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RESUMO

s

O sistema muscular esquelético € estruturado principalmente por proteinas
contrateis que formam o tecido muscular, e eventualmente, possibilitam os mais
variados movimentos dos segmentos corporais. Microscopicamente, cada fibra
muscular é individualmente formada por estruturas ainda menores, os miofilamentos,
constituidos por actina e miosina, sobrepostos para efetuarem a contragdo muscular,
realizada pelos sarcdémeros em série. O exercicio fisico resistido pode apresentar
diversos beneficios para o individuo, como o ganho de forca pela hipertrofia
muscular, além de auxiliar na possibilidade de menores predisposicfes a lesdes
guando executado corretamente, além de alteracdes significantes da composicao
morfologica dos grupamentos musculares envolvidos. A principal regiao
caracterizada por predisposicao a lesdes e alta plasticidade € denominada de juncdo
miotendinea (JMT), a qual € funcionalmente a principal regido transmissora de for¢ca
do sistema muscular esquelético ao tecido tendineo. O objetivo do presente estudo
consistiu em descrever as alteragcdes morfolégicas e funcionais da regido da juncao
miotendinea no musculo gastrocnémio de ratos Wistar ap0s a realizacdo dos
protocolos de treinamento em escada vertical. Foram utilizados 30 ratos com 90 dias
de idade, originarios do Biotério Central da UNESP — Campus de Botucatu (SP),
divididos em 3 grupos (n=10): C — Controle; E — Escalada; e ER — Escalada
Resistida. Os animais dos grupos E e ER foram submetidos a um protocolo de
exercicio fisico em escada vertical, onde realizaram um total de 24 sessdes
intervaladas, com 4-9 escaladas e 8-12 movimentos dindmicos por sesséo, durante
dois meses. O grupo ER teve um adicional progressivo de carga durante as
escaladas, executando cada tentativa com 50%, 75%, 90% e 100% respectivamente
da massa corporal individual, com acréscimo de 30g para cada escalada
subsequente. O grupo E executou o mesmo protocolo de escalada sem o acréscimo
da sobrecarga. Ao término dos protocolos de treinamento, as amostras foram
coletadas e processadas para a microscopia de luz, andlises histoquimicas e
microscopia eletrénica de transmisséo. Foram evidenciadas alteracées morfoldgicas,
ultraestruturais, e morfométricas na regido da juncdo miotendinea e no ventre
muscular. Os resultados demonstraram que houve aumento significativo da

densidade de fibras tipo I, aumento da carga maxima carregada e dos



comprimentos e espessuras de invaginagcdes e evaginagdes, assim como a
diminuicao de fibras do tipo | e do comprimento dos sarcomeros do Grupo Escalada
Resistida. Concluimos que o treinamento de escalada vertical promoveu
remodelacdo estrutural da interface da juncdo miotendinea, possibilitando maior
area de contato, com reducdo nos comprimentos dos sarcomeros apos treinamento

resistido e consequentemente maior transmissao de forca.

Palavras-chave: Juncdo miotendinea, sarcémeros em séries, escada vertical,

exercicio resistido, hipertrofia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Masculo Estriado Esquelético

A composicgao estrutural do musculo estriado esquelético é primariamente de
proteinas contracteis, com estreita relacdo com tecido conjuntivo, vasos sanguineos
e nervos, que influenciam intensamente a funcdo muscular (GILLIES; LIEBER,
2011). Seu material contratil € composto de tecidos heterogéneos, formado por
fiboras musculares de diferentes caracteristicas metabdlicas, histoquimicas e
propriedades contrateis. Em geral, as fiboras musculares podem ser distinguidas por
suas diferencas na velocidade de contracdo, oxidacao, vascularizacao, resisténcia a
fadiga, numero e tamanho de mitocéndrias, além de sua caracteristica histoquimica,
guais sdo divididas em duas categorias: Tipo | (contracao lenta ou oxidativa) e Tipo
II, com os subtipos lla (contracdo intermediarias ou mista), Ilb e IIx (contracéo
rapida ou glicolitica) (BUCCI et al., 2005; MINAMOTO, 2005; TSAI et al., 2016).

Portanto, diferentes tipos de fibras musculares reagem e se adaptam a
determinados estimulos, sua tipificagcdo e densidade normalmente sdo analisados
para determinar a saude e fungdo dos musculos esqueléticos (TSAI et al., 2016).
Apesar das diferencas da quantidade de mioglobinas e da atividade histoquimica,
cada fibra expressa formas distintas de proteinas contrateis, que sdo comumente
utilizadas para sua identificagdo (GOLOVIZNINA; KYBA, 2017).

Os sarcomeros em série formam a unidade basica funcional do tecido
muscular a partir de seus filamentos proteicos sobrepostos de actina e miosina,
estes filamentos se encarregam da contracdo, que asseguram a eficiéncia do
sistema como um todo (AGARKOVA; PERRIARD, 2005). Os sarcOmeros s&o
definidos entre pares de linhas Z, estas linhas sdo encontradas medialmente em
direcdo paralela as bandas I, enquanto na regido central ha a sobreposicdo dos
filamentos de actina e miosina que formam da banda A, com a zona H no centro e a
linha M do sarcomero (WAKAYAMA et al., 2000; AGARKOVA; PERRIARD, 2005).

Os sarcbmeros apresentam também a caracteristica de ndo-uniformidade em
seus comprimentos em uma unica fibra, aumenta em sua pos ativacéo, que gera um

estado de equilibrio que produz maior forga do que a predita pela sobreposicdo dos



filamentos. Sarcébmeros com maior resisténcia sdo passivos através da rigidez da
proteina titina (RASSIER, 2017).

O mausculo gastrocnémio apresenta dois ventres musculares, medial e lateral,
gue possuem ponto fixo respectivamente nos condilos medial e lateral do fémur, e
convergem junto ao tenddo do musculo s6leo no tenddo do calcaneo para sua
insercdo no ponto movel da tuberosidade calcanea (DORAL et al., 2010;
D’AGOSTINI, 2017). Nas atividades diarias o0 musculo gastrocnémio possui funcéao
primordial na impulsédo durante a deambulacdo, corrida e salto, além de producéo de
forca e auxilio na manutencéo postural e do equilibrio. Isso se deve ao fato de que,
em conjunto ao s6leo, agem na flexao plantar e formam a bomba sural de auxilio ao
fluxo venoso. Como € estruturado em um musculo biarticular, auxilia durante o
movimento de flexdo da perna (CAMPOS; DE ALBUQUERQUE; BRAGA, 2008;
KAWANO et al., 2010; D’AGOSTINI, 2017).



1.2. Tendao

O tenddo € uma unidade do tecido musculoesquelético, que possui como
principal fungdo a transmissdo de for¢ca do sistema muscular para o sistema
esquelético, e permite que a forca de contracdo do muasculo proporcione o
movimento articular, além de possuirem extrema resisténcia a carga (BIANCALANA;
VELOSO; GOMES, 2010; ALIODOUST et al., 2014).

Em seu modelo macroscopico, os tendfes possuem aspecto esbranquicado e
brilhante, que variam consideravelmente em relagdo a sua forma e tamanho, como
mais largos e planos ou mais finos e longos, além de se apresentarem também
como cilindricos ou achatados (KANNUS, 2000; MAGNUSSON; HANSEN; KJAER,
2003; FRANCHI et al., 2007).

O tecido colageno € o principal componente dos tenddes, com cerca de 65%
a 80% de seu peso total, onde o restante € dividido entre células, proteoglicanas e
outras proteinas da matriz extracelular (KANNUS, 2000; FRANCHI et al., 2007,
BIANCALANA; VELOSO; GOMES, 2010; MERRELL; KARDON, 2013). Em toda sua
extensdo sdo encontradas principalmente as fibras colagenas de tipo |, as mais
abundantes do corpo humano, embora existam também as de tipo Il, que sao
encontradas préoximas as juncdes osteotendineas, e as do tipo Ill, encontradas nas
periferias das fibrilas colagenas (MAGNUSSON; HANSEN; KJAER, 2003;
ESQUISATTO et al., 2007; BIANCALANA; VELOSO; GOMES, 2010).

Um grupo de fibrilas colagenas formam a unidade basica do tendéo, a fibra
colagena, estas fibras sdo densamente agrupadas e alinhadas paralelamente ao
eixo do tendao, envoltas individualmente por uma fina camada de tecido conjuntivo,
chamada endotendéao (KANNUS, 2000; ALIODOUST et al., 2014).



1.3. Juncéo Miotendinea

O muasculo e o tenddo constiituem uma unidade dindmica e funcional
integrada, que transmite a forgca de contragdo muscular ao tecido tendineo
(CHARVET; RUGGIERO; LE GUELLEC, 2012).

Denominada juncdo miotendinea, € uma estrutura complexa e altamente
especializada, que forma a area de interacdo entre as células musculares e
tendineas, além de ser a principal area de transmissédo de forca entre os sistemas
relacionados (KJAER, 2004; CIENA et al., 2010, 2012b), e com isso, é também
caracterizada como a area gue recebe maior estresse mecanico durante o exercicio
fisico (JAKOBSEN et al., 2018).

Na regido da juncdo miotendinea € possivel identificar interdigitacdes
formadas pelas invaginagbes sarcoplasméticas das fibras tendineas sobre as
musculares, que aumentam a area de contato entre o musculo e o tendao
(LUQUES, 2009). As evaginacdes sarcoplasmaticas constituintes da juncao
miotendinea séo caracterizadas por protrusbes arredondadas circundadas pela
membrana celular, que separa o tecido muscular do tendineo. Com o exercicio fisico
aerébio, € observado aumento das invaginacdes sarcoplasméticas tanto em
comprimento quanto em quantidade, com ramificacfes que promovem maior area de
contato para melhor resisténcia na transmisséo de for¢ca (CURZI et al., 2012).

Portanto, para evitar danos ao sistema por conta do estresse mecanico
advindo da transmisséo de forga, sua taxa de reparo e forca deve manter-se alta. O
reparo e ajuste muscular ao treinamento € um processo complexo que acaba
envolvendo diversos tipos de células, sendo as mais importantes as células satélites,
como os macrofagos e fibroblastos (BENTZINGER et al., 2013; JAKOBSEN et al.,
2018).



1.4. Hipertrofia Muscular

A hipertrofia se caracteriza principalmente como o aumento do tecido
musculoesquelético, e com isso, busca aumentar a area de seccéo transversa das
fibras musculares e condicionar o surgimento de novas miofibrilas. No caso, essas
miofibrilas sdo produzidas a partir de um estresse mecanico gerado através do
exercicio intenso, e possibilita a ativacdo do RNA mensageiro para a sintese
proteica, que libera as proteinas necessarias para a producdo de mais miofibrilas
(BUCCI et al., 2005; DIAS et al., 2005).

Ela é atingida a partir de um fenbmeno denominado mecanotransduc¢éo, onde
mecanosensores do sarcolema sao responsaveis pela conversdo da forca mecanica
em sinais bioquimicos que regulam a ativacdo das vias anabdlicas e catabdlicas.
Quando uma sobrecarga mecénica é aplicada, os processos anabdlicos prevalecem
sobre os catabdlicos, promovendo assim aumento na sintese proteica muscular e,
com isso, o aumento da espessura das fibras (SCHOENFELD et al. 2016).

Estudos recentes confirmaram que o ponto maximo de hipertrofia muscular é
atingido com regimes de treinamento que produzem um estresse metabdlico
significante enquanto mantém um grau moderado de tensdo muscular
(SCHOENFELD, 2010). Esse estresse esta intimamente relacionado com as
diferentes intensidades de treinamento, onde atividades que requerem baixa
disponibilidade de oxigénio nos musculos sdo os principais fatores do metabolismo

anaerobio em exercicios de resisténcia (SCHEFFER et al., 2012).
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1.5. Justificativa

As lesBes musculares desportivas, resultantes diretas ou indiretas, tém alta
incidéncia em diversos ambientes desportivos. Dentre todas as complicacdes
podemos citar casos como a dor muscular tardia (DMT) e as distensfes, onde
ambas podem ser desencadeadas por demasiado esforco durante uma atividade,
entretanto, a distensdo pode apresentar maior risco ao praticante em comparacéao a
DMT, pois nela ocorrem rupturas parciais de fibras musculares, normalmente
decorrentes de um esfor¢co acentuado durante a atividade. A regidao mais predisposta
a estas lesdes € a juncdo miotendinea, a qual € reconhecida como a maior
responsavel pela transmisséo de forca direta dos musculos ao tendao.

O estudo em questdo consistiu em analisar e descrever os resultados da
pratica de exercicio fisico resistido e resultante hipertrofia muscular, além das
alteracGes na regido da juncdo miotendinea, e, com isso, melhoras nos resultados
funcionais de tempo e carga maxima carregada (CMC). Assim, diferentes
modalidades de treinamento podem ser explicadas a respeito de ganho de massa
muscular, e associar com o0s resultados obtidos sobre a morfologia e os
componentes ultraestruturais da JMT, que pode inferir diretamente em maior area de
contato na JMT para maior transmissdo de forca e menor risco de lesdo nesta
importante area do aparelho locomotor, assim como alteragdes fisicas e funcionais

decorrentes durante o processo.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo consistiu em descrever as alteracbes
morfolégicas e funcionais da regido da juncdo miotendinea no musculo
gastrocnémio de ratos Wistar ap0s a realizacdo dos protocolos de treinamento em

escada vertical.

2.1. Objetivos Especificos

*Revelar as caracteristicas estruturais da jungcdo miotendinea do musculo
gastrocnémio através da técnica de microscopia de luz com as coloracbes de
Hematoxilina-Eosina (HE) e Picro-Sirius (PS);

+Diferenciar os tipos de fibras musculares e realizar analises morfométricas da
area de seccao transversa através da ATPase miofibrilar das fibras Tipos | e I,

*Descrever as caracteristicas ultraestruturais da jungédo miotendinea através
da microscopia eletrénica de transmissao;

*Descrever a disposicdo e organizagdo das invaginagdes e evaginagdes
sarcoplasmaéticas;

*Mensurar os comprimentos e espessuras das invaginagdes e evaginagdes
sarcoplasmaticas;

*Mensurar os comprimentos dos sarcdémeros proximais (penultimo sarcémero)
e distais (Gltimo sarcémero) na regido da juncdo miotendinea;

*Realizar andlise funcional — Carga Maxima Carregada.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar adultos, com 90 dias de idade, divididos
aleatoriamente em 3 grupos distintos:

*Grupo Controle (C) (n=10): os animais nao foram submetidos a nenhum
protocolo;

*Grupo Escalada (E) (n=10): os animais foram submetidos ao exercicio fisico
sem sobrecarga;

*Grupo Escalada Resistida (ER) (n=10): os animais foram submetidos ao
exercicio fisico com sobrecarga.

Todos os animais foram originérios do Biotério Central da UNESP — Campus
de Botucatu, mantidos em gaiolas com 5 ratos cada no Biotério Setorial do
Laboratério de Biodinamica do Departamento de Educacdo Fisica do Instituto de
Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro. A temperatura foi controlada (23+2 °C)
0os animais foram alimentados com ragcdo padrdo e agua “ad libitum”. Os
procedimentos apresentados nesse estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais — CEUA do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista — Campus Rio Claro — SP (n° 3331).



13

3.2. Adaptacgao dos animais aos protocolos de treinamento

Para os grupos E e ER, os animais foram conduzidos a um processo de
adaptacdo por cinco dias consecutivos sem qualquer elemento adicional de peso.
Na semana seguinte, a avaliacdo de Carga Maxima Carregada (CMC) foi aplicada
apenas para o grupo ER, utilizando duas sessdes de familiarizacdo. Durante estas
sessdes, 0s animais subiram as escadas até a falha, com uma carga inicial (50% do
peso corporal) e adicionando uma porcentagem de peso para cada escalada bem
sucedida. A sesséo foi realizada até o animal apresentar falha em duas tentativas de
escalada consecutivas. Entre cada escalada, o animal teve um intervalo de 2
minutos (KRAUSE NETO et al., 2017b, 2017c).
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3.3. Protocolos de treinamentos — escalada vertical

Para o treinamento, o ciclo claro/escuro foi invertido (com as luzes
programadas para ficarem desligadas das 07h as 19h e ligadas das 19h as 07h) da
sala onde os animais foram acomodados, para possibilitar os grupos E e ER 0
treinamento durante o periodo ativo (noturno). As sessdes de treinamento foram
realizadas entre as 11h as 16h dos dias programados, utilizando o equipamento de
escalada. O modelo foi escolhido com base no proposto por Hornberger e Farrar
(2004), com altura de 110 cm, 80° de inclinagéo e uma distancia de 2 cm entre os

degraus (KRAUSE NETO et al., 2017b, 2017c).
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Figura 1: Modelo de escada utilizada nos protocolos (A); Animal do Gupo Escalada Resistida
realizando teste de CMC (B); Animal finalizando a escalada (C). Local de fixacdo dos pesos (setas) e

pesos (cabecas de setas).

O protocolo de treinamento resistido teve inicio na 32 semana, ap0s uma
semana de adaptacdo e uma semana de avaliagdo da capacidade de carga maxima,
gue consistiu em 24 sessdes ao longo de dois meses, com 4-9 escaladas por
sessao e de 8-12 movimentos dinamicos por escalada. Nesse periodo, no grupo ER
utilizou sobrecarga de 50%, 75%, 90% e 100% da massa corporal dos animais,
respectivamente, durante as escaladas, com adicdo de 30g progressiva a

sobrecarga a partir da 52 escalada. No grupo E o procedimento foi semelhante,
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porém sem a sobrecarga. Ao final das 24 sessfes, 0os animais do grupo ER foram
submetidos novamente a avaliacdo de CMC, (HORNBERGER; FARRAR, 2004,
HARRIS et al., 2010).



16

3.4. Anélise Funcional

Foram registrados os valores das cargas sustentadas pelos animais do Grupo
ER que participaram do protocolo durante a avaliacdo de CMC, para a comparacao
e analise quanto aos padrdes intra e intergrupos e para a obtencdo de suas
respectivas meédias e desvios-padrbes. Os resultados foram analisados
estatisticamente através do software Graph Pad 6.0, com o uso do método Unpaired

T-test, onde o nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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3.5. Microscopia de Luz

Foram utilizados 5 animais de cada grupo, eutanasiados em overdose de
anestésico (Ketamina-200 mg/kg e Xilasina-50 mg/kg). Em seguida foram
dissecadas amostras da juncdo miotendinea e do ventre do musculo gastrocnémio
de todos os grupos experimentais e criofixados em nitrogénio liquido (-196°C).
Foram realizados cortes longitudinais e transversais de 8 pm de espessura
(Criostato HM 505 E, MICROM), corados com a técnica de Hematoxilina-Eosina para
evidenciacdo dos componentes celulares e Picro-Sirius para identificacdo do tecido
conjuntivo associado (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979; JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2008). As imagens foram obtidas através do microscopio de luz Carl
Zeiss Microimaging Axioskop 40 (Goéttingen, Germany) do laboratério de
microbiologia do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), UNESP, Rio Claro-
SP.
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3.6. Analise Histoquimica — ATPase miofibrilar

As amostras do ventre do gastrocnémio foram criofixadas em nitrogénio
liquido e mantidas a -80°C. Posteriormente, foram realizados cortes transversais no
criostato a -20°C na espessura de 8 ym, as seccgdes foram incubadas por 30 minutos
a 37°C em uma solucédo contendo 10 mg de ATP dissolvido em 2 gotas de agua
destilada com mais 10 ml de glicina/NaCl com tampé&o de CaCl? até atingir o pH de
9.4 na adicdo de DDT. Entdo, os cortes foram lavados em &agua destilada e
incubados por 2 minutos em 2% de cloreto de cobalto, 3 vezes. Novamente, foram
lavados em agua destilada, desidratados em uma série ascendente de alcoois (70%,
90%, 95% e 100%) e clareados em xilol, para entdo serem colocados em balsamo
do Canada. Para os métodos de pH a 4.3 e 4.6, as seccdes foram pré-incubadas em
uma solucao tampao 0.1M de acetato de s6dio com 10mM de EDTA por 10 minutos
a 4 °C. Elas foram lavadas em agua destilada e incubadas por 2 minutos em 2% de
cloreto de cobalto, 3 vezes. Foram novamente lavadas em &gua destilada e
desidratadas em uma série ascendente de alcoois (70%, 90%, 95% e 100%) e
clareadas em xilol, para obtencdo das laminas histologicas (KRAUSE NETO et al.,
2017a).
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3.7. Microscopia Eletronica de Transmissao

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, eutanasiados em
overdose de anestésico (Ketamina-100 mg/kg e Xilasina-50 mg/kg). As amostras da
JMT do musculo gastrocnémio (3mm3) foram dissecadas e imersas em solucdo de
cacodilato de sédio a 0.1M, pH 7.4, durante 48 horas a 4°C. Posteriormente as
amostras foram poés-fixadas com solucdo de tetroxido de 6smio a 1% durante 2
horas, a 4°C (CIENA et al., 2010), lavadas com soluc&o salina 0,9% por trés vezes e
fixadas com a solucdo de acetato de uranila & 0,5% durante 12 horas, a temperatura
ambiente e na auséncia de luminosidade. Em seguida, as amostras foram
submetidas a desidratacdo em série crescente de alcoois a partir de 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.

Apoés a desidratacdo as amostras permaneceram por 1 hora em uma mistura
de resina (Low Viscosity Embedding Media Spurr's Kit Electron Microscopy
Sciences, USA) e o6xido de propileno na proporcdo de 1:1, sob agitacdo, em
temperatura ambiente. ApOs esse periodo, a resina foi novamente trocada para
proporcédo 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.

Foi realizada a inclusdo 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 polimerizacdo do bloco. Os blocos foram trimados para a realizagéao
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
do fotomicroscopio Carl Zeiss Microimaging Axiokop 40 (Goéttingen, Germany). Apés
a selecao da area de interesse, foram realizados cortes ultrafinos de 60 nandmetros
em ultramicrétomo, que foram coletados em telas de cobre de 200 “Mesh” (Sigma-
Aldrich®, USA) e contrastados com a solucdo de acetato de uranila a 4%, por 3
minutos, lavados em agua destilada, contrastados em solucdo aquosa de citrato de

chumbo a 0.4% por 3 minutos e lavados em seguida com agua destilada (CIENA et
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al., 2012). As telas foram examinadas no microscopio eletrénico de transmissao Jeol
1010, NAP/MEPA, Universidade de S&o Paulo-USP, Piracicaba-SP.



21

3.8. Anélises Morfométricas

Para anéalise morfométrica de ATPase miofibrilar, foram mensuradas (n=100)
as areas de seccdo transversa das fibras musculares dos Tipos | e Il e a densidade
volumétrica das mesmas. Posteriormente, na técnica de microscopia eletrdonica de
transmissdo foram mensurados (n=100) os sarcOmeros proximais e distais
(penultimo e dltimo), além dos comprimentos e espessuras das invaginacfes e
evaginacdes sarcomplasmaticas. Para obtencdo dos dados foi utilizado o software
ImageJ®. A configuracao utilizada para a medida de cada imagem seguiu 0 seguinte
processo: definicdo do tamanho da barra em micrdmetros por pixels na opcao
Straight Line, determinacdo da escala da imagem na opcédo Analyze, em seguida
clicar em Set Scale, substituir o valor na caixa Known Distance pelo valor
encontrado na mensuracéo da barra, por fim substituir o valor da caixa Unit Length
por “um”. Apds a coleta das medidas, foram estabelecidas a média e desvio padrao
em cada uma das analises através do software Microsoft Office Excel™, e realizada
a analise estatistica com auxilio do software GraphPad Prism 6.0 onde foram
adotados os niveis de significancia estatistica p<0,05 e p<0,0001, com uso do teste

Two-Way ANOVA, pés-teste de Bonferroni.
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4. RESULTADOS

4.1. Andlise Funcional

Os testes de CMC foram realizados no Grupo ER em dois periodos distintos:
no inicial (pré-protocolo) e ao término do protocolo de treinamento (pos-protocolo).
Dessa maneira, foi possivel observar aumento de 95,6% (p<0,0001) na média das
cargas carregadas apos a realizacdo do protocolo de treinamento resistido (Figura
2).
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Figura 2: Média e desvio-padrdo do Teste de CMC do Grupo ER nos periodos pré e pés-protocolo de
treinamento resistido. (**) p<0,0001.
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4.2. Microscopiade Luz

No Grupo Controle, foi possivel identificar as invaginacées sarcoplasméticas
inferindo baixas projec6es com o ventre muscular (Figura 3B) e nucleos celulares
dispersos ao longo de toda a amostra, com formas indefinidas (Figura 3A).

No Grupo Escalada, os nudcleos celulares apresentaram formas alongadas
mais consistentes, disposicdo mais ordenada na regido da juncdo miotendinea
(Figura 3C), além de projecfes tendineas mais suaves na regido de interacdo com o
ventre muscular (Figura 3D).

O Grupo Escalada Resistida apresentou grande distingdo entre o tecido
tendineo e o muscular, com limites bem definidos na regido da JMT e leve
sobreposi¢do no ventre da amostra (Figura 3F). Houve também maior organizacao
dos nucleos musculares na regido da JMT, ainda com as mesmas caracteristicas

alongadas quando comparados com o Grupo Escalada (Figura 3E).

CONTROLE ESCALADA ESCALADA RESISTIDA
G g

|gura 3: Micro copla de Luz da réglao da JMT do musculo gastrocnemlo Grupo Controle (A B)‘
Grupo Escalada (C, D); Grupo Escalada Resistida (E, F). Técnicas de coloragdo: Hematoxilina-Eosina
(A, C e E) e Picro-Sirius (B, D e F). Nucleos celulares (setas). Ampliacdes: 400x.

No corte transversal, foi possivel constatar no Grupo Controle pouca
organizacédo tecidual em relagdo as células musculares, fasciculos musculares com
formatos variados, perimisio irregular (Figura 4B), endomisio pouco definido e

grandes acumulos de nucleos celulares (Figura 4A).
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O Grupo Escalada apresentou nucleos celulares mais esparsos e fasciculos
musculares mais definidos (Figura 4C), assim como envoltério tecidual mais
organizado em relacao tanto ao perimisio quanto ao endomisio (Figura 4D).

No Grupo Escalada Resistida foi evidenciada disposicao nuclear mais
homogénea nas fibras como um todo (Figura 4E), além da organizacdo dos
fasciculos musculares, levando em conta também a estrutura conjuntiva do
endomisio e perimisio muscular, que se apresentou com formato mais definido e

delineado nas amostras (Figura 4F).
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Figura 4. Microscopia de Luz do vent

Escalada (C, D); Grupo Escalada Resistida (E, F). Perimisio (setas), endomisio (cabecas de setas
pretas) e acumulos nucleares (cabecas de setas brancas). Técnicas de coloracdo: Hematoxilina-
Eosina (A, C e E) e Picro-Sirius (B, D e F). Ampliages: 200x.
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4.3. Analise Histoquimica — ATPase miofibrilar

Os resultados da area de seccao transversa para as fibras musculares do tipo
| revelam que houve diminuicdo geral dos grupos submetidos aos protocolos de
treinamento sobre o Grupo Controle, de 4,77% em relacdo ao Grupo Escalada para
o Grupo Controle, 7,19 % do Grupo Escalada Resistida para o Grupo Controle, e de
2,54% do Grupo Escalada Resistida quando comparado ao Grupo Escalada.
Entretanto, houve aumento com diferenca estatistica significativa apresentada nos
resultados para as fibras musculares do tipo Il, com aumento de 16,74% do Grupo
Escalada para o Grupo Controle, 28,13% (p<0,0001) do Grupo Escalada Resistida
para o Grupo Controle e 9,76% (p<0,05) do Grupo Escalada Resistida para o Grupo

Escalada (Figura 5).
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Figura 5: Médias e desvios-padrdes da &rea de sec¢do transversa das fibras dos Tipos | e Il dos
Grupos Controle, Escalada e Escalada Resistida. (*) p<0,05 e (**) p<0,0001.

NGs observamos que através da andlise de densidade por volume foi possivel
constatar diminui¢do significativa de 10,44% (p<0,05) na média das fibras tipo | do
Grupo Escalada Resistida para o Grupo Controle, assim como diminuicao 4,11%,
embora nao significativa, em relacdo ao Grupo Escalada para o Grupo Controle e

6,32% do Grupo Escalada Resistida para o Grupo Escalada. Em contrapartida,
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houve aumento significativo de 8,83% (p<0,05) das fibras tipo Il do Grupo Escalada
Resistida para o Grupo Escalada, além de aumento de 8,95%, embora nao
significativo, do Grupo Escalada Resistida para o Grupo Controle. O intersticio de
todos o0s grupos ndo apresentou resultados de aumento ou diminuicdo com

diferencas significativas (Figura 6).
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Figura 6: Médias e desvios-padrdes da densidade por volume (%) para fibras musculares de Tipo I, Il
e intersticio dos grupos Controle, Escalada e Escalada Resistida. (*) p<0,05.

Através da analise histoquimica de ATPase miofibrilar, foi possivel verificar
organizacao e diferenciacéo dos tipos de fibras musculares do Grupo Controle, além
de pouca densidade de fibras do tipo Il (Figura 7A). No Grupo Escalada ha maior
densidade das fibras musculares do tipo I, além de maior organizacao das células
entre os feixes musculares (Figura 7B). No Grupo Escalada Resistida, revelou
elevada organizacdo celular, juntamente maior densidade de fibras musculares tipo

Il e a presenca de vasos sanguineos no intersticio (Figura 7C).
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4.4. Microscopia Eletrénica de Transmisséo

No Grupo Controle foi possivel a verificacdo de baixa interagdo entre o tecido
tendineo com o muscular, com curtas invaginacdes e evaginacdes (Figura 8A), além
de sarcomeros em série demonstrando baixa organiza¢édo devido ao desalinhamento
(Figura 8B).

O Grupo Escalada, entretanto, apresenta maiores comprimentos de
invaginacdes tendineas, com ramificacbes que estendem-se em direcdo ao ventre
muscular (Figura 8C). Em maior ampliacdo, é possivel notar maior organizacéo
estrutural dos sarcémeros em série, assim como seus alinhamentos (Figura 8D).

No Grupo Escalada Resistida, as proje¢cdes advindas do tecido tendineo em
direcdo ao ventre muscular mostraram-se mais difusas, com maiores comprimentos,
espessuras e ramificacdes (Figura 8E). Foi possivel verificar também a organizagao
estrutural dos sarcomeros advinda apds o treinamento, assim como a presenca de

tendcitos (Figura 8F).

CONTROLE ESCALADA ESCALADA RESISTIDA

e G

Figur ca de Transmissédo da JMT do musculo gastrocnémio. Grupo Controle
(A, B); Grupo Escalada (C, D); Grupo Escalada Resistida (E, F). InvaginacBes e evagina¢fes
sarcoplasmaticas (setas), tecido tendineo (T), sarcébmeros distais (*) e sarcébmeros proximais (**).
Ampliacdes: 4.000x (F) 5.000x (A, C, E); 6.000x (D); 10.000x (B).
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Comparando os resultados dos grupos em relagdo aos comprimentos
encontrados nos sarcémeros proximais, foi possivel evidenciar aumento de 10,7%
(p<0,0001) do Grupo Escalada sobre o Grupo Controle, assim como aumento de
4,4% (p<0,05) do Grupo Escalada Resistida sobre o Grupo Controle e diminuigéo de
5,7% do Grupo Escalada Resistida sobre o Grupo Escalada. J& nos sarcémeros
distais, houve aumento de 25,8% (p<0,0001) do Grupo Escalada sobre o Grupo
Controle, diminuicdo de 9,4% (p<0,0001) do Grupo Escalada Resistida sobre o
Grupo Controle e diminuicdo de 28% (p<0,0001) do Grupo Escalada Resistida sobre
0 Grupo Escalada (Figura 9).

| 1
2.5+ . * %k f 1
— f 1  C
€ 2.04 T E
=
= B ER
o
=~ 1.5+
c
O
S
— 1.0+
o
IS
o -
o 0.5
0.0 T T
Proximal Distal

Figura 9: Médias e desvios-padrdes dos comprimentos de sarcémeros proximais e distais. (*) p<0,05
e (**) p<0,0001.

Para os resultados da comparagao entre os comprimentos de invaginagoes,
foi constatado que o Grupo Controle apresentou 42,5% de comprimento menor do
gue do Grupo Escalada e 333,8% (p<0,0001) menor do que o Grupo Escalada
Resistida enquanto o Grupo Escalada Resistida mostrou comprimento 204,5%
(p<0,0001) maior do que os resultados do Grupo Escalada. Para os comprimentos
das evaginagdes, os resultados se mantiveram consistentes em relagdo aos
anteriores, com o Grupo Controle apresentando comprimento 76,6% menor do que o
Grupo Escalada e 237,9% (p<0,0001) menor do que o Grupo Escalada Resistida,
enquanto o Grupo Escalada Resistida demonstrou comprimento 91,7% (p<0,0001)
maior quando comparado ao Grupo Escalada (Figura 10).
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Figura 10: Médias e desvios-padrbes dos comprimentos das evaginacdes e invaginacdes. (**)
p<0,0001.

Em relacdo aos resultados obtidos para a espessura das invaginacdes, 0
Grupo Controle apresentou-se 26,2% menor do que o Grupo Escalada e 132,8%
(p<0,0001) menor do que o Grupo Escalada Resistida, enquanto o Grupo Escalada
Resistida se manteve 84,5% (p<0,0001) maior quando comparado ao Grupo
Escalada. Para a espessura das evaginacdes o resultado se alterou, com o Grupo
Controle com 76,4% (p<0,0001) menor espessura em relagdo ao Grupo Escalada e
49,8% (p<0,0001) menor sobre o Grupo Escalada Resistida. O Grupo Escalada,
entretanto, se demonstrou 15% (p<0,05) mais espesso do que o Grupo Escalada
Resistida (Figura 11).
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Figura 11: Médias e desvios-padr@es das espessuras de evaginagdes e invaginacoes. (*) p<0,05 e
(**) p<0,0001.
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo apresentaram alteracbes morfoldgicas,
ultraestruturais e morfométricas da JMT do muasculo gastrocnémio de ratos
submetidos ao protocolo de treinamento resistido, com isso, demonstramos a
importancia do exercicio fisico no papel da remodelacdo da estrutura da juncéo
miotendinea.

No estudo conduzido por Kostrominova et al. (2009), foram analisadas
amostras da juncdo miotendinea do musculo gastrocnémio de ratos em periodo
fetal. Os resultados mostraram que nesse estagio de desenvolvimento, a juncao nao
apresenta uma arquitetura estrutural complexa em comparacao a ratos em idade
adulta. Em oposicéo a estes, Ciena et al. (2012a), traz as diferencas estruturais da
juncdo miotendinea de ratos jovens, adultos e idosos, onde elas apresentavam
caracteristicas especificas de acordo com a idade, colaborando positivamente com
os resultados obtidos pelos estudos de Kostrominova et al., (2009). Os resultados
aqui encontrados corroboram com ambos o0s estudos, pois demonstram as
alteracbes sofridas na juncdo miotendinea de ratos adultos, tanto referente a
plasticidade estrutural em protocolos de exercicio fisico resistido, quanto na relagéao
do aumento de forca do sistema em geral, em vista de que o Grupo Escalada
Resistida apresenta maiores alteragcdes quanto ao comprimento e a espessura das
invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas.

O muasculo gastrocnémio possui como sua caracteristica principal a
predominancia das fibras musculares do tipo Il (acdo glicolitica), e com o
treinamento resistido, tende a ocorrer um aumento tanto da area de seccao
transversa quanto da densidade por volume das fibras em questdo por conta da
especificidade da tarefa. No estudo de Krause Neto et al. (2017a) com ratos
submetidos a0 mesmo protocolo de escalada resistida, foi comprovado o aumento
em ambos os fatores para as fibras musculares do tipo Il, mesmo com a analise
tendo sido feita no musculo séleo, que possui predominancia de fibras musculares
do tipo | (acdo oxidativa). Neste caso, tanto a area de sec¢ao transversa quanto a
densidade volumétrica das fibras tipo Il aumentaram com o treinamento resistido,

corroborando com os resultados aqui encontrados.
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Consequentemente, o aumento da area de seccdo transversa da fibras
musculares do tipo Il em casos de treinamento resistido gera a hipertrofia muscular,
ou seja, 0 aumento da massa muscular do individuo, possibilitando com isso uma
célula com maior dimensé&o € capaz de proporcionar maior for¢ca de contracdo para a
realizacdo da tarefa. Este modelo experimental de hipertrofia muscular proporciona
maior forca do praticante, tendo em vista a média do Grupo Escalada Resistida que
realizou o ultimo teste de CMC com quase o dobro da quantidade de carga do inicio
do teste, validando os resultados obtidos por Krause Neto et al. (2017c).

Os sarcomeros sdo comumente associados como a unidade funcional de
forca dos musculos. Com a realizacdo de modalidades de exercicio fisico € possivel
alterar certas caracteristicas dos mesmos, como sua organizacdo em paralelo aos
demais e suas dimensbes (MOO et al., 2016), e na pesquisa em questao,
demonstramos sua plasticidade no aumento do comprimento dos sarcoOmeros
proximais e distais no Grupo Escalada, entretanto, diminuicdo acentuada quando
comparado ao Escalada Resistida, o que possibilita uma teoria de adicdo de novos
sarcOmeros entre a membrana basal e os sarcomeros ja existentes.

Os resultados dos comprimentos e espessura de invaginacdes e evaginacoes
e comprimentos de sarcomeros proximais e distais foram confirmados também no
estudo de Sierra et al. (2018), onde por meio do treinamento aquético de ratas
idosas e em modelo de menopausa, apresentaram o aumento dos comprimento dos
sarcOmeros proximais e distais no treinamento, assim como o comprimento de
invaginagbes e evaginacdes e espessura de evaginagdo. Apenas o resultado
referente a espessura da invaginacao se apresentou fora do padrdo encontrado.

Nos resultados recentes do Grupo de Pesquisa revelados por Favaro et al.
(2018) o treinamento aquatico em modelo experimental de menopausa promoveu
extensas alteracbes com o aumentos das projecdes citoplasmaticas, promovendo
maior area de contato da JMT. Tais achados assemelham-se aos encontrados no
presente estudo, mostrando resultados significativos nos grupos que foram
submetidos aos protocolos de treinamentos, com aumentos de comprimentos e
espessuras de invaginacdes e evaginacdes, assim como aumento do comprimento

dos sarcOmeros proximais e distais.
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6. CONCLUSAO

Com o exercicio resistido em escalada vertical foi possivel verificar o aumento
da interacdo miotendinea, com aumento significativo de invaginacdes tendineas e
evaginacdes musculares, promovendo maior area de contato na interface de ligagao,
e com isso, possibilitando maior transmissédo de for¢ca, bem como promover menor

predisposicao a lesdes desportivas futuras.
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8.3. Aprovacao do CEUA
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