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Resumo

Nosso objetivo foi investigar se 0 aumento da area de secgdo transversa das fibras
musculares (ASTf) e seus mecanismos associados podem ser afetados tanto a nivel de
grupo quanto individual pela manipulacdo das varidveis do treinamento de forca (TF).
Vinte homens jovens e treinados tiveram cada perna aleatoriamente alocada na condicao
TF padrdo (TF-CON: sem manipulacdes especificas) ou TF variado (TF-VAR:
manipulacdo da intensidade, volume, acdo muscular e pausa, em cada sessdo de TF). A
ASTT, contetdo de células satélites (CS), miontcleos e expressao génica foram medidos
antes e apds 16 sessdes de TF (efeito cronico). Adicionalmente, a expressdo foi medida
24h ap6s uma sessao adicional (172 sessdo) de TF (efeito agudo). Os protocolos TF-CON
e TF-VAR produziram aumentos na ASTf e dominio mionuclear das fibras do tipo I e 1l
apos o treinamento (P < 0,05). O contetdo de CS e mionucleos ndo mudou para nenhuma
das condicGes (P > 0,05). A expressdo de Pax-7, MyoD, MMP-2 e COL3A1 (cronico) e
MGF, Pax-7, e MMP-9 (agudo) aumentou similarmente para TF-CON e TF-VAR (P <
0,05). O aumento na expressdo de MyoG (agudo) foi significativamente maior para TF-
VAR comparado a TF-CON (P < 0,05). Foi observada uma correlagdo entre TF-CON e
TF-VAR para as mudancas na ASTf (r = 0,89). As mudancas na ASTf foram
correlacionadas com as mudancas nas CS (r = 0,42) e mionucleos (r = 0,50). A anélise
dos heatmaps demonstrou um alinhamento a nivel individual entre as mudancas
observadas nas respostas da ASTf, CS e mionucleos, independentemente o protocolo de
TF realizado. A alta variabilidade inter-sujeitos e baixa variabilidade intra-sujeitos
observadas independentemente do protocolo de TF sugere que os fatores bioldgicos
intrinsecos parecem ser mais importantes para explicar a magnitude de aumento da ASTf
em sujeitos treinados.

Palavras-chave: predisposicdo bioldgica, células satélites, respostas individuais,
responsividade, treinamento de forca, variaveis do treinamento.



Abstract

We aimed to investigate whether muscle fiber cross-sectional area (fCSA) and associated
molecular processes could be differently affected at the group and individual level by
manipulating resistance training (RT) variables. Twenty resistance-trained subjects had
each leg randomly allocated to either a standard RT (RT-CON: without specific variables
manipulations) or a variable RT (RT-VAR: manipulation of load, volume, muscle action,
and rest interval in a randomly session-by-session fashion). Muscle fCSA, satellite cell
(SC) pool, myonuclei content, and gene expression were assessed before and after 16 RT
sessions (chronic effect). Additionally, gene expression was assessed 24h after the last
training session (an additional 17" session) (acute effect). RT-CON and RT-VAR
increased fCSA and myonuclei domain in type I and I fibers after training (P < 0.05). SC
and myonuclei content did not change for both conditions (P > 0.05). Pax-7, MyoD,
MMP-2 and COL3AL (chronic) and MGF, Pax-7, and MMP-9 (acute) increased similar
for RT-CON and RT-VAR (P < 0.05). The increase in acute MyoG (acute) expression
was significantly higher for the RT-VAR than RT-CON (P < 0.05). It was observed
correlation between RT-CON and RT-VAR for the fCSA changes (r = 0.89). fCSA
changes were correlated with satellite cells (r = 0.42) and myonuclei (r = 0.50) changes.
Heatmap analyses showed coupled changes in fCSA, SC, and myonuclei responses at the
individual level, regardless of the RT protocol. The high between and low within-subject
variability regardless of RT protocol suggests that the intrinsic biological factors seem to
be more important to explain the magnitude of fCSA gains in resistance-trained subjects.

Keywords: biological predisposition, satellite cells, individual responses,
responsiveness, resistance exercise, training variables.
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1. CONTEXTUALIZACAO

O treinamento de forca (TF) tem sido recomendado como o principal método para
promover 0 aumento da massa muscular (i.e., hipertrofia muscular) (ACSM, 2009; 2011;
KRAEMER; RATAMESS, 2004). Contudo, como a hipertrofia muscular pode ser
otimizada/maximizada por meio do TF, ainda ndo foi completamente elucidado. A
manipulacdo das variaveis do TF como a intensidade (kg), volume (nimero de séries e
repeticdes), acbes musculares (concéntricas, excéntricas e isométricas) e intervalo de
descanso, tem sido investigada como estratégia para otimizar/maximizar a hipertrofia
muscular (BARCELOS; DAMAS; NOBREGA; UGRINOWITSCH et al., 2018;
KRAEMER; RATAMESS, 2004; MITCHELL; CHURCHWARD-VENNE; WEST,
BURD et al., 2012; NOBREGA; UGRINOWITSCH; PINTANEL; BARCELOS et al.,
2018; SCHOENFELD; OGBORN; KRIEGER, 2015). Além disso, tém sido sugerido que
essas manipulacbes podem potencializar a resposta hipertréfica de tipos especificos de
fibras musculares, principalmente em individuos com experiéncia em TF (ACSM, 2009;
FLECK; KRAEMER, 2014; FRIEDMANN-BETTE; BAUER; KINSCHERF;
VORWALD et al, 2010; FRY, 2004; OGBORN; SCHOENFELD, 2014,
SCHOENFELD, 2010; VIKNE; REFSNES; EKMARK; MEDBO et al.,, 2006).
Teoricamente, a manipulacdo das variaveis do TF poderia potencializar a resposta de
fatores bioldgicos intrinsecos (e.g., aumento do pool de células satélites, nimero de
mionlcleos, e expressdo g@énica), controlando a resposta hipertréfica muscular
(BAMMAN; PETRELLA; KIM; MAYHEW et al., 2007; BAMMAN; ROBERTS;
ADAMS, 2018; KOSEK; KIM; PETRELLA; CROSS et al., 2006; PETRELLA,; KIM;
CROSS; KOSEK et al., 2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW, CROSS et al., 2008).
Contudo, a necessidade de se manipular as varidveis do TF tem sido questionada,

principalmente quando o TF é realizado até a falha muscular (i.e., impossibilidade de
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realizar mais repeticbes). Nesse sentido, embora a alta intensidade (~80% de uma
repeticdo maxima) tenha sido recomendada para maximizar a hipertrofia muscular
(ACSM, 2009; 2011), estudos demonstraram aumentos na taxa de sintese proteica
miofibrilar (SPM) (BURD; WEST; STAPLES; ATHERTON et al., 2010), area de seccao
transversa das fibras (ASTf) tipo I e Il (MITCHELL; CHURCHWARD-VENNE; WEST;
BURD et al., 2012) e do masculo vasto lateral (NOBREGA; UGRINOWITSCH,;
PINTANEL; BARCELOS et al., 2018) similares, independente da intensidade utilizada.
Para o volume, alguns estudos sugerem gque um maior nimero de séries pode induzir a
uma maior SPM (BURD; HOLWERDA; SELBY; WEST et al., 2010) e hipertrofia
muscular (RADAELLI; FLECK; LEITE; LEITE et al., 2015; SCHOENFELD;
OGBORN; KRIEGER, 2016; SOONESTE; TANIMOTO; KAKIGI; SAGA et al., 2013),
contudo, esses resultados ndo sao universais (BOTTARO; VELOSO; WAGNER;
GENTIL, 2011; KUMAR; ATHERTON; SELBY; RANKIN et al., 2012; MITCHELL;
CHURCHWARD-VENNE; WEST; BURD et al., 2012; OSTROWSKI; WILSON;
WEATHERBY; MURPHY et al., 1997). Da mesma forma, apesar de alguns estudos
demonstrarem uma SPM mais elevada para as a¢cbes musculares excéntricas comparadas
as concéntricas (MOORE; PHILLIPS; BABRAJ; SMITH et al., 2005), esses resultados
ndo sdo um consenso (PHILLIPS; TIPTON; AARSLAND; WOLF et al., 1997), e
maiores SPM ndo garantem maior hipertrofia muscular (MOORE; YOUNG; PHILLIPS,
2012). Por fim, as diretrizes recomendam intervalos entre 1-2° para grupamentos
musculares grandes e 2-3’ para os pequenos a fim de maximizar a hipertrofia muscular
(ACSM, 2009; 2011). Apesar disso, novas evidéncias demonstraram que intervalos
maiores entre séries podem produzir maiores respostas hipertroficas (SCHOENFELD;
POPE; BENIK; HESTER et al., 2016), embora esses resultados também ndo sejam um

consenso entre as novas evidéncias (VILLANUEVA; LANE; SCHROEDER, 2015). Para
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avancarmos no conhecimento, no meu mestrado propusemos investigar o efeito dos
sistemas de TF drop-set (reducédo na intensidade apos uma falha muscular possibilitando
a realizacao de repeticdes adicionais) e piramidal crescente (aumentos e diminuicdes na
intensidade e repeticdes, respectivamente, em cada série), estratégias utilizadas por
praticantes avancados de TF com o intuito de otimizar/maximizar a hipertrofia muscular
(ANGLERI; UGRINOWITSCH; LIBARDI, 2021). Observamos que uma vez realizados
até (ou proximos) da falha muscular, os sistemas nédo resultaram em maior hipertrofia
muscular comparados ao TF tradicional, mesmo envolvendo manipulacfes substanciais
nas variaveis de treinamento (ANGLERI; UGRINOWITSCH; LIBARDI, 2017). Embora
nenhum consenso tenha se estabelecido, essas evidéncias nos permitiram hipotetizar que
0 TF realizado proximo ou até a falha muscular pode de fato ser um estimulo suficiente
para otimizar/maximizar a resposta hipertrofica. No entanto, esses estudos realizaram a
manipulacdo de uma ou outra varidvel especifica do TF, enguanto revisdes classicas
sugerem que frequentes manipulacGes em diversas variaveis sejam realizadas a fim de
potencializar a hipertrofia muscular (ACSM, 2009; KRAEMER; DESCHENES; FLECK,
1988; KRAEMER; RATAMESS, 2004; TAN, 1999). A esse respeito, ainda ndo esta claro
qual o efeito da manipulacdo frequente de diversas variaveis do TF na hipertrofia
muscular em sujeitos treinados. Portanto, uma primeira pergunta a ser respondida é
“Existe alguma importancia na manipulacédo frequente das variaveis do TF para a
hipertrofia muscular (i.e., ASTm), mesmo quando o treinamento é realizado até a falha?”

A literatura tem demonstrado uma grande variabilidade biol6gica inter-sujeitos na
resposta hipertrofica induzida pelo TF (AHTIAINEN; WALKER; PELTONEN;
HOLVIALA et al.,, 2016; BAMMAN; PETRELLA; KIM; MAYHEW et al., 2007,
CHURCHWARD-VENNE; TIELAND; VERDUK; LEENDERS et al., 2015;

PETRELLA; KIM; MAYHEW:; CROSS et al., 2008). Nesse sentido, essa variabilidade
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individual poderia explicar as diferentes magnitudes da resposta hipertrofica
independente da manipulacdo das variaveis do TF. Dentre os fatores intrinsecos
relacionados a hipertrofia muscular, as células satélites (CS) tém recebido grande atencao
(BAMMAN; PETRELLA; KIM; MAYHEW et al., 2007; MOBLEY; HAUN;
ROBERSON; MUMFORD et al., 2018; PETRELLA; KIM; CROSS; KOSEK et al.,
2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW; CROSS et al., 2008; ROBERTS; HAUN;
MOBLEY; MUMFORD et al., 2018). As CS sdo células pré-diferenciadas localizadas
entre o sarcolema e a lamina basal (MAURO, 1961). Tem sido sugerido que uma das
funcBes mais importantes das CS é se fundir e doar seu ndcleo a fibras musculares pré-
existentes (WANG; RUDNICKI, 2012), aumentando a capacidade transcricional e dando
suporte ao processo de crescimento dessas fibras (KADI; SCHIERLING; ANDERSEN;
CHARIFI et al., 2004; PETRELLA,; KIM; CROSS; KOSEK et al., 2006; PETRELLA;
KIM; MAYHEW; CROSS et al., 2008; SNIJDERS; SMEETS; VAN KRANENBURG;
KIES et al., 2016). Esse processo, é coordenado por genes envolvidos no remodelamento
da matriz extracelular - na qual as CS se encontram - (metaloproteinases de matriz 2 e 9
[MMPs-2 e 9]), no estimulo mecéanico (mechanogrowth fator [MGF]), ativacdo (paired
box 7 [PAX-T7]), proliferacdo (myoblast determination protein 1 [MyoD]) e diferenciacao
(myogenin [MyoG]) das CS (BAMMAN; PETRELLA; KIM; MAYHEW et al., 2007;
CALDOW; THOMAS; DALE; TOMKINSON et al., 2015; LIU; HEINICHEN; WIRTH;
SCHMIDTBLEICHER et al., 2008; NEDERVEEN; JOANISSE; SNIJDERS; THOMAS
et al., 2018; PETRELLA; KIM; CROSS; KOSEK et al., 2006). Estudos demonstraram
que a magnitude de mudanga na expressdo de alguns desses genes (BAMMAN;
PETRELLA; KIM; MAYHEW et al., 2007) e na adicdo de mionucleos mediada pelas CS
(PETRELLA; KIM; MAYHEW, CROSS et al., 2008) estdo alinhadas com a magnitude

de aumento da ASTf induzido por um programa de TF padrdo, em individuos sem
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experiéncia prévia com TF. Contudo, esses resultados ndo sdo universais tanto para
iniciantes (MOBLEY; HAUN; ROBERSON; MUMFORD et al., 2018) quanto para
sujeitos com experiéncia em TF (HAUN; VANN; MOBLEY; OSBURN et al., 2019).
Nesse sentido, ainda ndo existe um consenso a respeito da variabilidade inter-sujeitos
como um fator que explique as diferencas na resposta hipertrofica. Além disso, os estudos
mencionados anteriormente ndo investigaram se a manipulagédo frequente das variaveis
do TF pode diminuir a variabilidade na mudanca desses fatores bioldgicos intrinsecos
entre altos e baixos respondedores. Nesse sentido, trés importantes questdes ainda
precisam ser respondidas: i) A manipulacdo frequente das variaveis do treinamento
(intensidade, volume, acdo muscular e pausa) pode modular os fatores bioldgicos
intrinsecos e consequentemente potencializar a resposta hipertrofica das fibras
musculares (i.e., ASTf)?; ii) A variabilidade intra-sujeito na hipertrofia das fibras
musculares e fatores bioldgicos intrinsecos séo moduladas pela manipulacéo frequente
das variaveis do TF? e; iii) Os fatores bioldgicos intrinsecos sdo de fato os maiores
determinantes das diferencas da magnitude da hipertrofia muscular e explicam a
variabilidade da resposta hipertrofica das fibras musculares independente das
manipulacGes do TF?

Para responder essas perguntas, utilizamos um design intra-sujeitos, em que uma
perna realizou um protocolo de TF padrdo e progressivo (TF-CON), e a perna
contralateral realizou um protocolo de TF modulando as variaveis: intensidade, volume,
acdo muscular e intervalo entre séries. O design intra-sujeitos possibilita o controle da
variabilidade bioldgica visto que ambas as pernas sdo afetadas de forma idéntica pela
genética, nutri¢do, nivel de treinamento e sono (MACINNIS; MCGLORY; GIBALA;
PHILLIPS, 2017). Hipotetizamos que: 1) TF-CON e TF-VAR produziriam aumentos

similares na SPM e ASTm; 2) TF-CON e TF-VAR induziriam a respostas similares nas
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CS, adicdo de mionucleos e expressao dos genes envolvidos nesse mecanismo e ASTf do
tipo I e I1; 3) os protocolos de TF produziriam uma baixa variabilidade intra-sujeitos (i.e.,
comparacdo entre pernas) e uma alta variabilidade inter-sujeitos (i.e., comparagédo entre
sujeitos) nos aumentos da ASTT e nos fatores bioldgicos intrinsecos, independentemente
do protocolo de TF; e 4) os fatores bioldgicos intrinsecos explicariam melhor a magnitude
da hipertrofia das fibras musculares a nivel individual, independentemente do programa

de TF.

2. DESENVOLVIMENTO DO PROJETO

O projeto referente a minha tese de doutorado foi parte de um projeto regular
financiado pela FAPESP (#2017/04299-1) coordenado pelo meu orientador Prof. Dr.
Cleiton Augusto Libardi. Esse projeto investigou ndo apenas as medidas mencionadas na
minha tese, mas também os efeitos da manipulacéo frequente das variaveis do TF na area
de seccdo transversa do musculo vasto lateral e da taxa de sintese proteica miofibrilar.
Pelo fato de a proposta do projeto regular envolver medidas bastante complexas e
diferentes perguntas, apesar de estarem em um mesmo contexto, a proposta original foi
separada em dois projetos. Um deles foi o projeto de pos-doutorado do Prof. Dr. Felipe
Damas e o outro foi 0 meu projeto de doutorado, ambos apoiados pela FAPESP
(#2016/24259-1 e # 2017/05331-6, respectivamente). As perguntas referentes as medidas
de hipertrofia a nivel de musculo inteiro e taxa de sintese proteica miofibrilar foram parte
do projeto de pés-doutorado do Prof. Dr. Felipe Damas. E importante ressaltar que
embora o projeto regular do Prof. Dr. Cleiton Augusto Libardi tenha originado dois
projetos individuais, o trabalho em equipe entre o Prof. Dr. Felipe Damas e eu ocorreu
durante todo desenvolvimento do projeto regular e foi fundamental para a concluséo de

cada etapa de ambos os projetos. Considerando que a duragdo do processo de pds-
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doutoramento ¢ menor comparado ao de doutorado, o projeto do Prof. Dr. Felipe Damas
envolveu um numero menor de medidas, possibilitando que os dados fossem analisados
mais rapidamente. Os resultados desse projeto foram publicados no artigo “Myofibrillar
protein synthesis and muscle hypertrophy individualized responses to systematically
changing resistance training variables in trained young men.” do qual sou segundo
autor, no periodico, Journal of Applied Physiology (ANEXO 1 -
doi:10.1152/japplphysiol.00350.2019). Nesse estudo, confirmamos nossa hipotese de que
tanto a taxa de sintese proteica miofibrilar quanto a hipertrofia do madsculo vasto lateral
sdo pouco afetados pela manipulacdo extrinseca das variaveis do TF. Além disso, a menor
variabilidade intra-sujeito na hipertrofia muscular comparado a inter-sujeitos sugere que
os fatores bioldgicos intrinsecos, ao invés de manipulacdo extrinseca do TF poderiam ter
maior impacto nas respostas hipertréficas. Dessa forma, para continuarmos avancando
precisavamos responder se: i) Os fatores bioldgicos intrinsecos - e quais deles - podem
ser modulados pela manipulacdo extrinseca das variaveis do TF?; ii) As respostas
hipertréficas observadas a nivel do mdsculo também sdo observadas nos diferentes tipos
de fibras musculares? e; iii) Os fatores bioldgicos intrinsecos ao invés dos extrinsecos,
explicam a variabilidade da resposta hipertréfica independente das manipulacdes do
TF? Esses questionamentos foram respondidos com os resultados do meu projeto de
doutorado. Todos os detalhes e resultados obtidos nesse projeto sdo reportados no
manuscrito “Resistance training variable manipulations are less relevant than intrinsic
biology in affecting muscle fiber hypertrophy.” publicado no periédico Scandinavian
Jounal of Medicine & Science in Sports (ANEXO 2 - doi: 10.1111/sms.14134)

apresentado a seguir.
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3. MANUSCRITO

Titulo: A manipulacdo das variaveis do treinamento de forca € menos relevante do que

os fatores bioldgicos intrinsecos na hipertrofia das fibras musculares.

Resumo

Nosso objetivo foi investigar se 0 aumento da area de secgdo transversa das fibras
musculares (ASTf) e seus mecanismos associados podem ser afetados tanto a nivel de
grupo quanto individual pela manipulacdo das varidveis do treinamento de forca (TF).
Vinte homens jovens e treinados tiveram cada perna aleatoriamente alocada na condi¢éo
TF padrdao (TF-CON: sem manipulacdes especificas) ou TF variado (TF-VAR:
manipulacdo da intensidade, volume, acdo muscular e pausa, em cada sessdo de TF). A
ASTT, conteudo de células satélites (CS), miondcleos e expressdo génica foram medidos
antes e apds 16 sessdes de TF (efeito cronico). Adicionalmente, a expressdo foi medida
24h ap6s uma sessao adicional (172 sessdo) de TF (efeito agudo). Os protocolos TF-CON
e TF-VAR produziram aumentos na ASTf e dominio mionuclear das fibras do tipo | e Il
apos o treinamento (P < 0,05). O contetido de CS e miondcleos ndo mudou para nenhuma
das condicGes (P > 0,05). A expressao de Pax-7, MyoD, MMP-2 e COL3A1 (cronico) e
MGF, Pax-7, e MMP-9 (agudo) aumentou similarmente para TF-CON e TF-VAR (P <
0,05). O aumento na expressdo de MyoG (agudo) foi significativamente maior para TF-
VAR comparado a TF-CON (P < 0,05). Foi observada uma correlagdo entre TF-CON e
TF-VAR para as mudancas na ASTf (r = 0,89). As mudancas na ASTf foram
correlacionadas com as mudancas nas CS (r = 0,42) e mionucleos (r = 0,50). A andlise
dos heatmaps demonstrou um alinhamento a nivel individual entre as mudancas
observadas nas respostas da ASTf, CS e mionucleos, independentemente o protocolo de
TF realizado. A alta variabilidade inter-sujeitos e baixa variabilidade intra-sujeitos
observadas independentemente do protocolo de TF sugere que os fatores bioldgicos
intrinsecos parecem ser mais importantes para explicar a magnitude de aumento da ASTf
em sujeitos treinados.

Palavras-chave: predisposicdo bioldgica, células satélites, respostas individuais,
responsividade, treinamento de forca, variaveis do treinamento.
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Introducéo

A massa muscular esquelética tem um papel fundamental na saude, desempenho
esportivo e estética (BAMMAN; ROBERTS; ADAMS, 2018; WOLFE, 2006). O
treinamento de forca (TF) é 0 método mais efetivo para promover 0 aumento da area de
seccao transversa das fibras musculares (ASTf) (i.e., hipertrofia muscular) (ACSM, 2009;
KRAEMER; ADAMS; CAFARELLI; DUDLEY et al, 2002; KRAEMER;
RATAMESS, 2004). Tem sido amplamente sugerido que a manipulacdo frequente das
varidveis do TF (e.g., intensidade, volume, acdo muscular e pausa) pode potencializar o
aumento da ASTT de tipos especificos de fibras musculares, quando comparado com um
programa de TF padrdo, especialmente em sujeitos considerados treinados em forca
(ACSM, 2009; FLECK; KRAEMER, 2014; FRIEDMANN-BETTE; BAUER;
KINSCHERF; VORWALD et al., 2010; FRY, 2004; OGBORN; SCHOENFELD, 2014;
SCHOENFELD, 2010; VIKNE; REFSNES; EKMARK; MEDBO et al.,, 2006).
Teoricamente, a manipulacao das variaveis do TF potencializariam a resposta de fatores
bioldgicos intrinsecos (e.g., aumento do pool de células satélites [CS], conteudo de
mionucleos e expressdo génica) controlando a resposta hipertrofica do tecido muscular
esquelético (BAMMAN; PETRELLA; KIM; MAYHEW et al., 2007; BAMMAN;
ROBERTS; ADAMS, 2018; HAUN; VANN; MOBLEY; OSBURN et al., 2019;
KOSEK; KIM; PETRELLA; CROSS et al., 2006; PETRELLA; KIM; CROSS; KOSEK
et al., 2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW; CROSS et al., 2008). Contudo,
recentemente nosso grupo demonstrou respostas hipertroficas similares do musculo vasto
lateral entre um protocolo de TF que realizou a manipulagdo frequente das variaveis do
TF quando comparado a um protocolo de TF padrdo com progressdo linear, a0 menos
guando ambos os protocolos sdo realizados até (ou préximos) a falha muscular

concéntrica (DAMAS; ANGLERI; PHILLIPS; WITARD et al., 2019). Contudo, os
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efeitos da manipulacdo das variaveis do TF a nivel das fibras musculares e nos fatores
bioldgicos intrinsecos mencionados anteriormente ainda permanecem obscuros em
sujeitos treinados em forca.

A literatura tem reportado uma grande variabilidade inter-sujeitos nos aumentos
da ASTTf induzidos pelo TF quando diferentes protocolos sdo comparados (BAMMAN;
PETRELLA; KIM; MAYHEW et al., 2007; CHURCHWARD-VENNE; TIELAND;
VERDUK; LEENDERS et al., 2015; HAUN; VANN; OSBURN; MUMFORD et al.,
2019; MOBLEY; HAUN; ROBERSON; MUMFORD et al., 2018; PETRELLA; KIM;
CROSS; KOSEK et al., 2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW,; CROSS et al., 2008).
Nesse sentido, por meio de um design intra-sujeitos (i.e., cada perna realiza um protocolo
de TF), n6s demonstramos uma maior variabilidade a nivel inter-sujeitos quando
comparada a variabilidade intra-sujeitos tanto na taxa de sintese proteica miofibrilar
quanto na hipertrofia muscular, independente do protocolo de TF realizado (DAMAS;
ANGLERI; PHILLIPS; WITARD et al., 2019). Esses achados sugerem que os fatores
bioldgicos intrinsecos, ao invés dos extrinsecos (e.g., manipulacdo das variaveis do TF),
sdo os principais mediadores da magnitude da resposta hipertréfica entre altos e baixos
respondedores. Dentre os fatores intrinsecos relacionados a hipertrofia, as CS tém
recebido uma atencdo particular (BAMMAN; PETRELLA; KIM; MAYHEW et al.,
2007; MOBLEY; HAUN; ROBERSON; MUMFORD et al., 2018; PETRELLA; KIM;
CROSS; KOSEK et al., 2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW,; CROSS et al., 2008;
ROBERTS; HAUN; MOBLEY; MUMFORD et al., 2018), visto que elas doam seus
mionucleos as fibras musculares existentes para dar suporte a maior demanda por sintese
proteica do volume citoplasmatico em expansdo (KADI; SCHIERLING; ANDERSEN;
CHARIFI et al., 2004; PETRELLA,; KIM; CROSS; KOSEK et al., 2006; PETRELLA;

KIM; MAYHEW; CROSS et al., 2008; SNIJDERS; SMEETS; VAN KRANENBURG,;



24

KIES et al., 2016). Esse processo € coordenado pela expressdo aumentada de genes
envolvidos no ciclo das CS bem como no seu nicho (e.g., metaloproteinases de matriz
[MMP-2 e MMP-9], mechanogrowth factor [MGF], paired box protein 7 [Pax-7],
myoblast determination protein 1 [MyoD], e miogenina [MyoG]) induzida tanto por uma
Unica sessdo de TF quanto por varias sessdes (efeitos agudo e crénico) (BAMMAN;
PETRELLA; KIM; MAYHEW et al, 2007; CALDOW; THOMAS; DALE;
TOMKINSON et al., 2015; LIU; HEINICHEN; WIRTH; SCHMIDTBLEICHER et al.,
2008; NEDERVEEN; JOANISSE; SNIJDERS; THOMAS et al., 2018; PETRELLA;
KIM; CROSS; KOSEK et al., 2006). Importantemente, foi demonstrado que a magnitude
de mudanca na expressao de alguns desses genes (BAMMAN; PETRELLA; KIM;
MAYHEW et al., 2007) e na adi¢do de mionucleos mediada pelas CS (PETRELLA; KIM;
MAYHEW; CROSS et al., 2008) estavam alinhados com a magnitude de aumento na
ASTf induzida por um programa padrdo de TF, em sujeitos sem experiéncia previa em
TF. Embora esses achados sugiram que a variabilidade inter-sujeitos possa explicar a
diferenca na resposta adaptativa, esses estudos ndo permitem determinar se a manipulagéo
frequente das variaveis do TF podem diminuir a variabilidade nas respostas desses fatores
bioldgicos intrinsecos (i.e., entre altos e baixos respondedores para a hipertrofia
muscular).

Esse estudo teve o objetivo de investigar se os fatores biologicos intrinsecos (i.e.,
resposta das CS, adicdo de mionUcleos e expressao génica) poderiam ser modulados pela
manipulag&o frequente das varidveis do TF e potencializar os ganhos na ASTf em homens
jovens treinados em forca. Nds também investigamos se a variabilidade intra-sujeitos na
ASTTf e nos fatores bioldgicos intrinsecos poderiam ser modulados pelas manipulagoes
nas variaveis do TF e se esses fatores intrinsecos estariam relacionados com a magnitude

de aumento da ASTf. Para isso, nés utilizamos um programa de TF unilateral, no qual
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uma perna realizou o programa de TF padrdo (TF-CON), e a perna contralateral realizou
um programa de TF variavel (TF-VAR) modulando varidveis chave, como: intensidade,
volume, acdo muscular e intervalo entre séries. NOs hipotetizamos que: 1) os protocolos
TF-CON e TF-VAR aumentariam similarmente a ASTT das fibras musculares do tipo I e
I1; 2) ambos os protocolos induziriam a respostas similares das CS, adi¢cdo de mionucleos
e expressdo dos genes envolvidos nesse mecanismo; 3) os protocolos de TF produziriam
uma baixa variabilidade a nivel intra-sujeitos e uma alta variabilidade inter-sujeitos nos
aumentos da ASTT e nos fatores biologicos intrinsecos independentemente do programa
de TF; e 4) os fatores bioldgicos intrinsecos explicariam melhor a magnitude da

hipertrofia a nivel individual, independentemente das manipulac6es do TF.

Métodos
Participantes

Homens jovens treinados em forca (n = 20, idade: 26 + 3 anos, indice de massa
corporal: 25,6 + 2,1 kg/m?, experiencia em TF: 2,5 + 1,1 anos) se voluntariaram para
participar do estudo. Todos 0s sujeitos reportaram estarem livres de problemas
musculares e do uso de esteroides anabolizantes. Os sujeitos assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. O estudo foi conduzido de acordo com a Declaracédo

de Helsinki, e com o Comité Local de Etica em Pesquisa com Humanos (# 2.226.596).

Desenho experimental

NOs utilizamos um design intra-sujeitos a partir do qual, analises crénicas e agudas
foram realizadas (Figura 1). Cada perna de cada sujeito foi aleatorizada de forma
balanceada de acordo com a dominancia nas condigdes: 1) TF padrdo e progressivo (TF-

CON, 10 pernas dominantes e 10 ndo dominantes) ou; 2) TF variavel (TF-VAR, 10 pernas
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dominantes e 10 ndo dominantes), que manipulou as variaveis do TF (descricdo completa
apresentada abaixo). Os sujeitos se abstiveram de exercicios fisicos por pelo menos 72h
antes da primeira sessdo de TF. Uma bidpsia no musculo vasto lateral foi realizada em
uma das pernas de forma aleatoria imediatamente antes da primeira sessdo de TF (Pré).
Os sujeitos realizaram 2 sessdes de TF semanais durante 8 semanas (totalizando 16
sessOes de TF), nas quais ambos os protocolos foram realizados. Bidpsias bilaterais foram
realizadas 96h apos a Ultima sesséo de TF (Pds). Em seguida, os sujeitos realizaram uma
sessdo de TF adicional (i.e., 172 sessdo de TF), e bidpsias musculares do vasto lateral
foram coletadas de cada perna 24h apds essa sessdo de TF. As bidpsias dos momentos
Pré e P6s foram utilizadas para analisar as alteracdes crénicas na ASTf, contetudo de CS
e mionucleos e expressdo génica. O efeito agudo da 172 sessdo de TF foi determinado
pelas biopsias dos momentos Pos (chamadas de Oh para essas analises) e 24h. Na sessao
de TF aguda, os sujeitos realizaram o protocolo TF-CON com a mesma perna que
habitualmente realizava a condicdo TF-CON (n = 20), e a perna contralateral foi
aleatorizada em uma das 4 condicbes do TF-VAR (n = 20; n = 5 por condicao). Apesar
de os sujeitos ja serem experientes em TF, a sessdo aguda foi realizada apenas no final do
programa de TF para minimizar algum viés produzido pelo estimulo do exercicio ndo
acostumado. Os sujeitos consumiram 30g de proteina isolada do soro do leite fornecida
pelo pesquisador apds cada sessdo de TF, incluindo a sessdo aguda (i.e., 172 sessdo de

TF).

[ Design crinico (S 0-8) | | Design agudo ‘

TF-CON (n=20) I——| TF controle progressivo |——| TF-CON}—{ TF conlrole progressivo (n=20) |_1

VAR-intensidade (n=5), VAR-séries (n=5),
VAR-excéntrico (n=5) ou VAR- pausa (n=5)

TE-VAR (n—20) |—| Realizaram: VAR-intensidade, VAR-séries, VAR-excéntrico ou VAR- pausa H TT‘-VARI—{

Sessio de TF | T 1
1 16 17

| 96h | ,
Tempo f ! !
Pré Pos cronico Agudo 24h
cronico Agudo Oh

Biopsia 4 ﬁﬁ tt
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Figura 1. Desenho experimental. A seta Unica indica biopsia unilateral. Setas duplas
indicam bidpsias bilaterais. A seta preta indica a biopsia utilizada para as medidas Pré do
design croénico; as setas brancas indicam as biopsias utilizadas para as medidas Pos no
design cronico (96h apos a 162 sessdo de TF) e para as medidas Oh (imediatamente apds
a 172 sessdo de TF) no design agudo; e as setas cinza indicam as biopsias utilizadas no
momento 24h apos a 172 sessdo de TF no design agudo. TF: treinamento de forca; TF-
CON: TF controle (4 séries de leg press seguida de 4 séries de cadeira extensora, 9-
12RM/2-minutos de pausa); TF-VAR: TF variavel; VAR-intensidade: 4 séries de leg
press e cadeira extensora, 25-30RM/2-minutos de pausa; VAR-séries: 6 series de leg
press e cadeira extensora, 9-12RM/2-minutos de pausa; VAR-excéntrico: 4 séries de leg
press e cadeira extensora, 10 contracGes excéntricas com 110% da intensidade utilizada
na perna TF-CON/2-minutos de pausa; VAR-pausa: 4 séries de leg press e cadeira

extensora, 9-12RM/4-minutos de pausa.

Biopsia muscular

As biopsias do masculo vasto lateral foram realizadas por meio de agulhas de
bidpsia percutanea com succ¢do manual e anestesia local (2-3mL de xilocaina 1%). Uma
porcdo de 20-30 mg de tecido foi estocada em composto para temperatura 6tima de corte
(Tissue-Tek® O.C.T.) com as fibras orientadas perpendicularmente & superficie horizontal
e congeladas em isopentano resfriado por nitrogénio liquido para realizar as analises de
ASTT, contetido de CS e mionucleos e dominio mionuclear para as fibras do tipo I e 11.
Aproximadamente 50 mg de tecido muscular foi separado para as analises de expressdo

génica. Todas as amostras foram estocadas a -80°C até o momento das analises.
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Treinamento de forca

Ambos os protocolos foram realizados até (ou proximos) a falha muscular
conceéntrica. O protocolo TF-CON realizou 8 séries (4 séries no leg press seguidas de 4
séries na cadeira extensora) de 9-12 repeticGes maximas (RM), com agdes musculares
dindmicas (concéntricas e excéntricas) e 2 minutos de intervalo entre séries e exercicios.
A intensidade foi aumentada e diminuida para manter a zona alvo de repeticbes maximas
estipulada, como descrito anteriormente (DAMAS; ANGLERI; PHILLIPS; WITARD et
al., 2019). No protocolo TF-VAR, uma das seguintes manipulacdes do TF foi realizada:
1) intensidade: 4 séries no leg press e na cadeira extensora de 25-30RM com 2 minutos
de pausa; 2) volume: 6 séries no leg press e na cadeira extensora de 9-12RM com 2
minutos de pausa; 3) acdo muscular excéntrica: 4 séries no leg press e na cadeira extensora
de 10 contracdes excéntricas com 110% da intensidade utilizada na condi¢cdo TF-CON
com 2 minutos de pausa e; 4) pausa: 4 séries no leg press e na cadeira extensora de 9-
12RM com 4 minutos de pausa. Como 16 sessfes de TF foram realizadas durante as 8
semanas, essas configuracbes do TF-VAR foram repetidas 4 vezes por cada participante

em ordem aleatéria e balanceada.

Analise imunohistoquimica

As amostras de tecido muscular congelado foram seccionadas em um criostato
(Leica CM 1860) a -25°C. As laminas contendo as secc@es musculares (6 pm) foram
mantidas em temperatura ambiente por ~20 minutos para estabilizacdo. As amostras
foram encubadas com os anticorpos priméarios a 37°C por 45 minutos. Em seguida, as
amostras foram lavadas 3 vezes em salina tamponada com fosfato (PBS) por 5 minutos,
e entdo foram encubadas com o0s anticorpos secundarios a 37°C por 45 minutos. Apds

passarem por mais 3 lavagens de 5 minutos, as laminas foram montadas com FluorQuest
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contendo DAPI. As imagens foram obtidas pelo equipamento ImageXpress Micro XLS
com aumento de 20X. Uma imagem representativa esta ilustrada na Figura 2. As analises
foram realizadas por meio do software ImagJ. Devido a um problema na aquisicdo das
imagens de uma amostra, 0s procedimentos a seguir foram conduzidos com as amostras
de 19 sujeitos. A ASTT foi determinada por planimetria computadorizada para cada tipo
de fibra muscular. Para garantir que apenas as fibras seccionadas transversalmente foram
analisadas, as fibras com circularidade abaixo de 0,60 foram excluidas da analise
(KOSEK; KIM; PETRELLA; CROSS et al., 2006; VERDIJK; GLEESON; JONKERS;
MEIJER et al., 2009). Para a ASTf das fibras do tipo | foram analisadas 48 + 6 no Pré,
44 + 12 no P6s (TF-CON) e 47 = 7 no Pés (TR-VAR). Com relacdo a ASTf das fibras
tipo 11, o numero de fibras analisadas foi 50 £ 0 no Pré, 47+ 9 no P6s (TF-CON) e 50 £ 1
no Po6s (TR-VAR). O erro tipico (ET) entre duas medidas realizadas com 72h de intervalo
foi 116,8 pum?; 219,0 um? e 175,9 um? para a ASTf das fibras musculares do tipo I, Il e
total (ASTf | + ASTTF Il), respectivamente. O nimero de mionucleos para cada tipo de
fibra foi contado e normalizado pelo nimero de fibras analisadas. O ET entre duas
medidas realizadas com 72h de intervalo foi 0,15 mionucleos/fibra, 0,13
mionucleos/fibra, e 0,17 miondcleos/fibra para as fibras tipo I, 11 e total (tipo | + tipo 11),
respectivamente. O dominio mionuclear foi definido como a razdo entre a ASTf e o
namero de mionucleos normalizados para cada tipo de fibra. O nimero de CS para 0s
tipos especificos de fibras foi determinado pela co-localizacdo de DAPI e Pax-7. As CS
especificas de cada tipo de fibra muscular foi normalizado pelo nimero de fibras
musculares especificas. O ET entre duas medidas realizadas com 72h de intervalo foi 0,02
CS/fibra para as CS das fibras do tipo I, Il e total (tipo I + tipo I1). O nimero de fibras do
tipo | analisadas para quantificar as CS e mionucleos foi 97 + 49 no Pré, 95 + 55 no P6s

(TF-CON) e 128 + 88 no Pés (TR-VAR). Finalmente, o numero de fibras do tipo Il
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analisadas para quantificar as CS e mionucleos foi 144 + 85 no Pré, 136 + 86 no Pds (TF-

CON) e 160 + 97 no Pés (TR-VAR).

(B) DAPL

Figura 2. Imagem representativa do método de coloracdo por
imunofluorescéncia. Lamininae MHC-I (A), DAPI (B), Pax-7 (C), co-localizacédo
de Pax-7 e DAPI (D) e Merge (Laminina/MHC-I/DAPI/Pax-7) (E). As setas

indicam a célula satélite.

gRT-PCR

O RNA foi isolado através da incubacdo e homogeneizagdo de ~15 mg de tecido
muscular no reagente Trizol (Invitrogen Corporation, California, USA), conforme as
instrucdes do fabricante. A concentracdo e a razdo pureza/concentracdo do RNA foram
determinadas pela medida de absorbancia (NanoDrop 2000) de cada amostra a 260/230 e
260/280 nm, respectivamente. A integridade do RNA de todas as amostras foi certificada
por eletroforese em gel de agarose a 1% com um padrdo de RNA ribossémico 28S e 18S.
As amostras foram tratadas com DNase | (Invitrogen Corporation California, USA) para
remover qualquer tipo de contaminagdo por DNA gendmico. O RNA (1 pg) foi utilizado
para a realizacdo da transcricdo reversa pelo kit GoScript™ Reverse Transcriptase

(Promega Corporation, Madison, WI, USA). A PCR em tempo real (CFX 96 real-time
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PCR-Bio0-Rad, San Francisco, USA) foi realizada com 20 ng de cDNA e 0,5uM de cada
primer foi utilizado em um mix com volume de 25 pl contendo SoFastTM Eva Green
(BioRad, San Francisco, USA). As amostras foram analisadas em duplicata. A ciclagem
térmica foi de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 54,4 - 63,3° C
por 30 segundos e 72° C por 30 segundos, respectivamente. Para garantir que apenas um
produto de PCR foi amplificado por reagéo, a curva de melting foi concluida apds a PCR.
As mudancas relativas na expressao génica foram calculadas pelo método de delta-delta
Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Nos testamos 4 genes (RPLPO, RPL13A, TFRC e
GAPDH) como constitutivos e utilizamos 0 GAPDH para normalizar os valores de Ct
(delta-Cts [ACt]). Em seguida, os valores foram utilizados para normalizar os valores de
ACt (delta-delta Cts [AACt]). Os valores foram transformados em escala logaritmica pela

equacdo: fold change = 224t (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Analise estatistica

Os efeitos crénicos dos protocolos TF-CON e TF-VAR na ASTT, contetdo de CS
e mionucleos e expressao génica foram analisados em duas etapas. Como as analises do
momento Pré foram realizadas por meio de tecido muscular coletado de apenas uma
perna, nos utilizamos uma ANOVA one-way para determinar se as variaveis dependentes
(ASTHT, contetido de CS e mionucleos e expressao génica crénica) no Pés (TF-CON e TF-
VAR) foram diferentes com relacdo ao Pré. Em caso de valor de F significante, um p0s-
hoc de Dunnett foi realizado tendo o Pré como condicdo controle. As mesmas variaveis
dependentes foram comparadas entre as condi¢des TF-CON e TF-VAR no Pos por meio
de um teste t pareado. As mudancas agudas na expressao génica foram analisadas por
modelo misto assumindo o tempo (Oh e 24h) e o protocolo (TF-CON e TF-VAR) como

fatores fixos e 0s sujeitos como fator randémico. Em caso de valor de F significante, um
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pos-hoc de Tukey foi realizado. Realizamos correlacdes de Pearson para a ASTf, CS e
mionucleos totais e expressdo génica aguda e crbnica entre as pernas para investigar se
os protocolos de TF afetam a resposta adaptativa a nivel intra-sujeitos. Visto que uma alta
correlacéo (r = 0,89) foi encontrada para as mudancas na ASTT total entre as pernas TF-
CON e TF-VAR (n = 38), nos utilizamos os dados de ambas as pernas para realizar as
correlagdes subsequentes. Desse modo, nos realizamos correlagdes de Pearson entre as
mudancgas na ASTT total e i) a mudanca no conteddo total de CS; ii) mudangas no
conteudo total de mionucleos; iii) expressdo génica cronica e; iv) expressao génica aguda.
O valor de significancia adotado foi de P < 0,05. Os heatmaps foram utilizados para
explorar o alinhamento entre a hipertrofia das fibras musculares e os fatores biologicos
intrinsecos. Para construcdo dos heatmaps, a ASTf total (AST das fibras tipo | + AST das
fibras tipo II) de cada sujeito foi ranqueada de acordo com o valor de mudanga (A%)
médio das duas pernas ([TF-CON + TF-VAR] + 2). Em seguida, o A% das outras
variaveis dependentes (i.e., CS total [nimero de CS das fibras tipo | + tipo 11], miondcleos
total [miondcleos das fibras tipo | + tipo I1], expressdo génica cronica [Pré para Pos] e
aguda [Oh para 24h]) por sujeito foi ranqueado de acordo com o A% da ASTf total. O A
de mudanca de cada coluna do heatmap foi normalizado individualmente. Para a ASTT,
CS e miondcleos totais, os valores basais dos heatmaps foram definidos como 0. O
heatmap da expressdo génica cronica teve o valor de baseline definido como o valor
médio da expressdo génica no Pré, enquanto a expressao génica aguda teve os valores de
baseline definidos como a média da expressao génica das condi¢des TF-CON e TF-VAR
no momento Oh. Mudancas acima e abaixo dos valores de baseline foram respectivamente
demarcadas em vermelho ¢ azul, onde tons mais intensos de vermelho indicam maior A%
e tons mais intensos de azul indicando uma diminui¢do na variavel dependente. Tons

proximos ao branco indicam auséncia de mudanca. Por fim, 3 heatmaps foram
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construidos comparando: 1- A% da ASTf total, A% das CS totais ¢ A% dos miontcleos
totais; 2- A% da ASTf total e A% da expressdo génica cronica e; 3- A% da ASTf total e
A% da expressdo aguda. Essas andlises nos permitiram explorar visualmente se as
respostas dos sujeitos altos ou baixos respondedores para a ASTf estavam alinhadas com
as maiores e menores mudancas nos fatores bioldgicos intrinsecos e se o programa de TF

poderia modular essas respostas.

Resultados
Volume total

Encontramos um maior volume total acumulado (series X repeticdes x intensidade
[kg]) para o protocolo TF-VAR (217.613 + 43.834 kg) comparado ao TF-CON (193.259
+ 39.731 kg) (12,6% de diferenca entre pernas; P < 0.001; resultados ndo apresentados

em figuras).

Area de seccdo transversa, nimero de células satélites e mionGcleos, tamanho do
dominio mionuclear e proporc¢ao das fibras musculares do tipo | e 11

Houve um aumento significativo na ASTf das fibras do tipo | para TF-CON
(13,0% [P = 0,01]) e TF-VAR (12,3% [P = 0,02]) (Figura 3 A e Tabela 1). A ASTf das
fibras do tipo Il também aumentou para TF-CON (12,7% [P = 0,02]) e TF-VAR (12,2%
[P =0,03]) (Figura 3 B e Tabela 1). O dominio mionuclear das fibras musculares do tipo
I aumentou significativamente para TF-CON (15,4% [P = 0,0001]) e TF-VAR (19,9% [P
=0,0013]) (Tabela 1). Houve um aumento significativo no dominio mionuclear das fibras
do tipo Il para TF-CON (23,1% [P = 0,0002]) e TF-VAR (24,2% [P = 0,004]) (Tabela
1). Nenhuma mudanga na proporcao dos tipos de fibras, contetdo de miondcleos e CS foi

encontrado para TF-CON e TF-VAR para ambos os tipos de fibra (P > 0,05) (Tabela 1).
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Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre TF-CON e TF-VAR para nenhuma

variavel dependente no momento P6s (P > 0,05) (Figura 3A, Figura 3B e Tabela 1).
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Figura 3. Aumentos percentuais na area de secc¢do transversa das fibras musculares do

tipo 1 (A) e Il (B) do baseline (Pré) para 8 semanas de treinamento (P0s) para o

treinamento de forca controle (TF-CON) e treinamento de forca variavel (TF-VAR). As

barras representam as médias, e 0s pontos representam as respostas individuais.

Tabela 1. Area de seccéo transversa, nimero de células satélites e miondcleos, tamanho do dominio

mionuclear e proporcdo das fibras musculares do tipo | e 11 no baseline (Pré) e ap6s 8 semanas (P0s)

para o treinamento de forca controle (TF-CON) e treinamento de for¢a variavel (TF-VAR).

Variaveis Ti|c_)o de Pre Pos
Fibra TF-CON TF-VAR

| 5617,62 +£1111,88 6348,71 £ 972,21* 6311,07 £ 1035,77*
ASTf por fibra (um?)

I 6323,63 £ 1291,28 712491 + 1367,20*  7094,78 + 1427,28*
Células satélites por I 0,08 £0,03 0,07 +£0,04 0,08 £0,03
fibra (n) I 0,07 £ 0,03 0,06 £ 0,05 0,07 £0,04
Mionucleos por fibra I 4,78 +0,97 4,65 0,72 4,47 +0,72
(n) I 4,03 +0,89 3,65+0,76 3,67 0,90
Dominio mionuclear | 1195,80 + 214,96 1380,06 + 206,16* 1434,22 + 265,97*
por fibra (um?) I 1607,84 + 341,17 1978,92 £ 325,57* 1997,51 + 460,16*
Proporgéo dos tipos I 41,1+113 42,8+ 12,8 420141
de fibra (%) Il 58,9 + 11,3 57,2+128 58,0 + 14,1

Valores expressos em média + DP. *Significativamente diferente do Pré (P < 0,05).
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Expressdo génica (efeitos crénicos do TF)

Os resultados demonstraram mudancas significativas na expressdo génica para
Pax-7 (TF-CON: P = 0,0151; TF-VAR: P = 0,0032), MyoD (TF-CON: P = 0,0181; TF-
VAR: P =0,0107), MMP-2 (TF-CON: P = 0,0363; TF-VAR: P = 0,0318) e COL3A1
(TF-CON: P = 0,0030; TF-VAR: P < 0,0002) (Tabela 2). Ndo foram observadas
diferencas significativas na expressdao de MGF, MyoG e MMP-9 (P > 0,05) (Tabela 2).
Nenhuma diferenca significativa entre TF-CON e TF-VAR foi observada entre 0s genes

alvos (P > 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Expressdo génica cronica relativa no baseline (Pré) e apds 8 semanas (P0s) para

o treinamento de forca controle (TF-CON) e treinamento de forca variavel (TF-VAR).

Gene Pre Pos
TF-CON TF-VAR

MGF 1,14 + 0,65 1,23+ 0,86 161+112
Pax-7 0,98 £ 0,50 1,65+ 0,83* 2,17+1,11*
MyoD 1,70+ 0,78 4,13 + 3,48* 3,86 * 3,06*
MyoG 1,08 + 0,55 0,90 £ 0,24 0,81 +0,37
MMP-2 1,10 £ 0,59 1,57 £0,70* 1,88 £1,16*
MMP-9 1,00 £ 0,57 1,35+1,52 1,37 +£1,50
COL3A1 1,12 £ 0,56 3,42 £ 2,61* 3,82 £ 2,16*

Valores expressos em média + DP. *Significativamente diferente do Pré (P < 0,05).

Expressdo génica (efeitos agudos do TF)

Nenhuma diferenca significativa na expressdo génica foi detectada entre TF-CON
e TF-VAR no baseline (Oh) pata todos os genes alvo (P > 0,05) (Tabela 3). Os protocolos
TF-CON e TF-VAR aumentaram significativamente a expressao de MGF (efeito
principal de tempo; P = 0,0060), Pax-7 (efeito principal de tempo, P < 0,0001) e MMP-9

(efeito principal de tempo; P = 0,0199) de Oh para 24h (i.e., agudo). Nenhuma mudanga
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significativa foi encontrada entre TF-CON e TF-VAR no momento 24h para MGF, Pax-
7 e MMP-9 (P > 0,05). Para MyoG, apenas o protocolo TF-VAR apresentou aumento
significativo do momento Oh para 24h (interagdo tempo vs. protocolo; P < 0,0001).
Adicionalmente, o protocolo TF-VAR foi significativamente diferente do TF-CON no
momento 24h (interacdo tempo vs. protocolo; P < 0,0261). A expressdo de MyoD, MMP-

2 e COL3A1 ndo mudou do momento Oh para o 24h (P > 0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Expressdo génica aguda relativa no baseline (Oh) e apds (24h) sessdo de
treinamento para o treinamento de forca controle (TF-CON) e treinamento de forca

variavel (TF-VAR).

Gene TF-CON TF-VAR
Oh 24h Oh 24h

MGF 1,24 + 0,88 1,96 +1,36* 1,23+ 0,85 2,46 £ 1,77*
Pax-7 1,17 + 0,62 2,12 +1,00* 1,22 + 0,62 1,88 +0,91*
MyoD 0,91+0,77 1,10 +1,05 0,84 +0,67 0,96 + 0,62
MyoG 1,03+0,28 2,12+1,20 1,03+ 0,27 4,25 + 3,03*F
MMP-2 1,12 + 0,52 0,93+0,33 1,01 +0,63 1,09 + 1,06
MMP-9 1,50 +£1,68 2,24 +2,48* 1,30+1,39 3,37 £ 3,76*
COL3A1 1,35+1,04 1,43 + 0,86 1,23 +0,74 1,79 +1,52

Valores expressos em média + DP. *Significativamente diferente de Oh (P < 0,05).
tSignificativamente diferente do TF-CON no momento 24h (P < 0,0261).

Analises de correlacéo

Uma correlagéo significante entre as pernas TF-CON e TF-VAR foi encontrada
para a mudanga na ASTT total (P < 0,0001; r = 0,89), CS total (P < 0,0001; r =0,82) e
uma forte tendéncia para mionucleos totais (P < 0,07; r = 0,42). Contudo, nenhuma
correlagéo foi observada entre as pernas TF-CON e TF-VAR (P > 0,05) para a expresséo

génica aguda e crbnica, exceto para a expressao croénica de MyoD (P < 0,0001; r = 0,87).
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As analises com os grupos colapsados (TF-CON + TF-VAR) também
demonstraram uma correlacdo significativa entre a mudanca na ASTf total e as mudancas
nas CS totais (P < 0,01; r = 0,42) e miondcleos totais (P < 0,001; r = 0,50). No entanto,
nenhuma correlacdo foi observada entre a mudanca na ASTT total e a expressdo génica
(crénica e aguda) (P > 0,05), exceto para a expressao cronica (P < 0,001; r =0,56) e aguda

(P <0,02; r = 0,43) de MyoD.

Heatmaps

Os Heatmaps demonstraram uma resposta alinhada entre a magnitude de aumento
na ASTf com a resposta das CS e miontcleos (A%). Nesse sentido, 0s sujeitos que
estavam dentro dos quartis correspondentes aos maiores e menores respondedores para a
ASTTf total também apresentaram as maiores e menores respostas para as CS e miondcleos
(Figura 4A). Adicionalmente, os heatmaps demonstraram que ambas as pernas de cada
sujeito apresentavam tons de cor similares, indicando que a magnitude da resposta
individual para a ASTf, CS e mionucleos ndo foram substancialmente moduladas por um
protocolo especifico (TF-CON ou TF-VAR) (Figura 4A). Por outro lado, nos
demonstramos um baixo alinhamento entre a magnitude de aumento da ASTf com o
aumento da expressao génica crénica (Figura 4B) e aguda (Figura 4C). Nesse sentido, 0s
sujeitos que estavam no quartil correspondente aos maiores respondedores para a ASTf
total apresentaram as menores respostas para a expressdo génica cronica e/ou aguda. Em
contraste, alguns dos sujeitos que estavam no quartil correspondente aos menores
respondedores para a ASTT total apresentaram as maiores mudangas na expressdo génica
crbnica e/ou aguda (Figura 4B e 4C). Adicionalmente, enquanto a expressao génica ndo
foi diferentemente afetada pelo protocolo de TF para alguns sujeitos (e.g., sujeitos 4 e 19

[expressdo cronica de MyoD] — Figura 4B; sujeitos 3 e 16 [expressao aguda de COL3A1]
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Figura 4C), outros apresentaram a maior resposta para um protocolo especifico (e.g.,
perna TF-CON) e a menor resposta para o outro protocolo (e.g., perna TF-VAR) nos
heatmaps (e.g., sujeitos 2 e 5 [expressdo cronica de Pax-7] — Figura 4B; sujeito 18

[expressdo aguda de Pax-7] Figura 4C).
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Figura 4. Heatmap da magnitude de mudancga (A%) para cada variavel dependente. (A)
A% da ASTT total (Pré para P6s), A% da CS total (Pré para Pos), e A% do niimero de
mionucleos total (Pré para Pos). (B) A% da ASTf total (Pré para Pos) e A% da expressdo
génica cronica (Pré para Pos). (C) A% da ASTT total (Pré para Pos) e A% da expressido
génica aguda (Oh para 24h). A magnitude de mudanca para cada variavel esta indicada
pelo gradiente de cor. Os tons mais intensos de vermelho representam as maiores
magnitudes de mudanca para a variavel dependente. Conforme o gradiente de cor se torna
mais branco, isso indica que nenhuma mudanca na variavel dependente foi detectada (i.e.,
A% = 0). Conforme o gradiente de cor flui do branco para tons mais intensos de azul, isso
indica uma diminuigéo (i.e., A% negativo) nos valores da variavel dependente. As células

preenchidas com “X” representam dados faltosos.

Discussao

No6s demonstramos que a manipulacdo frequente das varidveis do TF néo
aumentou os ganhos na ASTf comparado ao programa de TF padréo utilizando um design
intra-sujeitos em individuos treinados em forca. Adicionalmente, n6s ndo encontramos
aumentos no conteido de CS e mionucleos para TF-CON e TF-VAR, com os dados de
expressao génica sugerindo um processo de self-renewal das CS para ambos os
protocolos. As analises individuais demonstraram um alinhamento entre as respostas das
ASTf, CS e mionucleos (i.e., sujeitos que tiveram maior hipertrofia das fibras musculares
também tiveram uma maior resposta das CS e miondcleos, e 0 oposto € verdadeiro),
independentemente do protocolo de TF. Esses resultados foram confirmados pela
correlacdo entre as alteragdes na ASTf e conteudo de CS (r = 0,42) e mionucleos (r =
0,50). Adicionalmente, ndo encontramos alinhamento entre as mudancas cronicas e

agudas na expressdo génica e as mudancas na ASTf, o que foi confirmado pela falta de
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correlacdo entre essas variaveis (exceto para MyoD). Por fim, nossas analises histologicas
sugerem que as respostas individuais das CS e mionucleos exercem um efeito mais

pronunciado nos aumentos da ASTf comparado a manipulacéo das variaveis do TF.

Efeitos da manipulacdo das variaveis do treinamento de forca a nivel de grupo

Para otimizar/maximizar a hipertrofia muscular e potencializar a hipertrofia de
tipos especificos de fibras musculares, especialmente em sujeitos treinados, importantes
diretrizes recomendam a manipulacéo frequente das variaveis do TF (ACSM, 2009; 2011;
FLECK; KRAEMER, 2014; KRAEMER; RATAMESS, 2004). Contudo, nos
encontramos aumentos similares na ASTf para as fibras do tipo I e Il entre os protocolos,
independentemente de um volume total ligeiramente maior para o protocolo TF-VAR,
confirmando nossa hipdtese. Outros autores também demonstraram aumentos similares
em ambos os tipos de fibra muscular independentemente da manipulagdo da intensidade
de treinamento (baixa vs. alta intensidade) ou diferencas no volume total
(HEASELGRAVE; BLACKER; SMEUNINX; MCKENDRY et al, 2019;
SANTANIELO; NOBREGA; SCARPELLI; ALVAREZ et al., 2020) quando ambos 0s
protocolos foram realizados até a falha muscular (MORTON; OIKAWA; WAVELL,;
MAZARA et al., 2016). Adicionalmente, esses resultados corroboram nossos resultados
prévios que demonstraram aumentos similares na area de secc¢do transversa do musculo
vasto lateral para os protocolos TF-CON e TF-VAR nesses mesmos individuos
(DAMAS; ANGLERI; PHILLIPS; WITARD et al., 2019). Nesse sentido, expandimos
nossos resultados prévios demonstrando que a manipulacdo frequente das variaveis do
TF (i.e., intensidade, volume, acdo muscular e pausa) ndo aumentam a resposta
hipertréfica a nivel das fibras musculares, ao menos quando o TF é realizado até, ou

préximo da falha muscular concéntrica.
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A resposta das CS € um mecanismo intrinseco ao qual tem sido atribuido um papel
fundamental na hipertrofia muscular induzida pelo TF (BAMMAN; PETRELLA; KIM;
MAYHEW et al., 2007; MOBLEY; HAUN; ROBERSON; MUMFORD et al., 2018;
PETRELLA; KIM; CROSS; KOSEK et al., 2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW;
CROSS et al., 2008). Tem sido sugerido gue esse mecanismo é importante durante o
crescimento da ASTf (CONCEICAO; VECHIN; LIXANDRAO; DAMAS et al., 2018;
KADI; SCHJERLING; ANDERSEN; CHARIFI et al.,, 2004; PETRELLA; KIM,;
CROSS; KOSEK et al., 2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW,; CROSS et al., 2008).
Contudo, o aumento da ASTf reportado por nés ndo foi acompanhado por aumentos
crénicos (i.e., mudancas do pré para o p6s) no numero das CS e mionucleos apos as 16
sessOes de TF. Apesar da falta de estudos investigando as respostas cronicas das CS em
sujeitos previamente treinados em forca, evidéncias demonstram que em praticantes
novatos em TF, aumentos expressivos na ASTT nas fases iniciais do TF induzem uma
proliferacdo no pool de CS para dar suporte a doacdo de mionucleos as fibras musculares
que estdo passando por uma expansdo no volume sarcoplasmatico (KADI;
SCHJERLING; ANDERSEN; CHARIFI et al., 2004; PETRELLA; KIM; CROSS;
KOSEK et al., 2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW; CROSS et al., 2008). Contudo, nds
ndo demonstramos aumentos no conteudo de CS e mionucleos. Nossa recente metanalise
demonstrou que adi¢Bes substanciais de mionucleos induzida pelas CS sdo observados
quando a ASTf aumenta em >22%, enquanto nossos sujeitos apresentaram um aumento
de ~12% na ASTf (CONCEIGAO; VECHIN; LIXANDRAO; DAMAS et al., 2018). E
possivel que nossos sujeitos treinados em forca j& tenham experienciado adicdo de
mionucleos, portanto, 0 nimero de mionucleos pré-existentes foram suficientes para
sustentar 0 aumento no volume sarcoplasmatico (i.e., nossos sujeitos ndo necessitaram de

nova adi¢do de mionucleos mediada pelas CS). Essa hipdtese parece ser sustentada por
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estudos que demonstraram um numero de ~2,5 miondcleos por fibra em praticantes
novatos de TF (DAMAS; LIBARDI; UGRINOWITSCH; VECHIN et al., 2018;
PETRELLA; KIM; CROSS; KOSEK et al., 2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW;
CROSS et al., 2008), enquanto n6s demonstramos ~4,0 mionucleos por fibra em sujeitos
treinados em forca. Embora ambos os protocolos ndo tenham aumentado o contetdo de
CS, esses protocolos podem ter estimulado o processo de self-renewal para manter o pool
das CS. Essa hipdtese pode ser sustentada pelos aumentos crénicos na expressao de Pax-
7 e MyoD sem aumentos na MyoG, sugerindo uma ativacao e proliferacdo do pool de CS
sem diferenciacdo subsequente (ASFOUR; ALLOUH; SAID, 2018; CALDOW;
THOMAS; DALE; TOMKINSON et al., 2015; KUANG; GILLESPIE; RUDNICKI,
2008; KUANG; KURODA; LE GRAND; RUDNICKI, 2007; ZAMMIT; GOLDING,;
NAGATA; HUDON et al., 2004). Adicionalmente, tem sido demonstrado que o self-
renewal das CS e manutencdo do pool sdo influenciados pela ativacdo das MMPs que
induzem o remodelamento da matriz extracelular (DUMONT,; BENTZINGER,;
SINCENNES; RUDNICKI, 2015; RAYAGIRI; RANALDI; RAVEN; MOHAMAD
AZHAR et al., 2018). Nesse sentido, nds demonstramos aumentos cronicos na expressao
de MMP-2 e agudos na expressao de MMP-9, que estdo associados a um aumento cronico
na expressao de COL3AL (um marcador de remodelamento da matriz extracelular). Esses
resultados expandem nossos achados prévios (DAMAS; UGRINOWITSCH; LIBARDI,
JANNIG et al., 2018), sugerindo que mesmo sujeitos com anos de experiéncia em TF
apresentam um remodelamento continuo da matriz extracelular. Com relagéo a expresséo
génica aguda, esta bem estabelecido que uma sessdo Unica de TF produz aumentos na
expressdo de MGF, Pax-7, MyoG e MMP-9 (BAMMAN; PETRELLA; KIM;
MAYHEW et al., 2007; CALDOW; THOMAS; DALE; TOMKINSON et al., 2015;

URSO; PIERCE; ALEMANY; HARMAN et al., 2009). Para a maioria dos genes
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medidos agudamente, ambos o0s protocolos induziram aumentos similares na expressao
génica. Esses resultados sugerem que a manipulacdo das varidveis do TF estimula os
genes envolvidos na miogénese e remodelamento da matriz extracelular similarmente ao
TF realizado de forma constante e progressiva. Apenas para MyoG, o protocolo TF-VAR
induziu um maior aumento na expressdo génica comparado a TF-CON, sugerindo um
maior nivel de diferenciacdo terminal de mioblastos para TF-VAR (KUANG;
GILLESPIE; RUDNICKI, 2008; KUANG; KURODA,; LE GRAND; RUDNICKI, 2007).
Contudo, n6s ndo encontramos maiores aumentos no contetdo de CS com subsequente
adicdo de miondcleos para TF-VAR. Esses resultados nos permitem hipotetizar que
embora a expressdo aguda de MyoG seja responsiva a manipulacdo das variaveis do TF
(BURD; WEST; STAPLES; ATHERTON et al., 2010), esses resultados ndo sao

acompanhados por diferencas na hipertrofia das fibras musculares.

Efeitos da manipulacdo das variaveis do treinamento de for¢a a nivel individual

Com relacdo a resposta a nivel individual, n6és encontramos uma maior
variabilidade inter-sujeitos na ASTf, corroborando nossos resultados prévios a nivel do
musculo (DAMAS; ANGLERI; PHILLIPS; WITARD et al., 2019). Adicionalmente, a
ampla e similar variabilidade inter-sujeitos na hipertrofia das fibras musculares entre TF-
CON (-14.7% a 69.4% para ASTf das fibras tipo | e -14.9% a 58.5% para ASTf das fibras
tipo 1) e TF-VAR (-18.2% a 59.5% para ASTT das fibras tipo | e -15.8% a 65.5% para
ASTT das fibras tipo Il) expande nossos resultados prévios sugerindo que a frequente
manipulacdo das varidveis do TF ndo impacta a alta variabilidade inter-sujeitos também
ao nivel das fibras musculares. De acordo, 0s heatmaps demonstraram que a hipertrofia
individual induzida pelo TF (i.e., entre pernas) também néo foi afetada pelo programa de

TF, i.e., nem a manipulagdo frequente das variaveis do TF (TF-VAR) nem o programa
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padrdo de TF (TF-CON) foram capazes de modular a resposta individual
substancialmente. Nesse sentido, nossos heatmaps demonstraram que nenhum sujeito
apresentou diferencas substanciais no gradiente de cores entre condi¢des; contudo, alguns
sujeitos apresentaram uma pequena variacdo entre condi¢cdes com o gradiente de cores
variando do branco para o azul ou do branco para o vermelho. Em outras palavras, a baixa
variabilidade da resposta hipertrofica a nivel intra-sujeitos (i.e., entre pernas) ilustra que
0S sujeitos ndo tiveram beneficios adicionais nas adaptacGes hipertroficas
independentemente do protocolo de TF. Isso € suportado pela alta correlacéo (P < 0,0001;
r =0,89) entre TF-CON e TF-VAR para as mudancas na ASTT total. Em conjunto, esses
resultados sugerem que a influéncia da manipulacdo das varidveis do TF (TF-VAR) a
nivel intra-sujeitos (i.e., entre pernas) € substancialmente menor que o efeito da
responsividade individual (i.e., entre sujeitos) na hipertrofia das fibras musculares.
Portanto, nos sugerimos que a capacidade intrinseca individual de responder a um
programa de TF pode ser um fator determinante da hipertrofia induzida pelo treinamento,
ao invés da manipulacéo extrinseca das variaveis.

Com relacdo ao papel das CS nas adaptacbes musculares individuais, varios
estudos tém investigado a adi¢cdo de mionucleos mediada pelas CS como um potencial
regulador da resposta hipertréfica individual induzida pelo TF (PETRELLA; KIM;
CROSS; KOSEK et al., 2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW,; CROSS et al., 2008).
Alguns estudos demonstraram uma relacdo entre a magnitude de aumento na ASTf com
a resposta das CS e adicdo de mionucleos (PETRELLA; KIM; CROSS; KOSEK et al.,
2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW,; CROSS et al., 2008), enquanto outros
demonstraram respostas similares das CS (MOBLEY; HAUN; ROBERSON;
MUMFORD et al., 2018) e adi¢do de mionucleos (PETRELLA; KIM; CROSS; KOSEK

et al., 2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW,; CROSS et al., 2008), independentemente



46

da magnitude da hipertrofia muscular. Nesses estudos, nota-se que os clusters foram
compostos por sujeitos jovens e idosos de ambos 0s sexos, sem experiéncia previa com o
TF (PETRELLA; KIM; CROSS; KOSEK et al., 2006; PETRELLA; KIM; MAYHEW,;
CROSS et al., 2008), ou por jovens novatos em TF (MOBLEY; HAUN; ROBERSON;
MUMFORD et al., 2018). Nossos resultados sugerem que para sujeitos jovens e treinados
em forca, as repostas das CS e mionucleos induzidas pelo TF estdo alinhadas com a
magnitude do aumento da ASTf. Nossos heatmaps demonstraram que o quartil com os
sujeitos que mais responderam para 0s ganhos na ASTf também apresentou algumas das
maiores respostas para as CS e miondcleos. Em contraste, o quartil com as menores
respostas hipertroficas demonstrou as menores respostas para as CS e mionucleos.
Adicionalmente, os heatmaps ilustraram que nenhum dos sujeitos que apresentou oS
maiores aumentos na ASTf total apresentou uma das menores respostas para as CS e
mionucleos, e o0 oposto é verdadeiro. Esses resultados também estdo de acordo com a
correlacdo significante entre as mudancas na ASTf total com as mudancas no conteido
de CS totais (P < 0,001; r = 0,42) e mionucleos totais (P < 0,001; r = 0,50). Assim como
para os resultados de ASTT, as respostas das CS e mionucleos também parecem ser pouco
afetadas pela manipulacdo frequente das varidveis do TF (i.e., sem diferencas intra-
sujeitos), ao menos quando ambos os protocolos sdo realizados com elevado nivel de
fadiga. Nés demonstramos uma alta variabilidade inter-sujeitos com o gradiente de cores
dos heatmaps partindo de tons mais intensos de azul para tons mais intensos de vermelho
para as respostas das CS e mionucleos. Por outro lado, 0s heatmaps demonstraram uma
baixa variabilidade intra-sujeitos (entre pernas), com a maioria das pernas dos sujeitos
dentro de um mesmo de gradiente de cores e apenas alguns sujeitos apresentando uma
pequena variacao entre o gradiente de cores para as respostas das CS e mionucleos. Esses

resultados estdo alinhados com a correlagdo (P < 0,0001; r = 0,82) entre TF-CON e TF-
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VAR para as mudancas no contetido de CS e uma forte tendéncia para o conteudo de
mionucleos (P < 0,07; r = 0,42). Isso sugere que as respostas das CS e mionucleos ao TF
crénico sdo determinantes da hipertrofia das fibras musculares a nivel individual e ndo
foram modulados pela manipulagéo do TF.

Em contraste, nds observamos uma falta de alinhamento entre a hipertrofia das
fibras musculares e a expressdo da maioria dos genes investigados tanto cronica quanto
agudamente. A correlacdo observada entre a hipertrofia das fibras musculares e a
expressao génica crénica e aguda apenas para MyoD, sugere que a expressao da maioria
dos genes envolvidos com a hipertrofia pode ndo ser um bom preditor das adaptacdes
fenotipicas. Outros estudos demonstraram uma falta de alinhamento entre as adaptagdes
musculares e as mudancas agudas (DAMAS; UGRINOWITSCH; LIBARDI; JANNIG et
al., 2018; MALLINSON; TAYLOR; CONSTANTIN-TEODOSIU; BILLETER-
CLARK et al., 2020) e cronicas (DAMAS; UGRINOWITSCH; LIBARDI; JANNIG et
al., 2018; MOBLEY; HAUN; ROBERSON; MUMFORD et al., 2018) na expressdo
génica. Contudo, pouco se sabe sobre as mudancas individuais induzidas pelo TF na
expressao génica aguda e crbnica de sujeitos treinados em forca. Nossos heatmaps
demonstraram que Varios sujeitos que apresentaram 0s maiores aumentos na ASTf
apresentaram uma das expressfes génicas mais baixas para varios genes alvos, enquanto
sujeitos com alteracdes negativas na ASTf apresentaram niveis robustos de expressdo
génica. Adicionalmente, alguns sujeitos apresentaram a expressao génica mais elevada
em uma das pernas enquanto a perna contralateral apresentou a expressao génica mais
baixa, 0 que estd de acordo com a falta de correlagdo entre pernas para a expressao génica
crbnica e aguda, exceto para MyoD. Em conjunto, esses resultados sugerem uma
desconexao entre a expressdo da maioria dos genes investigados e a adaptacéo fenotipica

induzida pelo TF. Buccitelli e Selbach (2020) sugeriram que embora a expressdo génica
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forneca informacdes importantes sobre os sistemas bioldgicos, diversos fatores (e.g.,
traducdo diferencial, degradacdo de proteinas, fatores de confusdo contextuais e
tamponamento generalizado ao nivel de proteina) dificultam afirmar que proteinas estéo
de fato sendo sintetizadas ou que as mudancgas fenotipicas estdo respondendo
proporcionalmente a expressao génica. Nesse sentido, a expressao génica ndo deve ser
interpretada como a resposta final da adaptacdo fenotipica. Desse modo, a aquisicdo e
integragdo de dados provenientes de tecnologias “multi-omicas” fornecem um melhor
entendimento do fluxo de informacdo partindo do nivel genémico, passando pelo
protedmico e por fim, chegando a adaptacdo fenotipica (BUCCITELLI; SELBACH,
2020; JOANISSE; LIM; MCKENDRY; MCLEOD et al., 2020). Adicionalmente, é
possivel sugerir que o baixo alinhamento entre a hipertrofia das fibras musculares com a
expressao génica crénica e aguda ocorra pelo fato de os sujeitos apresentaram diferentes
time points individuais para aumentar a expressdo génica. Nesse sentido, Nederveen et al.
(2018) alocaram sujeitos em clusters de acordo com a densidade capilar (mecanismo que
pode estar associado a resposta das CS e hipertrofia) e demonstraram que a expressdo dos
genes miogénicos aumentou significativamente em diferentes time points (i.e., 6h vs. 24h
vs. 72h vs. 96h ap6s uma sessdo de TF) em cada cluster. Embora esse estudo tenha medido
a expressdo dos genes miogénicos em diversos momentos, 0s autores ndo investigaram
as respostas desses genes a nivel individual. Por outro lado, Mallinson et al. (2020)
demonstraram diferentes niveis de expressao génica a nivel individual ao longo de um
programa de TF (i.e., 24h apds a 12 sessdo vs. 7 dias vs. 28 dias vs. 84 dias ap6s um
programa de TF) para 93 genes envolvidos na regulacdo do musculo esquelético.
Portanto, é possivel que alguns sujeitos caracterizados como baixo ou alto respondedores
para a expressdo génica possam apresentar diferentes niveis de responsividade se

analisados em outros momentos. Por fim, a falta de alinhamento pode estar relacionada a
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variabilidade bioldgica aleatoria. Islam et al. (2019) investigaram a repetibilidade do
método de RT-PCR todo (desde a bidpsia muscular até a amplificacdo do gene),
submetendo 0 mesmo sujeito a duas sessdes idénticas de exercicios. Apesar da expressdo
génica similar a nivel de grupo e uma repetibilidade variando entre boa a excelente em
cada etapa da RT-PCR, houve uma falta de repetibilidade a nivel individual tanto no
estado basal quanto entre as sessdes de exercicios. Esses resultados sugerem que embora
inferéncias baseadas nas respostas transcricionais induzidas pelo exercicio parecam ser
validas a nivel de grupo, elas podem ndo ser um biomarcador sensivel para inferir sobre
o0 potencial adaptativo e/ou um indicador de responsividade individual a um protocolo de
exercicio. Desse modo, nos sugerimos que futuros estudos devem incluir diferentes time
points, usar técnicas que englobem processos bioldgicos além da expressdo génica (e.g.,
analises “multi-omicas™) a nivel individual, e tenham cautela ao atribuir apenas aos genes
0 papel de mecanismos envolvidos nas respostas fenotipicas, principalmente a nivel
individual.

Nosso estudo ndo esta isento de limitacdes. Para minimizar o nimero de
procedimentos invasivos, nos realizamos bidpsias unilaterais no baseline. As bidpsias do
baseline coletadas em apenas uma perna pode ser uma limitacdo no nosso design visto
gue uma variabilidade entre pernas possa existir, embora ndo tenham sido demonstrado
diferencas para a ASTf, conteldo de mionucleos e expressdo génica entre pernas num
design intra-sujeitos (HORWATH; ENVALL; ROJA; EMANUELSSON et al., 2021;

TARNOPOLSKY;; PHILLIPS; PARISE; VARBANOV et al., 2007).

Concluséao
Manipulagdes frequentes nas variaveis do treinamento de forca promoveram

respostas similares na hipertrofia das fibras musculares do tipo | e I1, contetdo de células
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satélites e mionucleos e expressdao génica, quando comparado a um programa de
treinamento de forca padrdo em sujeitos treinados em forca. Adicionalmente, ambos 0s
protocolos produziram variabilidades intra-sujeitos e inter-sujeitos similares. Por fim, as
analises individuais demonstraram que a hipertrofia das fibras musculares esta alinhada
com a resposta das células satélites e mionucleos, mas ndo com a expresséo génica cronica

e aguda, independentemente do programa de TF.

Perspectivas

O presente estudo trouxe novas informacdes a respeito dos efeitos da manipulagéo
frequente das varidveis do TF nos aumentos da ASTf e fatores bioldgicos intrinsecos
relacionados. Nosso estudo demonstrou que as respostas da ASTf, CS, mionucleos e
expressdo génica parecem nao ser moduladas pela manipulacdo das varidveis do TF.
Adicionalmente, a menor variabilidade intra-sujeitos comparada a inter-sujeitos sugere
uma maior contribuicdo dos fatores bioldgicos intrinsecos nos aumentos da ASTf
comparado a manipulacdo das varidveis do TF. Nosso trabalho sugere que embora a
manipulacdo frequente das varidveis do TF possa ser realizada por praticantes que
apreciam essa estratégia (e.g., para tornar o programa de TF menos mon6tono e/ou se
sentirem mais motivados), aqueles que ndo toleram bem essas manipulagdes nao teréo
prejuizos nas adaptacdes se optarem por realizar um programa de TF progressivo padrao.
Futuros estudos devem investigar os efeitos de outras estratégias de TF (e.g., modelos de
periodizacdo e restricdo do fluxo sanguineo) e fatores bioldgicos intrinsecos (e.g.,
biogénese ribossomal, microRNAs, e densidade capilar) nas respostas intra e inter-

sujeitos do tecido muscular.
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4. AVANCOS CIENTIFICOS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os avancos cientificos alcancados gracas a esse projeto permitiram que o
Laboratorio de Adaptacdes Neuromusculares ao Treinamento de Forca — MUSCULAB
pudesse avancar em técnicas de biologia molecular (e.g., QgRT-PCR) e
imunofluorescéncia antes ndo dominadas por nds. Além disso, pudemos aumentar nossa
experiéncia em técnicas bastante robustas, como mensuracao da taxa de sintese proteica
miofibrilar por meio de espectrometria de massa antes dependentes de parcerias com
colaboradores internacionais (DAMAS; PHILLIPS; LIBARDI; VECHIN et al., 2016).
Adicionalmente, os recursos provenientes do projeto regular FAPESP coordenado pelo
Prof. Libardi, do qual essa tese faz parte, permitiram o custeio de todas as analises e
aquisicdo de equipamentos como autoclave e agulhas para bidpsias, e ainda avancar para
a solicitacdo de outro auxilio regular envolvendo mecanismos moleculares
(#2018/12150-0), o qual possibilitou a aquisi¢do de um freezer -80 e um Criostato. Esses
equipamentos foram fundamentais para o desenvolvimento do projeto e deram ao nosso
grupo alguma autonomia nessa linha de pesquisa.

O sucesso que alcancamos nos projetos mencionados anteriormente permitiu ao
nosso grupo atacar outros problemas da nossa area. Gracas a qualidade das amostras de
tecido muscular obtidas no procedimento de bidpsia realizado no meu doutorado, foi
possivel conduzir todas as analises propostas inicialmente utilizando apenas uma porcao
do tecido coletado. Ainda durante as etapas finais da realizacdo do meu projeto, entramos
em contato com o Dr. Michael Roberts da Universidade de Auburn — USA, e
mencionamos que ainda tinhamos algumas amostras estocadas a -80°C. A partir desse
momento, meu orientador e o Dr. Roberts estabeleceram uma parceria a fim de investigar
os efeitos dos nossos protocolos TF-VAR e TF-CON no contetudo sarcoplasmaético e

miofibrilar visando a melhor compreensao da “hipertrofia sarcoplasmatica”. A hipertrofia
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sarcoplasmatica é um grande paradigma da area e tem sido investigado durante anos tanto
pelo grupo do Dr. Roberts quanto por outros grupos, mas ainda sem completa elucidacéo.
Tem sido sugerido que protocolos realizados com elevado volume de TF e que geram
estimulos ndo acostumados (novos estimulos a cada sessdo) podem induzir uma grande
expansdo do sarcoplasma mesmo em sujeitos com anos de experiéncia em TF, de modo
que essa expansdo pode ser um pré-requisito para que esses sujeitos continuem a
hipertrofiar com o TF. Contudo, ainda ndo existiam estudos que comparassem os efeitos
de um protocolo realizado com alto volume e com variacdo de estimulos em cada sessao,
com um protocolo de TF realizado de maneira constante e menor volume na hipertrofia
sarcoplasmatica. Nesse sentido, nosso design parece ser ideal para estudar esse paradigma
e expandir os achados existentes, pois temos um protocolo realizado com alto volume e
variacdo dos estimulos em cada sessdo (TF-VAR) e outro protocolo realizado de maneira
constante e com volume menor (TF-CON). Minha participacdo na preparacéo das laminas
(para coloracdo com Faloidina) e dos tecidos (para realizacdo de Western-blot) enviados
para Universidade de Auburn — USA foi fundamental para o enfrentamento desse novo
desafio. Adicionalmente, colaborei na elaboracdo de uma nova proposta submetida a
FAPESP e concedida em forma de uma Bolsa de Pesquisa do Exterior (BPE) com duracao
de 12 meses, que possibilitou ao Prof. Dr. Cleiton Augusto Libardi aprender e realizar
essas analises na Universidade de Auburn — USA sob supervisdo do Dr. Michael Roberts.
Como fruto dessa parceria, recentemente publicamos o artigo “Frequent Manipulation
of Resistance Training Variables Promotes Myofibrillar Spacing Changes in
Resistance-Trained Individuals” do qual sou quarto autor, no periddico Frontiers in
Physiology (ANEXO 3 - doi: 10.3389/fphys.2021.773995). Gragas ao sucesso desse
primeiro trabalho em colaboragdo, o Dr. Michael Roberts abriu a possibilidade para que

meu orientador e eu participassemos de um novo estudo do laboratério envolvendo
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analises do proteoma do sarcolema, visando compreender melhor a hipertrofia
sarcoplasmatica. Atualmente, as analises estdo sendo realizadas e em breve teremos 0s
resultados em maos para iniciarmos a escrita de um novo artigo. Além desses frutos, essa
parceria possibilitard que nosso grupo aprenda técnicas ainda ndo dominadas, nos dando

ainda mais autonomia para a realizacdo de projetos futuros.

5. OUTRAS PRODUCOES REALIZADAS DURANTE O DOUTORADO

Parte dos dados referentes a minha tese foram enviados ao Congresso Brasileiro
de Metabolismo, Nutricdo e Exercicio — CONBRAMENE de 2021 no qual fomos
selecionados para concorrer a um prémio de destaque cientifico. Como resultado, o
resumo apresentado por mim, o qual esta relacionado ao artigo principal dessa tese foi
contemplado com a 12 Colocacéao do Prémio de Destaque Cientifico Dr. Victor Keihan
Rodrigues Matsudo conferido pelo VIII CONBRAMENE (ANEXO 4).

Este projeto de doutorado gerou outros frutos além dos apresentados no principal
artigo da tese. Um deles foi o convite para publicacdo de um artigo no periédico Muscle.
Esse convite possibilitou a publicacdo do artigo “GPR56 Expression is Modulated by
Acute and Chronic Training Variable Manipulations in Resistance-Trained Men”
(ANEXO 5 - https://doi.org/10.3390/muscles1010002), do qual sou primeiro autor. Nesse
artigo, analisamos os efeitos das manipulacdes das variaveis do TF na expressdo aguda e
crbnica do gene GPR56. Esse gene tem sido apontado como um novo alvo molecular que
pode estar relacionado com processo de mecanotransducao e hipertrofia muscular.

Durante o meu doutorado, também atuei em frentes néo relacionadas a minha tese.
Em uma delas, dei continuidade na linha de pesquisa iniciada no meu mestrado onde
estudamos os efeitos dos sistemas avancados de TF em diferentes perspectivas. No

doutorado, busquei expandir essa linha de pesquisa de diversas formas. Inicialmente, a
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partir da andlise dos artigos publicados sobre essa tematica, notamos que devido a
diversos aspectos metodologicos, as evidéncias existentes ndo permitiam determinar se
os sistemas de TF poderiam otimizar/maximizar a hipertrofia muscular quando
comparados ao TF tradicional. Essa analise dos estudos a respeito desse tema resultou na
escrita e publicacdo da revisdo critica “Are resistance training systems necessary to
avoid a stagnation and maximize the gains muscle strength and hypertrophy?” como
primeiro  autor no  periédico Science & Sports (ANEXO 6 -
doi:10.1016/j.scisp0.2018.12.013). Também realizamos estudos com o objetivo de
entender como os sistemas de TF afetam o estresse metabdlico e o recrutamento de
unidades motoras, mecanismos aos quais tem sido atribuido um papel fundamental na
hipertrofia muscular. Nossos resultados demonstraram que embora o sistema drop-set
tenha induzido a um maior nivel de desoxigenacao tecidual (indicador de estresse
metabolico) os niveis de ativacdo muscular foram similares entre o drop-set e 0s
protocolos piramidal crescente e tradicional. Esses achados resultaram na publicacdo do
artigo “Effects of Drop-Set and Pyramidal Resistance Training Systems on
Microvascular Oxygenation: A Near-Infrared Spectroscopy Approach.” como primeiro
autor, no periddico International Journal of Exercise Science (ANEXO 7 -
https://digitalcommons.wku.edu/ijes/vol13/iss2/28). Por fim, realizamos um estudo com
0 objetivo de analisar as respostas individuais de sujeitos submetidos ao TF tradicional e
drop-set, ou TF tradicional e piramidal crescente nos ganhos de forca e massa muscular.
Observamos que embora os aumentos na for¢a muscular sejam maiores para os protocolos
realizados com maiores intensidades, a hipertrofia muscular a nivel individual parece nao
ser afetada pela realizagdo dos sistemas de TF. Esse estudo resultou na publicagdo do

artigo “Individual Muscle Adaptations in different Resistance Training Systems in
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Well-Trained Men.” no periddico International Journal of Sports Medicine (ANEXO 8
- doi: 10.1055/a-1493-3121), também como primeiro autor.

Além dos trabalhos publicados referentes a linha de pesquisa iniciada no meu
mestrado, também me engajei em outras linhas de pesquisa do nosso laboratorio durante
0 meu doutorado. Uma dessas linhas investiga os efeitos do treinamento em diversos
desfechos afetados pelo envelhecimento. Nessa linha de pesquisa, propus a utilizacéo do
treinamento suspenso como uma alternativa que seria capaz de aumentar 0s niveis de
forca, massa muscular e desempenho funcional de idosos. Um dos frutos dessa proposta,
foi o artigo de opinido “Suspension Training: A New Approach to Improve Muscle
Strength, Mass, and Functional Performances in Older Adults?” que publiquei como
primeiro autor no periodico Frontiers in  Physiology (ANEXO 9 -
doi:10.3389/fphys.2019.01576). Nesse artigo, apresento a racional fisioldgica e as
recomendacdes para a prescricdo do treinamento suspenso com objetivo de aumentar a
forca, massa muscular e desempenho funcional de idosos. Essa tematica também foi tema
da dissertacdo de mestrado do meu colega de laboratério Samuel Soligon, que
posteriormente realizou um ensaio clinico controlado e randomizado para testar a
proposta apresentada pelo meu artigo de opinido. Os resultados desse ensaio clinico
demonstraram que o treinamento suspenso foi tdo eficiente quanto o TF tradicional na
melhora dos niveis de for¢a, massa muscular e desempenho funcional. Pelo fato do
treinamento suspenso poder ser realizado apenas com faixas de suspensdo, esse método
poder ser realizado ndo apenas em academias/centros de treinamento, mas também em
clinicas, hospitais e até mesmo na residéncia dos idosos. Esse estudo originou a
publicacdo do artigo “Suspension training vs. traditional resistance training: effects on

muscle mass, strength and functional performance in older adults.” do qual sou quarto
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autor e foi publicado no periddico European Journal of Applied Physiology (ANEXO 10
- doi: 10.1007/s00421-020-04446-x).

Outro fruto de parcerias feitas com colegas do proprio laboratorio, foi a publicacédo
do artigo “Lower occlusion pressure during resistance exercise with blood-flow
restriction promotes lower pain and perception of exercise compared to higher
occlusion pressure when the total training volume is equalized” como quarto autor, no
periddico Physiology International (ANEXO 11 - doi: 10.1556/2060.105.2018.3.18).
Esse trabalho foi fruto da iniciacdo cientifica também do Samuel Soligon. Nesse artigo,
verificamos que percepcdo subjetiva de dor e esfor¢o séo afetadas por diferentes pressdes
de ocluséo vascular.

Por fim, também participei na construcdo de uma ferramenta utilizada para
automatizar um dos processos da analise da area de seccao transversa do vasto lateral por
meio de ultrassonografia. Nossa ferramenta é baseada em métodos de inteligéncia
artificial, foi recentemente validada pelo nosso grupo e faz parte da dissertacdo de
mestrado do meu colega Deivid Silva. O artigo referente a sua dissertacao encontra-se em

fase final de elaboracéo.
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Damas F, Angleri V, Phillips SM, Witard OC, Ugrinowitsch C,
Santanielo N, Soligon SD, Costa LA, Lixandrio ME, Conceiciio
MS, Libardi CA. Myofibrillar protein synthesis and muscle hyper-
trophy individualized responses to systematically changing resistance
training variables in trained young men. J Appl Physiol 127: 806—
815, 2019. First published July 3, 2019; doi:10.1152/japplphysiol.
00350.2019.—The manipulation of resistance training (RT) variables
is used among athletes, recreational exercisers, and compromised
populations (e.g., elderly) attempting to potentiate muscle hypertro-
phy. However, it is unknown whether an individual’s inherent pre-
disposition dictates the RT-induced muscle hypertrophic response.
Resistance-trained young [26 (3) y] men (n = 20) performed 8 wk
unilateral RT (2 times/wk), with 1 leg randomly assigned to a standard
progressive RT [control (CON)] and the contralateral leg to a variable
RT (VAR; modulating exercise load. volume, contraction type, and
interset rest interval). The VAR leg completed all 4 RT variations
every 2 wk. Bilateral vastus lateralis cross-sectional area (CSA) was
measured, pre- and post-RT and acute integrated myofibrillar protein
synthesis (MyoPS) rates were assessed at rest and over 48 h following
the final RT session. Muscle CSA increase was similar between CON
and VAR (P = 0.05), despite higher total training volume (TTV) in
VAR (P < 0.05). The 0-48-h integrated MyoPS increase postexer-
cise was slightly greater for VAR than CON (P << 0.05). All partic-
ipants were considered “responders” to RT, although none benefited
to a greater extent from a specific protocol. Between-subjects vari-
ability (MyoPS, 3.30%; CSA, 37.8%) was 40-fold greater than the
intrasubject (between legs) variability (MyoPS, 0.08%; CSA, 0.9%).
The higher TTV and greater MyoPS response in VAR did not
translate to a greater muscle hypertrophic response. Manipulating
common RT variables elicited similar muscle hypertrophy than a
standard progressive RT program in trained young men. Intrinsic
individual factors are key determinants of the MyoPS and change in
muscle CSA compared with extrinsic manipulation of common RT
variables.

NEW & NOTEWORTHY Systematically manipulating resistance
training (RT) variables during RT augments the stimulation of myo-
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fibrillar protein synthesis (MyoPS) and training volume but fails to
potentiate muscle hypertrophy compared with a standard progressive
RT. Any modest further MyoPS increase and higher training volumes
do not reflect in a greater hypertrophic response. Between-subject
variability was 40-fold greater than the variability promoted by
extrinsic manipulation of RT variables, indicating that individual
intrinsic factors are stronger determinants of the hypertrophic re-
sponse.

biological predisposition; individual responses; muscle protein syn-
thesis; resistance exercise; training protocol

INTRODUCTION

Skeletal muscle tissue plays an important role in maintaining
metabolic health, reducing disease risk, and improving athletic
performance (7, 44). A crucial nonpharmacological stimulus
for maintaining or increasing muscle mass is the practice of
resistance training (RT). In this regard, an acute bout of
resistance exercise is well established to promote the stimula-
tion of myofibrillar protein synthesis (MyoPS). which if prac-
ticed over time, results in the accretion of muscle protein and
increase in muscle cross-sectional area (CSA) (18). To poten-
tiate the muscle hypertrophic response, reputable strength and
conditioning guidelines advise periodic changes in RT compo-
sition to avoid a plateau in skeletal muscle adaptations, espe-
cially in a more trained state (1, 21). These changes involve the
manipulation of common RT variables such as exercise load,
training volume, muscle contraction type (e.g., isolated eccen-
tric or concentric contractions), interset rest interval, etc. How-
ever, it is unknown whether such training-specific manipula-
tions are effective in potentiating MyoPS and muscle hyper-
trophy in resistance-trained men.

A large body of literature demonstrates that manipulating
one single RT variable at a time results in a similar acute
postexercise stimulation of MyoPS and muscle hypertrophic
response to RT when each exercise set is performed until, or
close to, concentric failure (3, 8, 30-33, 36, 38, 40). Exercising
up to, or close to, concentric failure seems to promote a
substantial increase in MyoPS and muscle hypertrophy (11, 12,

http://www jappl.org

Downleaded from journals. physiology.org/joumnal/jappl (177.189.133.163) on February 8. 2022.



65

ANEXO 2. Artigo publicado no periodico Scandinavian Journal of Medicine &
Science in Sports

Received: 13 August 2021 | Revised: 21 December 2021 Accepted: 22 January 2022

DOI: 10.1111/sms.14134

ORIGINAL ARTICLE WILEY

Resistance training variable manipulations are less relevant
than intrinsic biology in affecting muscle fiber hypertrophy

Vitor Angleri’ | Felipe Damas’ | Stuart M. Phillips® |

Heloisa Sobreiro Selistre-de-Araujo3 | Anabelle Silva Cornachione* |

Uliana Sbeguen Stotzer® | Natalia Santanielo' | Samuel Domingos Soligon' |

Luiz Augusto Riani Costa> | Manoel Emilio Lixandrdo®> | Miguel Soares Conceicio’

Felipe Cassaro Vechin® | Carlos Ugrinowitsch® | Cleiton Augusto Libardi'

'MUSCULAB - Laboratory of
Neuromuscular Adaptations to
Resistance Training, Department of
Physical Education, Federal University
of Sao Carlos, Sao Carlos, Brazil

Department of Kinesiology, McMaster
University, Hamilton, Ontario, Canada

LBBM - Laboratory of Biochemistry

and Molecular Biology, Department of
Physiological Sciences, Federal University
of Sdo Carlos, Sdo Carlos, Brazil

“Muscle Physiology and Biophysics
Laboratory, Department of Physiological
Sciences, Federal University of Sido
Carlos, Sao Carlos, Brazil

3School of Physical Education and
Sport, University of Sdo Paulo, Sdo
Paulo, Brazil

Correspondence

Cleiton Augusto Libardi,

MUSCULAB - Laboratory of
Neuromuscular Adaptations to
Resistance Training / Department

of Physical Education / Federal
University of Sdo Carlos - UFSCar Rod.
Washington Luiz, km 235 - SP 310,
CEP 13565-905, Sdo Carlos, SP, Brazil.
Email: c.libardi@ufscar.br

Funding information

National Council for Scientific and
Technological Development (CNPq);

The Sao Paulo Research Fundation
(FAPESP), Grant/Award Number:
2017/05331-6, 2016/24259-1, 2018/13064-
0, 2013/00789-2, 2013/07104-6,
2016/22635-6 and 2017/04299-1

We aimed to investigate whether muscle fiber cross-sectional area (fCSA) and
associated molecular processes could be differently affected at the group and
individual level by manipulating resistance training (RT) variables. Twenty
resistance-trained subjects had each leg randomly allocated to either a standard
RT (RT-CON: without specific variables manipulations) or a variable RT (RT-
VAR: manipulation of load, volume, muscle action, and rest interval at each RT
session). Muscle fCSA, satellite cell (SC) pool, myonuclei content, and gene ex-
pression were assessed before and after training (chronic effect). Gene expression
was assessed 24 h after the last training session (acute effect). RT-CON and RT-
VAR increased fCSA and myonuclei domain in type I and II fibers after train-
ing (p < 0.05). SC and myonuclei content did not change for both conditions
(p > 0.05). Pax-7, MyoD, MMP-2 and COL3A1 (chronic) and MGF, Pax-7, and
MMP-9 (acute) increased similar for RT-CON and RT-VAR (p < 0.05). The in-
crease in acute MyoG expression was significantly higher for the RT-VAR than
RT-CON (p < 0.05). We found significant correlation between RT-CON and RT-
VAR for the fCSA changes (r = 0.89). f{CSA changes were also correlated to satel-
lite cells (r = 0.42) and myonuclei (r = 0.50) changes. Heatmap analyses showed
coupled changes in fCSA, SC, and myonuclei responses at the individual level,
regardless of the RT protocol. The high between and low within-subject variabil-
ity regardless of RT protocol suggests that the intrinsic biological factors seem to
be more important to explain the magnitude of f{CSA gains in resistance-trained
subjects.

KEYWORDS

biological predisposition, individual responses, resistance exercise, responsiveness, satellite
cells, training variables
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We sought to determine if manipulating resistance training (RT) variables differentially altered
the expression of select sarcoplasmic and myofibril proteins as well as myofibrillar spacing
in myofibers. Resistance-trained men (n=20; 26+ 3years old) trained for 8 weeks where a
randomized leg performed either a standard (CON) or variable RT protocol (VAR: manipulation
of load, volume, muscle action, and rest intervals at each RT session). A pre-training (PRE)
vastus lateralis biopsy was obtained from a randomized single leg, and biopsies were obtained
from both legs 96h following the last training bout. The sarcoplasmic protein pool was
assayed for proteins involved in energy metabolism, and the myaofibril protein pool was
assayed for relative myosin heavy chain (MHC) and actin protein abundances. Sections were
also histologically analyzed to obtain myofibril spacing characteristics. VAR resulted in ~12%
greater volume load (VL) compared to CON (p<0.001). The mean fiber cross-sectional area
increased following both RT protocols [CON: 14.6% (775.5pm?), p=0.006; VAR: 13.9%
(743.2pm?), p=0.01 vs. PRE for both], but without significant differences between protocols
(p=0.79). Neither RT protocol affected a majority of assayed proteins related to energy
metabolism, but both training protocols increased hexokinase 2 protein levels and decreased
a mitochondrial beta-oxidation marker (VLCAD protein; p<0.05). Citrate synthase activity
levels increased with CON RT (p<0.05), but not VAR RT. The relative abundance of MHC
(summed isoforms) decreased with both training protocols (0 <0.05). However, the relative
abundance of actin protein (summed isoforms) decreased with VAR only (13.5 and 9.0%,
respectively; p<0.05). A decrease in percent area occupied by myofibrils was observed from
PRE to VAR (-4.87%; p=0.048), but not for the CON (4.53%; p=0.979). In contrast, there
was an increase in percent area occupied by non-contractile space from PRE to VAR (10.14%;
p=0.048), but not PRE to CON (0.72%; p=0.979). In conclusion, while both RT protocols
increased muscle fiber hypertrophy, a higher volume-load where RT variables were frequently
manipulated increased non-contractile spacing in resistance-trained individuals.

Keywords: myofibrils, myosin, actin, sarcoplasm, muscle fiber
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Abstract: Background: Skeletal muscle adaptations are affected by resistance training (RT)-induced
acute and chronic transcriptional responses. An under-explored gene target involved in mechan-
otransduction is the expression of the G protein-coupled receptor 56 (GPR56). However, studies
investigating the acute and chronic effects of RT manipulations on GPR56 mRNA are scarce. Methods:
Twenty subjects had each leg randomly assigned to a standard ((CON) no specific manipulation) or a
variable RT (manipulations in load, volume, muscle action, and pause in a session-by-session fashion
(VAR)). GPR56 mRNA expression was assessed before and after 16 training sessions (chronic effect)
and 24 h after a 17th session (acute effect). Results: Acute GPR56 mRNA expression increased at 24 h
(p < 0.01) without differences between CON and VAR (p > 0.05). No differences were found in GPR56
mRNA expression when comparing each VAR condition (load vs. sets vs. eccentric actions vs. pause)
nor with CON at 24 h (p > 0.05). Chronic GPR56 mRNA expression increased at Post compared
with Pre (p < 0.02) for VAR only, with a tendency (p = 0.058) toward higher expression for VAR as
compared with CON. Conclusion: GPR56 mRNA expression is acutely and chronically modulated by
RT. Additionally, chronic GPR56 mRNA expression is modulated by RT variable manipulations.

Keywords: mechanotransduction; training variables; molecular mechanisms; skeletal muscle
responses; transcriptional responses

1. Introduction

Resistance training (RT) induces acute (after a single bout) and chronic (after several
bouts) transcriptional changes, which are suggested to affect skeletal muscle adaptations [1-4].
In recent years, several studies have explored novel transcriptional targets that could be
modulated by RT [5-8]. More recently, the mechanisms involved in mechanotransduction
have garnered interest in the field. In the mechanotransduction process, membrane proteins
translate RT-induced mechanical tension in the cell membrane into chemical signaling,
activating protein synthesis pathways [9,10]. Although the upstream regulators of mechan-
otransduction are currently unclear, the adhesion G protein-coupled receptor family (GPCR)
may be a candidate activator of anabolic signaling pathways [11,12]. The expression of the
G protein-coupled receptor 56 ((GPR56) a family member of the GPCR, characterized by a

Muscles 2022, 1, 16-25. https:/ /doi.org/10.3390/ muscles1010002
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ABSTRACT

International Journal of Exercise Science 13(2): 1549-1562, 2020. Metabolic stress is a primary
mechanism of muscle hypertrophy and is associated with microvascular oxygenation and muscle activation.
Considering that drop-set (DS) and crescent pyramid (CP) resistance training systems are recommended to
modulate these mechanisms related to muscle hypertrophy, we aimed to investigate if these resistance training
systems produce a different microvascular oxygenation status and muscle activation from those observed in
traditional resistance training (TRAD). Twelve volunteers had their legs randomized in an intra-subject cross-over
design in TRAD (3 sets of 10 repetitions at 75% 1-RM), DS (3 sets of ~50-75% 1-RM) and CP (3 sets of 6-10 repetitions
at 75-85% 1-RM). Vastus medialis microvascular oxygenation and muscle activation were respectively assessed by
non- invasive near-infrared spectroscopy and surface electromyography techniques during the resistance training
sessions in the leg-extension exercise. Total hemoglobin area under the curve (AUC) (TRAD: -1653.5 + 2866.5; DS:
-3069.2 + 3429.4; CP: -1196.6 + 2675.3) and tissue oxygen saturation (TRAD: 19283.1 + 6698.0; DS: 23995.5 + 15604.9;
CP: 16109.1 + 8553.1) increased without differences between protocols (p>0.05). Greater decreases in oxygenated
hemoglobin AUC and hemoglobin differentiated AUC were respectively found for DS (-4036.8 + 2698.1; -5004.4 +
2722.9) compared with TRAD (-1951.8 + 1720.0; -2250.3 + 1305.7) and CP (-1814.4 + 2634.3; 2432.2 + 2891.4) (p<0.03).
Higher increases of hemoglobin deoxygenated AUC were found for DS (1426.7 + 1320.7) compared with TRAD
(316.0 £ 1164.9) only (p=0.04). No differences were demonstrated in electromyographic amplitudes between TRAD
(69.0 £34.4), DS (61.3 £ 26.7) and CP (60.9 £ 38.8) (p>0.05). Despite DS produced lower microvascular oxygenation
levels compared with TRAD and CP, all protocols produced similar muscle activation levels.

KEY WORDS: Drop-set, crescent pyramid, muscle activation, near-infrared spectroscopy,
muscle fatigue

INTRODUCTION

Metabolic stress (i.e., accumulation of metabolites, particularly lactate, inorganic phosphate and
H+) is a physiological response associated to the exercise-induced changes in oxygenation,
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ABSTRACT

Using a within-subject design we compared the individual re-
sponses between drop-set (DS) vs. traditional resistance trai-
ning (TRAD) (n=16) and crescent pyramid (CP) vs. TRAD
(n=15). Muscle cross-sectional area (CSA), leg press and leg
extension 1 repetition maximum (1-RM) were assessed pre and
posttraining. At group level, CSAincreased from pre to post (DS:
7.8%vs. TRAD: 7.5%, P=0.02; CP: 7.5%vs. TRAD: 7.8 %, P=0.02).
All protocols increased the 1-RM from pre to post for leg press
(DS:24.9% vs. TRAD: 26.8%, P < 0.0001; CP: 27.3 % vs. TRAD:2
6.3%, P < 0.0001) and leg extension (DS: 17.1 % vs. TRAD:
17.3%,P < 0.0001; CP: 17.0% vs. TRAD: 16.6%, P < 0.0001).
Individual analysis for CSA demonstrated no differences between
protocolsin 15 subjects. For leg press 1-RM, 5 subjects respon-
ded more to TRAD, 2 to DS and 9 similarly between protocols.
In TRAD vs. CP, 4 subjects responded more to CP, 1 to TRAD and
10 similarly between protocols. For leg extension 1-RM 2 sub-
jects responded more to DS, 3 to TRAD and 11 similarly bet-
ween protocols. Additionally, 2 subjects responded more to CP,
2 to TRAD and 11 similarly between protocols. In conclusion,
all protocols induced similar individual responses for CSA. For
1-RM, some subjects experience greater gains for the protocol
performed with higher loads, such as CP.

Introduction

The resistance training (RT) protocol traditionally prescribed
(TRAD; performed with constant load and repetitions) is a potent
stimulus for increasing muscle strength and mass (i.e., muscle hy-
pertrophy) [1, 2]. However, it remains to be elucidated which RT
schemes are effective in optimizing gains in muscle strength and
mass [3-5]. As consequence, a number of RT systems, which en-
compass training techniques that emphasize different RT variables
(e.g.. intensity, volume, muscle action, exercises, and repetition
duration), have been developed to optimize muscle strength and
hypertrophy gains in well-trained subjects [6, 7]. Among available
RT systems, the drop-set (DS) system recommends reducing the

load of a set after concentric muscle failure to allow performing ad-
ditional repetitions, thus increasing metabolic stress [6, 7]. Cre-
scent pyramid (CP) is another popular RT system among practitio-
ners, which recommends increases and decreases in load and re-
petitions, respectively, on each set to progressively increase
mechanical tension [6]. Anecdotal data suggest that the RT sys-
tems could optimize muscle strength and mass gains compared
with TRAD [6, 7].

Recently, we showed similar muscle strength gains and hyper-
trophy when comparing volume load-matched (VL: sets x repeti-
tions x load [kg]) RT systems (i.e., DS and CP) to TRAD protocol
[8]. Importantly, this study compared the effects of RT systems

Angleri V et al. Individual Muscle Adaptations in ... Int ] Sports Med | © 2021. Thieme. All rights reserved.
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Additionally, muscle power is also reduced by 3-4% annually in older subjects (Macaluso and
De Vito, 2004). These changes in the neuromuscular system are associated with impairments
in functional performance (e.g., motor performance, control, balance, and mobility), increasing
morbidity and mortality risks (Frontera et al., 2008; Cruz-Jentoft et al., 2010; Morley et al., 2014;
Marty et al., 2017; McGlory et al., 2019).

Different resistance training (RT) modes have been proposed as effective interventions for
enhancing muscle strength, mass, power, and functional performance in older adults [Chodzko-
Zajko et al., 2009; American College of Sports Medicine position stand (ACSM), 2011]. However,
less investigated RT modes also appear capable of optimizing these essential adaptations for
older adults. Suspension training (ST) is a RT mode in which body segments are attached
to suspended hanging straps, creating an unstable environment and using the body weight
against gravity to perform multi-planar and multi-joint exercises (Byrne et al., 2014; Mok
et al,, 2015; Cugliari and Boccia, 2017). Interestingly, ST provides a progressive stimulus in
the target muscles and a substantial activation in core muscles, suggesting it could be a
promising RT mode to optimize muscle strength, mass, power, and functional performance
(Maté-Murioz et al., 2014; Ma et al., 2017).

The purpose of this manuscript is to provide rationale as to why ST could be a viable RT mode
for increasing muscle strength, mass, power, and functional performance in older adults.

EFFECTS OF TRADITIONAL RESISTANCE TRAINING ON MUSCLE
STRENGTH, MASS, POWER, AND FUNCTIONAL PERFORMANCE
IN OLDER ADULTS

Current guidelines widely recommend RT programs to mitigate age-related impairments in muscle
strength, mass, power, and functional performance in older adults [Nelson et al., 2007; Chodzko-
Zajko et al., 2009; American College of Sports Medicine position stand (ACSM), 2011]. In order to
optimize muscle strength and mass gains in older adults, RT should be performed at least twice
weekly, with 8-10 exercises for major muscle groups at moderate to high intensities and slow

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org

1 January 2020 | Volume 10 | Article 1576
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Abstract

Purpose We compared the effects of suspension training (ST) with traditional resistance training (TRT) on muscle mass,
strength and functional performance in older adults.

Methods Forty-two untrained older adults were randomized in TRT, ST (both performed 3 sets of whole body exercises
to muscle failure) or control group (CON). Muscle thickness (MT) of biceps brachii (MTyp) and vastus lateralis (MTy,;),
maximal dynamic strength test (IRM) for biceps curl (IRMg) and leg extension exercises (1RM; ), and functional per-
formance tests (chair stand [CS], timed up and go [TUG] and maximal gait speed [MGS]) were performed before and after
12 weeks of training.

Results MTgg increased significantly and similarly for all training groups (TRT 23.35%; ST 21.56%). MTy,; increased
significantly and similarly for all training groups (TRT 13.03%; ST 14.07%). 1RMp increased significantly and similarly
for all training groups (TRT 16.06%; ST 14.33%). 1RM, g increased significantly and similarly for all training groups (TRT
14.89%; ST 18.06%). MGS increased significantly and similarly for all groups (TRT 6.26%; ST 5.99%; CON 2.87%). CS
decreased significantly and similarly for all training groups (TRT —20.80%; ST —15.73%). TUG decreased significantly
and similarly for all training groups (TRT — 8.66%; ST —9.16%).

Conclusion Suspension training (ST) promotes similar muscle mass, strength and functional performance improvements
compared to TRT in older adults.
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Abbreviations CON Control group

IRM Maximal dynamic strength test CS Chair Stand

IRMg Biceps curl maximal dynamic strength test CcvV Coefficient of variation
IRM;; Leg extension maximal dynamic strength test ES Effect sizes

MGS Maximal gait speed
MT Muscle thickness
MTgg  Biceps brachii muscle thickness
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Lower occlusion pressure during resistance exercise
with blood-flow restriction promotes lower pain and
perception of exercise compared to higher occlusion
pressure when the total training volume is equalized
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Low-intensity resistance exercise with blood-flow restriction (BFR) promotes similar adaptations to high-intensity
resistance exercise (HI-RE). Interestingly, BFR has been demonstrated to be effective for a wide range of occlusion
pressures. However, the occlusion pressure magnitude may alter the psychophysiological stress related to BFR as
measured by rating of perceived exertion scale (RPE) and rating of pain. We aimed to compare the RPE and pain
levels across different magnitudes of occlusion pressures, promoting new knowledge regarding occlusion pressure on
stress related to BFR. All BFR protocols ranging between 40% and 80% of total arterial occlusion (BFR40, BFRS0,
BFR60, BFR70, and BFR80) were compared to HI-RE in 12 participants using a randomized and crossover design
72 h apart. BFR protocols and HI-RE were performed with 30% and 80% of one-repetition maximum (1RM) test
value, respectively. RPE and pain levels were measured before exercise and immediately after each set. BFR
protocols (i.e., BFR40 and BFR50) presented overall lower RPE response compared to higher-pressure BFR
(i.e., BFR70 and BFR80) and HI-RE conditions. For pain levels, low-pressure BFRs (i.e., BFR40 and BFR50), and
HI-RE showed lower values than high-pressure BFR protocols (i.e., BFR60, BFR70, and BFR80). In conclusion,
low-pressure BFR protocols promote lower RPE and pain compared to high-pressure BFR protocols (between 60%
and 80% of occlusion pressure), when total training volume (TTV) is equalized. In addition, HI-RE promotes similar
levels of pain, but higher RPE than low-pressure BFR, probably due to the higher TTV.
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Introduction

High-intensity resistance exercise [HI-RE; >65% one-repetition maximum (1RM)] is
typically recommended as the most effective training protocol to promote muscle mass
accrual (i.e., muscle hypertrophy) (2, 3). However, recent evidence suggests that low-load
resistance exercise (RE; 20%—40% 1RM) associated with partial blood-flow restriction
(BFR) may result in similar increases in muscle mass compared to HI-RE (12, 13, 26, 32, 33).
Interestingly, BFR has been demonstrated to be effective for a wide range of occlusion
pressures (14). Indeed, a recent meta-analysis carried out by our laboratory demonstrated
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