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RESUMO

A juncédo miotendinea (JMT) é uma regiao altamente especializada que conecta o
musculo esquelético ao tendao e desempenha um papel essencial na transmissao
de for¢ca durante a contragdo muscular. O musculo esquelético € composto por
diferentes tipos de fibras musculares, sendo as fibras do tipo | caracterizadas por
metabolismo oxidativo e resisténcia a fadiga, enquanto as fibras do tipo I
apresentam metabolismo glicolitico e rapida contragdo. O objetivo do presente
estudo foi identificar as adaptagbes ultraestruturais na jungdo miotendinea apods
lesdo induzida por exercicio e revelar suas caracteristicas nos diferentes tipos de
fibras musculares. Foram utilizados 10 ratos Wistar (60 dias) divididos em grupo
controle (n=5) e grupo downhill (n=5), submetido a um protocolo de corrida
excéntrica (18 séries em esteira com inclinagao de -16° a 16 m/min) para inducao de
lesdo muscular. Amostras da JMT do musculo triceps braquial foram processadas
para microscopia eletrbnica de transmissdao (MET). As imagens foram analisadas
quantitativamente (ImageJ) para mensuragao de parametros ultraestruturais da JMT
(240 medigbes/variavel/grupo). As imagens capturadas foram analisadas quanto a
espessura da linha Z e sua correlacdo com os tipos de fibras musculares
previamente descritos na literatura; os componentes ultraestruturais da JMT e sua
correlacdo com os diferentes tipos de fibra pré e pos lesdo. A JMT apresentou
alteragdes morfolégicas apds exercicio excéntrico, com reducdo da espessura das
evaginacdes em ambos os tipos de fibra. Fibras intermediarias mostraram aumento
na densidade de invaginagdes e evaginagoes, sugerindo uma adaptagao precoce ao
estimulo. Fibras llb apresentaram menos alteragdes estruturais.Conclui-se que,
apesar da maior robustez estrutural das fibras llb, as fibras intermediarias
demonstraram maior plasticidade e capacidade de remodelacdo imediata na JMT
apos o exercicio excéntrico, revelando respostas diferenciais com implicacées para
a vulnerabilidade tecidual.

Palavras-chave: Jung¢ao Miotendinea; Fibras Musculares Esqueléticas; Microscopia
Eletrénica de Transmissao.



ABSTRACT

The myotendinous junction (MTJ) is a highly specialized region that connects skeletal
muscle to tendon and plays an essential role in force transmission during muscle
contraction. Skeletal muscle is composed of different types of muscle fibers, with type
| fibers characterized by oxidative metabolism and fatigue resistance, while type I
fibers exhibit glycolytic metabolism and rapid contraction. The objective of the
present study was to identify ultrastructural adaptations in the myotendinous junction
after exercise-induced injury and to reveal its characteristics in the different types of
muscle fibers. Ten Wistar rats (60 days old) were used and divided into a control
group (n=5) and a downhill group (n=5), which was submitted to an eccentric running
protocol (18 series on a treadmill with a -16° incline at 16 m/min) to induce muscle
injury. Samples of the MTJ from the triceps brachii muscle were processed for
transmission electron microscopy (TEM). Images were quantitatively analyzed
(ImageJ) to measure ultrastructural MTJ parameters (240
measurements/variable/group). The captured images were analyzed for Z-line
thickness and its correlation with muscle fiber types previously described in the
literature; the ultrastructural components of the MTJ and their correlation with the
different fiber types pre- and post-injury. The MTJ exhibited morphological alterations
after eccentric exercise, with a reduction in the thickness of evaginations in both fiber
types. Intermediate fibers showed an increase in the density of invaginations and
evaginations, suggesting an early adaptation to the stimulus. llb fibers exhibited
fewer structural alterations. We concluded that, despite the greater structural
robustness of type lIb fibers, intermediate fibers demonstrated higher plasticity and
immediate remodeling capacity at the MTJ following acute eccentric exercise,
revealing differential responses with implications for tissue vulnerability.

Keywords: Myotendinous Junction; Skeletal Muscle Fibers; Transmission Electron
Microscopy.

Title in english: Eccentric Exercise-Induced Injury and Its Adaptations in the
Ultrastructure of the Myotendinous Junction: Analyses of Type | and Il Muscle Fibers
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1 INTRODUGAO
1.1 Organizacgao Ultraestrutural da Jungao Miotendinea

A juncédo miotendinea (JMT) é a interface altamente especializada entre as
fibras musculares esqueléticas e o tenddo, sendo responsavel pela transmissao
de forga do musculo para o tecido conjuntivo (Ciena et al., 2010). Sua organizagao
ultraestrutural e composicdo molecular sdo adaptadas para suportar cargas
mecanicas significativas, garantindo a eficiéncia na transmissdo de forca e a
prevencao de lesdes. Estudos recentes tém demonstrado que a JMT é capaz de
se adaptar a diferentes estimulos mecanicos, como o exercicio fisico, que pode
induzir alteragdes morfolégicas e moleculares que contribuem com a plasticidade
de sua interface e consequentemente com a resisténcia quanto a predisposi¢ao a
lesdes (Curzi et al., 2012; Pimentel Neto et al., 2022).

Na regido distal da fibra muscular se encontram os sarcémeros proximais
(penultimo sarcémero da fibra muscular) e distais (ultimos sarcomeros da fibra
muscular, onde ocorrem as jungdes miotendineas) (Rocha et al., 2020). No
sarcoOmero distal, a JMT é caracterizada por uma complexa interdigitagcao entre as
fibras musculares e o tecido tendineo, formando projegdes digitiformes que
aumentam significativamente a area de contato entre os dois tecidos. Essas
projecdes sao formadas a partir da matriz extracelular, formando invaginagbes que
invadem o tecido muscular (Knudsen et al., 2015; Jakobsen et al., 2023; Ciena et
al., 2012). Essa combinagao de invaginagdes e evaginagdes contribuem para a
expansao da interface entre os tecidos, aumentando-a por aproximadamente 10—
20 vezes em comparagao com uma superficie retilinea. Este aumento na area de
interface reduz efetivamente o estresse, uma vez que o estresse € determinado

pela forga dividida pela area (VanDusen; Larkin, 2015).

A nivel molecular, a JMT é composta por uma série de proteinas
especializadas que conectam o citoesqueleto das fibras musculares a matriz
extracelular do tendao. Os filamentos de actina, que se estendem a partir dos
discos Z das fibras musculares, ancoram-se a membrana plasmatica através de

proteinas subsarcolemais, como a distrofina e a vinculina (Tong et al., 2024).



Essas proteinas, por sua vez, interagem com integrinas, que se ligam a
componentes da matriz extracelular, como o colageno tipo XXIl, um marcador
especifico da JMT (Rocha-Braga et al., 2025; Jakobsen et al., 2017; Knudsen et
al., 2015). Essa complexa rede de interagbes garante a transmissao eficiente de
forgas geradas pela contragdo muscular para o tendao.

Estudos com microscopia eletrénica demonstram que a regido terminal das
fibras musculares apresenta um aumento significativo na densidade mitocondrial,
sugerindo uma alta demanda energética para a manutencéo da integridade celular

e dos processos de reparo mecanico (Eisenberg; Milton, 1984; Ciena et al., 2012).

Figura 1. Organizacao Ultraestrutural da JMT.

Fonte: Elaborado pelo autor. Na JMT as projecdes de colageno, denominadas invaginagoes
sarcoplasmaticas (setas brancas), adentram o tecido muscular. Para isso, os ultimos
sarcdmeros se dobram formando evaginagdes sarcoplasmaticas (setas duplas vermelhas).
Além disso, na porc¢ao do tecido conjuntivo, & possivel visualizar uma area esbranquicada
que serve como uma camada de suporte de colageno, origem das invaginagdes. Nessa
camada de suporte, é possivel visualizar uma sombra mais escura que contorna toda regiao
de contato com o tecido muscular, a lamina basal (asteriscos), € nessa regido que se
localizam as proteinas de ancoragem. Barra: 1 um.



1.2 LesoOes na Jung¢ao Miotendinea

As lesdes musculares decorrentes do exercicio estado fortemente associadas a
contragbes excéntricas, caracterizadas pelo alongamento do musculo sob tenséo,
condicdo que excede a capacidade adaptativa do tecido (Choi, 2016). A analise por
microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) possibilita identificar com precisao os
padroes de dano, envolvendo desde a ruptura de sarcbmeros até alteragdes em

membranas e organelas (Dong; Lv; Li, 2014).

No tecido muscular em geral, o dano estrutural mais intenso ocorre por volta
de 48 horas poés-exercicio excéntrico, com evidéncias de desorganizagao e
desaparecimento de sarcomeros, rupturas da linha Z e degradagao de miofilamentos
(Hirabayashi et al., 2011; Dong; Lv; Li, 2014). No interior da célula, mitocondrias
apresentam perda de integridade da membrana entre 24 e 48 horas, enquanto o
reticulo sarcoplasmatico mostra redugcdao na captacdo de Ca** e aumento da
sulfonilagdo da SERCA, comprometendo a fungao contratil (Handegard et al., 2025).
Associadas a esses eventos, ocorrem respostas inflamatérias e ultraestruturais

visiveis por MET.

Apesar de sua complexidade estrutural e adaptabilidade funcional, a juncao
miotendinea (JMT) é altamente vulneravel a lesdes durante atividades que envolvem
alongamento rapido ou contragdes excéntricas, quando a forga transmitida pelo
tenddo excede a resisténcia da interface musculo-tenddo (Narayanan; Calve, 2021;
Tidball, 1991; Tidball; Salem; Zernicke, 1993). Nessas condigdes, ocorrem rupturas
localizadas na lamina basal e destacamento de miofibrilas na porcao distal das fibras
musculares, evidenciando a JMT como ponto estrutural critico (Tidball, 1991; Tidball;
Salem; Zernicke, 1993). A microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) permite a
visualizacdo detalhada dessas alteragdes, incluindo desorganizacdo sarcomeérica,
ruptura de membranas e mudangas na matriz extracelular, fornecendo informacdes
sobre o0 dano que nao sao acessiveis por exames clinicos ou de imagem
convencional (Narayanan; Calve, 2021; Tidball, 1991). Musculos frequentemente
submetidos a estiramentos bruscos, como isquiotibiais, reto femoral, adutores do
quadril e triceps sural, apresentam maior predisposicdo a essas lesdes
(Mueller-Wohlfahrt et al., 2013).
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As lesbes na JMT podem ser classificadas de acordo com a gravidade e
extensao do destacamento muscular, variando desde edema local sem ruptura de
fibras (grau 0) até destacamento com retracdo tendinea significativa (grau 3)
(Mueller-Wohlfahrt et al., 2013; Hall et al., 2020; Fernandes; Pedrinelli; Hernandez,
2011). Lesdes leves (graus 1 e 2) geralmente respondem bem a protocolos
conservadores, enquanto rupturas de grau 3 frequentemente necessitam de reparo
cirurgico, embora o tecido cicatricial formado possa comprometer a biomecéanica da
interface e aumentar o risco de recidiva (Cooper et al., 2021; Lionello et al., 2015). A
MET continua sendo a principal ferramenta para compreender os mecanismos
ultraestruturais de lesédo e reparo na JMT, permitindo correlacionar alteragdes
morfoldgicas finas com a evolugao funcional do musculo e orientar estratégias de
tratamento (Tidball, 1991; Tidball; Salem; Zernicke, 1993).

A observagdo por MET é central para compreender tais fendémenos,
permitindo visualizar diretamente rupturas sarcoméricas, danos a sarcolema,
alteracgdes organelares e modificagdes na JMT (Handegard et al., 2025; Dong; Lv; Li,
2014; Hirabayashi et al., 2011). Esses achados confirmam que o dano induzido por
exercicio excéntrico € mais severo do que em lesbes traumaticas agudas,
acometendo sobretudo fibras de contracdo rapida e regides da JMT (Choi, 2016;
Maffulli; Del Buono; Silvestri, 2015).

1.3 Tipo de fibra

O musculo estriado esquelético € um tipo de tecido heterogéneo formado
por células denominadas fibras musculares (Bloemberg, Quadrilatero 2012). Essa
heterogeneidade se deve ao fato de que as fibras musculares apresentam
composi¢ao bioquimica distinta, que pode ser refletida em sua coloragdo. As fibras
conhecidas como vermelhas ou slow-twitch (principalmente do tipo 1) possuem alta
concentragcdo de mioglobina, maior densidade capilar e abundancia de
mitocéndrias, o que lhes confere um perfil oxidativo (processo metabdlico mais
demorado) predominante e a coloracdo avermelhada caracteristica. Por outro
lado, as fibras brancas (tipicamente do tipo lIx e lIb) apresentam menor teor de

mioglobina e reduzida densidade mitocondrial, sendo mais dependentes do



metabolismo glicolitico, o que resulta em aspecto mais palido do tecido (Jansson;
Sylvén, 1983; Listrat et al., 2016).

A caracterizagao inicial das fibras musculares esqueléticas fundamentou-se
em analises histoquimicas, especialmente pela atividade da ATPase e pela
coloragdo da succinato desidrogenase (SDH), que permitiram distinguir fibras do
tipo 1, do tipo IIA (rapidas oxidativo-glicoliticas, com forte SDH) e do tipo IIB
(rapidas glicoliticas, com fraca SDH e alto a-GPD), relacionando-as
respectivamente a unidades motoras slow-twitch, fast-resistant e fast-fatigable
(Burke; Levine; Zajac 1971). Contudo, com o avangco das técnicas
imunohistoquimicas e a aplicacdo de anticorpos especificos para isoformas de
cadeia pesada de miosina (MyHC), identificou-se em roedores um novo subtipo de
fibra rapida, denominado tipo IIX, com propriedades contrateis semelhantes as
fibras rapidas classicas, mas resisténcia a fadiga e metabolismo oxidativo

intermediarios (Schiaffino; Reggiani 2011).

De modo geral, a caracterizagcao dos tipos de fibras ocorre de acordo com
seu fenotipo (com técnicas de histoquimica: ATPase, SDH, a-GPD) ou seu
gendtipo (técnicas de imunomarcagdo). Contudo, as diferentes técnicas podem
ocasionar em conflitos, principalmente devido as fibras “hibridas”. nem todas as
fibras sdo puramente tipo | ou algum subtipo I, muitas fibras coexpressam mais
de uma isoforma de MyHC, podendo encontrar as hibridas I/lIA, IAX, IIXB
(Bloemberg; Quadrilatero 2012; Pette; Staron 2000). Estudos como o de Linnane;
Serrano; Rivero (1999) reportaram, em cavalos, grande conflito de classificagdo
entre as técnicas quando observaram fibras hibridas rapidas (IIAX), sendo
classificadas por histoquimica como 11X, com os conflitos aumentando conforme a
profundidade da regido. Algo semelhante ocorreu no estudo de Serrano et al,
(2019) com atletas de levantamento de peso. Com analise por SDS-PAGE a partir
de duas técnicas, single fiber (SF) e Homogenate (HG), a técnica de HG, quando
comparada a SF, superestimou a quantidade fibras tipo | e IIX, devido a presenca

das hibridas I/lIA e lIA/lIIX respectivamente.

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE) é amplamente utilizada para identificar os diferentes tipos de

fibras musculares esqueléticas por meio da separagado de isoformas da MyHC.
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Esse método pode ser conduzido a partir da analise de fibras individuais (single
fibre SDS-PAGE), permitindo determinar com precisdao o perfil de cada fibra,
inclusive aquelas hibridas que coexpressam duas isoformas distintas.
Alternativamente, a técnica pode ser aplicada em amostras homogeneizadas de
tecido muscular (homogenate SDS-PAGE), possibilitando quantificar a proporgao

relativa de cada isoforma no musculo como um todo (Serrano et al., 2025).

Figura 2. Single fibre SDS-PAGE.

Muscle Muscle Muscle Muscle  Muscle Muscle Muscle

Fiber Fiber Fiber Fiber Fiber Fiber Homogenate
1 2 3 4 5 6
- 5 «— MHC-lix
- — +— MHC-lla
- D w— . — vHC
Pure Fiber Types Hybrid Fiber Types

Fonte: Serrano et al., 2025. Exemplo de um gel corado mostrando as diferentes isoformas
da cadeia pesada da miosina humana (MHC) em fibras musculares individuais.

No triceps braquial de ratos Wistar observa-se uma clara regionalizagao na
distribuicao dos tipos de fibra, com implicacdes diretas para sua funcdo. As fibras
do tipo | estdo restritas a regido profunda do musculo e representam apenas
=3,7% do total, sendo uma fragdo modesta mesmo dentro dessa regiao (=18,4%),
que € amplamente dominada por fibras do tipo lla (=81,6%). Nas regides
intermediaria e superficial, verifica-se aumento progressivo da participagdo das
fibras do tipo lIb, de modo que a porcao mais externa € quase exclusivamente
composta por esse subtipo (=75%), evidenciando um perfil fortemente glicolitico e
de maior calibre (FUENTES; COBOS; SEGADE, 1998). Complementarmente,
Matsumoto et al., (2007) demonstraram que, apesar da predominancia numeérica
das fibras llb nas regides superficiais, existe heterogeneidade metabdlica dentro
de um mesmo subtipo: fibras Ilb localizadas na regido profunda apresentam maior
atividade de enzimas oxidativas do que as superficiais, sugerindo adaptacdes
locais que modulam a capacidade oxidativa independentemente da classificagao

histoquimica. Em conjunto, os achados indicam que o triceps braquial contém



poucas fibras do tipo | e que, mesmo entre fibras rapidas, ha variacbes
metabdlicas regionais relevantes para compreender a organizagao funcional do

musculo.

A microscopia eletrénica de transmissédo (MET) permitiu a caracterizagéo
morfologica dos tipos de fibra a partir da correlagéo entre padrées ultraestruturais
e perfis metabdlicos definidos previamente por histoquimica. Estudos pioneiros
evidenciaram que fibras lentas (tipo 1) possuem linhas Z espessas, maior volume e
densidade mitocondrial, abundancia de lipidios e reticulo sarcoplasmatico/triades
pouco desenvolvidos, enquanto fibras rapidas (lI) apresentam linhas Z estreitas,
reticulo mais organizado, acumulo de glicogénio e menor conteudo mitocondrial
(Schiaffino; Hanzltkova; Pierobon, 1970; Wroblewski; Jansson, 1975). Analises
morfométricas observaram que as diferencas podiam ser quantificadas
estereologicamente, revelando relagdes significativas entre largura da linha Z,
densidade mitocondrial e atividade enzimatica oxidativa/glicolitica (Sjostrom et al.,
1982). Posteriormente, verificou-se que fibras do mesmo tipo, mas de musculos
distintos, exibem variagbes ultraestruturais especificas a fungao contratil,
reforcando a plasticidade muscular e a utilidade da MET como método
complementar para tipagem e analise da heterogeneidade intrinseca das fibras
(Takekura; Yoshioka, 1990).

Os achados do presente estudo poderao contribuir para o entendimento da
organizagado estrutural e morfolégica da JMT, caracterizadas por tipo de fibras
através da técnica de microscopia eletrénica de transmissdo. Além de revelar
dados relevantes e inéditos quanto as adaptagdes desta regido com relagao aos
diferentes tipos de fibras musculares. Os resultados poderao ter implicagdes em
areas como treinamento esportivo, reabilitacdo e estudos sobre adaptacdes

musculares.
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2 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a ultraestrutura da JMT do triceps braquial por meio da
mensuragcao das variaveis de interesse, e além disso, identificar e classificar os

diferentes tipos de fibra frente ao protocolo de downhill.

2.1 Objetivos Especificos

' Caracterizar qualitativamente a JMT frente as adaptagdes ocasionadas pelo
exercicio excéntrico;

' Identificar os tipos de fibras a partir de caracteristicas morfolégicas e
ultraestruturais das miofibrilas observadas por imagens de MET;

0 Analisar e mensurar as variaveis ultraestruturais da JMT: comprimento e
espessura das invaginagdes e evaginagdes; espessura da lamina basal; perimetro
de contato da interface musculo-tendinea;

0 Relacionar os achados morfoldgicos da JMT com os tipos de fibra por meio

das comparagdes intra e intergrupos.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 10 ratos Wistar com 60 dias de idade:

' Controle: (n=5) Animais ndo foram submetidos ao protocolo de
lesdo muscular;
' Downhill (DW): (n=5) Animais foram submetidos ao modelo de

lesdo por contragao excéntrica.

Os animais foram alocados no Biotério da UNESP Campus Rio Claro -
SP, e alojados em gaiolas coletivas, receberam racdao balanceada padrao
(Purina®) e agua “ad libitum”, com temperatura ambiente controlada a 23 °C *
2°C, com fotoperiodo claro/escuro de 12h. O protocolo foi previamente enviado
ao Comité de Etica e Uso Animal da UNESP Campus Rio Claro - SP e
aprovado (CEUA N° 20/2025).

Figura 3. Esquema do delineamento experimental.
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Delineamento experimental. Os animais foram alocados em dois grupos experimentais:
Controle (C; n = 5) e Downhill (DW; n = 5). O grupo DW foi submetido a uma unica sesséo
de exercicio excéntrico em esteira declinada, e o musculo triceps braquial foi coletado
imediatamente apdés o protocolo. As amostras foram processadas para microscopia
eletrbnica de transmissao (MET), em seguida, as JMT fotografadas receberam a
classificagdo em fibras do tipo llb e intermediarias. Posteriormente, foram realizadas as



analises morfolégicas da JMT. Criado com BioRender®.

3.2 Protocolo Downhill

O protocolo consiste em um unico bloco de 18 séries de corrida, cada
série com 5 minutos de duragdo. As corridas foram realizadas no modelo
downhill (i.e. corrida em inclinagdo negativa [-16°], favorecendo contrag¢des
excéntricas) com velocidade de 16 m/min (Kanazawa et al., 2021). Os animais
passaram por uma sessado de familiarizacdo ao protocolo. Apds o treinamento
os animais (n=10) foram levados aos processo de eutanasia para coleta
imediata do triceps braquial. O ambiente foi controlado nas mesmas condi¢des

ao grupo Controle, com acesso livre a ragao e agua.

3.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

Os animais de cada grupo experimental foram anestesiados utilizando
Ketamina (50 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) administrados por via
intraperitoneal. Em seguida, foram perfundidos com uma solugdo fixadora
composta por Karnovsky modificada contendo 2,5% de glutaraldeido e 2% de
paraformaldeido em uma solugao tampao fosfato de sédio 0,1M com pH 7,3.
Foram coletadas amostras JMT do musculo triceps braquial, com dimensbes
de 3 mm?3, que foram fixadas na mesma solugcdo por 3 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram lavadas e pds-fixadas com solugéo
de tetroxido de ésmio a 1% e ferrocianeto de potassio a 1,5% em uma solugao

tampé&o cacodilato de sédio 0,1M (Nielsen et al., 2025).

Posteriormente, as amostras foram incluidas em resina (Low Viscosity
Embedding Media Spurr's Kit Electron Microscopy Sciences, USA) e foram
obtidos cortes ultrafinos de 90 nm, que foram coletados em telas de cobre de
200 "mesh" (Ciena et al, 2012; Bolina et al., 2013). Os cortes foram
contrastados com solugdes de acetato de uranila a 4% e citrato de chumbo a
0,4%. As amostras foram analisadas utilizando um Microscépio Eletrénico de
Transmissdo JEOL 1010, disponibilizado pelo Laboratério de Microscopia
Eletrénica da ESALQ/USP.
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3.4 Mensuracgao dos componentes da JMT

As imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo (MET)
foram analisadas quantitativamente utilizando o software Imaged (NIH, EUA),
conforme protocolos previamente utilizados (Jacob et al., 2019; Pimentel Neto
et al.,, 2020; Rocha et al., 2020). Para cada grupo experimental (Controle e
DW), foram realizadas 100 medig¢des independentes por variavel. As estruturas
analisadas incluirdo: (1) comprimento (um) e espessura (um) das invaginagoes e
evaginacgdes sarcoplasmaticas (medidas da base a extremidade); (2) espessura
(nm) da lamina basal (mensurada em pontos aleatérios por imagem); e (3)
perimetro de contato (um) da JMT, para o perimetro, foi utilizado um recorte de
5 ym? na regido de interface e posteriormente realizada a mensuragao deste
perimetro. Para imagens que apresentarem interfaces superiores ao tamanho
do recorte, foi realizado novo(s) recorte(s) (mesmas propor¢des) que cobrira as
regides de interfaces ndo mensuradas e, posteriormente, realizado a média

entre os recortes.

Tabela 1. Parametros morfolégicos analisados na JMT
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Componentes JMT  Unidade Descrigdo de Medida Niamero de Medigdes Nimero de JMT's Numero de Imagens
_Comprimento de um Medido da base até a 240 por grupo
invaginagéo extremidade da invaginacéo
Espessura de Espessura transversal da
invaginagéo Hm invaginag8o 240 por grupo
Comprimento de um Medido da base até a 240 por grupo
evaginagdo extremidade da evaginagéo
Espessura de Espessura transversal da
evaginagdo Hm evaginagéo 240 por grupo 12 por grupo 1-2 imagens por JMT
Lamina basal nm .MEdldo em pontos 2o longo da 240 por grupo
interface
Perimetro de Medido em recortes de 5 ym? na
Contato Hm interface 12 por grupo
Quantidade de invaginagdes e
Densidade n evaginag8es em um recorte de 5 12 por grupo

um?na JMT

Parametros morfolégicos analisados na JMT de fibras do triceps braquial por
microscopia eletrbnica de transmissdo. As varidveis mensuradas incluiram
comprimento e espessura de invaginagdes e evaginagoes, espessura da lamina basal,
perimetro de contato e densidade. O niumero de medi¢des, JMTs analisadas e imagens
obtidas por grupo também estdo descritos.



3.5 Determinacao dos tipos de Fibra

A caracterizagdo dos tipos de fibra foi realizada a partir da analise
morfolégica em micrografias eletrénicas, utilizando o software Imaged. O critério
inicial de classificacdo baseou-se na espessura da linha Z, conforme descrito por
Nielsen et al., (2017), Sjostrom et al., (1982) e Wroblewski; Jansson (1975). Para
cada imagem, foram efetuadas em média 10 mensuragdes em sarcdmeros

distintos de uma mesma miofibrila, bem como em miofibrilas adjacentes.

A principio, foram visualizadas 22 fibras no grupo C e 28 fibras no grupo
DW. A selecdo das fibras foi realizada a partir da identificacdo da jungao
miotendinea (JMT). Para a determinagdo dos tipos de fibra, foi necessaria a
analise de caracteristicas morfolégicas especificas, realizada a uma distancia
entre 20-50 ym da JMT. As fibras cuja regiao da JMT nao permitiu adequada
visualizacdo nessa condicdo, principalmente em decorréncia de limitacbes no
preparo das amostras na malha, foram excluidas da analise. Apds esses critérios,

permaneceram 18 fibras no grupo C e 23 fibras no grupo DW.

Os valores obtidos foram organizados em trés tercis: fibras no tercil inferior
(linhas Z mais finas) foram inicialmente atribuidas ao grupo tipo llb, fibras no tercil
intermediario classificadas como “intermediarias” e fibras no tercil superior (linhas

Z mais espessas) como tipo I.

ApOs essa classificagao preliminar, procedeu-se a uma etapa de validagao
multifatorial, considerando outros parametros morfologicos relevantes: (l) volume
mitocondrial, avaliado pela densidade de organelas em grid; (Il) quantidade de
glicogénio, observada tanto pela abundéancia de granulos quanto pelo padrdo de
distribuicao; (lll) presenga de goticulas lipidicas, quantificadas como poucas (<6)
ou numerosas (26) por imagem; e (IV) grau de desenvolvimento das triades,
definidas como desenvolvidas quando apresentavam reticulo sarcoplasmatico
uniforme e tubulos T bem definidos, sem irregularidades de calibre (Wroblewski;
Jansson, 1975).

A classificacao definitiva das fibras resultou, portanto, da integragéo desses
parametros. Fibras com linha Z espessa, maior volume mitocondrial, maior numero

de goticulas lipidicas, menor quantidade de glicogénio e triades menos
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desenvolvidas foram classificadas como tipo I. Por outro lado, fibras com linha Z
fina, menor volume mitocondrial, menor numero de goticulas lipidicas, maior
acumulo de glicogénio e triades mais desenvolvidas foram classificadas como tipo
Il. As fibras intermediarias foram mantidas nessa categoria por apresentarem

caracteristicas mistas, situando-se entre os perfis das fibras tipo | e Il.

No grupo Controle, foram analisadas 18 fibras, das quais 8 foram
classificadas como do tipo Ilb, 8 como intermediarias e 2 como do tipo |. No grupo

DW, foram avaliadas 23 fibras, sendo 15 do tipo llb, 6 intermediarias e 2 do tipo I.

3.6 Analise Estatistica

Inicialmente, foi realizada uma analise descritiva para cada variavel, em
cada tipo de fibra e grupo experimental. Em seguida, a normalidade e
homogeneidade dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk e
Levene, aplicado separadamente para cada combinagcido de grupo e tipo de

fibra, desde que o tamanho amostral fosse suficiente (n = 5).

As comparacdes intra-grupo (entre os tipos de fibra dentro de um mesmo
grupo experimental) foram realizadas apenas entre as fibras Tipo Illb e
Intermediarias, considerando o baixo numero de fibras Tipo | observadas. De
modo analogo, as comparagdes inter-grupos (entre os grupos Controle e DW)
também foram restritas as fibras Tipo llb e Intermediarias. Em ambas as
situagdes, foi aplicado o teste t de Student para amostras independentes
quando os pressupostos de normalidade e homogeneidade foram atendidos.

Caso contrario, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann—-Whitney.



4 RESULTADOS

A caracterizacgao inicial dos tipos de fibra muscular foi realizada a partir da
espessura da linha Z. No grupo Controle, as médias observadas foram de 62 + 9
nm para as fibras Ilb, 65 £ 7 nm para as fibras intermediarias e 67 + 18 nm para as
fibras tipo I. No grupo DW, os valores médios corresponderam a 65 £ 10 nm, 70

9 nm e 88 + 2 nm, respectivamente.

Embora tenhamos adotado um método baseado em tercis e observacao
individual dos pesquisadores (sem analise de concordancia inter-avaliadores ou
testes estatisticos), ele reflete compromissos praticos de acuracia dentro dos
recursos disponiveis e ampara-se em referéncias classicas de tipificacao
morfolégica por MET. Reconhecemos que a auséncia de analises estatisticas
formais e de validagao cruzada com métodos enzimaticos ou histoquimicos pode
ampliar o intervalo de confianga, mas enfatizamos que a combinacdo de multiplos

parametros morfolégicos reforga a robustez qualitativa da tipagem realizada.

A anadlise morfolégica da juncdo miotendinea (JMT) revelou diferencas
significativas em alguns parametros estruturais, tanto nas comparacgoes intragrupo
quanto intergrupo, envolvendo os tipos de fibras musculares b e Intermediarias

nos grupos Controle e DW.

Tabela 2 - Resumo dos resultados das comparagdes entre tipos x grupos.
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Comparacgéao Variavel Afetada Alteracdo Observada
lib vs Intermediaria - Controle Densidade de Invag./Evag. T emllb
lib vs Intermediaria - DW — Sem diferenca
Controle vs DW - Espessura das Evagina¢des | em DW
Intermediaria Densidade de Invag./Evag. T em DW
Controle vs DW - lIb Espessura das Evagina¢des | em DW

No grupo Controle, a comparacao entre os tipos de fibra mostrou que as fibras IlIb
apresentaram maior densidade de invaginagdes e evaginagdes em relagédo as fibras
Intermediarias (p < 0,05). Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os tipos
de fibra quanto ao comprimento e a espessura das invaginagbes e evaginagdes,



espessura da lamina basal ou perimetro de contato da JMT.

Figura 4 - Comparacao intragrupo entre fibras musculares do tipo llb e
Intermediarias no grupo Controle e DW.

Densidade In/Eva

Sem diferengas
significantes

COMPARAGAO INTRAGRUPO (Controle)

COMPARAGCAO INTRAGRUPO (Downhill)

Ilb Intermed

Comparacao intragrupo entre fibras musculares do tipo llb e Intermediarias no grupo
Controle (esquerda) e DW (Direita).A densidade de invaginacdes e evaginacgdes foi a
Unica variavel que apresentou diferenga estatistica (p < 0,05) no grupo controle.
Nenhuma diferenca significante no grupo DW.

No grupo DW, observou-se que a espessura das evaginagoes foi
significativamente reduzida em ambos os tipos de fibra em comparacéo ao grupo
Controle (p < 0,05), sugerindo um achatamento das proje¢cbées musculares na
interface com o tendao. Além disso, as fibras Intermediarias demonstraram
aumento significativo na densidade de invaginagdes e evaginacdes em relagao as
mesmas fibras do grupo Controle (p < 0,05), enquanto as fibras Ilb nao

apresentaram variagdes significativas nesse parametro.

Na comparacao intergrupos, as fibras tipo llb submetidas ao downhill
apresentaram apenas uma reducao significativa na espessura das evaginagdes,
sem alteracdes na densidade ou nos demais parametros estruturais avaliados. Por
outro lado, as fibras Intermediarias do grupo DW n&o sé reduziram a espessura
das evaginagdes, como também aumentaram a densidade de invaginacdes e
evaginagdes, reforcando uma possivel adaptacao precoce da JMT nesse subtipo

de fibra frente ao estimulo excéntrico.
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Figura 5. Comparacéo intergrupo entre fibras tipo llb nos grupos Controle e DW.
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Comparagao intergrupo entre as fibras do tipo Illb nos grupos Controle e DW. Foi
observada reducgdo significativa na espessura das evaginagbdes nas fibras Ilb do grupo
DW em relagdo ao Controle (p < 0,05). Nao houve diferenca significativa nas demais
variaveis. Comparagao intergrupo entre as fibras Intermediarias nos grupos Controle e
DW. As fibras Intermediarias do grupo DW apresentaram aumento significativo na
densidade de invaginagdes e evaginagbes, bem como reducdo na espessura das
evaginagbes em comparagdo ao grupo Controle (p < 0,05). As demais variaveis nao
mostraram diferencas estatisticas significativas.

O critério adotado para a obtengdo de imagens no microscopio eletrénico
de transmissao foi, primeiramente, a identificagcdo de regides contendo JMTs.
Cada JMT observada esta associada a uma fibra muscular especifica; no entanto,
devido as limitagdes impostas pela malha (mesh) utilizada na preparagdo das
amostras, ndo é possivel acompanhar essa fibra por extensbées muito longas.
Assim, a analise morfolégica foi restrita a uma faixa entre aproximadamente 20 a
50 ym de distancia da JMT. Dentro desse intervalo, ndo foram identificados sinais
evidentes de desorganizagao miofibrilar no tecido muscular. Contudo, no grupo
DW, observou-se qualitativamente “pools” de mitocondrias, especialmente
préximas a regidao da JMT — achado ausente nas amostras do grupo controle.
Importante destacar que essa caracteristica ndo esteve presente em todas as
imagens obtidas, sendo observada apenas em algumas regides analisadas. Ainda

assim, essa maior proximidade mitocondrial junto a JMT pode sugerir uma
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elevagao localizada na demanda energética e/ou metabdlica, possivelmente em

resposta ao estresse mecanico induzido pelo exercicio excéntrico.

Figura 6. Agrupamento de mitocdndrias na JMT.

Agrupamento de mitocondrias, chamados pools de mitocéndrias em (A) regido proxima a
JMT < 50 micrometros e (B e C) imediatamente na JMT.



5 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi caracterizar as adaptagdes morfoldgicas da JMT
em fibras musculares tipo llb e Intermediarias submetidas a exercicio excéntrico
prolongado. A maioria dos estudos prévios focou em modelos de exercicio crénico
(Pimentel Neto et al., 2022; Pimentel Neto et al., 2020; Jacob et al., 2019; Curzi et
al., 2012) para observacao das adaptagbes morfolégicas da JMT, no entanto,
trazemos uma nova perspectiva para a regido observando o impacto agudo de um

protocolo de downhill.

A literatura tem demonstrado diferencas estruturais, no entanto,
contraditérias entre os tipos de fibra: Trotter; Baca (1987), em camundongos,
demonstraram que fibras de contragcao rapida apresentam maior area de interface
JMT. Em humanos, Jakobsen et al., (2023) utilizaram reconstrugao tridimensional
por microscopia confocal para demonstrar que fibras tipo | possuem uma area de
interface cerca de 22 % maior que as fibras do tipo Il. Essa divergéncia pode

refletir diferengas interespécies e/ou metodoldgicas.

Neste estudo, observou-se que, no grupo Controle, as fibras tipo Ilb
apresentaram densidade de invaginacbes e evaginacdes significativamente
superior as fibras Intermediarias (p < 0,05). Apds o protocolo excéntrico (grupo
Downhill, 0 h), as fibras Ilb reduziram de forma significativa a espessura média das
evaginagdes (p < 0,05), sem alteracdo na densidade, enquanto as fibras
Intermediarias exibiram tanto reducdo da espessura das evaginag¢des quanto
aumento da densidade de projeg¢des na JMT (p < 0,05). Essa dissociagao sugere
que as fibras intermediarias responderam com remodelacdo compensatoria
precoce, enquanto as fibras Ilb apresentaram-se incapazes de iniciar uma
resposta adaptativa imediata, ou apenas nao houve estimulo e/ou magnitude o
suficiente. As adaptagdes estruturais musculares (hipertrofia e reorganizagéo
ultraestrutural) dependem de um estimulo mecanico dose-dependente e,
frequentemente, de aplicagbes repetidas ao longo de semanas. Portanto, um
unico protocolo curto pode nao ser suficiente para desencadear remodelagao
detectavel (Jorgenson; Phillips; Hornberger, 2020)
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A proposta de recrutamento progressivo das fibras llb ao longo do protocolo
excéntrico encontra respaldo em estudos que relatam alteragdes no padrao de
recrutamento de unidades motoras em exercicios prolongados. Adam; De Luca
(2003) sugerem que, com o acumulo de fadiga em unidades de limiar mais baixo,
unidades de maior limiar podem ser recrutadas para manter a producao de forcga,
especialmente em tarefas intermitentes de longa duragéo. Contudo, a auséncia de
evidéncias funcionais diretas (como dados eletromiograficos ou marcadores
moleculares de dano e regeneragao) impede que se afirme com certeza que as

fibras Ilb foram mais exigidas funcionalmente ou sofreram esgotamento precoce.

Esse achado ganha relevancia clinica se considerarmos os resultados de
Lievens et al., (2022), que observaram, em jogadores de futebol profissional, que
populagdes musculares com predominancia de fibras rapidas apresentavam risco
até 5,3 vezes maior de sofrer lesbes por estiramento dos isquiotibiais. Embora
esse estudo tenha utilizado espectroscopia por ressonancia magnética (*H-MRS)
e nao tenha analisado diretamente a morfologia da JMT, seus dados sugerem que
a baixa adaptabilidade estrutural das fibras rapidas, como as do tipo Ilb, pode
estar associada a uma maior vulnerabilidade funcional, especialmente em
contextos de sobrecarga excéntrica, condigdo recorrente para os isquiotibiais
durante a fase de desaceleragao dos sprints (Schache et al., 2012; Pietraszewski
et al., 2025).

E relevante considerar que as evaginacdes correspondem a formacdes
derivadas do sarcolema, enquanto as invaginagbes representam projegdes de
colageno. A redugao observada imediatamente apds o protocolo de downhill
dificilmente pode ser explicada por processos proteoliticos como causa primaria,
estudos de ultraestrutura indicam que danos miofibrilares mais expressivos e
reorganizagdes sarcomeéricas tendem a se manifestar em janelas temporais de
24-48h pos-exercicio (Newham et al., 1983). Essa temporalidade explica também
nossa observagao de relativa preservacao estrutural proxima a JMT: na escala
imediata, a ultraestrutura geralmente sofre poucas alteragbes (Yu; Carlsson;
Thornell, 2004) e a redugdo das evaginagdes provavelmente reflete ajustes

transitérios do volume celular (e ndo uma destruigcao estrutural).
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Uma interpretacdo mais plausivel envolve a redistribuicdo de fluidos
decorrente da deplegdo de glicogénio: a literatura descreve que cada grama de
glicogénio esta associada a trés gramas de agua intracelular, de modo que a
deplecédo rapida de glicogénio durante exercicio prolongado reduz o conteudo
hidrico intramuscular e o turgor celular, o que poderia tornar as evaginagdes do

sarcolema aparentementes mais finas (Fernandez-Elias et al., 2015).

A maior plasticidade observada nas fibras Intermediarias, expressa pelo
aumento da densidade de invaginagdes e evaginagdes, pode representar um
mecanismo morfolégico de reforco da interface sarcolema—tenddo, visando
preservar a integridade da transmissédo de forga frente a sobrecarga excéntrica.
Essa resposta estrutural precoce, contudo, deve ser interpretada com cautela, ja
que o tempo de coleta (0 h) pode néo ter sido suficiente para capturar o pico ou o
fim do processo adaptativo, 0 mesmo vale para as fibras do tipo llb. Em conjunto,
os dados indicam respostas morfoldgicas especificas entre os tipos de fibra que
refletem diferencas estruturais de base e capacidade de adaptacdo aguda da JMT.
Estudos futuros com multiplos tempos pds-exercicio e analises moleculares
imediatas sdo necessarios — por exemplo, mensurar fosforilagdes rapidas (p-p38,
p-JNK, p-AMPK) e transcritos inflamatorios (IL-6) por abordagem single-fiber ou
LCM em janelas 0-3 h e 24—-72 h — para validar as hipéteses e esclarecer se as
lIb estavam em sobrecarga limite ou simplesmente nao receberam estimulo

adaptativo suficiente (Egan; Sharples, 2023)

Ressaltamos que o presente estudo apresenta limitacbes a serem
consideradas. Primeiramente, nossas comparacdes entre os tipos de fibra
ficaram restritas as fibras Ilb e intermediarias, uma vez que, conforme descrito
por Fuentes; Cobos; Segade (1998) e Matsumoto et al., (2007), a proporgao de
fibras do tipo | € muito reduzida, inviabilizando analises quantitativas mais
robustas. Além disso, néo foi possivel distinguir as fibras intermediarias em lla e
lIx de forma qualitativa, visto que a literatura nao oferece suporte consistente
para essa diferenciagdo baseada apenas em caracteristicas morfologicas.
Também n&o consideramos a presenca de fibras hibridas, o que pode ter
influenciado na distribuicao final dos tipos de fibra. Por fim, o tempo reduzido de

execugao limitou a implementagdo de técnicas adicionais de caracterizagéo
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baseadas em gendtipos e/ou fendtipos, que poderiam complementar as

analises morfolégicas realizadas.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que as fibras musculares do tipo Ilb e as fibras intermediarias
apresentam diferengcas morfoldgicas intrinsecas na JMT, mesmo em condi¢des
basais, as fibras Illb exibem estrutura aparentemente mais robusta e
especializada para suportar altas demandas tensionais. No entanto, frente ao
protocolo excéntrico agudo, observou-se uma maior capacidade de resposta
adaptativa imediata nas fibras intermediarias, sugerindo elevada plasticidade
estrutural. Esse comportamento indica que, embora menos especializadas para
tensdo maxima, as fibras intermediarias podem mobilizar mecanismos
compensatoérios mais antecipadamente do que as fibras llb, cuja arquitetura
robusta parece nao se traduzir em remodelagdo precoce/direto da interface
JMT. Tais achados contribuem para a compreensao das diferengas
morfolégicas funcionais entre os tipos de fibra e suas implicagbes para a
vulnerabilidade tecidual frente ao exercicio excéntrico realizados de forma

inédita no presente estudo.
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