobre os marcadores de dano
muscular, por meio da espessura muscular, DMIT e atividade sistémica da CK;

e Avaliar o efeito de multiplas IAG ap6s o DMIE sobre os marcadores de
inflamacéo, por meio do nivel sistémico de proteina C-reativa (PCR) e
concentracéao sistémica de TNF-aq, interleucina (IL)-6, IL-1a e IL-10;

e Avaliar o efeito de multiplas IAG ap6s o DMIE sobre os marcadores de
degradacdo da MEC, por meio da atividade sistémica de metaloproteinase-2
de matriz (MMP-2).

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Dano muscular induzido pelo exercicio

Geralmente, exercicios ndo habituais e/ou excéntricos impde alto estresse
mecanico e metabdlico aos tecidos envolvidos. No tecido musculoesquelético, a
ativacdo nao uniforme e o alongamento excessivo das pontes cruzadas durante as
contracdes excéntricas favorecem o DMIE (Paulsen et al., 2012). O DMIE caracteriza-
se por: 1) alteragbes estruturais, como ruptura de estruturas celulares (como
sarcémeros, disco Z, membranas) e aumento da presenca de leucdcitos no tecido; 2)
alteracdes morfolégicas, como edema; e 3) alteracdes funcionais, como reducdo da
forca, da poténcia e da ADM, além da presenca de DMIT (Clarkson & Hubal, 2002).
Se por um lado essas altera¢des sao atribuidas como respostas inerentes ao DMIE,
por outro sdo consideradas essenciais a regeneracdo muscular (J. M. Peake,
Neubauer, Gatta, & Nosaka, 2017).

A avaliacdo direta do dano muscular € realizada por biopsia tecidual, um
meétodo invasivo, complexo, de alto custo e ainda questionavel, pois critica-se se uma
amostra tecidual poderia estimar o dano do masculo como um todo (Paulsen et al.,
2012). Alternativamente, a avaliacdo do dano muscular tem sido realizada
indiretamente por: desempenho da fungédo muscular, edema, DMIT e/ou dosagem de
proteinas plasmaticas (por exemplo CK, mioglobina, citocinas, MMP) (Clarkson &
Hubal, 2002; Paulsen et al., 2012). Nesse contexto, vale a pena elucidar os
mecanismos associados ao DMIE para compreender a sua relacdo com essas

avaliacdes potenciais.
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Imediatamente apdés o DMIE ocorrem alteracdes estruturais imediatas que
configuram o dano primario (Merrick, 2002). O dano primario é aquele resultante da
ruptura de proteinas contrateis, tubulos-T e sarcolema (Jarvinen, Jarvinen, & Kalimo,
2013) e da abertura de canais ativados por estiramento que, em conjunto
desencadeiam alteracdo da permeabilidade de membrana, favorecendo o influxo de
Ca?* e efluxo de enzimas musculares, e a morte celular (J. M. Peake, Neubauer, et
al., 2017). Sugere-se que o Ca?* ativa a calpaina presente no citosol, que, por sua
vez, degrada as proteinas contrateis e assim, agrava a disfuncdo do mecanismo
acoplamento excitacdo-contragdo, resultando em comprometimento da funcao
muscular (J. M. Peake, Neubauer, et al., 2017). Se a forga muscular inicial reduzir em
aproximadamente 50% imediatamente ap6s o DMIE, a recuperacao da forca muscular
pode demandar mais de 168 h (Byrne & Feston, 2002). Entretanto, a interpretacéo
sobre a recuperacéo da forca muscular merece atencao, pois os achados podem ser
comprometidos por outras estruturas e/ou mecanismos envolvidos na sua geracao,
como a propria motivacdo do participante (Byrne & Feston, 2002). Em relacdo ao
efluxo de enzimas musculares, pode ser observado um aumento plasmatico de: 1)
mioglobina, responsavel por estocar e transportar oxigénio na miofibra. A mioglobina
em grande quantidade na corrente sanguinea tem um efeito nefrotoxico e pode
aumentar o risco de rabdomidlise (sindrome caracterizada pela ruptura de miofibras).
E assim, pode ser necessaria uma intervencdo médica para prevencao de
complicacBes renais permanentes (Baird, Graham, Baker, & Bickerstaff, 2012); e 2)
CK, enzima que catalisa a converséo de creatina em fosfocreatina (PCr), consumindo
trifosfato de adenosina (ATP) e gerando difosfato de adenosina (ADP). Esta reacéo €
reversivel e assim, o ATP pode ser gerado a partir de PCr e ADP. Dessa forma, a PCr
€ uma fonte de energia para as contra¢cdes musculares, o que torna a CK importante
para o adequado funcionamento celular. Apesar da CK ser frequentemente
mensurada como marcador indireto de dano muscular, os achados a seu respeito
exigem cautelosa interpretacdo. Pois, no plasma a CK nao reflete apenas a ruptura
de miofibras, mas também a taxa de atividade energética e, ainda, a taxa de
depuracéo da prépria CK. Além disso, ha uma grande variabilidade dos valores basais
de CK entre individuos, bem como hé individuos “respondedores” e individuos “nao
respondedores” a um mesmo protocolo de DMIE. Sendo assim, recomenda-se que a
avaliacdo da CK plasmética seja realizada sempre associada a outros marcadores de
DMIE (Baird et al., 2012).
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O dano priméario pode envolver também estruturas adjacentes ao tecido
muscular, como 0s vasos sanguineos e linfaticos, a MEC e os neurdnios (Merrick,
2002). A alteracao da permeabilidade dos vasos e a ruptura de capilares favorecem o
acumulo de fluido e de proteinas plasmaticas no musculo, normalmente excedendo a
capacidade de drenagem e gerando edema local. O edema favorece a DMIT, tanto
por estimulos mecéanicos, ao comprimir 0s nervos (Swenson et al., 1996), quanto por
estimulos quimicos, ao favorecer acumulo local de citocinas pro-inflamatorias (IL-113,
IL-6 e TNF-a) que reduzem o limiar de ativacdo dos nocioceptores (Yeung et al.,
2016). Por sua vez, a DMIT favorece a inibicdo neural e o espasmo muscular, os quais
causam a reducado da ADM e ainda agravam o prejuizo do desempenho muscular
(Merrick, 2002). Somado a isso, € comum a ruptura da MEC acompanhar o DMIE,
visto que a MEC é uma estrutura intimamente ligada ao sarcolema e, entre suas
funcdes estdo possibilitar a transducao da forgca de contragéo e proteger as miofibras
(Lund & Cornelison, 2013). Além disso, em resposta ao exercicio hd um aumento da
expressdo de MMP-2 e MMP-9, as quais atuam na degradacdo de constituintes
estruturais da MEC, como o colageno tipo IV. Entdo, durante o processo de
regeneracdo muscular, as MMP aparentemente contribuem para a regulagéao
constitutiva da MEC (Nascimento et al., 2015; Urso et al., 2009).

As células adjacentes que ndo foram comprometidas diretamente pelo estresse
do exercicio podem sofrer dano secundario (Merrick, 2002). O dano secundario é
induzido por respostas enzimaticas e pela isquemia tecidual, a qual compromete a
oxigenacdao, nutricdo e remocao de metabdlitos dos tecidos, aumentando a liberagcéo
de ERO (Merrick, 2002; Siqueira et al., 2016). Em conjunto, esses mecanismos
alteram as funcdes de lipideos, proteinas e até mesmo DNA, favorecendo o colapso
das miofibras (Merrick, 2002).

3.2 Regeneracéao do tecido musculoesquelético

Apds o DMIE, o tecido musculoesquelético tem a capacidade de iniciar
rapidamente o processo regeneracdo (Forbes & Rosenthal, 2014). A regeneracao
muscular € mediada por sinais imunolégicos e passa obrigatoriamente por trés fases,
séo elas:1) fase de destruicdo e inflamacédo (0 a 72 h); 2) fase de reparo (até 3 a 4
semanas); e 3) fase de remodelamento (até 3 a 6 meses) (Baoge et al., 2012; Jarvinen

et al., 2007). Em resposta ao exercicio excéntrico, € rara a ocorréncia de necrose com
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comprometimento total da miofibra, apesar da possibilidade de ocorrer necrose de
segmentos da mesma (J. M. Peake, Neubauer, et al., 2017).

A fase de destruicdo e inflamacédo € caracterizada pela ruptura de estruturas
celulares, morte de miofibras e edema muscular (ja descritos anteriormente), bem
como pelo recrutamento de células inflamatérias (leucdécitos) (Jarvinen et al., 2007).
Imediatamente ap0s 0 exercicio, 0s leucoOcitos se infiltram para a regido
comprometida, estimulados por quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias liberadas
pelo tecido muscular. Entretanto, apenas 24 a 48 h apG4s o exercicio, 0s leucocitos sao
detectados na MEC (Paulsen et al., 2012). Nas 24 h iniciais ap6s o DMIE, os primeiros
leucécitos identificados no tecido muscular sao os neutréfilos (J. M. Peake, Neubauer,
et al.,, 2017). Independentemente do recrutamento de mondcitos disponiveis no
sangue, leucdcitos residentes em tecidos podem ser ativados apds o exercicio
(Paulsen et al., 2012). A diferenciagdo de mondcitos em macrofagos de fenotipo pré
inflamatdrios (que expressam CD68 em sua superficie celular), os macrofagos M1, é
estimulada pelo TNF-a (J. M. Peake, Neubauer, et al., 2017). Quando ativados, o0s
macrofagos M1 aumentam a sintese de mediadores inflamatorios, como IL-6, TNF-q,
IL-1R3, IL-1q, IL-12 e 6xido nitrico, que por sua vez recrutam mais células inflamatorias
(Forbes & Rosenthal, 2014; J. M. Peake, Neubauer, et al., 2017). A maior
concentracdo de mondcitos/ macrofagos no tecido muscular ocorre entre 48 e 168 h.
Os leucécitos infiltram o espaco intracelular do tecido muscular envolvido no exercicio
entre 96 e 168 h apds o DMIE (Paulsen et al., 2012). A resposta inflamatoéria apds
DMIE apresenta alta variabilidade inter-individuos. Aqueles individuos considerados
‘respondedores” ao protocolo de DMIE apresentam uma relacdo indireta entre a
resposta inflamatéria e o desempenho da funcdo muscular. Consequentemente, a
cinética e a magnitude do processo inflamatdrio exercem efeito sobre velocidade da
recuperacédo da funcédo muscular (Tidball & Villalta, 2010). Na auséncia de doenca, a
resolucdo do processo inflamatério é promovida pelo adequado balangco entre
citocinas proé e anti-inflamatérias. (Tedesco, Dellavalle, Diaz-manera, Messina, &
Cossu, 2010).

Na fase de reparo, neutrofilos e mondcitos degradam o tecido comprometido
pelo DMIE por fagocitose e liberacdo de enzimas proteoliticas e espécies reativas (J.
M. Peake, Neubauer, et al., 2017). As células inflamatdrias secretam fatores de
crescimento, como insulina e fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-

1), que ativam as ceélulas satélites quiescentes, protagonistas do processo de
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regeneracao muscular (Tidball & Villalta, 2010). Dessa forma, o processo inflamatério
que acompanha o DMIE, é essencial para a ativacao das células satélites, localizadas
entre o sarcolema e a lamina basal (Giordani, Parisi, & Le Grand, 2018). A localizacéo
das células satélites resulta em exposicdo a sinais diferentes em cada lado deste
compartimento de nicho, destacando a importancia dessas estruturas na regulagéo
da atividade celular (J. M. Peake, Neubauer, et al., 2017). As células satélites tem a
capacidade de originar progenitores miogénicos que irdo se proliferar, diferenciar e se
fundir ao tecido muscular comprometido e/ou formar novas miofibras, e assim
restaurar a funcionalidade do tecido. Além disso, ap0s a resolu¢édo do dano, uma parte
dessas células ativadas retornam ao estado de quiescéncia e preservam a reserva de
células satélites, a fim de manter a capacidade de regeneracdo do tecido muscular
esquelético (Giordani et al., 2018; Mauro, 1961).

Durante a execucédo do exercicio, aumenta a concentracao de IL-6, indicando
sua acgao proé inflamatéria (Petersen & Pedersen, 2006). Concomitantemente, a IL-6
exerce acdo anti-inflamatodria, pois inibe a producdo de citocinas pré-inflamatérias
(TNF-a e IL-1B) e potencializa a producéo de citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e
antagonista do receptor de IL-1 - IL-1ra) (J. Peake et al., 2005). Em resposta ao
processo inflamatério instalado, a PCR é sintetizada pelo figado e, de maneira
semelhante a IL-6, exerce papel a favor tanto da inflamacao, ao atrair macréfagos
para fagocitar os detritos celulares; quanto da resolucéo do processo inflamatorio, ao
inibir a sintese de citocinas pro inflamatorias pelos macrofagos M1 e induzir a sintese
de citocinas anti-inflamatoérias por mondcitos circulantes (Pue, Mortensen, Marsh,
Pope, & Wewers, 1996). Citocinas anti-inflamatdrias como IL-4 e IL-13 estimulam a
diferenciacdo de mondcitos em macréfagos de fendtipo anti-inflamatério (que
expressam CD163 em sua superficie celular), os macréfagos M2 (J. M. Peake,
Neubauer, et al., 2017; Tedesco et al., 2010). Adicionalmente, a IL-10 e a proteina
quinase ativada por AMP estimulam a diferenciacdo de macrofagos M1 em macréfago
M2 (J. M. Peake, Neubauer, et al., 2017). Os macréfagos M2 intensificam a liberacéo
de IL-4 e IGF-1, e dessa forma induzem a proliferacdo de células satélites, sua
diferenciacdo em mioblastos e sua fuséo as miofibras. Os macrofagos M2 também
liberam IL-10 e fator de transformacédo do crescimento beta (TGF-R), os quais
promovem o remodelamento da MEC e estimulam a angiogénese (Forbes &

Rosenthal, 2014). Ainda na fase de reparo, pode ocorrer o inadequado depdésito de
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tecido conjuntivo no musculo (Jarvinen et al., 2007; Takagi et al., 2011; Tedesco et
al., 2010).

Além das células inflamatérias ja citadas, participam do processo de
regeneracdo muscular: 1) os mastocitos, que secretam proteinas quimioatraentes e
triptase, que agem aumentando a proliferagcdo e suprimindo a diferenciacédo de
mioblastos; 2) as células T reguladoras, que secretam fatores anti-inflamatérios como
IL-10 e TGF- 3 e, como 0s mastocitos, agem aumentando a proliferacédo e suprimindo
a diferenciacédo de mioblastos, bem como suprimindo proteinas da MEC que induzem
a fibrose; 3) os linfécitos T CD8, que estimulam a secrecéo de quimiocina ligante 2 e
recrutam macrofagos M1; 4) os eosindfilos, que secretam IL-4, que por sua vez,
estimula progenitores fibro-adipogénicos; 5) e o0s pericitos, que secretam varios
fatores de crescimento que aumentam a diferenciacdo dos mioblastos e estimulam a
quiescéncia das células satélites (J. M. Peake, Neubauer, et al., 2017).

Na fase de remodelamento, finalmente, as miofibras tornam-se funcionais e a
MEC se reorganiza (Forbes & Rosenthal, 2014).0 remodelamento da MEC é atribuido
especialmente a atividade das MMP, as quais podem degradar laminina, fibronectina,
elastina, colageno tipo IV, entre outros. Apés o DMIE, células satélites ativadas
sinalizam de maneira autécrina a mobilizacdo de células satélites vizinhas para a
regeneracdo muscular, seja pela sintese de MMP-2 ou regulacdo negativa de
inibidores de MMP. A MMP-9, por sua vez, é expressa por neutréfilos e macrofagos
que infitram a MEC. As MMP aumentam a concentracdo de fatores de ativacéo
bioguimica sequestrados, liberando-os de locais de ligacdo temporarios e
disponibilizando-os em nichos de células satélites. E assim, durante a regeneragao
muscular, o remodelamento da MEC exerce um controle espaco-temporal da acéo
das células satélites (Li, McKee-Muir, & Gilbert, 2018).

3.3 Imersédo em agua gelada

Com a finalidade de reduzir o DMIE e suas complica¢gbes, bem como acelerar
o0 retorno com desempenho maximo as atividades cotidianas, laborais e/ou esportivas
(Hubbard et al., 2004), diferentes estratégias de recuperacdo muscular tém sido
exploradas (Torres et al., 2012). Ultimamente, uma das estratégias que tem sido
amplamente aplicada, tanto no contexto clinico quanto esportivo, € a crioterapia por
meio de IAG (Bleakley et al., 2012; Broatch et al., 2018; Stephens et al., 2016).
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A IAG consiste na combinacéo de gelo e 4gua a temperatura menor ou igual a
15°C, em que o individuo imerge parte do corpo ou o corpo todo (Broatch et al., 2018;
Wilcock et al., 2006). A IAG se destaca dentre as diversas modalidades de crioterapia
pois a agua garante superior resfriamento tecidual durante a aplicacdo e, mesmo apos
a interrupcdo da imersdo, mantém o resfriamento por periodo mais prolongado
(Kennet, Hardaker, Hobbs, & Selfe, 2007; Merrick, Jutte, & Smith, 2003; Myrer,
Measom, & Fellingham, 1998). Ainda favoravel a IAG ha o seu baixo custo, facil
acesso e vantajosa aplicacédo a grandes volumes corporais e superficies irregulares
(Knight, 2000).

Embora ndo haja um protocolo de IAG plenamente estabelecido (Bleakley &
Davison, 2012; Leeder et al., 2012; Wilcock et al., 2006), as multiplas aplicacées de
crioterapia durante as primeiras 72 horas apés o DMIE tém sido amplamente
recomendadas por profissionais que trabalham no meio esportivo e na reabilitacdo
(Kellett J, 1986). Além do mais, apesar da ampla recomendacdo e aplicacdo da
crioterapia, 0s seus mecanismos fisioldgicos ndo estdo completamente elucidados
(Broatch et al., 2018). A hipdtese é de que o resfriamento tecidual, durante a fase de
destruicdo e inflamacéo do processo de regeneracdo muscular, desencadeia uma
série de respostas fisiolégicas, as quais acarretam em reducdo do dano muscular
secundario, e portanto, em uma recuperacao mais rapida da funcao muscular (Knight,
2000). Entre essas respostas fisiolégicas estdo: reducdo do metabolismo e do
consumo de oxigénio celular, acarretando em aumento da tolerancia celular a
isquemia induzida pelo dano; reducéo da inflamacgéao, da producdo de ERO e da
liberacé@o de proteinas livres, diminuindo a reacdo enzimatica e a pressao oncética no
tecido; e, por fim, em conjunto, reducao da morte celular (Merrick, 2002).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou em modelo animal que, mdultiplas
aplicacoes de crioterapia realizadas durante a fase de destruicdo e inflamacéo do
processo de regeneracao muscular pode reduzir o processo inflamatoério, por meio da
diminuicdo da infiltracdo de macréfagos e dos niveis de RNAm para transcricdo de
TNF-a e de MMP-9 (Ramos et al., 2016). Em outro estudo do nosso grupo, também
em modelo animal, foi observado que multiplas aplicacbes de IAG reduziram a
producdo ERO associada ao dano muscular (Siqueira et al., 2016).

Conforme a Tabela 1, poucos estudos exploraram o efeito de multiplas IAG por
mais de 24 h ap6s uma Unica sessao de DMIE (Crystal et al., 2013; Eston & Peters,
1999; Goodall & Howatson, 2008; Howatson et al., 2009; Ingram et al., 2009;
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Kuligowski et al., 1998; Machado et al., 2017; Skurvydas et al., 2006; Vaile et al., 2008;
Yanagisawa et al., 2003). Como é possivel verificar, h4 inconsisténcia entre o0s
achados, a qual pode ser atribuida a grande variedade metodoldgica entre esses
estudos, como: tamanho da amostra, perfil dos participantes, protocolo de DMIE,
protocolo de IAG, desfechos avaliados e até mesmo, formas de avaliar (Eston &
Peters, 1999; Goodall & Howatson, 2008; Machado et al., 2017; Vaile et al., 2008).
Ademais, ha de se considerar que os achados podem sofrer influéncia do efeito
placebo, devido a dificuldade de se cegar os participantes em relacdo a estratégia de
recuperacdo com resfriamento tecidual e presenca de um senso comum de que essa
€ uma estratégia vantajosa (Broatch, Petersen, & Bishop, 2014).

De acordo com nosso conhecimento, até o momento, nenhum estudo abordou
o efeito de multiplas IAG concomitantemente sobre mais de um marcador de
inflamacéo e sobre a degradacdo da MEC em humanos. Entretanto, uma Unica IAG
(10 min a 10 °C) apds uma unica sessao de treino resistido, ndo diminuiu o0 processo
inflamatorio, quando comparada a recuperacdo ativa (J. M. Peake, Roberts,
Figueiredo, Egner, Krog, Aas, Suzuki, Markworth, Coombes, Cameron-Smith, et al.,
2017). Em contrapartida, multiplas (imediatamente, 24 h, 48 h, 72 h) sessbes de
crioterapia de corpo inteiro (3 min a -110 °C) apo6s a corrida (48 min) reduziram
citocinas pro inflamatorias (IL-13 e a PCR, respectivamente 1 h e 24 h ap6s o DMIE)
e aumentaram citocina anti-inflamatéria (IL-1ra, 1 h apés o DMIE), quando comparado
a recuperacao passiva (Pournot et al., 2011). Além disso, uma recente revisao sugere
que a IAG reduz o processo inflamatério secundario ao dano, mas pode ser
desfavoravel as adaptacBes musculares relacionadas ao treino resistido, como ganho
de forca e massa muscular. Por outro lado a IAG pode ter pouco ou nenhum efeito
favoravel as adaptacdes relacionadas ao treino aerébio, como em nivel mitocondrial
(Broatch et al., 2018). Visto que os mecanismos de acao da crioterapia permanecem
duvidosos, principalmente em humanos, e os trabalhos nessa area séo escassos,
ressalta-se a importancia de compreender o efeito de mdultiplas IAG apés o DMIE

sobre o processo inflamatério e de regeneracdo da MEC (Broatch et al., 2018).



24

TABELA 1 - Sumario dos estudos que exploraram o efeito de multiplas imers6es em agua gelada apds uma Unica sessdo de dano muscular induzido pelo

exercicio.
Autor(es) e Desenho Tamanho da Participantes Protocolo de Protocolo de IAG Desfechos Principais achados em
ano amostra DMIE versus grupo controle (momento de relagdo as mdltiplas
avaliacao) IAG

Kuligowski e Estudo n=>56 Ambos os sexos, | Contraces 41AG (12,8 £ 1°C, 24 » ADM de repouso Menor aumento da

coautores, controlado, adultos jovens excéntricas min): imediatamente* * ADM ativa DMIT e menor redugéo

1998 randomizado e méaximas apos o DMIE e a cada | « Forca durante da ADM de repouso no
paralelo unilateral de 24 h; (n = 14) CIVM grupo mdltiplas IAG

flexores de versus * DMIT durante versus sem intervengao

cotovelo (5 x 10)

4 imersdes em agua
morna; (n= 14)
versus

4 sessdes de terapia
de contraste por
imersdo; (n = 14)
versus

recuperacgao passiva;
(n=14)

movimentagédo ativa
(Pré, 24 h,48 h, 72
h e 96 h apos o
DMIE)

24
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Eston e Estudo n=15 Mulheres, Contracdes 71AG (15 £ 1°C, 15 «CK Menor aumento da CK
Peters, 1999 controlado, adultas jovens reciprocas min): imediatamente + ADM e menor redugdo da
randomizado e maximas apos o DMIE e a cada | * Forga durante ADM no grupo multiplas
paralelo unilateral de 12 h; (n=8) CIVM IAG versus sem
flexores de versus * DMIT durante intervencéo
cotovelo (8 x 5) sem intervencao; (n = estimulo com
7) algbmetro
* Perimetria (Pré, 24
h, 48 h e 72 h ap6s
o DMIE)
Yanagisawa e | Estudo n=28 Homens, adultos | Contracdes 2 1AG (5°C, 15 min): *CK Menor aumento da
colaboradores, | controlado, jovens, excéntricas de imediatamente e 24 h « ADM DMIT e edema no
2003 randomizado e destreinados flexores plantares | apés o DMIE; (n=9) * Lactato grupo multiplas IAG

paralelo

(5 x20)

versus
1 1AG (5°C, 15 min):
imediatamente apos o
DMIE; (n=9)

versus

sem intervencdo; (n =
10)

desidrogenase

* DMIT

* Edema por
ressonancia
magnética

(Pré, Pés, 20 min,
40 min, 60 min, 24 h,
48 h,96 he 168 h
apoés o DMIE)

versus sem intervengao

25
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Skurvydas e Estudo n=20 Homens, adultos | Drop jump (100, 41AG (15+ 1°C, 2 x *CK Menor aumento da CK
colaboradores, | controlado, jovens, 20 s de intervalo 15 min, intervalo de 10 | (Pré, imediatamente | e DMIT; e menor
2006 randomizado e destreinados entre cada 1) min): imediatamente, 4 | e 72 h apés o DMIE) | reducé&o da forca
cruzado h, 8h e 24 h ap6s o » Forga evocada evocada e durante
DMIE; (n = 20) * Forga durante CIVM e da altura do
e CIVM salto vertical no grupo
recuperacao passiva; * Altura do salto multiplas IAG versus
(n=20) vertical sem intervencao
* DMIT
(Pré, 4 h, 8 h, 24 h,
48 he 72 h apés o
DMIE)
Goodall e Estudo n=18 Homens, adultos | Drop jump (5 x 41AG (15 £ 1°C, 12 *CK Nenhum desfecho
Howatson, controlado, jovens, 20) min): imediatamente - ADM investigado apresentou
2008 randomizado e fisicamente ap6s o DMIE e a cada | « Forga durante diferenca entre os
paralelo ativos 24 h; (n=9) CIVM grupos
versus * DMIT enquanto

recuperacgéo passiva;
(n=9)

parado e em pé

* DMIT durante
agachamento

* Perimetria (Pré, 24
h,48 h,72h e 96 h
apés o DMIE)

26
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Vaile e Estudo n=38 Homens, adultos | Contracdes 4 1AG (15°C, 14 min); » Forga de reacao Menor aumento da
coautores, controlado, jovens, excéntricas (n=12) isométrica e perimetria e CK e
2008 randomizado, praticantes de maximas bilateral | imediatamente* ap6s o | poténcia durante menor redu¢do da forca
cruzado entre as exercicios de emleg press (7x | DMIEeacada24h squat jump e da poténcia no grupo
modalidades de forca 10) versus * Perimetria multiplas IAG versus
imerséo e 4 imersdes em agua *CK recuperacao passiva
recuperacgao morna; (n = 11) * Mioglobina
passiva versus *IL-6
4 sessdes de terapia * Lactato
de contraste por desidrogenase
imersao; (n = 15) * DMIT durante
e agachamento
recuperacao passiva; (Pré, imediatamente,
(n=38) 24h,48he72h
apos o DMIE)
Ingram e Estudo n=11 Homens, adultos | 4 x 20 min de 21AG (10°C, 2 x5 min; | «CK Menor aumento da
colaboradores, | controlado, jovens, corrida intervalo de 2.5 min); * PCR DMIT e menor reducéo

2009

randomizado,

cruzado

jogadores de
esportes

coletivos

intermitente

(n=11)
imediatamente* e 24 h
apos o DMIE

e

2 sessOes de terapia
de contraste por
imersdo; (n = 11)

e

recuperagao passiva;
(n=11)

(Sangue: Pré,
imediatamente, 24 h
e 48 h ap6s o DMIE)
» Performance no
sprint

* Forga durante
CIVM

* DMIT
(Performance: Pré e
48 h ap6s o DMIE)

da forca durante CIVM,

e da performance no

sprint no grupo

multiplas IAG versus

recuperacao passiva
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Howatson e Estudo n=16 Homens, adultos | Drop jump (5 x 41AG (15 £ 1°C, 12 *CK Nenhum desfecho
colaboradores, | controlado, jovens, 20) min); (n = 16) * Forga durante investigado apresentou
2009 randomizado, fisicamente imediatamente apés o | CIVM diferenca entre os
cruzado ativos DMIE e a cada 24 h * DMIT durante grupos
e agachamento
recuperagao passiva; * ADM durante
(n=16) movimento ativo
* Perimetria
(Pré, imediatamente,
24 h,48h,72h e 96
h ap6s o DMIE)
Crystal e Estudo n=20 Homens, adultos | Corrida em 41AG (5 £ 2°C, 20 * Forgca durante Nenhum desfecho
colaboradores, | controlado, jovens, declive (40 min) min): imediatamente* CIVM investigado apresentou
2013 randomizado e fisicamente apos o DMIE e acada | « DMIT durante diferenca entre os
paralelo ativos 24 h; (n = 10) descida de escada grupos
versus * Perimetria

recuperacgao passiva;
(n=10)

* Quimiocina ligante
2

(Pré, imediatamente,
1h, 6h,24h,48he

72 h ap6s o DMIE)
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Machado e
coautores,
2017

Estudo
controlado,
randomizado e

paralelo

n=60

Homens, adultos

jovens

Contracdes
excéntricas
unilateral de
extensao de
joelho (5 x 15)

51AG (9°C, 15 min)
imediatamente e 40
min ap6s o DMIE e a
cada 24 h; (n = 20)
versus

4 IAG (14°C, 15 min);
(n=20)

versus

recuperagao passiva;
(n=20)

+ CK

* DMIT durante
CIVM

* limiar de dor

« CIVM
(imediatamente, 40
min, 24 h, 48 h, 72
h, 96 h apds o
DMIE)

Nenhum desfecho

investigado apresentou

diferenca entre os

grupos

DMIE: dano muscular induzido pelo exercicio; IAG: imersdo em agua gelada; CK: creatina quinase; ADM: amplitude de movimento; CIVM: contracéo isométrica

voluntaria méxima; DMIT: dor muscular de inicio tardio; Imediatamente*: alguns minutos apés o dano muscular induzido pelo exercicio pois antes foram

realizadas as avaliacdes; IL-6: interleucina-6.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao do estudo

O presente estudo caracteriza-se como ensaio clinico, controlado e

randomizado. O web site radomization.com (http://www.randomization.com) foi

utilizado para realizar a distribuicdo aleatdria e paralela dos trinta participantes em
dois grupos experimentais: (1) grupo controle (n=15); e (2) grupo IAG (n=15). N&o foi
adotada a distribuicdo cruzada dos participantes entre 0s grupos experimentais para
evitar o efeito da carga repetida, isto é, ao repetir a execucdo de um exercicio como
o drop jump, o qual apresenta fase excéntrica importante, em um intervalo menor que
8 semanas, ha um indicativo de que a extensdo do dano muscular € menor da
segunda vez em que o0 exercicio € executado, pois a recuperacdo da funcdo muscular
demonstrou-se mais rapida em relacdo a primeira vez (Miyama & Nosaka, 2004b;
Nosaka, Sakamoto, Newton, & Sacco, 2001).

O projeto de pesquisa do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia
(protocolo n° 243/13, conforme ANEXO I); foi conduzido respeitando os principios
éticos da resolucdo CNS 466/12 (MINISTERIO DA SAUDE, 2012); e foi registrado de
maneira retrospectiva no US National Institutes of Health (ClinicalTrials.gov, em
16/12/2014, protocolo n® NCT02341612).

4.2 Amostra

A amostra foi por conveniéncia. Os critérios de inclusdo foram: género
masculino; idade entre 18 e 30 anos; fisicamente ativos, praticantes de atividades
aerObias de leve a moderada intensidade (por exemplo: corrida ou ciclismo) e/ou
atividades recreativas (por exemplo: futebol). Foram adotados como critérios de
exclusdo: (1) historia recente (< 3 meses) de pratica de exercicio resistido ou
pliométrico intenso; (2) responder “sim” a qualquer pergunta do Questionario de
Prontidao para Atividade Fisica (Physical Activity Readness Questionnaire — PAR-Q)
(Thomas, Reading, & Shephard, 1992); (3) histéria de doenca neurolégica ou leséo

musculoesquelética envolvendo membros inferiores; (4) historia de doenca
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inflamatoria ou uso de anti-inflamatérios nas 4 semanas antecedentes; (5) histéria de
reacoes adversas a temperaturas frias (por exemplo: fendmeno de Raynaud); (6)
dobra cutédnea da coxa > 20 mm, visto que a quantidade de tecido adiposo afeta o
resfriamento intramuscular (Myrer, Myrer, Measom, Fellingham, & Evers, 2001); (7)
pico de forga dos musculos extensores de joelho < 185 N.m, para favorecer
homogeneidade da amostra. Os participantes foram orientados a: ndo usar anti-
inflamatorios néo-esteroidais e/ou suplementos nutricionais, 4 semanas antes de
realizarem o protocolo de DMIE e durante o experimento; absterem-se de exercicios
resistidos e/ou potencialmente danosos, 3 semanas antes de realizarem o protocolo
de DMIE e durante o experimento; ndo consumir estimulantes (por exemplo: alcool,
café e chocolate), 24 h antes do DMIE e durante o experimento; e manter o regime de
hidratacdo usual, durante o experimento (Howatson et al., 2009; Sellwood, Brukner,
Williams, Nicol, & Hinman, 2007). Para evitar a influéncia do ciclo circadiano, foi
solicitado aos participantes que realizassem as visitas ao Laboratério de Treinamento
de Forca sempre no mesmo horario (entre 13 e 16 h) (Carrier & Monk, 2000). Uma
vez informados quanto a natureza, propdsito, riscos e beneficios do estudo, os
participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO II).
O calculo da amostra foi realizado baseado no pico de forga dos muasculos
extensores de joelho (considerado o desfecho primario do presente estudo) reportado
em um estudo similar (Ferreira-Junior et al., 2015). Para isso foi utilizado o G*Power
(versdo 3.1.9.2; Universidade de Heinrich Heine de Ddusseldorf, Alemanha) e
consideradas as seguintes especificagdes: a = 0.05; (1-3) = 0.8; tamanho do efeito f
= 0.2; tipo de teste = teste F e teste estatistico = andlise da variancia (ANOVA) com
comparacao intra e inter grupos = 2 e com medida repetida = 7. O tamanho da amostra

estimado com tais especificacdes foi de 20 participantes (10 por grupo).

4.3 Delineamento do estudo

Os participantes visitaram sete vezes o Laboratério (Figura 1). Na primeira
visita, foi realizado o registro de dados antropométricos daqueles que preencheram
os critérios de incluséo e exclusao; a distribuicdo aleatoria dos participantes entre os
dois grupos experimentais; e a familiarizagdo dos mesmos com equipamentos e

procedimentos de avaliacdo e com os protocolos de DMIE e crioterapia.
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A segunda visita ao Laboratorio aconteceu entre trés a sete dias apds a
familiarizacdo, quando entdo os participantes foram submetidos ao protocolo de
DMIE. Para investigar o efeito de multiplas IAG apds o DMIE sobre a recuperacéo da
funcdo muscular e, os marcadores de dano muscular, de inflamacéo e de degradacéo
da MEC, foi adotada a seguinte sequéncia de avaliagdo: (1) ultrassonografia; (2)
coleta de sangue; (3) percepcéo subjetiva da dor muscular durante a tarefa de sentar
e levantar; (4) pico de torque e percepcdo subjetiva da dor muscular durante a
contracdo isométrica voluntaria maxima (CIVM); e (5) salto contra movimento. Essas
avaliacOes foram realizadas Pré, imediatamente (P6s), 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 168 h
apos o DMIE. A DMIT néo foi avaliada P6s, uma vez que o seu inicio se d& algumas
horas pos exercicio (Cheung, Hume, & Maxwelf, 2003). A coleta de sangue néo foi
realizada Pds e as 96 h com o objetivo de reduzir a quantidade de procedimentos
invasivos e seus riscos. Os examinadores envolvidos nas avaliagbes e andlise de
dados eram cegos em relacdo a que grupo experimental cada participante fazia parte.
As avaliacGes sempre precederam as IAG ou a recuperacao passiva, a depender do

grupo experimental a que cada participante fazia parte.
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FIGURA 1 — Delineamento do estudo. Na linha do tempo estéo representados 0s momentos em que
foram realizadas as avaliages, o protocolo de dano muscular induzido pelo exercicio (DMIE) e as
imersGes em agua gelada (IAG). Como protocolo de DMIE, foi adotado um protocolo de drop jumps. A
imagem ultrassonogréfica (US), a contrag@o isométrica voluntaria méxima (CIVM) e o salto contra
movimento (SALTO) foram registrados Pré, imediatamente (P6s), 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 168 h apos
o DMIE. A dor muscular de inicio tardio (DMIT) ndo foi mensurada Pés. A coleta de sangue néo foi
realizada P6s e as 96 h. O protocolo de IAG constou de quatro IAG (10 + 1 ° C, 20 min), sendo aplicadas

imediatamente e a cada 24 h apés o DMIE.
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4.4 Protocolo de dano muscular induzido pelo exercicio

Para induzir o dano muscular, os participantes foram submetidos a um
protocolo drop jumps. Como descrito anteriormente, todos os participantes foram
familiarizados antes com a técnica adequada de execucdo do salto. O protocolo
consistiu em 100 drop jumps (5 séries de 20 repeticbes, com 2 min de intervalo entre
as seéries) de uma caixa de 60 cm de altura (Miyama & Nosaka, 2004a, 2004b).
Mantendo sempre as maos na cintura, os participantes foram instruidos a descer da
caixa aterrissando e enfatizando o movimento de flexdo das articulagbes dos
membros inferiores, especialmente dos joelhos em no minimo 90° (em que 0° =
extensdo total). Imediatamente apos aterrissagem, foram orientados a realizar um
salto vertical explosivo. Durante todos os saltos, os participantes receberam incentivo
verbal para a manutencao do esforco maximo. Esse protocolo de DMIE impde aos
musculos extensores de joelho acBes excéntricas repetitivas no momento da
aterrissagem (Miyama & Nosaka, 2004b). Um estudo prévio demonstrou que
individuos sem experiéncia com treino resistido sdo mais suscetiveis ao DMIE
(Miyama & Nosaka, 2004b), por esse motivo foram excluidos do presente estudo
individuos com histéria recente (< 3 meses) de préatica de exercicio resistido ou

pliométrico intenso.

4.5 Protocolo de imersdo em agua gelada

Durante as primeiras 72 h ap6s o DMIE foram realizadas quatro IAG:
imediatamente (10 min apos), 24 h, 48 h e 72 h apds o DMIE. Cada IAG foi realizada
a 10 ° C durante 20 min. A temperatura da agua foi controlada por termo resisténcia
conectada a um display digital e era checada a cada 5 min. Aceitou-se uma margem
de erro = 1 °C, mas quando necessario adicionou-se gelo triturado para atingir a
temperatura alvo. A determinacdo da temperatura alvo nesse estudo foi baseada em
metanalise que afirmou que 75% dos estudos de IAG aplicam temperaturas entre 10
e 15 ° C (Bleakley et al., 2012). J4 a determinacdo da duracéo da IAG foi baseada em
estudos prévios realizados com populacdo similar (Crystal et al., 2013; Vieira et al.,
2016). Para assegurar imerséo total dos membros inferiores, os participantes vestiram

sunga e posicionaram-se sentados com os joelhos estendidos em uma banheira
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plastica preenchida com agua e gelo até a altura das cristas iliacas (Figura 2). Os
participantes foram orientados a movimentar os membros inferiores a cada 2 min para
prevenir a formacéo sobre a pele de uma camada de dgua com temperatura menos
gelada. Durante os periodos correspondentes as IAG, os participantes do grupo
controle permaneceram confortavelmente sentados em ambiente com temperatura
controlada (21 = 1 °C). ApOs completarem suas respectivas estratégias de
recuperacdo, os participantes de cada grupo experimental deram continuidade as

suas atividades regulares.

I R AT TSR

FIGURA 2 — Imersao em agua gelada com imersao total dos membros inferiores até a altura das cristas

iliacas.

4.6 Funcao muscular
4.6.1 Forga muscular

Para a avaliacéo de forca muscular foi considerado o pico de torque (N.m) dos
musculos extensores de joelho durante a CIVM a 60° (0° = extens&o total) em
dinambmetro isocinético (Biodex Multi-Joint System 3, Biodex Biomedical, Inc.,

Estados Unidos da América). O procedimento de calibracdo do equipamento seguiu
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as recomendacg0es do fabricante. Os testes foram realizados sempre com o membro
inferior direito. Na familiarizacdo com o equipamento e procedimento, 0s participantes
foram posicionados confortavelmente no assento, mantendo o epicondilo lateral do
fémur alinhado com o eixo do dinamdmetro. Tronco e pelve foram atados com cintos
(Weir, Evans, & Housh, 1996) e os bracos foram mantidos cruzados contra o peito
segurando os cintos do tronco (Stumbo et al., 2001) para minimizar oS movimentos
compensatorios que poderiam afetar a producéo do torque. As regulagens de cada
participante foram registradas para manter o mesmo posicionamento nos testes
subsequentes. Durante os testes, os participantes foram encorajados (Mcnair,
Depledge, Brettkelly, & Stanley, 1996) a realizar o esforgco maximo durante 4 s (Brown
& Weir, 2001). Cada participante realizou duas CIVM com 1 min de intervalo entre as
tentativas. Para as analises, foi considerado o maior pico de torque entre as duas

tentativas.

4.6.2 Altura do salto vertical

A altura do salto vertical foi avaliada utilizando uma plataforma de forga (modelo
BP4006000-HF-2000, Advance Mechanical Technology, Inc, Estados Unidos da
Ameérica) com frequéncia amostral de 1000 Hz. Os participantes foram orientados a
calcar o mesmo par de ténis em todos os testes. Mantendo as méos na cintura, foram
encorajados verbalmente a obter o melhor desempenho (maior altura) durante o salto
contra movimento. Cada voluntario realizou trés tentativas com 1 min de intervalo
entre os saltos (Vieira et al., 2016). Os dados dos saltos foram capturados pelo
software (AMTI acquistion software, verséao 4.2). Posteriormente, a partir da curva de
reagdo ao solo e utilizando modelos matematicos descrito por Linthorne (2001)
(Linthorne, 2001), foi calculado deslocamento do centro de massa a cada instante do
movimento utilizando o MatLab (v R2008a7, The MathWorks, Inc., Estados Unidos da
América), de tal forma que o maior deslocamento vertical foi considerado a altura

maxima do salto. Para andlise foi considerado o salto de melhor desempenho.
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4.7 Marcadores de dano muscular
4.7.1 Espessura muscular

A imagem ultrassonografica para avaliacao da espessura muscular e, portanto,
do edema, foi obtida por um ultrassom portétil (Philips-VMI, Ultra Vision Flip, Modelo
BF, Brasil) com transdutor linear de 7,5 MHz de frequéncia. As configuragdes de modo
(no caso, modo B), frequéncia e ganho, foram mantidas constantes entre o0s
participantes e entre as coletas. Entretanto, a configuracdo de profundidade foi
ajustada a cada participante para permitir a visualizagdo completa em corte
transversal dos musculos reto e vasto intermédio da coxa direita. Para o registro da
imagem, os participantes foram posicionados em decubito dorsal, com joelhos em
extensdo maxima e rotacdo neutra, mantendo os musculos dos membros inferiores
relaxados. O local de coleta das imagens foi determinado a 60% da distancia entre o
trocanter maior e o epicondilo lateral e a 3 cm lateral a linha média anterior da coxa
(Chilibeck, Stride, Farthing, & Burke, 2004). Uma marcagcdo com caneta
dermatografica de alta fixacdo foi realizada a fim de que as imagens fossem
capturadas precisamente sempre no mesmo local. No transdutor do ultrassom foi
aplicado gel a base de agua, para permitir melhor contato acustico entre o transdutor
e a superficie cutdnea. Mantendo o transdutor perpendicular a coxa e sem deprimir a
superficie da pele, um examinador Unico buscou uma imagem de qualidade para
registro (Bemben, 2002). Utilizando o software Imaged (NIH, Estados Unidos da
Ameérica), a imagem foi avaliada por outro examinador que identificou em triplicata a
espessura muscular, definida como a distancia entre a interface dos tecidos adiposo
subcutdneo-musculo e a interface musculo-osso (Abe, DeHoyos, Pollock, &
Garzarella, 2000), expressa em mm (Figura 3). O valor médio entre essas trés
medidas foi utilizado para analise como representativo da espessura muscular da
coxa. Em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, com a participacdo do mesmo
examinador, a espessura muscular apresentou coeficiente de variacdo de 4,95%
(Vieira, 2016).
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FIGURA 3 - Procedimento de andlise da espessura muscular no software Image J: imagem

ultrassonografica representativa dos musculos reto e vasto intermédio de um participante.

4.7.2 Dor muscular de inicio tardio

A DMIT foi avaliada com auxilio de uma escala visual analdgica, de 0 a 10 cm,
disposta horizontalmente (Figura 4). Em que o 70", localizado na extremidade
esquerda, representou “nenhuma dor” e o “10”, localizado na extremidade direita,
representou “extrema intensidade de dor” (Bailey et al., 2007; Miyama & Nosaka,
2004a). Os participantes reportaram a percepc¢ao subjetiva de dor nos extensores de
joelho do membro inferior direito durante duas situac¢des distintas (Vieira et al., 2016):
(1) CIVM dos musculos extensores de joelho: ao final da execucéo de duas CIVM o
participante reportou a percepcéao subjetiva de dor; e (2) tarefa de sentar e levantar:
ao final da execucéo de trés movimentos consecutivos de sentar e levantar, a uma
cadéncia constante (de 2 s para sentar e 2 s para levantar) utilizando uma cadeira de

43 cm, o participante reportou a percepcao subjetiva de dor.
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FIGURA 4 - Escala visual analégica utilizada para andlise da percepcéo subjetiva da dor muscular de

inicio tardio.

4.8 MARCADORES BIOQUIMICOS

4.8.1 Analises bioquimicas

Para mensurar os marcadores bioquimicos de dano muscular, inflamacgéo e
degradacédo da MEC, um técnico habilitado puncionou veia superficial do antebraco e
coletou 12 mL de sangue diretamente em tubos de coleta a vacuo (2 tubos de 6mL)
(Greiner Bio-ona; Alemanha). Para separar 0 soro, 0os tubos com amostra de sangue
foram centrifugados (Centrifuga, 3250 RPM, Modelo Centurion, Brasil) a 2500
rotacBes por minuto (= 1000 x g), durante 20 min, a temperatura ambiente. O soro foi
separado em aliguotas de (250 uL), as quais foram armazenadas a -20 °C até as
analises. A partir desse soro foram feitas as analises de marcadores bioquimicos de:
dano muscular por meio de mensuragdo da atividade da creatina quinase (CK);
inflamacé@o por meio de mensuracdo do nivel de proteina C-reativa (PCR) e da
concentracdo de citocinas, como TNF-aq, IL-6, IL-1qa, IL-10; e degradacédo de MEC por
meio de mensuracéo da atividade da MMP-2.

As analises bioquimicas foram analisadas em soro de acordo com o manual do
fabricante, em duplicidade, por um examinador cego. Todas as curvas de calibracao
mostraram entre 0s ensaios coeficiente de correlagdo = 0,95 e coeficiente de variagao
< 5%. A atividade da CK foi determinada por teste enzimatico para CK total (Siemens
Medical System, Erlangen, Alemanha) com limite de deteccdo de zero (U/L) e
linearidade de 1300 U/L. Os niveis de PCR foram analisados por imunoturbidimetria
intensificada por latex para PCR de intervalo largo (Siemens Medical Systems,
Erlanger, Alemanha) com limite de detecc¢éo de 0,003 mg/L e linearidade de 156-164
mg/L. Os niveis de TNF-a, IL-6, IL-1a e IL-10 foram determinados por teste
imunoenzimatico Quantikine® ELISA (R&D Systems, Inc., Minneapolis, EUA) usando

leitor de absorbancia (EIx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, EUA). Os limites de
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deteccdo foram experimentalmente definidos em 1,0 pg/mL para IL-6 e IL-10, 1,5
pg/mL para TNF-a e 0,4 pg/mL para IL-1a.

A atividade da MMP-2 foi mensurada por zimografia. Amostras de 0,5 pL de
soro foram adicionadas a 0,5 yL de SDS (8%) (v:iv) e subsequentemente foi
adicionado 10 pL de solucdo tampao de SDS 20% sem [3-mercaptoetanol.
Sequencialmente, foi realizada a eletroforese em gel de policrilamida contendo SDS
10% (SDS_PAGE) e gelatina a uma concentracdo final de 1mg/mL. Apds a
eletroforese, os géis foram lavados duas vezes por 20 min em 2,5% e 0,02% de Triton
X-100 para remover o SDS. Os géis foram incubados em substrato tampao (Tris-HCI
50 mM pH 8,0; CaCL?2 5 mM e NaN20,02%) a 37 °C por 20 h. Os géis foram corados
com Coomassie Brilliant Blue por 1,5 h e descorados com acido acético: metanol:
agua (1:4:5). A atividade gelatinolitica foi visualizada como bandas claras nos géis
corados (de Souza Neto et al., 2017). A analise densitométrica semi-quantitativa das
bandas de MMP foi realizada como previamente descrito por Hu e Beeton (Hu &
Beeton, 2010), em triplicidade, por um Unico examinador cego, usando o software
Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA). De tal forma que, a média do pico da area foi

utilizada para a analise final.

4.9 Temperatura da pele e sensacéo e conforto térmicos

Cada intervencao de IAG ou recuperacdo passiva teve duracdo de 20 min.
Antes e a cada 5 min ao longo da intervencao, os participantes foram solicitados a
levantarem-se e, no caso da IAG, a secarem delicadamente com toalha a regiao
anterior da coxa direita, preparando a area para mensuracao da temperatura da pele.
Como referéncia para o posicionamento do termémetro infravermelho (Fluke, 566,
China) foi utiizado o mesmo local marcado para registro da imagem da
ultrassonografia. Para o procedimento de mensuracéo da temperatura, o termémetro
foi mantido perpendicular a coxa e mantido a 8 cm de distancia da pele. Para analise,
foi calculado o valor médio da temperatura da pele antes e a cada 5 min ao longo da
intervencao de ambos 0s grupos experimentais.

Além do mais, os participantes foram solicitados a classificar a sensacao
térmica e o conforto térmico antes e a cada 5 min ao longo da intervencgéo. A sensacao

térmica foi classificada por escala de Likert de nove pontos, em que “- 4” = muito



40

gelada, “- 3" = gelada, “- 2” = fria, “-1” = levemente fria, “0” = neutra, “1” = levemente
morna, “2” = morna, “3” = quente, “4” = muito quente. O conforto térmico, por sua vez,
foi classificado por escala de Likert de cinco pontos, em que: “0” = confortavel, “1”7 =
pouco desconfortavel, “2” = desconfortavel, “3” = muito desconfortavel, “4” =
extremamente desconfortavel (Costello, Culligan, Selfe, & Donnelly, 2012). Para
andlise, foi considerada a mediana encontrada pela escala de Likert antes e a cada 5

min de cada intervencdo, em ambos 0s grupos experimentais.

4.10 Anélise estatistica

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo, com excecdo da
escala de Likert utilizada para medir a sensacao e o conforto térmicos, que foi descrita
como mediana. A normalidade e homogeneidade dos dados foi avaliada pelos testes
de Shapiro-Wilk e Levene. O pico de torque, a altura do salto vertical, a espessura
muscular e a atividade da MMP-2 apresentaram distribuicdo normal. Portanto, foram
analisados aplicando analise de variancia (ANOVA) de modelos mistos com dois
fatores (grupo X tempo) e post hoc de Tukey. A DMIT, a atividade da CK, os
marcadores de inflamacdo sistémica (PCR, TNF-a, IL-6, IL-1a e IL-10) e a
classificacdo de sensacao e conforto térmicos ndo apresentaram distribuicdo normal
e foram analisados por testes ndo paramétricos. O teste de Mann-Whitney foi
realizado para avaliar diferencas entre 0s grupos experimentais e o teste de Wilcoxon
foi realizado para avaliar diferencas no tempo para cada estratégia de recuperacao.
As caracteristicas fisicas dos participantes, o pico de torque e. altura do salto vertical
Pré foram avaliados usando um teste t independente. O nivel de significancia para
todos os testes aplicados foi de 5% e o programa estatistico utilizado foi o SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences), versao 20.0 (IBM, EUA). Foram
calculados também o tamanho do efeito e 0 poder estatistico. O tamanho do efeito
dos dados analisados pela ANOVA foram determinados usando eta quadrado parcial
(ne?). Cohen forneceu intervalos de confianca para definir o tamanho do efeito:
pequeno (ne? = 0,01), médio (ne?> = 0,06) e grande (ne? = 0,14) (Cohen, 1988). Para
calcular o tamanho do efeito e poder estatistico dos dados analisados para os testes
nao paramétricos, foi utilizado o programa G*Power (versao 3.1.9.2, Universidade de

Heinrich Heine de Dusseldorf, Alemanha). Os intervalos de confianga do tamanho do
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efeito (d) para os dados analisados por teste ndo paramétrico foram: 0,2, 0,5 e acima
de 0,8 representando respectivamente, pequeno, médio e grande (Cohen, 1988). O
poder para os testes ndo paramétricos foi calculado pelo método de eficiéncia relativa
assintética (A.R.E.) (Lehmann & D"Abrera, 1975).

5 RESULTADOS

Conforme ilustrado na Figura 5, entre dezembro de 2013 e agosto de 2014, foi
avaliada a elegibilidade de trinta e dois homens fisicamente ativos para participacéo
no estudo. Dois individuos foram excluidos pois apresentaram dobra cutdnea de coxa
superior a 20 mm. Dessa forma, trinta individuos participaram voluntariamente e foram
aleatoriamente alocados no (1) grupo controle ou no (2) grupo IAG. Entretanto, um
participante do grupo IAG foi excluido as 48 h apés o DMIE, pois a equipe médica
diagnosticou que o0 mesmo apresentava quadro clinico de rabdomidlise. As analises
dos desfechos primario e secundarios incluiram os vinte e nove participantes que
finalizaram o estudo. Como apresentado na Tabela 2, ndo foram observadas
diferengas significativas dos valores basais referentes as caracteristicas fisicas entre

0s grupos controle e IAG.

[ Inclusdo J Avaliados para elegibilidade (n = 32)

Excluidos (n = 2)
+ N&o atenderam aos critérios de inclusdo (n = 2)

Randomizados (n = 30)

v [ Alocacdo 1 v
Alocacao para grupo controle (n = 15) Alocacdo para grupo IAG (n = 15)
+ Receberam alocacdo para intervencédo (n = 15) + Receberam alocac&o para intervencdo (n = 15)
[ Seguimento ] v

Intervencdo descontinuada (rabdomidlise) (n = 1)

4 ( hl 1

L Analise J _
Analisados (n = 15) | | Analisados (n = 14)

FIGURA 5 — Fluxograma de inclusé@o de participantes.
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TABELA 2 — Caracteristicas fisicas dos participantes de cada grupo experimental.

Caracteristicas fisicas Grupo controle (n=15) Grupo IAG (n=14) Valor de p
Idade (anos) 199+1,4 205+1,4 0,284
Massa corporal (kg) 71,3+9,4 71,3+9,1 0,997
Estatura (cm) 175,7+7,2 176,3+5,0 0,791
IMC (kg/m?) 23,0+2,0 22,4+28 0,496
Dobra cutanea de coxa (mm) 14,3+5,8 13,6 £4,3 0,748
Pico de torque (N-m) 333,5+52,0 327,9+47,1 0,770
Altura do salto vertical (cm) 46,6 £5,1 49,6 £ 8,1 0,297
Espessura muscular (mm) 35,2+4,8 35,3+3,8 0,964

Os dados estéo expressos como meédia + desvio padrdo. IMC: indice de massa corporal; IAG: imerséo
em agua gelada.

5.1 Fung&o muscular

5.1.1 Forca muscular

N&o foi encontrada interacao significativa entre os fatores grupo X tempo para
forca muscular [F = 0,778, p = 0,588, ne? = 0,027, power = 0,303]. Entretanto, a forca
muscular apresentou significativo efeito do tempo [F = 44,305, p < 0,001, ne? = 0,613,
power = 0,999]. Os menores valores de forca muscular foram obtidos imediatamente
apos o DMIE (Figura 6A). Em ambos 0s grupos, a forga muscular retornou aos valores
pré apenas as 168 h apés o DMIE (p = 1,0).

-e- Grupo controle B
-0+ Grupo IAG
120+
E 100 e
3 B
] o
=]
80 T
3
3
L 604
T T T T T T T 70 y y ) 3 ’ 1 y
Pré P6s 24h 48h 72h 96h 168h Pré Pés 24h 48h 72h 96h 168h
Tempo Tempo

FIGURA 6 — Alteracdes sobre a funcdo muscular apés dano muscular induzido pelo exercicio. (A) Pico
de torque dos musculos extensores de joelho. (B) Altura do salto vertical. Os dados estdo expressos
como média *+ desvio padrdo. As diferencas intra e intergrupos foram analisadas por ANOVA de
modelos mistos com dois fatores. @ Diferente do valor pré independentemente do grupo experimental.

IAG: imersao em agua gelada.
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5.1.2 Altura do salto vertical

A altura do salto vertical ndo apresentou interacao significativa entre os fatores
grupo X tempo [F = 1,220, p = 0,301, ne? = 0,058, power = 0,465], porém apresentou
significativo efeito do tempo [F = 17,116, p < 0,001, ne? = 0,461, power = 0,999]. A
altura do salto vertical reduziu imediatamente apos o DMIE, sendo que 0os menores
valores foram observados as 48 h apés o DMIE (Figura 6B). Em ambos os grupos
experimentais, a recuperacdo da altura do salto vertical aos valores pré ocorreu as
168 h ap6s o DMIE (p = 0,188).

5.2 Marcadores de dano muscular

5.2.1 Espessura muscular

A espessura muscular apresentou interacdo significativa entre os fatores grupo
X tempo [F = 2,204, p = 0,04, ne? = 0,109, power = 0,758] com significativa diferenca
entre 0S grupos experimentais as 24 h apés o DMIE [F = 6,089, p = 0,024, ne> = 0,253,
power = 0,646] e significativo efeito do tempo [F = 12,024, p < 0,001, ne? = 0,400,
power = 0,999]. Imediatamente apés o DMIE, houve um aumento da espessura
muscular em ambos 0s grupos experimentais. Porém, a recuperacdo da espessura
muscular foi diferente entre os grupos (Figura 7). O grupo IAG retornou aos valores
pré as 24 h ap6s o DMIE (p = 0,900), enquanto o grupo controle retornou aos valores
pré apenas as 168 h apés o DMIE (p = 0,900).

-o- Grupo controle
130 ~©° Grupo IAG

1204
1104

1004

Espessura muscular (%

8

L] 1 ] ) ) ) 1
Pré P6s 24h 48h 72h 96h 168h
Tempo
FIGURA 7 — Alteracdes sobre a espessura muscular ap6s dano muscular induzido pelo exercicio. Os
dados estédo expressos como média + desvio padrdo. As diferencas intra e intergrupos foram analisadas
por ANOVA de modelos mistos com dois fatores. 2 Diferente do valor pré no grupo controle; ® Diferente

do valor pré no grupo IAG; ¢ Diferenca entre os grupos controle e IAG. IAG: imersdo em agua gelada.
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5.2.2 Dor muscular de inicio tardio

Em ambas avaliac6es da DMIT foram encontradas diferenca significativa entre
os grupos. Durante a CIVM, a DMIT apresentou diferenca significativa entre os grupos
as 168 h apos o DMIE (U = 30,5, p = 0,009, d = 0,678, power = 0,190, Figura 8A); e
durante a tarefa de sentar e levantar, as 96 h (U =41, p = 0,046, d = 0,717, power =
0,468) e 168 h apdés o DMIE (U =33, p=0,014,d = 1,131, power = 0,626, Figura 8B).
Durante ambas as avalia¢cfes, o pico de DMIT foi atingido as 48 h apds o DMIE tanto
no grupo controle, quanto no grupo IAG. As 168 h apds o DMIE, o grupo IAG retornou
aos valores pré em ambas avaliagdes (W =1, p = 0,317, d = 0,318, power = 0,586,
durante a CIVM; e W =6, p = 0,109, d = 0,339, power = 0,368, durante a tarefa de
sentar e levantar), enquanto o grupo controle ndo se recuperou da DMIT ao longo do
periodo investigado em nenhuma das avaliacdes (W =45, p = 0,008, d = 0,485, power
= 0,163, durante a CIVM; e W =45, p = 0,008, d = 1,017, power = 0,143, durante a

tarefa de sentar e levantar.
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FIGURA 8 — Alteracdes sobre a dor muscular de inicio tardio (DMIT) apés dano muscular induzido pelo
exercicio. DMIT reportada durante: (A) contragdo isométrica voluntaria maxima (CIVM); e (B) tarefa de
sentar e levantar. Os dados estdo expressos como média *+ desvio padrdo. As diferencas intergrupos
foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney e as diferen¢as ao longo do tempo foram analisadas pelo
teste de Wilcoxon. 2 Diferente do valor pré no grupo controle; ® Diferente do valor pré no grupo IAG; ¢

Diferenga entre os grupos controle e IAG. IAG: imersdo em agua gelada.

5.3 Marcadores bioquimicos
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Todos os marcadores bioquimicos investigados ndo apresentaram diferenca

do valor pré entre os grupos controle e IAG (p > 0,05, Tabela 3).

5.3.1 Atividade sistémica de creatina quinase

Ambos 0s grupos experimentais apresentaram aumento significativo da
atividade da CK as 24 h apdés o DMIE. No grupo IAG, a atividade da CK retornou aos
valores pré as 72 h apés o DMIE (W = 34,5, p = 0,155, d = 0,500, power = 0,547),
permanecendo estavel na sequéncia (Tabela 3). Entretanto, no grupo controle, a
atividade da CK ndo retornou aos valores pré ao longo do periodo investigado (W =
63, p = 0,008, d = 0,442, power = 0,091 as 168h). Interessantemente, as 168 h apds
o DMIE a atividade da CK atingiu 0 seu pico no grupo controle, e nesse momento foi
observada diferenca significativa entre os grupos experimentais (U = 18, p = 0,016, d
= 0,618, power = 0,162).

5.3.2 Marcadores de inflamacao sistémica

Alteracbes dos marcadores de inflamacéo sistémica estdo apresentadas na
Tabela 3. Os niveis de PCR aumentaram significativamente as 24 h apés o DMIE no
grupo IAG (W =52, p =0,013, d = 0,430, power = 0,267). Em relagdo a concentracao
de IL-6 e IL-10, ndo houve diferenca entre os grupos em nenhum dos momentos
avaliados (p > 0,05), bem como nenhum efeito do tempo em ambos 0s grupos
experimentais (p > 0,05). No grupo controle, a concentracdo de TNF-a aumentou
significativamente as 24 h ap6s o DMIE (W =28, p =0,018, d = 0,334, power = 0,104),
enquanto no grupo IAG a concentracdo de IL-1a aumentou significativamente as 72 h
apos o DMIE (W =15, p = 0,043, d = 0,413, power = 0,304).

5.3.3 Atividade sistémica de metaloproteinase-2 de matriz

A atividade da MMP-2 nao apresentou interagcao significativa entre os fatores
grupo X tempo [F = 1,139, p = 0,356, ne?>= 0,125, power = 0,316] e ndo apresentou
efeito do tempo apés o DMIE [F = 1,415, p = 0,251, ne? = 0,150, power = 0,390],
(Tabela 4).



TABELA 3 - Alteragdes apos dano muscular induzido pelo exercicio sobre a atividade sistémica de creatina quinase e marcadores de inflamacgao sistémica.

Grupos Tempo
Pré 24 h 48 h 72 h 168 h
CK (U/L) Controle 84,1+31.3 313,5 + 169,42 231,8 + 128,02 840,4 +1707,12 2932,0 + 6446,92°
IAG 86,4 +35,8 630,5 + 1058,6° 216,3 +117,5° 127,5+ 65,5 113,2+61,1
PCR (mg/L) Controle 04+04 08+1,0 05+1,1 0,3+0,6 0,5+0,8
IAG 0,4+0,5 1,2+1,3° 0,5+05 0,2+0,2 0,4+0,7
IL-6 (pg/mL) Controle 40+49 58+11,6 4,3+8,9 1,0+£0,1 1,1+04
IAG 4,1+10/4 59+ 16,2 3,7+8,8 10,9+ 22,0 3,5+6,9
TNF- a (pg/mL) Controle 20,3+£35,0 43,4 £ 60,22 52,2 +106,4 13,8 +24,4 239+31,6
IAG 9,3+19,1 30,3+54,4 32,9+£334,6 7,8+16,0 7,6 £139
IL-1a (pg/mL) Controle 254+84,1 64,7 £ 1475 36,6 £ 68,1 86,6 £ 142,7 100,7 +187,8
IAG 23,4+46,0 31,6 £68,1 315+£73,6 75,8 +120,3° 448 +91,0
IL-10 (pg/mL) Controle 129,4 + 229,3 229,2 +555,9 505,7 + 811,7 136,9 £252,9 164,1 + 238,9
IAG 39,5+99,7 98,9 +178,3 85,5 +£249,5 436,4 + 1203,7 62,4 £ 145,6

Os dados estéo expressos como média + desvio padrdo. 2 Diferente do valor pré no grupo controle;  Diferente do valor pré no grupo IAG; ¢ Diferenga entre os

grupos controle e IAG. CK: cretina quinase; PCR: proteina C-reativa; IL-6: interleucina-6; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL-1a: interleucina-1 alfa; IL-10:

interleucina-10; IAG: imersdo em agua gelada.

TABELA 4 - Altera¢bes apds dano muscular induzido pelo exercicio sobre atividade da metaloproteinase-2 de matriz.

Grupos Tempo
Pré 24 h 48 h 72 h 168 h
Atividade da MMP-2 (u.a.) Controle 19.449 + 4.767 21.774 £5.021 17.614 + 8.067 19.963 + 3.809 22.188 £ 4.733
IAG 16.753 £ 9.275 21.988 £ 8.257 19.511 + 8.431 19.420 + 5.392 17.340 £ 5.877

Os dados estao expressos como média + desvio padrao. MMP-2; metaloproteinase-2 de matriz; u.a.: unidade arbitraria; IAG: imersdo em agua gelada.

46
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5.4 Temperatura da pele e sensacao e conforto térmicos

Antes das intervencdes de recuperacao, a temperatura da pele apresentou-se
similar entre ambos os grupos experimentais (U = 95, p = 0,910, d = 0,316, power =
0,944). No grupo controle, nenhuma alteragéo significativa da temperatura da pele foi
observada ao longo dos 20 min de recuperagéao (p > 0,05, em todos os momentos de
investigacdo). Por outro lado, no grupo IAG observou-se reducéo significativa da
temperatura da pele ap6s 5 min de imersdo (W =7, p = 0,004, d = 6,070, power =
1,000). Ao longo do periodo de imersdo remanescente, a temperatura da pele
permaneceu significativamente reduzida em relacdo a temperatura antes da imerséo
(p < 0,05).

Antes das intervenc¢des de recuperacdo, a sensacao térmica reportada como
“1” = levemente morna, foi similar entre ambos os grupos experimentais (U = 95, p =
0,683, d = 0,190, power = 0,733). Entretanto, a partir dos 5 min de intervencéo, a
sensacao térmica entre os grupos diferenciou-se (U =5, p < 0,001, d = 2,752, power
= 0,914). O grupo IAG reportou a sensacao térmica como “- 2” = fria, apos 5 min de
intervencdo (W =0, p = 0,001, d = 1,850, power = 0,321) e, ao longo do periodo
remanescente de imersdo, reportou continuamente a sensagdo como “- 17 =
levemente fria (p = 0,001, para todos os momentos seguintes avaliados). Por sua vez,
0 grupo controle ainda reportou sensacdo “1” = levemente morna apés 5 min de
imersédo (p =1,00), e “0” = neutra entre os 10 min de intervencédo até os 20 min finais
(p < 0,05).

Em relacdo ao conforto térmico, antes das interven¢cdes de recuperacdo nao
houve diferenca entre os grupos (U =98, p = 1,000, d = 0, power = 1,000). Ambos os
grupos reportaram o conforto térmico como “0” = confortavel. Porém, a partir dos 5
min de intervencgéao foi observada diferenca entre os grupos (U = 182, p < 0,001, d =
2,264, power = 0,962). A partir dos 5 min de intervencao, o grupo IAG reportou a
intervencdo como “1” = pouco desconfortavel (p = 0,002, para todos os momentos
seguintes avaliados), enquanto o grupo controle reportou como “0” = confortavel

durante todo o periodo remanescente da intervencgéao (p > 0,05).
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TABELA 5 - AlteragGes da temperatura da pele, sensagdo e conforto térmicos ao longo das

intervencdes de recuperacdo em ambos 0s grupos experimentais ap6s DMIE.

Grupos  Tempo

Pré 5 min 10 min 15 min 20 min
Temperatura Controle 32,0+1,7 32,1+14 31,9+1,2 322+14 32,3+14
da pele (°C) IAG 325+x14 13,1 £ 2,9°¢ 15,1 £ 1,3b¢ 12,2 £1,7°¢ 12,0 £ 1,5°¢
Sensacao Controle Levemente Levemente Neutra (0)2 Neutra (0)2 Neutra (0)2
térmica morna (1) morna (1)
IAG Levemente  Fria (-2)>¢ Levemente Levemente Levemente
morna (1) fria (-1)Pc fria (-1)>c fria (-1)>°
Conforto Controle Confortavel Confortavel Confortavel Confortavel Confortavel
térmico 0) 0) 0) 0) 0)
IAG Confortavel Pouco Pouco Pouco Pouco
0) desconfortavel desconfortavel desconfortavel desconfortavel

(1) (1) (1) (1)
Os dados estéo expressos como média + desvio padréo. 2 Diferente do valor pré no grupo controle; °

Diferente do valor pré no grupo IAG ; ¢ Diferenga entre os grupos controle e IAG. IAG: imersdo em agua

gelada.

6 DISCUSSAO

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito de multiplas
IAG ap6s o DMIE sobre a recuperacéo da funcdo muscular e, os marcadores de dano
muscular, de inflamacéo sistémica e de degradacdo da MEC. A hipétese inicial foi
confirmada parcialmente. De fato, as multiplas IAG atenuaram o dano muscular, uma
vez que aceleraram a reducdo da espessura muscular, da DMIT e da atividade
sistémica da CK em relacédo ao grupo controle. Entretanto, a recuperacéo da funcéo
muscular, a inflamacéo sistémica e a degradacdo da MEC ndo apresentaram
diferenca entre o grupo IAG e o grupo controle.

No presente estudo, as multiplas IAG (10 °C, 20 min) ndo foram efetivas para
acelerar a recuperacao de ambas as avalia¢des relativas a fungdo muscular: forca e
altura do saldo vertical. De fato, ha uma inconsisténcia dos achados relativos a
recuperacdo da funcdo muscular entre os estudos que investigaram o efeito de
multiplas IAG ap0s uma unica sessao de DMIE (Crystal et al., 2013; Eston & Peters,
1999; Goodall & Howatson, 2008; Howatson et al., 2009; Ingram et al., 2009;
Kuligowski et al., 1998; Machado et al., 2017; Skurvydas et al., 2006; Vaile et al., 2008;

Yanagisawa et al., 2003). Machado e coautores investigaram o efeito de multiplas IAG
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em protocolos com diferentes temperaturas, e encontraram que multiplas IAG a 14 °C
com duracdo de 15 min favoreceram recupera¢do mais rapida da forca isométrica
maxima em relacdo a multiplas IAG a 9 °C com duracédo de 15 min (Machado et al.,
2017). Contudo, ndo houve diferenca entre a recuperacdo do grupo controle e as
multiplas IAG, independentemente da temperatura (Machado et al., 2017). Por outro
lado, Vaile e coautores (Vaile et al., 2008) identificaram que mdltiplas IAG a 15°C com
duracdo de 14 min aceleraram a recuperacdo da forca de reacdo isométrica e da
poténcia avaliadas pelo squat jump, quando comparadas a recuperacao passiva.
Skurvydas e coautores (Skurvydas et al., 2006) observaram que multiplas imersdes a
15 °C com duracao de 30 min, aplicadas ao longo das primeiras 24 h, aceleraram a
recuperacdo da forca isométrica maxima, da forca evocada e da altura do salto
vertical. J&4 Ingram e coautores (Ingram et al., 2009) verificaram que multiplas
imersbes a 10 °C com duracdo de 10 min favoreceram a recuperacao da forca
isométrica maxima e a performance no sprint. A inconsisténcia em relacdo aos
achados relativos a recuperacéo da funcdo muscular pode ser atribuida a variedade
de: perfis dos participantes, protocolos de IAG (duracao e temperatura); e métodos de
avaliacdo da funcdo muscular. Enquanto, na maioria dos estudos ndo houve um
controle do nivel de atividade fisica dos participantes (Crystal et al., 2013; Eston &
Peters, 1999; Goodall & Howatson, 2008; Howatson et al., 2009; Kuligowski et al.,
1998; Machado et al., 2017; Skurvydas et al., 2006; Yanagisawa et al., 2003); no
presente estudo, foi adotado como critério de excluséo, histdria recente de prética de
exercicio resistido ou pliométrico intenso; contudo, nos estudos de Vaile e coautores
e Ingram e coautores, a familiaridade dos participantes com a modalidade de
exercicios que foram escolhidos para o protocolo de DMIE pode ter contribuido para
os achados favoraveis das multiplas IAG sobre a recuperacdo da fungcdo muscular
(Ingram et al., 2009; Vaile et al., 2008). No que se trata dos protocolos de IAG, estudos
prévios tém sugerido que IAG com agua em temperaturas mais extremas (9 - 10 °C
versus 14 - 15 °C) e de duracdo prolongada (20 min versus 14 e 15 min) séo
desfavoraveis a recuperagdo da funcdo muscular (Machado et al., 2017, 2016; Vaile
et al., 2008; Vieira et al., 2016). De fato, a reducao a temperatura tecidual durante a
IAG é inversamente proporcional a temperatura da agua e diretamente proporcional a
duracdo da imersdo (Peiffer, Abbiss, Watson, Nosaka, & Laursen, 2009). Um

resfriamento excessivo do tecido pode causar estresse celular e exacerbar a resposta
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inflamatoria, que consequentemente pode prejudicar a recuperacao do DMIE (Broatch
et al., 2018; Paulsen et al., 2012; Gillian E White et al., 2014). No estudo de Skurvydas
e coautores as multiplas aplicacdes de IAG foram concentradas entre as primeiras 24
h apés o DMIE (imediatamente, 4 h, 8 h e 24h) (Skurvydas et al., 2006). De fato, no
presente estudo as maiores alteragdes da funcdo muscular ocorreram entre 24 e 48
h. Em conjunto esses achados corroboram para o entendimento de que as alteragdes
estruturais e morfolégicas ocorrem precocemente na fase de destruicédo e inflamacéo,
e multiplas aplicacdes devem ser realizadas com breves intervalos (< 24 h) entre elas
nas primeiras 72 h. Finalmente, tratando-se dos métodos de avaliacdo da funcéo
muscular, a maioria dos estudos avaliaram a forca isométrica méxima de um anico
grupo muscular e observaram recuperacédo similar entre os grupos IAG e controle
(Crystal et al., 2013; Eston & Peters, 1999; Goodall & Howatson, 2008; Howatson et
al., 2009; Kuligowski et al., 1998; Machado et al., 2017). Entretanto, a crioterapia
parece favorecer mais a recuperacdo de outros parametros de fungdo muscular
(Ingram et al., 2009; Skurvydas et al., 2006). Por exemplo, quando a funcdo muscular
foi avaliada por saltos em estudos prévios que realizaram uma Unica IAG, observou-
se que a recuperacao da funcdo muscular foi mais rapida nos grupos IAG, mas ainda
sem diferenca significativa em relagdo aos grupos recuperacao passiva (Vieira et al.,
2016; Gillian E White et al., 2014), sugerindo-se que a IAG exerce uma acao sobre o
ciclo encurtamento-alongamento, mas que ainda € necessario investigar o provavel
mecanismo (Vieira et al., 2016; Gillian E White et al., 2014).

Como esperado, a espessura muscular aumentou imediatamente apés o DMIE
em ambos 0s grupos experimentais (Yanagisawa, Kudo, Takahashi, & Yoshioka,
2004). O aumento da espessura muscular representa o edema decorrente do dano
dos tecidos conectivo e muscular, ou do aumento da permeabilidade vascular ou
presséo oncotica, ou da combinacédo de todos esses fatores (Clarkson & Hubal, 2002;
Yanagisawa et al., 2004). No presente estudo, as multiplas IAG diminuiram a
perpetuacdo do edema, visto que no grupo IAG a espessura muscular retornou aos
valores pré as 24 h (ap6s a uma Unica imerséo), enquanto que no grupo controle
retornou apenas as 168 h apdés o DMIE. Provavelmente, o efeito da pressao
hidrostatica (Wilcock et al., 2006) associado a vasoconstriccdo induzida pela baixa
temperatura (Yanagisawa et al., 2004) reduziram o fluxo sanguineo local e a

permeabilidade dos capilares e vasos linfaticos, diminuindo a difusdo de fluidos para
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0 tecido muscular (Merrick, 2002). Dessa forma, as mudltiplas IAG impediram a
perpetuacdo dos mecanismos que contribuem para a formagéo do edema e reduziram
a difuséo de fluidos pelo tecido muscular (Merrick, 2002). Além do mais, as diferencas
encontradas entre os grupos controle e IAG podem ser atribuidas a capacidade da
crioterapia em reduzir o metabolismo celular, a sintese de citocinas inflamatorias e de
ERO, e assim favorecer a preservacédo das estruturas musculares e das miofibras,
reduzindo o dano muscular secundario (Merrick, 2002; Siqueira et al., 2016).

No que se refere ao gerenciamento da DMIT, revisbes sistematicas e
metandlises tém sugerido que a IAG é uma estratégia de recuperacdo melhor do que
recuperagdo passiva ou nenhuma intervengao (Bleakley et al., 2012; Hohenauer et
al., 2015; Leeder et al., 2012; Machado et al.,, 2016). Em conformidade as com
revisdes sistematicas e metanalises (Bleakley et al., 2012; Hohenauer et al., 2015;
Leeder et al., 2012; Machado et al., 2016), o presente estudo demonstrou que o grupo
IAG apresentou reduzidas taxas de DMIT em comparagcdo ao grupo controle e
recuperou totalmente da DMIT as 168 h apés o DMIE, enquanto o grupo controle ainda
referia DMIT. A presenca prolongada da DMIT esta de acordo com estudos prévios
gue adotaram o mesmo protocolo de DMIE (Goodall & Howatson, 2008; Miyama &
Nosaka, 2004a; Vieira et al., 2016) e, uma Unica IAG também néo foi eficiente para o
controle da DMIT em relacdo ao grupo controle (Vieira et al., 2016). A inconsisténcia
entre o pico da CK e o pico de DMIT, sugere que a longa duracédo da DMIT ndo pode
ser completamente atribuida a magnitude do dano muscular (Cheung et al., 2003). .
Ha sugestdes de que a DMIT esta mais relacionada a inflamacédo da MEC, que ao
dano do muscular em si (J. M. Peake, Neubauer, et al., 2017). Provavelmente, os
estudos que realizaram multiplas imersées em IAG nao observaram o retorno da DMIT
aos niveis pré exercicio em nenhum grupo experimental, porque o periodo de
seguimento de avaliacdo da DMIT foi relativamente curto (96 h) (Crystal et al., 2013;
Eston & Peters, 1999; Howatson et al., 2009; Skurvydas et al., 2006; Vaile et al., 2008).
Apesar de Machado e coautores reportarem que multiplas IAG reduziram a DMIT, ha
de se considerar que essa reducgédo foi apontada imediatamente e 40 min apos I1AG
(Machado et al., 2017). E héa diferencgas entre os mecanismos de analgesia de curto
prazo, daqueles de longo prazo encontrados no presente estudo. ApOs crioterapia, a
analgesia a curto prazo pode ser provocada pela redugdo na velocidade de

condutancia de nervos sensoriais e motores, 0 que respectivamente limita a dor e
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espasmos reflexos (Herrera, Sandoval, Camargo, & Salvini, 2010), bem como pela
ativacdo dopaminérgica da via mesolimbica (Gear, Aley, & Levine, 1999). Ja a
analgesia de longo prazo é atribuida a alteracdes no deslocamento de fluidos, assim
favorece: a nutricdo e o transporte de detritos (Yeung et al.,, 2016); a reducédo do
edema muscular, prevenindo a compressao nervosa (Swenson et al., 1996), e a
reducdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-13, IL-6 e TNF-a), que uma vez
presentes podem mediar a atividade do nociceptor no tecido muscular (Zhang & An,
2007).

Em consonancia com estudos prévios, no presente estudo foi observado que
multiplas IAG reduziram a atividade sistémica da CK apds o DMIE (Eston & Peters,
1999; Skurvydas et al., 2006; Vaile et al., 2008). Entretanto, entre os estudos observa-
se uma discrepéancia entre os momentos de reducao da atividade sistémica da CK. No
estudo de Vaile e coautores, o fato dos participantes serem praticantes de exercicio
resistido e, portanto, menos vulneraveis ao dano, pode ter contribuido para a reducdo
relativamente precoce (as 24 e 72 h) da atividade sistémica da CK no grupo mdltiplas
IAG apds protocolo de contracBes excéntricas bilaterais em leg press (Vaile et al.,
2008). Ja no estudo de Eston e Peters, o protocolo de DMIE foi realizado
unilateralmente com os musculos flexores de cotovelo (Eston & Peters, 1999). Apesar
dos membros superiores serem mais susceptiveis ao dano em relacdo aos membros
inferiores (Nosaka, Aldayel, Jubeau, & Chen, 2011), o fato da atividade sistémica da
CK ter reduzido tardiamente no presente estudo (168 h) em relacdo ao estudo de
Eston e Peters (as 48 e 72h), pode ser justificada pelo protocolo de drop jumps que
envolve massa muscular proporcionalmente maior. O estudo de Skurvydas e
coautores também aplicou o protocolo de drop jumps em participantes destreinados
e, as 24 h pés DMIE, a atividade sistémica da CK apresentou reduzida entre o grupo
multiplas IAG em relacdo ao grupo controle, provavelmente devido ao protocolo de
multiplas IAG incisivo nas primeiras 24 h (Skurvydas et al., 2006). Interessantemente,
o grupo controle do presente estudo demonstrou um padréo bifasico da atividade da
CK, com um primeiro pico as 24 h apés o DMIE, e um segundo pico ainda maior as
168 h apo6s o DMIE. Estudos prévios que usaram protocolo de DMIE similar
descreveram o mesmo padrao bifasico (Miyama & Nosaka, 2004b; Vieira et al., 2016).
Esse segundo pico de atividade sistémica da CK ocorre pois com a ruptura das

miofibras, a CK é liberada no liquido intersticial e pode ser conduzida primeiramente
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ao sistema linfatico e s6 posteriormente atingir a corrente sanguinea (Clarkson &
Hubal, 2002). A interpretacéo da atividade sistémica da CK deve ser cautelosa, pois
ha uma grande variabilidade inter-individuos no que tange a liberacdo e depuracao da
CK, que pode ser influenciada por fatores étnicos, genéticos e até mesmo pela
capacidade individual de gerar energia (Baird et al., 2012).

Em resposta ao DMIE, € importante o adequado balango entre citocinas proé-
inflamatorias (como TNF-a e IL-1a) e anti-inflamatérias (como IL-10) para a apropriada
regeneracao dos tecidos muscular e conectivo adjacente (J. Peake et al., 2005). Os
achados relativos as citocinas inflamatorias sdo inconsistentes no presente estudo e,
nao confirmam a hipétese inicial de que o protocolo de multiplas IAG reduz a resposta
inflamatoria em relacdo a recuperacdo passiva. A resposta inflamatoria apés DMIE
apresenta alta variabilidade inter-individuos, havendo individuos “respondedores” e
“ndo respondedores” para um mesmo protocolo de DMI, o que dificulta esse tipo de
avaliacao (Tidball & Villalta, 2010).

No presente estudo, observou-se que o nivel da PCR aumentou
significativamente as 24 h ap6s o DMIE no grupo IAG. Por sua vez, Ingram e
coautores, observaram aumento significativo da PCR as 24 h em ambos o0s grupos
experimentais, sem diferenca do retorno aos niveis basais entre os grupos ao longo
do periodo avaliado (Ingram et al., 2009). A PCR, est4 associada a resposta pré
inflamatoria pois € produzida pelo figado em resposta ao aumento da IL-6 e é
responsavel por atrair macréfagos para fagocitar as células mortas. Mas também esta
associada a resolucéo da inflamacao, por inibir a sintese de citocinas pré inflamatérias
pelos macrofagos M1 e induzir a sintese de citocinas anti-inflamatorias por mondécitos
circulantes (Pue et al., 1996). Os achados do presente estudo estdo em divergéncia
com metanalise que apontou que a crioterapia reduziu os niveis de PCR as 48h
(Hohenauer et al., 2015). Os achados da metanalise ndo sé&o conclusivos, visto que
foram poucos os estudos que investigaram os niveis de PCR e, entre esses poucos
estudos, o numero de participante foi pequeno e as modalidades de crioterapia foram
heterogenias (Hohenauer et al., 2015). Além do mais, entre os estudos que analisaram
o nivel de PCR e de mais um marcador inflamatorio, ndo foi encontrada diferenca
entre 0s grupos crioterapia e controle (Hohenauer et al., 2015). Pournot e coautores
ao investigarem o efeito de multiplas (imediatamente, 24 h, 48 h, 72 h) sessdes de

crioterapia de corpo inteiro (3 min a -110 °C) ap0s exercicio aerobio (simulacdo de
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corrida em trilha, 48 min) observaram a diminui¢cdo do nivel de PCR em todos os
momentos investigados apés o DMIE (Pournot et al., 2011). Provavelmente, essa
diferenca da resposta dos niveis de PCR, entre 0 presente estudo e o estudo de
Pournot e coautores, esta relacionada as diferentes modalidades de exercicio
(resistido versus aerdbio) adotadas entre os protocolos de DMIE (Broatch et al., 2018)
e a magnitude de resfriamento tecidual induzido pelos diferentes protocolos de
crioterapia (Donges, Duffield, & Drinkwater, 2010; J. Peake et al., 2008).

A IL-6 tem sido caracterizada como uma miocina responsiva a inflamacéo. Por
um lado a IL-6 responde a carga mecanica imposta pelo exercicio, exercendo um
efeito pro-inflamatorio e, por outro, a IL-6 inibe a producdo de TNF-a e potencializa a
producado de IL-10, sugerindo um efeito anti-inflamatério (J. Peake et al., 2005). No
presente estudo, ndo houve diferenca entre os grupos IAG e controle em relacéo as
concentracbes de IL-6 e IL-10. Pournot e coautores também n&o identificaram
nenhuma diferenca nas concentracdes de IL-6 e IL-10 apdés multiplas sessbes de
crioterapia de corpo inteiro (Pournot et al., 2011). Contudo, White e coautores
investigaram o efeito de uma Unica IAG em protocolos com diferentes temperaturas e
duracdes, e identificaram que o grupo controle e o grupo Unica IAG a 20 °C com
duracdo de 10 min apresentaram reducdo do nivel de IL-6 as 2 h apés o DMIE
diferentemente dos outros grupos de IAG (20 °C com duracgéo de 30 min, 10 °C com
duracdo de 10 min, 20 °C com duracédo de 30 min) que retornaram aos niveis pré
apenas as 24 h (Gillian E White et al., 2014). Portanto, como ja discutido, a magnitude
do resfriamento do protocolo de IAG parece ter sido determinante nesse achado. E
considerando que a concentracao sistémica de IL-6, geralmente, retorna aos valores
pré nas primeiras 24 h apés o DMIE, mas ndo aumenta apenas em resposta a carga
mecanica do exercicio, ndo esta claro se multiplas IAG (10°C, 20 min) podem interferir
na concentragéo de IL-6. Pois, no presente estudo, ndo foram realizadas coletas de
sangue imediatamente apos cada IAG e/ ou no intervalo das primeiras 24 h apos o
DMIE (J. M. Peake, Roberts, Figueiredo, Egner, Krog, Aas, Suzuki, Markworth,
Coombes, Cameron-smith, etal., 2017; Pournot et al., 2011; G E White & Wells, 2013).

O TNF-a intermedia a ativacdo de mondcitos em macrofagos de fenotipo M1,
0S quais sintetizam mediadores pré inflamatorios, como IL-1i, IL-1q, IL-12 e Oxido
nitrico, que por sua vez recrutam mais células inflamatdrias. Em conjunto, macréfagos

M1 e mediadores pro inflamatorios iniciam a degradacao do tecido comprometido pelo
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dano e assim, favorecem o edema local (Forbes & Rosenthal, 2014).
Interessantemente, 0 grupo controle apresentou aumento significativo da
concentracdo de TNF-a as 24 h ap6s o DMIE e presenca duradoura da atividade de
CK, do edema muscular e de reduzido desempenho muscular. Além disso, no grupo
IAG, foi observado um pico na concentracdo de IL-1a as 72 h ap6s o DMIE. Esse
achado corrobora com a hipétese de que a redugcdo na temperatura muscular pela
crioterapia pode atrasar a ativacao da calpaina e, assim, atrasar a cascata inflamatéria
e prejudicar o processo de regeneracao (Takagi et al., 2011). Em geral, o DMIE esta
associado a ruptura da membrana celular e, assim, permite que o Ca?* invada a
miofibra e ative a calpaina presente no citosol (Takagi et al., 2011). A calpaina
intensifica a degradacdo de proteinas contrateis e catalisa o precursor da IL-1a,
tornando essa molécula ativa (Dinarello, 2009). De fato, Takagi e coautores,
observaram no tecido muscular que a crioterapia atrasou em torno de 24 h o pico da
contagem de macrofagos e em torno de 48 h a expressao de TFG- e IGF-1 (Takagi
et al., 2011). Esse atraso da cascata inflamatoria foi associado ao depdsito excessivo
de colageno durante o processo de regeneracdo (Takagi et al., 2011). No presente
estudo ndo é possivel concluir que as multiplas IAG alteraram o depdsito de coladgeno
durante o processo de regeneracéo, visto que a atividade da MMP-2 se apresentou
similar entre ambos os grupos experimentais e nao foi observado nem mesmo efeito
DMIE. Tayebjee e coautores, do mesmo modo, ndo encontraram alteracéo
significativa na atividade de MMP-2 apds um teste na esteira (Tayebjee, Lip, Blann, &
MacFadyen, 2005). Entretanto, mesmo sem nenhuma interven¢cdo apos o DMIE foi
observado que alguns participantes apresentaram um elevado aumento da atividade
de MMP-2 enquanto outros apresentaram indetectaveis alteracdes da atividade de
MMP-2 (Tayebjee et al., 2005). Os autores destacaram a importancia de categorizar
a atividade de MMP-2 devido a essa extensa variabilidade inter-individuos (Tayebjee
et al., 2005). Interessantemente, um estudo em modelo animal demonstrou que
apenas exercicios de alta intensidade promoveram um aumento significativo da
atividade de MMP-2 e, principalmente em musculos compostos predominantemente
por fibras rapidas (Carmeli, Moas, Lennon, & Powers, 2005). Muito provavelmente,
esses achados incongruentes a respeito da atividade sistémica de MMP-2 pés

exercicio também indica diferencas entre analises realizadas utilizando o proprio
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tecido muscular ou material sistémico, como o plasma utilizado aqui (Carmeli et al.,
2005; Tayebjee et al., 2005).

Todas as estratégias de recuperacdo de DMIE, incluindo a IAG, tém sido
influenciadas pelo efeito placebo (Rattray, Argus, Martin, Northey, & Driller, 2015).
Devido a popularidade da IAG, pode ser assumido que a maior parte dos participantes
ja ouviram falar das suas supostas vantagens e isso pode ter interferido nas
avaliacbes (Hohenauer et al., 2018) tanto subjetivas, quanto relacionadas ao
desempenho muscular (Mawhinney et al., 2017), de forma a confundir os achados.
Broatch e coautores realizaram estudo que suporta que o efeito placebo sobrepde
pelo menos em parte os efeitos da IAG (Broatch et al., 2014). O procedimento
experimental fez com que os participantes acreditassem que o liquido adicionado a
agua termoneutra era vantajoso para a recuperacao muscular. Surpreendentemente,
a estratégia placebo foi tdo efetiva quanto a IAG na recuperacédo da forca muscular e
na dor, vigor e prontidao referidos (Broatch et al., 2014). Se o efeito placebo afeta os
achados de estudos que investigam IAG, essa é uma importante questao que tem que
ser elucidada. Entretanto, como ja pontuado anteriormente (J. M. Peake, Roberts,
Figueiredo, Egner, Krog, Aas, Suzuki, Markworth, Coombes, Cameron-Smith, et al.,
2017), os efeitos subjetivos durante e apos as estratégias de recuperacao tém sua
importancia. No presente estudo, mesmo que a recuperacao da funcao nao tenha sido
acelerada pelas multiplas 1AG, considerando outros desfechos, as mudltiplas IAG
podem ser percebidas como efetivas e essa percepcdo pode encorajar atitudes
positivas dos individuos apés o DMIE.

E importante destacar as limitagdes do presente estudo. Primeiro, a aplicacéo
de multiplas IAG foi restrito a uma populacdo de adultos jovens, sem doenca
diagnosticada e sem familiaridade com exercicios resistidos e/ ou pliométricos. Apesar
da maioria dos participantes de estudos que investigam os efeitos da IAG na
prevencéao e tratamento de DMIT serem com esse perfil de individuos, no geral séo
os atletas que utilizam a IAG regularmente (Bleakley et al., 2012). Portanto, outros
estudos comparativos sdo necessarios para investigar essa populacédo especifica.
Segundo, com o objetivo de determinar a regeneracdo muscular seriam interessantes
avaliacdes adicionais para ter maiores informacoes a respeito das alteracdes locais,
como, por exemplo, biopsia muscular (Sarver, 2017) e mensuracdo da temperatura

intramuscular (Mawhinney et al., 2017). Entretanto, vale ressaltar que multiplas IAG
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aumentam o risco de contaminacdo na regido de acesso a esses procedimentos
invasivos. Terceiro, a alimentacao influencia na velocidade da recuperacdo muscular
apos DMIE, entretanto nao foi realizada avaliacdo prévia dos habitos alimentares de
cada participante e nem mesmo foram dadas orientacdes nutricionais para serem
seguidas durante o experimento (Beelen, 2010). Adicionalmente, seriam interessantes
avaliac6es que minimizem o efeito placebo para elucidar os reais efeitos fisioldégicos
da IAG como, por exemplo, avaliacdo de mecanismos centrais e periféricos
neuromusculares (Pointon, Duffield, Cannon, & Marino, 2011; Rattray et al., 2015).
Quarto, a adicdo de um grupo que realizasse uma unica IAG poderia ter sido
interessante para determinar se a magnitude do efeito entre multiplas e uma Unica
IAG. Finalmente, apesar da atividade da MMP-9 ter sido detectada na analise dos géis
de zimografia, a atividade da MMP-9 nao foi mensurada devido a interferéncia da
coagulacao fibrinolitica que pode aumentar o conteddo de MMP-9 plasmatica
(Mannello, 2008).

7 CONCLUSOES

Em resumo, multiplas IAG ap6és o DMIE reduziram a magnitude do dano
muscular, como observado pela avaliacdo da espessura muscular, DMIT e atividade
de CK. Entretanto, ndo alterou a recuperacao da fungcdo muscular, os marcadores de
inflamacédo e de degradacédo da MEC. Portanto, a aplicacdo de multiplas IAG ap6s o
DMIE podera ser recomendada como estratégia que pode favorecer a reducao do
dano, mas sem a expectativa de acelerar a recuperacdo entre as sessbes de
reabilitacdo, de treinamento ou de competicdo. Além disso, sugere-se que futuros
estudos substituam o grupo controle por intervencéo placebo, a fim de evitar que a
crenca popular em supostas vantagens relacionadas a recuperacdo muscular pela

crioterapia influenciem na construgéo das evidéncias.
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

" Universidade de Brasilia
-‘ Faculdade de Ciéncias da Saude

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saude

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

O senhor esta sendo convidado a participar do projeto “Efeitos de diferentes
temperaturas de imersdo em agua gelada no desempenho e recuperacao
muscular apés dano muscular induzido pelo exercicio”.

O objetivo desta pesquisa € comparar os efeitos da crioterapia realizada com
diferentes temperaturas sobre a recuperacdo muscular apds o exercicio de alta
intensidade.

O senhor recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer
da pesquisa e lhe asseguramos que seu nome nao aparecera, sendo mantido o mais
rigoroso sigilo através da omissao total de quaisquer informacfes que permitam
identifica-lo.

A sua participacdo sera por meio de 06 (seis) visitas ao Laboratorio de
Treinamento de Forca da Faculdade de Educacéao Fisica (FEF), durante uma semana,
nos dias Uteis, respeitando sempre o mesmo horario. Em todas as visitas serdo
realizados os seguintes testes: registro de imagem de ultrassonografia; medidas da
forca muscular e do desempenho no salto vertical; e coletas sanguineas por
profissional habilitado e com materiais descartaveis, conforme as prerrogativas da
ANVISA, com finalidade de mensurar marcadores quimicos e inflamatérios do dano
muscular. Apenas na primeira visita os testes seréo realizados em dois momentos,
antes e apés um protocolo de saltos, sendo que nessa visita, a coleta sanguinea sera
realizada somente antes do protocolo de saltos. Ainda na primeira visita, sera
sorteado o grupo experimental o qual o senhor ira compor, podendo ser submetido a
um protocolo de crioterapia (aplicacdo Unica de imersao em agua gelada a 5°C, ou
15°C, ou 4 aplicacdes a 10°C sendo a primeira imediatamente apds, a segunda 24h,
a terceira 48h e a quarta 72h ap0s o exercicio), ou mesmo podera compor 0 grupo
controle, que nado receberd nenhuma intervencéo. A primeira sessao tera a duracgao
aproximada de 60 minutos e as demais durardo aproximadamente 30 minutos para a
realizacdo de todos os procedimentos.
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E necessario o senhor estar ciente da importancia em relatar qualquer alteracao
ou complicacdo do seu estado de saude na avaliacao clinica. A avaliagdo ndo exclui
a possibilidade de complicacbes de saude decorrentes do protocolo de exercicio,
tendo em vista que a avaliagdo clinica ndo € capaz de reconhecer as disfuncdes de
saude como miopatias, hematopatias e insuficiéncia renal que ndo tenham
manifestado sinais ou sintomas até o presente momento.

Informamos que o senhor pode se recusar a participar de qualquer
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Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia. Os esclarecimentos das duvidas com
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OFEN Multiple Cold-Water Immersions
Attenuate Muscle Damage but
notAlter Systemic Inflammation

et 15 e 018 “and Muscle Function Recovery: A
msemrn®t - parallel Randomized Controlled
Trial

Angelina Freitas Siqueira(', Amilton Vieira?, Martim Bottaro®, Jodo Batista Ferreira-JUnior(2*,
: Otavio de Toledo Nobrega®, Vinicius Carolino de Souza®, Rita de Cassia Marqueti®,
: Nicolas Babault(” & Joao Luiz Quagliotti Durigan®

The aim of this study was to investigate the effects of multiple cold-water immersions (CWIls) on muscle

: function, markers of muscle damage, systemic inflammation and ECM degradation following exercise-

¢ induced muscle damage (EIMD). Thirty physically active males were randomly assigned to either a

control (n=15) or cold-water immersion (CWI) group (n=15). The CWI group performed one immersion

i (10°C for 20min) at post-exercise and every 24 h for the following 72 h, while the control group remained

: inaseated position during these corresponding periods. Muscle strength, vertical jump height, muscle

¢ thickness, delayed-onset muscle soreness (DOMS), systemic creatine kinase (CK), C-reactive protein

i (CRP), inflammatory cytokines and matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) activity were assessed at Pre,
Post, 24, 48, 72, 96 and 168 h following EIMD. Mo significant time x group interaction was obtained for

 muscle strength, vertical jump height recovery and MMP-2 activity (p = 0.05). At 24 h, muscle thickness

: fromthe CWI group returned to baseline and was lower than the control (p=0.04). DOMS retumed to

: baseline at 168 h for the CWI group (p =0.103) but not for the control (p=0.008). At 168 h, CK showed a

¢ time-group difference with a greater peak for the control group (p=0.016). In conclusion, multiple CWis

¢ attenvated muscle damage, but not altered systemic inflammation and muscle function recovery.

¢ 'The long-lasting impairment in muscle performance subsequent to unaccustomed and/or eccentric exercises has
i been referred as exercise-induced muscle damage (EIMD)'. EIMD causes an increase in inflammatory markers
¢ in the blood, associated with an increase of edema and delayed onset muscle soreness (DOMS), as well as a pro-
¢ longed impairment in muscle strength, and range of motion?. Therefore, different strategies of muscle recovery
: have been employed to minimize EIMD. One strategy widely used today in both clinical settings and sports activ-
¢ ities is cryotherapy using cold-water immersion (CWI)® at temperatures lower than 15°C",

: Although the mechanisms related to the benefits of CWT are not completely understood, it has been sug-
: gested that the decrease in muscle temperature causes a reduction in the metabolic rate, reactive oxygen species
: (ROS) production, and the inflammatory process, which may minimize secondary muscle damage®. In addition,
: alterations in intramuscular blood and lymphatic flow may occur partly because of cold-induced vasoconstric-
: tion and/or hydrostatic pressure®. It has been reported that the magnitude of the potential physiological changes

i *Physical Education Program, University of Brasilia, Brasilia, Brazil. *Physical Education Department, UDF University
: Center, Brasilia, Brazil. *Physical Education College, University of Brasilia, Brasilia, Brazil. “Federal Institute of
 Sudeste of Minas Gerais, Rio Pomba, Brazil. *Health Sciences Graduation Program, University of Brasilia, Brasilia,
{ Brazil. SRehabilitation Sciences Graduation Program, University of Brasilia, Brasilia, Brazil. INSERM 1083, Faculty
: of SportScience, University of Burgundy-Franche -Comté, Dijon, France. Correspondence and requests for matenals
i should beaddressed to J.L.Q.D. (email: durigan@unb.br)
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Age (years) 199+ 1.4 20514 0.284
Bady mass (kg) T13+0.4 713401 0.997
Height (cm) 1757 +7.2 1763£5.0 0791
BMI (kg/m?) 230+20 224428 0496
‘Thigh skinfold (mm) | 143+58 13643 0.748
Peak torque (N-m) | 3335 £52.0 32794471 0770
CM] height (cm) 466+5.1 49681 0.207

Table 1. Age, body mass, height, body mass index (BMI), thigh skinfold, baseline knee extensors peak torque
and countermovement jump (CM]) height from subjects of each experimental group. Data are expressed as
mean + SD. The differences between groups were analyzed using Student’s test. No difference was observed in
the physical characteristics between groups (p = 0.05). CWL: cold-water immersion.

related to CWI depends on the water temperature™, immersion duration, and frequency™. However, desplte the
widespread use of CWT, the optimal protocol to elicit the required physiological response remains unknown™*

The use of cryotherapy has been recommended for the first 72 h after muscle damage'!. The theore‘ucn]
hypothesis that underpins this recommendation is related to its intensive treatment during the destruction
phase of muscle regeneration'®. The destruction phase, lasting 0-72 h, is characterized by cell membrane rupture,
myofiber death, muscle edema and the inflammatory process”. To our knowledge, few studies'*'" have explored
the effects of multiple CWTs during the first 72 h after a single bout of EIMD on acute recovery and muscle func-
tion. Some of these studies demonstrated that this recovery strategy reduces subjective ratings of DOMS "7 and
perceived exertion", attenuates indirect markers of muscle damage'*'%, and accelerates the recovery of functional
muscle performance'™'”. However, there is conflicting evidence from previous studies and there is no clear con-
sensus supporting the use of multiple CW1s administration in humans.

We have previously demonstrated in an animal model that multiple administrations of cryotherapy during
the destruction phase can reduce the inflammatory process through a decrease in macrophage infiltration'®. In
the same study, cryotherapy also reduced the release of messenger RNA levels of tumor necrosis factor alpha
(TNF-rx), and extracellular matrix (ECM) degradation markers (matrix metalloproteinase-9, MMP-9)'%, Siqueira
and coauthors' also reported that multiple cryotherapy administrations relieved the production of ROS after
muscle injury. Since the balance of pro- versus anti-inflammatory cytokines plays a key role in muscle regenera-
tion by affecting the activation of satellite cells and matrix metalloproteinases (MMPs), a clear understanding of
the effects of multiple CWIs during the first 72 h following EIMD on the inflammatory process is important™ >,

Despite these promissory results and the widespread use of cryotherapy after muscle damage/injury in clinical
practice, no study has addressed the effects of multiple CWIs on inflammation and ECM debradation markers.
In addition, the results related to muscle function recovery remain to be determined in humans. Thus, we aimed
to investigate the effects of multiple CWIs during the first 72 h following a single bout of EIMD on muscle func-
tion (i.e., muscle strength, and vertical jump height), markers of muscle damage (muscle thickness, DOMS and
creatine kinase), systemic inflammation (C-reactive protein, and cytokine kinetics), and ECM degradation. Our
hypothesis was that multiple CW1s during the first 72 h post-exercise would attenuate muscle damage and the
inflammatory response, which would support a quicker recovery of muscle function.

Results

We assessed the eligibility of thirty-two physically active males between December 2013 and August 2014. We
excluded two individuals that had a thigh skinfold greater than 20 mm. Thirty individuals participated voluntar-
ily and were allocated into the (1) control or (2) CWI group. However, one participant from the CWI group was
excluded 48 h after exercise due to the manifestation of rhabdomyolysis diagnosed by the medical staff. Physical
characteristics of each experimental group are shown in Table 1; there were no significant differences between
groups at baseline (p > 0.05). The analysis of primary and secondary outcomes included all twenty-nine partici-
pants that finished the study.

Muscle function.  Muscle Strength. No significant time % group interaction was obtained for muscle
strength [F=0.778, p=0.588, n.° = 0.027, power = 0.303]. Nevertheless, a significant main time effect was
abserved [F=44.305, p< 0.001, v, =0.613, power = 0.999]. The lowest values of muscle strength were obtained
immediately post-exercise (Fig. 1 A). Muscle strength returned to pre-values only at 168 h in both groups (p=1.0).

Vertie:a!jump height.  Vertical jump height showed no signiﬁcant time x group interaction [F= 1.220, p=0.301,
= 0.058, power = 0.465]. However, a significant main time effect was obtained [F= 17.116, p < 0.001,
=0.461, power = 0.999]. Vertical jump height declined immediately post-exercise with the lowest values at

48h (Flg LB). Finally, the vertical jump height returned to pre-values at 168 h in both groups (p=0.188).

Markers of muscle damage. Muscle thickness. Muscle thickness showed a significant time x group
interaction [F= 2204, p= 0.04, n.* = 0.109, power = 0.758] with a significant difference between groups at 24h
[F= 6.089, p=0.024, ' = 0.253, power = 0.646]. A significant main time effect was also observed [F=12.024,
p< 0,001, 1,* = 0.400, power = 0.999]. The immediate increase in muscle thickness was similar in both groups,
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Figure 1. Changes in muscle function following exercise-induced muscle damage. (A) Knee extensor peak
torque; and (B) counter-movement jump (CM]) height. Data are expressed as mean + SD. The differences
within and between groups were analyzed by the two-way mixed-model ANOVA. *Difference when compared
to pre-value whatever the group. CW1: cold-water immersion.

-e- Control group
130, ~© CWIgroup

1204 ab a

Muscle thickness (mm)

Pre Post 24h 48h 72h 96h 168h
Time

Figure 2. Changes in muscle thickness following exercise-induced muscle damage. Data are expressed as
mean + SD. The differences within and between groups were analyzed by the two-way mixed-model ANOVA
and Tukey post-hoc test. *Difference when compared to pre-value for the control group; bdifference when
compared to pre-value for the CWT group; “difference between control and CWT groups. CWTI: cold-water
immersion.

however, each group recovered differently over time (Fig. 2). Muscle thickness returned toward pre-values at 24h
in the CWI group (p=0.900) and only at 168 h in the control group (p = 0.900).

Delayed-onset muscle soreness.  Time-group differences were found in both the maximum isometric volun-
tary contraction (MIVC) and the seat-to-stand assessment of DOMS: at 168h (U =30.5, p = 0.009, d = 0.678,
power=0.190) during MIVC (Fig. 3A); and at 96h (U=41, p=10.046, d = 0.717, power = 0.468) and 168h
(U =33,p=0.014, d= 1.131, power = 0.626) during the seat-to-stand task (Fig. 3B). The CWI and control groups
rated peak DOMS at 48 h post-exercise during both indices. The CWT group returned to pre-exercise values
at 168h (W =1, p=0.317, d=0.318, power=0.586 in MIVC; and W =6, p=10.109, d= 0.339, power = 0.368
in seat-to-stand task), whereas the control group did not recover over the investigated time period (W = 45,
p=0.008, d = 0.485, power= 0.163 in MIVC; and W = 45, p=0.008, d = 1.017, power = (0.143 in seat-to-stand
task).

Biochemical markers of muscle damage, systemicinflammation and ECM degradation. There
was no difference in the pre-values of any investigated biochemical markers between both experimental groups
(p=>0.05, Table 2).

Creatine kinase. Both experimental groups showed significant increases in CK activity at 24 h. The CWI group
returned to pre-values at 72h (W = 34.5, p= 0.155, d= 0.500, power = 0.547), remaining stable for all subsequent

SCIENTIFIC REPORTS| (2018) 8:10961 | DOI:10.1038/541598-018-28942-5 3



75

www.nature.com/scientificreports/

A  -= Control group B

100- =0- CWI group -E_lm_
ab o

= 804 £ 804
E <

g8 © g% o
v 3
'8 = 2 o

g 40 g 40

S 204 "'9‘ 20-

- T T T T 10— ‘l T T T T T
Pre 24h 4Bh T2h 98h 16Bh b Pre 24h 48h T2h 96h 168h

Time Tima

Figure 3. Changes in delayed-onset muscle soreness (DOMS) following exercise-induced muscle damage,
during: (A) maximal voluntary isometric contraction (MIVC); (B) seat-to-stand task. Data are expressed as
mean + SD. The differences between groups were analyzed using a Mann-Whitney test and the differences
in time for each recovery modality using the Wilcoxon test. *Difference when compared to pre-value for the
control group; Pdifference when compared to pre-value for the CWT group; “difference between control and
CWI groups. CWI: cold-water immersion.

P Control 84.1+313 3135+ 160.4° 2318+ 12808 840.441707.1 20320+ 6446.9%

[ 86,4358 630.5 % 1058.6" 2163£117.5" 127.5+655 1132+ 611

Control 0404 08+1.0 0.5+1.1 03+06 05+08
CRP (mg/L)

CwW1 04+05 12413 0.5+05 02402 04+07

Control 40+49 S8+1L6 43480 1.0+0.1 L1+04
IL-6 (pgfmL}

[ 41£104 59+162 37488 109+220 3569

Control 203£350 4342607 5221064 136244 239£3L6
TNF-cx (pg/mlL)

CW1 93+191 3034544 32943346 78160 76139

Control 2544841 647£1475 366+ 68.1 B6.6:£1427 100.7 + 1878
IL-1cx (pgg/mlL)

[ 234460 3L6+68.1 3L5+73.6 T5EE120.3 448910

Control 129.4+129.3 229.2+555.9 505.7+811.7 136.9+252.9 164.1 £ 238.9
IL-10 {pg/mL}

CW1 39.5+997 9891783 85.54249.5 4364+ 12037 624+ 1456

Table 2. Changes in biochemical markers following exercise-induced muscle damage. Data are expressed as
mean + SD. The differences between groups were analyzed by a Mann-Whitney test and the differences in time
for each recovery modality by Wilcoxon test. *Difference when compared to pre-value of the control group;
bdifference when compared to pre-value of the CWI group; “difference between control and CWT groups.

CK: creatine kinase; CRP: C-reactive protein; IL-6: interleukin-6; TNF-c: tumor necrosis factor alpha; IL-1a:
interleukin-1 alpha; IL-10: interleukin-10; CWT: cold-water immersion.

measurements (Table 2). However, the control group did not return to pre-values at any investigated time period
(W=63,p=0.008, d=0.442, power=0.091 at 168 h). There was a time-group difference in CK activity at 168h
(U=18, p=0.016, d=0.618, power=0.162), as the control group interestingly reached peak CK activity.

Markers of systemic inflammation.  Changes in markers of systemic inflaimmation are presented in Table 2. There
was a significant increase in CRP levels at 24 h post-exercise in the CWI group (W= 52, p=10.013, d=0.430,
power= 0.267). In regards to IL-6 and IL-10 levels, there was no difference between groups at any time point
(p = 0.05) and no time effect (p > 0.05) for both control and CWT groups. TNF-o levels significantly increased at
24h post-exercise in the control group (W =28, p=0.018, d= 0.334, power = 0.104) and IL- Lo levels at 72h in
the CWI group (W = 15, p=10.043, d= 0.413, power = 0.304).

Active MMP-2.  MMP-2 activity showed no significant time » group interaction [F= 1.139, p=0.356,7,>=0.125,
power = 0.316] and no main time effect following EIMD [F = 1.415, p=0.251, 1= 0.150, power= 0.389]
(Table 3).

Skin temperature, thermal sensation and thermal comfort. Skin temperature was similar between
the control and CWI groups prior to the recovery procedures (control: 32.0 +1.7°C vs CWI: 32.54+ 1.4°C,
U=95,p=10.910, d=0.316, power= 0.944). Throughout the 20 min recovery period, no significant skin temper-
ature change was observed in the contral group (p = 0.05, for all time-points). On the other hand, the CWI group
had a significant decrease in skin temperature after the first 5min of immersion (13.1 £2.4°C, W=7, p=0.004,
d=6.070, power= 1.000). Over the remaining period of immersion, the skin temperature gradually reduced
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Active MMp-2 | Control 19,449+ 4,767 21,774£5,021 17,614 + 8,067 19,963 + 3,800 22,188 +4,733

(pdu) CwI 16,753 £9,275 21,988+ 8,257 19,511 +3,431 19,420 £5392 17,340+ 5,877

Table 3. Changes in MMP-Z activity following exercise-induced muscle damage. Data are expressed as mean + SD.
The differences within and between groups were analyzed using the two-way mixed-model ANOVA. MMP-2:
matrix metalloproteinase-2; p.d.u.: procedure defined unit; CWI: cold-water immersion. No difference was
observed in the MMP-2 activity between groups (p =0.05).

(10min: 15.1 4 1.3°C; 15min: 12.2 + 1.7°C; 20min: 12.0+ 1.5°C), keeping relatively constant until the end and
showing no difference between the time-points during the cooling procedures (p > 0.05).

Prior to recovery procedures, the median rates of thermal sensation were not different between both experi-
mental groups (U =95, p=0.683, d=0.190, power = 0.733). Participants from both groups rated their thermal
sensation as “slightly warm”. However, the rates of thermal sensation were different between groups after 5min
of the recovery procedures (U= 5, p=- 0.001, d=2.752, power = 0.914). After 5min into the cooling procedures,
participants from the CWI group reported a “cool” sensation (W =0, p=0.001, d = 1.850, power=0.321). Then,
from 5 min until the end of the cooling procedures, they reported a “slightly cool” sensation (p=0.001, for all
time-points). Those from the control group reported a “neutral” sensation at 10 min and until the end of the
recovery period (p < 0.05).

In regard to thermal comfort, there was no difference between groups prior to the recovery procedures, as
both groups rated it as “comfortable” (U = 98, p= 1.000, d = 0, power= 1.000). After 5min into the recovery
procedures, a difference in thermal comfort rates between groups was observed (U= 182, p< 0.001, d= 2.264,
power=0.962). Compared to the baseline, the CWI group felt “slightly uncomfortable” during the cooling pro-
cedures (p=0.002, for all ime-points) while the control group continued feeling “comfortable” during the entire
recovery period (p = 0.05).

Discussion

The current study was conducted to determine the effects of a multiple CWIs recovery strategy on muscle func-
tion, markers of muscle damage, systemic inflammation and ECM degradation. The initial hypothesis was con-
firmed partially. Multiple CW1s during the first 72 h attenuated muscle damage by an early reduction of muscle
thickness, and a delayed reduction of DOMS and CK activity. However, the recovery of maximal muscle strength,
vertical jump height, systemic cytokine kinetics and ECM degradation did not differ between control and CWI
groups. Our findings may help sports medicine professionals to better understand the effects of multiple CWI
administrations on recovery following muscle-damaging exercise.

The present study demonstrated that four CWT administrations were not effective to accelerate the recovery of
muscle function. Previous studies investigating the effectiveness of multiple CW1s during the first 72 h following
a single bout of EIMD have reported conflicting results'*-'". Discrepancies between the findings may be attributed
to the CWI protocol (i.e. water temperature and duration). In an attempt to investigate the effects of different
water temperatures during a multiple-CWT1 protocol, Machado and coauthors'” found that four immersions with
durations of 15min at 14°C was more effective when compared to 9°C. Moreover, Vaile and coauthors'® found
that four immersions with durations of 14 min at 15°C improved muscle function recovery. Therefore, a less harsh
CWTI temperature might optimize muscle function recovery™”. Secondly, in the present study, CW1I was applied
with a longer duration (20min) in contrast to the above mentioned studies (14 min'® and 15 min'"). Actually,
Peiffer and coauthors* demonstrated that the magnitude of change in tissue temperature was associated with
a longer CWI duration. Furthermore, it has been reported that an excessive tissue cooling could exacerbate the
inflammatory response, which in consequence could even impair the recovery following EIMD®.

As expected, an increase in muscle thickness was observed immediately post-exercise in both groups. This
parameter provides a measure of muscle swelling as a consequence of muscular and connective tissue damage,
increased vessel permeability, or the combination of these factors®. We observed different muscle thickness kinet-
ics between groups with the control group returning toward pre-values at 168 h, whereas the CW1 group returned
at 24 h post-exercise. CWI may have potentially reduced lymphatic and capillary cell permeability through
peripheral vasoconstriction induced by low temperatures™ and/or the effect of hydrostatic pressure®. A decrease
in fluid diffusion might assist in the reduction of the pro-inflammatory cell infiltration and edema formation®.
In addition, time-course differences between CWI and control groups could be associated to the capacity of cry-
otherapy to decrease cellular metabolism and reduce pro-inflammatory cytokines and ROS release, which may
minimize secondary muscle damage and preserve myofibers and other local muscle structures'®,

Systematic reviews and meta-analyses have suggested that, for management of DOMS, CWT1 is better than
conditions involving rest or no intervention®®9, Accordingly, the present study showed lower rates of DOMS
in the CWI group compared to the control group at 168 h. This prolonged effect of DOMS is in agreement with
a previous study that administered the same damaging procedure, even though a single bout of CWT showed no
significant effect on DOMS’. Although, there is an inconsistency between the time of peak serum CK activity
and peak DOMS, the longer presence of DOMS can be partially explained by the magnitude of muscle damage®.
Among studies that investigated multiple CWs effects'*", only one'” has shown beneficial results, particularly,
on soreness ratings immediately post CWT and 40 min post-exercise. Short-term analgesia after cryotherapy has
been associated with reductions in the neural conductance velocity of sensory and motors neurons, which limits
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pain and reflexive spasms, respectively”. Beyond the CWI-invoked physiological changes already mentioned,
long term analgesia might be ascribed to alterations in intracellular-intravascular fluid shifts which favor nutri-
tion and waste transportation”® as well as attenuation of muscle edema, which prevents nerve compression'>.
Moreover, lower levels of pro-inflammatory cytokines could reduce rates of DOMS, since nociceptor activity in
muscle tissues might be mediated by IL-15, IL-6, and TNF-®,

In accordance with previous studies, we observed that multiple CWIs were efficient in reducing CK activity
following EIMD''*. However, the studies showed differences on the time-points of reduction in CK activity,
which might be due to the fatiguing exercise, the training level of the participants, as well as the CWT protocol.
For instance, Eston and Peters' observed a reduction in CK activity at 48h and 72 h following a bout of eccen-
tric exercise on the elbow flexors of the dominant arm and seven immersions at 15°C for 15 min. Vaile and
coauthors'® found an earlier reduction in CK activity, at 24 h and 72 h following an eccentric bi-lateral leg press
protocol and four immersions at 15 °C with for 14min. On the other hand, the present study demonstrated a later
effectiveness on reduction in CK activity following a drop jump protocol and four immersions at 10°C for 20 min,
once the CK activity reduced only at 168 h. Indeed, the upper limbs muscles are more susceptible to muscle
damage then lower limbs*. Moreover, the untrained participants of the present study were potentially more sus-
ceptible to muscle damage than the trained participants® from the Vaile and coauthors' study. Interestingly, the
control group of the present study demonstrated a biphasic pattern of CK activity with a peak at 24 h post-exercise
and a greater second peak at 168 h. Previous studies’' that used a similar protocol to induce muscle damage also
found this biphasic pattern. This may be related to CK being leaked from the interstitial fluid and conducted to
the lymphatic system before reaching the blood stream®. In addition, the time-course of CK may be related to
the large inter-subject variability of CK release and clearance which can be influenced by many factors such as
ethnicity, genetic factors, and ability to generate energy™.

An adequate balance between pro-inflammatory (such as TNF-a, IL-1«) and anti-inflammatory (such as
IL-10) cytokines is important for muscle and surrounding connective tissue regeneration™. Furthermore, the
magnitude of the inflammatory response affects muscle function®™. In general, the ambiguous findings of inflam-
matory cytokines in the present study do not suggest that our multiple CWIs protocol would be more effective in
reducing inflammatory responses than passive recovery. The results presented here showed that the CWT group
had a significant increase in CRP levels at 24 h. In general, CRP is associated with the inflammatory response,
because it would attract macrophages to the damaged tissue, among other roles™. Our results disagree with a
recent meta-analysis that found differences in CRP levels favoring cooling at 48 h after EIMD®. Nevertheless,
we must stress the heterogeneity of cooling modalities among the studies included in this meta-analysis®.
Furthermore, the authors highlighted that this result may not represent the true effect of cryotherapy, since the
few studies which measured CRP levels had only small sample sizes, and in the presence of one more inflamma-
tory markers, no statistical difference between groups were found®.

IL-6 has been termed an “inflammation-responsive” myokine, since IL-6 is responsive to the mechani-
cal loading associated with exercise, suggesting that it exerts a pro-inflammatory effect”’; and on the other
hand, IL-6 inhibits TNF-a production and enhances IL-10 production, suggesting that it plays a part in the
anti-inflammatory effect™. White and coauthors® noticed a relationship between long time periods (30 min) of a
single bout of CWT1 protocols and significant increases in IL-6 levels immediately post and 2h post immersion. The
authors hypothesized that a longer duration of a single bout of CWT could lead multiple cell types, not only mus-
cle cells, to produce IL-6, resulting in a sustained highly inflammatory process within 2 h post-exercise®. Previous
studies showed that systemic concentrations of IL-6 usually return to baseline within 24 h post-exercise™**,
According to our data and others'®, it remains unclear whether multiple CW1Is could exacerbate IL-6 concen-
trations, since blood samples were not collected within 24 h post-exercise and immediately after each cooling
procedure either. Moreover, a study into multiple whole body cryotherapy versus passive recovery, analyzing
inflammatory markers within 24 h post-exercise, indicated no differences in 1L-6 and IL-10 levels but revealed a
significant increase in CRP and IL-1 receptor alpha and suppression of IL-173 in favor of the cryotherapy group™.

At 24h post-exercise, the control group showed an increase in TNF-a levels. In fact, TNF-o mediates mac-
rophage activation (to M1 phenotype), which in turn produces potent pro-inflammatory mediators, which
together could start a breakdown of the damaged muscle and induce local edema™. Interestingly, it is possible to
observe that changes in some biochemical markers (TNF-o and CK levels) during the early inflammatory phase
coupled with long lasting edema and muscle performance impairment in the control group. The IL- Lo increase
observed in the CWI group at 72 h corroborates the hypothesis that reductions in muscle temperature by cry-
otherapy could delay the inflammatory cascade™. Muscle damage can cause the cell membrane to rupture and
allow calcium ions to invade damaged tissue and activate calpain. Calpain performs the catalysis of the IL- 1o pre-
cursor, making this molecule active™. Therefore, multiple cryotherapy administrations might have delayed IL- 1o
activation, until it was observed to peak in the blood stream at 72 h in the CWT group. Takagi and coauthors™
described that this delay in the inflammatory cascade after cryotherapy might be associated with an excessive
deposition of collagen in damaged tissue. However, as the MMP-2 activity assessed in the present study was not
changed even by exercise, it was not possible to suggest that collagen deposition was altered by CWT during mus-
cle regeneration. Likewise, Tayebjee and coauthors™ found no alteration in MMP-2 following treadmill exercise
testing. However, it was observed, even without any intervention, that there were participants showing high levels
of MMP-2, in contrast to others being undetectable®. The authors highlighted the importance to elucidate the
categorical distribution of MMP-2 concentration which remains unclear to date®”. Interestingly, a study using an
animal model showed that only high-intensity exercise promoted an increase in MMP-2 expression and mainly
in muscles composed predominantly of fast fibers*. Most likely, these incongruent findings of MMP-2 following
exercise also indicate the differences between intramuscular versus systemic analyses, as ECM degradation and

remodeling have been explored using both plasma and muscle sample analyses* 4.
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All recovery strategies, including CWT, have been challenged by the placebo effect®. Due to the popularity of
CWI for recovery, it can be assumed that most participant had heard about CWT's purported advantages, leading
to a confounding influence on the assessments'. It has been demonstrated that the placebo effect not only influ-
ences subjective measures, but also muscle performance®. Broatch and coauthors™ performed a study that sup-
ported, at least in part, the placebo effect on the beneficial effects attributed to CWI. The experimental procedure
made participants to believe that aliquid added to the thermoneutral water immersion was advantageous to mus-
cle recovery™. Surprisingly, the placebo strategy was as effective as CWT on muscle strength recovery and ratings
of readiness for exercise, pain, and vigor*. Whether the placebo effect affected the data from studies on CWTisan
important issue that remains to be elucidated. Moreover, as previously observed®, subjective feeling during and
after recovery modalities is of paramount importance. Even if no effect on performance was obtained, CWT could
be perceived as effective. This feeling could bolster individuals’ positive attitudes toward subsequent exercises.

It is important to highlight the limitations in the present study. Firstly, we only focused on the use of multiple
CWIs in young and healthy individuals. Although, the majority of participants in studies on CWI for preventing
and treating DOMS were untrained, trained athletes are more likely to use CW1 regularly’. Therefore, additional
comparative studies are required investigating this population. Secondly, in order to determine regeneration pro-
cesses, additional measurements would have been interesting. For example, muscle biopsies*® and intramuscular
temperature™ measurements would have provided greater insight of local changes. Nonetheless, multiple immer-
sions could increase the risk of contamination of the wound due to the invasive procedures. Also, exploring neu-
romuscular function using evoked contractile properties, voluntary activation measurements, and motoneuronal
excitability would have helped to clarify the real physiological effects of CWI rather than any placebo effect.
Thirdly, the addition of a single CWI group would have been interesting to determine whether a beneficial or a
harmful magnitude effect exists between single and multiple immersions, especially regarding systemic inflam-
mation and ECM degradation. Finally, although MMP-9 activity was detected in the zymography gels, MMP-9
was not measured because of the interference by coagulation/fibrinolytic pathways that may have increased the
MMP-9 content in serum*’.

In summary, multiple CWT1s were effective to attenuate indirect markers of muscle damage, such as DOMS,
muscle thickness, and CK activity. However, this recovery strategy appears to be ineffective on systemic inflam-
mation and ECM degradation markers and muscle function recovery. Thus, the use of multiple CW1Is could be
recommended as a strategy that may reduce muscle damage following exercises, but without the expectative to
enhance recovery between training sessions or competitive events.

Methods

Study design.  Thirty physically active males voluntarily participated in this parallel randomized controlled
trial study and were allocated into one of the two parallel groups: (1) control group or (2) CWI group. The
cross-over design was not applied to avoid the influence of the repeated bout effect (faster recovery of muscle
function after a second bout of similar eccentric-type exercise) on the magnitude of muscle damage between
conditions’**, This study was conducted according to the Declaration of Helsinki and approval for the pro-
ject was obtained from the local ethics committee (University of Brasilia Research Ethics Committee, Brasilia,
Brazil, protocol number 243/13). The trial was retrospectively registered at the US National Institutes of Health
(Clinical Trials.gov, on 16/12/2014, protocol number NCT02341612).

Study population.  Study inclusion required participants to be physically active males, practicing mild to
moderate intensity aerobic activities (e.g. running and cycling) and/or recreational sports (such as soccer), 2-3
times per week. Participants were excluded if they: (1) had participated in regular strength training or intensive
plyometric exercise during the last 3 months; (2) answered “yes” to any Physical-Activity Readiness Questionnaire
(PAR-Q) questions"; (3) had any inflammatory disease or had taken any anti-inflammatory medications during
the last 4 weeks; (4) had history of adverse reactions to cold temperatures; (5) had a thigh skinfold greater than
20 mm, as the amount of adipose tissue affects intramuscular cooling™; (6) had knee extensor torque less than
185 Nm, in order to achieve paired values between participants. Participants were instructed to maintain their
usual hydration regimen; not to consume stimulants (e.g. alcohol, caffeine, chocolate) and anti-inflammatory
medications; and not to exercise during their participation in the experiment. To avoid circadian influences,
participants were asked to visit the Strength Laboratory of Physical Education Faculty at the same time of day
each day, between | and 4pm. Once informed of the purpose, procedures, discomforts, risks, and benefits, each
participant signed an informed consent form.

Sample size was calculated based on the knee extensor peak torque data (considered the study’s primary
outcome) that was reported in a similar study®!, using G*Power (version 3.1.9.2; Heinrich Heine University
Diisseldorf, Germany). The following design specifications were taken into account: o= 0.05; (1-8) = 0.8;
effect size f=0.2; test family = F test, and statistical test = analysis of variance (ANOVA) repeated measures,
within-between interaction, groups= 2 and measurements= 7. Sample size estimation indicated 20 participants
(10 per group). However, we decided to include more participants in order to increase statistical power.

Randomization. Following the participants’ eligibility screening, the randomization scheme was generated
using the website Randomization.com.

Study interventions. The participants visited the laboratory on seven occasions (Fig. 4). The first visit con-
sisted of: (1) anthropometric measurements; and (2) familiarization with the experimental procedures. At three
to seven days after familiarization, participants performed a muscle damaging protocol. In order to investigate
the effects of multiple CW1Is during the first 72 h following EIMD on muscle function, markers of muscle dam-
age, systemic inflammation, and ECM degradation, were assessed in this sequence: (1) ultrasound assessment;
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Figure 4. Experimental design. Represented are the times of each assessment procedure and multiple cold-
water immersion (CWI) administrations. Maximum isometric voluntary contraction (MIVC), counter-
movement jump (CMJ) and ultrasound (US) were measured at pre-exercise (Pre), immediately post (Post),
24h, 48h, 72h, 96h and 168 h post exercise-induced muscle damage (EIMD). Delayed onset muscle soreness
(DOMS) was not measured at Post and blood samples (BLOOD) were not collected at Post and 96h. Cold-water
immersion (CWT) was performed 10 min post-exercise and every 24 h thereafter for the following 3 days after
EIMD.

(2) blood collection; (3) DOMS during seat-to-stand task; (4) peak torque and DOMS during MIVC; and (5)
CM]J. These assessments were repeated: before exercise (Pre), and immediately (Post), 24, 48, 72, 96 and 168h
post-exercise. DOMS was not measured at Post, as it increases several hours’ post-exercise®. Blood samples were
not collected at Post and 96 h, to limit the number of invasive measurements.

Protacol to induce muscle damage. The exercise protocol consisted of five sets of 20 drop jumps from a 60-cm
box with two minutes of rest between sets’'. After dropping down from the box and landing on the floor, par-
ticipants were instructed to perform a maximal explosive vertical jump and then land on the floor. They were
instructed to flex their knees to at least 907 (0° = full extension) during all landings and to keep their hands on
their hips during the jumps. They were verbally encouraged to exert maximal effort during each jump repetition.

Cold-water immersion and passive recovery. CWI was applied 10 min post-exercise and every 24 h thereafter
for the following three days. In total participants completed four bouts of immersion at 10+ 1 °C for a duration
of 20 min each. The duration was chosen based on studies that investigated a similar population™”. Water tem-
perature was selected based upon the most popular CWT range of 10 to 15°C*. During the cooling procedure,
participants remained seated with knees extended, while immersed up to the iliac crest, ensuring the lower limbs
were fully submerged in the water bath. Water temperature was checked every 5min and was maintained at
the target temperature by adding crushed ice when necessary. Participants were instructed to make movements
with their legs every 2 min to prevent the formation of the warmer boundary layer of water that forms immedi-
ately surrounding the skin. Participants in the control group remained comfortably seated at room temperature
(21 £ 1°C) during the corresponding periods of CWT sessions. After completing their respective interventions,
subjects could continue with their regular daily activities.

Study ovtcomes.  Muscle function. Muscle strength: Maximal isometric voluntary knee extensor torque
was measured at 607 (0°= full extension), using a commercial dynamometer (Biodex System 3, Biodex Medical,
Inc., Shirley, New York, USA). Participants were comfortably positioned on the dynamometer seat with belts
fastened across the trunk and pelvis to minimize body movements that could affect torque output™. The lateral
epicondyle of the femur was aligned to the dynamometer’s axis and the chair and dynamometer settings for each
subject were recorded during the familiarization session and were used throughout the study. Subjects were asked
to cross their arms across the chest™ and to maximally contract their right knee extensors for 45%. They had
two attempts to achieve their maximal isometric torque with 1 min of rest between attempts and received verbal
encouragements throughout the tests®. Testing procedures were conducted by the same blinded examiner each
time. The greatest torque was retained for further analysis.

Vertical jump height: CM] height was measured using an AMTT force plate (model BP400600-HF-2000;
Advanced Mechanical Technology, Inc., Watertown, M A, USA) with a sampling rate of 1,000 Hz. Subjects were
asked to keep their hands on their hips and jump as high as possible. They had three attempts to achieve their best
jump performance with 1 min of rest between attempts’. The greatest vertical displacement was considered as the
maximal jump height, which was used for further analysis. A self-determined range of motion for the knee was
permitted and they received verbal encouragement by the same blinded examiner. Data obtained during vertical
jumps were captured from the manufacturer’s software (AMTI Acquisition Software, v 4.2; Advanced Mechanical
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Technology, Inc.) and processed using a custom MATLAB code (v R2008a7, The MathWorks Inc., Natick, MA,
USA). From the ground reaction force, the force-displacement curve was calculated and then integrated to obtain
the displacement of the center of mass at each instant of movement™.

Indirect markers of muscle damage.  Muscle thickness: All sonograms were acquired by a portable ultrasound
device (Philips-VMI, Ultra Vision Flip, Model BE, Minas Gerais, Brazil) equipped with a 7.5 MHz linear array
transducer. A standardized protocol (including transducer placement, anatomic landmarks, and subject position)
was set by the same examiner. It also included ultrasound settings (e.g. frequency, gain, tissue compression) that
were kept constant between subjects and across all time periods, except the depth that was adjusted for each sub-
ject to display the entire muscle. Subjects were assessed in the supine position with their knee in maximal exten-
sion and neutral rotation. A water-soluble transmission gel was applied to the ultrasound probe to allow acoustic
contact without depressing the dermal surface. The anterior images of the anterior thigh were obtained with the
transducer placed perpendicular to the long axis of the thigh on its anterior surface, at 60% of the distance from
the greater trochanter to the lateral epicondyle and 3 cm lateral to the midline of the anterior thigh®*. Once the
technician was satisfied with image quality, the image was kept for further analysis™. In order to assure replica-
tion of image location on repeated ultrasound assessments, a mark was drawn on the subject’s leg using indelible
ink. All image measurements were performed by a blinded examiner in triplicate using Image J Software (NTH,
Bethesda, MD, USA). Mean values were used as representative of the thigh muscles (rectus femoris and vastus
intermedius) thickness. Muscle thickness, expressed in mm, was defined as the distance from the subcutaneous
adipose tissue interface to the muscle-bone interface™.

Delayed-onset muscle soreness: Perceived muscle soreness of quadriceps muscles was assessed using a
100-mm visual analog scale. The scale ranged from “no soreness” (0) to “severe soreness” (100)°, Subjects rated
their quadriceps soreness during two situations: (1) sit-to-stand task: three consecutive sit-to-stand movements
from a 43-cm chair, which were performed with constant cadence (2 s to sit and 2 s to stand) and (2) MIVC.

Biochemical markers of muscle damage, systemic inflammation and ECM degradation.  Blood samples and bio-
chemical analyses: Approximately 12 mL of blood was collected from the antecubital vein by the standard ven-
ipuncture technique using a commercially produced vacuum sealed kit. Tubes were centrifuged (Centrifugal
machine, 3250 RPM, Model Centurion, Sio Paulo, Brazil) at room temperature for 20 min at 2500 rotations per
minute (=1000 x g). Serum was aliquoted (250pL) and directly stored at —20°C until analyzed by a blinded
examiner. Blood analyses included biochemical markers of: muscle damage by measurements of creatine kinase
(CK) activity; systemic inflammation by measurements of C-reactive protein {CRP) levels and cytokine lev-
els, among them interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin-1 alpha (IL-1a) and
interleukin-10 (IL-10); and ECM degradation by measurements of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) activity.

The biochemical analyses were done in duplicate, according to the manufacturers’ protocols by a blinded
examiner. All calibration curves displayed linear coefficients (R2) = 0.95 and inter-assay coefficients of variation
< 5%. CK activity was determined by enzymatic assay using a test kit for total CK (Siemens Medical System,
Erlangen, Germany) with a limit of detection of zero (U/L) and linearity of the measurement of 1300 U/L. CRP
levels were analyzed by latex particle enhanced immunoturbidimetric assay using a test kit for the width-range
C-reactive protein (Siemens Medical Systems, Erlanger, Germany) with a limit of detection of 0.003 mg/L and
linearity of the measurement of 156-164 mg/L. Serum levels of IL-6, TNF-c, IL-1a, IL-10 were obtained by
commercial test kits from Quantikjnee ELISA Human Immunoassay (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA)
using an absorbance plate reader (ELx800, BioTek instruments, Inc., Winooski, EUA). Thresholds of detection
were experimentally determined at 1.0 pg/mL for IL-6 and IL-10, 1.5 pg/mL for TNF-o and 0.4 pg/mL for [L-1ow

MMP-2 gelatinolytic activity was measured by zymography. Samples containing 0.5 pL of serum were added
to 0.5pL of SDS (8%) (v:v) and subsequently added 10 uL of buffer without 3-mercaptoethanol-containing SDS
(20%). Samples were resolved by electrophoresis in polyacrylamide gel containing SDS 10% (SDS_PAGE) and
gelatin at a final concentration of 1 mg/mL. After electrophoresis, the gels were washed twice for 20min in 2.5%
of Triton X-100 to remove SDS. Gels were incubated in buffer substrate {50 mM Tris-HCl pH 8.0; 5mM of CaCl?
and 0.02% NaN?) at 37 °C for 20 h. Gels were stained with Coomassie brilliant-blue for 1.5h and distained with
acetic acid: methanol: water (1:4:5) for activity bands visualization. The gelatinolytic activity was visualized as
clear bands in the stained gel®'. Densitometric semi-quantitative analysis of the MMPs protein bands was per-
formed as previously described by Hu and Beeton™. The analyses were done in triplicate by a single blinded
examiner using Image | Software (NIH, Bethesda, MD, USA) and the mean value of peak area were used in the
final analysis.

Thermal comfort, thermal sensation, and skin temperature: Subjects were asked to rate their thermal
sensation and thermal comfort before and every 5 min throughout the 20 min of each recovery procedure.
Thermal sensation was rated on a nine-point Likert-type scale where "—4” = very cold, “—3"= cold, "*—2"= cool,
“—1" =slightly cool, “0” = neutral, “1” = slightly warm, “2” = warm, “3" =hot, and “4” = very hot. Thermal
comfort was rated on a five-point Likert-type scale where “0” = comfortable, “1” = slightly uncomfortable,
“2" =uncomfortable, “3” = very uncomfortable, and “4” = extremely uncomfortable®. Every 5min, subjects
were also asked to stand up and gently towel-dry their right thigh to have their skin temperature measured. The
anterior thigh temperature was measured in the drawn landmark for ultrasound measurements (above the rectus
fermoris muscle). An infrared thermometer was used (Fluke, 566, China), which was kept perpendicularly posi-
tioned 8 cm from the skin. Over the 4 days, the mean value of skin temperature was calculated at each time-point
in each group, as well as the median value of Likert-type scales.
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Statistical analysis. Data are described as means and standard deviation, except Likert-type measurement
scales used for rates of thermal comfort and thermal sensation that are described as medians. The Shapiro-Wilk
test was used to verify data distribution. Peak torque, CM] height, muscle thickness and MMP-2 activity pre-
sented normal distributions. Thereby, they were analyzed using a two-way (group x time) mixed-model ANOVA.
In case of significant main effect or interaction (time x group), a Tukey post-hoc test was applied. DOMS, CK,
markers of systemic inflammation, skin temperature, and rates of thermal comfort and thermal sensation did not
show a normal distribution and were analyzed using nonparametric tests. The Mann-Whitney test was performed
to assess differences between groups and the Wilcoxon test was undertaken to evaluate differences in time for
each recovery modality. The subjects’ physical characteristics, baseline peak torque and CMJ height were evalu-
ated using an independent t-test. SPSS (Statistical Package for Social Sciences) version 20.0 (IBM, USA) was used
for statistical analyses with an alpha level set at 5%. Additionally, effect sizes and statistical power were calculated.
Effect sizes from data analyzed by ANOVA were determined using partial eta squared (1),%). Cohen™ has provided
benchmarks to define small (n,* = 0.01), medium (n,* = 0.06) and large (v}, = 0.14) effects*. To calculate the
effect sizes and power from the data analyzed by non-parametric test, it was used the G*Power (version 3.1.9.2;
Heinrich Heine University Disseldorf, Germany). Effect sizes (d) from the data analyzed by non-parametric test
were calculated with values of 0.2, 0.5 and above 0.8 considered to represent small, medium and large differences,
respectively™. Power were calculated by the asymptotic relative efficiency (A.R.E.) method®.
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