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RESUMO

A juncdo miotendinea (JMT) é a area de transmissdo de for¢ga do tecido muscular
estriado esquelético para o tecido d6sseo, por meio dos tenddes, esta regido
associada a exercicios fisicos acomete alteragdes morfologicas no tecido conjuntivo
e muscular, além de apresentar menor indice de lesdes desportivas. O objetivo do
presente estudo consistiu em analisar as caracteristicas morfoldégicas da jungao
miotendinea do séleo de ratos Wistar adultos submetidos ao protocolo de exercicio
fisico resistido em escada vertical. Foram utilizados 30 ratos com 90 dias de idade
divididos aleatoriamente em trés grupos, (n=10): Grupo Sedentario (S); Grupo
Treinado (T) e Grupo Treinado/Sobrecarga (TS). Através das técnicas: microscopia
de luz, microscopia eletronica de varredura e microscopia eletrénica de transmissao,
de maneira a evidenciar, caracteristicas estruturais morfolégicas, aspectos
tridimensionais dos elementos estruturais e ultraestruturais e morfoquantitativos. A
partir destas técnicas e das mensuragbes realizadas durante o periodo de
treinamento, obtivemos resultados positivos correlacionando meédia de massa
corporea e aspecto dos treinamentos experimentais. Observamos no Grupo S
caracteristicas teciduais, estruturais e ultraestruturais da JMT, com tecido conjuntivo
pouco desenvolvido e poucos nucleos dos tendcitos proximos a interface, e também
invaginagdes sarcoplasmaticas pouco ramificadas. No Grupo T descrevemos
aumento de densidade nas células presentes na interacdo musculo-tendao,
principalmente no tecido conjuntivo com a presenga de fibras coldgeno mais
delgadas e melhor organizadas. Com relacdo ao Grupo TS a atividade celular
gradativamente maior pode ser notada, observamos um aumento na incidéncia dos
nucleos dos tendcitos alinhados proximos e perifericamente ao tecido muscular, que
teve ganho de magnitude longitudinalmente em suas fibras. Além de uma sintese
celular proveniente especificamente do modelo experimental de hipertrofia
observada ultraestuturalmente na JMT. Portanto este trabalho contribuiu para revelar
as caracteristicas da juncdo miotendinea quando induzida a exercicios fisicos e
exercicios fisicos resistidos, demonstrando a existéncia de especificidade no

treinamento a nivel celular.

Palavras Chave: Jungao Miotendinea, Soleo, Escalada, Hipertrofia.
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1. INTRODU(;AO
1.1 Tecido Muscular

O tecido muscular esquelético dos vertebrados tem sua origem nas células
mesodérmicas paraxial e ao iniciar o processo de desenvolvimento através da
formagdo dos mioblastos, existe apds oito meses de vida embrionaria a
concentragdo de miotubos, consequentemente ocorre o surgimento das miofibrilas,
um tecido composto por células multinucleadas e capazes de sintetizar um grande
namero de proteinas contrateis que desempenham fungdes para apoiar nos
tensionamentos musculares (RIGOARD, 2009; MINGUETTI, 1986).

O musculo estriado esquelético compde cerca de 30-50% de toda a massa
corpérea do ser humano e é o mais abundante na maioria dos mamiferos. Em
diferentes estagios de vida podem existir formas de uma célula muscular se
desenvolver, e pode ser por meio da hipertrofia, um aumento na magnitude das
fibras musculares, e por hiperplasia, uma sintese de novas células. Outra
capacidade do tecido muscular é a regeneragao, através das células satélites que
apos serem ativadas, vao diferenciar-se para fundir e formar células responsaveis
em restaurar o musculo (ROWLERSON, 2001; GONZALEZ-FREIRE, 2016; LE
MOAL, 2017).

Através de tecido conjuntivo as fibras musculares estdo agrupadas em trés
diferentes niveis de bainha, o endomisio componente basico que envolve cada
miofibrila. Para envolver um conjunto de miofibrilas, os caracterizados fasciculos, a
estrutura responsavel é o perimisio e por fim, o epimisio, com uma bainha mais forte
e resistente necessaria para agrupar todos os fasciculos, consequentemente todo o
ventre muscular (JARVINEN, 2005).

A forca de contracdo do tecido muscular € regulada através de uma
subunidade presente nos miofilamentos, os chamados sarcémeros, estes sao
delimitados pela Linha Z e contém ultraestruturas responsaveis pelo encurtamento
das fibras musculares, que ocorre por conta das proteinas contrateis, actina e
miosina, presentes nas bandas A e bandas | respectivamente. Por conta desta
estrutura altamente ordenada é possivel gerar forga e movimentos rapidos, duas
especificidades dos musculos (CRAIG; PADRON, 2004).
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A contracdo muscular é uma fungdo musculo esquelética que depende dos
filamentos de actina e miosina desempenhando uma hidrélise de ATP que
transforma a energia quimica em energia mecanica. Além disso, os filamentos dos
sarcOmeros necessitam de um preciso alinhamento dos arranjos que compdem e
ativam estas duas proteinas, as chamadas proteinas acessérias, como por exemplo;
tropomiosina e troponinas, proteinas associadas nos filamentos de actina que em
conjunto com as cabegas de miosina formam as pontes cruzadas, a-actinina
encontrada principalmente na Linha Z, miomesina e proteina-M, responsaveis por
conectar titina e miosina, a titina tem papel fundamental como proteina presente
paralelamente aos filamentos de miofibrilas (TAJSHARGHI, 2009; CLARK, 2002).

Um organismo que interfere principalmente na contragao voluntaria € a unidade
motora. Composta por um neurdnio que contém sua parte terminal ramificada, este
inerva-se nas fibras musculares para realizar a contracdo por meio de um estimulo
quimico. Para cada musculo existe uma relagéo entre neurdnios e fibras musculares,
ou seja, quanto maior a precisdo de movimento que o musculo necessita, menor o
namero de fibras inervadas por um neurdnio (ROSS; PAWLINA, 2008; KRAUSE,
2015).

Outra caracteristica a ser ressaltada sobre o tecido muscular sdo suas
predominancias de tipos de fibras, que variam de acordo com a analise feita, e s6
podem ser classificadas a partir da demonstracdo do método em especifico, mesmo
que haja uma correlagéo entre as tipificacbes e suas diferentes terminologias. Para
realizar a classificacdo de uma fibra oxidativa e glicolitica € necessaria uma reacao
metabdlica com a enzima succinato de hidrogenase e a partir do método
histoquimico, pode-se classificar as fibras de tipo |, tipo |l e seus subtipos, com a
afinidade acida e basica dos pH’s, respectivamente. Através do método bioquimico &
possivel correlacionar em sua maioria fibras de contragao lenta e oxidativa a fibras
do tipo |, entretanto nem sempre fibras de contragao rapida glicoliticas sao fibras do
tipo Ilb e fibras de contracao rapida e oxidativas-glicoliticas séao tipo lla (MINAMOTO,
2005).

O musculo soleo esta presente no interior da fascia na regidao posterior da
perna e apresenta aponeurose medial e lateral, decorrentes da parede anterior de
seu epimisio que esta direcionado distalmente no tecido muscular, ainda na parte
central deste musculo esquelético apresenta-se um tenddo intramuscular que é

responsavel para a formagao do tendao do calcaneo (PADRET, 2015).
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1.2 Tecido Conjuntivo

Classificado como tecido conjuntivo propriamente dito denso modelado, os
tendées sdo compostos por moléculas de tropocolageno que em agrupamento
formam as fibrilas e consequentemente as fibras colagenas. Cada molécula de
colageno é constituida por trés tipos de polipeptidios nomeados por cadeias a (alfa)
que agrupadas resultam em uma hélice triplice com aproximadamente 300 nm de
comprimento e 1.5 nm de diametro. E importante destacar que o tecido conjuntivo
esta presente em diversos lugares do nosso organismo, como por exemplo, tecidos
cartilaginosos, na cornea dos olhos, nas paredes arteriais, pele e tenddes
principalmente, que apresentam definigbes de acordo com sua posi¢ao anatdbmica
ao longo de todo o corpo e modulagdes de suas propriedades morfoldgicas,
moleculares e mecanicas de acordo com a especializagdo do tecido (GARTNER;
HIATT, 2014; KADLER, 1996; BIRCH, 2007).

A matriz extracelular (MEC) que compde o tecido tendineo assegura uma
conexao entre a célula do musculo e o tecido ésseo. Na MEC ocorre sintese protéica
através de sinais mecanicos que iniciam uma cascata de expressao génica,
transcrigcéo, tradugao e modificagdo do processo de pés tradugao para integrar estes
eventos. Com isso, fibrilas colageno e sarcOmeros apresentam alongamento e
atividade contratil a medida que os tecidos compartilham caminhos de sinalizacao,
que garantem uma transformacdo e adaptacdo coordenada desta atividade de
alongamento e contragdo nas estruturas, que ndo estdo bem descritas na literatura
(KJAER, 2004).

Ainda sobre a MEC podemos afirmar sua importdncia em sitiar alta
interatividade entre as macromoléculas, que realizardao proliferacdo celular,
quimiotaxia, diferenciacdo e adesdao, por meio dos fibroblastos, sendo este
responsavel pela sintese de colageno tipo | que compde os tenddes. Os tipos de
fibras colagenos sao diversas, como colageno tipo I, Ill, IV e outros, que estédo
presentes também no epimisio, perimisio e endomisio, tecido conjuntivo que reveste
0s musculos, essa interacao entre estes tecidos é importante para tolerar a absorcao
de mecanismos de forgas através da integridade dos arranjos fibrilares de colageno,
fibras musculares e MEC (VARGA, 1995; DIDERIKSEN, 2014; KJAER, 2004).
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Cerca de 60% da matriz extracelular do tenddo é composta por fibras
colageno tipo I, que conta ainda com pouquissima vascularizagdo em sua regiao e
um numero reduzido de tendcitos, que se apresentam mitoticamente inativos
(KOSTROMINOVA, 2009)

Por estar entreposto aos ossos e musculos o tecido tendineo tem grande
responsabilidade em transmitir a forca entre as duas estruturas por meio dos
tenddes proximais e distais, origem e inser¢cio, presentes em cada musculo. Estas
fixagdes tendinosas tem um aspecto branco brilhante com textura fibro-elastica,
proporcionando uma grande resisténcia a cargas mecanicas, devido a disposicdo em
paralelo das fibras colageno tipo |, em sua maioria (KANNUS, 2000;).

Existem estruturas especializadas no tecido conjuntivo que sdo fundamentais
e estdo localizadas nas superficies de contato com o 0sso e o musculo, nomeadas
de jungdo Osseotendinea e jungdo miotendinea. Ao ocorrer uma tensdo, a
capacidade do tecido de readaptar-se acontece por conta da sua flexibilidade frente
ao ambiente exigido por diversas atividades, da mesma maneira, quando
desempenha sua principal fungdo de gerar movimentos articulares através da forga
muscular, estes tenddes requerem relativa capacidade inextensivel sob cargas
fisiologicas. Outra especialidade funcional do tendao é armazenagem e liberagdo da
energia de deformacdo elastica, o que favorece a eficiéncia da locomogéao
(BALDINO, 2016; BIRCH, 2007).

1.3 Juncgao Miotendinea

A jungcao miotendinea (JMT) é uma regiao de unido entre musculo e tendao
altamente especializada com grande interagéo entre as células dos dois tecidos. Ao
se fazer a analise funcional separadamente, os filamentos do tecido muscular
produzem forca e o tecido tendineo, por meio das fibras de colageno carrega a
carga gerada passivamente, com isso caracteriza a transmissdo de for¢ca das
proteinas contrateis extracelulares para as proteinas de conexao intracelular
(KANNUS, 1992; TROTTER, 2002).

A juncdo miotendinea esta presente na extremidade distal do tecido muscular
em relagcao ao ventre, com diversas alteragdes estruturais na funcao, disposicao e

composi¢ao quimica desta interface (SIERRA, 2018).
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Esta area de interface é delimitada pela matriz extracelular e por dobras do
sarcolema, o que resulta em invaginagcdes e evaginagdes, necessdarias para o
aumento da area de contato entre as ultraestruturas da jungdo miotendinea e
caracterizam o0s processos celulares nomeados “finger-like process” que
morfologicamente sao identificados por filamentos de actina, que se estendem
desde a ultima linha Z e se conectam a proteinas do subsarcolema (CIENA, 2012;
KOJIMA, 2008; CHARVET, 2012).

Por conta desta interagdo em que a matriz extracelular se liga com o sarcolema
quando as proteinas da lamina basal se ancoram com miofilamentos de actina,
como talina e vinculina, através da Linha Z, ocorrem condi¢des favoraveis a diversas
alteragdes fisiologicas e patoldgicas. Estas modulagdes na regido da JMT podem ser
provocadas por cargas de treinamento aerdbio e por conta de alongamento induzido
do membro, que geram uma tens&do através da actina e miosina na contragéo
muscular, principalmente excéntrica (CURZI, 2015; KOJIMA, 2008).

O desenvolvimento da JMT ocorre a partir das contragdes e for¢ca gerada pelas
células musculares durante as ultimas semanas de vida intrauterina e as primeiras
do periodo neonatal. As interagcdes entre os mioblastos e elementos da matriz
extracelular influenciam diretamente na morfogénese da jungdo miotendinea que
também é modulada por sinalizag&o local via distribuigdo de acido retinéico (CIENA,
2012; RODRIGUEZ-GUZMAN, 2007).

Um dos papéis desempenhado pelas interdigitagdes consiste em um trabalho
mecanico de correlagdo musculo-tendinea para controlar, posicionar e estabilizar as
articulagdes, armazenar e liberar energia elastica. Além de apresentar alteragbes
teciduais através da transmissao de forga, que resulta em variagdes em magnitude,
frequéncia e duragao da carga suportada pela membrana celular (TROTTER, 2002;
TIDBALL, 1991).

A disposicao das fibras musculares na regiao da JMT pode ser caracterizada
pela presenca de fibras de contragao lenta ao longo do tecido muscular, terminando
estas proximas a interface musculo-tendao, em contrapartida, as fibras de contragao
rapida estao proximas do tendao, para que desempenhem seu papel de transmitir a
forca gerada proporcionalmente ao endomisio e fibras musculares adjacentes
(CURZI, 2013).

Lesbes musculo esqueléticas sdo recorrentemente associadas a regidao da

jungao miotendinea, pois estudos com humanos e modelos experimentais mostram
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esta suscetibilidade, que pouco é compreendido e estudado a respeito desta relagao
(SHARAFI, 2011).

Pesquisas que apontam lesbes musculares de diversas atividades esportivas,
através de imagens radiograficas, relacionam como a JMT é superiormente afetada
por traumas em comparagcdo com o ventre muscular. Na literatura ha pouco
conhecimento existente entre a relacdo de exercicios com a plasticidade tecidual e
vias de sinalizagdo da JMT, dificultam a compreensao das respostas da JMT ao
exercicio muscular que reduzam as lesdes e riscos durante a atividade de
treinamento ou resulte em reabilitacao funcional apds trauma nos tenddes (CURZI,
2016).

1.4 Atividade Fisica e Exercicio Fisico

A atividade fisica faz-se presente desde a antiguidade, com finalidade de
atender as necessidades da época, como por exemplo; atividades militares,
religiosas, educacionais e agdes utilitarias do periodo histérico. Paralelamente a
evolugdo de nossa sociedade ao longo da histéria, ocorreu o desenvolvimento da
Ciéncia do Treinamento Desportivo, utilizada nas olimpiadas da Grécia Antiga, em
exércitos feudais (Idade Média) e na idade moderna até o inicio do século XX, com o
comego da periodizagao sistematica na Alemanha e URSS. Atualmente &
imprescindivel para o0 homem no combate e prevengdo do estresse, ansiedade,
sedentarismo, obesidade e diversas doencas (SIGOLI & DE ROSI, 2004; MINOZZO,
2008; SEQUEIROS, 2005; ANTUNES, 2006).

Apesar da similaridade entre atividade fisica e exercicio fisico, existe a
importancia em contextualizar as diferengas entre os conceitos. Ambos adotam o
principio de realizar qualquer movimento através dos musculos esqueléticos que
proporcionem gastos energéticos, entretanto, somente o exercicio fisico é planejado,
estruturado, repetido e intencional com um propésito final a ser alcangado
(CASPERSEN, 1985; CHEIK, 2003).

De fato o exercicio fisico pode ser compreendido e classificado de duas
formas, em aerdbio e anaerdbio, basicamente trata-se respectivamente de um treino
de baixa intensidade e prolongada duragcdo e de alta intensidade e
intermitentemente. Esta intensidade esta relacionada a tensdo muscular que resulta

em diferentes adaptacbes através de ambas as classificacbes de treinamentos
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como; aumento mitocondrial, densidade capilar e, com o exercicio resistido
conseguimos obter sintese de proteinas miofibrilares, aumento da contratilidade e
hipertrofia muscular (KHAMOUI, 2016).

O treinamento resistido € um importante método para a hipertrofia muscular e
aperfeicoamento da forca, para isso o programa de treinamento necessita ser
realizado progressivamente e se atentar as variaveis do exercicio; intensidade,
volume, duracgao e frequéncia, com propdsito de produzir continuo aumento de forga
e do tamanho do musculo estriado (KRAEMER et. al., 2002; MANGINE, 2015).

Diversos estudos foram publicados durante os anos com fim de examinar uma
ou mais variaveis sobre o treinamento resistido e o suporte que ele proporciona para
evolugdes progressivas na forga e desempenho muscular, estes corroboraram com a
ampliacdo sobre o conhecimento que se tinha sobre o assunto. As contribuicbes
literarias ao estarem preocupadas com os objetivos do individuo, capacidade fisica e
seu nivel de treino, provocam adaptacdes positivas em diversas capacidades fisicas
e mensuragdes da performance motora (RATAMESS et. al., 2009)

Existe uma relagdo em ganhos de forga muscular e hipertrofia ao prescrever
os exercicios sistematicamente, com a finalidade de incrementar os conceitos de
principio de sobrecarga e a proporcionalidade de esforgo e recuperagdo. Para que
isso ocorra pode ser usada a periodizacdo linear, que é dividida em ciclos;
macrociclos, mesociclos e microciclos, mas nem mesmo esta afirmacao esta bem
estabelecida, ja que estudos mostram similaridade nos ganhos entre grupos nao
periodizados (PRESTES, 2009; FONSECA, 2014).
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2, OBJETIVO GERAL
O objetivo do presente estudo consistiu em analisar as caracteristicas
morfolégicas da jungdo miotendinea do musculo séleo em ratos Wistar submetidos

ao protocolo de exercicio resistido em escada vertical.

21 Objetivos Especificos

e Revelar as caracteristicas estruturais da jungdo miotendinea do séleo através
do método de microscopia de luz com as colora¢cdes de Hematoxilina-Eosina (HE) e
Picro-Sirus;

eDescrever aspectos tridimensionais da jungdo miotendinea do soleo pelo
método de microscopia eletrénica de varredura;

e Demonstrar os elementos ultraestruturais das organelas citoplasmaticas e da

matriz extracelular através da microscopia de transmissao.
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3. MATERIAIS E METODOS

31 Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar adultos com 90 dias de idade, que ao serem
divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais:

¢ Grupo Sedentario (S) (n=10): os animais nao foram submetidos ao protocolo
de treinamento.

e¢Grupo Treinado (T) (n=10): os animais foram submetidos ao protocolo de
treinamento sem a sobrecarga.

e Grupo Treinado Sobrecarga (TS) (n=10): os animais foram submetidos ao

protocolo de treinamento, com adicdo de sobrecarga progressivamente.

Todos os animais foram originarios do Biotério Central da UNESP — Campus
de Botucatu e mantidos em gaiolas com 5 ratos cada no Biotério Setorial do
Laboratério de Morfologia e Atividade Fisica (LAMAF) do Departamento de
Educacao Fisica do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro.

A temperatura foi controlada a 23+2 °C em periodos claros/escuro de 12 horas
e todos os animais alimentados com ragédo e agua “ad libitum”. Os procedimentos
apresentados nesse estudo foram previamente submetidos e aprovados pelo Comité
de Etica e Pesquisa com Animais (Comiss&o de Etica no Uso de Animais - CEUA)
(n° 3873) do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista — Campus
Rio Claro-SP.

3.2 Mensuragao da Massa Corpérea e Massa Muscular

3.21 Massa Corpérea

A massa corporea dos animais foram mensuradas semanalmente (Balanca
digital SF — 400 TOMATE) durante o periodo experimental. Para a elaboragdo das
sobrecargas, foram utilizadas no grupo TS pesos de chumbo, fixados a regiao
proximal da cauda do rato, equivalentes a massa corporal de cada animal, os quais
foram aferidos e corrigidos semanalmente. Com os dados obtidos foi realizada a
analise estatistica através do software GraphPad 6.0, adotou-se o método ANOVA
Two way e pos teste de Bonferroni, o nivel de significancia estabelecido foi de
p<0,05.
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3.2.2 Massa Muscular

A massa do musculo sdleo foi mensurada apds a dissecacdo dos animais,
com auxilio de uma balanga semi-analitica (Marte LC-1), e os dados foram
prontamente registrados no software Microsoft Office Excel para obtengcao da média
de massa muscular e desvio padrdao de cada grupo. Com os dados obtidos foi
realizada a analise estatistica através do software GraphPad 6.0, adotou-se o
método ANOVA One way e pos teste de Bonferroni, o nivel de significancia

estabelecido foi de p<0,05.

3.3 Protocolo de Treinamento

3.3.1 Escada Vertical

A escada vertical utilizada no protocolo de treinamento para realizagdo das
escaladas, tem como dimensdes; 100 x 110 cm de altura, 2 cm de espagamento
entre os degraus, 80° de inclinagado vertical em relagao ao solo, em seu topo se
encontra um alojamento quadrado (20 x 20 x 20 cm), onde 0s animais permanecem
temporariamente durante o periodo de descanso entre as escaladas (séries) e no
solo um compartimento foi encaixado a base da escada para direcionar a trajetéria
do animal para que possa ser colocado no ponto de partida da série (KRAUSE et.
al., 2016).

3.3.2 Adaptacao ao Treinamento

Na 1° semana os animais dos Grupos Treinado e Treinado Sobrecarga foram
adaptados ao protocolo de treinamento. Na adaptacéo a escada vertical foi usada
para a realizacdo das escaladas e para esta seria exigido dos ratos 8-12
movimentos para considerar valida. No Grupo T a adaptacao consistiu na escalada
com ponto de partida definido na metade da escada, apds 5 tentativas concluidas os
animais iniciaram as séries no ponto de partida (compartimento encaixado na base
da escada) sem sobrecarga, no topo da escada (local de descanso) os animais
finalizam em uma camara de alojamento onde eles permanecem durante 60
segundos entre cada escalada.

No Grupo Treinado Sobrecarga o procedimento foi 0 mesmo porém com um

aparelho de sobrecarga (peso) fixado a porgao proximal da cauda com auxilio de fita
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auto-adesiva juntamente a um mosquete. O aparelho de sobrecarga consiste em
uma chumbo com peso de 50% da massa corpdérea de cada animal. Os animais
tiveram estimulos manuais (toque na cauda) para completar as escaladas
(HORNBERGER, T.A.; FARRAR, R.P., 2004).

3.3.3 Teste de Capacidade de Carga Maxima Carregada

Na 2° semana o Grupo Treinado/Sobrecarga foi submetido a uma avaliagdo de
capacidade de carga maxima carregada (CCMC), que consiste em dois testes, com
objetivo de definir a carga maxima que o animal suporta no inicio e ao final do
experimento.

O 1° teste envolve uma escalada inicial com transporte de uma sobrecarga
com 50% da massa corporea do animal, apds a conclusdo dessa escalada o animal
teve 120 segundos de descanso no topo da escada, em seguida 30 g sé&o
adicionados ao aparelho de sobrecarga fixo a cauda a partir da segunda escalada,
este procedimento foi sucessivamente repetido até que o animal ndo consiga
concluir a escalada (exaustao) mesmo apos 3 tentativas com estimulo e pausas de
60 segundos, para caracterizar uma tentativa. A maior carga realizada durante a
ultima escalada foi considerada a capacidade de carga carregada maxima do animal
e para certificar a relevancia do peso predeterminado, um segundo teste foi
realizado com 50% da carga obtida no primeiro teste, foi dado um intervalo de 3 dias
entre os dois primeiros testes, caso haja uma grande diferenga entre os mesmos um
terceiro teste sera efetuado. Os dados obtidos através deste método usado na
pesquisa, tiveram andlise estatistica feita com método Unpaired T-test no software
GraphPrismPad 6 (HORNBERGER, T.A.; FARRAR, R.P., 2004).

3.3.4 Treinamento Experimental

O protocolo de treinamento teve inicio na semana apés a adaptagao e a
obtengao da carga maxima carregada durante os testes de avaliagao. Os animais do
grupo Treinado iniciaram 0 mesmo processo de treinamento do grupo Treinado
Sobrecarga porém sem a sobrecarga. Durante as 4 primeiras escaladas, os animais
realizaram o procedimento com 50%, 75%, 90%, e 100% da sua massa corporal
averiguada semanalmente, respectivamente, para cada escalada os animais devem
realizar de 8-12 movimentos dindmicos. Durante as escaladas subsequentes a

sobrecarga de 100% (4° escalada) sera adicionado 30 g de pesos de chumbo
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progressivamente até que o animal entre em estado de exaustdo ou até que
complete as 9 escaladas. Este protocolo foi repetido 3 vezes por semana durante o
periodo de 8 semanas, com um total de 24 sessbes de treinamento ao final
(HORNBERGER, T.A.; FARRAR, R.P., 2004).

34 Microscopia de Luz

Apés a realizagao do protocolo experimental foram utilizados 5 animais de cada
grupo eutanasiados com overdose de anestésico via intraperitoneal (Ketamina — 200
mg/kg e Xilasina - 50 mg/kg). Em seguida foram dissecadas amostras da jungao
miotendinea do séleo e criofixados em nitrogénio liquido, através do posicionamento
das amostras em superficie de cortica estabilizadas com cola biolégica e untadas em
talco neutro (Tragacanth, SIGMA) para prevenir artefatos e armazenagem feita em
Freezer -80° C. Apds esta etapa foram realizados cortes longitudinais de 9 um de
espessura (Criostato HM 505 E, MICROM), coradas com a técnica de Hematoxilina-
Eosina para destaque dos componentes celulares e Picro-sirius para identificacdo do
tecido conjuntivo associado. Para obtencdo das imagens, foram realizadas as
fotografias no Laboratério de Bioquimica na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — Campus de Rio Claro (JUNQUEIRA; BIGNOLAS e BRENTANI,
1979; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

Foram utilizados 3 animais de cada grupo experimental, apds serem
eutanasiados com uma overdose de anestésicos via intraperitoneal (Ketamina — 200
mg/kg e Xilasina — 50 mg/kg) as amostras da jung&o miotendinea do musculo sdéleo,
foram imersas em  solugdo de Karnovsky modificada (glutaraldeido 2.5%,
paraformoldeido 2%, em solugéo de Cacodilato de sddio a 0.1M, pH 7.4), durante 24
horas, a 4°C, de acordo com o método relatado por Watanabe e Yamada (1983). As
amostras da jungcao miotendinea, apds fixagdo, foram submetidas a técnica de
criofratura, mediante ao congelamento em nitrogénio liquido (BOLINA et al., 2013).
As amostras criofraturadas foram lavadas de 12 a 24 horas em solugdo tampao
fosfato de sddio, pds-fixadas em solugao de tetréxido de ésmio, sendo desidratadas
em séries crescente de alcoois (60% ao 100%) seguida de imersao em solugao de

acetato de isoamila 3h, a 4°C, e secas em aparelho ponto critico Balzers CPD-30,
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utilizando CO; liquido (DURO et al., 2012; BOLINA et al.,2013). As amostras serao
montadas em bases metdlicas apropriadas e cobertas com ions de ouro em
aparelho Balzers SCD-040, e examinadas em microscopio eletrénico de varredura
TM 3000-Hitachi, do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho” — Campus de Rio Claro.

3.6 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Foram utilizados 2 animais de cada grupo experimental, eutanasiados através
de uma overdose de anestésicos via intraperitoneal (Ketamina — 200 mg/kg e
Xilasina — 50 mg/kg) as amostras da JMT (3mm3) do musculo sdéleo serao
dissecadas e imersas em solugao de Cacodilato de sddio a 0.1M, pH 7.4), durante
48 horas a 4°C.

Posteriormente as amostras foram pds-fixadas com solugéo de tetroxido de
6smio a 1% durante 2 horas, a 4°C (CIENA et al., 2010), lavadas com solugao Salina
0,9% por trés vezes e fixadas com a solugéo de Acetato de Uranila a 0.5% durante
12 horas, a temperatura ambiente e na auséncia de luminosidade. Em seguida, as
amostras foram submetidas a desidratacido em série crescente de alcoois a partir do
70%, 80%, 90% e 95% (1x), alcool etilico absoluto (4x) com banhos de 15 minutos

cada, e em Oxido de Propileno (2x) por 15 minutos.

Apds a desidratacdo as amostras permaneceram 1 hora em uma mistura de
resina (Low Viscosity Embebbing Media Spurr's Kit Electron Microscopy Sciences,
USA) e Oxido de Propileno na proporcdo de 1:1, sob agitagdo, em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, a resina foi novamente trocada para proporcao de 3:1
durante 1 hora e 30 minutos, posteriormente em resina pura durante 12 horas em
temperatura ambiente com auséncia de luminosidade. Apds essa etapa as amostras
foram aquecidas por 1 hora em estufa a 37°C, com frasco aberto para total

evaporacao de liquidos das amostras.

Para a inclusdao das amostras em moldes retangulares de silicone, que foram
preenchidos por resina pura e mantidos por 3 dias em estufa a 60°C para
concretizar-se a polimerizagao do bloco. Os blocos foram trimados para a realizagao
de cortes semifinos de 10um em ultramicrétomo (Leica Ultracut UCT, Germany), e

corados com o método de azul de toluidina 1%. As imagens foram obtidas por meio
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do fotomicroscépio Carl Zeiss Microimaging (Axiokop 40, Goéttingen, Alemanha).
Apds selecionada a area de interesse, serao realizados cortes ultrafinos de 60
nandmetros em ultramicrotomo, que serdo coletados em telas de cobre de 200
“‘mesh” (Sigma-Aldrich, USA) e, contrastados com a solugdo de acetato de uralina a
4%, por 3 minutos, lavados em agua destilada, contrastados em solugado aquosa de
citrato de chumbo a 0.4% por 3 minutos e lavados em seguida com agua destilada
(CIENA et al., 2012). As telas serao examinadas através do microscopio eletrdnico
de transmissao Philips CM 100, Laboratério de Microscopia Eletrénica Aplicada a
Pesquisa Agropecuaria (NAP/NEPA) na Escola Superior de Agricultura “Luiz de

Queiroz” (ESALQ) da Universidade de Sao Paulo — Campus Piracicaba.
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4. RESULTADOS

4.1 Massa Corporea

Durante a realizagdo do protocolo a mensuracdo dos animais foi realizada
semanalmente, com os dados reunidos, foram entdo avaliados e o protocolo foi
dividido em trés periodos (P1, P2, P3), o primeiro periodo (P1) foi definido antes do
inicio da primeira semana do protocolo, o segundo periodo (P2) se refere a quarta
semana de aplicagdo do protocolo e a ultima avaliagdo (P3) ocorreu na oitava e

ultima semana de protocolo.

MASSA CORPOREA
GRUPOS PERIODO 1 PERIODO 2 PERIODO 3
S 337,6 £ 28,0 367,6 £ 31,2* 415,4 + 35,4
T 354,3 £41,0 404,2 42,3 427,3 £ 50,5
TS 366,2 + 43,7 416,9 + 53,7* 461,2 + 57,1

Tabela 1. Médias e desvio-padrdes de massa corpdrea (g) de cada grupo experimental no inicio, durante e ao
fim do protocolo. (*) Two-way ANOVA pés teste Bonferroni = p<0,05. (Fonte: autoral).

Apods realizar a segmentagao dos periodos observou-se que entre P1 e P2, o
Grupo S apresentou um aumento de 8,8% na média das massas, o Grupo T 14 % e
o Grupo TS 13,8%.

Ao analisar as mensuracoes feitas entre os periodos P2 e P3, resultou nas
seguintes porcentagens de aumento de massa, Grupo S 13%, Grupo T 5,7% e
Grupo TS 10,6%.

Foram realizadas as comparagdes entre a pesagem da primeira semana e a de
encerramento do protocolo (P1 x P3), com o intuito de averiguar o percentual de
diferenga entre os grupos durante todo o experimento, onde o Grupo S apresentou

um incremento de massa corporea de 23%, o Grupo T 20% e o Grupo TS 26,1%.
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Grafico 1. Percentual da massa corporea dos animais entre cada periodo. (Fonte: autoral).

4.2 Massa Muscular — Séleo

Foram mensuras a massa muscular do soleo dos grupos experimentais, os
resultados (Tabela 2) indicam a média mensurada e desvio-padrdao. A analise
estatistica (ANOVA One way pos teste Bonferroni) ndo apresentou significancia em
p<0,05 para a comparag¢ao entre os grupos.

Séleo
Grupos Médias
S 0,200 + 0,0335
T 0,208 + 0,0243
TS 0,204 + 0,0295

Tabela 2. Médias e desvio-padrdes da massa muscular (g) do séleo dos grupos experimentais. (Fonte: autoral).

4.3 Analise do Teste de Capacidade de Carga Maxima Carregada

O Grupo TS realizou o teste de CCMC, antes da aplicacdo do protocolo e
depois das oito semanas de realizagdo do mesmo, no primeiro teste (Teste 1) a
média das cargas carregadas foi de 332,6 + 66,6 gramas, no teste feito apds o
treinamento experimental (Teste 2) houve um aumento (p<0,0001) de 95,6% ao

atingir uma média de 650,8 + 241,1 gramas dentre os 10 animais.
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Grafico 2. Gréfico das cargas maximas carregadas (g) pelo Grupo TS no inicio e ao fim do protocolo. (*)Unpaired
Teste t = p<0,0001 (Fonte: autoral).

4.4 Microscopia de Luz

Através das técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE), Picro-sirius (PS) podemos
evidenciar a regido de interface da JMT. As caracteristicas estruturais celulares com
adaptacdes decorrentes do protocolo de treinamento em escada vertical estao
expostas na Figura 1.

No Grupo S foram observadas as interacbes da JMT e as particularidades dos
tecidos que compde a regiao verificada. O tecido conjuntivo apresenta aglomeragdes
dos nucleos dos tendcitos na regiao adjacente as fibras musculares da jungao e em
menores proporgdes na regido distal a JMT (Fig. 1A). Com a técnica de PS foi
possivel identificar o tecido tendineo lateralmente ao tecido muscular e sua
comunicacgao tecidual na regido central com predominancia de fibras musculares nas
laterais da JMT (Fig. 1D).

Ao evidenciar no Grupo T as adaptacdes celulares nos tecidos musculares e
colageno, é preciso apontar a presenga de uma maior aglomerac¢ao de nucleos dos
tendcitos e o crescimento longitudinal dos fasciculos musculares, o que contribui
com o aumento na area de contato da JMT (Fig. 1B). E possivel visualizar em
amarelo o tecido muscular e com tonalidade mais escura o tecido conjutivo, esta
consegue indicar claramente a regido de jungao dos tecidos (Fig. 1E).

No Grupo TS foi possivel revelar uma maior organizagéo celular dos tecidos
que compde a JMT. A disposicdo alinhada dos nucleos dos tendcitos atribui

aspectos uniformes do tecido conjuntivo que aparece adjacente ao tecido muscular,
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que também apresentou uma maior densidade de nucleos nas fibras que constituem
os fasciculos periféricos a JMT (Fig. 1C). Maior espessura do endomisio pode ser

notada na técnica de PS deste grupo (Fig. 1F).

Figura 1. Microscopia de Luz. Grupo Sedentario (A e D), Grupo Treinado (B e E), Grupo Treinado Sobrecarga (C
e F). Letras (T) e (M) representam tendao e musculo respectivamente. Nucleos dos tendcitos (setas) e JMT
(cabegas de seta). Hematoxilina-Eosina (A, B, C) e Picro-Sirius (D, E, F). (Fonte: autoral)

4.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

A jungdo miotendinea do musculo soéleo dos trés grupos experimentais foi
submetida a técnica de criofratura para apontar aspectos tridimensionais da regiao.

No Grupo S foi possivel identificar os feixes de fibras musculares e sua
organizagao em fasciculos e, a disposi¢cao do tecido colageno em conformidade com
o musculo (Fig. 2A).

No Grupo T foi observado a regido de transicdo das fibras musculares e
tendineas que formam a JMT, com extensa interagcdo em sua superficie muscular
das fibras de colageno (Fig. 2B).

No Grupo TS observaram-se as disposi¢cdes paralelas e obliquas das fibras
musculares em sua regiao distal préximo aos feixes de colageno do tendao. Notam-
se em destaque a estreita relagdo entre os feixes de fibras colagenas na

extremidade distal das fibras musculares o que forma a JMT (Fig. 2C).
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Figura 2. Microscop rénica de Varredura. JMT do musculo séleo dos Grupos Sedentario (A)
Treinado Sobrecarga (C). Indicagdes das células musculares (M) e tendineas (*). (Fonte: autoral)

, Treinado (B),

4.6 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Através da microscopia eletrbnica de transmissdo observaram-se a nivel
celular as adaptacdes ultraestruturais da JMT do musculo séleo de todos os grupos
experimentais e suas caracteristicas.

No Grupo S observaram-se a organizagao dos feixes de miofilamentos que
constituem os sarcOmeros em séries e na matriz extracelular as células tendineas
em destaque aos seus respectivos nucleos dos tendcitos, bem como o reticulo
endoplasmatico rugoso na area da JMT (Fig. 3A). Em maior aumento na interacao
musculo-tendao foram reveladas dobras no sarcolema, formadas por feixes de
miofilamentos protéicos denominados de evaginagdes sarcoplasmaticas,
provenientes da matriz extracelular, longas e delgadas projegbes conjuntivas
paralelas denominadas de invaginagdes sarcoplasmatica (Fig. 3B).

No Grupo T notaram-se a presenga de grupamentos mitocondriais nas
extremidades da célula muscular em proximidade aos feixes de fibras colagenos,
assim como a presenca de tendcitos com formatos fusiformes situados proximos a
JMT na ampla area de fibrilas de colageno (Fig. 3C). Em destaque, a adaptacéo dos
tecidos envolvidos na interface da JMT pode ser notada nos sarcémeros dispostos
em série, com uma maior densidade na tonalidade das linhas Z e
concomitantemente a organizacdo no arranjo das evaginacbes e invaginacdes
sarcoplasmaticas presente principalmente na regiao central da JMT (Fig. 3D).

No Grupo TS revelaram na regiao da JMT a presenca de mioblasto em
desenvolvimento perifericamente a fibra muscular adulta, com grupamentos
mitocondriais periféricos, adjacentes ao nucleo, com caracteristica de fusdo entre
células musculares (Fig. 3E). Em maior aumento foram notadas a organizagédo das
dobras no sarcolema, com disposicao longitudinalmente na célula muscular em toda

interface da JMT, com aumento nos comprimentos e espessuras das invaginagoes e
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evaginagdes sarcoplasmaticas e na densidade dos sarcémeros em série proximos a
regido da JMT (Fig. 3F).

Figura 3. Microscopia Eletronica de Transmissdo. Grupo Sedentario (A-B), Grupo Treinado (C-D), Grupo
Treinado Sobrecarga (E-F). Indicacdes referentes ao grupamento mitocondrial (M), reticulo endoplasmatico
rugoso (R), nucleo dos tendcitos (T), tecido colageno (C), nucleo das células satélites (N). Indicagdes das
evaginagdes sarcoplasmaticas (cabecgas de setas), invaginagbes sarcoplasmaticas (setas), sarcomeros em série
(*). (Fonte: autoral)
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5. DISCUSSAO

O exercicio fisico traz diversas contribuicbes para quem o pratica e através
deste estudo, demonstramos o comportamento da JMT frente a estimulos de
exercicios fisicos e exercicios fisicos resistidos induzidos através do treinamento em
escada vertical e analisamos as caracteristicas morfolégicas estruturais,

tridimensionais e ultraestruturais da JMT.

A diferenca entre exercicios aerébios e resistidos que a pesquisa coloca, esta
presente ao evidenciarmos a massa corpdrea dos animais e, constatar que os
percentuais do inicio para o fim do protocolo correspondem a especificidade de cada
grupo experimental. Nossos achados frente ao menor percentual de aumento da
massa corporal apresentado pelo Grupo T, corroboram com o estudo de Machado et
al. (2014), que apontou a eficacia do treinamento aerdbio concorrente na diminuigao
da composi¢cao corporal. Referente a comparagdo entre S e TS conseguimos
confrontar os resultados de Hornberger and Farrar (2004) em que néao foi
apresentado significativa divergéncia de valores entre o peso inicial e final dos dois
grupos experimentais, em contrapartida o presente estudo apresentou uma maior
porcentagem da massa corporal do Grupo TS em relagdo ao S, entretanto este
ganho é decorrente ao exercicio resistido ao contrario da inatividade fisica dos
animais sedentarios. Vale ressaltar que o peso inicial dos grupos experimentais
diferiu do nosso estudo para Hornberger, mas a proporcionalidade foi praticamente a
mesma, pois do comeco ao fim do protocolo o Grupo TS apresentava uma média de
massa corpérea maior em relagdo ao Grupo S, ao contrario do estudo referencial,
em que o grupo submetido ao protocolo de hipertrofia encontrava-se com média
inferior comparado aos animais do grupo controle. Ao discutirmos os dados
expressados na massa do musculo séleo e compararmos com o estudo realizado
por Tamaki et al. (1992), que promoveu sessdes de treinamento aerdbio (sprint) e
resistido (squat) e analisa a massa do séleo, que obteve bem como em nosso

trabalho o peso do Grupo TL (aerébio) foi superior ao Grupo TS (resistido).

Como descrevem Krause et al. (2016) é de extrema importancia realizar a
comparagao entre a carga de treinamento do inicio com o fim do protocolo, através
de testes de carga maxima alcangada, assim como fizeram Hornberger and Farrar

(2004), que obtiveram um incremento na capacidade de carga maxima carregada de
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287%, resultado adverso ao achado de nossa pesquisa que revelou um aumento
médio de 95,6% entre os animais do Grupo TS. Esta disparidade é notavel por
aplicarmos o teste duas vezes durante o experimento enquanto o estudo prévio
aplicou em todas as sessdes de treinamento durante as oito semanas. Nao podemos
relatar como um resultado negativo, uma vez que ndao ha uma teoria cientifica
concreta sobre qual método esta correto, pois segundo Krause et al. (2016) os
humanos precisam de familiarizagdo com os testes e para os animais nada sabemos
sobre a veracidade deste fator, apenas que ambos devem estar altamente
estimulados. Outra diversidade que podemos observar é de dois objetivos
completamente divergentes onde o atual estudo, apenas utiliza a escada vertical e o
treinamento resistido para analisar adaptagées na interface musculo-tendao frente
ao exercicio fisico e a pesquisa usada para embasamento possui outro viés, ao
analisar se a escada vertical poderia incrementar resultados similares a hipertrofia

muscular nos animais.

As estruturas celulares apresentadas através das microscopias de luz e
eletrbnica de varredura demonstram amplas adapta¢des geradas na JMT devido ao
protocolo experimental, que exigiu dos Grupos T e TS diferentes volumes e
intensidades de contragbes musculares, pois segundo Curzi et al. (2012)
treinamento de forga excéntrica ou exercicios de corrida com modelo experimental,
apresentam resultados de modulagdes na arquitetura dos dois tecidos envolvidos
durante as contragdes musculares e em repouso ocorre 0 aumento no comprimento
do fasciculo, corroboram entdo as caracteristicas presentes em cada grupo
experimental e suas respectivas microscopias, que evidenciaram diferentes
resultados devido a finalidade e especificidade de cada exercicio realizado pelos

animais.

Os aspectos encontrados no Grupo Sedentario através das analises
ultraestruturais demonstram resultados semelhantes aos achados de Ciena et al.
(2012) em que revelaram as caracteristicas da JMT durante o desenvolvimento ao
nascimento, fase adulta e com o envelhecimento. Além disso, descrevem a presenca
de invaginagdes sarcoplasmaticas mais longas que os sarcédmeros, correspondem

ao mesmo que as ancoragens das invaginagdes nas linhas Z também observadas e
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descritas no presente estudo e também, as duas pesquisas apontam na regido

citoplasmatica o reticulo endoplasmatico rugoso.

Além da similaridade entre as descrigdes ultraestruturas da JMT de Ciena et al.
(2012) e o Grupo T, quando confirmadas a disposi¢do de tenécitos em uma grande
area de colageno e fora da matriz extracelular e os grupamentos mitocondriais.
Podemos destacar também a organizagdo e o aumento dos “finger-like processes”
provocadas pelo exercicio fisico e descritas pela primeira vez por Kojima et al.
(2008), que em sua pesquisa realizou procedimentos aerdbios nos animais e discute
que estas invaginagcbes e evaginagbes sarcoplasmaticas recebem contragbes
musculares o que causa uma imediata resposta ao aumento da tensdo e da area de
contato musculo-tendao, estas modificacbes acarretadas por meio de diferentes
intensidades de exercicio na plasticidade da JMT sao confirmadas por Curzi et al.
(2016).

O Grupo TS demonstra ultraestruturalmente as diferentes e amplas adaptacdes
da JMT submetidos ao treinamento resistido. Diversos estudos que abordam a
progressividade da carga em animais submetidos a treinamento em escada vertical
sdo encontrados na literatura (Yarasheski et al., 1990; Hornberger and Farrar, 2004;
Lee et al., 2004; Harris et al., 2010). Entretanto ndo abordam sobre as
consequéncias da hipertrofia frente a JMT, que é a principal area do aparelho
locomotor, contudo, Curzi et al. (2016) ao realizar uma discussdo sobre as
ultraestruturas da interacdo musculo-tendao, do desuso ao exercicio, aponta as
contracdes excéntricas como principal mecanismo de mudanga na plasticidade
tecidual da JMT, uma vez que estas contragdes interferem no angulo dos fasciculos
musculares e aumentam significativamente a regido de transmisséo de forga a partir
da duracdo do treinamento, e estdo presentes no protocolo deste estudo. Por isso
podemos descrever as adaptagdes morfologicas da JMT no Grupo TS uma alta
atividade celular presente, por encontramos tecidos em desenvolvimento e fusao

celular ocorrendo na regido.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que ocorrem adaptagdes da interface musculo-tendao em modelo
experimental de hipertrofia muscular, além da organizagdo dos sarcémeros em série,
0 que demonstra a existéncia de especificidade nas modalidades de treinamento na
principal area anatémica do aparelho locomotor. Novos estudos em continuidade
sao necessarios para explorar os mecanismos envolvidos nesta plasticidade e para

elucidar os fatores que influenciam as adaptacées sarcoméricas.
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ANEXO A — COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

unes A#;ig UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA  COMISSAO DE ETICA
“JULIO DE MESQUITA FILHO” NO USO DE ANIMAL
Campus de Rio Claro CEUA - 1B~ UNESP - CRC

DECISAO CEUA N° 19/2016

Instituicdo: UNESP - IB - CRC Departamento: Educacao Fisica
Data de Registro CEUA: 02.05.2016

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Adaptacdes morfolégicas na jungdo
miotendinea do sodleo de ratos Wistar adultos submetidos ao protocolo de
treinamento em escada vertical”, protocolo n® 3873, sob responsabilidade de Adriano
Polican Ciena (Pesquisador Responsavel) e Jossei Soares de Sant’Ana (Orientando), que
envolve a produgdo, manutengdo e/ou a utilizagédo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n
6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal ( CONCEA).
Subprojeto(s) vinculado(s): ==.==

| Colaboradores: |
A Comiss@o de Etica no Uso de Animal - CEUA do Instituto de Biociéncias da UNESP —

Campus de Rio Claro, em sua 28° reunido ordinaria, realizada em 22.06.2016

) A;lmrovou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido pelo
relator.
Desde que atendidas as pendéncias apontadas na reunifo (vide anexo), aprova
() o Projeto de Pesquisa acima citado (prazo maximo de 30 dias).
Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido
() pelo relator.
Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias encontradas
() (prazo maximo de 30 dias).
() N&o Aprovou.
() Retirou, devido & permanéncia das pendéncias.

Vigéncia da autorizagédo: 01/07/2016 a 01/07/2017

Finalidade:; ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Espécie/linhagem/raga: rato heterogénico Wistar Numero de animais: 30
Peso: 225 g Idade: 90 dias Sexo: machos

Origem dos animais (Informacgées sobre o fornecedor): Biotério Central da UNESP- Campus
de Botucatu- SP.

x)TCC
) Mestrado
) Doutorado
) Outros — (Iniciagéo Cientifica)
) Pés- Graduacéo

(

Objetivo (
Académico: E
(

=T > .
Guadanucci

" Coordenador

Instituto de Biociéncias — Segdo Técnica Académica
Avenida 24-A n® 1515 - CEP 13506-900 — Rio Claro - S.P. — Brasil - tel 19 3526-4105 - fax 19 3534-0009 - http://www.rc.unesp.br
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ANEXO B - MENGCAO HONROSA
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