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conhece néo gosta”
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RESUMO

A obesidade € caracterizada pelo excesso de tecido adiposo que resulta na
inflamac&o cronica, e promove extensas alteracdes que comprometem a integridade
estrutural e funcional dos musculos esqueléticos. A obesidade pode impactar
seriamente a regido de transmissdo de forga entre o musculo e o tendao, a juncéo
miotendinea (JMT). O presente estudo teve como objetivo descrever as adaptacoes
estruturais e ultraestruturais do ventre muscular e JMT do tibial anterior (TA) e séleo
(SO) em modelo experimental de obesidade. Dessa forma, foram utilizados ratos
Wistar (n = 20) divididos nos grupos Sedentario e Obeso (induzido por dieta
hiperlipidica). A obesidade resulta em menor area de secao transversal (AST) das
fibras musculares tipo | e lla e maior AST de fibras tipo lIx nos musculos TA e SO.
Na regido JMT-TA foram observados sarcomeros menores adjacentes as projecdes
da JMT (sarcOmeros proximais e distais), assim como, menor comprimento nas
invaginagcdes e evaginacdes sarcoplasméticas. Na regido JMT-SO, a obesidade
resultou no sarcémero distal menor, bem como, maior comprimento das
invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas. Concluimos que a obesidade
induzida por dieta hiperlipidica promove adaptacdo semelhante nas fibras
musculares dos musculos TA e SO; entretanto, na regido da JMT, as projecles
sarcoplasmaticas e o sarcdmero adjacente demonstram adaptacfes diferentes de

acordo com os distintos fendtipos musculares.

Palavras-chave: obesidade. musculo esquelético. sarcémero. jungdo miotendinea.



ABSTRACT

Obesity is characterized by excess adipose tissue that results in chronic
inflammation, and promotes extensive changes that compromise skeletal muscles'
structural and functional integrity. Obesity can seriously impact the force transmission
region between the muscle and the tendon, the myotendinous junction (MTJ). The
present study aimed to describe the structural and ultrastructural adaptations of belly
muscle and MTJ of tibialis anteriores (TA) and soleus (SO) in experimental obesity
model. That way was used Wistar rats (n = 20) divided into Sedentary and Obese
groups (induced by a high-fat diet). Obesity results in a lower cross-section area
(CSA) of muscle fibers type | and lla and higher CSA of fibers type lIx in TA and SO
muscle. The TA JMT region was observed with less sarcomeres adjacent to JMT
projections (proximal and distal sarcomeres), lower length in sarcoplasmatic
invaginations and evaginations. The SO JMT region, obesity results in the long distal
sarcomere, higher length of sarcoplasmatic invaginations e evaginations. We
conclude that obesity by high-fat diet-induced promotes similar adaptation in the
muscle fibers of muscle TA e SO; however, in the JMT region, the sarcoplasmatic
projections and adjacent sarcomere demonstrate different adaptation according to
different muscle phenotypes.

Keywords: obesity. skeletal muscle. sarcomere. myotendinous junction.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia da obesidade foi constantemente agravada pela suUbita
disseminacdo global de COVID-19, que ocasionou no primeiro momento, 0
isolamento social como forma de impedir indices mais altos de contaminacdo e
mortalidade, no entanto, acompanhado com o isolamento, existem outros fatores
gue agravam a ocorréncia da obesidade, dentre eles: 0 aumento das dificuldades
socioeconbmicas; a deterioracdo da salde psicossocial; a perturbacdo na
homeostase energética; e por fim, a inatividade fisica (CLEMMENSEN et al., 2020).
Juntos, todos esses fatores, implicam no aumento de incidéncia da obesidade, e
conseguentemente, em niveis cada vez mais baixos de qualidade de vida.

A obesidade é uma condicdo patologica com etiologia multifatorial que esta
intimamente relacionada a baixa qualidade de vida e alta taxa de mortalidade
(GOMES et al.,, 2016; RINGSEIS et al.,, 2015). Esta patologia é resultado do
desequilibrio entre a ingestdo de alimentos e o gasto energético, com isso, 0
consumo excessivo de calorias associado ao sedentarismo é uma das principais
causas da obesidade (GUEDES et al., 2020).

O desequilibrio entre a ingestdo e o0 gasto energético, promove a expansao
anormal do tecido adiposo, e implica em uma série de eventos inflamatoérios que sao
prejudiciais ao organismo (GUEDES et al., 2020; IZAOLA et al., 2015; PICCHI et al.,
2011). Dessa forma, a obesidade é caracterizada pelo excesso de tecido adiposo e
a inflamacéo cronica (LEE et al., 2019).

A qualidade de vida reduzida com a obesidade decorre do comprometimento
de varios oOrgaos, dentre eles o musculo estriado esquelético. A associacdo entre
sobrecarga adiposa e o estado inflamatério acarreta no comprometimento funcional
e estrutural dos musculos, principalmente aqueles ativos na locomocgéo
(TOMLINSON et al., 2016). No aspecto morfoldgico, a obesidade resulta na
remodelacdo negativa da matriz extracelular (GUMINA et al., 2014), regeneracao
muscular prejudicada (WANG et al., 2018), atrofia muscular (PELLEGRINELLI et al.,
2015), além da disfuncdo mitocondrial que altera o fenotipo metabdlico muscular
(COUTURIER et al., 2013).

Na extremidade distal do musculo, esta localizada uma regido especializada
do aparelho locomotor, denominada de juncdo miotendinea (JMT), regido de

interface entre o musculo e o tenddo, que exerce papel indispensavel no



desenvolvimento dos movimentos, como a locomocéo, uma vez que uma de suas
principais funcbes é transmitir as for¢cas contrateis geradas no musculo para o
tenddo (YUAN et al.,, 2020). No entanto, essa regido também sofre com cargas
excessivas durante a contracdo muscular, e com isso, é associada com a
predisposicao a lesdes (KOSTROMINOVA et al., 2009).

A JMT apresenta caracteristicas impares, uma vez que tem sido demonstrada
em diversos trabalhos com uma capacidade de adaptacdo singular, que pode
comprometer a transmissao e estabilizacdo das forgcas contrateis na interface entre o
musculo e o tenddo (JACOB et al., 2019; PALMA et al., 2011; PIMENTEL NETO et
al., 2020). Além disso, a remodelacdo dessa regido esta relacionada a composicao
da fibra muscular (HYODO et al., 2001), dessa forma, musculos antagonistas, como
Tibial Anterior (TA-glicolitico) e Séleo (SO-oxidativo), podem apresentar diferentes
adaptacodes.

Sendo assim, considerando que distarbios como envelhecimento (SIERRA et
al., 2018), menopausa (JACOB et al.,, 2019) e diferentes modelos de treinamento
(ROCHA et al.,, 2020) promovem a remodelagdo da JMT, a associagdo entre
inflamacdo metabdlica e sobrecarga adiposa imposta aos musculos ativos na
locomocédo, podem afetar seriamente a ancoragem dos tecidos. Assim como, podem
desempenhar impacto negativo na adaptacdo da JMT, visto que a miogénese dos
musculos prejudicada pela obesidade compromete a plasticidade do tecido

muscular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Obesidade

A incidéncia da obesidade foi constantemente agravada pela suUbita
disseminacdo global de COVID-19, que ocasionou no primeiro momento, 0
isolamento social como forma de impedir indices mais altos de contaminacédo e
mortalidade, no entanto, acompanhado com o isolamento, existem outros fatores
gue agravam a ocorréncia da obesidade, dentre eles: 0 aumento das dificuldades
socioeconbmicas, que provoca maior ingestdo de alimentos processados ricos em
calorias, devido ao preco baixo; a deterioracdo da saude psicossocial, no qual a
reducgéo significativa da interagdo social, resulta em uma tempestade de sentimentos
que induz a inseguranga psicossocial e repercute na alimentacdo descontrolada de
alimentos ricos em calorias; a perturbacdo na homeostase energética, causada pela
alteracdo nos sistemas neuroendocrinos que regulam o metabolismo energético; e
por fim, a inatividade fisica, agravada pelo fechamento das academias e esportes
coletivos, que exacerbam todos os outros fatores citados acima (CLEMMENSEN et
al., 2020). Juntos, todos esses fatores, implicam no aumento da incidéncia da
obesidade, e consequentemente, em niveis cada vez mais baixos de qualidade de
vida.

A obesidade possui alto indice de mortalidade, e esta intimamente
relacionada a baixa qualidade de vida (RINGSEIS et al.,, 2015). Esta patologia
possui etiologia multifatorial, sendo uma de suas principais causas 0 consumo
excessivo de calorias associado ao sedentarismo, que implica na expansdo
patolégica do tecido adiposo (GUEDES et al., 2020). Dessa forma, a obesidade &
caracterizada por um excesso de tecido adiposo, e consequentemente a
metainflamacéao (inflamacéo desencadeada metabolicamente) (LEE et al., 2019).

O tecido adiposo é um 6rgao vital para o controle da homeostase energética,
no entanto, a hipertrofia e a hiperplasia dos adipocitos devido a alta ingestdo de
calorias, prejudica o desempenho de suas func¢des (IZAOLA et al., 2015; WANG et
al., 2018). Com a expanséo do tecido adiposo surgem areas hipoxias, que provocam
a infiltracdo e ativacdo de macréfagos do tipo M1 (pro-inflamatorios), responsaveis

por iniciar uma cascata de eventos inflamatorios através da secrecao citocinas pro-



11

inflamatorias (TNF- a, IL-6, IL-10, entre outros) (ELIAS et al., 2015; IZAOLA et al.,
2015).

Os macréfagos sao indispensaveis no aspecto imunoldgico, e por meio de
suas distingbes fendtipas atuam na inibicdo e morte inflamatéria (tipo 1), e na
proliferacéo e cicatrizacdo anti-inflamatoria (tipo 2), no qual a expressao de cada tipo
€ de extrema importancia para a homeostase do organismo. Com a adiposidade
excessiva caracteristica da obesidade, ocorre uma troca fenétipa, que favorece o
aumento na expressao e infiltracdo dos macréfagos tipo 1 no tecido adiposo, e se
instala o estado inflamatério (SOLTANI et al., 2020).

Existem diversos estudos que relacionam o estado inflamatério da obesidade
com o desenvolvimento de outras comorbidades, como hipertenséo, doenca arterial
coronaria, acidente vascular cerebral, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica, neurodegeneracao, e varios tipos de cancer que
agravam a nocividade da obesidade e diminuem a qualidade de vida dos individuos
obesos (KOLB et al., 2016; LEISEGANG et al., 2019; SERTIE et al., 2019).

Além de sua relagdo com o desenvolvimento de inUmeras comorbidades, a
obesidade também provoca diversas alteracdes no aparelho locomotor que implicam
na dificuldade de realizar as atividades diarias, visto que a associacdo entre a
sobrecarga adiposa e o estado inflamatério, provoca o comprometimento funcional e
estrutural dos musculos, sobretudo aqueles ativos na locomogdo (TOMLINSON et
al., 2016).

2.2 Musculo estriado esquelético

Responsavel pela locomoc¢do e manutencdo da postura, o musculo estriado
esquelético € um dos tecidos mais ativos metabolicamente, com extraordinaria
capacidade de adaptacdo em suas propriedades estruturais (BOFF, 2008; IIZUKA et
al., 2014; NATALI et al., 2008).

O masculo esquelético € constituido por estruturas heterogéneas
denominadas fibras musculares, estas sao as verdadeiras responsaveis pela ampla
plasticidade dos mauasculos esqueléticos. As fibras musculares podem ser
diferenciadas por suas propriedades contrateis e metabdlicas em: tipo I, identificadas
pelo seu carater de contracao lenta e oxidativa, com alta resisténcia a fadiga; tipo lla,

fibras de contracéo rapida e lenta, que atuam no metabolismo oxidativo e glicolitico,
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com certa resisténcia a fadiga; e tipo IIx, conhecidas por sua contracdo rapida com
predominéancia glicolitica, no entanto mais sensivel a fadiga (PIOVESAN et al., 2009;
QAISAR et al., 2016).

A proporgéo entre os tipos de fibras musculares em cada musculo, promove
diferentes funcBes contrateis e metabdlicas. Dentre os mauasculos ativos na
locomocéo, destacam-se 0 TA e SO, que apresentam funcdes e fenoétipos diferentes.
O musculo TA atua na dorsiflexdo durante a locomog¢éo, dessa forma, possui uma
maior proporcdo de fibras tipo lla e IIx, que o caracteriza como um musculo
glicolitico (MOO et al., 2016). Enquanto o SO, além de atuar na flexdo plantar do
tornozelo durante a locomocéao, também é um musculo antigravitacional, visto que é
responsavel pela manutencédo da posicao ortostatica, assim se faz necesséaria maior
proporcao de fibras tipo | que o caracteriza como um musculo oxidativo (CHEN e
DELP, 2016).

No entanto, os musculos podem alterar seus fendtipos de acordo com
estimulos internos e externos advindos da patologia (TOGOE et al.,, 2019),
treinamento (BUCCI et al., 2005) e envelhecimento (DEGENS e ALWAY, 2006).
Especificamente, o processo inflamatorio da obesidade prejudica capacidade
enzimatica oxidativa, que provoca a disfuncdo mitocondrial, e consequentemente
resulta na reducao da proporcéao de fibras tipo I, visto que séo ricas em mitocondrias.
Em contrapartida, a obesidade aumenta a capacidade enzimética glicolitica,
promovendo maior proporcdo de fibras tipo lla e lIx. Dessa forma, a obesidade
provoca a alteracéo no fenotipo metabdlico do musculo (COUTURIER et al., 2013).

A nivel morfolégico, as fibras musculares sé&o constituidas por inUmeras
proteinas contrateis organizadas em estruturas denominadas de sarcémeros,
unidade basica de contracdo do musculo esquelético, formada por miofilamentos
finos (actina) e grossos (miosina) (BOFF, 2008).

Nos limites laterais de cada sarcOmero estdo localizadas linhas densas
proteicas, chamadas de linhas Z; além de identificarem um importante no de
sinalizacdo e atuar em diversos processos celulares, elas também proporcionam a
flexibilidade necessaria para se adequar as forcas contrateis durante a contracéo
muscular. Ancorado nas linhas Z sao encontrados os miofilamentos finos, que
compdem as bandas I, e por sua vez é dividida pelas linhas Z. J& entre as bandas |
gue formam um dnico sarcomero, esta localizada a banda A, que em seus limites

laterais os miofilamentos finos sobrepdem os miofilamentos espessos, e em seu
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centro estdo localizados apenas os miofilamentos espessos, essa regido do centro
da banda A é chamada de banda H. No centro da banda H também esta localizada a
linha M, fruto de uma série de linhas de elétrons, que atuam na estabilizacdo dos
miofilamentos espessos durante a contragédo, e garantem o metabolismo dinadmico
do musculo (HENDERSON et al, 2017).

A organizacdo das inumeras proteinas nos sarcomeros, sao idealmente
projetadas para a producdo de forca, com isso, a ampla adaptagcdo em seus
comprimentos, pode resultar no comprometimento ou melhora da geracéo de forga,
visto que a producéo de forca depende diretamente de seus comprimentos, assim
como também, pode indicar maior propensdo a “popping”’, lesbes musculares
causadas por rompimentos dos sarcomeros (BARROSO et al.,, 2005; LIEBER e
WARD, 2011; RASSIER, 2017). Dessa forma, os sarcoOmeros sao aspectos chave na
compreensao das propriedades e funcdes musculares (MOO et al., 2016).

Além disso, a ativacdo excessiva da autofagia esta relacionada com a
desintegracédo dos sarcOmeros, no entanto, apesar da obesidade ser compreendida
como uma patologia que provoca a atrofia muscular devido ao aumento do fluxo
autofagico provocado pela inflamacdo (FAN e XIAO, 2020), permanecem

desconhecidas as alteracdes nos comprimentos dos sarcomeros.

2.3 Junc¢ao miotendinea

Na interface entre o musculo e o tendado, esta localizada uma complexa e
altamente especializada regido do aparelho locomotor denominada juncao
miotendinea (JMT), no qual sua principal funcdo é transmitir das forcas geradas
pelas proteinas intracelulares do masculo para as proteinas extracelulares do tendao
(PALMA et al., 2011). Além de atuar na transmissdo de for¢ca, a JMT auxilia na
estabilizacdo articular, resisténcia muscular, movimentacéo do aparelho locomotor e
armazenamento de energia elastica (CIENA et al., 2012a).

Na regiao da JMT, as projecbes, dos feixes de fibras de colageno
provenientes da matriz extracelular, formam as invaginagfes sarcoplasméticas; em
contraste a elas, o sarcolema se dobra em extensfes que se projetam em diregdo a
matriz extracelular, e formam as evaginacbes sarcoplasmaticas. Juntas, essas

projecbes proporcionam maior area de interagdo do muasculo com o tendéo, e
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asseguram gue as forcas contrateis cheguem como forca de cisalhamento ao tendao
(CIENA et al., 2010; TROTTER, 2002).

Devido as altas cargas impostas nessa regidao, a JMT € suscetivel a
modificacdes ultraestruturais mediante as condi¢des patoldgicas, que podem causar
seu comprometimento, e com isso, prejudicar o desempenho de suas funcgdes.
Entretanto, o remodelamento dessa regido esta relacionado com o fenoétipo das
fiboras musculares, dessa forma, musculos antagdénicos como o TA e SO, podem
apresentar diferentes adaptacdes (CURZI et al., 2016).

Os estimulos atroéficos na interface musculotendinea provocam a reducédo das
invaginacdes e evaginacbes sarcoplasmaticas, que afeta negativamente a
transmissdo das forcas pela JMT (CURZI et al., 2013), enquanto estimulos do
treinamento aumentam as invaginagfes e evaginacdes sarcoplasmaticas, e permite
uma distribuicdo vantajosa das forcas (JACOB et al., 2019). Contudo, a obesidade
possui tanto estimulos atroficos quanto estimulos da sobrecarga adiposa, que
podem comprometer ou ndo a principal regido de transmissao de forca do aparelho
locomotor.

Além das invaginacdes e evaginacfes sarcoplasmaticas, na regido da JMT
também estdo localizados os sarcémeros terminais das fibras musculares, que
possui caracteristicas impares durante a contracdo muscular. Estes sarcémeros
possuem denominacgfes especificas, no qual o penultimo sarcobmero € chamado de
proximal, enquanto o ultimo sarcémero € denominado de distal (SIERRA et al.,
2018).

Recentes evidéncias apresentaram  diferentes plasticidades nos
comprimentos sarcoméricas da JMT e do ventre muscular. Especificamente, as
adaptacdes dos sarcomeros distais estao relacionadas com a JMT, visto que um de
seus pontos de fixagcbes é a lamina basal da JMT, e com isso exercem papel
fundamental na ancoragem dos tecidos (ROCHA et al., 2020).

Entretanto, essa relacdo entre o sarcomero distal e a JMT, é muito mais
complexa, pois esta regido € comumente associada com a suscetibilidade a lesdes.
No entanto, a caracteristica de fragilidade durante estresses excessivos advém dos
sarcdOmeros da JMT, visto que as lesdes ocorrem no tecido muscular préximo a JMT
(CURZI et al., 2016).

Concomitantemente a JMT, apresenta diferentes arranjos morfologicos em

musculos com diferentes caracteristicas, dentre elas o éangulo de penacéo.
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Individuos obesos apresentam alteracfes no angulo de penacdo de muasculo ativos
na locomocao, com isso, espera-se que a JMT também demonstre adaptacées em
suas ultraestruturas, sejam elas nocivas, devido as implicacdes da inflamagéo, ou

benéficas, para suportar as cargas da sobrecarga adiposa.
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo consistiu em descrever as adaptacdes
estruturais e ultraestruturais do ventre muscular e jungdo miotendinea do tibial

anterior (TA) e soleo (SO) em modelo experimental de obesidade.

3.1 Objetivos especificos

¢ Identificar os diferentes tipos de fibras musculares e mensurar a area de seccao
transversa (AST);

e Mensurar os comprimentos dos sarcomeros em diferentes regides;

e Descrever as caracteristicas ultraestruturais da JMT,;

e Mensurar os comprimentos das invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas;
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 20 ratos Wistar adultos com 4 semanas de idade, divididos
em 2 grupos distintos (n=10):

e Grupo Sedentério (S): submetidos a dieta padrao;
e Grupo Obeso (O): submetidos a dieta hiperlipidica;

Todos os animais originarios do Biotério Central da UNESP — Campus de
Botucatu, foram alojados em gaiolas com 5 ratos cada no Biotério do Laboratoério 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 (n°14/2019) do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista —
Campus Rio Claro-SP.

4.1 Dieta padrao e hiperlipidica (modelo experimental de obesidade)

Com 4 semanas de vida, os animais foram divididos aleatoriamente nos
grupos S e O. Os animais dos grupos S e O foram alimentados com dieta equilibrada
(PURINA® - 3,028 kcal/kg) “ad libitum” até a 8 semana de vida. Em seguida, os
animais do grupo S foram mantidos na dieta equilibrada (PURINA® - 3,028 kcal/kg)
“ad libitum”, enquanto os animais grupos O foram alimentados com dieta
hiperlipidica (5,350 kcal’kg) “ad libitum” até a 16 semanas de vida (final do
experimento) (Figura 1). A composicdo detalhada das dietas utilizadas esta descrita

na tabela 1.
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Figura 1. Delineamento dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela Autora. Orgonograma da divisdo dos grupos experimentais (Sedentario e
Obeso0), elucidando o periodo de inducdo da obesidade através da dieta hiperlipidica. Coleta das
amostras (CA).

Tabela 1. Composicéo detalhada das dietas utilizadas no protocolo experimental.

Ingredientes (kg) Dieta padrédo Dieta hiperlipidica
Amido de milho 465,7 264,1
Caseina 140 140
Dextrina 155 87,9
Sacarose 100 56,7
Lipidios 40 352
Oleo vegetal 40 40
Origem animal - 312
Fibra (Cel. Microcrist.) 50 50
Mistura de sais minerais 35 35
Mistura de vitaminas 10 10
L-cistina 1,8 1,8
Bitartarato de colina - 2,5
Cloreto de colina 2,5 -

Dados nutricionais da dieta hiperlipidica consultados em Moura et al. (2012). Celulose Microcristalina
(Cel. Microcist.).

4.2 Histoquimica (ATPase Miofibrilar)

As amostras do ventre muscular (n=5) do TA e SO de cada grupo
experimental, foram seccionadas transversalmente (10 um de espessura - Criostato
HM 505 E, MICROM®), as seccdes foram incubadas durante 30 min a 37° C em uma
solucdo contendo 10 mg de ATP dissolvidos em 2 gotas de agua destilada
adicionadas em conjunto com 10ml de glicina/tampéao NaCl, CaCl2 atingindo o pH
9,4 adicionado com DDT. Em seguida os cortes foram lavados em agua destilada e
incubados por 2 minutos em cloreto de cobalto a 2% o processo de lavagem e

incubacédo foi repetido 3 vezes. Posteriormente, ocorreu uma nova lavagem das
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amostras em agua destilada e desidratacdo em série crescente de alcoois (70%,
90%, 95% e 100%) e finalizar em xilol, para concluir a fixacdo das amostras.

Para o método de pH 4,3 e 4,6, as secc¢des foram pré incubadas em solucao
tampéo de acetato de sédio 0,1M com EDTA 10 mm durante 10 minutos a 4°C, as
amostras foram posteriormente lavadas com agua destilada e incubadas durante 2
min em 2% de cloreto de cobalto processo que foi repetido 3 vezes. Em seguida as
amostras foram lavadas em agua destilada e desidratadas em séries crescente de
alcoois (70%, 90%, 95% e 100%), finalizando com xilol antes da montagem das
laminas com Entellan® (KRAUSE NETO et al.,, 2017). A aquisicdo das imagens
realizou-se através do Microscopio de Luz Leica DM750 - Laboratério de
Microbiologia/CEIS, Unesp Rio Claro/SP.

4.3 Microscopia eletrénica de transmissao

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, eutanasiados com
overdose de anestésico — (Ketamina 100mg/Kg, via intraperitoneal), as amostras do
ventre muscular e da JMT (3mm3) dos musculos TA e SO foram dissecadas imersas
em solucdo de cacodilato de sodio a 0,1M, pH 7,4 durante 48 horas a 4°C.
Posteriormente foram pés-fixadas com solucéo de tetréxido de 6smio a 1% durante 2
horas, a 4°C lavadas com solucdo 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 (CIENA et al., 2010). Em seguida, as amostras foram
submetidas a uma desidratacdo em série crescente de alcoois 70%, 80%, 90% e
95%, banho de 15 minutos em alcool etilico absoluto por quatro vezes e duas vezes
em oOxido de propileno por duas vezes. ApOs a desidratacdo, as amostras
permaneceram 1 hora em uma mistura de resina Spurr e 0xido de propileno na
proporcdo de 1:1, sob agitacdo e em temperatura ambiente. Apds esse periodo, a
resina foi novamente trocada para propor¢céo de 3:1 durante 1 hora e 30 minutos,
posteriormente em resina pura durante 12 horas em temperatura ambiente com
auséncia de luminosidade. A seguir, as amostras foram aquecidas por 1 hora em
estufa a 37°C, com frasco aberto para total evaporagdo de liquidos das amostras.
Para a inclusdo das amostras, os blocos foram trimados para a realizacdo de cortes
ultrafinos (10um) em ultramicrotomo e corados com o método de azul de toluidina
1%.
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Apoés selecionada a area de interesse, foram realizados cortes ultrafinos de
(60 pm), coletados em telas de cobre de 200 “Mesh” (Sigma-Aldrich, USA) e,
contrastados com a solucao de acetato de uralina 4%, por 3 minutos, e em seguida,
lavados em &gua destilada, contrastados em solu¢do aquosa de citrato de chumbo
0,4% por 3 minutos e lavados com agua destilada (CIENA et al., 2012a). As imagens
histolégicas do ventre e da JMT dos musculos TA e SO foram analisadas através do
microscopio eletronico de transmissdo Philips CM 100® do laboratério de
Microscopia Eletrénica Aplicada a Pesquisa Agropecuéria (NAP/MEPA) na Escola
Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" (ESALQ) da Universidade de Sao Paulo —
Campus Piracicaba/SP

4.4 Andalise morfométrica

As mensuracdes foram realizadas com o auxilio do software ImageJ®, no qual
apos definir o tamanho da barra em pixels com a ferramenta “Straight Line” foi
determinada a escala da imagem na opgao “Analyze” posteriormente “Set Escale" e
entdo substituido o valor na caixa “Know Distance” pelo valor na barra, unidade de
escala em ym “Unit of Length”.

Através dos cortes histolégicos do ventre muscular, foi realizada a
mensuracao da area de secao transversal (AST) das fibras tipo |, lla e lIx (n = 50/por
fibra) em cada grupo experimental, com o intuito de determinar o efeito da obesidade
nos fendtipos das fibras musculares dos musculos TA e SO.

Por meio de eletromicrografias, foi realizada a analise morfométrica das
ultraestruturas a fim de avaliar as adaptacOes provocadas pela obesidade na JMT
dos musculos TA e SO.

Os sarcomeros foram analisados em dois locais, na JMT e ventre muscular.
Na regido da JMT, foi mensurado o comprimento dos sarcomeros distal (Ultimo) e
proximal (penultimo), bem como os sarcédmeros presentes no ventre muscular (TA -
n = 55; SO - n = 55). O comprimento do sarcomero proximal e ventre corresponde a
distancia entre um par de linhas Z; porém, o comprimento do sarcomero distal
corresponde a distancia entre a dltima linha Z e a lamina basal (ROCHA et al., 2020;
SIERRA et al., 2018).
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Na interface miotendinea, também foram mensurados os comprimentos (TA -
n = 60; SO - n = 40) e espessuras (TA - n = 60; SO - n = 60) das invaginacdes e
evaginacdes sarcoplasmaticas (PIMENTEL NETO et al., 2020).

Todos os dados obtidos pela analise morfométrica foram analisados

estatisticamente por meio do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Fibras musculares

A analise das fibras musculares por meio da AST, permitiu identificar distintas
adaptacdes fendtipicas nos musculos TA e SO ap6s inducdo da obesidade (Tabela
2).

No musculo TA, o grupo O apresenta menor AST nas fibras do tipo |
(p<0,001) e nas fibras do tipo lla (p<0,0001), enquanto nas fibras tipo lIx foram
observadas maior AST (p<0,0001). Assim como, no musculo SO, o grupo O
demonstra menor AST nas fibras do tipo | (p<0,01) e do tipo lla (p<0,0001), bem

como maior AST nas fibras tipo lIx (p<0,01).

Tabela 2. Area de seccéo transversa (AST) dos diferentes tipos de fibras dos grupos
experimentais.

Grupos
Variaveis Sedentario Obeso
TA AST (Um?)
Tipo | 2,879 + 1,699 1,858 * 0,435**
Tipo lla 2,228 + 0,894 1,781 £ 0,248***
Tipo 11x 2,610+ 1,616 3,867 + 1,142***
SO AST (um?)
Tipo | 4,096 + 0,977 3,567 + 0,889*
Tipo lla 4,124 + 1,003 3,278 + 0,839***
Tipo IIx 2,634 +1,192 2,985 + 0,729*

Fonte: Elaborada pela Autora. Tibial anterior (TA); Séleo (SO); * p<0,01; ** p<0,001; *** p<0,0001.
5.2 Sarcomero

Através da analise morfométrica da JMT e do ventre muscular, revelamos as
adaptacdes provocadas pela obesidade nos comprimentos sarcomeéricos dos
musculos TA e SO (Figura 2).

No grupo O do musculo TA, observamos menores comprimentos no
sarcdmeros distais (p<0,0001), sarcémeros proximais (p<0,0001) e sarcdémeros do
ventre (p<0,05) (Figura 2C). J4 no grupo O do musculo SO, foram observados
maiores comprimentos no sarcémeros distais (p<0,0001) e sarcomeros do ventre
(p<0,01) (Figura 2D).
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Figura 2. Analise morfométrica dos sarcomeros distais, proximais e do ventre dos
grupos Sedentério (S) e Obeso (O).
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Fonte: Elaborada pela Autora. (A) Micrografia eletrdnica de transmissdo da regido da juncéo
miotendinea (JMT) do masculo tibial anterior (TA) do grupo O, no qual estd localizada a interface
miotendinea (seta), o sarcémero distal (sd) e proximal (sp), assim como a presenc¢a de goticulas
lipidicas (circulo de linha pontilhada) adjacente aos sarcbmeros nesta regido. Barra: 2 uym (B)
Micrografia eletrénica de transmisséo do ventre do musculo TA do grupo O, onde foram identificados
os sarcomeros do ventre (sv) organizados em séries. Barra: 1 ym. (C) Média * desvio padrdo dos
comprimentos dos sarcémeros distais, proximais e ventre (um) do musculo TA. (D) Médias + desvio
padrdo dos comprimentos dos sarcomeros distais, proximais e ventre (um) do musculo soleo (SO). As
diferencas significativas foram identificadas nos graficos com os respectivos p<0,05.

5.3 Junc¢éo miotendinea

No presente estudo, demonstramos as adaptacbes morfo-quantitativas da
obesidade nas projecdes sarcoplasmaticas da JMT dos musculos TA e SO (Figura
3).



24

O masculo TA do grupo S, revelou invaginacbes e evaginacoes
sarcoplasmaticas com comprimento variavel e arranjo paralelo aos feixes de
miofibrilas, além de invaginacdes delgadas com extremidades conicas (Figura 3A).

Enquanto o musculo TA do grupo O, apresentou arranjo morfolégico distinto
na JMT, com invaginacdes e evaginacfes sarcoplasmaticas curtas e dispostas
irregularmente em relacéo aos feixes de miofibrilas. Além disso, foram identificadas
duas particularidades na interface miotendinea, as bifurcacfes nas extremidades
das invaginacfes sarcoplasmaticas e a presenca de goticulas lipidicas préximas aos
sarcomeros dessa regido (Figura 3B). ApO6s a analise morfométrica das
ultraestruturas, o grupo O demonstrou menores comprimentos nas invaginacoes e
evaginacdes sarcoplasmaticas (p<0,0001) (Figura 3E).

No musculo SO do grupo S, foram observadas invaginacdes
sarcoplasmaticas delgadas e evaginacfes dispostas em paralelo, e adjacente a
JMT, foi identificado um grupo mitocondrial subsarcolemal (Figura 3C).

Enquanto o musculo SO do grupo O, demonstrou projecdes sarcoplasmaticas
delgadas e alongadas com arranjo paralelo aos feixes de miofibrilas, no entanto, em
alguns pontos da interface miotendinea, as invaginacbes sarcoplasmaticas
apresentam-se curtas. Além disso, identificamos um ndcleo de miofibra e goticulas
lipidicas adjacentes a regidao de JMT, proximo ao grupo mitocondrial subsarcolemal
(Figura 3D). Através da analise morfométrica do grupo O, demonstramos maiores
comprimentos de invaginacdes (p<0,001) e evaginacbes sarcoplasmaticas
(p<0,0001) e menores espessuras de evaginagbes sarcoplasmaticas (p<0,05)
(Figura 3G e 3H).
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Figura 3. Componentes ultraestruturais da juncdo miotendinea (JMT) dos musculos

tibial anterior (TA) e s6leo (SO) dos grupos Sedentario (S) e Obeso (O).
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Fonte: Elaborada pela Autora. (A) Micrografia eletrdnica de transmissao da regido JMT-TA no grupo
S, no qual estao identificadas as invaginacdes (seta) e evaginacdes sarcoplasmaticas (ponta de seta).



26

Barra: 2 ym. (B) Micrografia eletrbnica de transmissao da regido JMT-TA do grupo O, demonstra as
invaginacdes (seta) e evaginagfes sarcoplasmaticas (ponta de seta), com destaque as bifurcacdes
encontradas nas extremidades das invaginagdes sarcoplasmaticas (*) e a presenca de goticulas
lipidicas (circulo de linha pontilhada) adjacente aos sarcémeros da regido da JMT. Barra: 2 ym. (C)
Micrografia eletrbnica de transmissdo da regido JMT-SO do grupo S, revela as invaginacoes (seta) e
evaginacdes sarcoplasmaticas (ponta de seta), bem como a localizacdo de mitocéndrias
subsarcolemais (m) presentes nesta regido. Barras: 2 ym. (D) Micrografia eletrénica de transmissao
da regido JMT-SO do grupo O, onde foram identificadas as invaginacfes (seta) e evaginacdes
sarcoplasmaticas (ponta de seta), um nucleo (n) e goticulas lipidicas (circulo de linha pontilhada)
préximo ao grupamento mitocondrial subsarcolemal (m) presentes nesta regido. Barras: 1 um. (E)
Médias + desvio padrao dos comprimentos das invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas (um)
do musculo TA. (F) Médias = desvio das espessuras das invaginacdes e evaginacdes
sarcoplasmaticas (um) do musculo TA. (G) Médias + desvio padrdo dos comprimentos das
invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas (um) do muasculo SO. (H) Médias + desvio padrdo das
espessuras das invaginacfes e evaginacdes sarcoplasmaticas (um) do musculo SO. As diferencas
significativas foram identificadas nos graficos com os respectivos p<0,05.
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6 DISCUSSAO

Através dos resultados obtidos neste estudo, comprovamos que a obesidade
induzida por dieta hiperlipidica promove amplas adaptacdes na morfologia da JMT.
Além disso, demonstramos as distintas alteracées nos sarcémeros, invaginacoes e
evaginacdes sarcoplasmaticas em musculos com diferentes funcdes e fenétipos (TA
e SO).

A obesidade induzida por dieta hiperlipidica resulta em adaptacdes
semelhantes nas fibras musculares dos musculos TA e o SO. A AST menor nas
fibras do tipo | e lla observada no grupo O de ambos os musculos (TA e SO),
comprovam os efeitos atréficos da obesidade relatados em outros estudos
(COLLINS et al., 2018; QIU et al.,, 2014). De maneira mais aprofundada, a dieta
hiperlipidica aumenta a infiltracdo dos macréfagos pré-inflamatérios no musculo
esquelético, que inibe a diferenciacdo dos mioblastos, e consequentemente
prejudicam a remodelacdo dos musculos esqueléticos e implicam na atrofia
muscular (WANG et al., 2018).

Entretanto, as adaptacdes provocadas pela obesidade se tornam mais
complexas do que a atrofia, visto que o estresse oxidativo resulta na mudanca do
fenotipo muscular para uma predominancia glicolitica (ACEVEDO et al., 2017).
Dessa forma, a maior AST das fibras tipo IIx do TA e SO em ratos obesos,
comprovam a maior atividade glicolitica nos musculos esqueléticos apés a inducéo
da obesidade.

No entanto, quando analisadas as fibras lIx no grupo O dos musculos TA e
SO, observamos que a adaptacdo é menos acentuada no SO, visto que é um
musculo com predominancia oxidativa. Diante disso, nossos resultados indicam que
as respostas adaptativas das fibras musculares de ratos obesos provavelmente
estéo relacionadas com a predominancia fenotipa do musculo estudado, assim como
Chanseaume et al. (2006) observaram nas mitocondrias.

No presente estudo demonstramos as adaptacdes provocadas pela
obesidade nos diferentes tipos de fibras musculares, que séo explicados ou
completam dados de outros trabalhos que visam elucidar os efeitos da obesidade no
musculo esquelético. Contudo, o amplo conhecimento da obesidade n&o se estende
aos componentes estruturais das fibras musculares, os sarcémeros, principalmente

na regido de interface entre o musculo e o tenddo que sofre com cargas excessivas.
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A regido da JMT tem sido evidenciada como um local de grandes variacdes
nos comprimentos sarcomeéricos, conforme foram descritos por Rocha et al. (2020) e
Sierra et al. (2018). Especificamente o Ultimo sarcémero do miofilamento,
denominado de sarcomero distal, possui uma especialidade funcional devido a sua
localizacédo adjacente a JMT. Com isso, as alteracfes nos sarcomeros distais estao
relacionadas a adaptacdo compensatoria da obesidade, que indica as repercussodes
do aumento da transmissao de forca pela interface miotendinea.

Além disso, quando observamos os menores sarcomeros na JMT do musculo
TA de ratos obesos, é possivel associar a necessidade de maior producéo de forca
causada pela sobrecarga adiposa, visto que sarcOmeros mais curtos apresentam
maior forca relativa devido a sensibilidade ao Ca2 +, conforme descrito por
Macintosh (2017). Ao mesmo tempo, 0S menores sarcOmeros demonstram
propensédo reduzida a “popping” (ALLEN, 2004), e possivelmente promovem maior
estabilidade para a regido JMT de ratos obesos.

Inusitadamente, apos a indug¢do da obesidade, o musculo SO demonstrou
adaptacdes sarcomeéricas distintas do TA, no qual os sarcomeros distais
apresentaram comprimentos maiores em ratos obesos, que provavelmente implicam
na reducdo da producdo de forca e, consequentemente, na transmissao pela JMT e
estabilidade da regido de interface. Além disso, a diminuicdo da sobreposi¢do entre
os miofilamentos devido aos maiores comprimentos sarcoméricos, esta diretamente
relacionada a maior suscetibilidade a “popping” (CHOI, 2014).

Nas projecdes sarcoplasmaticas que caracterizam a JMT, existem diversos
trabalhos que comprovam o remodelamento de seu formato, comprimento ou
disposicdo diante de varias estimulos externos e internos (CURZI et al., 2012;
FRENETTE e COTE, 2000; NIELSEN et al., 2018; RICCETTI et al., 2020; SIERRA et
al., 2018). Palma et al. (2011) e Jacob et al. (2019) demonstraram a reducéo da area
de interface musculo-tenddo em modelos experimentais (desuso e sarcopenia) que
se assemelham com a obesidade, visto que resultam na atrofia muscular.

Na JMT do musculo TA de ratos obesos, observamos invaginacdes e
evaginacdes sarcoplasméticas curtas, que indicam menor interagdo entre o tecido
muscular e tendineo (CURZI et al., 2013), e possivelmente implicam em um local de
ancoragem reduzido.

Entretanto, no muasculo SO, a obesidade resultou em invaginacdes e

evaginacdes sarcoplasméticas com maiores comprimentos, provavelmente
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relacionadas ao aumento da deposicdo de colageno decorrente da obesidade
induzida por dieta hiperlipidica descrita por Pincu et al. (2015), visto que a JMT é
composta por varios tipos de coldgenos (JACOBSON et al., 2020). Tais adaptacdes
na JMT do SO aumentam a area de contato entre o tecido muscular e tendineo,
proporcionando distribuicdo vantajosa das forcas contrateis em toda a interface JMT
(CURZI et al., 2016), além do mais, esta € uma modulacdo compensatoria para
reduzir a fragilidade desencadeada pelos sarcomeros adjacentes.

Na JMT do SO, também observamos a presenca de algumas estruturas
excepcionais nessa regido, sendo um grupo mitocondrial subsarcolemal, que
provavelmente esta relacionado a disfuncdo mitocondrial induzida por dieta rica em
gordura (VALERIO et al., 2006), e um nucleo de fibra muscular adjacente JMT, que
indica a alta atividade celular nessa regido (CIENA et al., 2012b).

Além disso, observamos a presenca de goticulas lipidicas intramiocelulares
préximas a JMT de ambos os musculos (TA e SO) de ratos obesos, as quais
provocam mudancas estruturais deletérias, visto que repercutem em alteracfes
mecanicas no musculo e prejudicam o encurtamento dos sarcomeros (ANDRICH et
al., 2018). Esse € o primeiro estudo que relata sua localizacdo adjacente a JMT apos
a inducdo da obesidade, que sugerem o impacto negativo das goticulas lipidicas na
estrutura e a funcao da regido de interface musculotendinea.

Ao longo de nossos resultados, surpreendentemente observamos que a
obesidade promove diferentes adaptacbes nos sarcOmeros e nas projecoes
sarcoplasmaticas dos musculos analisados. As respostas especificas de cada
musculo foram descritas anteriormente por Tallis et al. (2018), associado ao distinto
predominio fenotipico e funcional dos musculos TA (glicolitico) e SO (oxidativo),
ambos com ac0Oes distintas na locomoc¢édo. Contudo a relacdo entre o fenotipo
muscular e a adaptacao ultraestrutural da JMT € inusitada.

Diante disso, demonstramos que a adaptagdo da JMT é especifica para o
fendtipo muscular, corroborando pelo estudo de Collins et al. (2017), que indica o
predominio oxidativo do SO como mecanismo de protecdo contra os efeitos nocivos
na integridade estrutural e metabdlica provocada pela dieta hiperlipidica. Porém, os
autores realizaram a inducdo da obesidade por 4 semanas, enquanto em noOSSO
estudo os animais foram submetidos a dieta hiperlipidica por 8 semanas (COLLINS
et al., 2017).
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Por fim, gostariamos de esclarecer que nosso estudo teve limitacbes em
variaveis diretamente relacionadas aos efeitos da obesidade (ou seja, acumulo de
lipidios/glicogénio, colesterol, triglicerideos e teste de glicose no sangue), o que
poderia ter fornecido perspectivas essenciais sobre as influéncias da obesidade.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica em ratos
promove adaptacdes semelhantes nas fibras musculares dos musculos TA e SO. No
entanto, na regido JMT, as projecdes sarcoplasmaticas (invaginacdes e evaginacoes
sarcoplasmaticas) e sarcomero adjacente (sarcomero distal) demonstram
adaptacdes diferentes de acordo com os distintos fenétipos musculares. Futuros
estudos podem ser realizados para entender a influéncia dos mecanismos

moleculares da obesidade envolvidos na plasticidade da JMT.
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ANEXOS

e Aprocacdo do Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA (n°14/2019)

unesp % UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA COMISSAO DE ETICA

*JULIO DE MESQUITA FILHO" NO USO DE ANIMAL
Campus de Rio Claro CEUA - IB - UNESP - CRC
DECISAO CEUA N° 14/2019
Instituicdo: UNESP - IB - CRC Departamento: Educagéo Fisica

Data de Registro CEUA: 20/03/2019

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Nova perspectiva sobre adaptagao
sarcomérica na jungdo miotendinea em modelo experimental de obesidade associado
ao treinamento de esteira”, protocolo n° 1988, sob responsabilidade de Adriano Polican
Ciena (Pesquisador Responsavel), e Bruna Aléxia Cristofoletti Grillo (orientanda) que
envolve a produgdo, manutengao e/ou a utilizagao 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 Comissdo de Etica no Uso de Animal - CEUA do Instituto de Biociéncias da UNESP —
Campus de Rio Claro, em sua 40° reunido ordinaria, realizada em 05.06.2019.

x) A’i’rtovou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido pelo
relator.

0) Desde que atendidas as pendéncias apontadas na reunido (vide anexo), aprova
o Projeto de Pesquisa acima citado (prazo maximo de 30 dias).

0) Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido
pelo relator.

0) Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias encontradas

- (prazo maximo de 30 dias).
() Néo Aprovou.
() Retirou, devido a permanéncia das pendéncias.

Vigéncia da autorizagdo: 01/7/19 a 01/07/20

Finalidade: ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Espécie/linhagem/raga: rato isogénico (Wistar) Numero de animais: 32 Peso: 300g
Idade: 90 dias Sexo: Machos

Origem dos animais (Informagdes sobre o fornecedor): Biotério Central da Unesp de

Botucatu.
(x) TCC
= 2 ( ) Mestrado
Acad:.;\bo: (') Doutorado
( ) Outros — (Iniciagao Cientifica)
) Pos- Graduagao

Rio Claro, 05/06/2?19

Prof. %ﬂ.mo Aurelio Pizo Fomin
Coordenador

Instituto de Biociéncias - Secéo 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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Premiacao na 12 fase do 30° Congresso de Iniciacdo Cientifica (2018)
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Apresentacdo de trabalho na 22 fase do 30° Congresso de Iniciagcdo Cientifica

(2018)
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Apresentacdo de trabalho na 12 fase do 31° Congresso de Iniciagcdo Cientifica

(2019)

%Qmm::

wajenboN wubay ©19D BIQ Bj0ld RS eXNENO 8p oouepaly sopeD uQ joid

i ke O \~ 590

6102 8p oiquia)es ap SO ‘0Je|D oY

"BUBID) UBDI|04 OUBLIPY 'JOid Oj]ad epejualo ‘o||uY
)jajoj0isu)) eixaly eunig Jod ‘610z @p 0Jquajes ap GO B 0 ap opouad ou 'ds - ole|) oiy
ap apepio eu ‘dsaun ep eoynual) oedemiu| ap 0ssalbuo) XXX Op 9Se} .| eu opejuasaide
10} ,Jeinynijseesyn @ eslwinboiq asijeue :0IqOIeE OJUBWEBUISY @ 2PEepISaqo ap [ejualiiadxa
ojopoWw wWe eond|enbsaoinosnw  BpepIolSe|d, OpE|NJijul cyjegesy O anb  sowedyua)

dsaun ep eoynuald \
oedemiu| ap 0ssalbuo) _xxx
. &



45

Premiacao na 12 fase do 31° Congresso de Iniciacdo Cientifica (2019)
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Apresentacdo de trabalho na 22 fase do 30° Congresso de Iniciagcdo Cientifica

(2019)
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Apresentagéao de trabalho na XXXIV Reunido Anual da FeSBE (2019)
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Mencgao honrosa na XXXIV Reunido Anual da FeSBE (2019)
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Apresentacdo de trabalho na 12 fase do 32° Congresso de Iniciacdo Cientifica

(2020)
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