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RESUMO

A atrofia muscular é uma condicdo que provoca a fragilidade do tecido
musculoesquelético e sua etiologia de disturbios hereditarios ou fisiopatologicos agrava
sua incidéncia e desenvolvimento. Especificamente nos tecidos que compdem o
aparelho locomotor, como o musculo estriado esquelético e a juncédo miotendinea (JMT),
a atrofia causa diversas alteragbes que implicam no comprometimento estrutural e
funcional desses tecidos. O treinamento, por sua vez, promove um ambiente
regenerativo capaz reverter os efeitos deletérios da atrofia, no entanto, o desfecho
cronico foi o primeiro passo para compreender a plasticidade musculoesquelética e
miotendinea, o proximo passo € elucidar a cronologia das adaptacdes agudas nas
estruturas e suas correlacdes. Dessa forma, o objetivo do estudo foi descrever as
alterac6es morfolégicas e no periodo agudo de remodelamento na juncdo miotendinea
do musculo gastrocnémio, apods a atrofia muscular causada pela imobilizacdo articular e
intervengdo com o treinamento em escada vertical em ratos Wistar. Foram utilizados 65
ratos Wistar divididos em: Controle (C), ndo submetidos a protocolo; Treinado (T),
submetidos ao treinamento resistido; Imobilizado (I), submetidos a atrofia muscular;
Imobilizado Treinado (IT), submetidos a atrofia muscular e treinamento resistido. Para
compreender as adaptacdes agudas, as amostras musculares foram coletadas em 4
Periodos: 0 horas (on), fim da atrofia seguido pela 12 sessdo de treinamento; 24 horas
(24n), 24h apods o fim da atrofia e 12 sesséo de treinamento; 4 dias (4d), 4 dias apds a
atrofia e realizacéo de 3 sessfes de treinamento em dias alternados; e 7 dias (7d) apos
a atrofia e realizacdo de 4 sessdes de treinamento. A andlise do ventre muscular foi
realizada através da Microscopia de Luz (Hematoxilina e Eosina e Picro-Sirus Red), para
a morfometria da dimensao fractal (DF) dos ndcleos e quantificacdo tecido conjuntivo, e
mediante a ATPase Miofibrilar foi mensurada a area de seccédo transversa (AST) das
fibras tipo | e Il. A JMT foi analisada por meio da Microscopia de Luz (Hematoxilina e
Eosina) para evidencia¢ao da disposicdo dos nucleos, além da Imunofluorescéncia para
evidenciacdo dos teldcitos (CD34) e células satélites (Pax7). No ventre muscular, a
imobilizacdo resultou em reducéo da DF (lon), aumento na area de tecido conjuntivo (lon)
e reducgBes na AST da fibra muscular (lon, l24n). Enquanto o treinamento apos atrofia,
promoveu aumento na DF (Tlon), variagdes na quantificacdo do tecido conjuntivo (Tlon,
Tlad, Tlzd) € aumento na AST das fibras (Tlon, Tlad, Tl7a). Na JMT, observamos que o
treinamento repercutiu no acumulo de nucleos, no entanto, a imobilizacdo isolada ou
associada ao treinamento, resultou em alteragcbes menos expressivas nos nucleos;
enquanto os teldcitos foram encontrados em todos 0s grupos experimentais, com
alinhamento ao longo da interface apés 24 horas de treinamento e livre movimentacéo,
além da intima relagdo de proximidade com as células satélites. Concluimos que as
estruturas do musculo estriado esquelético (nucleos, tecido conjuntivo e fibras
musculares) demonstram a especifidade adaptativa em promover o suporte funcional e
estrutural que precede a regeneracdo muscular. Com destaque, reforcamos a
especificidade transcricional dos nucleos na JMT, e a contribuicdo dos telécitos no inicio
dos processos regenerativos, devido a identificacdo de teldcitos e sua proximidade as
células satélites no periodo agudo de remodelagédo na JMT.

Palavras-chave: musculo estriado esquelético, telocitos, células satélites,
imobilizacao articular, treinamento em escada vertical.



ABSTRACT

Muscle atrophy is a condition that causes fragility of musculoskeletal tissue and its
etiology of hereditary or pathophysiological disorders aggravates its incidence and
development. Specifically in the tissues that make up the locomotor system, such as
skeletal striated muscle and the myotendinous junction (MTJ), atrophy causes several
changes that imply structural and functional impairment of these tissues. Training, in
turn, promotes a regenerative environment capable of reversing the deleterious
effects of atrophy. However, the chronic outcome was the first step in understanding
musculoskeletal and myotendinous plasticity; the next step is to elucidate the
chronology of acute adaptations in the structures and their correlations. Thus, the
study's objective was to describe the morphological changes and the acute period of
remodeling in the myotendinous junction of the gastrocnemius muscle, after muscle
atrophy caused by joint immobilization and intervention with vertical ladder training in
Wistar rats. Sixty-five Wistar rats were divided into: Control (C), not subject to protocol;
Trained (T), subjected to resistance training; Immobilized (I), subjected to muscle
atrophy; Immobilized Trained (IT), subjected to muscle atrophy and resistance
training. To understand the acute adaptations, muscle samples were recorded in 4
Periods: 0 hours (on), end of atrophy followed by the 1st training session; 24 hours
(24n), 24h after the end of atrophy and 1st training session; 4 days (4d), 4 days after
atrophy and 3 training sessions on alternate days; and 7 days (7q) after atrophy and 4
training sessions. The analysis of the muscle belly was performed through Light
Microscopy (Hematoxylin and Eosin and Picrosirus Red) for the morphometry of the
fractal dimension (FD) of the nuclei and quantification of the connective tissue, and
through the Myofibrillar ATPase the cross-sectional area (CSA) of the type | and Il
fibers was measured. The JMT was analyzed through Light Microscopy (Hematoxylin
and Eosin) for evidence of the arrangement of the nuclei, in addition to
Immunofluorescence for evidence of telocytes (CD34) and satellite cells (Pax7). In the
muscle belly, immobilization acted in reducing FD (lon), increasing the area of the
connective tissue (lon), and reducing the CSA of the muscle fiber (lon, l24n). In
comparison, training after atrophy promoted an increase in FD (Tlon), variations in
connective tissue quantification (Tlon, Tlad, Tl7d), and an increase in fiber CSA (Tlon,
Tlad, Tlzq). In the MTJ, we observed that training had an impact on the set of nuclei;
however, immobilization alone or associated with training, occurred in less expressive
changes in the nuclei; while telocytes were found in all experimental groups, with
alignment along the interface after 24 hours of training and free movement, in addition
to the close relationship of proximity to the satellite cells. We conclude that the
structures of skeletal striated muscle (nuclei, connective tissue, and muscle fibers)
demonstrate an adaptive specificity in promoting the functional and structural support
that precedes muscle regeneration. Most importantly, we reinforce the transcriptional
specificity of the nuclei in the MTJ and the contribution of telocytes in the beginning of
the regenerative processes, due to the identification of telocytes and their proximity to
satellite cells in the acute period of remodeling in the MTJ.

Keywords: striated skeletal muscle, telocytes, satellite cells, joint immobilization,
vertical ladder training.
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1. INTRODUCAO

O aparelho locomotor é composto por diversas estruturas que se destacam por
suas caracteristicas morfofuncionais e adaptativas, como o musculo estriado esquelético
e a juncao miotendinea (JMT) (SILVA et al., 2013). O musculo estriado esquelético é um
tecido composto por células cilindricas, alongadas e multinucleadas denominadas fibras
musculares, as quais além de atuar na funcao contratil, também sdo responsaveis pela
manutencao postural e homeostase energética (MUKUND; SUBRAMANIAM, 2020).

Além das fibras musculares, o musculo estriado esquelético € composto por outras
estruturas que auxiliam na funcdo preponderante deste tecido, além de garantir a
integridade estrutural e a remodelacédo pés natal (YOSEPH; SOKER, 2015; MUKUND;
SUBRAMANIAM, 2020; VIGGARS et al., 2022). Especificamente, as células satélites sao
células indiferenciadas e mononucleadas localizadas na periferia das fibras musculares,
gue permanecem em estado quiescentes, e em situacao de perturbacéo, sao ativadas,
proliferam, se diferenciam e fundem entre si, com o intuito de formar ou reparar a fibra
muscular (BROOKS; MYBURGH, 2014; IDE, 2014).

Na extremidade distal do musculo estriado esquelético, a regido de interface com o
tecido tendineo é denominada de JMT, a qual representa uma area crucial no estudo do
sistema locomotor devido a sua complexidade estrutural e funcional (JACOBSON et al.,
2020; PIMENTEL NETO et al., 2020). Essencialmente, sua func¢éo primaria € transferir
as forcas contrateis dos musculos para os tenddes, com isso, essa regido € submetida
a estresses mecanicos constantes e, por conseguinte, € descrita frequentemente como
um local de predisposicao as les6es do sistema locomotor (KARLSEN et al., 2022).

Para lidar com a sobrecarga constante da contracdo muscular, a JMT apresenta
uma organizacao morfolégica especializada, composta por ultraestruturas, e um sistema
de ancoragem complexo formado por proteinas transmembranares e subsarcolemais
(YUAN et al.,, 2021). Além disso, essa regido exibe uma notavel capacidade de
adaptacéo estrutural e molecular em resposta a diferentes estimulos, incluindo os niveis
de remodelacdo (CURZI et al., 2016).

A plasticidade caracteristica da JMT apds os estimulos de diferentes protocolos
experimentais (distrofia muscular de duchenne, menopausa, envelhecimento, diferentes
protocolos de treinamento, entre outros) tem sido investigada em profundidade, devido
a capacidade de remodelar a disposicdo, tamanho e formato de suas projecdes

sarcoplasmaticas, bem como nos elementos celulares localizados em suas
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proximidades, como: nucleos, células satélites e teldcitos; com o intuito de manter sua
funcdo preponderante (SIERRA et al.,, 2018; JACOB et al., 2019; MARTINEZ et al.,
2021;GRILLO et al., 2021).

Em condi¢bes de atrofia muscular induzida pela descarga mecanica, a JMT sofre
por extensas adaptacdes em suas projecdes sarcoplasmaticas, que implicam na reducao
da area de contato entre os tecidos e comprometem a integridade estrutural e funcional
dessa regido (CURZI et al., 2013). Assim como ocorre na JMT, a atrofia muscular no
musculo estriado esquelético resulta na diminuicdo das miofibras devido a perda de
proteinas, organelas e citoplasma (YIN et al., 2021).

Consequentemente, essas adaptacdes estruturais na JMT e no musculo estriado
esquelético contribuem para o declinio do sistema locomotor, que repercute
negativamente na qualidade de vida ao dificultar a realiza¢do de atividades cotidianas e
prolongar a recuperacdo apO0s comorbidades. Portanto, é essencial implementar
intervencdes, como o treinamento fisico, para reduzir a vulnerabilidade musculotendinea
a lesdes (WILBURN et al., 2021).

O treinamento fisico é utilizado como uma ferramenta eficaz na prevencédo e
tratamento da atrofia muscular, por meio de amplas alteragcdes no sistema locomotor,
especialmente na JMT, que promovem a homeostase celular e preservam a integridade
estrutural e funcional (HENRIQUEZ-OLGUIN; MENESES-VALDES; JENSEN, 2020;
PIMENTEL NETO et al., 2020). Na JMT o treinamento é capaz de reverter os efeitos
deletérios da atrofia muscular, devido as adaptacdes nos comprimentos de suas
projecbes com o intuito de aumentar a area de contato entre os tecidos e,
consequentemente, melhorar seu desempenho funcional (KNUDSEN et al., 2015; CURZI
et al., 2016).

As respostas benéficas do treinamento observadas em um contexto crénico sdo um
efeito cumulativo das adaptacdes agudas de cada sessao de exercicio (FURLANETTO
et al.,, 2016). A capacidade de promover um ambiente regenerativo logo apos as
primeiras horas (periodo agudo) de intervencao do treinamento, o torna uma ferramenta
eficaz para reverter as remodelacdes deletérias, dessa forma, descrever as alteracdes
morfoldgicas e no periodo agudo de remodelamento na jungcédo miotendinea do musculo
gastrocnémio, apos a atrofia muscular causada pela imobilizacéo articular e intervencao
com o treinamento, fornecera novas evidéncias para elucidar os mecanismos envolvidos

no notavel remodelamento da JMT e as possiveis contribuicdes dos teldcitos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Musculo Estriado Esquelético

O mdasculo estriado esquelético é um tecido dindmico que esta em constante
adaptacdo em resposta a estimulos internos (patologias) e externos (treinamento)
(SILVA et al., 2013). Reconhecido primeiramente por sua funcdo contratil que promove
0 movimento, 0 musculo também atua na manutencdo postural, homeostase energética
e producéo de calor (MUKUND; SUBRAMANIAM, 2020).

A arquitetura muscular é caracterizada por um arranjo complexo e singular de
células cilindricas, alongadas e multinucleadas, denominadas fibras musculares
(TEIXEIRA; DUARTE, 2011). As fibras musculares possuem distintas propriedades
contrateis e metabolicas, dessa forma, sé@o diferenciadas em dois principais tipos: | e II.
As fibras tipo | dispdem de maior aporte sanguineo, com ampla densidade de
mitocondrias para a ativacdo das vias oxidativas, e dessa forma, séo fibras que se
contraem por periodos mais longos com menor producéo de forca. Enquanto as fibras
tipo Il, caracterizadas por sua alta capacidade glicolitica, apresentam maior producéo de
forca por periodos menores, no entanto, as fibras tipo Il séo classificadas nos subtipos:
lla (atuam no metabolismo oxidativo e glicolitico) e lIx (dependem do metabolismo
glicolitico) (QAISAR; BHASKARAN; VAN REMMEN, 2016).

A homeostase mecanica do musculo € mantida por duas estruturas ndo contrateis,
0 citoesqueleto e o tecido conjuntivo intramuscular. O citoesqueleto compreende um
conjunto de proteinas localizadas longitudinalmente na rede subsarcolemal e nas
extremidades das fibras musculares, fornecendo um ponto de conexdo e ancoragem
transversal (MUKUND; SUBRAMANIAM, 2020). O tecido conjuntivo intramuscular
fornece suporte estrutural as fibras musculares através de uma rede complexa de trés
envoltorios (endomisio, epimisio e perimisio), compostos por colagenos, glicoproteinas
nao colagenas, proteoglicanos e elastina (CSAPO; GUMPENBERGER; WESSNER,
2020). Alem disso, durante a contragcdo muscular, o tecido conjuntivo intramuscular
permite uma distribuicdo uniforme das forcas geradas pelas fibras musculares
(MUKUND; SUBRAMANIAM, 2020).

Na periferia das fibras musculares estdo localizados os mionucleos, essenciais para
a homeostase, manutencao e respostas adaptativas do musculo estriado esquelético,

visto que suas atividades transcricionais atuam na sintese proteica (VIGGARS et al.,
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2022). O numero de mionucleos difere de acordo com a composi¢éo da fibra muscular,
no qual as fibras tipo Il possuem menor nimero de miondcleos em comparagcdo com as
fibras tipo | (TEIXEIRA; DUARTE, 2011).

A notével capacidade que o musculo estriado esquelético possui de se remodelar,
reparar e regenerar, advém primariamente das células satélites, caracterizadas como
células indiferenciadas e mononucleadas que proporcionam o crescimento muscular
pos-natal (YOSEPH; SOKER, 2015) . Localizadas perifericamente as fibras musculares,
as células satélites permanecem em estado de quiescéncia em um musculo integro, e
assim que o musculo é exposto a danos, as células satélites sdo ativadas e proliferam
para o local alvo, onde irdo se diferenciarem e fundirem entre si, com o intuito de formar
uma nova fibra ou reparar a fibra danificada (BROOKS; MYBURGH, 2014, IDE, 2014).

Devido ao fato dos mionucleos serem estruturas pés-mitéticas, eles ndo podem se
replicar, dessa forma, as células satélites sao as estruturas responsaveis pela renovagao
nuclear normal, uma vez que dividem seu nucleo com a fibra, a fim de fornecer suporte
as demandas transcricionais (BROOKS; MYBURGH, 2014).

Além disso, a regeneracao envolve a coordenacao de outros tipos de células, como
os progenitores fibro-adipogénicos (FAPs), macréfagos e células endoteliais, que
fornecem o suporte tréfico para as células miogénicas, dessa forma contribuem
diretamente para um processo de recuperacdo bem-sucedido (QUARTA et al., 2017;
WOSCZYNA; RANDO, 2018). Especificamente, os FAPs de destacam por sintetizar a
fibrose transitéria do tecido conjuntivo que antecede a regeneracdo e mantém a
integridade do musculo estriado esquelético (COLLINS; KARDON, 2021).

2.2. Juncao Miotendinea (JMT)

No aparelho locomotor, ha uma regido que ocupa lugar de destaque no ambito
cientifico denominada de JMT, devido a sua complexidade estrutural, molecular e
funcional (YAN et al., 2022).

Inicialmente a JMT foi descrita como a regido de interface entre o tecido muscular
e tendineo, a qual representa a zona de transicdo e consequentemente atua na
transmissao de forcas durante a contracdo muscular (TIDBALL, 1984). Entretanto, sua
definicAo é amplamente discutida na literatura devido as lacunas que permeiam a

complexidade de caracterizar a engenharia da JMT (TONG et al., 2024).
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As caracterizagbes envolvem duas perspectivas sobre definicdo da JMT que se
destacam pela sua aceitacdo académica: a perspectiva estrutural, no qual é dita como
uma zona de transi¢ao entre o masculo e o tendéo, com seu funcionamento semelhante
a uma “ponte”; e a perspectiva funcional, a qual € mais utilizada, que traz a compreensao
de uma regido especializada do aparelho locomotor, onde ocorre a comunicagéo
musculo-tendinea e possui caracteristicas ultraestruturais e funcionais distintas (GRILLO
et al., 2021; YAMAMOTO et al., 2024).

Devido sua localizag&o, a principal funcdo da JMT é proporcionar a transmissao
das forcas contrateis geradas nas proteinas intracelulares para as proteinas
extracelulares, essa forca em seguida é transferida para 0 0sso, e assim promove o
movimento. Além disso, a JMT também atua na estabilizacdo articular, resisténcia
muscular e armazenamento de energia elastica (CIENA et al., 2012). Sua funcao
primordial requer maior estabilidade estrutural para resistir a ciclos repetidos de forcas
gerados durante a contracdo muscular, dessa forma a JMT possui um arranjo
morfoldgico especializado constituido por ultraestruturas, além de um sistema integrado
de ancoragem formado por iniUmeras proteinas (CHARVET; RUGGIERO; LE GUELLEC,
2012).

Ultraestruturalmente, a JMT € caracterizada por projecdes das miofibrilas terminais
e projecBes de fibrilas de colageno do tecido tendineo, respectivamente as invaginacdes
e evaginacdes sarcoplasmaticas, as quais se entrelacam para proporcionar a area de
contato miotendinea semelhante a interdigitacdes (Fig.1) (KNUDSEN et al., 2015). Essa
organizacdo atua como um mecanismo de membrana que fornece resisténcia mecanica
para reducdo de estresses, 0 qual permite a distribuicdo vantajosa das forcas durante a

contracdo muscular (JACOB et al., 2019).
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Figura 1. Representacdo da JMT e seus componentes ultraestruturais

l. llustragao da JMT Il. Microscopia eletronica de transmisséo da JMT

Tendao Musculo : . Yo g
Fonte: Adaptacdo de Tong et al., (2024). (A) llustracdo da JMT em comparagdo com uma micrografia da
JMT realizada por meio da (B) Microscopia Eletronica de Transmissao, interface entre o musculo e o

tendao constituida por invaginages sarcoplasmaticas (setas) e evagina¢gfes sarcoplasmaticas (cabeca
de seta).

O sistema integrado de ancoragem da JMT é formado por inUmeras proteinas que
possuem estreita relacdo com as proteinas do interior das miofibrilas e do meio
extracelular (MEC), e sdo compreendidos em dois tipos: subsarcolemal e
transmembrana (CHARVET; RUGGIERO; LE GUELLEC, 2012).

No sistema subsarcolemal sdo encontradas proteinas como a laminina, talina, a-
actinina e distrofina, as quais atuam na estabilizacdo da membrana sarcoplasmatica
(CHARVET; RUGGIERO; LE GUELLEC, 2012). Enquanto, no sistema de
transmembrana se destacam as integrinas e as intermediadoras da ligacdo do
citoesqueleto celular a matriz extracelular, indispensaveis na adesdo dos tecidos
(FERRAZ; FERNANDEZ, 2014; YUAN et al., 2021). Dessa forma, altera¢gées no arranjo
e na homeostase dos componentes desse sistema, podem comprometer a composicao
e a integridade funcional e estrutural da JMT.

Todos esses aspectos estruturais demonstram a complexidade dessa interface, no
entanto, o principio que estimula a ampla investigacdo cientifica da JMT é o
remodelamento caracteristico que essa regido apresenta apos a intervenc¢ao de diversos
protocolos experimentais, na intencdo de realizar com maior eficacia sua fungéo
preponderante (SIERRA et al., 2018; JACOB et al., 2019; GRILLO et al., 2021).

A plasticidade da JMT é relatada nas alteracfes da disposicéo, tamanho e formato
de suas interdigitacdes, bem como nos elementos celulares localizados em suas
proximidades, como: nucleos, células satélites e telocitos (PIMENTEL NETO et al., 2024;
ROCHA et al., 2020a).
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Na JMT, os nudcleos sé&o encontrados aglomerados, os quais desempenham papel
essencial no monitoramento da excitacdo e alongamento, e podem ser associados com
as respostas adaptativas, devido suas atividades transcricionais (ROMAN; GOMES,
2018; VIGGARS et al., 2022). Estimulos atroficos e hipertroficos, repercutem em
alteracbes na quantidade e localizacao desses nucleos (MURACH et al., 2018; FARENIA
et al., 2019).

As células satélites sdo conhecidas como precursoras miogénicas no musculo
estriado esquelético, uma vez que promovem o crescimento e reparo muscular pés-natal
(BROOKS; MYBURGH, 2014; IDE, 2014). Na JMT, é relatada a presenca de células
satélites adjacentes a interface, que indica seu auxilio na plasticidade miotendinea, no
entanto, o0 aspecto temporal da sua quiescéncia, ativacdo e diferenciacdo ainda nao
foram elucidados (MARTINEZ et al., 2021).

Recentemente foram descobertos em intima associacdo com JMT os teldcitos,
células intersticiais ultraestruturalmente identificados por um corpo celular ligeiramente
pequeno que origina processos longos e finos, denominados de telépodes, os quais séo
responsaveis pela comunicacdo dos teldcitos entre si e com outras células (Fig. 2)
(MANETTI et al., 2019). O numero de telépodes em cada telécito séo variaveis, enquanto
sua disposicao irregular constroem uma rede complexa que além de fornecer suporte
estrutural para o tecidos e ceélulas préximas, também estabelecem juncdes de

comunicacdo com outros telécitos e diferentes células (SANCHES et al., 2024).

Figura 2. Teldcitos presentes na JMT.
A 2 TS o P -
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Fonte: Aaptagéo de Pimentel Neto et al., (2020). Identificacao dos teldcitos (Tc) adjacentes a IMT e seus
telépodos (Tp) através da técnica de Microscopia Eletrdnica de Transmissao.

A estrutura dos teldcitos, anteriormente relatada no masculo estriado esquelético,

descreve a intima relacéo dos telépodes com capilares, terminagdes nervosas e células
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satélites, que indicam sua possivel contribuicdo na regulacdo e regeneragdo muscular
(MARINI et al., 20218; POPESCU et al., 2011). Na JMT, os telécitos foram descritos
préximos as estruturas adjacente a interface miotendinea, como capilares, células
satélites e pericitos, além das ultraestruturas que constituem essa interface
(invaginac@es sarcoplasmaticas e lamina basal) através dos seus telépodes (PIMENTEL
NETO et al., 2020, 2024).

2.3. Atrofia Muscular

A atrofia muscular é uma condicdo caracterizada pela perda de massa muscular
causada por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos, dentre eles o envelhecimento,
lesBes, desuso e patologias (obesidade, diabetes, doenca arterial periférica e distrofia
muscular), que contribuem com a alta morbidade e mortalidade (KUNZ et al., 2013;
FURLANETTO et al., 2016; MIKKELSEN et al., 2017; FAN; XIAO, 2020; WILBURN et
al.,, 2021). Independente da origem da atrofia muscular, essa condicdo impacta
gravemente na qualidade de vida, uma vez que reduz a mobilidade e for¢a do individuo,
e consequentemente, dificulta a realizagdo de atividades diarias (WILBURN et al., 2021).

A perda de massa muscular que define a atrofia muscular, decorre de uma perda
liquida de proteinas miofibrilares, organelas e citoplasma (SCHIAFFINO; REGGIANI,
2011). A regulagdo da massa muscular ocorre por meio do equilibrio entre a sintese de
proteinas, necessarias para manter a arquitetura muscular, e a degradacao de proteinas,
indispensavel para remover as proteinas danificadas que podem afetar as propriedades
contrateis do musculo. Dessa forma, quando ndo ha harmonia entre esses processos,
ocasionado pela alta taxa de degradacao proteica, surge a atrofia muscular (WILBURN
et al., 2021; BODINE, 2022).

A hiperativacao das vias de sinalizacdo da degradacao proteica na atrofia muscular
incluem o sistema ubiquitina-proteassoma, sistema autofagia-lisossomo e sistema de
caspase (YIN et al., 2021). A principal via responsavel pela degradagcdo proteica, a
ubiquitina-proteassoma € formada pelas enzimas ativadora de ubiquitina (E1), enzima
conjugadora de ubiquitina (E2), ligases de proteina ubiquitina (E3), ubiquitina (Ub) e
proteassoma; destas a Atrogina-1 e MuRF1, ligases de ubiquitina E3 sé&o consideradas
referéncias para a identificagdo da atrofia muscular (FURLANETTO et al., 2016; JI; YEO,
2019; LIM et al., 2019).
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Na morfologia do musculo estriado esquelético, a atrofia muscular provoca
alteracdes que acarretam no comprometimento morfofuncional, como a reducéo do
conteudo proteico, assim ha uma diminuicdo na area transversal da fibra, além do
aumento no tecido conjuntivo intramuscular, diminuicdo da densidade capilar, ruptura da
arquitetura tridimensional, redug&o da densidade mitocondrial, niveis elevados de célcio
intramuscular, apoptose nuclear e diminuicdo na quantidade de células satélites
(BROOKS; MYBURGH, 2014; YOSHIHARA et al., 2018).

Os estimulos advindos da atrofia também possuem extensas repercussoes na JMT,
uma vez que as remodelacbes morfologicas dessa regido estdo relacionadas com o
excesso ou auséncia de estresse mecanico (CURZI et al., 2013; TONG et al., 2024;
YAMAMOTO et al., 2024). A reducao das projeces sarcoplasmaticas que implicam na
area de interface e fixacéo tecido, bem como sarcémeros com maiores comprimentos e
a presenca de outras estruturas adjacentes, sdo algumas das alteracdes miotendineas
gue prejudicam o desempenho de suas funcdes, e agravam sua vulnerabilidade aos
estresses constantes que podem resultar em rupturas nas proteinas miofibrilares (CURZI
et al., 2016; MARTINEZ et al., 2021; PIMENTEL NETO et al., 2024; TONG et al., 2024).

Apesar de diversos estimulos induzirem atrofia muscular, as respostas
intracelulares sdo semelhantes, e com isso sao utilizados varios modelos experimentais
conceituados na literatura, os quais sao pautados na inatividade muscular, como:
imobilizacdo articular, voo espacial e desnervacdo (PALMA et al., 2011). Dentre os
modelos experimentais, destaca-se a imobilizacao articular, método que permite estudar
o efeito atréfico local provocado pela descarga mecéanica (SHARLO et al., 2021).

Embora a imobilizacdo articular representa um dos modelos experimentais
amplamente utilizado para elucidar os impactos da atrofia muscular, existem diversos
métodos de imobilizacao articular: gesso nos dois membros pélvicos, tala de aluminio,
dispositivo de imobilizacdo de malha de aco e suspensdo dos membros pélvicos pela
cauda do animal. Todos esses modelos séo eficazes na promocéo da atrofia muscular,
no entanto, a variabilidade desses métodos deixam a desejar na reprodutibilidade das
condi¢cBes de descarga mecanica por humanos (WANG et al., 2023).

Desenvolvido por Coutinho et al. (2002), o dispositivo de malha de aco permite a
imobilizacdo do membro pélvico unilateral, de modo que os membros toracicos e
contralateral permanecem livres para deambular e manter um estado mais ativo, além

de menos riscos de perda ou sofrimento pelos animais, mesmo utilizando o dispositivo.
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Com isso, promove uma reproducdo mais préxima das condicdes de descargas
mecanicas vivenciadas por humanos.

O declinio no desempenho funcional do masculo estriado esquelético e da JMT,
devido as extensas adaptacbes estruturais, tornam necesséria a utilizacdo de uma
intervengdo, como o exercicio fisico, com o intuito de reduzir a vulnerabilidade muscular
a injarias (CACAO-BENEDINI et al., 2014). Na literatura, esse periodo pds-imobiliza¢éo

de retorno das cargas mecanicas € descrito pelo termo remobilizacdo (WU et al., 2022).

2.4. Treinamento Resistido

A ativacdo da adaptacdo das estruturas que compdem o aparelho locomotor em
direcdo a uma melhora morfofuncional, requer uma perturbacdo progressiva da sua
homeostase, como a provocada pela intervencao do treinamento (FURRER et al., 2023).
O treinamento fisico é caracterizado pela sobrecarga mecanica, capaz de iniciar os
processos regenerativos em prol de uma remodelacdo positiva do musculo estriado
esquelético, sobretudo da JMT (HENRIQUEZ-OLGUIN; MENESES-VALDES; JENSEN,
2020; ROCHA et al., 2020b; BODINE, 2022).

O treinamento é amplamente utilizado na prevencdo e tratamento de diversas
morbidades, devido seu efeito sistémico benéfico, e principalmente no sistema imune
(DA MATA et al., 2024). Existem diversas modalidades de treinamento que proporcionam
beneficios ao aparelho locomotor, no entanto, cada modalidade de treinamento promove
adaptacdes especificas. O treinamento resistido ou de forca, consiste na realizacéo de
poucas repeticbes contra uma resisténcia moderada ou alta, as quais resultam na
hipertrofia muscular devido ao aumento da sintese proteica (MARZETTI et al., 2017,
LOURENCO et al., 2022).

O treinamento resistido possui algumas variaveis que podem ser manipuladas, e
com isso, promover adaptacdes especificas, sendo elas: volume, intensidade, carga e
intervalo de descanso (MEO; IOSSA; VENDITTI, 2017). Com destaque a variavel de
carga, o treinamento resistido pode ser realizado com sobrecarga adicional ou sem
sobrecarga (apenas com a carga da massa corporal), os quais implicam em respostas
histoquimicas e morfolégicas distintas, no entanto, as repercussdes benéficas do
treinamento permanecem (KRAUSE NETO et al., 2017; ROCHA et al., 2020b).

Especificamente no musculo estriado esquelético as principais adaptacdes

promovidas pelo treinamento, incluem: a supresséo da inflamacéo, crescimento radial
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das fibras musculares, aumento dos nucleos e expansdo mitocondrial e vascular, além
da melhora da proliferacao das células satélites (YIN et al., 2021; FURRER et al., 2023;
HANSSON; EFTEST@L, 2023).

As respostas benéficas do treinamento ja séo visiveis nas primeiras horas apés 1
sessdo de treinamento, uma vez que reducdes significativas das vias de atréficas
ocorrem devido a reducao dos niveis das ligases de ubiquitina 3 (MuRF-1, Atrogin-1 e
Miostatina) (FURLANETTO et al., 2016). Dessa forma, as repercussfes positivas do
treinamento sdo um efeito cumulativo de das adaptacdes agudas de cada sessao de
exercicio.

Além disso, a capacidade de suprimir as cascatas de sinalizacao e proporcionar um
ambiente regenerativo, também torna o treinamento uma ferramenta eficaz para elucidar
0s processos que envolvem a remodelagéo das estruturas que compdem o aparelho
locomotor. Na JMT, o treinamento promove alteracbes em suas projecoes
sarcoplasmaticas, as quais aumentam a area de contrato entre os tecidos e caminham
em uma direcdo regenerativa, em prol da melhora do desempenho funcional da interface
miotendinea (PIMENTEL NETO et al., 2020; GRILLO et al., 2021). Dessa forma, as
adaptacbes agudas dessa regido que ocorrem apés o treinamento, podem fornecer

subsidios para a compreensao da capacidade regenerativa singular da JMT.
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3. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo consistiu em descrever as alteracdes morfoldgicas e
no periodo agudo de remodelamento na juncdo miotendinea do musculo gastrocnémio,
apos a atrofia muscular causada pela imobilizacdo articular e intervencdo com o

treinamento em escada vertical em ratos Wistar.

3.1. Objetivos especificos

e Descrever as respostas adaptativas agudas na JMT provocadas pelo treinamento em
escada vertical apos a atrofia muscular, destacando as diferencas entre os periodos: 0
horas, 24 horas, 4 dias e 7 dias;

e Descrever a organizacao e a distribuicdo dos nucleos pela JMT;

e Quantificar as adaptacdes nas fibras musculares, nucleos e tecido conjuntivo apdos os
protocolos experimentais, destacando as possiveis diferencas adaptativas entre a JMT
e 0 ventre muscular;

e Diferenciar e mensurar a area de seccao transversa das fibras musculares de acordo
com seus Tipos (I e II);

e Analisar os efeitos do periodo agudo do treinamento em escada vertical nas células
satélites em suas diferentes fases (quiescente e ativacdo) na JMT,;

e Identificar a presenca de telocitos na JMT e suas possiveis contribuicbes para o
remodelamento inicial da JMT apds a atrofia;

e Descrever as repercussdes da imobilizacdo no desempenho funcional do treinamento

em escada vertical.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 65 ratos Wistar com 60 dias de idade submetidos divididos

aleatoriamente em 4 grupos (Fig. 3):

e Controle (C): Os animais néo foram submetidos a nenhum protocolo;

e Treinado (T): Os animais foram submetidos ao protocolo treinamento em escada
vertical;

e Imobilizado (I): Os animais foram submetidos ao protocolo de atrofia muscular
(imobilizacéo articular);

e Imobilizado Treinado (IT): Os animais foram submetidos ao protocolo de atrofia

muscular (imobilizac&o articular) e treinamento em escada vertical.

Para a analise temporal do remodelamento do musculo gastrocnémio, sobretudo
da JMT, foram realizados 4 periodos de coleta com 5 animais/grupo/periodo, desse
modo, os animais tinham diferentes idades e niveis de intervencéo dos protocolos. Os

periodos de coleta realizados foram (Fig. 3):

e Periodo 0 horas - Pon: aos 70 dias de idade foi finalizado o protocolo de atrofia
muscular com a retirada dos dispositivos de imobilizacdo do Grupo | e IT, e 0s animais
dos Grupos T e IT foram submetidos a 12 sessdo do treinamento em escada vertical. De
acordo com o Grupo, 0s animais eutanasiados nesse periodo formaram os subgrupos:
C, Ton, lone ITon;

e Periodo 24 horas - P2san: aos 71 dias de idade, os animais de todos os Grupos nao
foram submetidos a nenhum protocolo, dessa forma, os animais dos Grupos | e IT
estavam 24 horas com livre movimentacéo, enquanto os Grupos T e IT, completaram 24
horas da 12 sessdo de treinamento. No P2sn, 0S animais de cada Grupo formaram os
subgrupos: Taan, IL24an € 1T24n;

e Periodo 4 dias - Pad: aos 74 dias de idade, os animais dos Grupos | e IT estavam ha
4 dias com livre movimentacdo, e os Grupos T e IT foram submetidos as proximas
sessOes de treinamento em escada vertical (22 e 3% com dias de descanso alternados.

Ao final da 32 sesséo de treinamento (4° dia), foram coletadas as amostras coletadas dos
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subgrupos: Tad, ILad € 1Tag;

e Periodo 7 dias - P74: aos 77 dias de idade, ap0s 7 dias do fim do protocolo de atrofia
muscular, os animais do Grupo | completaram 7 dias sem intervencéo, apenas com
movimentagéao livre, enquanto, os animais dos grupos T e IT, realizaram a 42 sesséo de
treinamento em escada vertical (7° dia). ApOs a sessao de treinamento, foram coletadas
as amostras de todos 0s animais que restaram, 0s quais compuseram os subgrupos: Td,

IL7d € I T7d.

Figura 3. Delineamento experimental.
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) misculo
Treinamento em Momento Momento o gastrocnémio
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Fonte: Elaborado pela autora com o auxilio do Biorender. Organograma dos Grupos Experimentais com
seus respectivos subgrupos, formados no periodo de cada coleta (*): O horas (azul), 24 horas (verde), 4
dias (amarelo) e 7 dias (vermelho). Controle (C), Imobilizado 0 horas (lon), Imobilizado 24 horas (ILzan),
Imobilizado 4 dias (IL4d), Mobilizado 7 dias (IL7d), Treinado 0 horas (Ton), Treinado 24 horas (T24n), Treinado
4 dias (T4d), Treinado 7 dias (T7d), Imobilizado Treinado 0 horas (IToh), Imobilizado Treinado 24 horas (1T24n),
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Imobilizado Treinado (ITad), Imobilizado Treinado 7 dias (IT7d).

Todos os animais sao oriundos do Biotério Central da UNESP — Campus de
Botucatu, e foram alojados em gaiolas com 5 ratos cada no Biotério do Laboratério de
Anatomia Humana — Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus de Rio Claro. Os
animais foram mantidos em temperatura controlada (23+2°C), fotoperiodo claro/escuro
e com ragao e agua “ad libitum”. Os procedimentos apresentados neste estudo foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA do Instituto
de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista — Campus Rio Claro—-SP
(n.°1605/2022).

4.2. Protocolos experimentais

4.2.1. Atrofia muscular (Imobilizagéo articular)

Com 60 dias de idade, os animais dos Grupos | e IT foram submetidos ao protocolo
de imobilizacao durante 10 dias, no qual foi realizada a imobilizac&o da articulacao tibio-
tarsica em flexao plantar méaxima do membro pélvico direito (Fig. 4).

O protocolo iniciou-se com a administracdo de anestésicos via intraperitoneal
(Ketamina 95 mg/kg e Xilazina 12 mg/kg), para a insercéo de uma camiseta de algodao
em seu tronco, a qual permite livre movimentacdo dos membros toracicos e pélvico
contralateral, além de um local para a fixa¢do do dispositivo de imobilizacdo. Em seguida,
o membro pélvico direito foi imobilizado em flexdo plantar com micropore e o dispositivo
de imobilizacdo, ao qual consiste em uma malha de aco inoxidavel com um formato
semelhante a um “T”. O dispositivo foi fixado com o auxilio de esparadrapo, e para
preencher os espagos entre o dispositivo e 0 membro do animal foi adicionado algodéao
(COUTINHO et al., 2002). Durante todo o periodo de imobilizacdo, foram mantidos 2
animais por gaiolas para promover melhor movimentagdo dos animais imobilizados e
evitar qualquer desconforto.

Apos 10 dias foram retirados os dispositivos de imobilizagéo, no qual os animais do
Grupo | permaneceram em suas respectivas gaiolas com livre movimentacdo dos
membros toracicos e pélvicos, enquanto os animais do Grupo IT foram submetidos ao

treinamento em escada vertical (ROCHA et al., 2020c¢).



26

Figura 4. Representacdo do protocolo de imobiliza¢éo articular.

o E) Imobilizagio com micropore | 6) Insercdo da camiseta |
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Imobilizacdo 5 ) Fixagao do dispositivo 4 ) Adequacao do dispositivo
@ O, |

Fonte: Elaborado pela autora com o auxilio do Biorender. A imobilizac&o articular foi realizada em 6 etapas:
(1) Anestesia via intraperitoneal (Ketamina 95 mg/kg e Xilazina 12 mg/kg); (2) Imobilizacdo da articulagédo
tibio-tarsica em flex@o plantar maxima do membro pélvico direito com auxilio do micropore; (3) Insercéo
da camiseta, a qual sera usada como fixa¢@o superior do dispositivo de imobiliza¢céo; (4) Adequacédo do
dispositivo de imobilizacdo conforme o corpo do animal; (5) Fixacdo do dispositivo, etapa nas quais as
extremidades laterais do dispositivo sdo envoltas no corpo do animal, fixadas com auxilio do esparadrapo
e o0s espacos preenchidos com algodéo; (6) Imobilizacédo, nesta etapa é feita a inspe¢éo da fixacdo do
dispositivo, no qual é verificada a necessidade de reforco com esparadrapo e preenchimento com algodao.

4.2.2. Treinamento em escada vertical

Aos 70 dias de idade, os animais do Grupo T e IT foram submetidos ao protocolo
de treinamento em escada vertical (110 x 18 cm, grade de 2 cm e inclinacdo de 80°),
realizado em dias alternados durante 7 dias, totalizando até 4 sessbes (Fig. 5). As
sessOes consistiram em 9 subidas sem sobrecarga adicional, apenas com a carga da
massa corporal, e ao final de cada subida os animais tinham 60s de descanso (ROCHA
et al., 2020b). Todas as sessdes foram realizadas no mesmo horario do dia.

Para a andlise de desempenho, foram coletados em cada sessao de treinamento o
tempo de cada escalada e o niumero de movimentos de apreensdo do membro toracico

direito.
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Figura 5. Representacédo do protocolo de treinamento em escada vertical.
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Fonte: Elaborado pela autora com o auxilio do Biorender. A sessdo do treinamento em escada vertical
consistiu na realizacdo de nove escaladas, no qual cada escalada por ser compreendida mediante 3
etapas: (1) Inicio da escalada, no qual o animal é colocado na extremidade inferior da escada vertical; (2)
Término da escalada, etapa na qual o animal realizou a subida da escada vertical sido registrado o tempo
€ 0 humero de movimentos do membro toracico direito; (3) Descanso entre as repeticdes com duracdo de
1 minuto.

4.3. Massa corporal (MC)

Por meio de uma balanca semi analitica (Marte LC1®) foi mensurada a massa
corporal dos animais em diferentes periodos: Pré-protocolo, demarcado pelo inicio do
protocolo de atrofia muscular para os Grupos | e IT; e 4 Periodos de Coleta, delimitados
pela coleta do material bioldgico.

4.4. Processamento das amostras

O material biolégico dissecado para analise foi o musculo gastrocnémio do membro
pélvico direito. Para a dissecacdo, os animais foram eutanasiados com overdose de
anestésico (Ketamina 200mg/Kg e Xilasina 50mg/Kg), no qual ap6s a retirada do
musculo gastrocnémio, as amostras foram untados em talco neutro (Tragacanth®,
SIGMA) para prevenir artefatos, estabilizados em criomoldes com auxilio da cola
biolégica (Tissue Tek®), criofixados em nitrogénio liquido -196° C e armazenadas no
biofreezer a -80°C.
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Para o processamento das técnicas de Microscopia de Luz, ATPase Miofibrilar e
Imunofluorescéncia, foi realizada a seccéo transversal do musculo gastrocnémio com o
intuito de separar a extremidade proximal, para a analise do ventre muscular, e a

extremidade distal, para a analise da JMT (Fig. 6).

Figura 6. Preparacao e fixacdo da amostra do musculo gastrocnémio
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Fonte: Elaborado pela autora com o auxilio do Biorender. A amostra do musculo gastrocnémio foi
seccionada transversalmente em: por¢cédo proximal, utilizada para a analise do ventre muscular por meio
da Microscopia de Luz e ATPase Miofibrilar; por¢céo distal, processada a partir da Microscopia de Luz e
Imunofluorescéncia para anélise da JMT.

4.4.1. Massa Muscular (MM)

Apos a dissecacdao foi mensurada a massa muscular do masculo gastrocnémio com
o auxilio da balanca semi-analitica (Marte LC1®), antes da secc¢do transversal para
separar a porgéo proximal e distal.

4.4.2. Microscopiade Luz

As amostras do ventre (n=5) foram seccionadas transversalmente, e as amostras
da JMT (n=5), longitudinalmente (10 um — Criostato HM 505 E, MICROM®). Os cortes
transversais e longitudinais foram em laminas histologicas, coradas com Hematoxilina-
Eosina (HE) para destaque dos componentes celulares, e Picro-Sirus Red (PS) para
identificacdo do tecido conjuntivo intramuscular (CARDIFF; MILLER; MUNN, 2014;
BHUTDA et al., 2017). As laminas foram analisadas e fotografadas com o auxilio do
Microscépio de Luz Leica DM750%, no Laboratério de Ecotoxicologia e Conservacéo de
Abelhas (LECA) - UNESP campus de Rio Claro/SP.
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4.4.2.1. Dimensao Fractal (DF)

Por meio das micrografias de luz, foi realizada a anélise da Dimensao Fractal (DF)
dos nucleos e tecido conjuntivo intramuscular com o auxilio do Software ImageJ®. A DF
€ um meétodo matematico comum em analises histologicas, que mensura a complexidade
estrutural de figuras geométricas irregulares por meio da similaridade (KARPERIEN et
al., 2008). Esse método ¢€ realizado através da binarizagdo da imagem, a qual todos os
pontos corados nas coloragdes de HE e PS s&o identificados nas imagens, e por meio
da linha de regresséo, gerada a partir do nimero e tamanhos de quadrados necessarios
para cobrir a imagem, resulta em um valor de DF (GARCIA et al., 2018). O valor da DF
€ expresso em uma escala de 0 a 2, no qual 0 indica um estagio inferior de complexidade
de organizacdo e 2 representa um estagio superior (CURY et al., 2018). Além da DF,
com a binarizacdo das micrografias de PS, foi possivel quantificar a area de tecido
conjuntivo associado por meio do Software ImageJ®.

Foram selecionadas 10 imagens por amostra com ampliacdo de 20000X de cada
coloracéo, totalizando 30 imagens/grupo/periodo, as quais foram analisadas a DF do

nucleo, e quantificacdo da area de tecido conjuntivo intramuscular.

4.4.3. ATPase Miofibrilar

As amostras do ventre (n=5) foram seccionadas transversalmente (10 pum de
espessura — Criostato HM 505E, MICROM®), incubadas durante 30 min em solucéo de
10 mg de ATP dissolvidos em agua destilada com 10ml de glicina/tampé&o NaCl, CaCl 2
atingindo o pH 9.4 adicionado com Dithiothreitol. Em seguida, as sec¢bes foram lavadas
em agua destilada e incubadas por 7 min em 2% de cloreto de cobalto, desidratado em
uma série crescente de alcoois e finalizado em xilol (ROCHA et al., 2020a KRAUSE
NETO et al., 2018; MANETTI et al.,, 2019). As imagens foram obtidas através do
Microscopio de Luz Leica DM750®, no Laboratério de Ecotoxicologia e Conservacéo de
Abelhas (LECA) - UNESP campus de Rio Claro/SP. A partir das micrografias das
coloragdes de ATPase, foi possivel diferenciar os tipos das fibras musculares em | e |l.

Para a analise da area de seccéo transversa dos diferentes tipos de fibras, foram
mensuradas aleatoriamente 100 fibras/grupo/periodo de cada tipo de fibra (I e 1), com o

auxilio do Software ImageJ®.
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4.4 4. Imunofluorescéncia

As amostras da JMT do musculo gastrocnémio (n=5) foram seccionadas
longitudinalmente (20 ym — Criostato HM 505 E, MICROM® - Laboratério de Morfologia
UNESP Rio Claro/SP) e alocadas em laminas histoldgicas sinalizadas, lavadas 2x em
solucéo salina tamponada com fosfato (PBS), contendo 1% bovine serum albumin (BSA)
para bloqueio de marcacao inespecifica e permeabilizadas com Triton X-100 - 0,1%. Em
seguida, foi realizada a incubacdo da solugdo primaria a 4°C, contendo o anticorpo
primario conjugado CD34 (sc-52478, Santa Cruz Biotechnology) para identificacdo dos
telocitos, e o anticorpo primario Pax7 (PA5-68506, Invitogen) para identificacdo das
células satélites, ambos diluidos 1:500 em PBS. Posteriormente, as laminas foram
lavadas 2x em solucédo de PBS com 1% de BSA, e incubadas por 1h em solucdo do
anticorpo secundario anti-rabbit Alexa Fluor 597 (A-11012, Invitrogen) diluido em PBS
(1:500). Por fim, foram finalizadas com ProLong Gold® (Molecular Probes®) contendo 4'6-
diamidino-2-phenylindole dihidrochoryde (DAPI) para marcagao nuclear, e armazenadas
em -20°C (MANETTI et al., 2019; PIMENTEL NETO et al., 2020).

As imagens foram examinadas com o auxilio do Microscopio de Fluorescéncia
Olympus BX61 (Shinjuku, Japdo), com um sistema Optico de fluorescéncia UIS2, no
Laboratorio de Genética de Bactérias (LGB) — UNESP — Campus Rio Claro, SP, Brasil.

4 5. Andlise estatistica

O tratamento estatistico iniciou a partir do Teste de Shapiro-Wilk para a
identificacdo da presenca ou auséncia de normalidade dos dados para a escolha do teste
estatistico adequado (Fig. 7). Apos nao identificada a normalidade dos dados de massa
corporal, dimenséo fractal dos ndcleos, area de tecido conjuntivo intramuscular e AST
das fibras musculares tipo | e Il, foi realizado o teste estatistico de Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn (p<0,05). Enquanto, a normalidade dos dados de massa muscular
exigiu a utilizacdo do teste ANOVA One-way com pos-teste de Bonferroni (p<0,05).

Todos os procedimentos estatistico foram realizados com auxilio do GraphPad Prism 8®.



Figura 7. Tratamento estatistico.
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Fonte: KLEIN, G. B. 2020. Organograma para a delimitagdo do tratamento estatistico adequado.
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5. RESULTADOS

A analise morfométrica dos ndcleos, tecido conjuntivo intramuscular, e perfil
histoquimico das fibras musculares, evidenciando seus formatos, tamanhos,
concentracOes e disposicdes, permitiram descrever o remodelamento agudo do ventre

muscular e da JMT apds a atrofia muscular e intervencdo do treinamento.
5.1. Anédlise Funcional do Treinamento

Em cada escalada realizada pelos animais dos Grupos T e IT foram coletados
tempo e movimentos do membro toracico direito, 0os quais possibilitaram analisar as
repercussdes da atrofia no desempenho funcional durante o treinamento em escada
vertical (Fig. 8).

Na 12 sessao de treinamento, 0s Grupos ITon, ITz2an, IT4d € IT7d, apresentaram maior
tempo e nimero de movimentos (p<0,0001) para realizar as escaladas, respectivamente
em comparagao com o Grupo Ton, T2an, Tad € T7d (Fig. 8B e 8C).

Na 42 sessao de treinamento, os Grupos IT4d e IT7d apresentaram maior tempo de
escalada (p<0,0001) em relagcdo com o Grupo Tad € T7d, NO entanto, sem alteragbes

estatisticas no niumero de movimentos (p>0,05) (Fig. 8D e 8E).

Figura 8. Analise funcional do treinamento em escada vertical.

A B C

204 20

18+ —~ 18-

8 5 18
<3

16 £ 16-

3
144 \: 14
=

Tz (tempo)

124

Jiits
. |
L

10 104

1 1 1 1 1 1 1 1
13 23 33 43 13 2a 35 43
Sessoes Sessoes

lllellll
[TTNL
r“’\

O
m

1149 119

-

104

I SERSRENNNSSNIIT)

Tza(movimento)
IT7(movimento)

i

S|

~

7 1 1 I I I 1 I 1
12 22 32 42 12 22 32 42

Sessoes Sessoes
Fonte: Elaborada pela autora com o auxilio do Biorender. A analise funcional do treinamento foi realizada
através da mensuracao do (A) tempo e nimero de movimentos do membro toracico direito utilizado para
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cada escada. (B) Dados do tempo do subgrupo 1T74. (C) Dados do tempo do subgrupo Tz4. (D) Dados do
movimento do subgrupo IT7q. (E) Dados do movimento do subgrupo Tzd.

5.2. Massa Corporal (MC)

Através dos dados obtidos da MC do gastrocnémio foi possivel descrever a
evolucao da massa corporal ao longo dos 4 Periodos (0 horas, 24 horas, 4 dias e 7 dias),
bem como a distinta adaptagcdo de cada grupo experimental causada pela atrofia
muscular e intervencao do treinamento (Tabela 1).

Nos Grupo C, T e | ndo foram observadas diferencas significativas estatisticamente
no valor de MC nas relag¢des intragrupos (p>0,05).

O treinamento apoés a atrofia muscular, ndo demonstrou alteracdes significativas
nas comparacodes intragrupos (p>0,05). Ja em relacdo as comparacdes entre grupos, o

ITonh apresentou menor MC (p<0,001) em relacéo ao Ton.

Tabela 1. Massa corporal dos Grupos Experimentais.

MC (g) Pré protocolo POh P24h P4d P7d
Controle 254,80+ 19,25 287,40+ 19,26 - - -
Treinado 277,45+ 17,72 322,00 £ 30,67 304,80 £ 12,76 314,60+41,78 324,80 + 37,32
Imobilizado 248,90 £ 21,16 229,80 £ 25,46 217,40 £ 16,01 260,40+06,35 272,40+ 27,19

Imebilizado Treinado 246,65 + 17,72 208,20 + 17,95 237,00+ 14,09 251,00+ 18,03 269,80 + 17,918

Fonte: Elaborada pela autora. Média e desvios padrées da massa corporal dos animais de todos os Grupos
Experimentais. 1Ton # Ton (p<0,001).

5.3. Massa Muscular (MM)

A analise da MM é uma variavel que possibilita maior compreenséo das adaptacdes
estruturais agudas encontradas no musculo gastrocnémio ap0s o0s protocolos
experimentais de atrofia muscular e treinamento em escada vertical (Tabela 2).

O Grupo T, | e IT ndo demonstraram diferencas estatisticas nos valores de MM na
comparacao intra-grupos (p>0,05).

Entretanto, ao analisar a MM dos grupos submetidos aos diferentes protocolos, o
Grupo T nédo apresentou alteragdes (p>0,05), enquanto o Grupo lon demonstrou menor
MM (p<0,0001) em relacdo ao C. Assim como, 0 Grupo ITon, IT24n, IT4d € IT7d apresentou
menor MM (p<0,0001), respectivamente em comparacao ao Ton, T24h, Tad € T7d.
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Tabela 2. Massa muscular do muisculo gastrocnémio dos Grupos Experimentais.

MM (g) POh P24h P4d P7d
Controle 1,363 £0,10 - -

Treinado 1,548 +0,25 1,434 +0,15 1,491+ 0,19 1,578+ 0,14
Imobilizado 0,654 £ 0,32**** 0,627 £0,13 0,804 £ 0,07 0,933 10,09

Imobilizado Treinado 0,688 +£0,10™* 0,710+ 0,15 0,807 + 0,04™** 1,008 £ 0,07~

Fonte: Elaborada pela autora. Média e desvios padrdes da massa muscular do mdsculo gastrocnémio.
lon#C p<0,0001; ITon# Ton p<0,0001; IT24n # T24n p<0,0001; Tad # Tad p<0,0001; T7d # T74 p<0,0001.

5.4. Ventre Muscular

A Microscopia de Luz do ventre muscular possibilitou identificar as fibras
musculares, nucleos, tecido conjuntivo, bem como a presenca e disposicdo da
vascularizagédo do gastrocnémio. A morfometria do formato, tamanho e disposi¢cdo das
estruturas e seus componentes celulares, demonstram as adapta¢cfes agudas

provocadas pelo treinamento em escada vertical apds a atrofia muscular.

5.4.1. Nucleos - Hematoxilina e Eosina

No Grupo C foi observada a distribuicdo das fibras musculares com formato
poligonal, organizadas em fasciculos, com seus nudcleos dispostos perifericamente.
Além disso, no espaco intersticial, observou-se a presenc¢a de vasos sanguineos e um
feixe nervoso (Fig. 9C).

O Grupo Ton, apresentou as fibras musculares com formatos alongados e poligonais
e tamanhos similares, além de disposicdo nuclear uniforme na regido periférica. As
estruturas de vascularizacdo e inervacao encontram-se proximas com maior presencga
de nucleos no tecido conjuntivo adjacente a essas estruturas (Fig. 9Ton).

No Grupo Tasan, as fibras musculares apresentam formatos arredondados e
alongados, com seus nucleos periféricos. Os vasos sanguineos foram observadas
espacadas ao longo do perimisio com maior presenca nuclear adjacente. Em destaque,
as artérias demonstram disposi¢cdes obliquas, evidenciadas pela auséncia do l[imen e
estriagdes (Fig. 9Tzan).

O Grupo Tad demonstra ampla adaptagao nos tamanhos das fibras musculares, no
gual as fibras menores possuem formato arredondado e as maiores com formato
poligonal e alongado. Os nucleos foram observados periféricos e espagamento nas fibras

maiores, contrapondo a condensacdo nuclear nas fibras menores. As estruturas
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vasculares e nervosas apresentam uma relacéo de proximidade (Fig. 9Tad).

No Grupo T4, foi encontrada fibras com tamanhos e formatos similares e nucleos
espacados em sua periferia. No tecido conjuntivo adjacente as estruturas vasculares e
nervosas apresentaram maior concentracdo nuclear, em destaque as artérias intima
relagdo de proximidade, devido a disposi¢ao “unidas” (Fig. 9T7a).

No Grupo lon, as fibras demonstram alteragdes nos formatos (alongadas, ovais e
poligonais) decorrentes da atrofia muscular. Em uma relacdo de proximidade, foram
observadas as estruturas de vascularizacéo e o feixe de fibra nervosa, além de maior
concentragcdo nuclear na ampla area de tecido conjuntivo associado (Fig. 9lon).

Apo6s 24 horas, nota-se no Grupo IL2sn que as fibras musculares mantém seus
distintos formatos, no entanto, com extensa presenca nuclear na periferia. A regido da
matriz extracelular evidencia-se vasos sanguineos e feixes nervosos (Fig. 9lL2an).

O Grupo ILad, apresenta manutencdo nos formatos das fibras musculares
irregulares, com extenso espacamento entre os feixes musculares. Enquanto, a maior
area de estruturas vasculares e nervosas se destaca por sua disposi¢cdo ao longo de
vérios fasciculos e com trés feixes de fibras nervosas em seus diferentes diametros, além
de uma concentracdo menos acentuada de nucleos do tecido conjuntivo adjacente (Fig.
9IL4q).

No Grupo IL7d4, ha maior uniformidade nas fibras musculares, em seus tamanhos e
formatos arredondados. Em algumas regides foram evidenciadas condensacoes
nucleares com nucleos periféricos e centralizados as fibras musculares. Além disso, a
associacao de estruturas vasculares e nervosas, em ampla area de tecido conjuntivo
(Fig. 9lL7d).

Por fim, no do Grupo ITon foi observada formatos irregulares (ovais e alongados)
das fibras musculares, com seus nudcleos periféricos. As estruturas vasculares foram
encontradas com maior densidade e proximidade, com destaque na disposicdo das
artérias. Além da presenca de um feixe de fibra nervosa (Fig. 9ITon).

Apbs 24 horas, 0 Grupo IT2sn apresentou fibras musculares com formato irregular,
extensa concentracdo de nucleos em sua periferia, com reorganizacédo dos fasciculos.
Os vasos sanguineos e feixes de fibra nervosa demonstram maior densidade e
disposicdo espacada no perimisio ao longo de varios fasciculos. Também foi encontrado
um fuso neuromuscular em proximidade (Fig. 91T2an).

No Grupo ITad, foram observadas fibras musculares com formatos e diametros

distintos No espaco intersticial, 0s vasos sanguineos e feixe de fibra nervosa apresentam
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proximidade e maior concentracdo nuclear (Fig. 91Tad).

O Grupo IT7d, apresenta fibras musculares com diametros irregulares, formatos
poligonais e alongados, com nucleos periféricos dispostos irregularmente, além de
algumas regides de condensacdo nuclear. No perimisio, foram observados vasos
sanguineos e feixes de fibras nervosas espacados ao longo de diversos fasciculos. Além
disso, um feixe de fibra muscular e fuso neuromuscular foi encontrado em outra regiao

do espaco intersticial (Fig. 91T7q).
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Fonte: Elaborada pela autora. Através da Microscopia de Luz com coloracdo de Hematoxilina e Eosina,
destacamos as fibras musculares (f) com seus nlcleos periféricos (cabeca de seta), além da disposigcéo
de estruturas vasculares, como as arteriolas (a) e vénulas (v), e estruturas nervosas, como o feixe de fibra
nervosa (n) e o fuso neuromuscular (seta), dispostos em ampla area de tecido conjuntivo (*) no espaco
intersticial. Grupos Experimentais: Controle (C), Imobilizado 0 horas (lon), Imobilizado Livre 24 horas (IL24n),
Imobilizado Livre 4 dias (ILsd), Imobilizado Livre 7 dias (IL74), Treinado 0 horas (Ton), Treinado 24 horas
(T24n), Treinado 4 dias (Tad), Treinado 7 dias (T7d), Imobilizado Treinado 0 horas (ITon), Imobilizado Treinado
24 horas (IT24n), Imobilizado Treinado (IT4d), Imobilizado Treinado 7 dias (IT7d). Ampliacdes: 200x. Barras:
100 pm

5.4.1.1. DF Nuclear

O treinamento em escada vertical resultou na menor complexidade de organizagéo
no Ton (p<0,0001) em relacdo ao Grupo C, enquanto o T2sn demonstrou maior
complexidade de organizagdo em comparacdo ao Ton, € menor complexidade de
organizagdo no Tad (p<0,01) em relag@o ao Tz4n . NO Grupo Tzd ndo houve adaptagdes
significativas (p>0,05) (Fig. 10C).

A Imobilizag&o resultou em menor complexidade de organizag¢ao no lon (p<0,0001)
em relagdo ao C. Enquanto os Grupos lzan, lad € 174 N0 demonstraram alteragdes
estatisticamente significantes (p>0,05) respectivamente em comparacdo aos Grupos lon,
l24n € lad (Fig. 10C).

Com a intervencao do treinamento apos a atrofia muscular, o ITon apresentou maior
complexidade de organizacao dos ndcleos, tanto em comparacao ao lon (p<0,01) quanto
em relagdo ao Ton (p<0,0001) (Fig. 6C). No entanto, 0os Grupos ITzan, ITad € IT7d N0
revelaram diferencas estatisticas em comparacdo com 0s Grupos lzan, lad, l7d, T2an, Tad €
T7a (p>0,05) (Fig. 10C).

Flgura 10. Com IeX|dade de organizacao dos nacleos das fibras musculares.
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Fonte Elaborada pela autora. Dimenséo fractal dos nicleos das fibras musculares de todos os Grupos

Experimentais (C), realizada a partir da binarizacao (B) das micrografias com coloracdo de Hematoxilina e
Eosina (A). Grupos: Controle (C), Imobilizado 0 horas (lon), Imobilizado Livre 24 horas (IL24n), Imobilizado
Livre 4 dias (IL4d), Imobilizado Livre 7 dias (IL7a), Treinado O horas (Ton), Treinado 24 horas (Tzan), Treinado
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4 dias (, Treinado 7 dias (T7d), Imobilizado Treinado O horas (ITon), Imobilizado Treinado 24 horas (IT24n),
Imobilizado Treinado (IT4d), Imobilizado Treinado 7 dias (IT7d). Ampliagées (A, B): 200X.Ton # C (p<0,0001);
Toan # Ton (p<0,0001); Taq # Toan (p<0,01); lon # C (p<0,0001); ITon # Ton (p<0,0001); IT # T (p<0,01).

5.4.2. Tecido Conjuntivo Intramuscular - Picro Sirius-Red

No Grupo C, o tecido conjuntivo intramuscular foi evidenciado pela coloragao
avermelhada, no qual foi possivel identificar o perimisio envolvendo os fasciculos
musculares e o endomisio circundando as fibras musculares (Fig. 11C).

O Grupo Ton evidenciou o perimisio ao redor dos fasciculos musculares, bem
como, foi identificado o endomisio circundando as fibras musculares (Fig. 11Ton).

No Grupo T4, observou-se intensificado pela coloragdo avermelhada o
perimisio circundando os fasciculos e o endomisio envolta das fibras musculares (Fig.
11T 24n).

O Grupo Tad demonstrou identificacdo mais discreta do perimisio e do
endomisio, respectivamente ao redor dos fasciculos e das fibras musculares (Fig.
11T adq).

No Grupo Tzd também demonstrou nitida evidenciacao do perimisio envolvendo
os fasciculos bem o endomisio circundando as fibras musculares (Fig. 11Tvd).

O Grupo lon revelou adaptacdes com a identificacdo do perimisio na coloracdo
avermelhada ao redor dos fasciculos musculares, com reducdo na identificacdo do
endomisio (Fig. 11lon).

Apbs 24 horas, no Grupo l24n observou-se a presenca de fasciculos musculares
menores que permitiu a melhor identificacdo do perimisio, enquanto o endomisio
demonstra identificacdo ao redor das fibras musculares (Fig. 11l24n).

No Grupo lsad 0 perimisio e o endomisio foram bem identificados pela coloracéo
avermelhada, respectivamente circundando os fasciculos e fibras musculares (Fig.
11l44).

O Grupo l7d revelou melhor identificagdo do perimisio ao redor dos fasciculos,
além da identificacdo discreta do endomisio envolvendo as fibras musculares (Fig.
1117q).

O Grupo ITon demonstrou a presenca de fasciculos menores com melhor
identificacdo do perimisio pela coloracdo avermelhada, além do endomisio circundado
as fibras musculares (Fig. 111Ton).

ApOs 24 horas, o Grupo IT24n também revelou melhor identificagéo do perimisio



ao redor dos fasciculos, assim como do endomisio envolvendo das fibras musculares
(Fig. 111T24n).

No Grupo ITad, foi possivel identificar o perimisio e endomisio, respectivamente,
ao redor dos fasciculos e fibras musculares (Fig. 111T4q).

O P7d do Grupo IT7da apresentou melhor evidenciacdo do perimisio pela
coloracdo avermelhada, além da identificacéo mais discreta do endomisio circundando

as fibras musculares (Fig. 111T7d).
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Fonte: Elaborada pela autora. Por meio da Microscopia de Luz com coloragdo de Picro-Sirus Red,
destacamos as fibras musculares (f) com o endomisio (*) circundando as fibras musculares e o perimisio
(**) envolvendo um feixe de fibras, de todos os Grupos Experimentais: Controle (C), Imobilizado 0 horas
(lon), Imobilizado Livre 24 horas (l24n), Imobilizado Livre 4 dias (lad), Imobilizado Livre 7 dias (I7d), Treinado
0 horas (Ton), Treinado 24 horas (T24n), Treinado 4 dias (Tad), Treinado 7 dias (T7d), Imobilizado Treinado 0
horas (ITon), Imobilizado Treinado 24 horas (IT24n), Imobilizado Treinado (IT4d), IMmobilizado Treinado 7 dias
(IT7a).AmpliagBes: 200x. Barras: 100 pm.

5.4.2.1. Areade tecido conjuntivo

O treinamento resultou na menor area de tecido conjuntivo (p<0,01) no Grupo Ton
em comparacgao ao Grupo C, enquanto o T2sh apresentou maior area de tecido conjuntivo
(p<0,0001) em relacdo ao Ton. NO entanto, os Grupos Tad € T7d ndo revelaram diferencas
estatisticas (p>0,05) (Fig. 12C).

A quantificacdo da area de tecido conjuntivo ap6s a imobilizacdo demonstrou no
Grupo lon maior area (p<0,01) em relagdo ao C. Enquanto os Grupos lzan, lad € l7da ndo
demonstraram adaptacdes significativas (p>0,05) (Fig. 12C).

O Grupo ITon revelou maior area de tecido conjuntivo (p<0,0001) em comparacao
ao Ton, assim como no ITzd4, houve a maior area de tecido conjuntivo (p<0,0001) em
relacdo ao T7d. O IT24n € IT4ag N80 apresentaram alteracdes estatisticas, respectivamente
aos Grupos Tasn € T4d. Em comparagéo aos grupos submetidos a imobilizacéo, no Grupo
ITad Observou-se maior area (p<0,05) em relagéo ao lad, enquanto 0s Grupos lon, l24n € I7d
(p>0,05) (Fig. 12C).
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Fonte: Elaborada pela autora. Quantificacio da &rea de tecido conjuntivo de coldgeno (C) realizado por meio

da binarizacéo (B) das micrografias de Picro Sirius-Red (A). Grupos Experimentais: Controle (C), Treinado
0 horas (Ton), Treinado 24 horas (Tzan), Treinado 4 dias (Tad), Treinado 7 dias (T7d), Imobilizado 0 horas (lon),
Imobilizado Livre 24 horas (IL24n), Imobilizado Livre 4 dias (IL4g), Imobilizado Livre 7 dias (IL7q), Imobilizado
Treinado 0 horas (ITon), Imobilizado Treinado 24 horas (IT24n), Imobilizado Treinado (IT4d), Imobilizado
Treinado 7 dias (IT74). Ampliag@es (A, B): 200X. Ton # C (p<0,01); T2an # Ton (p<0,0001); lon # C (p<0,01);
[Ton # Ton (p<0,0001); ITag # ILag (p<0,05); IT7q # T7za (p<0,0001).
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5.4.3. Fibras Musculares - ATPase Miofibrilar

Através da diferenciacdo dos fendtipos das fibras musculares foi possivel identificar
as fibras tipo | e Il, as quais foram mensuradas e analisadas a area de seccéao transversa
(Fig. 13).
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de ATPase pH 9.4 dos Grupos Experimentais.

Figura 13. Micrografias da técnica
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Fonte: Elaborada pela autora. Por meio do pH 9.4 da ATPase Miofibrilar foi possivel diferenciar as fibras
musculares em tipo | (1) e tipo Il (Il) em todos os Grupos Experimentais: Controle (C), Treinado 0 horas
(Ton), Treinado 24 horas (T2an), Treinado 4 dias (T4d), Treinado 7 dias (Tzd), Imobilizado O horas (lon),
Imobilizado Livre 24 horas (lzan), Imobilizado Livre 4 dias (lad), Imobilizado Livre 7 dias (lzd), Imobilizado
Treinado O horas (ITon), Imobilizado Treinado 24 horas (IT24n), Imobilizado Treinado (ITad), Imobilizado
Treinado 7 dias (ITzd).Ampliacéo: 200x. Barras: 100 pm.

5.4.3.1. Areade seccéo transversa (AST)

A andlise da AST das fibras musculares tipo | e Il demonstraram diferentes
adaptacdes de acordo com os protocolos experimentais e fenétipos (Fig. 14).

Com o treinamento, tanto as fibras tipo | quanto fibras tipo Il, ndo demonstraram
alteracbes no Ton em comparacdo com o Grupo C, assim como NnoO Tash, Tad € T7d
respectivamente em relag&do ao Ton, T2sn € Tad (p>0,05) (Fig. 14B e C).

A imobilizacdo resultou na diminuicdo da area nas fibras tipo | (p<0,0001) e Il
(p<0,0001) do loh em relacao ao Grupo C, bem como no lzan houve menor AST nas fibras
tipo | (p<0,001) e Il (p<0,001) em comparacgdo ao lsd. Enquanto o lz¢ demonstrou maior
AST das fibras tipo | (p<0,05) e Il (p<0,01) em relac&o ao l4d (Fig. 14B e C).

O Grupo IT demonstrou maior AST das fibras tipo | e Il do IT7d (p<0,0001) em
relacdo ao IT4d. As demais comparacgdes intragrupos ndo apresentaram alteracdes
estatisticamente significantes (p>0,05) (Fig. 14B e C).

Em comparacao aos Grupos submetidos ao treinamento, o ITon demonstrou menor
AST nas fibras tipo | (p<0,0001) e tipo Il (p<0,0001) em relacdo ao Ton. No IT24n houve a
diminuicdo da area nas fibras tipo | (p<0,0001) e Il (p<0,0001) em comparacao ao T 24h.
O IT4d demonstrou menor AST das fibras tipo | (p<0,0001) e Il (p<0,0001) em
comparacao ao Tad. No IT7a observou-se menor AST nas fibras tipo | (p<0,0001) e Il
(p<0,0001) em relacéo ao T4 (Fig. 14B e C).

Diante dos Grupos imobilizados, o Grupo ITon apresentou menor AST fibras tipo |
(p<0,0001) e Il (p<0,0001) em relacao ao lon. Enquanto as demais comparagdes do IT24n,
IT4d € 1T7¢ NA0 revelaram diferencas estatisticas frente aos Grupos l2an, lad € 174 (Fig. 14B
e C).



46

Figura 14. AST dos diferentes fenétipos das fibras musculares.
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Fonte: Elaborada pela autora. Area de secgfo transversa (AST) das fibras musculares tipo | (1) e tipo I
(1) realizada por meio da ATPase 9.4 (A) de todos os Grupos Experimentais: Controle (C), Treinado 0
horas (Ton), Treinado 24 horas (T24n), Treinado 4 dias (Tad), Treinado 7 dias (Tzd), Imobilizado O horas
(lon), Imobilizado Livre 24 horas (ILzan), Imobilizado Livre 4 dias (IL4d), Imobilizado Livre 7 dias (IL7d),
Imobilizado Treinado O horas (ITon), Imobilizado Treinado 24 horas (IT24n), Imobilizado Treinado (ITa4d),
Imobilizado Treinado 7 dias (IT7d). lon # C (p<0,0001); IL2an # lon (p<0,001); IL7d # IL4d (p<0,05); ITon # Ton
(p<0,0001); ITon # lon (p<0,0001); IT24n # T24n (P<0,0001); ITad # Taa (p<0,0001); IT7a # IT4a (p<0,0001);
ITad # Tad (p<0,0001).

5.5. Juncédo Miotendinea

A analise das estruturas presentes na JMT (ndcleos, tecido conjuntivo, telécitos e
células satélites) permitiram as repercussfes provocadas pela imobilizacdo e
intervencdo do treinamento em escada vertical, evidenciando os as alteracbes que

caracterizam cada periodo agudo de remodelacéo.
5.5.1. Microscopia de Luz - Hematoxilina e Eosina

No Grupo C, foi possivel observar as fibras musculares longitudinais alinhadas na
interface miotendinea e o tecido tendineo, com nucleos dispostos ao longo de toda a
interface e na regido periférica das fibras musculares, além dos tendécitos alongados
presentes nas fibras de colageno (Fig. 15C).

O Grupo Ton demonstrou maior acumulo e distribui¢céo nuclear, sobretudo na area
de interface miotendinea. Nas fibras colagenas, os tendcitos possuem formato alongado

e disposicao paralela (Fig. 15Ton).
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No Grupo T2sn observou-se menor densidade dos nucleos dispersos ao longo da
interface miotendinea e periferia das fibras musculares, enquanto os tendcitos
apresentaram formato irregular com arranjo desorganizado nas fibras colagenas (Fig.
15T24n).

O Grupo Tad apresentou os nucleos com arranjo irregular, devido sua localizagéo
na extremidade das fibras musculares (interface miotendinea), periféricos e
centralizados na fibra musculares, vale ressaltar que os nucleos apresentam maior
acumulo na interface miotendinea. Os tendcitos, por sua vez, apresentaram formato
alongado e disposicao paralela ao longo das fibras coldgenas (Fig. 15T ad).

O Grupo T7d apresentou nucleos dispostos na interface miotendinea e sobretudo
na periferia das fibras musculares, enquanto os tendcitos com formato arredondado
foram observados dispersos nas fibras colagenas (Fig. 15T7ad).

No Grupo lon 0s nucleos foram encontrados com maior acumulo na interface
miotendinea, além de alguns dispersos na periferia das fibras musculares. Os tendcitos
demonstraram disposi¢ao paralela nas fibras colagenas e formato alongado (Fig. 11lon).

O Grupo IL24n demonstrou maior acimulo de nucleos dispostos predominantemente
na interface miotendinea, além dos tendcitos alongados e paralelos ao longo das fibras
colagenas (Fig. 15IL2an).

No Grupo IL4g, foram observados maior densidade dos ndcleos com Vvarios
grupamentos localizados por toda a interface miotendinea e periferia das fibras
musculares (Fig. 15IL4d).

O Grupo ITon revelou maior acumulo dos nucleos dispersos na interface
miotendinea, além de periféricos e centralizados nas fibras musculares. Enquanto o
tendcitos, apresentaram formatos arredondados e alongados, com arranjo irregular nas
fibras colagenas (Fig. 11ITon).

No IT2an oObservou-se menor densidade nos nucleos ao longo da interface
miotendinea com pequenos grupamentos localizados na periferia das fibras musculares.
Os tendcitos, por sua vez, demonstraram formato alongado e posicionamento paralelo
nas fibras colagenas (Fig. 151Tz2an).

No Grupo ITsd houve maior densidade dos nucleos com arranjo irregular na
interface miotendinea e periferia das fibras musculares, enquanto nos tendécitos foram
observados formatos alongados e arredondados dispostos nas fibras colagenas (Fig.
15T 44).
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O Grupo IT7d¢ demonstrou acumulo dos nucleos na interface miotendinea, além de
maior densidade na periferia e alguns nudcleos localizados centralizados nas fibras
musculares. Enquanto os tendécitos demonstraram formato alongado e disposicao

paralela nas fibras colagenas (Fig. 15IT7d).

Figura 15. Microscopia de Luz com coloracdo de Hematoxilina e Eosina da JMT dos Grupos
Experimentais.

: J 7" \ N\ \N\ \ S\ \ . W
Fonte: Elaborada pela autora. Através da Microscopia de Luz com coloracdo de Hematoxilina e Eosina
da jungdo miotendinea (*), regido de interface entre o misculo (m) e o tendéo (t), sdo evidenciados os
nucleos localizados na interface miotendinea (seta), periféricos (cabega de seta) e centralizados (circulo)
nas fibras musculares; além dos tendcitos (quadrado) dispostos ao longo das fibras colagenas do tecido
tendinea. Grupos Experimentais: Controle (C), Treinado 0 horas (Ton), Treinado 24 horas (T24n), Treinado
4 dias (Tad), Treinado 7 dias (T7d), Imobilizado 0 horas (lon), Imobilizado Livre 24 horas (IL24n), Imobilizado
Livre 4 dias (IL4d), Imobilizado Livre 7 dias (IL7d), Imobilizado Treinado 0 horas (ITon), Imobilizado Treinado
24 horas (ITz24n), Imobilizado Treinado (IT4d), Imobilizado Treinado 7 dias (IT7d). Ampliacdes: 200x. Barras:
100 pm.

5.5.2. Imunofluorescéncia

Através da técnica de imunofluorescéncia foi possivel identificar os nudcleos

celulares (DAPI), telocitos (CD34) e células satélites (Pax7), destacando seu
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posicionamento na interface miotendinea, relagcdo de proximidade entre as diferentes
estruturas e adaptacGes em suas densidades (Fig. 16, 17, 18 e 19).

No Grupo C, foi possivel observar os ndcleos celulares presentes na interface
miotendinea e periferia das fibras musculares dispostas longitudinalmente, sobretudo a
relacdo de proximidade entre os teldcitos e as células satélites na interface miotendinea
(Fig. 16).

Figura 16. Imunofluorescéncia da JMT do Grupo Controle.
DAPI CD34

PAX7 MERGE

Fonte: Elaborada pela autora. Imunomarcacdo da JMT do Grupo Controle (C), com identificagdo dos
nacleos (DAPI), telécitos (CD34+) e células satélites (PAX7), com destaque em seus posicionamentos ao
longo da interface miotendinea e suas possiveis relagdes de proximidades. Ampliacdes: 600x. Barras: 10
pm.

No Grupo Ton, 0s nucleos dispostos ao longo da area de interacdo musculotendinea
e periferia das fibras musculares. Em destaque, os teldcitos sdo evidenciados na
interface miotendinea com proximidade entre si, enquanto as células satélites néo
demonstram reativas a imunomarcacéo (Fig. 17Ton).

O Tasn, demonstra os telocitos em alinhamento destacados na interface
miotendinea, e auséncia da imunomarcacao positiva das células satélites (Fig. 17T2an).

No Tad também foi observado maior densidade dos nudcleos na interface
miotendinea, com énfase nos teldcitos e células satélites em proximidade nessa regido
(Fig. 17T aaq).

O T4 apresenta alta atividade nuclear, no entanto menos expressiva que 0S
periodos anteriores, em evidéncia a presenca de varios telocitos na JMT em proximidade

com varias células satélites (Fig. 17T7d).



Figura 17. Imunofluorescéncia da IMT

do Grupo Treinado.
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Fonte: Elaborada pela autora. Imunomarca¢édo da JMT do Grupo Treinado (T) e seus subgrupos, para
identificacdo dos nucleos (DAPI), telécitos (CD34) e células satélites (PAX7), com destague em seus
posicionamentos ao longo da interface miotendinea e suas possiveis relacdes de proximidades.
Ampliagbes: 600x. Barras: 10 pm.

No Grupo lon observou-se extensa atividade dos nucleos, sobretudo na regido de
interface musculotendinea, com destaque nos telécitos evidenciado na JMT em
proximidade com as células satélites (Fig. 18lon).

O IL24n apresenta alta atividade nuclear ao longo da interface miotendinea e fibras
musculares. Os teldcitos, por sua vez, sado identificados na JMT, enquanto as células
satélites sdo destacadas algumas em proximidade com os teldcitos e outras presentes
no tecido tendineo (Fig. 18ILz2an).

No IL4d 0s nlcleos demonstram alta densidade na interface miotendinea, além da
presenca na periferia das fibras musculares. Os teldcitos séo evidenciados espacados
entre si na extremidade da fibra muscular que constitui a interface miotendinea, com
posicionamento proximo de uma célula satélite (Fig. 18IL4d).

O IL7d apresentou a atividade nuclear em acumulo na interface miotendinea. A
presenca dos tendcitos foi identificada na JMT, além da proximidade com as células
satélites evidenciadas nessa regido (Fig. 18IL7q).
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Figura 18. Imunofluorescéncia da JMT do Grupo Imobilizado.
DAPI CD34

PAX7 MERGE

Fonte: Elaborada pela autora. Imunomarcacdo da JMT do Grupo Imobilizado (1) e seus subgrupos, para
identificacdo dos nicleos (DAPI), telécitos (CD34) e células satélites (PAX7), com destaque em seus
posicionamentos ao longo da interface miotendinea e suas possiveis relacdes de proximidades.
Ampliagbes: 600x. Barras: 10 pm.

No Grupo ITon a presenca dos nucleos foram mais expressivos na regido de
interface musculotendinea. Os tel6citos foram encontrados em acumulo na JMT, no
entanto ndo identificada as células satélites ndo demonstraram reatividade a
imunomarcacao (Fig. 191Ton).

No IT2an 0s nucleos foram observados menos expressivos, no entanto com
posicionamento aglomerado na extremidade da fibra muscular que constitui a regido de
interface musculotendinea. Os teldcitos foram encontrados na regido da JMT com
proximidade entre si, além de um telécitos mais distante disposto na area do tecido
tendineo (Fig. 191T2an).

O IT4d demonstrou maior densidade dos nucleos, dispostos em aglomerados pela
JMT. Os telocitos destacados demonstram seu posicionamento espacado entre si ao
longo da JMT, além da proximidade com as células satélites (Fig. 191Taq).

No IT7q4, 0s aglomerados de nucleos foram observados dispostos por toda interface
miotendinea, assim como os teldcitos apresentam maior densidade e sua intima relagéo

com a JMT. As células satélites ndo foram observadas nessa regiao (Fig. 191Tvd).
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Fonte: Elaborada pela autora. Imunomarcacdo da JMT do Grupo Imobilizado Treinado (IT) e seus
subgrupos, para identificacdo dos nucleos (DAPI), telécitos (CD34) e células satélites (PAX7), com
destaque em seus posicionamentos ao longo da interface miotendinea e suas possiveis relacdes de
proximidades. AmpliacGes: 600x. Barras: 10 pm.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foram descritas as adaptacdes agudas dos componentes estruturais
do ventre muscular e JMT, apés utilizar o treinamento como intervencado para as
repercussdoes deletérios causadas pela atrofia muscular, evidenciando o
acompanhamento das alteracdes iniciais em cada estrutura, com o intuito de fornecer
novas evidéncias para elucidar o notavel e desconhecido processo adaptativo da JMT.

A utilizacdo do treinamento a longo prazo para reverter os efeitos prejudiciais da
atrofia é comprovada como eficaz em diversos estudos (PALMA et al.,
2011;POLLEZALLI et al., 2019; MARTINEZ, ET AL., 2021; HONDA et al., 2022). Dentre
as repercussdes da atrofia atenuadas pelo treinamento, a capacidade funcional do
musculo é reduzida, devido a rigidez muscular provocada pela superexpressao de
coldgeno, também conhecida como fibrose (HONDA et al., 2022). Dessa forma, o maior
tempo e niumero de movimentos do Grupo IT em relacdo ao Grupo T, é explicado pela
reducédo da extensibilidade muscular que acomete na menor mobilidade articular.

O foco deste trabalho envolve as adaptacdes que precedem e iniciam a
regeneracdo da JMT, tanto em um ambiente saudavel quanto em um ambiente
prejudicado pela atrofia muscular, desse modo, foi avaliada a massa muscular para
determinar a efetividade do modelo experimental escolhido para desencadear a atrofia
muscular. A imobilizacdo articular por 10 dias resultou na reducdo da massa muscular
em 47% (lon), que corrobora com os achados de Kim et al. (2018) que descreveram uma
extensa diminuicdo no musculo gastrocnémio de ratos Wistar imobilizados.

A imobilizacao articular provoca a atrofia muscular por meio da inatividade, uma
vez que periodos prolongados de desuso repercutem na perda de massa de grupos
musculares isolados, sobretudo musculos inertes na posi¢cao encurtada, como € o caso
do gastrocnémio no presente estudo (DEVAL et al., 2020).

No periodo de retorno da carga mecanica também denominado de remobilizacéo,
ocorre 0 aumento de espécies reativas de oxigénio pelas mitocdndrias, as quais
provocam a disfungdo mitocondrial e desencadeia a inflamacao, além de regular a
autofagia através do sistema ubiquitina-proteassoma até os 7 dias iniciais da
remobilizacdo em modelo experimental (SLIMANI et al., 2012; WANG et al., 2023). Em
nossos dados, observamos menor massa muscular nos periodos iniciais de
remobilizacao (lon e l24n) ap0s 10 dias de imobilizacéo, que corroboram com o agravo da

atrofia muscular no periodo agudo de remobilizacéo.
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A via atrofica da ubiquitina-proteassoma é regulada por MURF-1 e Atrogin-1, a qual
€ responsavel pela protedlise exacerbada. Apos uma sesséo de treinamento moderado,
ocorre a diminuicdo do conteudo proteico de MURF-1, no entanto, apés 6 horas o
contetdo aumenta novamente(KIM; KIM; SONG, 2012; DA MATA et al., 2024). A menor
massa do musculo gastrocnémio no Ton, assim como o aumento progressivo da massa
muscular no Taan, Tad € T7da pode ser explicada pela momentanea redugcéo das vias
atroficas e aumento nas vias hipertroficas.

Um método geométrico que obtém destaque no ambito cientifico € a DF, devido
sua eficacia em quantificar a arquitetura de diversos tecidos, visto que permite a
mensuracao das estruturas de um tecido como um todo. A DF considera a disposi¢cao
das estruturas, dessa forma através de uma linha de regresséao realiza a quantificacao
da distribuicdo dos pixels. Um aspecto diferencial que garante a efetividade da DF, € a
padronizacdo na mensuracdo de pontos binarizados, os quais reduzem os erros de
quantificacdo manual (FAVERO et al., 2019).

A DF expressa suas analises em uma escala de 0 a 2, onde 0 representa um estagio
inferior e 2 um estagio superior na complexidade de organizacdo das estruturas
analisadas (CURY et al., 2018). A remodelac¢éo tecidual é demonstrada por alteraces
nas estruturas, desse modo adaptacdes no formato, densidade e disposicdo podem
afetar a arquitetura desse tecido, a qual € representada pela DF.

Na coloracdo de HE séo evidenciados os nucleos, sem distingdo de nucleos
celulares (fibroblastos e células satélites) (LOURENCO et al., 2022). Desse modo, a
menor complexidade de organizacdo imediatamente apdés uma sessdo de treinamento
(Ton) pode indicar a remodelacdo dindmica dos nucleos, uma vez que em seguida €
observado uma crescente no valor de DF no Taan, Tad € T7d. Nossos achados
correlacionam com Von Walden et al. (2020) que descreveram a menor proporcao de
mionucleos como resposta aguda ao treinamento resistido, a qual indica a proliferacao
aguda e infiltracdo de células mediadas pelo treinamento como responsavel pelos niveis
aumentados de nacleos (LOURENCO et al., 2022).

Os mionucleos possuem papel fundamental na coordenacéo transcricional, no qual
seu posicionamento e disposicao esta diretamente relacionado com seu desempenho. A
localizacdo periférica dos mionucleos permite o posicionamento estratégico proximo a
membrana plasmatica e o centro da fibra muscular, facilitando a comunicacdo e
transporte transcricional. De acordo com a teoria do dominio mionuclear, a disposicéo

periférica, especificamente o espacamento entre eles, prediz a quantidade de citoplasma
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amparada funcionalmente por cada miondcleo (HANSSON et al., 2020; HANSSON;
EFTESTOQL, 2023)

As condicbes atroficas promoveram ampla adaptacdo na disposicdo mionuclear
devido ao agrupamento, uma vez que alguns mionucleos se aproximam e dao origem a
espacamentos, denominado por Hannson et al., (2020) como lacunas, as quais implicam
em grandes volumes citoplasmaticos por nucleo que acometem a atividades
transcricional e a sintese proteica, resultando na deterioracéo fisiologica das fibras
musculares por meio da disfuncdo mionuclear. Especificamente na DF, a menor
complexidade de organizacdo observada apds a imobilizacdo por 10 dias (lon), indica a
relacdo com o agrupamento mionuclear que altera a disposicdo, e sugere o
comprometimento da funcdo mionuclear.

O treinamento resistido é utilizado para estabelecer um ambiente favoravel para a
hipertrofia muscular, no qual, o acréscimo mionuclear € uma das adaptacdes
indispensaveis para o crescimento das fibras musculares. O retorno da carga mecanica
imediato por meio de 1 sessdo de treinamento resistido resultou no maior valor de DF,
que implica na maior organizacdo dos mionucleos, devido as adaptacdes que o
treinamento resistido provoca na quantidade mionuclear e a expansao de seus dominios
(MURACH et al., 2017).

A caracteristica adaptativa do tecido conjuntivo intramuscular € de relevancia
notavel para diversos estudos, devido sua contribuicdo na comunicacao de outras células
(células satélites) que fornecem subsidios para a remodelagcdo musculoesquelética
(GUMPENBERGER et al., 2020). O treinamento resistido agudo desencadeia a formacao
de uma matriz de transicao a partir de um rapido processo catabdlico que precede os
processos anabdlicos, assim como observamos a menor area de tecido conjuntivo
imediatamente ap0s uma sessao de treinamento (Ton), enquanto que, nos demais
periodos analisados (T24h, T4d e Tzd), houve uma crescente na area de tecido
conjuntivo, o que corroboram com a rapida ativacado das vias de sintese de colageno,
gue ocorrem com o intuito de reforcar a estrutura desse tecido (CSAPO et al., 2020).

Além de sua caracteristica impar na remodelacao, o tecido conjuntivo possui um
arranjo semelhante a uma rede no entorno das fibras musculares, com isso fornece
suporte mecanico para outras estruturas, como vasos sanguineos e nervos (KRITIKAKI
etal., 2021). A deposicao excessiva e a disposi¢cado desorganizada das fibras de colageno
sdo amplamente relatadas com a atrofia muscular, e as principais consequéncias que

rodeiam essa remodelacdo é a diminuicdo do fornecimento sanguineo a nivel capilar e
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0 aumento da rigidez do tecido muscular (MAYER et al., 2021; LUBIN; ZIDI, 2024). Desse
modo, 0 aumento na area positiva de tecido conjuntivo apés 10 dias de imobilizacao
articular (lon) reflete negativamente na integridade do suprimento sanguineo e nas
propriedades contrateis do musculo gastrocnémio.

A composigao do tecido conjuntivo intramuscular frente a imobilizagéo retrata a
remodelacdo negativa nesse tecido, uma vez que a imobilizacdo intensifica a sintese e
disposicéao irregular do colageno tipo | e lll, responsaveis pela formacéo de fibrilas de
colageno, além de reduzir a sintese do colageno tipo V, o qual atua como principal
componente da membrana basal, juntos essas adaptacdes repercutem na rigidez e
vulnerabilidade desse tecido (KRITIKAKI et al., 2021; MAVROPALIAS et al., 2023;
HOLWERDA et al., 2024). Dessa forma, a exacerbada presenca de tecido conjuntivo
observada com a imobilizacdo (lon) denotam um tecido fragilizado, que acometem a
gualidade estrutural e funcional do tecido muscular como um todo.

Contrapondo a expectativa de inUmeras pesquisas, a interrupcdo dos estimulos
atroficos ndo atenua remodelacdo perturbada dos componentes do tecido conjuntivo
muscular, visto que é relatado o processo continuo de sintese e desorganizacao das
fibras coldgenas (MAVROPALIAS et al., 2022). Esses dados corroboram com nossos
achados, no qual 24 horas ap6s o término do protocolo de atrofia (IL24n), ocorre o
aumento acentuado da area de tecido conjuntivo em relacdo ao periodo imediato que foi
retirado o dispositivo de imobilizac&o, e consequentemente prediz da fragilidade desse
tecido no periodo agudo de remobilizacao.

O treinamento resistido desencadeia rapidamente (1 - 6 horas) alteracbes nos
niveis de expressdo dos genes envolvidos (MMP3, MMP15 e TIMP1), e com isso
contribui para a renovacdo da estrutura, composicdo dos componentes do tecido
conjuntivo intramuscular (GUMPENBERGER et al., 2020). A interrupcdo do processo
deletério que resulta na rigidez muscular apos o treinamento, repercute positivamente no
ponto de vista funcional do masculo estriado esquelético, visto que a rigidez do tecido
nao-contratil prejudica a expanséao radial das fibras musculares, e consequentemente
afeta o encurtamento durante a contragdo concéntrica do treinamento resistido(AZIZI et
al., 2017). Dessa forma, a menor area positiva de colageno do Grupo ITon € IT24n em
comparacado com o Grupo | indicam a efetividade do treinamento resistido em inibir a
progresséo das alteragGes que resultam na fragilidade estrutural e funcional do tecido

conjuntivo intramuscular.
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O protocolo de treinamento utilizado foi o treinamento resistido realizado com
auxilio de uma escada vertical, escolhido a partir dos principios de: reprodutibilidade,
protocolo experimental semelhante aos protocolos de intervencgéo para atrofia muscular
em humanos; técnica do movimento, contracdes concéntricas e excéntricas; resultado,
protocolo com efeito cronico de hipertrofia muscular comprovado na literatura.
Entretanto, em nosso estudo, o treinamento foi implementado sem carga adicional a
massa corporal, assim como foram analisadas as repercussdes agudas. Diante disso, as
alteracdes inexpressivas estatisticamente observadas no Grupo Toh, T24h, T4d € T7d indica
o desenvolvimento inicial da hipertrofia muscular que manifesta adaptacdes acentuadas
a partir de 2-3 semanas de treinamento (COUNTS et al., 2017).

A carga mecanica provocada pela contracdo muscular resulta na ativacédo de vias
que repercutem em diversas sinalizacdes que inibem as vias catabdlicas e regulam a
biogénese e renovacéo mitocondrial, o redox extracelular que consequentemente reduz
a producdo de espécies reativas de oxigénio e regula positivamente as enzimas
antioxidantes. Em contrapartida, a descarga mecanica, a imobilizacdo implica em um
estado homeostético pertubado devido a fissdo da membrana mitocondrial, hiperativacéo
das vias do sistema ubiquitina-proteassoma, e hiperativacdo de outras vias que resultam
no aumento das espécies reativas de oxigénio, além da producao e secrec¢ao de citocinas
pré-inflamatérias, que implicam no estresse oxidativo (JI; YEO, 2019).

A literatura dispfe de inUmeras pesquisas que retratam o didmetro reduzido como
um sinal classico da descarga mecéanica, com diferencas na intensidade das estruturas
afetadas (CACAO-BENEDINI et al., 2014; DEVAL et al., 2020; HONDA et al., 2022;
HOLWERDA et al., 2024). No presente estudo, a imobilizacdo articular repercute na
acentuada reducéo da AST nas fibras musculares tipo | e Il (I0h), que corroboram com
os achados de outros estudos que relataram a atrofia muscular provocada pela
suspensao de membros inferiores, imobilizacéo por gesso e caquexia (WU et al., 2022;
WYART et al.,, 2020; KUMAR et al., 2023). A menor area transversal das fibras
musculares implica diretamente na producdo de for¢ca, desse modo, nossos achados
predizem a reducgéo da forga muscular de ratos Wistar imobilizados por 10 dias (10h).

Entretanto, a interrupcéo da auséncia de carga ndao é acompanhada pela auséncia
da continuidade na reducéo transversal das fibras musculares, assim como foi observado
em nosso estudo, no qual as fibras musculares tipo | e II, demonstraram notavel reducéo
da AST apoOs 24 horas com livre movimentacdo do membro pélvico anteriormente

imobilizado.
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Do ponto de vista morfolégico, a composicdo da fibra muscular pode ser
compreendida em fracdo miofibrilar e proteica. A fracdo miofibrilar corresponde a maior
parte da fibra, formada por inGmeras proteinas miofibrilares. miosina, actina, troponina,
alfa-actina, miopaladina, titina, nebulina, entre outras). Enquanto a fracdo
sarcoplasmatica é constituida pelo sarcoplasma, organelas, componentes celulares
(mitocéndrias e reticulo sarcoplasmatico), macromoléculas (ribossomos, glicogénio e
goticulas lipidicas) e enzimas (ROBERTS et al., 2020). Diante disso, o0 musculo estriado
esquelético pode apresentar dois tipos de hipertrofia: a miofibrilar, crescimento radial por
meio do acréscimo proporcional de proteinas e espago sarcoplasmético; e a
sarcoplasmatica, expansdo do contetdo sarcoplasmatico acompanhado do aumento no
volume de organelas dispostas no sarcoplasma (VAN et al., 2022).

A hipertrofia sarcoplasmatica é descrita como uma etapa que precede a hipertrofia
miofibrilar, e com isso, é estabelecida como um processo transitério, que indica o inicio
da remodelacédo do tecido muscular em direcdo aos crescimento radial e sarcomérico
das fibras musculares (HAUN et al., 2019; ROBERTS et al., 2020). A partir disso,
postulamos que o aumento inicial das fibras tipo | e Il pelo treinamento resistido apos a
atrofia muscular (ITon € 1T24n), decorre da expansdo dos componentes nao-miofibrilares.
Nossos achados séo sustentados por Burd et al. (2010) que descreveram o treinamento
resistido como estimulador da sintese de proteinas sarcoplasmaticas apés 4 e 24 horas
da sesséao.

A JMT é uma regido de interface que obtém destaque devido a remodelacao
estrutural diante de diferentes estimulos, como: patologias, diferentes modalidades de
treinamento, envelhecimento, e sobretudo o desuso causado pela imobilizacdo (CURZI
et al., 2016; PIMENTEL NETO et al., 2020; ROCHA et al., 2020; GRILLO et al., 2021;
MARTINEZ et al., 2021). A notével caracteristica adaptativa dessa regido comprovam a
especializacédo de suas remodela¢des para manter sua funcéo preponderante, com iSso
a JMT obtém destaque diante dos componentes do aparelho locomotor, e
consequentemente elucidar a coordenacgéo de elementos celulares envolvidos se torna
indispensavel (JACOB et al., 2019).

Adjacentes a regido miotendinea, diversos elementos celulares séo descritos apos
a intervencdo de protocolo experimentais em periodo crénico, como os nucleos. De
acordo com sua localizac&o ao longo da fibra muscular, os nucleos se especializam nos
sinais originarios do seu posicionamento, e consequentemente expressam atividades

transcricionais especificas para fornecer suporte as necessidades de cada regido. Diante
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desses aspectos, a alta densidade nuclear observada no Grupo Ton € Tz24n predizem o
processo inicial de adaptacfes provocadas pelo treinamento resistido.

No musculo estriado esquelético, a atrofia muscular repercute no desequilibrio da
renovacao proteica e mionuclear, que resulta no acréscimo mionuclear prejudicado e
consequentemente, implica na perda de mionucleos. No entanto, nossos resultados
demonstraram maior densidade nuclear na JMT (IL2an, IL4d € IL7d), que sugere a atividade
nuclear diferenciada nessa regido (WEBSTER et al., 2020). Esses achados se
correlacionam com Williams et al. (2022) que descreveram os nucleos presentes na JMT
como transcricionalmente distintos.

Em contrapartida, a intervencdo do treinamento apos a imobilizacdo articular
demonstra ligeiro aumento na densidade mionuclear a partir da 32 sessdo de
treinamento. Nossos achados podem ser compreendidos como a especificidade nuclear,
visto que outro estudo relatou dois subtipos de nucleos na JMT com distintos genes
expressos, no qual demonstram diferentes comportamentos (aglomerados vs
distanciamento) e especificidade de acordo com ambiente regenerativo ou conturbado
(KIM et al., 2018Db).

Recentemente, Pimentel Neto et al., (2020) descreveram a presenca dos telécitos
da JMT em condicBes normais e ap6s 0 modelo experimental de treinamento resistido,
no qual seu posicionamento na JMT adjacente as células satélites sugerem a
contribuicdo dos teldcitos na regeneracao muscular. O delineamento experimental do
presente estudo focou no periodo agudo de remodelacdo, dessa forma, apesar de
prevista a presenca de teldcitos na interface miotendinea, foram observadas alteracées
nos teldcitos a partir da 12 sessao de treinamento.

As extensdes do corpo celular dos telécitos, os telépodos, conectam entre si e com
outras células préximas que permitem a conexao celular e com isso, constroem uma rede
intersticial tridimensional (MANETTI et al., 2019). Esses achados se correlacionam com
nossos resultados, visto que os telocitos demonstraram alinhamento ao longo da
interface miotendinea em todos os Grupos Experimentais, que indica o auxilio dos
telocitos na estabilizac&o estrutural da JMT.

O papel dos teldcitos nos processos regenerativos tem sido proposto devido sua
proximidade com terminagfes nervosas, vasos sanguineos, células satélites e miofibras
em remodelacdo (MANETTI et al., 2019; POPESCU et al., 2011; SANCHES et al., 2024).
Especificamente na JMT, os telécitos s&o descritos proximos as células satélites,

mitocondrias e vesiculas extracelulares que predizem a atividade paracrina para regular
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a remodelacdo nessa regiao (PIMENTEL NETO et al., 2020; PIMENTEL NETO et al.,
2024). A correlacdo entre teldcitos e células satélites se correlaciona com nossos
achados, que demonstraram a proximidade entre essas células em todos os Grupos
Experimentais positivos para Pax7.

As células precursoras miogénicas, comumente denominadas de células satélites,
permanecem em estado quiescente e expressam Pax7, no entanto, em situacfes de
dano tecidual sdo ativadas, passam pela proliferacdo e fusdo com o intuito de isso
promover a regeneracdo desse tecido (BELLAMY et al., 2014; BAZGIR et al., 2016). No
presente estudo a imunomarcacgédo das células satélites na JMT foi realizada no estado
guiescente (Pax7), no qual foi observada o acompanhamento no aumento do nimero de
telocitos e aumento em células satélites em todos os Grupos Experimentais, com maior
24 horas ap0s o treinamento ou livre movimentacao. Estes achados reforcam a possivel
contribuicao do teldcito na regeneracao da JMT.
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7. CONCLUSAO

Concluimos que o musculo estriado esquelético apresenta remodelacao estrutural
deletéria apos a imobilizacdo por 10 dias, enquanto a intervencao aguda do treinamento
em escada vertical promoveu repercussoes distintas em suas estruturas, no qual as
adaptacdes dos ndcleos, tecido conjuntivo intramuscular e fibras musculares
demonstram a especificidade adaptativa em promover o suporte funcional e estrutural
gue precede a regeneragcdo muscular. Em destaque, o treinamento demonstrou sua
importancia no periodo imediato da remobilizacdo, ao inibir a extensa progressao dos
efeitos atréficos. Enquanto que na JMT, demonstramos a especificidade da regido devido
as adaptacdes agudas provocadas pelo treinamento, as quais indicam o
desenvolvimento de um regeneracédo estrutural em direcdo ao retorno do estado
saudavel. Além disso, reforcamos a especificidade transcricional dos nucleos na JMT e
a contribuicédo dos télocitos no inicio dos processos regenerativos, devido a identificacéo
de telocitos e sua proximidade as células satélites na JMT no periodo agudo de

remodelacao.
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