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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi comparar dois protocolos de reprodutibilidade de medidas da
arquitetura muscular [area de seccao transversa (AST), espessura muscular (EM), comprimento
do fasciculo (CF) e angulo de penagdo (AP)] do vasto lateral (VL) por ultrassonografia (US):
1) uma tnica aquisi¢do de imagens seguida por duas quantificagdes com intervalo de 72 horas
(protocolo 1X); 2) duas aquisi¢des de imagens seguidas por duas quantificagdes, ambas
separadas por 72 horas (protocolo 2X). Uma amostra composta por 54 individuos, tiveram as
pernas direita e esquerda avaliadas por US, totalizando 104 unidades experimentais. Dados de
quantificagdo da arquitetura muscular foram obtidos, seus respectivos valores de erro tipico
(ET) e coeficiente de variagdo (CV) e graficos de viés analisados por Bland-Altman. Os
resultados demonstraram menores valores de ET e CV para o protocolo 1X (AST: ET = 0,510
cm?e CV=2,313%; EM: e ET=0,120cm e CV =6,225%; CF: ET =0, 205 cm e CV =3,000%;
AP: ET =0,550° e CV=3,684%) em comparac¢ao ao protocolo 2X (AST: ET = 0,920 cm? e CV
=4,151%; EM: ET=0,120cm e CV = 6,225%; CF: ET =0,480 cm ¢ CV = 6,879%; AP: ET =
1,148° e CV = 7,823%). Os dados analisados por teste t e teste de Wilcoxon revelaram uma
diferenca significativa entre as diferencas médias de 1X e 2X para CF (p <0,001) e AP (p <
0,026), enquanto nao foram observadas diferengas significativas para AST (p <0,895) e EM (p
<0,637). O teste de Levene apontou diferenca significativa (p < 0,001) entre as variancias das
diferencas médias em todos os parametros de arquitetura muscular. Como conclusdo, nossos
resultados sugerem que a variabilidade das medidas de arquitetura muscular do vasto lateral ¢
influenciada pelo protocolo de reprodutibilidade adotado. A inclusdo de duas aquisigdes
independentes de imagens resultou em maior variabilidade entre medigdes. Esses achados
reforgam a importancia de considerar as fontes de erro associadas ao avaliador e a variabilidade

bioldgica ao interpretar mudangas na arquitetura muscular.

Palavras-chave: arquitetura muscular; ultrassonografia; reprodutibilidade



ABSTRACT

The objective of the present study was to compare two protocols for the reproducibility of
muscle architecture measurements [cross-sectional area (CSA), muscle thickness (MT), fascicle
length (FL), and pennation angle (PA)] of the vastus lateralis (VL) using ultrasonography (US):
(1) a single image acquisition followed by two quantifications with a 72-hour interval (protocol
1X); (2) two image acquisitions followed by two quantifications, both separated by 72 hours
(protocol 2X). A sample of 54 individuals had their right and left legs assessed by US, totaling
104 experimental units. Quantification data for muscle architecture were obtained, along with
their respective typical error (TE) and coefficient of variation (CV) values, and bias plots
analyzed using the Bland-Altman method. The results demonstrated lower TE and CV values
for protocol 1X (CSA: TE = 0.510 cm? and CV = 2.313%; MT: TE = 0.120 cm and CV =
6.225%; FL: TE = 0.205 cm and CV = 3.000%; PA: TE = 0.550° and CV = 3.684%) compared
to protocol 2X (CSA: TE=0.920 cm? and CV =4.151%; MT: TE=0.120 cm and CV =6.225%;
FL: TE = 0.480 cm and CV = 6.879%; PA: TE = 1.148° and CV = 7.823%). Data analyzed
using the t-test and Wilcoxon test revealed a significant difference between the mean
differences of 1X and 2X for FL (p <0.001) and PA (p <0.026), while no significant differences
were observed for CSA (p < 0.895) and MT (p < 0.637). Levene's test indicated a significant
difference (p < 0.001) between the variances of the mean differences in all muscle architecture
parameters. In conclusion, our results suggest that the variability of vastus lateralis muscle
architecture measurements is influenced by the reproducibility protocol adopted. The inclusion
of two independent image acquisitions resulted in greater variability between measurements.
These findings reinforce the importance of considering sources of error associated with the

evaluator and biological variability when interpreting changes in muscle architecture.

Keywords: muscle architeture; ultrasonography; reproducibility



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Desenho experimental dos protocolos de aquisi¢des e quantificagdes de imagens
obtidas por UltrassONOGIAfIa. . ......cccuvieiiiieiiie ettt e e e e e e e er e e eaaee e 19
Figura 2. Imagem representativa da area de sec¢do transversa do musculo vasto lateral obtida
por ultrassonografia, e suas respectivas estruturas da musculatura visualizadas. .................... 20
Figura 3. Imagem longitudinal representativa do musculo vasto lateral obtida por
ultrassonografia, e suas respectivas estruturas da musculatura visualizadas.............cceeeneeeen. 21
Figura 4. Imagem representativa da area de sec¢do transversa do musculo vasto lateral (VL),
obtida por ultrassonografia e analisada no software Imagel, ap6s reconstru¢do manual.
Estruturas adjacentes identificadas: RF (Reto Femoral), VI (Vasto Intermédio) e Fémur. .....22
Figura 5. Imagem representativa das imagens para andlise do musculo vasto lateral obtida por
ultrassonografia e analisada pelo software Image]. A) Espessura muscular (EM). B)
Comprimento do fasciculo (CF). C) Angulo de penagao (AP). ........cooveveeueeeeeeeereeereeeeenean. 23
Figura 6. Comparagdo entre as analises dos protocolos de area de sec¢do transversa (AST) por
Bland-Altman. A) Protocolo 1X. B) Protocolo 2X. 6= viés, +3 = limite de concordancia
superior, -3 = limite de concordancia INTETIOT. .......cccveveiiieeriieeieeeeeee e 26
Figura 7. Comparacgdo entre a média das diferencas observadas nos protocolos 1X e 2X para a
area de seccao transversa do vasto lateral. ............ccooeiiiiiiiiiiiiie e 27
Figura 8. Comparacdo entre as variancias das diferencas médias: 1X (1Xa - 1Xa1) e 2X (2Xaq2
- 2X41) para area de secgdo transversa muscular do vasto lateral...........cccoceeveriiniiniincnnene. 27
Figura 9. Comparacao entre as andlises dos protocolos de espessura muscular do vasto lateral
por Bland-Altman. A) Protocolo 1X. B) Protocolo 2X. 6= viés, +9 = limite de concordancia
superior, -3 = limite de concordancia INferior. ..........c.cceevieiiiiiiiniieee e 29
Figura 10. Comparagao entre a média das diferengas observadas nos protocolos 1X e 2X para
ESPESSUTA TNUSCULAT. ...eviieiiiieiiieeciieeeiee et e este e et ee et e e eteeeeeaeeessaeeesseeeesseeessseeensseeensseesnsseesnnns 30
Figura 11. Comparagao entre as variancias das diferengas médias: 1X (1Xa - 1Xa1) € 2X 2Xa2
- 2X41) para eSPeSSUIa MUSCULAT. ....ccviiriieriieiieeie ettt etteete et ete et e sebeebeesneeesseeseaeeseenneeenne 30
Figura 12. Comparagao entre as analises dos protocolos de comprimento do fasciculo do vasto
lateral por Bland-Altman. A) Protocolo 1X. B) Protocolo 2X. &= viés, +3 = limite de
concordancia superior, -3 = limite de concordancia inferior. ...........cccueeeeuieeriieenieeeriee e 32
Figura 13. Comparacdo entre média das diferencas observadas nos protocolos 1X e 2X para

comprimento do fasciculo do vasto lateral. ...........occeeiieriiiiiiniiee e 33



Figura 14. Comparagao entre as variancias das diferencas médias: 1X (1Xa - 1Xq1) € 2X (2Xa2
- 2X41) para comprimento do fasciculo do vasto lateral. ............ccccceevieriiiiieniiienieie e 33
Figura 15. Comparagao entre as analises dos protocolos de angulo de penacao do vasto lateral
por Bland-Altman. A) Protocolo 1X. B) Protocolo 2X. 6= viés, +3 = limite de concordancia
superior, -9 = limite de concordancia INferior. ..........ccceevieiiiiiieniieiece e 35
Figura 16. Comparacao entre média das diferencas observadas nos protocolos 1X e 2X para
angulo de penagao do vasto lateral. ..........cceeoiiieiiiieiiieceeeeeee e 36
Figura 17. Comparagao entre as variancias das diferengas médias: 1X (1Xa2 - 1Xa1) € 2X (2Xq2

- 2X41) para angulo de penagao do vasto lateral. ..........cceevueviiiiriiniiniee e 36



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AP Angulo de Penagio
AST Area de Seccéo Transversa
CF Comprimento do Fasciculo
Cv Coeficiente de Variacao
DP Desvio Padrao
EM Espessura Muscular
VL Vasto Lateral

US Ultrassonografia



LISTA DE EQUACOES

T— DPdif(T;; — Tp)

1

NG (D
ETdif(T,;; — T,

_ETdiMTy, _ 2) 100 @)
média(Tq1;Ta)

n
_ zl’:l(lxdii —1X41,) -

n
> i=1(2Xd:l,i — 2Xa11) @

A1X

A2X =




SUMARIO

INTRODUGCAO ... eaeae 14
HIPOTESE ...ttt sttt 17
METODOS ...ttt 18
PARTICTPANTES ...ttt ettt et ettt e s bt et e sbt e s te e s st e e bt e saeesneens 18
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL......ctiiitttinitteeiteeeiteeeiteeeiteeeiteesatteesaneeesineeesaneesenneesnnneesneeas 18
Aquisi¢ao das imagens de ultrassonografia...........ccceeevvieeiiieniieecie e 19
PrOtOCOI0 12X . ittt ettt ettt et e et et e esbe e taeebeeesaeenbeensbeennaens 21
PrOtOCOI0 2X ... ittt ettt et e e sb e et e s beeseaeebeessaeennaens 21
ATQUITETUTA TUSCUIAT .....veiiiiieciee ettt e e e e e e e ea e e e abeeeabeeenseeennneas 21
ANALISE EStAtISTICA ..uveiiieiiiiiiieiiiee ettt e et e et e e e e e e eeaaaeeeana 23
RESULTADOS ...ttt ettt ettt e e st e e st e e s abteessaeeesnseeensseeessseesnsseesnseeens 25
AREA DE SECCAO TRANSVERSA MUSCULAR ... e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeens 25
ESPESSURA MUSCULAR ..c.uttttiiiteeeitte ettt et ettt et e et e e eitte e st e e sabeessabeessabeesbaeesbneesneees 28
COMPRIMENTO DO FASCICULO ....ccuiiiiiiiiieiie ettt sttt e 31
ANGULO DE PENACAO oo s ee e s s s s seses s s s ses s sesesesesesesesesesesesesesesesenns 34
DISCUSSAOQ ...ttt ettt 37
AREA DE SECCAO TRANSVERSA E ESPESSURA MUSCULAR ..o eeeeeeseseeeesseeseeeeeeeenen. 37
COMPRIMENTO DO FASCICULO E ANGULO DE PENACAO ... 38
LIMITACOES ... 39
CONCLUSAO ...ttt ettt 40

REFERENCIAS ..o e e e e e e e e s e eren e, 41



INTRODUCAO

O musculo esquelético possui a capacidade de se adaptar a diferentes condigdes.
Alteragdes em seu tamanho como hipertrofia ou atrofia, podem ocorrer em resposta a diversos
estimulos, incluindo treinamento fisico (STOKES; TIMMONS; CROSSLAND; TRIPP et al.,
2020), destreino (HALONEN; GABRIEL; KELAHAARA; AHTIAINEN et al., 2024), desuso
(HOLLOWAY; MCGLORY; MCKELLAR; MORGAN et al.,, 2019), envelhecimento
(JANSSEN; HEYMSFIELD; ROSS, 2002) e doengas (POWERS; LYNCH; MURPHY; REID
et al., 2016). Essas alteragdes no musculo esquelético possuem relagdes com funcionalidade,
desempenho fisico e com risco de mortalidade por diversas causas (LI; XIA; ZHANG;
GATHIRUA-MWANGI et al., 2018). Por isso, torna-se necessario o uso de métodos e técnicas
que mensurem com precisdo as alteracdes no musculo esquelético considerando anélises
macroscopicas (e.g., arquitetura muscular), que podem ser utilizadas nas praticas cientifica e
clinica (HAUN; VANN; ROBERTS; VIGOTSKY et al., 2019).

Me¢étodos de andlise por imagens foram amplamente utilizados nas Gltimas décadas para
quantificar parametros de arquitetura muscular como a area de secc¢do transversa (AST),
espessura muscular (EM), comprimento do fasciculo (CF) e dngulo de penacao (AP) (EMA;
WAKAHARA; MIYAMOTO; KANEHISA et al, 2013; MARTIN-RODRIGUEZ;
GONZALEZ-HENRIQUEZ; DIAZ-CONDE; CALBET et al., 2024). Dentre os equipamentos
que avaliam a arquitetura muscular por imagem, a ultrassonografia (US) ¢ reconhecida como
um método nao-invasivo, acessivel e de menor custo em comparagdo com a ressonancia
magnética (LIXANDRAO; UGRINOWITSCH; BOTTARO; CHACON-MIKAHIL et al.,
2014; REEVES; MAGANARIS; NARICI, 2004; SILVA; SILVA; ANGLERI; SCARPELLI et
al., 2024; STOKES; TIMMONS; CROSSLAND; TRIPP et al., 2020). Embora a avaliagao dos
parametros de arquitetura muscular por meio da US tenha sido amplamente validada (BETZ;
WEHRSTEIN; PREISNER; BENDSZUS et al., 2021; FILIPPO; LARS; MARIA; SANDRA
etal.,2019; KWAH; PINTO; DIONG; HERBERT, 2013; LIXANDRAO; UGRINOWITSCH;
BOTTARO; CHACON-MIKAHIL et al., 2014; REEVES; MAGANARIS; NARICI, 2004;
STOKES; TIMMONS; CROSSLAND; TRIPP et al., 2020), esse procedimento exige controles
metodoldgicos rigorosos a fim de minimizar os erros de mensuracdo em suas multiplas etapas.
Além dos cuidados com a devida manuten¢do do equipamento e ambiente de avaliagdo, ha
outras potenciais fontes de erro: 1) avaliador (e.g., aquisicdo e andlise das imagens) e, 2)

variacao biologica do individuo (i.e., alteragdes que podem ocorrer no musculo esquelético ao
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longo do tempo). No que se refere as fontes de erro relacionadas ao avaliador, alguns cuidados
podem ser realizados a fim de minimizar a sua influéncia. Por exemplo, a aplicacdo adequada
de gel condutor entre a sonda linear ¢ a pele, aliada a minimizacao da pressao manual excessiva,
¢ essencial para obter imagens de alta qualidade sem deformagdo das estruturas morfologicas
(i.e., pele, fémur, aponeuroses profunda e superior). Além disso, a quantificagdo da arquitetura
muscular deve ser realizada de acordo com os padrdes metodoldgicos estabelecidos, garantindo
a mensuragao precisa de parametros como AST, EM, AP e CF, os quais sdao determinados com
base na correta identificagdo e segmentacdo das estruturas musculares visualizadas
(BLAZEVICH; CANNAVAN; COLEMAN; HORNE, 2007; SILVA; SILVA; ANGLERI,
SCARPELLI et al., 2024). J4 em relagdo a variacdo bioldgica inerente ao individuo, fatores
como o estado de hidratagdo e a atividade fisica prévia podem afetar as andlises por US
(LOHMANN; HILLEBRECHT; SCHIEMANN; WARNEKE, 2024). Embora essas fontes de
erro possam ser minimizadas, elas ndo sdo eliminadas. Dessa forma, para que o real efeito de
uma intervengao possa ser obtido, € necessario conhecer o tamanho do erro de mensuragdo. Em
outras palavras, além da padronizagdao dos procedimentos na aplicacdo do protocolo de
ultrassonografia, ¢ fundamental quantificar as fontes de erro para determinar se as mudangas
observadas refletem variagdes reais no musculo esquelético (HOPKINS, 2000).

Para quantificar o erro inerente ao avaliador e a variagdo bioldgica, € necessario repetir
a medicdo apds um intervalo de tempo suficiente para que essas fontes de variabilidade se
manifestem, garantindo uma avaliagdo adequada da reprodutibilidade da medida (ATKINSON;
NEVILL, 1998; HOPKINS, 2000). A obtencao de duas aquisi¢des independentes, que incluam
as principais fontes de erro — erro do avaliador e variagdo biologica do individuo — possibilita
quantificar a magnitude dessas variacdes nos parametros de arquitetura muscular. Para essa
analise, utilizam-se métricas estatisticas como o erro tipico (ET) e o coeficiente de variagdo
(CV), que mensuram a variabilidade entre duas ou mais medigoes (ATKINSON;
BATTERHAM, 2015; ATKINSON; NEVILL, 1998; HOPKINS, 2000). Além disso, a
dispersdo dos dados entre as medigdes pode ser analisada para identificar a extensdo da
variabilidade, bem como possiveis padrdoes de fontes de erro. Essa dispersdo pode ser
visualizada por meio de graficos de Bland-Altman (1986), que avaliam a concordancia entre
medidas e fornecem uma estimativa da confiabilidade dos dados obtidos por US.

Embora a quantificagdo do erro de mensuracdo seja essencial, muitos estudos que
investigam os efeitos de interveng¢des nos parametros de arquitetura muscular ndo relatam essas

informagdes. Além disso, quando o erro de mensuracao € reportado, sua estimativa muitas vezes
15



se baseia em apenas uma aquisi¢do de imagens US, conforme observado em uma revisdo que
analisou varios estudos sobre o tema (KWAH; PINTO; DIONG; HERBERT, 2013). Como
consequéncia, o erro de mensuracao ¢ calculado a partir da repeticao da analise sobre a mesma
imagem, sem considerar variagdes decorrentes de diferentes aquisi¢cdes. Esse procedimento
desconsidera fontes importantes de erro associadas ao avaliador (e.g., pressdo da sonda,
identificacdo das regides de interesse), além da variacdo bioldgica do individuo. Quando se
utiliza uma unica aquisi¢ao de imagens seguida por duas quantificagdes em um determinado
intervalo de tempo, a variabilidade entre medi¢des pode ser subestimada, resultando em
menores valores de ET e CV, menor dispersao dos dados e maior concordancia entre medicdes,
em comparacdo com a abordagem que envolve duas aquisicdes seguidas por duas
quantificagdes. Esses fatores podem comprometer a precisao na estimativa das alteragdes na
arquitetura muscular ao longo do tempo em resposta a uma intervencdo. Embora seja plausivel
que a variabilidade da mensura¢do aumente quando tanto a aquisi¢do das imagens quanto a
variabilidade bioldgica sdo consideradas, at¢ o momento, nenhum estudo comparou

diretamente essas duas abordagens na analise da reprodutibilidade.
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OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi comparar a variabilidade das medidas de arquitetura
muscular do musculo vasto lateral entre dois protocolos de reprodutibilidade (1X e 2X),
considerando parametros como area de sec¢ao transversa, espessura muscular, comprimento de

fasciculo e angulo de penacao.

HIPOTESE
O protocolo 2X apresentard maior variabilidade entre medi¢des do que o protocolo 1X,

devido a inclus@o de duas aquisi¢des independentes de imagens.
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METODOS

Participantes

Foram recrutados 54 individuos (29 mulheres) com idades entre 18 ¢ 35 anos que nao
estivessem engajados em quaisquer programas de treinamento de for¢a nos ultimos 6 meses,
ndo possuissem doencas ou disturbios musculoesqueléticos e autodeclarassem livres de
consumo de drogas e medicamentos que afetassem a fun¢ao muscular. Todos os participantes
foram informados sobre possiveis riscos e assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de Sao

Carlos (Numero: 5.505.441).

Delineamento experimental

Em duas visitas distintas, realizadas em um intervalo de 72h, foram realizadas
aquisi¢des de imagens de US. Os participantes foram instruidos a se abster da pratica de
atividades fisicas por pelo menos 72h anteriores a cada uma das avaliagdes. A quantificagcdo da
AST, EM, CF e AP para realizacdo da reprodutibilidade das medidas, foram realizadas por meio
de dois diferentes protocolos: 1) protocolo 1X: utilizacdo apenas das imagens adquiridas na
primeira visita, as quais foram usadas para quantificacdo da AST, EM, CF e AP em dois dias
com intervalo de 72h; 2) protocolo 2X, utilizagdo das imagens coletadas nas duas visitas, as
quais também foram utilizadas para quantificacdo da AST, EM, CF e AP em dois dias com
intervalo de 72h entre eles (Figura 1). Os individuos tiveram as duas pernas (i.e., direita e
esquerda) analisadas e cada uma alocada como uma unidade experimental. No total, 104
unidades experimentais foram avaliadas, considerando as duas visitas de avaliagdo por US.
Quatro participantes tiveram apenas uma das pernas analisada devido a problemas na

recuperacao das imagens armazenadas.
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Figura 1. Desenho experimental dos protocolos de aquisi¢des e quantificagdes de imagens

@‘ Andlise das imagens

obtidas por ultrassonografia.

Aquisicao das imagens de ultrassonografia

As imagens utilizadas para o célculo da AST do VL foram obtidas por meio de US, de
acordo com Lixandrao et al. (2014). Brevemente, o participante foi posicionado em decubito
dorsal e, por meio de palpagdo manual, foram identificados o trocanter maior e o epicondilo
lateral, a fim de identificar o ponto médio do fémur. A partir deste ponto, marcas sucessivas
foram feitas transversalmente, tanto na direcao medial quanto na lateral, em intervalos de 2 cm,
para guiar o deslocamento da sonda no plano sagital. Foi permitido entdo que o participante
repousasse por 15 minutos para permitir homogeneizagdo dos fluidos corporais. Em seguida,
imagens sequenciais do musculo VL foram coletadas com orientagdo médio-lateral utilizando
um equipamento de ultrassom modo B, com sonda linear configurada a 7,5 MHz (Samsung,
MySono U6, Sdo Paulo, Brasil). Gel de transmissao foi utilizado para garantir o acoplamento
acustico entre a sonda e a pele com minima compressao epidérmica. As imagens foram salvas
quando aparentavam ter qualidade suficiente para analisar as estruturas da musculatura

envolvida, ilustradas na Figura 2.
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Figura 2. Imagem representativa da area de sec¢do transversa do musculo vasto lateral obtida

por ultrassonografia, e suas respectivas estruturas da musculatura visualizadas.

A aquisicao das imagens de EM, CF e AP do VL foi realizada no mesmo momento de
aquisicdo de imagens de AST, respeitando os procedimentos metodoldgicos descritos em
Blazevich et al. (2007). Brevemente, apos as marcagdes supracitadas e o repouso em decubito
dorsal, as imagens utilizadas foram obtidas com a sonda orientada de maneira longitudinal. Trés
imagens consecutivas foram adquiridas no ponto medial e salvas quando consideradas
satisfatorias, sem compressdo dérmica e de maneira que a aponeurose superior € inferior e 0s

fasciculos pudessem ser visualizados — como ilustrado na figura 3.

20



GEL
SOLOVEL

APONEUROSE
SUPERIOR

APONEUROSE
INFERIOR

Figura 3. Imagem longitudinal representativa do musculo vasto lateral obtida por

ultrassonografia, e suas respectivas estruturas da musculatura visualizadas.

Protocolo 1X

Para o protocolo 1X, as imagens adquiridas na primeira visita foram exportadas em
pastas e codificadas por um pesquisador colaborador para realizar o cegamento do avaliador.
As imagens foram entdo recortadas, analisadas e quantificadas. Apds um intervalo estabelecido
de 72h, as mesmas imagens foram novamente recortadas, analisadas e quantificadas para cada

uma das varidveis dependentes. As analises desse protocolo foram nomeadas de 1Xq1 e 1Xa.

Protocolo 2X

Para o protocolo 2X, as imagens adquiridas nas duas visitas realizadas em um intervalo
de 72h, foram recortadas, analisadas e quantificadas, apos codificacdo realizada por um
pesquisador colaborador. Apos um intervalo minimo de 72h, as imagens da segunda visita
foram recortadas, analisadas e quantificadas para cada varidavel dependente do estudo. As

andlises desse protocolo foram nomeadas de 2Xu1 € 2Xa».

Arquitetura muscular
Para a andlise da AST do musculo VL, os procedimentos foram realizados de acordo
com Lixandrdo et al. (2014). As imagens sequenciais de AST foram montadas manualmente
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por meio do uso do software PowerPoint. As imagens sequenciais eram alocadas de maneira a
reconstruir o formato completo do musculo VL, seguindo o direcionamento das aponeuroses e
fasciculos. Com a imagem total reconstruida, utilizando a ferramenta “Polygon” do software
Imagel, a area do VL foi delimitada. Essa delimitacdo permite excluir areas de tecido
conjuntivo, pele e outros camadas de tecido muscular, e assim quantificar apenas a AST que

corresponde ao VL (Figura 4).

VI

.

Fémur

Figura 4. Imagem representativa da area de sec¢do transversa do musculo vasto lateral (VL),
obtida por ultrassonografia e analisada no software Imagel], apds reconstru¢do manual.

Estruturas adjacentes identificadas: RF (Reto Femoral), VI (Vasto Intermédio) e Fémur.

A partir das imagens longitudinais, os procedimentos de analises de EM, CF e AP foram
realizados de acordo com Blazevich et al. (2007). A EM foi delimitada a partir da distancia
entre a aponeurose superficial e profunda, em trés pontos diferentes. Utilizando a ferramenta
“Straight” no software ImageJ, os pontos foram delimitados nas extremidades direita e
esquerda, assim como no ponto médio da imagem. O valor de EM corresponde a média obtida
entre os trés valores (Figura 5A). O CF foi estabelecido como o comprimento fascicular entre
as aponeuroses superior e inferior. Para essa analise, a ferramenta “Straight” do software
Imagel foi utilizada para orientagdo linear. Em casos de fasciculos que se estendiam além da
imagem visualizada, a extrapolacdo linear foi utilizada para mensurar os valores, sendo

analisada a por¢ao faltosa em sua totalidade (Figura 5B). Para obtencao dos valores de AP, as
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mesmas imagens longitudinais foram utilizadas. A partir das trés imagens obtidas e a
visualizacdo dos fasciculos, o AP foi estabelecido como o angulo formado pela convergéncia
dos fasciculos na aponeurose profunda. A ferramenta “Angle Tool” do software Image] foi

utilizada para a mensuragao direta dos valores angulares (Figura 5C).

Figura 5. Imagem representativa das imagens para andlise do musculo vasto lateral obtida por
ultrassonografia e analisada pelo software Image]. A) Espessura muscular (EM). B)

Comprimento do fasciculo (CF). C) Angulo de penagio (AP).

Analise Estatistica
Para analise da reprodutibilidade das medidas, foi calculado o ET de mensuracdo
(Equacao 1), o qual também foi expresso em porcentagem, sendo denominado CV (Equagao

2).

_ DPdif(Ty; — Ty)
ET=——7—% (D

Equacao 1. DPdif(Ta1-T42) representa o desvio padrao (DP) associado a média da diferenga entre os valores de T
e Tap. V2 é a constante utilizada para ajustar a estimativa obtida pelo uso de medidas repetidas (Ta e Ta). Tai
tempo de avaliagdo referente quantificacdol. T4, tempo de avaliacdo referente a quantificacdo 2.

_ ETdif(T 47 - Ty5)

Ccv média(Ta;Ta)

x100 )

Equacdo 2. ET representa a estimativa do erro tipico da medida apresentada na Equagdo 1. Média(Ta;Ta)
representa a média de todos os valores observados em Tai € Tao. Tai, tempo de avaliago referente a quantificagdo
1. Ty, tempo de avaliagdo referente a quantificagéo 2.

Em cada protocolo (i.e., 1X e 2X), o CV foi determinado para cada variavel (i.e., AST,
EM, CF e AP) por meio da andlise dos valores obtidos pelas medidas repetidas (HOPKINS,
2000).
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Para comparar diretamente os protocolos 1X e 2X, inicialmente foram calculadas as
médias das diferencas entre as mensuragdes para cada um deles (expressa em média e DP), por

meio das seguintes equacoes:

) ?=1(1Xd2,i — 1X41,)
n

A1X =

(3)

Equagdo 3. Equagdo da média das diferengas do protocolo 1X. Onde 1X representa o valor obtido na
quantificacdo 2. 1 Xy representa o valor obtido na quantificacdo 1. O nrepresenta o tamanho amostral e i representa
o indice referente a cada participante do primeiro ao tltimo.

B > (2Xaz; — 2X41,)
n

A2X (4)

Equagdo 4. Equagdo da média das diferengas do protocolo 2X. Onde 2X. representa o valor obtido na
quantificacdo 2. 2Xyi, representa o valor obtido na quantificagdo 1. O n representa o tamanho amostral e i
representa o indice referente a cada participante do primeiro ao tltimo.

Em seguida, a normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro—Wilk.
Testes t pareados (para dados com distribuicdo normal) ou testes de Wilcoxon (para dados com
distribui¢do ndo normal) foram usados para comparar as médias das diferencas entre os
protocolos 1X e 2X. O nivel de significancia foi adotado como p < 0,05. As analises e graficos
foram gerados pelo software GraphPad Prism (v. 9.5, GraphPad Software, San Diego, CA).

Para cada protocolo, a variancia foi calculada a partir dos dados de diferenca entre a
quantificagdo 1 e a quantificacdo 2. Para a anélise na diferenca entre as varidncias no protocolo
1X e 2X, foi utilizado o teste de Levene, e a distribuigao das diferengas (i.e., &2 — 41). Para tanto,
os calculos e graficos foram realizados a partir de um codigo construido em linguagem de
programacao de codigo aberto Python, versao 3.11.

Por fim, para avaliar a concordancia entre as andlises, limites de concordancia e valores
de viés foram estabelecidos de acordo com a técnica de Bland-Altman (BLAND; ALTMAN,
1986).
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RESULTADOS

Area de Secc¢ao Transversa Muscular

No Protocolo 1X, os valores médios de AST foram 22,102 + 4,301 cm? e 22,003 + 4,259
cm? para 1Xg1 e 1Xa, respectivamente. O ET entre as andlises foi de 0,510 cm? (CV: 2,313%)).
Os valores de Bland-Altman determinam viés de 0,098 cm? e limites de concordancia de -1,316
a 1,512 cm? (Figura 6A). Para o Protocolo 2X, os valores médios foram 22,210 + 4,215 cm?
para2Xg1 €22,091 +£4,260 cm? para 2X42.0 ET entre as analises foi de 0,920 cm? (CV: 4,151%).
O viés apontado pelo grafico de Bland-Altman apresenta valores de 0,118 cm? e limites de
concordancia de -2,431 a 2,667 cm? (Figura 6B). O teste t pareado ndo indicou diferenca
significativa entre as diferencas médias de 1X e 2X (p = 0,895) (Figura 7). Por fim, o teste de
Levene indicou uma diferenca significativa (p < 0,001) entre as variancias das diferencas

médias: 1X (1Xa2 - 1Xa1) € 2X (2Xa2 - 2Xa1) (Figura 8).
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Figura 8. Comparagao entre as variancias das diferengas médias: 1X (1Xax - 1Xa1) € 2X 2Xa2

- 2Xa1) para area de secgdo transversa muscular do vasto lateral.
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Espessura Muscular

No Protocolo 1X, os valores médios foram 1,946 + 0,316 cm e 1,943 = 0,319 cm para
1Xa1 e 1Xa, respectivamente. O ET entre as andlises foi de 0,051 cm (CV: 2,610%). Os valores
de Bland-Altman apontam viés de 0,002 cm e limites de concordancia de -0,137 a 0,143 cm
(Figura 9A). No Protocolo 2X, os valores médios foram 1,931 + 0,365 cm para 2Xq41 e 1,936
0,314 cm para 2Xs. O ET entre as analises foi de 0,120 cm (CV: 6,225%). O viés apontado
pelo grafico de Bland-Altman apresenta valores de -0,005 cm e limites de concordancia de -
0,339 2 0,328 cm (Figura 9B). O teste de Wilcoxon ndo indicou diferenca significativa entre as
diferengas médias de 1X e 2X (p = 0,637) (Figura 10). Por fim, o teste de Levene indicou uma
diferenga significativa (p < 0,001) entre as variancias das diferencas médias: 1X (1Xa2 - 1Xa1)

e 2X (2Xa2 - 2Xa1) (Figura 11).
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Figura 11. Comparac¢ao entre as variancias das diferencas médias: 1X (1Xa - 1Xa1) e 2X (2Xa»2

- 2X41) para espessura muscular.
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Comprimento do Fasciculo

No Protocolo 1X, os valores médios de CF foram 6,868 £ 1,118 cme 6,811 = 1,105 cm
para 1Xg e 1Xa, respectivamente. O ET entre as analises foi de 0,205 cm (CV = 3,000%). Os
valores de Bland-Altman determinam viés de - 0,057 cm e limites de concordancia de -0,511 a
0,626 cm (Figura 12A). Para o Protocolo 2X, os valores médios foram 6,872 + 1,124 cm para
2Xa1 € 7,092 £ 0,965 cm para 2X42. O ET entre as analises foi de 0,480 cm (CV = 6,879%). O
viés apontado pelo grafico de Bland-Altman apresenta valores de -0,220 cm e limites de
concordancia de -1.552 a 1.111 cm (Figura 12B). O teste de Wilcoxon indicou diferenga
significativa entre as diferencas médias dos protocolos 1X e 2X (p <0,001) (Figura 13), assim
como o teste de Levene também indicou uma diferenga significativa (p < 0,001) entre as

variancias das diferencas médias: 1X (1Xa2 - 1Xa1) € 2X (2Xa2 - 2Xa1) (Figura 14).
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- 2Xa1) para comprimento do fasciculo do vasto lateral.
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Angulo de Penacio

No Protocolo 1X, os valores médios de AP foram 14,844 + 2,391° e 15,023 + 2,487°
para 1X41 e 1Xa, respectivamente. O ET entre as andlises foi de 0,550° (CV = 3,684%). Os
valores de Bland-Altman apontam viés de - 0,179° e limites de concordancia de -1,704 a 1,346°
(Figura 15A). Para o Protocolo 2X, os valores médios foram de 14,802 + 2,402 ° para 2Xa1 €
14,540 + 2,558 © para 2X». O ET entre as analises foi de 1,148° (CV = 7,823%). O viés
apontado pelo grafico de Bland-Altman apresenta valores de 0,262° e limites de concordancia
de -2,919 a 3,443° (Figura 15B). O teste de Wilcoxon indicou diferenga significativa entre as
diferengas médias de 1X e 2X (p = 0,026) (Figura 16). O teste de Levene também indicou uma
diferenga significativa (p < 0,001) entre as variancias das diferencas médias: 1X (1Xa2 - 1Xa1)

e 2X (2Xa2 - 2Xa1) (Figura 17).
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DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi comparar a variabilidade das medidas de arquitetura
muscular do musculo vasto lateral entre dois protocolos de reprodutibilidade (1X e 2X),
considerando como parametros a AST, EM, CF e AP. Nossas andlises revelaram que o
protocolo 2X apresentou maior variabilidade entre medi¢des do que o protocolo 1X, devido a

inclusdo de duas aquisi¢des independentes de imagens.

Area de Secciio Transversa e Espessura Muscular

Atualmente, as avaliagcdes de AST ¢ EM por US estdo bem estabelecidas e validadas
como medidas confiaveis de estimativa de tamanho muscular (FRANCHI; LONGO;
MALLINSON; QUINLAN et al., 2018; LIXANDRAO; UGRINOWITSCH; BOTTARO;
CHACON-MIKAHIL et al., 2014) e tém sido amplamente utilizadas como pardmetro de
mudangas no musculo esquelético (i. e., hipertrofia e atrofia) (HAUN; VANN; ROBERTS;
VIGOTSKY et al., 2019; NOORKOIV; NOSAKA; BLAZEVICH, 2010). Para estimar a AST
em musculos grandes, como o VL, o método de reconstru¢cdo manual foi validado com base na
aquisi¢do de multiplas imagens obtidas em orientagdo transversal do transdutor, permitindo a
reconstrugdo completa do musculo (LIXANDRAO; UGRINOWITSCH; BOTTARO;
CHACON-MIKAHIL et al.,2014; REEVES; MAGANARIS; NARICI, 2004; SILVA; SILVA;
ANGLERI; SCARPELLI et al., 2024). J& para estimar a EM no mesmo musculo, uma tnica
imagem pode ser obtida de maneira longitudinal, permitindo quantificar a espessura muscular
a partir do intervalo entre a aponeurose superior e inferior visualizadas na imagem (BETZ;
WEHRSTEIN; PREISNER; BENDSZUS et al., 2021).

Os achados do presente estudo reforcam a influéncia das fontes de erro associadas a
aquisicdo das imagens e a variabilidade bioldgica na reprodutibilidade das medidas de
arquitetura muscular. Embora o teste t pareado ndo tenha indicado diferencgas significantes entre
os protocolos 1X e 2X para AST (p = 0,895) (Figura 7), e o teste de Wilcoxon para EM (p =
0,637) (Figura 10), o teste de Levene revelou diferencas significantes nas varidncias das
diferencas médias de ambos os parametros (p < 0,001), indicando maior heterogeneidade no
protocolo 2X (Figura 8 e 11, respectivamente). Além disso, os graficos de Bland-Altman
demonstraram maior dispersao dos dados (Figura 6 e 9, respectivamente), o que corrobora nossa
hipotese de que a inclusdo de duas aquisi¢des independentes aumenta a variabilidade entre
medic¢des. A andlise do ET e CV confirmou essa tendéncia, com o protocolo 2X apresentando

valores substancialmente mais elevados em comparagdo ao protocolo 1X, tanto para AST (ET:
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0,920 cm? vs. 0,510 cm?, respectivamente; CV: 4,151% vs. 2,313%, respectivamente) quanto
para EM (ET: 0,120 cm vs. 0,051 cm, respectivamente; CV: 6,225% vs. 2,610%,
respectivamente). Esses resultados refor¢am que, nas avaliagdes por US, as fontes de erro
associadas a aquisi¢ao das imagens e variabilidade bioldgicas apresentam grande influéncia nos
valores obtidos (SILVA; SILVA; ANGLERI; SCARPELLI et al., 2024). Por exemplo, o
posicionamento e a pressao do transdutor, assim como a quantidade de gel aplicado, sdo cruciais
para garantir uma visualiza¢cdo adequada das estruturas e podem variar quando duas imagens
sao adquiridas para o calculo da reprodutibilidade. Dadas as circunstancias inerentes a
mensuragao, em ambos os parametros de arquitetura muscular, a variagdo bioldgica também ¢
considerada em distintas aquisi¢cdes de imagens, pois o estado de hidratacado ¢ a atividade fisica
prévia podem variar em diferentes dias (LOHMANN; HILLEBRECHT; SCHIEMANN;
WARNEKE, 2024). Portanto, a variabilidade biologica e o processo de aquisicdo das imagens
podem influenciar a variabilidade das mensuragdes em avaliagcdes repetidas realizadas em
momentos distintos (HOPKINS, 2000). Ao desconsiderar a influéncia da aquisi¢ao das imagens
e variabilidade bioldgicas, como ocorre no protocolo 1X, a magnitude do erro de mensuragao
pode ser subestimada, resultando em interpretagdes equivocadas sobre as intervengdes ou

analises clinicas que requerem medidas de reprodutibilidade.

Comprimento do Fasciculo e Angulo de Penacio

As avaliacdes de CF e AP por US podem ser utilizadas para estimar mudancas
estruturais no musculo esquelético (KWAH; PINTO; DIONG; HERBERT, 2013; NUNES;
BLAZEVICH; SCHOENFELD; KASSIANO et al., 2023). Ambas podem ser analisadas a
partir de uma unica imagem adquirida com o transdutor posicionado longitudinalmente. Para
mensurar o CF no musculo VL, o método de extrapolagdo linear ¢ comumente empregado
devido a limitagdo do campo de visdo do transdutor (BLAZEVICH; CANNAVAN;
COLEMAN; HORNE, 2007; EMA; WAKAHARA; MIYAMOTO; KANEHISA et al., 2013;
NOBREGA; UGRINOWITSCH; PINTANEL; BARCELOS et al., 2018). Ja a avaliagio do AP
estd diretamente relacionada ao CF, pois depende da convergéncia dos fasciculos com a
aponeurose profunda, permitindo a mensuracao do angulo de penacdo em graus (BLAZEVICH;
CANNAVAN; COLEMAN; HORNE, 2007). Os achados do presente estudo indicam que a
reprodutibilidade das medidas de CF e AP ¢ influenciada pelo protocolo adotado. O teste de
Wilcoxon revelou diferengas significativas entre os protocolos 1X e 2X para ambos os

parametros (Figura 13 e 16, respectivamente), o que estd em consonancia com os resultados do
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teste de Levene (Figura 14 e 17, respectivamente), que apontou diferencas nas variancias (p <
0,001). Além disso, a analise de Bland-Altman demonstrou maior dispersdo dos dados no
protocolo 2X, corroborando a hipotese do estudo (Figura 12 e 15, respectivamente). A analise
do ET e CV reforca essa tendéncia, com o protocolo 2X apresentando valores mais elevados
em comparacao ao protocolo 1X, tanto para CF (ET: 0,480 cm vs. 0,205 cm, respectivamente;
CV: 6,879% vs. 3,000%, respectivamente) quanto para AP (ET: 1,148° vs. 0,550°,
respectivamente; CV: 7,823% vs. 3,684%, respectivamente). Além dos cuidados
metodoldgicos comuns a outras avaliagdes por US (i.e., AST e EM), a andlise de imagens
obtidas longitudinalmente ndo garante que o mesmo fasciculo seja visualizado e quantificado
em diferentes aquisi¢des, tornando a obten¢do do CF mais suscetivel a variagdes.
Adicionalmente, essa limitagdo pode impactar a precisdo das medi¢des do AP, uma vez que a
sua determinacdo depende da convergéncia entre os fasciculos (BLAZEVICH; CANNAVAN;
COLEMAN; HORNE, 2007). Outro aspecto que merece destaque € que pequenas variagdes na
orientacdo do transdutor podem resultar em diferencas significativas na visualizacdo dos
fasciculos, o que ocorre especialmente quando multiplas imagens sdo adquiridas
(BLAZEVICH; CANNAVAN; COLEMAN; HORNE, 2007). Portanto, assim como nas demais
avaliagdes por US (i.e., AST e EM), as fontes de erro inerentes a influéncia do avaliador e a

variacao biologica impactam a reprodutibilidade das medidas também do CF e AP.

LIMITACOES

Este estudo considerou comparar métodos de anélise de reprodutibilidade da arquitetura
muscular, considerando a influéncia do avaliador e a variabilidade biologica em um intervalo
de tempo de 72h. E possivel que esses valores de erros de mensuragdo sejam ainda maiores ao
considerar periodos comuns em estudos de interven¢do, os quais podem variar de 2 semanas
(e.g., casos de desuso) até 3 a 6 meses (e.g., casos de intervengdes com treinamento fisico). De
qualquer forma, nossos achados indicam que considerar esses fatores (influéncia do avaliador

e variagao bioldgica) sdo imperativos em estudos dessa natureza.
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CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a variabilidade das medidas de arquitetura muscular
do vasto lateral ¢ influenciada pelo protocolo de reprodutibilidade adotado. A inclusdo de duas
aquisi¢oes independentes de imagens resultou em maior variabilidade entre medigdes. Esses
achados reforcam a importancia de considerar as fontes de erro associadas ao avaliador e a
variabilidade biologica ao interpretar mudangas na arquitetura muscular, especialmente em
contextos clinicos e experimentais que dependem da precisao das medidas ultrassonograficas.
Além disso, investigacdes adicionais sao necessarias para determinar se periodos de tempo mais
longos entre medigdes amplificam ainda mais essas diferengas, impactando a interpretacao de

intervengoes sobre a morfologia muscular.
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