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Epigrafe

“Toda a nossa vida

na medida em que tem forma deﬁnida

”»

nao é nada além de uma massa de habitos

(Willian James)

1t matters not how strait the gate,

How charged with punishments the scroll,
1 am the master of my fate,

1 am the captain of my soul.

(William Ernest Henley - Invictus)



Resumo

Nas extremidades do musculo esquelético onde o tenddo e musculos se comunicam localiza-
se a jungao miotendinea (JMT). A ovariectomia é o processo de remocao bilateral dos ovarios.
Este procedimento reduz a quantidade dos hormdnios sexuais e pode acarretar alteragdes ao
sistema muscular. As alteragbes na juncdo miotendinea apdés a ovariectomia podem
comprometer a transmissao de forga e a organizacao dos feixes de fibras, que possivelmente
serao atenuadas com a aplicagdo de um protocolo de treinamento. O objetivo do presente
estudo consistiu em analisar as alteragbes morfoldgicas na juncdo miotendinea e ventre dos
musculos tibial anterior e s6leo de ratas submetidas a ovariectomia e ao protocolo de
treinamento. Foram utilizadas 40 ratas Wistar divididos em 4 Grupos: Sedentario (S), Treinado
(T), Ovariectomizado (O), Ovariectomizado Treinado (OT). Apds o término do protocolo
experimental amostras foram coletas e preparadas para microscopia de luz, microscopia
eletrénica de varredura e microscopia eletronica de transmissdo. A mensuragdo da massa
corporal através das médias e desvio padrao da massa corporal dos 4 grupos foram divididas
em 3 periodos especificos. No musculo tibial anterior evidenciaram no Grupo S, tendcitos nas
extremidades das fibras tendineas, projecbes com extremidades arredondadas e
predominancia do colageno Tipo |, fibras tendineas adjacentes ao endomisio, sarcémeros
alinhados em série, invaginagdes e evaginagdes. No Grupo T aumento nas proje¢cdes das
fibras do tendao, aumento no numero de tendcitos entre os tecidos, padrdo pontiagudo e
prevaléncia de colageno Tipo lll, aumento na espessura e numero de projecdes do tendao,
sarcdmeros alinhados em série e aumento das invaginagbdes e evaginagdes. No Grupo O
aumento na projecao das fibras do tendédo e tenécitos alongados nas extremidades dos
tecidos,predominio do colageno Tipo lll, sarcdbmeros em série desalinhados, numero reduzido
de fibras do tenddo e aumento das invaginacbes e evaginacbes. No Grupo OT aumento
significante nas projecées e espessamento do tecido conjuntivo, aumento no numero de
tendcitos, aumento do colageno Tipo Il nas células musculares e Tipo | no tendao,
sarcOmeros alinhados em série, grande numero de fibras tendineas e aumento das
invaginacdes e evaginagdes. No musculo Séleo observa-se no Grupo S as fibras do tendao
dispostas paralelamente as células musculares com a presencga de tendcitos, projegdes das
fibras tendineas paralelas ao endomisio, sarcdbmeros alinhados em serie e invaginagdes e
evaginagodes. No Grupo T aumento da projecao das fibras tendineas e numero de tendcitos,
aumento na quantidade de fibras tendineas, sarcémeros alinhados em série e aumento nas
invaginagdes e evaginagdes. No Grupo O poucas projecdes de fibras do tendao e tendcitos,
numero reduzido de projecdes tendineas e tamanho reduzido dos sarcémeros alinhados em
série e menores invaginagdes e evaginacdes. No Grupo OT aumento nas projec¢des das fibras
tendineas e tendcitos, aumento de fibras tendineas paralelas ao endomisio e de invaginagdes
e evaginagodes. Concluimos que a area de contato na interface musculo tendédo aumentou em
espessura e comprimento das invaginagdes sarcoplasmaticas, portanto, promoveu o
fortalecimento da jungédo miotendinea no grupo treinado, demonstrou ser benéfica e eficiente,
amenizando o quadro de sarcopenia induzido pela ovariectomia que a torna menos propensa
a lesao.

Palavras Chave: Tibial Anterior, Séleo, Juncdo Miotendinea, Exercicio Fisico,
Microscopia de Luz, Microscopia Eletrénica.
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1. INTRODUGCAO
O tecido muscular esquelético é responsavel pela locomogao, postura e
respiracdo. Constitui-se por células com alta capacidade de contragado alongadas e
estreitas nomeadas de fibras musculares estriadas esqueléticas. Sdo multinucleadas
€ seus nucleos permanecem na regido do tecido conjuntivo. Seu didmetro é variado
de 10 a 100um (SILVA; CARVALHO, 2007).

Os tenddes sao estruturas morfolégicas macroscopicas, interpostos entre os
musculos e os 0sso0s, transmitem a forga gerada pelas fibras musculares para o 0sso,
que promove os movimentos articulares (KANNUS, 2000). Por meio de fungdes
biomecanicas e bioldgicas os tenddes atuam na homeostasia do organismo, fungao
realizada através de uma relagao reciproca entre os elementos celulares tendineos e
extracelulares (BUTLER; JUNCOSA e DRESSLER, 2004).

O ponto de encontro entre o musculo e o tenddo é denominado de jungéo
miotendinea (JMT). Regido complexa do sistema musculo esquelética muito
especializada e que evidencia delimitagdes apresentando dobras no sarcolema
(TIDBALL, 1991).

Os ovarios sao érgaos pares, com cerca de 4 cm de comprimento, fixados ao
utero através do ligamento largo e permanecem fixados nas paredes laterais da pelve.
(DANGELO e FATTINI, 2011). Eles produzem ovécitos secundarios que podem se
desenvolver em 6vulos maduros e fungao enddécrina com a produg¢ao dos horménios
Estrogeno e Progesterona (TORTORA e DERRICKSON, 2012).

A atividade fisica traz inUmeros beneficios em todas as idades, como a
melhora do perfil lipidico e metabdlico, redugdo da incidéncia de doencgas
cardiovasculares e crénico-degenerativas, um individuo jovem ativo fisicamente tem
grandes chances de se tornar um adulto ativo. A massa corporal € diretamente ligada
a regulacao do balanco energético, € dependente de 2 componentes basicos: energia
adquirida e energia despendida, ao consumir maiores quantidade de energia que a
que se gasta a alteracdo no balango energético resulta em aumento da massa
corporal, o exercicio fisico tem papel fundamental na regulagcao do balancgo energético
(LAZZOLI et al., 1998; IGNACIO et al., 2009).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Muscular Esquelético

As fibras musculares s&o envolvidas por tecido conjuntivo, epimisio, endomisio
e perimisio. O endomisio envolve cada fibra muscular, separando-as umas das outras,
o perimisio envolve um feixe de fibras musculares e o epimisio um conjunto de feixe
de fibras musculares (MCARDLE, 1992).

Os sarcomeros sao unidades dispostas paralelamente por toda a extensao da
miofibrila, e a actina e miosina alterna-se na extensdo do sarcémeros e torna-se
padronizado através da ordenacéao de filamentos espessos de miosina e de filamentos
finos de actina entre as linhas Z (WATANABE, 1998; MOTOYAMA et al., 2009).

As fibras musculares sdo formadas por segmentos intermitentes de coloracéo
clara denominada de Banda | e escura denominada de Banda A. Transversalmente a
Banda | pode ser observada uma linha escura denominada de linha Z. Os filamentos
de actina e miosina estdo interligados na Banda A, os filamentos de miosina se
estendem até o final da Banda A. Ja os filamentos de actina originam-se de cada linha
Z, percorrem cerca de 1 micrometro em dire¢cdes opostas e formam a banda | e parte
da banda A (GENESER, 1999; TAJSHARGHI, 2008).

Os musculos sdo compostos por fibras que se diferenciam, em relagdo ao
metabolismo, entre oxidativas, oxidativo-glicoliticas e glicoliticas. Musculos com
capacidade de reagcdo mais rapida sdo compostos por grande quantidade de fibras
glicoliticas, que apresentam maior quantidade de miofibrilas e didmetro, menor
numero de mitocéndrias e mioglobina. Com menor didmetro, as fibras oxidativas
apresentam maior quantidade de mioglobina, vascularizacdo e grupamentos
mitocéndrias, com capacidade de permanecer por mais tempo em estado contractil.
Fibras oxidativo-glicoliticas apresentam diametro intermediario em relagado aos outros
Tipos de fibras, assim como as fibras glicoliticas, que possuem grande quantidade de
mioglobina, no entanto, apresenta quantidade maior de mitocéndrias. As fibras
musculares também sao definidas de acordo com suas propriedades histoquimicas,
divididas em trés Tipos: Tipo |, e duas variagdes do Tipo Il, Tipo lla e Tipo llb, e ainda
um subtipo Tipo llc. Ha ao todo sete tipos de fibras identificadas nos ser humano, séo
elas: 1, Ic, llc, llac, lla, llab e lIb (BROOKE; KAISER, 1970; HAMALAINEN; PETTE,
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1993; SCOTT; STEVENS; MACLEOD, 2001; GUYTON; HALL, 2006; TORTORA,
DERRICKSON, 2012;).

A unidade responsavel por acionar a contracdo de um musculo esquelético é
a placa motora, constituida de um grupo de fibras musculares que atuam
simultaneamente através do neurdnio motor somatico por um potencial de agéao, e
contrai as fibras musculares (SILVERTHORN, 2010).

O musculo tibial anterior esta localizado na regidao anterior da tibia e tem seu
ponto fixo no cdndilo lateral da tibia, parte superior da face lateral da tibia, membrana
interéssea e fascia da perna, seu ponto moével no osso cuneiforme e no primeiro
metatarso, realiza a agao de dorsiflexdo através da articulagao talocrural, e a agao de

inversao plantar, através da articulagao talocalcaneonavicular (LIBERANO, 2002).

O musculo séleo localiza-se profundamente em relagdo aos gastrocnémios, é
um extenso musculo plano fusiforme, tem origem, através de fibras tendineas, da
superficie posterior da cabeca da fibula, do ter¢co proximal da superficie posterior do
corpo do 0sso, da linha poplitea e do ter¢co médio da borda medial da tibia e se inserem
em uma aponeurose que recobre a face posterior do musculo, que aos poucos
passam a ser mais densas e afuniladas, agregam-se a inser¢ado do gastrocnémio na
parte inferior, para formar o tenddo calcaneo (BLITZ; ELIOT, 2007, HEBERT-LOSIER
et al., 2011).

2.2 Tecido Conjuntivo (Tendao)

Os musculos localizados no esqueleto apendicular podem apresentar tenddes
nas regides distal e proximal, a regido em que o musculo se une ao tendao é
denominada jungao miotendinea, e do musculo com o 0sso de jung¢ao osteotendinea.
A regiao proximal onde o tend&o ¢é inserido no osso denomina-se ponto fixo, a parte
distal € chamada de ponto mével (MOORE; DALLEY e AGUR, 2011).

As fibras tendineas do musculo esquelético séo formadas por fibras colagenas
equidistantes, difundidas através da matriz extracelular que possibilita aos tenddes
suportar e conduzir imensas forgas através dos musculos e dos ossos (LIN;
CARDENAS e SOSLOWSKY, 2004; TOZER; DUPREZ, 2005).
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Os tenddes apresentam coloragdo esbranquicada, reluzente e textura fibro-
elastico, revelam alta resisténcia a cargas mecanicas e variam em sua forma e
disposicdo uma vez que sao fixados aos 0ssos, assim como na largura e na

espessura, tenddes cilindricos, em forma de “leque” e “fita” (KJAER, 2004).

Os tenddes sdo envolvidos por bainhas sinoviais em superficies ésseas ou
proeminéncias anatdbmicas que podem gerar atrito, geralmente sdo localizadas nos
tendées das maos e dos pés. Formadas por duas finas e serosas camadas
denominadas visceral e parietal, as camadas fibrosas formam uma estrutura fechada
que inclui o fluido peritendineo para lubrificagdo, em alguns tenddes que néo
apresentam a bainha sinovial, podem exibir uma camada peritendinea sobre a face
externa para redugao de atritos entre o epitendao e o liquido peritendineo (MAFFULLI;
BARRASS e EWEN, 2000).

A camada peritendinea é formada por tecido fibrilar frouxo, que funciona como
envoltorio elastico que concede ao tendao a liberdade contra os tecidos adjacentes.
As bursas tendineas constituem uma das principais estruturas extratendineas que
atuam na reducgédo dos atritos. As bursas estdo localizadas em regides em que
saliéncias O0sseas podem vir a comprometer o deslizamento do tend&o, ha ainda
formacgdes conjuntas denominadas extratendineas, responsaveis pelo controle dos

movimentos, estabilizacdo das articulagdes e prevencao de atrito (KANNUS, 2000).

Em nivel microscépico, as células tendineas denominadas de tendcitos e
tenoblastos, constituem cerca de 90-95% dos componentes celulares do tendao. Os
outros componentes celulares presentes sdo os condrocitos, localizados nas
extremidades principalmente na regido de inser¢cdo muscular e células sinoviais
oriundas das bainhas tendineas (DORAL et al., 2010).

Os tenoblastos apresentam comprimento variado de 20um a 70um e largura
de 8um a 20um. O formato de seus nucleos variam de ovéides para alongados com
caracteristicas fusiformes. Os reticulos endoplasmaticos rugosos e complexos de
Golgi sdo bem desenvolvidos e contém poucas mitocéndrias em seu citoplasma. Nos
tenoblastos as vesiculas pinociticas e os poucos lisossomos encontram-se localizados
perifericamente no citoplasma. Sao perceptiveis varios processos delgados e longos

no decorrer da matriz. Os tenoblastos possuem grandes numeros de organelas
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citoplasmaticas e comunica-se com outros tenoblastos através de jungdes
desmossomiais ou do Tipo “gap” (WAGGETT; BENJAMIN; RALPHS, 2006). Os
tenoblastos se diferem em tendcitos e, por vezes pode acontecer o inverso, tornam-
se alongados com cerca de 80um a 300um de diametro. O nucleo aumenta em relagao
ao citoplasma e os processos celulares tornam-se longos e delgados a partir do corpo
celular. A sequéncia celular longa é necessaria para manter o estreito contato entre
as células e os componentes da matriz, para igualar a diminuigao das células e
aumentar expressivamente a matriz tendinea durante o envelhecimento (MOORE; DE
BEAUX, 1987).

Os tendcitos sdo constituicdes celulares primarias encontradas no tendao.
Também s&o conhecidas por células tendineas fusiformes, estas células possuem um
complexo sistema microvascular que lhes permite permanecer em seu ambiente
extracelular (AMIEL et al., 1984; KNOBLOCH, 2008). Possuem nucleos alongados e
volumosos, que ocupa quase completamente a célula. A cromatina condensada
nuclear esta localizada a margem da membrana nuclear. Os filamentos de actina e
miosina intracitoplasmatica, e as vesiculas pinocitéticas talvez possam ser
identificadas nos tendcitos, ainda que esses elementos sejam mais observados nos
tenoblastos (JOZSA et al., 1979).

Os elementos bioquimicos da matriz extracelular do tendao evidenciam
colageno Tipo I, juntamente com as glicoproteinas. O colageno Tipo | constitui cerca
de 95% de todos os colagenos presentes, 65-80% da massa seca do tendéo (AMIEL
et al., 1984).

O colageno Tipo Ill aumenta a sintese de colageno durante a reparagédo precoce,
porém, acredita-se que a medida que o colageno Tipo | € sintetizado, o Tipo Il diminui
(NIYIBIZI et al., 2000).

2.3 Jung¢ao Miotendinea

O limite das fibras musculares que se unem ao tecido tendineo é caracterizado
por apresentar profundas invaginagdes nas membranas das células musculares, em

que a area da superficie da célula muscular apresenta-se alargada (AJIRI et al., 1978).
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A JMT tem como fungao transmitir a forga gerada nas contra¢gdes musculares,
através das proteinas contrateis, para as proteinas do tecido conjuntivo extracelular
localizado no tecido tendineo (KANNUS et al., 2000). Também tem fungao de auxiliar
o controle dos movimentos, posicao e estabilidade da articulagao, age na forca motriz,
sinérgico ou antagbnico, além de armazenar e liberar energia elastica (TROTTER,
2002).

Apos atividades fisicas, e ou o crescimento, o tecido muscular se especializa
e os sarcomeros s&o adicionados ou excluidos (WILLIAMS; GOLDSPINK, 1973). A
jungao miotendinea é a regiao que apresenta maior incidéncia de lesdes desportivas
excessivas e contragdes excéntricas (TIDBALL; SALEM; ZERNICKE, 1993).

No periodo de desenvolvimento a JMT sofre influéncia direta pela interacéo
entre os mioblastos e os componentes da matriz extracelular, bem como, a
regularizacado através da sinalizagdo local pela distribuicdo heterogénea do acido
retindico. Na miogénese dos musculos dos membros das aves a taxa relativa de tecido
tendineo e muscular é comedida através da sintese, equilibrio e degradac¢ao do acido
retindico. O acido retindico tem fungdo de enviar o sinal apoptético para o tecido
muscular e manutencao do tecido tendineo, portanto, o desenvolvimento da JMT da-
se através de interacbes entre células musculares esqueléticas precursoras e
elementos da matriz extracelular.(RODRIGUEZ-GUZMAN et al., 2007).

Quanto a sua formacéao, a JMT ¢é influenciada pela tensdo das contragdes
musculares nas fases embrionarias finais e neonatais iniciais, que apresenta evolugao
gradual e continua (BENJAMIM; RALPHS, 2000; YAMASHITA et al., 2007;
KOSTROMINOVA et al., 2009).

Recentes estudos evidenciaram novas caracteristicas morfolégicas da JMT,
como estruturas adjacentes as projegdes, que recebem o nome de invaginagdes
sarcoplasmaticas também conhecidas por “interdigitacbes” analisadas no musculo
pterigoideo medial de ratos Wistar. Estas invaginagdes possuem caracteristicas
longas e delgadas oriundas da matriz extracelular, constituida de tecido conjuntivo,
que tem o papel de aumentar a area de contato de fixacdo do tecido tendineo ao
muscular (CIENA et al., 2011).
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Foi revelado recentemente que as adaptacbes e evolugbes da JMT no
musculo estriado esquelético, ocorrem de acordo com sua sintopia, funcéo,
disposigao, topografia, e composicao histoquimica de suas fibras (KOSTROMINOVA
et al., 2009).

Estudos tem demonstrado grande interesse nessa area do sistema muscular
esquelético, devido a presenca de alto nivel de plasticidade tecidual, isto €,
adaptag¢des morfolégicas foram evidenciadas na da jungado miotendinea dos musculos
tibial anterior e gastrocnémios, posteriormente a influéncia de exercicio aerobio em
esteiras durante longos periodos, neste musculos que apresentam funcdes e
composi¢des bioquimicas miofibrilares diferentes. As adaptagdes iniciais observadas
na JMT, apds exercicio fisico, apresentaram grande aumento das invaginagdes

sarcoplasmaticas e profundidade de seus respectivos niveis (KOJIMA et al., 2008).

A aplicagao do protocolo de exercicios intermitentes associado a aplicagdo do
horménio do crescimento (GH) evidenciou aumento da aérea de interagcédo entre os
tecidos muscular e tendineo, que promove a preservagao dos componentes da JMT
em individuos com lesdes crbnicas ou agudas. Animais com 1 dia de vida
demonstraram interface ténue e regular, invaginagbes pouco perceptiveis e
sarcOmeros desorganizados, entretanto em animais com 30 dias de vida as

invaginagdes apresentam-se numerosas e profundas (CURZl et al., 2013).
2.4 Ovarios

O cértex do ovario € recoberto por tecido fibroso denominado tunica
albuginea, revestida por apenas uma camada de epitélio superficial, agregada ao
tecido que recobre outros 6rgdos da cavidade abdominal chamado de mesotélio. O
cortex possui ovocitos, que sao envolvidos em foliculos com tamanhos variados,
denominados de corpos luteos, corpos albicantes e células do estroma (RHOADES;
TANNER, 2005).

z

A camada que reveste a superficie do ovario € chamada de epitélio
germinativo, ele é encontrado no cértex do ovario, area onde se encontra o tecido
conjuntivo denso, que apresenta grande numero de foliculos ovaricos. O foliculo
ovarico € um ovaocito que apresenta diferentes numeros de células circundantes, que

nutre o ovécito em desenvolvimento e secreta estrogeno de acordo com a evolugao
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do foliculo, apdés a maturacao deste foliculo, ele ira se romper e liberar um ovécito
secundario, o restante se desenvolve em corpo luteo. (TORTORA; DERRICKSON,
2012).

O estrégeno tem como fungdo basica controlar o desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias da mulher, por exemplo, os pelos pubianos e
axilares, aumento de tecido adiposo, desenvolvimento das mamas. A progesterona
influéncia no desenvolvimento do embrido e na implantagdo do ovécito fecundado
(DANGELO; FATTINI, 2011). A progesterona é gerada pelo corpo luteo, uma estrutura
glandular proveniente de um foliculo que recentemente liberou seu 6vulo, o corpo
luteo pode produzir progesterona por aproximadamente onze dias depois da ovulagao.
A progesterona atua simultaneamente com o estrogeno para iniciar o ciclo menstrual
na puberdade (TIBODEAU; PATTON, 2002). O utero e ovario sado vascularizados
através unido dos ramos tubarios da artéria uterina e ovarica, e drenados através das
tributarias: veia iliaca interna e da veia cava inferior (HANKIN; MORSE; BENNETT-
CLARKE, 2015).

A ovariectomia é o procedimento cirurgico de remogao dos ovarios, esta
remocgao ocasiona mudancas que vao desde diminuicdo do tamanho do utero, atrofia
uterina, até alteracdes hormonais (CHANG et al., 2010). Em modelos experimentais
foi observado aumento significativo do peso corporal e atrofia uterina em comparado
com ratas que nao foram ovariectomizadas (HOEGH-ANDERSEN et al., 2004). A
diminuicdo dos hormdnios provenientes da remoc¢ao dos ovarios ocasiona a
diminuicdo da area de seccgao transversa dos musculos, que causa a sarcopenia
(YWAZAKI, 2012).

Em jovens mulheres que exercem atividade fisica intensa, o ciclo menstrual
pode sofrer alteragdes e consequentemente, os hormdnios responsaveis pelo
desenvolvimento muscular, estrogeno e progesterona, sofrem variagdes em seus
niveis de concentracdo. Esse decréscimo hormonal provoca alteracées no sistema
muscular esquelético, consequentemente, no ventre muscular e consequentemente
na juncao miotendinea com provaveis adaptagdes nos componentes estruturais e
funcionais, além de serem os principais musculos recrutados durante a atividade
aquatica o tibial anterior e s6leo também s&o antagonistas estas alteragdes hormonais

podem ser atenuadas com a aplicagao de um protocolo de treinamento aerdbio.
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Para analisar os efeitos que a atividade fisica regular exerce sobre a
morfologia do ventre muscular e jungdo miotendinea de animais submetidos a

ovariectomia, sera ministrado o protocolo de treinamento de natacao.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo consistiu em analisar o ventre muscular e a
juncdo miotendinea dos musculos Tibial Anterior e So6leo de ratas Wistar adultas

ovariectomizadas e submetidas a um protocolo de treinamento de natagéo.
3.1 Objetivos Especificos

- Descrever os elementos estruturais das fibras musculares e da jungéo
miotendinea dos musculos Tibial Anterior e Sdleo, através da microscopia de luz

utilizando as coloragées de Hematoxilina-Eosina (HE) e Picro-Sirius.

- Descrever as caracteristicas tridimensionais da jungao miotendinea por meio

de microscopia eletrénica de Varredura.

- Descrever as caracteristicas ultraestruturais da juncao miotendinea atraves

da microscopia de transmissao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizadas 40 ratas Wistar adultas, com idade de 90 dias, oriundos do
Biotério Central da UNESP — Campus de Botucatu — SP. Mantidas em gaiolas
coletivas no Biotério do Laboratério de Biodindmica do Departamento de Educacéao
Fisica do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro. Distribuidas
aleatoriamente em 4 diferentes Grupos: Sedentarias (S) n=10, os animais
permaneceram dentro das gaiolas e nao foram submetidas ao protocolo de
treinamento e cirurgia; Treinadas (T) n=10, os animais foram submetidos ao protocolo
de natagcdo; Ovariectomizadas (O) n=10 os animais foram submetidos ao
procedimento cirurgico para remocgao dos ovarios; Ovariectomizadas/Treinadas (OT)
n=10 submetidas ao procedimento cirurgico e ao protocolo de treinamento. Os animais
receberam racdo balanceada padrao (Purina) e agua “ad libitum” via bebedouro,
alocados 5 animais por gaiola, com temperatura ambiente controlada 23+2°C e ciclo
claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos adotados neste estudo foram
previamente submetidos e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animal CEUA

do Instituto de Biociéncias da UNESP — Rio Claro — SP, protocolo numero: 6658.
4.2 Procedimento Cirargico — Ovariectomia

Os animais dos Grupos O e OT foram anestesiados com Ketamina (50mg/kg)
e Xilazina (10mg) via intraperitoneal, em seguida foi realizada a tricotomia e a
assepsia da pele da regiao ventral do abdome. Com auxilio de um bisturi a parede
abdominal foi seccionada através de uma incisura vertical para que os ovarios
pudessem ser expostos e dissecados (Figura 1 A e B). Apds este procedimento, a
abertura da parede abdominal foi suturada em camadas, com linha de sutura de nylon
n° 6.0 (Figura 3) (FERRETTI et al.,, 2014). ApGs a assepsia do local, os animais
permaneceram em gaiolas e foi administrado paracetamol (300mg/kg) diluido em

agua, via bebedouro, durante uma semana no periodo pos operatorio.
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Figura 1 — Regido ventral do abdome apds a tricotomia e assepsia do local (A). Exposicdo do Utero
bicorneado pra a remogao dos ovarios localizados em sua extremidade (B).

4.3 Protocolo de Treinamento — Natagao

Os animais dos Grupos T e OT realizaram o protocolo de treinamento e no 30°
dia pos operatério iniciaram a adaptacdo ao meio liquido com 2 sessodes diarias de
15min, 2 de 30min e 1 sessdo de 60min. O Treinamento consistiu em sessdes de
60min, 5 dias por semana, por 4 semanas ao total de 20 sessdes (CIABATTARI et al.,
2005). Os animais foram alocados individualmente em tubos de PVC (cloreto de
polivinila) com 24 cm de didmetro, 50 cm de comprimento, para que ndo houvesse
aglomeracao e dispersao, mergulhadas tanques com 40 cm de agua aquecida a 31°C
(Figura 2 A, B e C) (PESTANA et al., 2012). Para a obtengédo das sobrecargas de
treinamento, utilizaram-se pesos de chumbo equivalentes a 5 % da massa corporal,
afixados ao térax dos animais ao iniciar o protocolo de treinamento e retirados ao
término da sessao, através de uma cinta elastica e realizada a correcdo dos pesos

semanalmente.
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Figura 2 — Tubo de PVC utilizado para individualizagao (A). Centro de treinamento com os tanques utilizados (B).
Execugédo do protocolo de treinamento. (C)

4.4 Mensuracao da Massa Corpoérea

A mensuragédo da massa corporal foi realizada semanalmente com auxilio da
balanca semi—analitica e posteriormente ao sacrificio as amostras foram mensuradas
em balanga analitica. Para a analise da massa corporal foram selecionados 3
periodos: 1° periodo, antes do procedimento cirurgico — ovariectomia; 2° periodo, ao
fim do 1° més pos-operatodrio e ao inicio do protocolo de treinamento; 3° periodo, ao
término do protocolo de treinamento. Para a obtengdo da media e desvio padrao dos
3 periodos foi utilizado o programa Microsoft Office Excel, e realizado o tratamento
estatistico através da analise de variancia ANOVA two way, pos teste de Bonferroni

com auxilio do software Graph Pad 5.0, o nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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4.5 Microscopia de luz

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, eutanasiados em
camera de diéxido de carbono. Em sequéncia foram dissecadas amostras do musculo
tibial anterior e séleo e entdo separadas as respectivas jungdes miotendineas dos
ventres musculares de ambos os grupos experimentais. As amostras foram dispostas
em superficie de cortiga e estabilizadas com cola biolégica e untadas em talco neutro
para prevenir artefatos, para entdo serem criofixadas em nitrogénio liquido e
posteriormente mantido em freezer -90°C. Nas amostras da jungdo miotendinea e
ventre muscular foram realizados cortes longitudinais e transversais de 10um de
espessura respectivamente, ambos corados com coloragdo de Hematoxilina-Eosina
para destaque dos componentes celulares e Picro-sirius (PS) para identificagdo do
tecido conjuntivo, sob luz polarizada destacou-se o colageno Tipo | e Tipo lli
(JUNQUEIRA; BIGNOLAS e BRENTANI, 1979; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

4.6 Microscopia Eletronica de Varredura

Para a microscopia eletrénica de varredura foram utilizados 3 animais de cada
grupo experimental, apos serem eutanasiados em camera de dioxido de carbono, as
amostras da juncao miotendinea do tibial anterior e s6leo foram imersas em solugéo
de Karnovsky modificada (glutaraldeido 2.5%, paraformoldeido 2%, e em solugéo de
Cacodilato de s6dio a 0.1M, pH 7.4) durante 24 horas, a 4°C. Todas as amostras foram
submetidas a técnica de criofratura, mediante ao congelamento em nitrogénio liquido.
As amostras criofraturadas foram lavadas de 12 a 24 horas em solugao tampéao fosfato
de sddio e, pos-fixadas em solugao de tetroxido de dsmio, desidratadas em serie
crescente de alcoois (70% ao 100%) seguida de imersao em solugao de acetato de
isoamila 3h, a 4°C, e secas em aparelho ponto-critico Balzers CPD-30, utilizando CO2
liquido ( BOLINA et al.,2013). As amostras foram montadas em bases metalicas
apropriadas e cobertas com ions de ouro em aparelho Balzers SCD-040, examinadas
em microscoépio eletrénico de varredura TM 3000-Hitachi, do Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista-UNESP, campus Rio Claro-SP.
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4.7 Microscopia Eletronica de Transmissao

Foram utilizados 2 animais de cada grupo experimental, apds serem
eutanasiados em camera de diéxido de carbono (CO2 durante 5 minutos), as amostras
do tibial anterior e s6leo e sua respectiva jungdo miotendinea, foram imersas em
solucado de Karnovsky modificada. Posteriormente as amostras foram por trés vezes
lavadas com solugédo de tampao fosfato de sédio e fixadas com glutaraldeido 2.5% a
4°C por 2 horas e poés-fixadas com solugao de tetréxido de 6smio a 1% durante 2
horas, a 4°C (CIENA et al., 2010), novamente lavadas com solug&o Salina 0,9% por
trés vezes e fixadas com a solugao 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 desidratagdo 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 oxido de

propileno (2x) por 15 minutos.

ApOs 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 proporgdo de 1:1, sob agitagdo, em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, a resina foi trocada para propor¢ao 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 inclusdo as amostras foram alocadas em moldes retangulares de
silicone, que foram preenchidos com 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 350um em
ultramicrétomo (Leica Ultracut UCT, Germany), e corados com o método de azul de
toluidina 1%. As imagens para trimagem serdo obtidas por meio do fotomicroscopio

Carl Zeiss Microimaging (Axiokop 40, Géttingen, Alemanha).

Apos selecionada a area de interesse, sera realizado cortes ultrafinos de 60
nandmetros em ultramicrétomo, que foram coletados em telas de cobre de 200 “mesh”

(Sigma-Aldrich, USA) e, contrastados com a solucao de acetato de uralina a 4%, por
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3 minutos, lavados em agua destilada, contrastados em solugé&o aquosa de citrato de
chumbo a 0.4% por 3 minutos e lavados em seguida com &agua destilada
(WATANABE; YAMADA,; CIENA et al., 2012). As telas foram examinadas através do
microscopio eletrénico de transmissao Philips CM 100, laboratério de microscopia do
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista-UNESP, campus de Rio
Claro-SP.

4.8 Analise Morfomeétrica

Para a analise morfométrica foram mensuradas 50 comprimentos de
invaginagdes e evaginagdes, 80 para a espessura das invaginagdes e evaginagdes.
Para obtengdao dos dados foi utilizado o software ImageJ® e adotado padrdo de
ampliacdo de 12.000x nas imagens de microscopia eletronica de transmissao do tibial
anterior e 5000x para o soéleo. Apds definir o tamanho da barra em pixels com a
ferramenta “Straight Line” foi determinada a escala da imagem na aba “Analyze”
posteriormente em “Set Escale" e entao substituido o valor na caixa “Know Distance”
para o valor na barra e informado que a unidade da escala era em nm na caixa “Unit
of Length”. Apds coletadas as mensuragodes, foi realizada a média e desvio padréao
com o software Excel™ e realizada o tratamento estatistico através do software
GRAPH PAD PRISM 5.0 e realizada a analise de variancia ANOVA TWO WAY com

pos teste de Bom Ferroni.
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5. RESULTADOS

5.1 Massa Corporal

Os resultados da mensuracdo da massa corpérea dos animais estdo

representados respectivamente na Tabela 1 e Grafico 1.

MASSA CORPORAL
GRUPOS PERIODOS

1° Periodo | 2° Periodo | 3° Periodo
Sedentario 237,8+12,6 | 272,9+16,7 | 284,6+19,3
Treinado 225,8+21,9 | 262,3+21,3 | 268,3+38,1
Ovariectomizado 229,61£14,5 | 294,7£20,2 * | 317,1£22,4 »
Ovariectomizado Treinado 242,6+15,2 | 300,8+29,6 296,8+29,6 #

Tabela 1. Média e Desvio Padrédo dos Grupos S, T, O e OT em periodos distintos. (p<0,05) *O#S; O#T; O #T; #
OT#S;0T#T)

A tabela 1 apresenta as médias e desvio padrdo da massa corporal dos 4
grupos em 3 periodos especificos; primeiro periodo (pré operatdrio) segundo periodo
(pb6s operatorio e pré treinamento) e terceiro periodo (pds treinamento). O primeiro
periodo ndo apresentou diferengas significantes entre os grupos. O segundo periodo
demonstrou aumento significante na massa corporal em relagéo ao primeiro periodo,
o Grupo O apresentou aumento expressivo na massa corporea em relagdo aos
Grupos S e T. O terceiro periodo revelou diferencas estatisticas significantes entre os
Grupos: O e T, a disparidade entre estes 2 Grupos foi maior em relagdo aos outros, e
o Grupo OT em relacao aos grupos S e T. A massa corporal entre os Grupos Se T
entre 0 1° e 2° periodo revelou aumento de 16,44% e 15,84% respectivamente. Este
aumento possivelmente é decorrido pelo processo maturacional dos animais que
estavam no inicio da fase adulta. O Grupo T manteve-se no mesmo patamar de peso,
possivelmente pelo acréscimo de tecido muscular proveniente do treinamento. O
Grupo O apresentou aumento de 27,59% em sua massa corporal € o Grupo OT
aumentou 19,34%, entretanto, entre o 2° e 3° periodo reduziu 1,34% de sua massa

corporal.
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MASSA CORPORAL
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Grafico 1. Média da massa corporal dos Grupos S, T, O e OT nos periodos. (p <0,05) *O#S;0#T;*O#
T, #OT#S;0T#T)

O grafico 1 demonstra de modo linear a massa corporal dos animais dos
Grupos S, T, O e OT, gerados através dos dados da tabela 1. Do primeiro periodo ao
segundo periodo € evidente o aumento expressivo da massa corporea de todos os
animais, além do aumento acentuado dos animais submetidos a ovariectomia em
relagcdo aos nao submetidos. Os Grupos S, T e OT néo apresentaram diferencas
estatisticas relevantes do segundo periodo ao terceiro periodo, entretanto o Grupo O
continuou a aumentar. O terceiro periodo demonstra haver diferencas entre os Grupos
OeT,eentre o Grupo OT em relagédo aos Grupos S e T. mesmo com o grande declinio
do Grupo OT no terceiro periodo, a diferenga nao revelou ter significaAncia em relagao

aos outros Grupos.
5.2 Microscopia de Luz

Os aspectos estruturais da regidao da jungdo miotendinea evidenciaram as
fibras musculares e os feixes de fibras do tenddo. No Grupo S (Fig. 3A), observaram-
se a densidade do colageno na extremidade do tendao que atenuam-se, se dispersam
e aderem-se ao endomisio, os tendécitos revelaram formato circular e estao localizados
nas extremidades das fibras musculares e tendineas. No Grupo T(Fig. 3B)
apresentaram maior dispersao do colageno na extremidade do tendao que se projeta
ao centro da fibra muscular e maior numero de tendcitos circulares em suas
extremidades em relagdo ao Grupo S. No Grupo O (Fig. 3C) demonstraram aumento
na projecgao das fibras do tendao e tendcitos alongados nas extremidades dos tecidos
e relacdo aos Grupos S e T. No Grupo OT (Fig. 3D) demonstraram a projecao do
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tenddo com grande numero de tendcitos em sua extremidade em relagdo aos Grupos
S, T e O (Figura 3).

Sedentario Treinado

Ovariectomizado Ov. Treinado

Figura 3 - Microscopia de Luz da jungdo miotendinea do musculo tibial anterior. Grupo Sedentario (A), Grupo Treinado (B),
Ovariectomizado (C), Ovariectomizado Treinado (D). A regido da juncdo miotendinea (Seta) apresenta a comunicagéo entre a
célula muscular (M) e as fibras do tendao (T). Os tendcitos estéo localizados nas extremidades dos tecidos (Cabega de Seta).
HE. 40x.

Nas amostras da juncdo miotendinea do musculo séleo através da coloragao
de Hematoxilina-Eosina (HE) foi evidenciada a regido de encontro entre as fibras
musculares e as fibras do tenddo. No Grupo S (Fig. 4A) identificaram-se as fibras do
tendao que se projetam para a célula muscular, de modo que a fibra do tendao esta
lateral a fibra muscular e apresenta tendécitos em sua extremidade. No Grupo T (Fig.
4B) observaram-se o aumento da projecao das fibras tendineas para a célula
muscular, que percorre o endomisio e projeta-se para a célula, nota-se grande
quantidade de tendcitos em formato longilineo presentes na extremidade da fibra do
tendao e em forma circular no perimisio e endomisio da célula muscular. No Grupo O
(Fig. 4C) apresentaram-se reduzidas projec¢des das fibras tendineas e menor numero

de tendcitos presentes nas extremidades das fibras musculares e tendineas. No
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Grupo OT (Fig. 4D) evidenciaram as fibras tendineas aumentadas em sua projegéo
em relacdo ao Grupo O e S e menor projegdo em relagdo ao Grupo T, maior numero
de tendcitos em relagao ao Grupo S e O, porém, em relagdo ao Grupo T apresenta

reducao (Figura 4).

Sedentario Treinado

£ ' - o

' " ! . . 7 / 7 >
Figura 4 - Microscopia de Luz da jungcdo miotendinea do musculo soleo. Grupo Sedentario (A), Grupo Treinado (B),
Ovariectomizado (C), Ovariectomizado Treinado (D). A regido da jungcdo miotendinea (Seta) revela a comunicagédo entre a
célula muscular (M) e as fibras do tendéo (T). Os tendcitos localizam-se entre os tecidos (Cabega de Seta). HE. 40x.

O ventre muscular das amostras dos 4 Grupos, Sedentario (S), Treinado (T),
Ovariectomizado (O) e Ovariectomizado Treinado (OT), coradas com Hematoxilina-
Eosina. No Grupo S (Fig. 5A) apresentaram o perimisio delgado e quantidade
reduzida de tendcitos presentes no endomisio. No Grupo T (Fig. 5B) demonstraram
maior espessamento do perimisio com presencga de capilares e macréfagos e maior
numero de tendcitos no endomisio e presencga de fusos extracelulares no perimisio.
No Grupo O (Fig. 5C) observaram espessamento do perimisio e diminuicao no niumero
de tendcitos no endomisio, apresenta a presenga de capilar no perimisio. No Grupo
OT (Fig. 5D) apresentaram espessamento do perimisio e aumento no numero de

tendcitos presente no endomisio (Figura 5).
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Treinado

Figura 5 - Microscopia de Luz do ventre muscular do musculo tibial anterior de ratas Wistar. Grupo Sedentario (A), Grupo
Treinado (B), Ovariectomizado (C), Ovariectomizado Treinado (D). Apresenta o Perimisio (Seta) envolvendo o feixe de fibras
musculares (M). Os tendcitos localizam-se no endomisio (Cabega de Seta). HE. 20x.

O ventre muscular do musculo Séleo dos grupos Sedentario (S), Treinado (T),
Ovariectomizado (O) e Ovariectomizado Treinado (OT). No Grupo S (Fig. 6A)
observaram o perimisio revestindo um conjunto de fibras, enquanto o endomisio
apenas uma fibra, os tendcitos estdo localizados no endomisio e perimisio e a
presenga de capilar no perimisio. No Grupo Treinado (Fig. 6B) apresentaram o
perimisio em melhor evidencia, as células musculares apresentam maior variagcéo e
poucos tendécitos. No Grupo O (Fig. 6C) apresentaram o perimisio atenuado e maior
numero de tendcitos. No Grupo OT (Fig. 6D) observaram o perimisio em maior

destaque, tendcitos presentes no endomisio e perimisio (Figura 6).
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Figura 6 - Microscopia de Luz do ventre muscular do musculo soleo de ratas Wistar. Grupo Sedtério (A), Grupo Treinado
(B), Ovariectomizado (C), Ovariectomizado Treinado (D). Apresenta o Perimisio (Seta) envolvendo o feixe de fibras musculares
(M). Os tendcitos localizam-se no endomisio e perimisio (Cabeca de Seta). HE. 20x.

Para identificacdo do tecido conjuntivo dos Grupos foi realizado corte
longitudinal de 10um e a corado com Picro-sirius que apresentaram a tonalidade
amarelada para as fibras musculares e avermelhada para o tecido tendineo (e tecidos
conjuntivos associados como o endomisio e perimisio). No grupo S (Fig. 7A), as
extremidades das fibras dos tenddes demonstraram formato arredondado e paralelo,
direcao distinta e variada. No Grupo T (Fig. 7B) as fibras tendineas apresentaram
extremidade pontiaguda, orientadas paralelamente e com dire¢ao uniforme. No Grupo
O (Fig. 7C), as fibras do tenddo projetaram-se espagadas, com sua extremidade
arredondada e diregao variada. No Grupo OT (Fig. 7D), apresentaram diminuigao no

espacamento das fibras tendineas e diregdo paralela e alinhada (Figura 7).
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Sedentario Treinado
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Ovariectomizado Ov.Treinado

Figura 7 - Microscopia de Luz da jungao miotendinea do musculo tibial anterior de ratas Wistar. Grupo Sedentario (A), Grupo
Treinado (B), Ovariectomizado (C), Ovariectomizado Treinado (D). A regido da juncédo miotendinea (Seta) apresenta a interagéo
entre a célula muscular (M) e as fibras do tendao (T). PS. 40x.

As amostras foram cortadas longitudinalmente com 10um de espessura e
utilizada a coloracdo de Picro-Sirius para destacar os componentes do tecido
conjuntivo das da jungédo miotendinea do soleo, em tonalidade amarelada revelou-se
a fibra muscular e em tonalidade vermelho alaranjada o tecido conjuntivo. No Grupo
S (Fig. 8A) demonstraram as projegbdes das fibras do tendao lateralmente a fibra
muscular. No Grupo T (Fig. 8B) apresentaram maiores proje¢des, ndo apenas laterais
como também centralizadas em relacéo a fibra. No Grupo O (Fig. 8C) revelaram o
tecido conjuntivo em maior disperséo e proje¢des das fibras do tenddo menores. No
Grupo OT (Fig. 8D) observaram maiores projegdes do tecido tendineo em direcao ao
tecido muscular, que percorrem o endomisio e projetam-se para a célula muscular
(Figura 8).
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Figura 8 - Mlcroscopla de Luz da jungdo miotendinea do séleo de ratas Wistar. Grupo Sedentario (A) Ampliagdo 20x. Grupo
Treinado (B) 40x, Ovariectomizado (C) 40x, Ovariectomizado Treinado (D) 20x. A regido da juncdo miotendinea (Seta) apresenta
a interagéo entre a célula muscular (M) e as fibras do tendéo (T). PS.

A analise da coloragéo de PS sob a luz polarizada revelou o colageno Tipo |
em tonalidade alaranjada e Tipo Il esverdeada. No Grupo S (Fig. 9A) as proje¢bes do
tendao apresentaram arredondadas nas extremidades e predominancia de colageno
Tipo I. No Grupo T (Fig. 9B) apresentaram as proje¢des das fibras do tendéo
pontiagudas, com predominancia de colageno Tipo Ill em relacdo ao grupo S. No
Grupo O (Fig. 9C) as fibras do tendao revelaram morfologia arredondada na
extremidade e com espagamentos, apresenta predominancia do colageno Tipo Il
adjacentes as células musculares em relagdo aos grupos S e T. No Grupo OT (Fig.
9D) apresentaram projegcbes da fibra do tenddo pontiagudas, com aumento do
colageno Tipo lll nas células musculares, e predominancia do Tipo | no tenddo em
relacdo aos Grupos S, T e O. (Figura 9)
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Sedentario Treinado

Ovariectomizado

Figura 9 - Microscopia de Luz da jungdo miotendinea do musculo tibial anterior de ratas Wistar. Grupo Sedentério (A), Grupo
Treinado (B), Ovariectomizado (C), Ovariectomizado Treinado (D). A regido da jungdo miotendinea (Seta) apresenta
comunicagao entre a célula muscular (M) e as fibras do tendéo (T). PS sob luz polarizada. 40x.

5.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para descrever as caracteristicas morfoldgicas tridimensionais do musculo
tibial anterior foi empregada a técnica de microscopia eletrénica de varredura. No
grupo S (Fig. 10A) evidenciaram o feixe de miofibrilas da célula muscular revestida
pelo endomisio, feixes de fibras colagenas tendineas percorrem adjacentemente o
endomisio e projetam-se no sarcolema, as fibrilas dispostas paralelamente e os
sarcOmeros alinhados em série. No Grupo T (Fig. 10B) apresentaram maior
quantidade de fibras tendineas e projecao para o sarcolema as fibrilas organizadas
paralelamente e os sarcébmeros alinhados em série. No Grupo O (Fig. 10C)
apresentaram maior aumento de fibras tendineas em relagdo ao grupo S, endomisio
revelou caracteristicas atenuadas e os sarcémeros apresentam-se desalinhados. No
Grupo OT revelaram grande numero de fibras colagenas do tecido tendineo que
percorrem o endomisio e se projetam para o sarcolema, fibrilas dispostas em sentido

paralelo e sarcomeros alinhados. (Figura 10).
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Sedentario Treinado

x1.8k 50 um x2.0k 30 um
Figura 10 - Microscopia Eletrénica de Varredura da jungdo miotendinea do musculo tibial anterior de ratas Wistar. Grupo
Sedentario (A), Grupo Treinado (B), Ovariectomizado (C), Ovariectomizado Treinado (D). A regido da jungdo miotendinea (Seta)
apresenta o encontro entre a célula muscular (M) e as fibras do tendao (T). Endomisio reveste os feixes de fibras (Cabega de
Seta).

Através da técnica de microscopia eletrbnica de varredura foi possivel
evidenciar as caracteristicas tridimensionais da jungdo miotendinea do musculo séleo.
No Grupo S (Fig. 11A) observaram o tecido conjuntivo recobrindo a fibra muscular,
em sua superficie nota-se as fibras tendineas projetando-se para o sarcolema. No
Grupo T (Fig. 11B) apresentaram duas fibras musculares distintas, envoltas pelo
tecido conjuntivo que apresenta grande quantidade de fibras tendineas em sua
superficie e se projetam para o sarcolema. No Grupo O (Fig. 11C) observaram as
fibras tendineas em maior quantidade que no Grupo S menor que o Grupo T € OT. No
Grupo OT (Fig. 11D) apresentaram o tecido conjuntivo recoberto por fibras tendineas
e em maior quantidade em relagdo aos grupos S e O, porém, menor quantidade em

relagéo ao Grupo T (Fig. 15).
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X7.0k 10 um x8.0k 10 um

Figura 11 - Microscopia Eletrénica de Varredura da jungdo miotendinea do musculo séleo de ratas Wistar. Grupo Sedentario
(A), Grupo Treinado (B), Ovariectomizado (C), Ovariectomizado Treinado (D). A regido da jung&do miotendinea (Seta) apresenta
o encontro entre a célula muscular (M) e as fibras do tendao (T). Endomisio reveste os feixes de fibras (Cabega de Seta).

5.4 Microscopia Eletrénica de Transmissao

A analise ultraestrutural da juncdo miotendinea do tibial anterior através da
microscopia eletrénica de transmissao revelou as invaginag¢des sarcoplasmaticas das
fibras tendineas no musculo esquelético. No Grupo S (Fig. 12A), observaram as
invaginagdes oriundas da matriz extracelular que apresenta diversos Tipos de
colageno. No Grupo T (Fig. 12B), apresentaram as invaginagdes aumentadas
consideravelmente e se ramificam em diversos niveis e provocam o desalinhamento
das linhas Z. No Grupo O (Fig. 12C), revelaram menor comprimento da invaginagéao
em relagédo ao grupo T e menor numero de digitagdes, porém o desalinhamento dos
sarcoOmeros em serie também é presente proximo a jungdo. No Grupo OT (Fig. 12D)
apresentaram redugao acentuada das invaginagdes em relagdo aos Grupos S e T,
porém, em relacédo ao Grupo O apresenta maior numero de invaginag¢des, notou-se

os sarcbmeros desalinhados (Fig. 12)
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500 nm

Figura 12 - Microscopia Eletrénica de Transmissao da jungcdo miotendinea do musculo tibial anterior de ratas Wistar. Grupo
Sedentario (A) ampliagdo de 7500x. Grupo Treinado (B) ampliagdo de 6000x. Ovariectomizado (C) ampliacdo de 6000x.
Ovariectomizado Treinado (D) Ampliacdo 6000x. Observam-se as invaginagdes sarcoplasmaticas (Setas), os Tipos variados de
feixes de fibras colagenas (*) e a célula muscular (M).

Através da microscopia eletrénica de transmissao foi possivel analisar
ultraestruturalmente a jungdo miotendinea do musculo séleo. No Grupo S (Fig. 13A),
observam invaginagbes provenientes da matriz extracelular, diferentes
Tipos de colageno e linhas Z desalinhadas, o sub nivel da invaginagao que transpassa
a linha Z da célula muscular e a presencga de mitocdndrias paralelas aos sarcomeros
alinhados em série. No Grupo T apresentam grande acumulo de invaginagdes que ao

se unirem formaram microtenddes e as invaginagdes sdo provenientes deles. No
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Grupo O (Fig. 13C), apresentaram leve aumento nas invaginagdes em relagdo ao
grupo S, ha pouca variagdo no colageno presente na matriz extracelular, linhas Z
desalinhadas e observa-se um grupamento de mitocondrias presentes na matriz
extracelular. No Grupo OT (Fig. 13D) as invaginagbes unem-se formando
microtenddes, entretanto, diferentemente do Grupo T eles possuem extremidade
pontiaguda e invaginac¢des partem desses microtenddes (Fig. 13).

500 nm

Figura 13 - Microscopia Eletrénica de Transmisséo da Jungdo miotendinea do musculo séleo de ratas Wistar. Grupo Sedentario
(A) ampliagdo de 5000x. Grupo Treinado (B) Ampliagdo 4000x. Grupo Ovariectomizado (C) ampliagdo de 5000x
Ovariectomizado Treinado (D) ampliagdo de 5000x. Observam-se as invaginagdes sarcoplasmaticas (Setas), os feixes de fibras
colagenas (*) e a célula muscular (M).
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5.5 Analise Morfométrica
Os resultados da analise morfométrica estdo apresentados na tabela 2 e 3.

A Tabela 2 indica a média e desvio padrao do comprimento e espessura das
invaginagcdes e evaginagbes do musculo tibial anterior. No Grupo sedentario
apresentaram as invaginagbes menores que os demais grupos, entretanto possui
maior espessamento que os grupos treinado e ovariectomizado. No Grupo treinado
apresentaram invaginagcbes com maior comprimento em relagdo aos grupos
sedentario e ovariectomizado treinado, entretanto a espessura menor que ambos. No
Grupo ovariectomizado apresentaram o maior comprimento das invaginagdes entre
0s quatro grupos, entretanto sua espessura é a menor entre os quatro grupos. No
Grupo ovariectomizado treinado apresentaram invaginagbes maiores que O grupo

sedentario e espessura maior que os demais grupos.

As evaginacgdes do Grupo sedentario apresentaram o menor comprimento em
relagdo aos demais grupos, entretanto a espessura € maior que o Grupo treinado e
ovariectomizado treinado. No Grupo treinado apresentaram evaginagdes com
comprimento maior que os grupos sedentario e ovariectomizado treinado, porém sua
espessura € menor que 0s grupos sedentario e ovariectomizado. No Grupo
ovariectomizado apresentaram o maior comprimento e espessura da evaginagao
entre todos os grupos. No Grupo ovariectomizado treinado apresentaram o
comprimento maior que o0 grupo sedentario e a menor espessura entre todos os

grupos.

Através da analise estatistica podemos notar que a relagao entre a invaginacao
do tibial anterior dos Grupos S e T apresentou significancia e aumento no comprimento
para o Grupo T, entre os Grupos S e O apresentou significancia e grande aumento do
comprimento para o Grupo O, entre os Grupos T e OT nao apresentou diferenga
significante, entre os Grupos O e OT apresentou significancia e maior invaginagao no
grupo O. A Evaginagao do Grupo S em relagdo ao Grupo T apresentou significancia
e aumentou o comprimento no Grupo T, os Grupos S e O apresentaram significancia
e maiores invaginagdes no Grupo O, os Grupos T e OT nao apresentaram
significancia, os grupos O e OT apresentaram significancia e evaginagdes maiores no

grupo O. A relagdo da espessura da invaginagdo entre os Grupos S e T nao
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apresentou significancia, entre os Grupos S e O ndo houve significancia, entre os
Grupos T e OT houve significancia e aumento na invaginagéo do Grupo OT, entre os
Grupos O e OT houve significAncia e aumento na espessura da invaginagao no Grupo
OT. A relagao da espessura da evaginagao entre os Grupos S e T ndo apresentou
significancia, entre os Grupos S e O ndo apresentou significancia, entre os Grupos T
e OT néo apresentou significancia, entre os Grupos O e OT apresentou significancia

e aumento da espessura da evaginagao no Grupo OT.

Mensurac¢ao/Grupo Sedentario Treinado Ovariectomizado Ova¥f:itnoarzgado
Invaginagao 358.520 + 144.487 | 464.313 £145.914 | 639.483 +277.483 | 425.736 + 126.377
Espessura da 127.917 + 53.319 110.285 + 147.403 104.272 + 32.646 136.158 + 47.435
Invaginagao
Evaginagdo 304.187 + 130.883 | 450.984 + 137.376 | 567.446 + 307.593 | 377.591 + 139.938
Espessura da 135.353 +50.810 | 119.445+55250 | 155.338+75.112 | 108.314 +35.012
Evaginagao

Tabela 2 — Média e desvio padréo da invaginagdo, evaginagao, espessura da invaginagao e espessura da evaginagao dos grupos
S, T, O e OT do tibial anterior.

A tabela 3 indica a média e desvio padréo das invaginagdes e evaginagdes do
musculo séleo. No Grupo sedentario a invaginagao possui comprimento e espessura
maior que o grupo treinado, entretanto menor que os grupo ovariectomizado e
ovariectomizado treinado. No Grupo treinado apresentaram comprimento e espessura
das evaginagdes menores que os demais grupos. No Grupo ovariectomizado
apresentaram comprimento e espessura das invaginagbes maiores que 0S grupos
sedentario e treinado. No Grupo ovariectomizado treinado apresentaram o

comprimento e espessura das invagina¢gdes maiores que 0s demais grupos.

As evaginacdes no Grupo sedentario apresentaram o comprimento maior que
0s grupos treinado e ovariectomizado, entretanto a espessura € a menor em relagao
aos demais grupos. No Grupo treinado apresentaram o menor comprimento das
evaginacdes entre todos os grupos, entretanto a espessura € maior que 0 grupo
sedentario e menor que os demais grupos. No Grupo ovariectomizado o comprimento
€ maior que os grupos sedentario e treinado e menor que o0 grupo ovariectomizado
treinado, entretanto e espessura é maior que o grupo sedentario, muito semelhante

ao grupo treinado e menor que o grupo ovariectomizado treinado. No Grupo
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ovariectomizado treinado apresentaram o comprimento e espessura das evaginagdes

maiores que todos os grupos.

Através da analise estatistica podemos notar que a relagdo entre a invaginagéo
do séleo do Grupo S em relagéo ao Grupo T foi maior para o Grupo S € nao possui
significancia. A evaginagao do Grupo S com o Grupo T foi maior para o Grupo S e nédo
apresentou significancia. Entre os Grupos S e O a invaginagao € maior em O que em
S, entretanto a evaginagdo € maior em S, em ambas as relagdes ndo houve
significancia. A relagdo da invaginagao entre os Grupos T e OT é maior para OT e
apresenta significancia. A relagao da evaginagao nos grupos T e OT € maior para OT
e apresenta significancia. A relagdo da invaginagao dos Grupos O e OT é maior para
OT com significancia. A relagdo da evaginacéo entre os Grupos O e OT é maior para
OT e apresenta significancia. A relagdo da espessura da invaginagao dos Grupos S e
T € maior no S e ndo apresenta significancia. A relacdo da espessura da evaginagao
€ maior em T e apresenta significancia. A espessura da invaginagao de S € menor
que em O e n&o apresenta significancia. A espessura da evaginagéo de S € menor
que em O e apresenta significancia. A relagéo da espessura da invaginagao entre os
Grupos T e OT é maior para OT e apresenta significancia. A relacdo da espessura da
evaginagao € maior em OT e apresenta significancia. A relacdo da espessura da
invaginagao entre os Grupos O e OT € maior em OT e apresenta significancia. A

relagdo da espessura da evaginagéo entre os Grupos O e OT € maior em OT e possui

significancia.
Mensurac¢ao/Grupo Sedentario Treinado Ovariectomizado Ovarlec.tomlzado
Treinado
Invaginagao 404,04 + 136,48 361,48 + 119,69 487,12 £ 137,91 555,620 + 169,98
Espessura da
Invaginagdo 0,112 £ 0,030 0,102 £ 0,027 0,122 + 0,043 0,166 + 0,051
Evaginagéao 403,64 + 128,09 332,72 + 85,51 348,56 + 109,58 572,64 + 130,19

Espessura da
Evaginagao

0,123 £ 0,039

0,146 £ 0,061

0,147 £ 0,069

0,178 £ 0,084

Tabela 3 - Média e desvio padrao da invaginagao, evaginagéo, espessura da invaginacao e espessura da evaginagao dos grupos

S, T, O e OT do séleo.
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo apresentam previamente as caracteristicas da
regiao miotendinea e ventre muscular do tibial anterior e sdleo em aspectos

tridimensionais, estruturais e ultraestruturais.

A mensuracado da massa corporal no 3° periodo indicou que os Grupos S e O
demonstraram possuir maior massa que os grupos T e OT, entretanto, o Grupo O
apresentou maior disparidade em relagao a todos ou outros Grupos, esta alteragao é
proveniente da redugcao dos niveis hormonais provocados pela ovariectomia, com a
aplicacao do protocolo de treinamento realizado no Grupo OT notamos que a massa
corporal dos animais reduziu e ficou préxima a do Grupo S. Aumento no peso corporal
de ratas ovariectomizadas foram descritos por Vasconcellos et al (2004) e Henriques

(2010) que corroboram com a mensuracéo realizada neste estudo.

Os elementos estruturais da jungé&o miotendinea foram revelados na regido em
que as fibras do tenddo encontram-se com as fibras musculares, observamos que as
densidade do colageno diferente nos Grupo S, T, O e OT no Grupo O as fibras
colagenas atenuam-se e no Grupo OT demonstram caracteristicas mais densas,
observamos que as fibras do tendao se projetam para as fibras musculares através
do endomisio constatado através da coloracdo de HE e PS, demonstramos que os
Tipos de colageno presentes na regido da JMT alternam-se em Tipo | e Tipo Ill de
acordo com a presencga ou nao de atividade fisica como observado nos Grupo Se T
onde o colageno Tipo | é predominante no Grupo S e Tipo lll predominante no Grupo
T, entretanto, nos Grupo O e OT o Colageno Tipo Il recobre as fibras musculares. os
aspectos tridimensionais foram evidenciados nos musculos tibial anterior e séleo o
ponto de encontro entre as fibras do tendao e as fibras musculares que é denominada
jungao miotendinea (JMT) que de acordo Tidball (1991) € uma regido complexa e
especializada do sistema musculo esquelético. Demonstramos que as fibras
tendineas projetam-se a matriz extracelular para as células musculares e variam em
seu tamanho e espessura de acordo com a atividade exercida, no Grupo T e OT a
presenca das fibras aumenta e consequentemente a JMT se torna fortalecida. A
funcdo da JMT é transmitir a forga gerada nas contragdes musculares, para as
proteinas do tecido conjuntivo extracelular localizadas no tecido tendineo como

demonstrado por Kannus et al. (2000). Nos aspectos ultraestruturais identificamos que
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a JMT possui um padrao de fortalecimento determinado pela aplicagdo do treinamento
indicados nos Grupos T e OT em que seus niveis aumentam e se diferenciam em sub
niveis e sua espessura e comprimento aumentam em relagéo aos Grupos S e O que
nao realizaram um protocolo de treinamento Kojima et al. (2008) observou padrdées

parecidos em seu protocolo de treinamento com esteira.

O aumento e organizagado das projeg¢des dos Grupos T e OT indicados no
tibial anterior e séleo através da microscopia de luz e coloragado HE e PS revelam-nos
adaptagdes mediante ao treinamento assim como os resultados encontrados por Curzi
et al. (2016) que descreveu adaptagdes do extensor longo dos dedos mediante
protocolo de treinamento em esteiras com diferentes intensidades e relatou que as
interdigitagbes aumentam seus niveis e subniveis de acordo com a intensidade do
exercicio, resultados semelhantes foram evidenciados por Kojima et al. (2008) ao
analisar o tibial anterior e gastrocnémicos com protocolo de corrida com alta

intensidade em esteira.

Tozer e Duprez (2005) relataram que o desenvolvimento da JMT é
influenciado pela interagao entre o tecido muscular e o tecido tendineo. As contragdes
musculares exigidas para que o animal mantenha-se na superficie da agua durante o
treinamento de natagado, produz intensa e continua contragdo do sistema muscular,
que produz tragao nas fibras tendineas e acarreta em adaptag¢des na JMT, ocasiona
o aumento nas fibras musculares como relatado por Willians e Goldspink (1973) e
aumento nas fibras tendineas como observamos neste estudo. Os resultados
apresentados do ventre muscular, como o aumento do espessamento do epimisio
corrobora com os resultados encontrados por Moreira et al. (2005) que evidenciaram
o espacamento interfibrilar no musculo reto femoral de ratas adultas

ovariectomizadas.

Demonstrou-se que as fibras colagenas analisadas sob luz polarizada no
Grupo S houve predominancia do colageno Tipo |, entretanto, nos Grupos T e OT
houve prevaléncia do colageno Tipo Ill, que demonstra alteracao nas fibras colagenas
do tendao e reducao da predisposicao de lesdes conforme descrito por Tidball, Salem
e Zernicke (1993). O Grupo O revelou grande quantidade de colageno Tipo lll, o que

sugere a adaptacédo da JMT. Segundo Niyibizi et al. (2000) e Ciena et al. (2013), a
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sintese de colageno Tipo Il produzido nas fases iniciais de desenvolvimento diminui

de acordo com o aumento proporcional na produgéo do colageno Tipo |I.

No presente estudo observamos as caracteristicas tridimensionais da regido
da juncao miotendinea através da microscopia eletronica de varredura e evidenciamos
que as fibras tendineas percorrem a matriz extracelular e a superficie do tecido
conjuntivo que recobre a fibra muscular, onde realizam diversas proje¢des, para o

interior da célula muscular e unirem-se ao tendao.

Além disso, Ciena et al. (2012) revelaram recentemente que as adaptagdes e
evolucdes da JMT no musculo estriado esquelético, ocorrem de acordo com sua
sintopia, funcao, disposicao, topografia, e composi¢ao histoquimica de suas fibras. As
infiltracbes das fibras tendineas além do endomisio e perimisio revelados nos Grupos
S, T, O e OT indicam que a célula muscular se adapta as invaginac¢des realizadas
através do tenddo que corrobora com os resultados encontrados por Ciena et al.
(2011) onde revelaram adaptagdes na JTM em que as fibras tendineas oriundas da
matriz extracelular invaginam-se na fibra muscular, apresentam caracteristicas longas
e delgadas, constituida de tecido conjuntivo, que tem o papel de aumentar a area de
contato de fixacao do tecido tendineo ao muscular que corroboram com os resultados
evidenciados nos Grupos S, T, O e OT. Resultados semelhantes foram relatados por
Curzi et al. (2015) mediante o treinamento fisico aerébio realizado em esteira, houve
aumento das invaginagdes no Grupo T em relacdo ao Grupo S, além de bifurcagéo
das interdigitacbes e aumento de niveis, no nosso estudo observamos que entre os
grupos ovariectomizado o comportamento da jungcdo miotendinea tende a ser
semelhante aos Grupos S e T, o que resulta em possiveis beneficios para a saude

provenientes desse fortalecimento.

A relagao entre o comprimento da invaginacao e evaginacao do tibial anterior
demonstrou que a invaginagao no Grupo S, T, O e OT possui maior comprimento que
a evaginacao. A diferenga das invaginagdes e evaginagdes entre os Grupos Se T é
maior no Grupo T para ambas. Entre os Grupos S e O o aumento das Invaginacdes
e evaginagdes no Grupo O foi maior. Entre os Grupos T e OT houve maior aumento
nas invaginagdes e evaginagcdes no Grupo T que em OT. Houve diferengca entre os
Grupos O e OT em que as invaginagdes e evaginag¢des no Grupo O s&o maiores que

no Grupo OT.
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Houve aumento na espessura da invaginagao do tibial anterior no Grupo S em
relagdo ao Grupo T, aumento expressivo no Grupo S em relacédo ao Grupo. No Grupo
OT houve aumento em relagao ao Grupo T. O aumento na espessura da invaginagao
no Grupo OT é maior em relagdo ao Grupo O. Houve aumento na espessura da
evaginagao do Grupo S em relagdo ao Grupo T, e nos Grupos S e O € maior em O.
Dos Grupos T e OT é maior em T e nos Grupos O e OT houve aumento da espessura
da evaginagao em O. Houve aumento na relagao da espessura da evaginagédo em
comparagao com a invaginagao. No Grupo T apresenta aumento de na espessura da
evaginagao em relagcéo a espessura da invaginagao. No Grupo O houve aumento da
espessura da evaginacado em relagdo a espessura da invaginagado e o Grupo OT

apresentou a espessura da invaginagdo maior que a espessura da evaginagao.

Houve diferenga no comprimento da invaginagao e evaginagao do soleo entre
os Grupos S e T onde S é maior que T em ambas. Houve aumento na relagcao do
comprimento da invaginagao entre o Grupo S e Grupo O em que € maior no Grupo O,
entretanto, a relagdo do comprimento da evaginagéo é maior para o Grupo S. Houve
grande aumento da relacdo do comprimento da invaginagao entre os Grupos T e OT
que possui maior comprimento. A diferengca do comprimento da invaginagao e

evaginagao entre os Grupos O e OT é maior para o Grupo OT.

Houve diferenca na espessura da invaginagao nos Grupos Se T em que S é
maior que T e a relagdo da espessura da evaginagéo é maior para o Grupo T. Houve
aumento na relagdo da espessura da invaginagéo e evaginagao entre os Grupos S e
O onde o Grupo O é maior. A relagdo da espessura da invaginagao e evaginagao
aumentou significativamente para o Grupo OT. Houve aumento na espessura da

invaginagao e evaginagao no Grupo OT em relagéo ao Grupo O.

A diferenca encontrada no musculo séleo em quem o Grupo T possui menor
comprimento e espessura das invaginagdes e evaginagbes € devida ao grande
numero de ramificagbées, niveis, subniveis e das pequenas proje¢cdes a partir do
microtenddo. As ramificagdes, niveis e subniveis corroboram com resultados
encontrados por Curzi et al. (2015) e Kojima et al. (2008). Os microtenddes revelados
nos Grupos T e OT do musculo sdéleo indicam alta atividade proveniente do
treinamento aerdbio, onde as invaginagbes presentes agregam-se e formam

interdigitacbes maiores, com pequenas invaginacbées que se ramificam desses
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microtenddes. Apesar de estas invaginagdes serem menores que 0S grupos
sedentario e ovariectomizado, quando provenientes destes microtenddes possuem
maior area de contato com o tecido muscular, que aumenta a area de tragao e

consequentemente a transmissao de forga.

CONCLUSAO
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CONCLUSAO

Concluimos no presente estudo através dos diferentes métodos empregados

O protocolo de treinamento foi efetivo para a redugdo da massa corporal do

Grupo OT e para a regulagdo massa corporal do Grupo T;

Houve maior area de contato entre as proje¢cdes das fibras tendineas com as

fibras musculares com menor risco de lesdes;

Houve maior atividade do tecido conjuntivo denso modelado (tendao)

identificado pelo aumento no numero de tendcitos;

Os Grupos T e OT apresentaram alteragao no colageno do Tipo | para Tipo llI
com maior flexibilidade e consequentemente menor possibilidade de lesao

derivadas de movimentos mecanicos subitos;

Houve predominio de juncdes laterais no musculo soleo em relagdo ao musculo

tibial anterior derivada da disposicédo do tendao;

Apresentaram aumento no comprimento, espessura e sub-niveis das fibras

tendineas;
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