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RESUMO

O masculo estriado esquelético é responsavel pela locomocdo, geracdo de calor, entre
outras caracteristicas fisioldégicas. Devido sua alta plasticidade o musculo esquelético se
adapta a diversos estimulos, o mecanico € o principal. Para que as acdes do tecido
muscular sejam transmitidas aos 0ssos ha o tecido tendineo qual une os dois sistemas. A
principal area de transmissdo de forca entre estes dois tecidos é a juncdo miotendinea
(JMT), que é altamente especializada e susceptivel a lesbes devido sua constante ativacao.
O musculo sbéleo é um dos responsaveis em realizar a propulsdo vertical, movimento
realizado diariamente, tanto durante a pratica esportiva como em atividades diarias como a
locomocéo. O objetivo do presente estudo consistiu em descrever as caracteristicas
morfolégicas do ventre e da juncdo miotendinea do musculo séleo de ratos Wistar
adultos submetidos ao treinamento de salto vertical. Foi realizado o protocolo de salto
vertical em meio liquido, onde o grupo Esporadico (ESP) realizou o treinamento 1x/semana,
até a falha, enquanto o grupo Treinado (TR) realizou o treinamento 3x/ semana, com 4
séries de 10 saltos. O grupo Sedentario (S) nao realizou o protocolo de treinamento de salto.
Apbs eutanasia, o musculo séleo foi dissecado e as amostras foram submetidas a técnica
de microscopia de luz com coloracdo hematoxilina—eosina e picro-sirus para observar
caracteristica celular, tecido conjuntivo e realizar através da binarizacdo das imagens para
analise de dimenséo fractal. A técnica histoquimica de ATPase miofibrilar foi realizada para
identificar os tipos e quantificar a area de seccéo transversa dos tipos de fibras I, 1l1A e lIx.
Tanto no ventre como na JMT houveram alteragbes morfoldgicas, no qual o grupo TR
apresentou menor desorganizagdo tecidual no ventre e maior atividade celular na JMT. O
grupo ESP apresentou mudancas morfolégicas, porém maior desorganizagéo celular e de
tecido conjuntivo. Ambos os grupos que realizaram o salto apresentaram alteracdes na area
do tipo de fibra, com aumento das fibras tipo IlA e lIx. Concluimos que quando no
treinamento realizado de forma periodizada e controlada ocorrem alteracdes no ventre e na
JMT que favorecem a realizagéo e transmisséo de for¢ca de forma otimizada, reduzindo o
potencial riscos de lesbes na regido da juncdo miotendinea. Entretanto, como diferencial, o
estudo mostra que o exercicio realizado sem periodicidade pode ser um potencializador de
lesdo, uma vez que a JMT passa a ter grande desorganizacéo tecidual e aumento de tecido

conjuntivo na regido intersticial, reduzindo assim sua elasticidade.

Palavras-chave: Tecido muscular; MUdsculo sé6leo; Exercicio fisico; Salto vertical;
Juncao miotendinea.
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1. INTRODUCAO
1.1. Mdasculo estriado esquelético

O tecido muscular esquelético é o mais abundante do corpo humano
constitui 40 — 45% da massa corporal de um adulto (TRICOLI, 2013). Entre as
funcBes principais estdo a locomocao, producdo de calor e ac6es metabdlicas em
geral, além disso, possui capacidade de alteracbes de acordo com os estimulos
recebido do meio externo e interno, com o estimulo mecanico o principal (PETTE;
STARON, 2000; SHEPSTONE et al., 2005; TRICOLI, 2013).

Entre as principais capacidades do tecido muscular esquelético estdo a
contratilidade, extensibilidade e elasticidade, o Unico controlado pelo sistema
nervoso somatico, assim as acdes motoras sao voluntarias (NIGG; HERZOG 2007).
Para que ocorra as a¢cdes motoras é necessario que o musculo esteja conectado aos
0ssos através de um ponto fixo e um mével, onde o ponto fixo consiste no local onde
o tenddo se fixa na superficie 6ssea mais estavel, e o ponto moével refere-se a
insercdo muscular onde a articulacdo é movel e realiza os movimentos do segmento
(LIEBER et al., 2017).

A regido medial do musculo é denominada ventre constituido de fasciculos
musculares revestidos por tecido conjuntivo, o epimisio. Os fasciculos constituem-se
em fibras musculares revestidos de tecido conjuntivo, o perimisio. As fibras
musculares possuem caracteristica alongada, multinucleada e cilindrica, estando
envoltas em tecido conjuntivo, o endomisio (NIGG; HERZOG, 2007; NOURISSAT,;
BERENBAUM; DUPREZ, 2015).

O tecido possui caracteristica estriada devido a sua unidade basica, o
sarcomero, presente de forma seriada, que consiste em miofilamentos proteicos de
actina e miosina entre outras proteinas, delimitado por duas linhas Z, com uma
banda isotropica, banda I, entre tais linhas, compostas de filamentos de actina, ao
centro a banda A é composta de filamentos de miosina, transpassada pela zona H,
onde ndo ha sobreposicdo de filamentos finos, com uma estreita faixa ao centro,
denominada linha M (CRAIG; PADRON, 2004; SANTOS et al., 2013; LIEBER et al.,
2017).

Apesar de possuir mesma estrutura organizacional, o sarcoOmero, a
velocidade de contracdo ndo € igual para todas as fibras musculares, podendo variar

de acordo com sua resisténcia a fadiga, densidade de mitocéndrias, além das



propriedades quimicas, biomecéanicas e fisiologicas (CROWTHER et al., 2002;
QAISAR et al., 2016).

No tecido muscular as células satélites sdo mioblastos quiescentes que
atuam na alteracdo da caracteristica da fibra, uma vez que atua na regeneracao
celular, adaptacdo ao treinamento e recuperacdo de lesbes musculares (SEALE;
RUDNICKI, 2000; FRY et al., 2014; DUMONT et al., 2015).

Assim, as fibras se diferenciam de acordo com o recrutamento e
metabolismo bioquimico, podendo ser classificadas em glicoliticas ou oxidativas. As
fibras de tipo | — oxidativa — sdo de contracdo lenta e resistentes a fadiga. Fibras do
tipo lIIA — intermediaria— sdo de contracdo rapida e resistentes a fadiga. Fibras do
tipo 1IB — glicolitica — séo relativamente resistentes a fadiga e de contracéo rapida
(WESTERBLAD; BRUTON; KATZ, 2010; CIENA et al., 2011; FRY et al., 2014).

A locomocao possui o grupamento dos flexores constituidos pelos musculos
plantar, s6leo, gastrocnémico medial e lateral, situados na regido posterior da perna.
Estes sdo essenciais para gerar a forca necessaria para que o deslocamento vertical
e a progressao horizontal ocorram durante atividades fisicas como as caminhadas e
corridas (ANDERSON; PANDY, 2003; LAI et al., 2015). O musculo séleo possui
como principal funcdo a flexao plantar, e com ponto fixo na parte proximal e posterior
da fibula, septo intermuscular e na linha solear, enquanto o ponto movel é localizado
na face medial da tibia e cabeca da fibula, e na insercdo distal do calcaneo, é
inervado pelo nervo tibial (AGUR et al., 2003; STANDRING et al., 2005; BERTOLINI
et al., 2010).

1.2. Tecido tendineo

Os tenddes sdo estruturas anatdmicas brancas e brilhantes, de textura
fibrosa, localizada entre os musculos e 0s 0ssos, estendendo-se em aponeuroses
(NOURISSAT; BERENBAUM; DUPREZ, 2015). A principal fungcdo é transmitir a
forca gerada nos musculos para os 0ssos, tornando possivel realizar movimentos
tanto voluntarios como involuntarios, de forma controlada e eficaz (BASTOS, 2008).

Sua funcdo é viavel devido a composi¢ao por fascias, que sao formadas por
feixes espessos de fibras de colageno alinhadas a um eixo paralelo, porém com
fioras que também se orientam longitudinalmente, transversalmente e
horizontalmente, possibilitando méxima resisténcia a for¢as de tracdo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1990). Assim, o tenddo conecta 0 musculo ao 0sso, transmitindo a
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forca de contracédo e que possibilita a manutencdo postural, a realizagao e controle
de movimentos (NOURISSAT; BERENBAUM; DUPREZ, 2015).

Por ser uma estrutura fibrosa sob constante estresse se molda de acordo
com a sua necessidade, pode entdo variar em forma, largura, espessura ou
disposicdo (BUTLER et al.,, 2004). Formado majoritariamente por tendcitos e
tenoblastos, que constitui até 90% dos elementos celulares do tenddo, o mesmo se
organiza em fascias, formado por colagenos de grande calibre, junto de fibroblastos
dispostos paralelamente e de forma alongada (LIN et al., 2004; DORAL et al., 2010;
NOURISSAT; BERENBAUM; DUPREZ 2015; LIEBER et al., 2017).

O tendado é composto por quatro feixes constituidos por fibrilas de colageno
que forma uma fibra de colageno, que € a unidade basica e considerado a estrutura
secundaria. Cada fibra de colageno possui fibroblastos em seu meio, e € revestido
pelo endotenddo, formando a estrutura terciaria ou fasciculo. Um conjunto de
fasciculos revestidos pelo peritenddo constitui o tenddo, possuindo diametro entre
100 — 500 pm (KANNUS, 2000; NOURISSAT; BERENBAUM; DUPREZ 2015).

As células do tecido conjuntivo sdo biologicamente ativas, capazes de
distinguir e transduzir estimulos mecanicos, possibilitando sua adaptacdo de acordo
com a necessidade (KJAR et al., 2004). Os estimulos mecéanicos sédo transformados
em estimulo quimico e influencia assim a morfologia, bioquimica e arquitetura da
musculatura esquelética (CAIERAO; TEODORI; MINAMOTO 2007).

Desta forma, a realizacdo de atividade fisica € um fator que altera a biologia
do tecido conjuntivo, tal qual do muscular. A sintese de coldgeno € um dos
exemplos, tendo em vista que quanto maior a atividade aerdobica, maior a sintese de
colageno (TAKALA; VIRTANEN, 2000). Assim, € esperado o encontro de alteracbes
tanto na musculatura como na juncdo miotendinea de individuos submetidos a

atividade fisica.

1.3. Juncédo miotendinea

A juncdo miotendinea (JMT) consiste em uma regido especializada,
localizada entre os tecidos muscular e tendineo, possui area de grande transmissao
de forca (CHARVET; RUGGIERO; LE GUELLEC, 2012). Presente nas extremidades
da regido distal dos musculos, a JMT por ser plastica, sofre adaptacdes de acordo
com o estimulo, funcdo, disposicdo e composicdo histoquimica miofibrilar. Assim,

sua principal funcdo é transmitir a forca realizada pelo musculo para o tecido
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tendineo, na qual resulta em alteracdes morfolégicas e funcionais na regido (CIENA
et al., 2011; CIENA et al. 2012; LIEBER et al., 2017).

Estruturalmente, a juncdo apresenta formagao em “finger-like process”, onde
invaginacdes, evaginacdes delgadas e longas amplificam o contato entre os tecidos,
gue propicia assim maior resisténcia e forca muscular, uma vez que ha aumento da
area de contato entre os tecidos, reduz o estresse na area devido a diminuicdo dos
vetores de forca que proporcionam as forcas de cisalhamento (CHARVET;
RUGGIERO; LE GUELLEC, 2012; KNUDSEN et al., 2015).

O processo das invaginacdo sarcoplasmaticas ocorrem como projecdes
longas e delgadas da matriz extracelular em direcdo a meio intracelular das células
musculares. As evaginacbes sao formadas por dobras da membrana
sarcoplasmatica, dispostas de forma longitudinal as fibras musculares, em direcéo
ao tendao (KOJIMA et al. 2008; CIENA et al., 2010; JACOB et al., 2019).

No tecido muscular h4 o acumulo de filamentos de ligacdo enviados pela
linha Z do sarcébmero distal contra o tecido tendineo, o que propicia que haja
formacdo de projecdes longas e delgadas que se associam a proteinas da matriz
extracelular, o sistema de ancoragem (CHARVET, RUGGIERO; LE GUELLEC,
2012; CURZI, 2016).

Apesar de diferir na origem embrionario e na composicao, a interacdo entre
os dois tecidos resultam em um complexo sistema de ancoragem (CURZI, 2016).
Mesmo altamente especializado, quando submetido a grande estresse mecanico ha
incidéncia de lesbes (CURZI et al., 2012; GAO et al., 2008), portanto principalmente
no esporte, onde o estimulo é intenso e constante além da grande transferéncia de
forca, promovem maior incidéncia de lesdes associadas a JMT (JAKOBSEN et al.,
2016; JAKOBSEN et al., 2018).

Ainda sdo escassos 0s estudos relacionando quais as alteracdes/beneficios
na JMT provenientes de atividade fisica, porém, recentes estudos relataram a
realizacdo de forca isométrica, cargas incrementais ou exercicios aerobicos como
causadores de adaptacfes morfologicas na interface musculo — tend&o, propiciando
assim a melhor transmissdao de forca e consequentemente reduzindo areas
susceptiveis a maiores vetores, podendo assim estar relacionado a reducdo da
disposicéo a lesdo (JAKOBSEN et al., 2016; SIERRA et al., 2018; JAKOBSEN et al.,
2018; PIMENTEL — NETO 2018; JACOB et al., 2019)
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1.4. Treinamento fisico

O salto vertical ndo é uma atividade restrita a atletas, e sim presente em
atividades individuais e em equipe, dentro ou fora do meio desportivo (MASCHERINI
et al. 2019). Entre os praticantes de atividade fisica o salto vertical € um dos
parametros indiretos utilizados para determinar a forca e poténcia muscular de
membros inferiores (KOKLU et al., 2015; MOURA et al., 2018; ZIV; LIDOR, 2010).

O salto vertical € um movimento complexo, que envolve a coordenacao
neuromotora de diversos segmentos corporais, 0 controle da utilizacdo da forca
muscular e da capacidade de gerar movimento articular compativel com a tarefa
para ser otimizado (BOBBERT; VAN SOEST, 1994; RODACKI; FOWLER,;
BENNETT, 2002). Desta forma, entre praticantes de atividade fisica constante a
melhor forma de aprimorar seus resultados € através de treinamento, realizado de
forma periodizada (BOMPA; BUZZICHELLI, 2018).

Assim, a periodizagdo do treino, que é definidko como a realizacdo
sistematica, sequencial e progressiva a um planejamento de treino, onde todas as
qualidades motoras estdo envolvidas, dispostas em formato ciclico entre acédo e
descanso, para obter um 6timo rendimento, é a forma mais eficiente de treinamento
(DeWEESE et al., 2015).

O treino realizado de forma periodizada promove diferentes adaptacfes ao
individuo, que resulta na melhora de performance, entre adaptacdes mais relevantes
estdo a reducdo da massa gorda, melhora da capacidade oxidativa muscular,
aumento da capacidade de armazenar energia, alteracdo no contetdo glicolitico
muscular e possibilidade de atingir o maximo de transporte de glicose no tecido
muscular (TERADA et al., 2004; GIBALA et al., 2006). Consequentemente, entre 0s
efeitos resultantes de tais alteragfes estdo a mudanca do gasto energético durante o
exercicio, o deébito cardiaco e os limiares aerObicos e anaerdbicos alterados
(BARBOSA et al., 2008; ZAMPARO et al., 2010).

Exercicios realizados no meio aquoso apresentam alteracbes em
comparagcdo ao meio terrestre, uma vez que a viscosidade e a capacidade de
flutuacdo alteram como o corpo responde ao movimento (CHIEN et al., 2019).
Saltos verticais realizados em meio aquatico apresentam aumento da for¢ca muscular
e reducdo da poténcia, tal qual menor impacto articular, portanto reduz indices de
lesbes concomitantemente promove alteragdes musculares positivas para geragao
de forca muscular (LOUDER; DOLNY; BRESSEL, 2018).
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O mausculo so6leo é importante na marcha, ativo tanto na fase de apoio
quanto na fase de balanco. Ainda atua na fase de estabilizacdo corporal em
momentos de equilibrio, por ser um musculo associado ao comportamento postural e
antigravitacional. Possui como principal funcdo a flexdo plantar, movimento esse
realizado na marcha, portanto, também durante atividade fisica como em acdes
diarias que envolvem saltos, saltitos, corridas, caminhadas e alongamentos.

Por ser constantemente recrutado, é de grande interesse que a capacidade
de transmissao de forca entre musculo e tendao seja alta e atue de forma efetiva,
propiciando assim a melhor utilizagdo muscular sem que haja riscos de lesao na
regido da JMT. Entretanto, pouco se sabe sobre a regido da JMT do musculo séleo
gquando o mesmo realiza a sua principal funcéo: flexdo plantar durante a realizacao
do salto vertical.

Desta forma, o presente estudo buscou proporcionar a investigacdo acerca
da juncdo miotendinea quando a mesma € recrutada de forma constante e
direcionada através de atividade fisica programada (salto vertical), além de simular a
realizacdo de atividade fisica semelhante ao lazer, sem periodicidade ou

planejamento.
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2. OBJETIVO GERAL
O objetivo do presente estudo consistiu em descrever as caracteristicas
morfolégicas do ventre e da juncdo miotendinea do musculo séleo de ratos Wistar

adultos submetidos ao treinamento de salto vertical.

2.1. Objetivo especifico

o Apresentar as alteracfes estruturais na juncdo miotendinea e no ventre
muscular apos treinamento de salto vertical em meio liquido;

o Quantificar a organizacao mionuclear e da area de colageno intersticial
através da andlise de dimenséao fractal;

o Revelar os diferentes tipos de fibras musculares através da
histoquimica - ATPase miofibrilar;

o Mensurar a area de seccao transversa (AST) das fibras dos Tipos I, lIA

e lIx;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Foram utilizados 24 ratos Wistar adultos, com 90 dias de idade, distribuidos
em trés grupos (n=8):

o Sedentério (S): ndo foram submetidos a qualquer intervencéo;

o Salto Esporéadico (ESP): foram submetidos ao treinamento de salto
vertical esporadico semanal (1x/semana);

o Salto Treinado (TR): foram submetidos ao protocolo de treinamento
de salto vertical durante 4 semanas (3x/semana).

Todos os animais foram oriundos do Biotério Central da UNESP — Campus
Botucatu. Foram alocados no Biotério Setorial no Laboratério de Biodinamica do
Departamento de Educacéo Fisica do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus
Rio Claro. Os animais foram mantidos em gaiolas com cinco ratos cada, com
temperatura monitorada (23+2 °C) e em periodos de 12 horas claro/escuro,
alimentados com racdo padrdao e agua “ad libitum”. Todos os procedimentos
adotados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro, protocolo n° 2285.

3.2. Massa Corporal

Os animais foram submetidos a mensuracdo de massa corporal, através de
uma balanca digital (SF—400 TOMATE), semanalmente durante todo o periodo
experimental para avaliagdo e elaboracdo das sobrecargas utilizadas nos grupos
Periodizado e Esporadico.

O protocolo foi dividido em trés periodos, o primeiro periodo ao inicio da
adaptacdo ao nado, onde os ratos possuiam 90 dias de vida. O segundo periodo
equivale ao tempo de protocolos de treinamento, portanto as 4 semanas que foram
submetidos ao salto vertical. O terceiro periodo representa ao término do
treinamento.

Apés a obtencdo das médias e desvio padrdes, os dados foram analisados
estatisticamente através do software Graph Pad Prism 7®, com teste ANOVA two —

way e pos teste de Bonferroni, com nivel de significancia estabelecido de p<0,05.
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3.3. Salto Vertical

Os grupos ESP e TR realizaram o salto vertical em tanques retangulares com
30cm de agua aquecida (30°C). Para que nao houvesse dispersao dos animais, 0s
mesmos permaneciam separados em tubos de PVC (Cloreto de Polivinila) com

24cm de diametro, 50cm de comprimento (Figura 1).

- 50cm

30cm J

Figura 1. llustragcéo do protocolo de salto vertical. Fonte: Autor.

3.3.1. Adaptacao aos Protocolos de treinamentos

Os animais foram submetidos a adaptacdo ao meio liquido ao completar 90
dias de vida. A adaptacdo durou 5 dias, e apenas os animais dos Grupos ESP e TR
foram submetidos ao nado. Na adaptacao foram realizados nados incrementais, sem

sobrecarga, com periodos crescentes de 5 a 30 minutos com intervalo de 24h.

3.3.2. Protocolos de treinamentos

Os protocolos de treinamentos tiveram inicio apés o periodo de adaptacéo
dos grupos ESP e TR. Foi adicionado ao dorso do animal sobrecarga de 50% da
massa corporal que auxiliou na tracdo do animal para baixo ao tanque, estimulando

0 mesmo a realizar a impulséo para a superficie, caracterizando o salto vertical.
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O treinamento do Grupo ESP ocorreu apenas 1X/semana, totalizou-se assim
4 treinos durante todo o periodo de experimento. Realizando o treino de salto
vertical até a falha, caracterizada por 2 saltos executados em sequéncia onde 0s
animais nao ultrapassassem a superficie da agua.

O treinamento do Grupo TR consistiu na realizacédo de 3 sessfes semanais,
com 4 séries com 10 saltos, com 1 minuto de intervalo entre séries, no qual totalizou

12 sessoes.

3.4. Massa muscular

Ao final do protocolo experimental 8 animais de cada grupo foram
eutanasiados através de overdose de anestésico via intraperitoneal (Ketamina — 200
mg/kg e Xilasina - 50 mg/kg) e tiveram o musculo séleo da pata traseira direita
dissecados. Os musculos foram pesados em balanca eletrdbnica com precisao de
0,001g (Marte AD330 ®).

Apés a obtencdo das médias e desvio padrdes, os dados foram analisados
estatisticamente através do software Graph Pad Prism 7®, com teste ANOVA one —

way e pos teste de Bonferroni, com nivel de significancia estabelecido de p<0,05.

3.5. Microscopiade Luz

Para realizar andlise de microscopia de luz foram dissecados o musculo
sb6leo de 5 animais de ambos grupos experimentais, sendo estes criofixados em
nitrogénio liquido (-196°C), através do posicionamento das amostras no Cryomold
Standard® estabilizadas com cola biolégica e untadas em talco neutro (Tragacanth,
SIGMA®) para prevenir artefatos. Apos esta etapa as amostras foram armazenadas
em Freezer -80° C. Posteriormente foram realizados cortes longitudinais (JMT) e
transversais (ventre muscular) de 8 pum de espessura (Criostato HM 505 E,
MICROM®), corados de Hematoxilina-Eosina (HE) para observacdo dos
componentes celulares e Picro-sirus (PS) para identificacdo do tecido conjuntivo
associado (CARDIFF et al., 2014; BHUTDA et al., 2017).

3.6. Dimensé&o fractal

Para andlise da dimensdo fractal as imagens de microscopia de luz
(coloragcbes HE e PS) foram binarizadas através do Software ImageJ®, para
quantificar a distribuicdo de pixels no espac¢o da imagem sem considerar sua textura,
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posteriormente a dimenséao fractal foi estimada utilizando o gréafico boxplot. Desta
forma, foi possivel quantificar a distribuicdo de pixels no espaco, desconsiderando a
textura da imagem. O valor do dimensionamento fractal foi expresso em escala de 0
— 2, onde guanto mais proximo de 2 maior a desorganizacao tecidual e celular
(CURY et al., 2018).

Apds obtencao das médias e desvio padrao foi realizada a andlise estatistica
ANOVA One — way com pos teste de Bonferroni, com nivel de significAncia p<0,05.

3.7. Andlise Histoquimica (ATPase miofibrilar)

As amostras dos ventres musculares foram posicionados e realizados cortes
transversais de 8 um de espessura (Criostato HM 505 E, MICROM®), os cortes
histolégicos foram incubados durante 30 min a 37° C em solucdo contendo 10mg de
ATP dissolvidos em 2 gotas de agua destilada adicionadas em conjunto com 10ml
de glicina/tampao NaCl, CaCl. atingindo o pH 9,4 adicionado com DTT. Os cortes
foram lavados em agua destilada e incubados por 2 minutos em cloreto de cobalto a
2% o processo de lavagem e incubacéo foi repetido 3 vezes. Ocorreu uma nova
lavagem das amostras em agua destilada e desidratagcdo em séries ascendentes de
alcoois (70%, 90%, 95% e 100%) e finalizado em xilol, para assim concluir com a
fixacdo das amostras. Para o meéetodo de pH 4,3 e 4,6, as secdes foram pré
incubadas em solucdo tampao de acetato de sodio 0,1M com EDTA 10 mM durante
10 minutos a 4°C, as amostras foram posteriormente lavadas com agua destilada e
incubadas durante 2 min em 2% cloreto de cobalto processo que foi repetido 3
vezes. Mais uma vez as amostras foram lavadas em agua destilada e desidratadas
em séries ascendentes de alcoois (70%, 90%, 95% e 100%), finalizado com xilol

antes da fixagcédo das amostras com Entellan® (KRAUSE et al., 2017).

3.8. Areade Seccédo Transversa

Apoés diferenciacdo das fibras dos Tipos I, IIA e lIx foi realizada a
morfometria da Area de Seccéo Transversa (AST) das fibras com auxilio do software
ImageJ®. ApoOs obtencdo das médias e desvio padrdo foi realizada a analise
estatistica ANOVA Two — Way com pos teste de Bonferroni, com nivel de
significancia adotado p<0,05 (KRAUSE et al., 2017).
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Ao final do primeiro periodo o Grupo S apresentou maior massa corporal em

2,57% em relacdo ao Grupo ESP, porém 1,46% a menos que o Grupo TR. No

segundo periodo o Grupo ESP demonstrou 0,96% de reducdo de massa corporal

que o Grupo S, enquanto o Grupo TR apesentou aumento de 2,93% em relagcéo ao

Grupo S. Ao final dos protocolos, portanto terceiro periodo, o Grupo S apresentou

aumento de 4,91% em relacdo ao Grupo ESP, e 2,53% que o Grupo TR (p<0,05).

Tabela 1. Média e desvio padrdao da massa corpoérea (g) dos grupos S, TR e ESP em diferentes

periodos.
Grupos
Periodos S ESP TR
1° 382,08 £ 5,83 372,25 £ 34,11 387,66 £ 7,05
20 416,48 £5,21 412,47 £ 39,65 428,72 £ 8,55
3° 460,66 + 4,63 438 + 66 449 + 47,83

Ao final dos protocolos, os musculos foram coletados e mensuradas suas

massas. O Grupo S apresentou maior massa muscular de 3,25% em relagédo ao

Grupo TR e 8,12% em relag&o ao Grupo ESP (Figura 2).

o e
N w
1 1

o
—
1

Massa muscular (g)

0.0-

T

ESP

S TR

Figura 2. Médias e desvios-padrdes da massa muscular (g) dos grupos experimentais.
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4.2. Microscopiade luz

Através da microscopia de luz observamos que o Grupo S (Figura 3 A, D e
G) apresenta o ventre muscular organizado, com fibras de formato poligonal e
distribuidas de forma semelhantes por todo tecido. Os nulcleos estdo presentes na
regido periférica celular e apresentam padrdo de distribuicdo semelhante por todo
musculo. O endomisio e perimisio ndo apresentam variacdo na espessura, sendo
evidente sua presenca. Na ATPase foi possivel identificar as fibras do Tipo I, lIA e
[IX, entretanto, € predominante fibras do Tipo I.

Na JMT (Figura 4A e D) observamos as fibras com formato alongado e
delgado, interagindo com o tecido tendineo de forma semelhante por todo musculo.
O tecido muscular possui contato com o tecido tendineo de forma constante, sem
espessamento de endomisio, e ha presenca de nucleos nesta regiéo.

O ventre do Grupo ESP (Figura 3B, E e H) apresenta desordem na
morfologia, com fibras musculares de diferentes formas e tamanhos, dispostas de
maneira aleatéria. Os nucleos se encontram na regido periférica da fibra e
apresentam distribuicdo semelhante por todo tecido. Tanto endomisio como
perimisio apresentam espessamento e evidenciam alteracdo na distribuicdo das
fibras. Com a ATPase observou também os trés tipos de fibra, I, llA, 11X, porém, o
Tipo IlA e lIx passam a ser mais encontradas.

No grupo ESP (Figura 4B e E) as fibras musculares possuem
desorganizacdo em sua distribuicdo, variando tanto na forma como tamanho e
posicionamento junto ao tecido tendineo. Ha aumento da quantidade e distribuicdo
dos nucleos na regido. E observavel o aumento da interacéo entre os dois tecidos,
evidenciado principalmente com a coloracédo de PS, assim como o espessamento do
endomisio.

O ventre do grupo TR (Figura 3C, F e I) possui organizagcdo semelhante ao
do Grupo S. As fibras musculares possuem formato poligonal, se distribuem de
forma constante e organizada, e o0s nucleos mantem padrdo de distribuicdo
periférico. Tanto perimisio como endomisio estdo presentes em espessura
semelhante por todo tecido, mantendo a organiza¢do do tecido. Com a ATPase foi
possivel encontrar os trés tipos de fibra, I, IIA e lIx, evidenciando o aumento da
quantidade de fibras Tipo IlA e lIx.

No grupo TR (Figura 4C e F) as fibras se alongam mais, e apresentam

menor espessura, entretanto ha relativa organizacdo na sua distribuicdo. Ha
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aumento do numero de nucleos. Foi possivel observar maior interacdo entre os
tecidos muscular e tendineo, assim como proje¢cdes maiores e evidentes do tecido
tendineo para o muscular.

Esporadico Treinado

Sedentario

|

Figura 3. Microscopia de luz e histoquimica ATPase miofibrilar do ventre do musculo soleo Coloragéo
de hematoxilina — eosina — A; B; C. Coloracgado Picro-Sirus — D; E; F. Histoquimica ATPase miofibrilar
— G; H; I. Fibra muscular (M); ndcleo (Cabeca de seta); perimisio (Seta); endomisio (*); fibra tipo I;
tipo llA; tipo lIx. Barras 50um.
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Esporadico

v \ i, ‘t : P
Figura 4. Microscopia de luz da JMT do musculo séleo dos grupos. Coloracdo de hematoxilina —
eosina — A; B; C. Coloragao Picro-Sirus — D; E; F. Grupos S, ESP e TR. Fibra muscular (M); nacleo
(Cabeca de seta); regido da JMT (*); endomisio (Seta). Barras: 50um.

4.3. Dimensao fractal
Através da dimensao fractal na coloracdo de HE observamos que 0s grupos

nao apresentam diferenca significativa na desorganizacdo nuclear, com p >0,05
(Figura 5).
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Figura 5. A) Imagem do ventre do musculo s6leo com cdforéggb de HE. Fibra muscular (M); Nucleo
(Cabeca de seta). Barra: 50um. B) Imagem polarizada evidenciando a distribuicdo dos nucleos. C)
gréfico da dimenséo fractal, onde ndo ha diferenca estatistica significativa entre os grupos.
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Quando realizada a dimensao fractal através das imagens de OS (Figura 6),
portanto do tecido conjuntivo, observou que o Grupo ESP aumenta a
desorganizacao tecidual em 6,4% em relacdo ao Grupo TR (p<0,0001). Entretanto, o
Grupo TR apresenta reducdo da desorganizacédo tecidual de 4% em relacdo ao
Grupo S (p <0,001).

A quantidade da area intersticial € maior para o Grupo ESP, com aumento
de 27,81% em relagcédo ao Grupo S, (p<0,001), e diferenca de 26,7% em relacéo ao
Grupo TR (p<0,001). Entre os Grupos S e TR nao houve diferenca da quantificacao

de area intersticial, entretanto o Grupo TR apresenta aumento de 0,9%.

C
1.7-
| - {
= 16 —
° 1
: T
: s T
]
T
==
E
A 434 J_
1.2 . . ;
) ESP TR
D
25-
*
:\Ezo-
©
S 151
4
§1o-
©
g 5
o4
0.
S ESP TR

Figura 6. A) Imagem do ventre do musculo séleo com coloragdo de PS, evidenciando assim o tecido
conjuntivo. Perimisio (Seta); endomisio (*). B) Imagem polarizada, mostrando tecido conjuntivo. C)
Dimensao fractal do tecido conjuntivo, apontando desorganizacao celular em escala de 0 a 2, sendo 2
maior desorganizac@o. D) Porcentagem da é&rea intersticial nos Grupos S, ESP e TR. *(p<0,001);
**(p<0,0001).
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4.4. Areade seccao transversa

Ha diferenca estatistica significativa entre os Grupos S e ESP e S e TR, com
maior area no Grupo S e entre os Grupos ESP e TR, onde o Grupo ESP apresenta
maior area de fibra Tipo | (p<0,0001). A area de fibras do Tipo IIA é maior para o
Grupo S quando comparado aos Grupos ESP e TR, p<0,001. H& também diferenca
entre os Grupos ESP e TR, com o Grupo TR apresentando menor area de fibras
(p<0,0001). Nas fibras Tipo lIx ha diferenca estatistica significativa entre os Grupos

S e TR, com p<0,001, no qual o Grupo S possui maior area.
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Figura 7. ) Andlise histoquimica (ATPase miofibrilar). Fibras Tipo: I; IIA e lIx. Barra: 50um. B) Area
de seccdo transversa (um?), das fibras Tipo I, 1A e lIx dos grupos S, ESP e TR. *p<0,001;
**p<0,0001.
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5.  DISCUSSAO

Através deste estudo foi possivel apresentar as alteragcdes morfoldgicas e
histoquimicas do musculo s6leo, tanto no ventre como na JMT, demonstrando assim
os beneficios da pratica do exercicio de salto vertical e as alteracdes que ocorrem
guando o exercicio ndo é realizado de forma planejada ou estruturada, assim como
ocorre entre atletas esporadicos, ou de lazer.

O exercicio fisico pode modificar a composicdo corporal, resultando em
perda de massa corporal, alteracdes fisiologicas ou morfolégicas, tanto de forma
positiva como negativa (RADAK et al., 1999; RIKLI, 2000; RODRIGUES; BORIN;
SILVA, 2017; JACOB et al.,, 2019). Desta forma, o presente estudo apesar de
evidenciar valores menores de massa corporal entre os ratos que realizaram os
protocolos de salto vertical, demonstra que ha ganho de massa corporal entre o
inicio do periodo e o final do protocolo, constatando que apesar do protocolo ser
intenso, ndo submeteu os animais a situacdes de estresse que resultaram em
prejuizo para seu desenvolvimento.

E possivel associar o menor ganho corporal em relacdo ao Grupo SED a
utilizacdo constante e intensa de lipidios ap0s as sessdes de treinamento, tal qual o
aumento do metabolismo basal devido as alteracdes fisiol6gicas sofridas (CUNHA et
al., 2006). Apesar de ser conhecido as caracteristicas do musculo soleo, sendo
predominante oxidativo, foi possivel observar alteracdes no tipo de fibra dos grupos
gue realizaram o salto vertical, entretanto, o estimulo pode nao ter sido eficaz na
hipertrofia muscular em relacdo massa, dado esse corroborado por Cunha et al.
(2006) e Robert-Pires (2000), respectivamente, tanto em protocolo de salto vertical
em meio liguido como em esteira, ndo foi observado hipertrofia do musculo soéleo,
mesmo havendo alteracdes fisiologicas associados ao mesmo.

O treino de salto vertical se mostra eficiente para alteragcdes morfolégicas no
tecido muscular, fato esse corroborado por Malanotte et al. (2017), onde o
treinamento de salto vertical também em meio liquido apresenta caracteristicas
morfoldégicas semelhantes, como presenca e posicionamento dos nucleos
periféricos, caracteristica do formato de fibra e area intersticial. Entretanto, tais
alteracbes ocorrem apenas quando ha o treinamento realizado de forma planejada,
tendo em vista que quando a atividade é realizada de forma esporadica, (sem
periodizagdo), o musculo se comporta diferente, apresentando alteracdo no formato
das fibras, na organizacgéao tecidual e divergéncia no tecido conjuntivo.
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A JMT € uma regido de interface entre os tecidos muscular e tendineo,
susceptivel a alteracbes morfoloégicas devido a sua plasticidade celular,
principalmente em resposta a estimulos mecénicos e a constante transmisséo de
forca (CIENA et al. 2012; LIEBER et al., 2017). Desta forma, Sierra et al. (2018) ao
realizar protocolo de natacdo com ratas ovariectomizadas observou que no musculo
séleo de sedentérios ha interacdo entre o musculo e o tecido tendineo localizado ao
longo de toda zona de JMT, sendo caracterizada por disposicdo e contornos
irregulares. Entretanto, diante do grupo treinado, o autor observou alteracdo na
disposicdo dos feixes de coldgeno no tecido muscular, com maiores areas,
demonstrando assim maior organizacdo tecidual. Fato esse compativel com os
resultados encontrados, onde o0 grupo experimental submetido a treinamento
apresenta alteracdes na disposicdo de colageno e maior area de contato na regiao
da JMT.

No presente trabalho, apesar de nédo realizar andlise ultraestrutural é
possivel afirmar que o comportamento tecidual € semelhante a de Sierra et al.
(2018), tendo em vista que o Grupo S apresenta interacdo na area de JMT, porém
sem definicdo, enquanto o Grupo TR possui maior area de contato entre os dois
tecidos, tal qual maiores projecdes do tecido tendineo ao muscular. A mesma
situacao foi observada por Jacob et al. (2019) no musculo esternomastoide, ao
realizar atividade fisica, através de protocolo de natac&do, observou maior interacao
entre os tecidos e de forma melhor organizada.

Entretanto, a JMT do Grupo ESP apresenta comportamento divergente do
TR, onde apesar de realizar exercicio fisico semanalmente, seu volume e
intensidade acaba sendo variado devido a caracteristicas de treino, resultando assim
em alteracdes na morfologia da regido. Enquanto o Grupo TR apresenta melhora na
organizagédo, o grupo ESP passa a ser mais desorganizado tanto no ventre como na
JMT, além do aumento consideravel de tecido conjuntivo disposto de forma
desorganizada, como comprovado pela dimensao fractal.

Curzi et al. (2016) observou diferentes adaptacdes na JMT de acordo com a
intensidade e volume do protocolo, ao realizar treino de esteira com ratos, porém em
diferentes velocidades, observou que em menores velocidades ha aumento na
profundidade das invaginacdes e evaginacdes, enquanto em maiores velocidades
tais projecfes tornaram-se mais complexas através de ramificacdes que podem se

ligar para aumentar a for¢ca da ligacdo. Desta forma, apesar de realizar o mesmo



27

protocolo com intensidades diferentes resultou em diferengas estruturais na JMT. Tal
gual o atual estudo, onde apesar de néo haver divergéncia do tipo de estimulo, a
intensidade e volume do mesmo difere, ocasionando assim diferentes tipos de
adaptacdes morfoldgicas tanto na regido do ventre como na JMT, evidenciando que
o0 Grupo TR possui vantagem adaptativa em relagcdo ao Grupo ESP, diminuindo
assim os riscos de leséo.

A alteracdo da quantidade de nucleos presentes na JMT entre 0s grupos que
realizaram o treinamento de salto vertical condiz com o aumento da atividade celular,
propiciando as altera¢des morfologicas. Comportamento semelhante é observado na
regeneracdo muscular apos lesdo, na qual h4 aumento do ndmero de ndcleos na
regido lesada para que haja o aumento do processo inflamatério e posterior
producéo de colageno e formac&o do novo tecido (JARVINEN; JARVINEN; KALIMO
2013), entretanto, a forma como o tecido € formado ira variar com o estimulo sofrido.

Apébs observar as caracteristicas morfolégicas de ventre e jungcdo muscular
do musculo séleo caracterizamos a desorganizacdo tecidual através da andlise de
dimensao fractal. Anteriormente, a dimenséao fractal foi utilizada para identificacéo da
distribuicdo de fibras Tipo Il no musculo extensor digital longo e sbéleo em ratos
(ARSOS; DIMITRIU, 1995), na deteccdo de anormalidades muscular em pacientes
com desordem neuromuscular (HUBER et al., 2009) apos, com Cury et al. (2018) na
deteccdo de desordem tecidual em situacao de distrofia muscular. Entretanto, nosso
objetivo era mostrar como o tecido muscular se comporta diante do treinamento de
salto vertical e assim, demonstramos que o0 exercicio fisico realizado com
periodicidade reduz a desorganizacao tecidual no ventre, tanto da disposicéo de
fibras, como na distribuicdo do tecido conjuntivo.

Desta forma, a dimenséao fractal se mostra eficiente para demonstrar como o
tecido se comporta, relacionado a desorganizacao tecidual. Assim, apesar de néo
evidenciar alteracdo da distribuicdo nuclear do ventre entre ambos os grupos, ha
alteracédo da organizacao tecidual, com mudanca no padréo de distribuicdo de fibras
musculares tanto no ventre como no nucleo, com maior desorganizagdo no grupo
que realizou exercicio uma vez na semana, assim como, aumento da area
intersticial, propiciando maior desorganizacao.

Em contrapartida, o grupo que realizou exercicio periodizado se comporta de
forma contraria, com menor desorganizagao tecidual no ventre e na JMT, assim

como manutencdo dos valores de area intersticial, desta forma, é possivel afirmar
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que ocorreu alteracdes benéficas ao musculo, visto que h& reducdo da
desorganizacgao tecidual com constancia do tecido conjuntivo.

A menor desorganizacao tecidual est4 associada a menores riscos de lesao
pois a alteracdo da morfologia da JMT resulta em maior ou menor transmisséo de
forca entre os tecidos muscular e tendineo (KOJIMA et al., 2008). Assim, 0 aumento
da area da JMT, tal qual sua melhor distribuicdo propicia a melhor transmissédo de
forca e consequentemente reduz os indices de lesdo e auxilia na recuperacdo de
lesGes musculares (OZAKI et al., 2015; CURZI et al., 2016).

Curzi et al. (2016) ao realizar a area de seccdo transversa nao observou
alteragdo em ambos os grupos no protocolo de esteira, demonstrando assim que
nao houve hipertrofia. Assim como Malanotte et al. (2017), em protocolo de salto
vertical, em grupo experimental com compressao do nervo isquiatico relacionado a
atividade fisica ndo apresentou aumento no diametro da fibra muscular,
evidenciando que ndo houve hipertrofia do musculo séleo em nenhum dos grupos
experimentais. Tal fato corrobora o presente estudo, onde apesar das alteracbes
morfologicas evidenciadas, ndo houve mudanca no tamanho do mesmo.

Em trabalho com treino concorrente (CASTOLDI et al., 2013), através da
realizacdo de protocolos de endurance — protocolo de natagcdo — e de forca —
protocolo de salto vertical —, assim como ambos na mesma sessao resultaram em
aumento da area de seccdo transversa para todos 0s grupos, demonstrando
hipertrofia, entretanto o protocolo foi realizado por oito semanas, diferenciando do
presente estudo.

Entretanto, neste trabalho o tipo de fibra muscular predominante foi alterado
para maior area de fibras de contracdo rapida. Como era esperado, o tipo de fibra
predominante no Grupo S foi do Tipo I, devido ao musculo séleo ter funcéo postural
antigravitacional, assim necessario que seja resistente a fadiga (LAl et al., 2015).
Entretanto, nos demais grupos houve aumento das fibras tipo IIA e lIx, cuja funcdo é
contracdo rapida, portanto recrutado em maior intensidade durante protocolos de
salto vertical.

Tal mudanca ocorre, pois, de acordo com o estimulo recebido pelo musculo
ha aumento ou diminuicdo do conteudo proteico, desta forma, no treinamento
resistido ha aumento de massa muscular assim como aumento do recrutamento de

unidades motoras assim, ha mudanca no tipo de cadeia de miosina da fibra,
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permitindo a transi¢édo de fibras lentas para rapidas (STARON; PETTE, 1986; BOFF,
2008).

Apesar de nao apresentar hipertrofia nos grupos que realizaram o salto
vertical, houve alteracdo na area de seccao transversa das fibras, aumentando a
area e volume de fibras de contracdo rapida, demonstrando assim que apesar de
nao haver alteracdo no volume muscular, como demonstrado tanto pelo presente
estudo como por Robert-Pires (2000), Cunha et al. (2006) e Malanotte et al. (2017)
houve alteracdo morfologica relacionado a organizacdo tecidual e alteracdes

histoquimicas, com mudanca no tipo de fibra predominante no musculo.
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6.  CONCLUSAO

Com o presente estudo foi possivel concluir que a pratica do exercicio
resistido de salto vertical resultou em alteracdes morfoldgicas positivas no grupo que
realizou treinamento periodizado, tornando o ventre muscular mais responsivo ao
tipo de exercicio realizado e a JMT uniforme para a transmissdo de forca,
potencializando a transmisséo de forca e reduzindo a probabilidade de leséo.

Em contrapartida, o grupo de realizou salto de forma esporadica apresentou
alteracbes morfolégicas negativas, uma vez que apesar de apresentar o ventre
muscular mais responsivo ao estimulo sofrido, sua organizacao, tal qual quantidade
de tecido conjuntivo e a JMT ndo acompanharam tais alteragbes, apresentando
maior desorganizacao tecidual, o que pode tornar a area suceptivel a lesdes
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8. ANEXQOS
8.1. Comité de Etica
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do musculo séleo ao treinamento de salto vertical em meio liquido e sua repercussio
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