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Resumo

O tecido muscular esquelético, é o mais abundante no corpo humano, e possui a
capacidade de resposta rapida e abrangente aos estimulos internos e externos do
organismo. A juncédo miotendinea (JMT) € uma regido de interface entre o musculo e
o tendéo, especializada na transmissao de forca, possui uma ampla capacidade de
adaptacao a diferentes estimulos. A atrofia muscular por desuso € um efeito deletério
da imobilizacdo articular, utilizada como tratamento conservador para lesbes
osteomioarticulares. Embora a imobilizacdo seja uma pratica comum, leva a um
declinio funcional significativo. A pratica de exercicios fisicos, especialmente o
treinamento resistido, € uma modalidade terapéutica eficaz para combater a atrofia
muscular, promovendo respostas hipertréficas. O objetivo deste estudo contemplou
em investigar as adaptacbes das fases iniciais do treinamento resistido apés a
imobilizacdo articular no ventre muscular e JMT no periodo de 7 e 14 dias, e células
associadas a regeneragcdo. Foram utilizados ratos Wistar machos com 60 dias
divididos nos grupos: Controle (ndo submetido a nenhum protocolo), Imobilizado (I;
submetido ao protocolo de imobilizac&o articular por 10 dias), Treinado (T; submetidos
ao protocolo de treinamento resistido de 7 e 14 dias), e Imobilizado/Treinado (IT;
submetido aos protocolos de imobilizacdo articular e treinamento resistido). Durante
os periodos analisados foram obtidos dados de massa corporal, massa muscular, e
dados funcionais do treinamento resistido (tempo, escalada e trabalho). As amostras
do masculo gastrocnémio foram coletadas e processadas para as analises
morfolégicas do ventre muscular e JMT para microscopia de luz, microscopia
eletrdnica de transmissao (morfometrias dos sarcomeros, projecdes sarcoplasmaticas
e JMT), histoquimica de ATPase miofibrilar (drea de seccgéo transversa — AST, e
densidade tipo-miofibrilar), imunofluorescéncia (morfologia de telécitos e células
satélites, e morfometria de colageno XXII), e analise proteica de Western Blot de TGFf3
e Pax7. Apos obtencao dos dados funcionais observamos reducdo no desempenho
funcional dos grupos IT comparado aos grupos T ap0s a imobilizacdo articular, porém
com resposta de melhora na ultima sesséo de treinamento. A imobilizacéo apresentou
declinio da massa corporal e muscular, enquanto apdés o treinamento observou-se
uma recuperacao. No ventre muscular foram observadas adaptacdes nos grupos T, |
e IT nos nucleos celulares e tecido conjuntivo associado, bem como adaptacdes na

AST e indice de fator de forma tipo miofibrilar dependente. A JMT apresentou



adaptacdes morfométricas diferenciadas quanto aos sarcomeros, projecdes
sarcoplasmaticas e interface miotendinea, e colageno XXII, bem como a presenca de
CS e telocitos na regido. A expressdo de TGFB e Pax7 apresentou variagao
diferenciada conforme os protocolos aplicados. A imobilizacdo articular resultou em
atrofia muscular por desuso, o que levou a diminui¢ao das projecdes sarcoplasmaticas
na JMT, reducédo do perimetro de colageno XXIl, e assim, consequente fragilidade da
regido. O treinamento de curto periodo (7 e 14 dias) demonstraram efeitos positivos
na melhora funcional, recuperacéo parcial da massa muscular e inducao de respostas
hipertréficas, indicando repercussfes positivas frente a recuperacdo estrutural da

regido miotendinea.

Palavras-chave: Imobilizacdo articular, Escada vertical, Mionucleos, Fibrose,

Sarcémero, Colageno XXII, Telocitos, Células Satélites.



Abstract

Skeletal muscle tissue is the most prevalent tissue in the human body and exhibits a
remarkable capacity to respond swiftly and comprehensively to both internal and
external stimuli. The myotendinous junction (MTJ) is a specialized interface between
the muscle and tendon, crucial for force transmission, and possesses significant
adaptability to various stimuli. Disuse muscle atrophy, a detrimental consequence of
joint immobilization often used as a conservative treatment for osteomyoarticular
injuries, results in considerable functional decline despite its common usage. Engaging
in physical exercises, particularly resistance training, has been identified as an
effective therapeutic strategy to counteract muscle atrophy by inducing hypertrophic
responses. This study aimed to investigate the adaptations occurring in the early
phases of resistance training following joint immobilization, focusing on the muscle
belly and MTJ over periods of 7 and 14 days, as well as on cells involved in
regeneration. Male Wistar rats, aged 60 days, were allocated into the following groups:
Control (C; not subjected to any protocol), Immobilized (I; underwent joint
immobilization for 10 days), Trained (T; engaged in a resistance training protocol for 7
and 14 days), and Immobilized/Trained (IT; subjected to both joint immobilization and
resistance training protocols). Data collected during these periods included body mass,
muscle mass, and functional performance metrics from resistance training (time,
climbing, and work). Samples of the gastrocnemius muscle were collected and
processed for morphological analyses of the belly muscle and MTJ for light
microscopy, transmission electron microscopy (sarcomere, sarcoplasmic projections,
and MTJ morphometry), histochemical analysis of myofibrillar ATPase (cross-sectional
area — CSA, and myofibrillar-type density), immunofluorescence (morphology of
telocytes and satellite cells, as well as morphometry of collagen XXII), and protein
analysis via Western Blot for TGF3 and Pax7. Results revealed a decline in functional
performance in the Immobilized/Trained groups compared to the Trained groups post-
immobilization, although improvement was noted in the final training session.
Immobilization led to reductions in both body and muscle mass, whereas training
facilitated recovery. In the muscle belly, adaptations were evident in the cell nuclei and
associated connective tissue across the Trained, Immobilized, and
Immobilized/Trained groups, as well as changes in the CSA and myofibrillar-

dependent form factor index. The MTJ exhibited distinct morphometric adaptations



concerning sarcomeres, sarcoplasmic projections, myotendinous interface, and
collagen XXII, alongside the presence of satellite cell and telocytes. The expression
levels of TGF( and Pax7 varied according to the applied protocols. Joint immobilization
induced muscle atrophy due to disuse, leading to a reduction in sarcoplasmic
projections within the MTJ, decreased collagen XXII perimeter, and resultant fragility
of the region. Short-term resistance training (7 and 14 days) demonstrated beneficial
effects on functional improvement, partial recovery of muscle mass, and promotion of
hypertrophic responses, underscoring its positive impact on the structural recovery of

the myotendinous junction.

Keywords: Joint immobilization, Vertical climb, Mionuclei, Fibrosis, Collagen XXII,
Telocytes, Satellite cell.
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1. INTRODUCAO

O musculo estriado esquelético é o tecido mais abundante do corpo humano,
este compOe aproximadamente de 40% da massa corporal. O tecido muscular
esquelético possui rapida e abrangente capacidade de resposta aos estimulos. Esta
capacidade se da em virtude de suas células com propriedades regenerativas e com
atividade miogénica, as células satélites (CS), que atuam principalmente nos
processos de regeneragao e hipertrofia muscular (COSTAMAGNA et al., 2015; LE
MOAL et al., 2017; MUKUND; SUBRAMANIAM, 2019).

Nas extremidades musculares encontram-se uma regido de comunicacéao entre
o tecido muscular e o tecido tendineo, que entdo se conecta aos periosteos para a
execucdo dos movimentos de alavancas. A regido de contato entre o musculo e o
tenddo é denominada juncdo miotendinea (JMT), trata-se de uma regido anatdbmica
especializada onde ocorre a transmissdo de forca do musculo para o tendao
(CHARVET; RUGGIERO; LE GUELLEC, 2012; TIDBALL; DANIEL, 1986).

A JMT desempenha papel importante no aparelho locomotor, devido sua
transmissao de forca de cisalhamento e resisténcia na conexao entre tecidos, e deste
modo influencia diretamente no desempenho funcional do aparelho locomotor, e atua
nas atividades de vida diarias, como a deambulacao, levantamento de objetos, sentar-
se e levantar, além de subir e descer escadas por exemplo (CURZI et al., 2012;
SIERRA et al., 2018).

Devido ao fato da regido da JMT ser composta por diferentes tecidos e frente a
sua necessidade funcional especializada, as células que a envolvem apresentam
também caracteristicas e plasticidades singulares. Diversos estudos indicam o nicho
de teldcitos na JMT, presenca de CS, alteracdo da camada de suporte de colageno
(CSC), adaptacéo das projecdes sarcoplasmaticas, variacdo do dominio mionuclear
(DMN) na regiéo, além de alteragBes sarcoméricas, frente a diferentes protocolos de
exercicio fisico (JACOB et al., 2019a; PIMENTEL NETO et al., 2020a, 2022, 2024;
ROCHA et al., 2020b).

Os telécitos sdo células intersticiais observadas durante processos
regenerativos adjacentes a nichos de células-tronco, elas fornecem auxilio para
proliferacdo e maturacéo destas células via comunicacéo intercelular (DIAZ-FLORES
et al., 2020). A elucidacdo da relacdo dos telocitos da JMT pode contribuir



significativamente para a compreensao de como essa regido se adapta ao estimulo
de atrofia muscular por desuso, além de esclarecer o impacto do treinamento resistido
de curto prazo nessa adaptacéao.

A atrofia muscular por desuso é um dos efeitos deletérios decorrentes da
imobilizacdo articular, qual € um tratamento conservador para lesdes Osteo-mio-
articulares, mesmo com o objetivo terapéutico apresenta ainda repercussées como
fibrose intramuscular, reducdo da vascularizagdo e neural, além de consequéncias
funcionais adversas (KANNUS et al., 1998a; ROCHA et al., 2021; WANG et al., 2019;
WATANABE et al., 2016)

A prética de exercicio fisico de maneira periodizada e continua ocasiona em
inUmeros beneficios para a salude e bem-estar. Essa abordagem pode resultar
inclusive na prevencdo de lesdes musculares e manutencéo de estimulos miogénicos
continuos. Embora o uso de exercicios fisicos de maneira terapéutica ja seja
reconhecido, os efeitos de estimulos de curto prazo no remodelamento muscular e da
JMT ap0ls a atrofia por desuso ndo sao plenamente compreendidos (LOURENCO et
al., 2020; SON et al., 2016).

O periodo poés-imobilizatério é decisivo para o desempenho funcional e
fisiologico do segmento afetado. Investigar o treinamento resistido como tratamento
nao farmacoldgico e nao invasivo apods a atrofia muscular por desuso pode revelar a
ativacao de vias de sinalizacdo benéficas para o sistema locomotor e estimular a
regeneracao celular. Portanto, estudar as fases iniciais do treinamento resistido ap6s
a imobilizacdo articular elucidara as adaptacbes no desempenho funcional, na
morfologia do ventre muscular e na JMT, bem como as alteracfes na expressao de

células auxiliares na regeneracao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mdasculo Estriado Esquelético

O tecido muscular estriado esquelético € o mais abundante do corpo humano
e representa cerca de 40% da massa corporal, desta maneira desempenha um papel
essencial na homeostase corporal, além de conter 50-75% do total de proteinas do
organismo. Os musculos esqueléticos possuem funcgdes vitais como manutencéo da
postura, metabolismo, respiracdo, e a realizacdo dos movimentos corporais por meio
das contracbes musculares (FRONTERA; OCHALA, 2015; MUKUND;
SUBRAMANIAM, 2019).

Uma das principais fungdes do tecido muscular é converter a energia “quimica”
em energia mecanica, de forma a possibilitar a producédo de contracdes musculares
isométricas, isotdnicas (excéntricas e concéntricas) e isocinéticas. Para que isso
ocorra, 0 musculo estriado esquelético apresenta propriedades de forca, elasticidade
e plasticidade em resposta a estimulos (HARGREAVES; SPRIET, 2020; OLSEN;
NICOLL; FRY, 2019).

Os efeitos das contracfes musculares estdo envoltos em diversos outros
processos fisioldgicos de diferentes sistemas corporais, como respiracdo, batimentos
cardiacos, vias nervosas e enddécrinas. Esta capacidade contratil s6 € possivel devido
sua composicdo por fibras musculares (células musculares/miofibras) e contetdo
proteico especializado que trabalham em conjunto com outras diferentes células como
adipdcitos, fibroblastos, CS, células endoteliais e neurbnios (BHASKARAN et al.,
2020; GHANEMI et al., 2019; ROSA et al., 2020; SAID et al., 2017).

As fibras musculares estriadas esqueléticas sdo células multinucleadas,
inervadas, de contragdo voluntaria em sua grande maioria, € com grande suporte
energético para um metabolismo eficiente, possuem formato poligonal em corte
transversal e longo comprimento cilindrico. Como outras células classicas, a fibra
muscular possui uma membrana (sarcolema), o citoplasma (sarcoplasma), além de
reticulo endoplasmatico liso (reticulo sarcoplasméatico - RES) e das mitocondrias
(MUKUND; SUBRAMANIAM, 2019).
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A disposicao do tecido muscular estriado esquelético é formada pelo tecido
conjuntivo associado: epimisio, perimisio e endomisio. De maneira externa encontra-
se 0 epimisio, que reveste e agrupa os fasciculos musculares, contempla vasos
sanguineos e nervos, e continuo ao tenddo. O perimisio, envolve um conjunto de
fibras musculares em feixes, e constitui os fasciculos musculares. Mais internamente,
encontra-se 0 endomisio, uma fina camada de fibras reticulares, principalmente
constituidas por colageno tipo Ill, que recobre as fibras musculares individualmente
(Figura 1) (CRETOIU et al., 2018; KJAER, 2004).

Figura 1. Estrutura e principais componentes do tecido muscular esquelético.

A Skeletal Muscle Epimysium Fascicles B

Tendon

Musculotendinous
Junction

Fascicle < Perimysium
- Endomysium
Muscle Fibers

Satellite Cell

Interstitial Cells

Myonuclei

Mitochondria
Sarcolemma

Sarcoplasmic Sarcomere (~2.0-2.5 um)

Reticulum I L 1 Myosin (Thick)
Z-Disc  H-Zone Z-Disc  Myofilament

oy

)

I-Band A-Band I-Band Actin (Thin)

Myaofilament

Fonte: Sayed et al. (2023). llustragcéo da organizacdo do musculo estriado esquelético
(Skeletal muscle) desde sua fixacdo no tenddo (tendon) e regido da juncao
miotendinea (muscolotendinous junction), fasciculos (fascicles), fibra muscular
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(muscle fiber), miofilamento (myofibril) até sua unidade funcional, o sarcoémero
(sarcomere). A organizacdo de tecido conjuntivo associado ao tecido muscular,
epimisio (epimysium), perimisio (perimysium) e endomisio (endomysium). Elementos
celulares do tecido muscular, como mionucleos (myonuclei), células satélites (satellite
cell), mitocondria (mitochondria/mito), e organizacdo como sarcolema (sarcolema),
reticulo sarcoplasmético (sarcoplasmic reticulum/SR), bandas | (I-Band), banda A (A-
band), linha Z (Z-Disc), zona H (H-Zone), e flamentos de actina (actin/thin) e miosina
(myosin/thick).

A fibra muscular € composta por subunidades estruturais denominadas de
miofibrilas que ocupam o maior espaco intracelular, compostas de feixes de
miofilamentos formados por bandas de filamentos proteicos e uma rede de
citoesqueleto. Os miofilamentos sé@o polimeros filamentosos de miosina Il e de actina,
conhecidos também como filamento grosso e filamento fino respectivamente, além de
outras proteinas associadas como: titina, a-actinina, nebulina, tropomodulina,
desmina, e distrofina, bem como demais proteinas estabilizantes (DUTTA et al., 2018;
HENDERSON et al., 2017; OJIMA, 2019; TONINO et al., 2017).

Este tecido é denominado estriado devido as caracteristicas histoldgicas, que
apresentam estriagcdes com bandas claras e escuras. Os miofilamentos sao
organizados por sarcoOmeros em série, as unidades contracteis formada por bandas
anisotropicas denominadas de Banda A (escura), e bandas isotrépicas chamada de
Banda I. A banda A é dividida ao meio por uma regido clara, a Banda A com uma linha
ao centro, a linha M, enquanto, a banda | € dividida ao meio por uma linha densa, a
linha Z (MACINTOSH, 2017; SAYED et al., 2023; SCHMIDT; JINHA; HERZOG, 2021).
Uma unidade de sarcbmero compreende entre um par de linhas Z, e funcionalmente
sobrepde seus filamentos proteicos para que ocorra a contragdo muscular (Figura 1).

As fibras musculares possuem propriedades bioquimicas, estruturais e
funcionais, que diferem entre si devido a diversidade de atividades possiveis a serem
realizadas, como as contracfes concéntricas ou isomeétricas de grupamentos
musculares distintos. Desta forma, as fibras musculares possuem diferentes perfis
metabdlicos e propriedades mecéanicas determinantes em suas caracteristicas, e sao
classificadas conforme a velocidade de contracao, resisténcia a fadiga, e isoforma de
miosina (CRETOIU et al., 2018).

Os tipos de fibras musculares sao: fibras do tipo | ou oxidativas lentas, possuem

baixa velocidade de contracao, alta resisténcia a fadiga e alta demanda de densidade
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vascular (mioglobina) e mitocondrial; fibras do tipo Il sdo subdivididas em tipo lla
glicolitica oxidativa rapida, realiza contracdo rapida, alta resisténcia a fadiga e alta
demanda de densidade vascular (mioglobina) e mitocondrial; e tipo lIx glicolitica
rapida, possui alta velocidade de contragdo, baixa capacidade oxidativa reduzida
resisténcia a fadiga, porém possui maior armazenamento de glicogénio (BAILLY etal.,
2020; CICILIOT et al., 2013; SCHIAFFINO, 2018; TYAGI et al., 2017).

A densidade de cada tipo de fibra é determinada por estimulos hormonais e
nervosos durante o desenvolvimento, porém sofrem alteracdes decorrentes de
situacdes de exercicio fisico e diferentes modalidades, miopatias e caracteristica
funcional do mduasculo esquelético investigado (LEE; OH, 2015). O mdusculo
gastrocnémio analisado neste estudo possui predominancia de fibras Tipo Il
(ZIERATH; HAWLEY, 2004).

A répida e abrangente capacidade de resposta transcricional do musculo
esquelético deve-se a presenca dos mionucleos (nucleos da fibra muscular). A fibra
muscular é uma célula multinucleada com dominio mionuclear (DMN) bem
estabelecido no periodo pés-natal, resultante da fusdo de numerosas células
precursoras mononucleadas durante o desenvolvimento embrionario (KOOPMANS;
ZWETSLOOT; MURACH, 2023).

O DMN é uma hipotese de que os mionucleos podem controlar a atividade
transcricional de um territorio citoplasmatico de forma limitada. Esta hipotese é
sustentada por evidéncias que, em condi¢cdes como a hipertrofia muscular, as CS
atuam na doacao de seus mionucleos extras para o crescimento/desenvolvimento da
fibra muscular. Além disso, o tipo de fibra também desempenha um papel importante.
As fibras tipo | possuem um DMN menor em comparacao as fibras do tipo Il, o que
pode influenciar diretamente efeitos como a hipertrofia muscular (AMAN et al., 2023).

O musculo gastrocnémio, utilizado neste estudo, € um musculo superficial que
compde o triceps sural do compartimento posterior da perna. Possui 2 ventres
musculares, o ventre medial que possui fixagcdo acima da face articular do céndilo
medial do fémur, enquanto, o ventre lateral possui ponto fixo na face lateral superior
do condilo lateral do fémur, e possui ponto moével na tuberosidade do calcaneo através
do tenddo do calcaneo. O mdusculo gastrocnémio possui funcdo agonista na

articulacéao talocrural na flexao plantar do pé e auxilia na flexado da perna na articulacao
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do joelho, desta forma € essencial na deambulacdo e atividades diarias (HSU;
CHANG, 2018).

2.2 Juncao Miotendinea

A juncao miotendinea (JMT) € uma regido anatdbmica altamente especializada,
que compde uma interface de unido entre os tecidos muscular e tendineo. Esta é
responsavel pela transmissao de forga entre as proteinas contrateis dos miofilamentos
terminais e as fibrilas colagenas do tendédo, desta forma, constituem uma unidade
mecanica integrada e especializada (CHARVET; RUGGIERO; LE GUELLEC, 2012).

A interface miotendinea é composta pela extremidade distal da fibra muscular,
as miofibrilas terminais formam projecBes sarcoplasmaticas alongadas e seus
filamentos de actina se estendem a partir da dltima linha Z sarcomérica, sdo as
denominadas evaginacfes sarcoplasmaticas. Enquanto, as projecdes de fibrilas
coldgenas advindas do tecido tendineo, sdo denominadas invaginacfes
sarcoplasmaticas, estas ultraestruturas constituem uma interface de interdigitacdes, o
“finger-like process” (Figura 2) (CIENA et al., 2010; CURZI et al., 2013a).

Figura 2. Estrutura e principais componentes da juncdo miotendinea (JMT).
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Fonte: Tong et al. (2024). A juncdo miotendinea (MTJ) € uma regido de interface
formada por interdigitacdes do sarcolema (sacolemma interdigitations) com proteinas
de ancoragem (linking proteins), localizada entre o0 masculo (muscle; filamento de
actina - actin filaments; filamento grosso - thick filaments; banda Z - Z bands; nucleos
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- nuclei), e o tend&o (tendon, colageno tipo | — collagen Type I; tendcitos/fibroblasto —
tenocyte/fibroblast).

A interface da JMT possibilita a transmisséo de forcas de cisalhamento e tensao
durante as contracdes musculares, facilitando a difusdo da carga ao longo do
segmento de forma a promover sua mobilidade. As interdigitagdes presentes na JIMT
otimizam a area de contato da interface miotendinea, e a resisténcia as forcas de
contracao (SNOW et al., 2024).

A JMT apresenta uma interface integrada devido a presenca de dois sistemas
transsarcolemais, o complexo glicoproteico associado a distrofina e integrina a71,
gue estabelecem uma ligacéo estrutural entre os elementos intracelulares contrateis
(fibras musculares) e a MEC dos tenddes através da laminina (AMEMIYA et al., 2023;
CHARVET,; RUGGIERO; LE GUELLEC, 2012; KOJIMA et al., 2008). Entretanto,
lesbes na regido da JMT sdo comuns, por isso € considerada uma area de maior
predisposicao a lesdes do aparelho locomotor, justamente devido a sua funcdo de
ancoragem de elementos contrateis (KNUDSEN et al., 2015).

O desenvolvimento primario da JMT de recém-nascidos demonstra alta
atividade celular, evidenciada por uma alta concentracdo de mitocondrias ovais,
capilares sanguineos e nucleos de células endoteliais. Neste periodo observa-se os
elementos da matriz extracelular com finas dobras do sarcolema formando as
projecbes sarcoplasmaticas. Este desenvolvimento ocorre sob influéncia das
contracdes musculares (CIENA et al., 2012; KOSTROMINOVA; ARRUDA; LARKIN,
2009).

Estudos sobre as adaptacdes resultantes da pratica de exercicio fisico tém
demonstrado ampla plasticidade da JMT. Essas adapta¢des incluem alteracdes nas
projecdes sarcoplasmaticas e concomitantemente aumento da interface de contato.
Além disso, observa-se uma reducdo dos comprimentos dos sarcémeros, e aumento
da atividade celular na regido (CURZI; SALUCCI; GOBBI, 2017; ROCHA et al.,
2021b). Essas mudancgas estruturais e funcionais da JMT s&o fundamentais para a
melhoria da capacidade de transmissao de forca e resisténcia durante a contracao
muscular, e contribuem para uma maior eficiéncia e desempenho muscular.

O colageno XXIl (Col22al) foi identificado e descrito por Koch et al. (2004),

como componente singular da JMT, sua presenca é restrita a interface da JMT, onde
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este se concentra no terminal distal da fibora em contato com a MEC e os nucleos
adjacentes contribuem para sua deposicdo. Enquanto, no tenddo sdo expressos
principalmente os tipos de colagenos XIV e Xl (JAKOBSEN; KROGSGAARD, 2021).

Estudos sugerem que o coldgeno XXII € uma proteina que constitui sistema de
ligacao transmembranar a7f1, e sua atenuacgao ja é associada ao aumento de risco
de lesbes em atletas. Em estudos utilizando animais “knockout” para colageno tipo
XXII, observaram-se deficiéncias na unidade da JMT como auséncia de ancoragem
muscular na membrana basal e MEC, séo inclusas alteragdes estruturais e disfuncdes
gue resultam em falhas na transmissdo de forca, além de indu¢bes a miopatias
(CHARVET et al., 2013; MALBOUYRES et al., 2022, 2022; MIYAMOTO-MIKAMI et
al., 2020).

A plasticidade e complexidade da JMT € diretamente relacionada a intensidade
do protocolo de exercicio fisico, e ha indicios do desempenho do Fator de Crescimento
Transformador Beta (TGFB) como papel fundamental na via molecular da
regulacao/adaptacdo da JMT associado a ativagdo dos fibroblastos. Além do auxilio
das CS na répida plasticidade da regidao (CURZI et al., 2016; ZHAO et al., 2018).

A estrutura da JMT também pode apresentar adaptacao quanto ao tipo de fibra
muscular, fibras do tipo | apresenta maior interface de contato que fibras do tipo II,
esta caracteristica sugere gque as fibras do tipo | podem ser mais resistentes a leséao
induzida por carga do que as fibras do tipo Il, com base nisso, direcionar um programa
de prevencao/protocolo de exercicio pode aumentar a area de interface da JMT as
fibras do tipo Il e ser vantajoso para prevenir lesées por esforco. Entretanto, observou-
se que o tamanho da JMT é diretamente relacionado a sua morfologia (JAKOBSEN
et al., 2023).

Estudos do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a utilizagcdo dos
exercicios fisicos como intervencdo para a sarcopenia no envelhecimento, tem
demonstrado efetividade no aumento da area de contato da JMT, com aumento das
projecOes sarcoplasmaticas. Bem como, as maiores varia¢cdes dos comprimentos no
sarcomero distal (ultimo sarcomero do miofilamento) e devido sua intima relagdo com
as projecbes sarcoplasmaticas apresenta grande influéncia advinda da interface
miotendinea (JACOB et al., 2019; SIERRA et al., 2018).

Na regiao miotendinea sdo também observados a presenca de telécitos e suas

projecdes proximas a lamina basal da JMT (Figura 3) e associados a vesiculas na
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regido da JMT (ROCHA et al., 2021b). Entretanto, a sua relacdo com a regido em seus
aspectos funcionais, associacdo com a regeneracao e plasticidade de tecidos, ainda
sdo desconhecidos. Diante disso, a JMT é uma regido de estudo que pode elucidar
estes aspectos funcionais, em vista de sua alta capacidade e das possiveis respostas

a estimulos, como no treinamento resistido apos atrofia muscular.

,

Fonte: Rocha et al. (2021). Micrografia de transmisséo da JMT do gastrocnémio de
ratos Wistar, onde se observa a presenca de um capilar sanguineo (ca), telocito (tc),
telépodos (tp), invaginacdo sarcoplasmatica (cabeca de seta), com projecdo (seta)
associada a um grupamento de vesiculas (v). Barra: 1 um.

2.3 Dinamica celular na plasticidade do tecido musculo esquelético

O crescimento e a reparacado do musculo esquelético ocorrem através de dois
mecanismos principais: hiperplasia e hipertrofia muscular. A hiperplasia refere-se a
formacao de novas fibras musculares a partir da diferenciacédo de células satélites.
Contudo, é amplamente relatado que a hiperplasia ndo ocorre no musculo pés-natal
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humano. No entanto, algumas investigacées sugerem que, em situacdes extremas, a
hiperplasia pode ocorrer através de um processo de divisdo (splitting) em alguns
animais (HGJFELDT et al., 2023).

A hipertrofia, por sua vez, € o aumento da area da fibra muscular preexistente.
Esse processo envolve a doacédo de mionucleos pelas células satélites e 0 aumento
do conteudo proteico e de outras organelas da fibra muscular, com o objetivo de
atender as demandas mecanicas resultantes do treinamento ou entdo de processos
regenerativos (ADAMS; BAMMAN, 2012).

Uma caracteristica imprescindivel para o desempenho muscular € sua
capacidade regenerativa, orguestrada principalmente pelas CS. As CS séo células
precursoras miogénicas nado diferenciadas (células-tronco), mononucleadas e com
nacleo centralizado. Elas estdo localizadas na periferia da fibra muscular, entre a
membrana basal e o sarcolema (COSTAMAGNA et al., 2015; MANAS-GARCIA et al.,
2020).

Em condi¢cbes normais, as CS permanecem em estado quiescente. Contudo,
em situacdes de perturbacdo da homeostase, como lesdes musculares, estresse
fisico e por meio de vias de sinalizacédo, elas sdo ativadas, migram, proliferam,
diferenciam-se e se fundem para promover a regeneracao e reparo muscular. Alguns
subconjuntos de CS séo autorrenovaveis e capazes de retornar ao estado quiescente
apos a recuperacao muscular (GANASSI; MUNTONI; ZAMMIT, 2022; JIANG et al.,
2024; SAID et al., 2017).

Para compreensao das etapas e caracterizacdo das fases miogénicas séo
utilizados os fatores de regulacdo miogénica (MRFs). As CS expressam fatores
regulatérios, como o Fator de Transcricdo 7 (Pax-7) que as caracterizam em estado
quiescente até a sua diferenciacao e proliferacdo. Demais fatores estao relacionados
ao processo regenerativo da fibra muscular, como o fator regulatério de formacéo de
mioblasto (MyoD), o Fator Regulatério Miogénico 6 (Myf6), Miogenina, Ki67 e M-card
(Figura 4) (BAGHDADI; TAJBAKHSH, 2018; FUKADA; AKIMOTO; SOTIROPOULOQOS,
2020; SAID et al., 2017).
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Figura 4. Caracterizacdo das fases miogénicas das CS através de fatores
regulatérios.
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Fonte: Fukada (2018). Em fase quiescente (quiescent) as CS sao positivas para Pax7,
Calcr e M-cad, em fase ativa (activated), j& ndo expressam Calcr e comeca a
expressar MyoD. Na fase de divisdo celular as CS expressam Ki67 (proliferating
myoblast). Os mioblastos quando dispostos/organizados (committed myoblast) pausa
a expressao de Pax7 e inicia a expressao de miogenina (myogenin). Ocorre a fusao
para a formacdo de miotubos (myotube) e a expressédo de miogenina.

Em conjunto com as fibras musculares, a presenca de diferentes células é
indispensavel para a homeostase muscular (Figura 5), além das CS, destacam-se os
fibroblastos, tel6citos, macréfagos, células endoteliais, e adipécitos (HENROT et al.,
2023; YAO et al., 2021).

Os fibroblastos sé@o células responsaveis pela producdo e manutencdo de
proteinas que compdem a matriz extracelular (MEC). Entre essas proteinas,
destacam-se os colagenos (tipos I, lll, IV e VI), fibronectina, metaloproteinases da
matriz (MMP) e proteoglicanas. O colageno VI, produzido pelos fibroblastos,
desempenha o papel de formar a ligacdo entre a lamina basal e a MEC, o que contribui
na formacdo da JMT. Além de suas funcdes estruturais, os fibroblastos estéo
envolvidos na formagédo de fibroses intramusculares em resposta a lesdes e outras
perturbacdes (CHAPMAN; MEZA; LIEBER, 2016).

As células fibro-adipogénicas (FAPs), séo células progenitoras mesenquimais,
e demonstram suporte a regeneracdo muscular. Estas células apresentam origem
miogénica diferente das CS. Estas células multipotentes, localizadas no intersticio das
fibras musculares e adjacentes a vasos sanguineos, possuem a capacidade de

diferenciar-se em fibroblastos e adipdcitos, contribuindo tanto para a formacao da
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matriz extracelular quanto para a deposicdo de tecido adiposo intramuscular
(BIFERALI et al., 2019; JOE et al., 2010; MOLINA; FABRE; DUMONT, 2021).

Figura 5. Interacgao celular para homeostase muscular.
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Fonte: Henrot (2023). As células residentes no tecido muscular interagem com a fibra
muscular (myocite) durante o processo regenerativo. Sao envolvidos no processo de
reparo muscula células imunes (Macréfagos- machophage; linfécito — lymphocyte; e
neutrdfilo - neutrophill), células satélites (satellite cells), células endoteliais (endotelial
cell; e pericito - pericyto), teldcitos (telocyte), células progenitoras fibro-adipogénicas
(FAPS).

Os teldcitos sdo células intersticiais identificadas em diferentes tecidos e
orgaos, como pulmdes, testiculos, trato gastrointestinal, misculo estriado cardiaco e
musculos lisos, localizadas préximas a terminais nervosos, vasos sanguineos, CS, e
adjacentes a outros tel6citos em diferentes espécies. Foram denominadas
inicialmente de células intersticiais semelhantes de Cajal ou “intersitial Cajal-like cells”,
e desde 2010, foram denominadas de telécitos. Apresentam imunofenétipo e
funcionalidade distinta das células previamente identificadas, além de serem
diferenciadas de outras células estromais como os fibroblastos, mioblastos e células

mesenquimais (CRETOIU et al., 2014; POPESCU et al., 2011).
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Morfologicamente os teldcitos possuem formato oval, nicleo heterocromatico,
e sao caracterizados por 1 a 5 telépodos, que sdo projecdes longas e delgadas
compostos por segmentos dilatados, denominados podos, que acomodam
mitocondrias e reticulo endoplasmético (Figura 6). Os telopodos formam uma rede
intersticial, estabelecem comunicacao e atividade paracrina por meio de vesiculas
extracelulares, que correlacionam atividades de diferentes tipos de células de um
tecido, incluindo vasos sanguineos, nervos, células imunoldgicas, fibrocitos, células-
tronco, células glandulares entre outras, durante condicbes normais e patoldgicas
(EDELSTEIN et al., 2016; MARINI et al., 2018a).

Figura 6. Micrografia representativa da morfologia do telécito.
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Fonte: Popescu et al. (2011). Presenca de teldcito (telocyte) no intersticio do musculo
esquelético (skeletal muscle fibers) proximo a um capilar sanguineo (blood capillary)
e fibrilas de colageno (coll). Estruturas que compdem os teldcitos: telépodos
(telopode), podons (podomeres), nacleo e mitocdndrias (m).

Durante processos regenerativos os telécitos sdo observados em nichos de
células-tronco, e fornece auxilio para sua proliferacdo e maturagédo via comunicacao
intercelular (DIAZ-FLORES et al., 2014). Estas células expressam c-kit, caveolin-1,
vimectina, PDGFRa e CD34 e assim podem ser diferenciadas quando associadas as
demais células estromais (KONDO; KAESTNER, 2019; MARINI et al., 2018b, 2018a).
No tecido muscular esquelético os teldcitos foram identificados e projetam seus
telopodos com maiores comprimentos pelo endomisio e perimisio, nas proximidades

de capilares, terminacbes nervosas, CS ou mesmo células com aspectos
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regenerativos. Além dos indicios de que os telocitos podem desempenhar um papel
essencial na integracdo de sinais para a regulacdo e regeneracdo das fibras
musculares (MARINI et al., 2018a; POPESCU et al., 2011).

Devido a ampla plasticidade da JMT a investigagdo de células que modulam a
agil alteracao da regido € relevante para a sua compreensdo, e o aprofundamento
desta investigacao tem sido o objetivo de estudo do nosso grupo de pesquisa. Diante
disso, demonstramos a JMT como um novo nicho de telécitos adjacente a camada de
suporte de coladgeno que possui suporte para a transmissdo de forca no local
(PIMENTEL NETO et al., 2020). Além de recente publicacdo do grupo de pesquisa
gue apresenta a presenca dos telécitos adjacentes a CS na JMT, e sua comunicacao
através de vesiculas que podem influenciar a ativagdo das CS em modelo
experimental de lesdo periférica (PIMENTEL NETO et al., 2024).

Observamos também a presenca de telécitos e telépodos proximos a lamina
basal da JMT e associados a vesiculas na regido da JMT (ROCHA et al., 2021b).
Entretanto, a sua relagédo com a regidao em seus aspectos funcionais, associacado com
a regeneracéo e plasticidade de tecidos, ainda s&o desconhecidos. Diante disso, a
JMT é uma regido de estudo que pode elucidar estes aspectos funcionais, em vista
de sua alta capacidade e das possiveis respostas a estimulos, como no treinamento

resistido apdés atrofia muscular.

2.3.1 Imobilizacao articular

As fraturas dsseas apresentaram uma prevaléncia de 7,8 milhdes de casos no
Brasil, e 440 milhdes de casos no mundo apenas no ano de 2019 segundo a
Organizacao Mundial de Saude, a imobilizac&o articular € um tratamento conservador
comumente utilizado para lesGes O&steo-mio-articulares. Apesar de seu efeito
terapéutico, a imobilizag&o articular apresenta repercussdes deletérias para o periodo
apos a retirada do dispositivo imobilizatorio (KUNZ et al., 2014).

A inatividade resultante da imobilizacao articular provoca a atrofia muscular por
desuso caracterizada pela redugéo do tamanho do tecido muscular, perda de for¢a de
contracdo, e deterioracdo funcional. Este processo é acompanhado por um
desequilibrio metabdlico que leva a degradacéo de proteinas miofibrilares, além de

alteracOes vasculares e neurais, reducdo na quantidade de sarcomeros em série,
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perda de forca muscular e restricdo na amplitude dos movimentos (DEANE;
PIASECKI; ATHERTON, 2024; DUTT et al., 2015; MALAVAKI et al., 2015; POWERS;
SMUDER; JUDGE, 2012).

A reducéo da quantidade e/ou diminui¢cdo do didmetro das fibras musculares é
a caracteristica histopatolégica mais proeminente da atrofia do musculo esquelético.
As fibras musculares afetadas séo tipicamente menores, arredondadas ou angulares
e apresentam sarcoplasma hipereosinofilico (YIN et al., 2021).

Adicionalmente, ocorre 0 comprometimento no suporte de carga, que torna o
tecido muscular mais vulneravel ao estresse longitudinal e, consequentemente,
aumenta a predisposicao a lesdes na JMT (CURZI et al., 2013; PALMA et al., 2011).
A perda muscular exerce efeitos negativos na vida cotidiana, onde ocorre a reducéo
da capacidade de realizar atividades diarias e aumento o tempo de recuperacao
(JARVINEN et al., 2005; NATALI et al., 2008).

O estresse oxidativo é definido pelo desequilibrio entre a producéo de oxidantes
e antioxidantes, e a criacdo de radicais livres toxicos, como a espécie reativa de
oxigénio (ROS) produzida pelas mitocondrias. O estresse oxidativo pode interagir com
processos inflamatorios, disfuncdo mitocondrial e autofagia, além de prejudicar a
regeneracao muscular (ZHANG et al., 2023).

O estresse oxidativo é ativado nos estagios iniciais da atrofia muscular e
contribui para a sua progressao, com altos niveis de ROS que podem comprometer
biomoléculas e estruturas celulares, e desta forma leva a disfuncdo muscular. O
aumento de ROS pode ativar dois sistemas proteoliticos: o catabolismo muscular
através da via proteolitica ATP-ubiquitina-proteassoma e o mecanismo de autofagia-
lisossomo. Nas vias proteoliticas, Atrogin-l e MuRF1 sao ubiquitinas ligases
especificas que induzem a degradacao de miosina e troponina (BONALDO; SANDRI,
2013; JIANG et al., 2024; MO et al., 2022).

A ROS exerce uma modulacdo negativa sobre a expressédo de fatores de
regulacédo miogénica, tais como MyoD e MyoG, que compromete significantemente a
tentativa de regeneracao celular no contexto da atrofia muscular mediada por CS.

Os tipos de fibra muscular influenciam na adaptabilidade a atrofia. Em modelos de
denervacao, as fibras do tipo | demonstraram maior sensibilidade, enquanto as fibras
do tipo Il apresentaram uma resposta mais acentuada a atrofia induzida por diabetes

e sarcopenia (JUN et al., 2023).
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Como citado anteriormente a hipotese de DMN também é afetado quando
associado a atrofia muscular. Como resultado de periodos atroficos ocorre a apoptose
mionuclear, porém é necessario maior periodo para essa condicdo (DUPONT-
VERSTEEGDEN, 2005; KANDARIAN; JACKMAN, 2006), entretanto, alguns estudos
indicam o contrario (SCHWARTZ, 2019; SCHWARTZ et al., 2016).

O musculo esquelético possui funcdo autdcrina na regulacédo do metabolismo
muscular, onde sintetiza e secreta citocinas e proteinas denominadas de miocinas. As
miocinas séo produzidas e liberadas em resposta a contragdo muscular, e apresentam
atividade paracrina e endocrina e atuam como mediador para demais 6rgdos e
tecidos. As vias de sinalizacdo das miocinas modulam processos inflamatérios e
regenerativos, atrofia muscular, aumento da funcdo mitocondrial e diminuicdo da
inflamacgéo, essas mudancas bioldgicas, possuem efeito significativo na funcéo e
massa muscular (ALIZADEH PAHLAVANI, 2022).

A principal miocina envolvidas no processo da atrofia muscular € a miostatina,
uma potente reguladora de massa muscular e regula negativamente o programa de
sintese proteica (via Akt) (RODRIGUEZ et al., 2014). Outras miocinas sao relatadas
como envolvidas nos processos inflamatdrios e de respostas atréficas e hipertréficas
como a irisina, interleucina 6 (IL-6), decorina, interleucina 15 (IL-15), entre outros
(LEE; JUN, 2019).

Diferentes grupamentos musculares apresentam adaptacdes distintas em
resposta a atrofia devido a diferencas devido a composicao tipo miofibrilar, condi¢cbes
especificas do protocolo, e consideracdes funcionais e clinicas. Musculos ativos em
atividades diarias como deambulacdo e musculos posturais tendem a ter respostas
atréficas ao desuso devido a terem normalmente sobrecarga constantes, diferentes
de musculos como dos membros superiores devido menor envolvimento em
atividades cotidianas de sustentacdo de peso (HAUN et al., 2019; LECKER et al.,
2004).

Além disso, ha uma reducéao seletiva de proteinas miofibrilares, em resposta a
inatividade, e adaptacOes estruturais que podem impactar a fungdo muscular e a
suscetibilidade a fadiga. A composicao tipo-miofibrilar do musculo afetado pelo desuso
também afetam a resposta a expressao de miocinas e demais fatores reguladores
(BABCOCK; KNOBLAUCH; CLARKE, 2015; DELEZIE et al., 2019).
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ModificacBes epigenéticas sdo alteracfes de expressdo dos genes que nao
envolvem alteracbes na sequéncia de DNA. As modificacbes epigenéticas
desempenham um papel crucial no desenvolvimento e a adaptacédo. Em condigdes de
doencas musculares, incluindo a atrofia muscular, as modificacbes epigenéticas
ocorrem por alteracdo de histonas e regulacdo por RNAs nao codificantes,
desempenham um papel significativo na regulacdo da expressdo génica (PAEZ-
COLASANTE et al., 2015; PUIG-VILANOVA et al., 2015).

Devido as altera¢cdes na MEC ocorre a reducdo das propriedades mecanicas
do musculo no periodo apos imobilizacdo, quais estédo susceptiveis a lesées teciduais
devido as adaptacdes decorrentes da inatividade muscular, estimulos de alongamento
passivo e da marcha geram respostas positivas ao individuo, entretanto seus
componentes ndo retornam aos niveis do periodo anterior & imobilizacdo (ABDALLA;
BERTONCELLO; CARVALHO, 2009; CACAO-BENEDINI et al., 2014).

Entretanto, os estimulos regenerativos e de fatores de crescimento na
hipertrofia muscular desencadeada pelo treinamento resistido apés a imobilizacéo
articular podem contribuir para a compreensdo dos fatores regulatérios durante a

regeneracao e prevencao de lesbes na JMT com o exercicio fisico.

2.3.2 Exercicio resistido

ApGs a retirada do dispositivo da imobilizac&@o articular, inicia-se o periodo de
remobilizacdo/pos imobilizacdo. Neste periodo a aplicacdo de técnicas terapéuticas
devem ser aplicadas para uma remobilizacdo funcional e interrupcdo do declinio
muscular, pois sem uma intervencdo pode promover ainda mais efeitos prejudiciais
ao tecido musculoesquelético. Estratégias fisioterapicas e a pratica de exercicios
resistido tém demonstrado indicios de prevenir ou reverter a condicdo debilitante
(POLIZELLO et al., 2011; SUMI; ASHIDA; NAKAZATO, 2020).

O exercicio fisico apresenta potencial de melhora de respostas fisiologicas ao
organismo, e pode ser utilizado com finalidade terapéutica e preventiva a diferentes
morbidades, além de que se realizado diariamente possui influéncia na reversao da
atrofia muscular (FORESTO et al., 2016).

O treinamento resistido € um exercicio fisico que promove hipertrofia muscular,

e € um modelo experimental relacionado ao exercicio resistido progressivo em
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humanos (SEO et al., 2014). Além de proporcionar alteracdes no ciclo e sinalizacéao
mitocondrial que auxilia na recuperacao de injurias musculares (MOORE et al., 2018),
aumento da sinalizacdo da mTOR que consequentemente auxilia no estimulo de
hipertrofia muscular e calcio intramuscular (TAYLOR-WEINER et al., 2020).

A sobrecarga muscular resulta em aumento na forgca muscular, aumento de
area de seccao transversa das miofibras, ampliacdo da capacidade de energia
elastica na MEC, alteracdes de fatores de crescimento e das CS envolvidas na fusédo
de mioblastos durante a hipertrofia (CHRISTOPHER et al., 2017).

O exercicio fisico como tratamento a longo prazo para atrofia muscular, é
efetivo, promove aumento da circulagdo e perfusdo sanguinea, aumento do
suprimento de oxigénio, reducdo da producdo de ROS, e atenua a resposta
inflamatdria (JI et al., 2022). Inclusive o exercicio fisico € uma intervencéo eficaz para
se opor a efeitos colaterais observados com uso de tratamentos farmacolégicos, como
dexametasona (DEX) (ALEV et al., 2022).

O fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) desempenha um papel
fundamental na reversao da disfuncéo induzida por doencas nos 6rgaos, regulando a
proliferacédo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular. A pratica de exercicios regula
positivamente a sinalizacdo de IGF-1 e Akt, aumenta a expressdo de MRFs e Pax7, e
promove a sintese proteica, além de inibir a apoptose celular. Ademais, a estimulagéo
dessa via contribui para a atenuacdo dos efeitos atroficos, regulando os niveis de
miogénese (FENG et al., 2022).

Intervencbes com exercicios, incluindo exercicios aerdbicos e resistido, sdo
reconhecidos por inibir a atrofia e a lesdo muscular em diversas condicdes fisiologicas
e patolégicas. O exercicio fisico regular desempenha um papel crucial na recuperacao
da morfologia, metabolismo e fun¢cdo muscular ap6s periodos de desuso. A atividade
fisica promove a ativacao de vias anabdlicas e a migracéo de células anti-inflamatorias
para o musculo (PADILHA et al., 2022; ROCHA et al., 2020a).

As adaptagOes ao treinamento fisico, com a combinagao de exercicio aerébios
e resistidos, demonstram efeito benéfico para a hipertrofia muscular, e regeneracao
muscular. O exercicio facilita a biogénese mitocondrial, além de suprimir a inflamacéo
e prevenir a autofagia dos miécitos (YIN et al., 2021).

Os efeitos hipertréficos de curto periodo ao treinamento resistido podem ser

mais detectaveis dentro de 7 sessfes sem danos musculares excéntricos, e sao
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necessarias pelo menos 48h de descanso para o restabelecimento do desempenho
no treinamento de resisténcia, e melhores respostas sdo evidentes apds 72h
(GOULART et al., 2021; STOCK et al., 2017).

Exercicios resistidos provocam diferentes respostas na adaptacdo muscular,
com mudancas especificas do tipo de fibra influenciadas por caracteristicas
estruturais, metabdlicas e funcionais de cada tipo miofibrilar. As adaptacfes podem
ser na densidade tipo miofibrilar como aumento na frequéncia de fibras do tipo Il e
reducéo de fibras tipo I, aumento na tensdo especifica das fibras tipo | e no conteddo
mionuclear, hipertrofia seletiva das fibras de contracdo rapida (DANKEL et al., 2019;
DESHMUKH et al., 2021; MORO et al., 2020; QAISAR; BHASKARAN; VAN REMMEN,
2016).

As fibras musculares do tipo Ila respondem mais intensamente ao treinamento
resistido em termos de expressao genética do que as fibras do tipo I. O aumento de
mionucleos pode potencializar a capacidade transcricional, favorecendo a adaptacéo
das miofibras (KOOPMANS; ZWETSLOOT; MURACH, 2023)

Evidéncias indicam que, apds lesdes musculares agudas, os mionucleos se
deslocam para os locais lesionados, promovendo a sintese de proteinas necessarias
para o reparo muscular. Esse deslocamento é crucial para a adaptacéo ao exercicio,
e estudos em roedores mostram que os mionucleos tendem a ser menos alongados
apos diferentes tipos de treinamento fisico (KOOPMANS; ZWETSLOOT; MURACH,
2023)

A utilizacdo do treinamento resistido é efetiva para prevencdo de atrofia
muscular e perda de funcdo musculoesquelética (SON et al., 2016), entretanto, os
efeitos de sua aplicacdo como método de intervencdo apds o periodo de imobilizacédo
articular na JMT séo desconhecidos, diante disso novas descobertas contribuem em
intervencdes desportivas, reabilitacdo imediata apds a atrofia muscular, e potencial

melhora funcional (Figura 7).
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Figura 7. Associagao dos protocolos experimentais e analises.
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Fonte: Elaborado pela autora com auxilio do software Biorender.com. Delineamento
do treinamento resistido apds a imobilizacédo articular, em ratos Wistar adultos, com
énfase nas andlises das células satélites e telocitos associados na juncdo miotendinea

(JMT) e sua plasticidade.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta tese contemplou em investigar as adaptacdes das fases
iniciais do treinamento resistido apos a imobilizacdo articular no ventre muscular e na
JMT. Desta forma, visa compreender como o treinamento resistido de 7 e 14 dias pode
apresentar adaptacéo funcional e induzir a plasticidade de elementos celulares no
ventre muscular e JMT para sua remodelacdo apoés a atrofia por desuso.

3.1 Objetivos especificos

o Demonstrar as alteracbes no desempenho motor apdés 3 e 6 sessdes de
treinamento resistido através de avaliacGes funcionais;

o Revelar os aspectos organizacionais do ventre muscular e de tipo de fibras, em
andlises morfoquantitativas nas técnicas de microscopia de luz e ATPase miofibrilar;

o Apresentar as adaptacées morfoldgica e organizacional da JMT e elementos
associados (nucleo, tecido conjuntivo e colageno XXIl) através das técnicas de
microscopia de luz e imunofluorescéncia;

o Revelar as adaptagbes ultraestruturais da JMT e da regido e elementos
associados a ela, por meio de analises em microscopia eletrénica de transmissao;

o Demonstrar a associacao de teldcitos (CD34) e células satélites (Pax7) na
regido miotendinea através da imunofluorescéncia;

o Revelar a expressdo proteica de fatores relacionados ao remodelamento

muscular (TGF) e células satélites (Pax7).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 78 ratos Wistar machos com 60 dias de idade divididos
randomicamente nos grupos apresentados a seguir (Figura 8):

o Controle (C): os animais ndo foram submetidos a nenhum protocolo (n = 13);
o Imobilizagdo (I): os animais foram submetidos ao protocolo de imobilizacéo
articular de 10 dias (n = 13);

o Treinamento (T): os animais foram submetidos ao protocolo de treinamento
resistido em escada vertical, e divididos nos subgrupos: Treinamento 7 dias (T7; n =
13) e Treinamento 14 dias (T14; n = 13);

o Imobilizacdo/Treinamento (IT): os animais foram submetidos ao protocolo de
imobilizagdo articular de 10 dias e posteriormente ao protocolo de treinamento em
escada vertical, divididos nos subgrupos Imobilizacdo/Treinamento de 7 dias (IT7; n =
13) e Imobilizacdo/Treinamento de 14 dias (IT14; n = 13).

Os animais foram oriundos do Biotério Central da UNESP - Campus de
Botucatu, SP, e alocados no Biotério Setorial do Laboratério de Anatomia do
Departamento de Educacéo Fisica, do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus
Rio Claro, SP. Os animais ficaram alojados em gaiolas coletivas, receberam racéo
balanceada padrdo (Purina®) e agua “ad libitum”, com temperatura ambiente
controlada a 23 °C + 2°C, com fotoperiodo claro/escuro de 12h. Todos os
procedimentos aplicados neste estudo foram previamente submetidos para
apreciacdo e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus Rio Claro - SP (N° 01/2022; Apéndice 1).
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Figura 8. Delineamento dos periodos e protocolos dos Grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora através do software Biorender.com. Legenda:
Delineamento dos protocolos experimentais dos grupos nos periodos de imobilizacédo
articular (10 dias), e de treinamento resistido do periodo de 7 e 14 dias. Periodos:
Inicio do protocolo de imobilizacdo articular, por um periodo de 10 dias, 0d indica o
momento de remocéao da imobilizacdo articular (grupos I, IT7 e IT14) e as sessdes do
protocolo de treinamento resistido (T7, T14, IT7 € IT14), Onde estdo presentes 0s grupos
com final em 7d (grupos Tz e IT7) com 3 sessOes de treinamento, e grupos com final
em 14d (grupos Tis e IT14) com +3 sessdes, com total de 6 sessdes de treinamento.

4.2 Protocolo de imobilizacao articular

Os animais dos grupos |, IT7 e ITi4 foram previamente anestesiados com
Ketamina (90 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) via intraperitoneal, e imobilizados na
articulacdo tibio-tarsica em flexdo plantar maxima do membro pélvico direito
(escolhido como forma de mimetizar a dominancia ipsilateral em humano - destros).
Foi adicionado na parte anterior do animal um envoltério de tecido de algodao que
permitia a livre movimentacdo da cabeca e membros pélvicos, e alimentacdo do
animal na gaiola. A parte posterior consistiu em um dispositivo composto em uma
malha de aco inoxidavel (gramatura 16x16mm), recortado e com bordas revestidas
por esparadrapo, que envolveu o membro pélvico do animal e manteve sua pata
posterior direita imobilizada em flexdo plantar, bem como em extensédo de quadril e
joelho (COUTINHO et al., 2002; ROCHA et al., 2021b; YOSHIHARA et al., 2016).

Para a protecao do animal e sua pele houve o preenchimento da malha com
algodado. Para fixacdo do dispositivo imobilizatério foi adicionado faixa cruzada de
esparadrapo que uniu o envoltorio de tecido de algodao a malha de aco (Figura 9). Os
animais permaneceram imobilizados durante 10 dias (COUTINHO et al., 2002;



31

ROCHA et al., 2021b; YOSHIHARA et al.,, 2016). Na sequéncia, no momento de
remocao do dispositivo imobilizatorio o grupo | foi eutanasiado, e 0os grupo 1Tz e IT14
seguiram para o protocolo de treinamento resistido.

O modelo experimental de imobilizacdo articular possui pontos positivos na
inducao da atrofia muscular por desuso em curto periodo (7 dias), em comparacédo a
o protocolo como de inatividade muscular por elevacdo pélvica delonga cerca de 30
dias para apresentar suas repercussdes (CHACON-CABRERA; GEA; BARREIRO,
2017; CORNACHIONE et al., 2008; OHIRA et al., 2015). Entretanto, durante a
realizacdo do protocolo de imobilizacdo articular foram observados efeitos como
edema da pata imobilizada, reducdo do apetite alimentar, e privacdo social
(isolamento durante o periodo imobilizatorio). As decorréncias observadas eram
previstas devido a contencdo do animal (aprovado pelo CEUA). Em situacdes de
escape do animal do dispositivo imobilizatorio, ele era desconsiderado do grupo, o

gue ocorreu em média de 20% dos casos.

Figura 9. llustragéo do dispositivo utilizado no protocolo de imobilizag&o articular.

Livre movimentagdo do membro pélvico Livre movimentagdo da cabega
contralateral

_/

Membro pélvico em flexdo plantar Livre movimentagdo de membros toracico
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Fonte: Elaborado pela autora com adaptacdo da ilustracdo com Biorender.com.
llustracdo do modelo animal com o dispositivo de imobilizacdo, de malha de aco
reveste o membro pélvico direito do animal, para contencao da articulagcéo talocrural
e manter a pata em flexdo plantar (miUsculo gastrocnémio em encurtamento). O
dispositivo permitia a livre movimentacédo do membro pélvico contralateral ao membro
imobilizado, livre movimentagcdo da cabeca e membros toracicos do animal.

4.3 Protocolo de treinamento resistido

Os grupos T7, T4, IT7 e IT14 foram submetidos ao protocolo de treinamento em
escada vertical. Foi utilizada uma escada vertical com 110cm de altura, com inclinacao
vertical de 80° em relagc&o ao solo, com 2cm de espacamento entre os degraus. Este
protocolo é classificado como de alta intensidade (HORNBERGER; FARRAR, 2004).

Os animais foram submetidos a adaptacao prévia ao protocolo de treinamento
resistido, para os grupos Tz e T14 0correu uma semana antes, e para 0s grupos IT7 e
IT14 ocorreu previamente ao protocolo de imobilizacdo articular. O periodo de
adaptacado consistiu em 5 escaladas com inicio a partir do meio da escada vertical,
com 1min de descanso entre as escaladas e 3 tentativas, a carga foi gradativa

apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo da sobrecarga utilizada na adaptacdo ao protocolo de
treinamento resistido.

Dia de Escalada
adaptacéao 1 2 3 4 5
1° - - - - -
20 - - 50% 50% 50%
30 50% 50% 50% 50% 50%

O protocolo de treinamento ocorreu entre 4 e 9 escaladas (ascensdo na
escada) por animal, entre cada houve o intervalo de 2min, os animais utilizaram uma
carga afixada a raiz da cauda de 50%, 75%, 90%, e 100% da massa corporal
respectivamente durante as 4 primeiras escaladas, e a partir da 52 escalada foi
adicionado uma sobrecarga de 30g extra, até a exaustao do animal ou entdo até a 92

escalada (Exemplo: 52 escalada = 100% + 30g; 62 escalada = 100% + 60g).
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As sessdes de treinamentos ocorreram 3x/semana (nos seguintes dias:
segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira), para os grupos Tz e IT7 ocorreram em um
periodo de 7 dias, com total de 3 sessfes (KRAUSE NETO et al., 2017; PIMENTEL
NETO et al., 2021). Enquanto, o treinamento dos subgrupos Ti4 e IT14 as sessdes de
treinamento ocorreram em um periodo de 14 dias e realizaram o total de 6 sessoes.
As sessdes de treinamento ocorreram no periodo da tarde, entre 14h e 16h, com

aproximadamente 20min de durag&o.

4.3.1 Analises funcionais

Durante a realizag&o do protocolo de treinamento resistido foram obtidos dados
referentes as sessdes de treinamento dos grupos Tz, Tis, IT7 e IT1a (pela pos-
graduanda responsavel; Figura 10):

o Quantidade de escaladas por sesséo: 0os animais tiveram 9 oportunidades de
escalada completa, para este dado foram desconsiderando as tentativas falhas;

o Tempo (s) de cada escalada: valor de tempo medido em segundos de ascenséo
completa do animal pela escada vertical);

o Quantidade de movimentos de impulso realizada na escalada: valor referente
a quantidade de vezes que o animal executou o apoio completo no degrau acima com
a pata anterior direita

Observacao: no 1° treino dos animais previamente imobilizados (IT7 e 1T14), 0S
animais apresentaram dificuldade de apoio do membro pélvico imobilizado, nestes
casos foi contabilizado o impulso da pata contralateral (KRAUSE NETO et al., 2017;
PIMENTEL NETO et al., 2021).
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Figura 10. llustracdo da escada vertical e variaveis obtidas durante a realizacéo do
protocolo de treinamento resistido.

Protocolo de treinamento resistido:
e 4 a9 escaladas
e Sobrecarga progressiva Topo
e Tempo de descancgo de 2min

entre escaladas

Quantidade de escaladas por
sessdo: n° de subida completa do
aniumal pela escada (base ao
topo).

Tempo de escalada: tempo de
subida compleo do animal pela
escada (base ao topo).

woQoLL

Quantidade de movimentos
realizados durante cada escalada:
apoio da pata posterior direita
com a ascensdo para o degrau
acima.

Base

Fonte: Elaborado pela autora através do software Biorender.com. Demonstragéo de
um rato Wistar em uma sesséao do protocolo de treinamento resistido com sobrecarga
fixada a base da cauda do animal. A escada vertical possui a distancia entre a base e
o0 topo de 110cm, e inclinacdo de 80°.

Apoés obtencdo dos dados apresentados anteriormente foram realizados os

seguintes calculos:

o Relacao tempo/movimento (TM): valor obtido através da seguinte equacéao:
tempo (s
™ = —p ()
movimento
o Trabalho (J): a cada escalada foi obtido o valor de trabalho (T), e que

posteriormente foram somados para o valor total de trabalho por sessdo de
treinamento expressos em joules (J). Foram utilizados os dados de massa corporal
em kg (MC), sobrecarga (kg), aceleracédo da gravidade (9,8m/s?) e altura da escada
(1,2m), e realizado a seguinte equacgdao:

T = (MC + sobrecarga) X 9,8 x 1,1
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As analises funcionais foram realizadas nos grupos que realizaram o protocolo
de treinamento resistido, em virtude dos demais grupos nao terem adaptacdo com o

protocolo e poderia influenciar os resultados.

4.4 Massa corporal

Durante a realizacdo dos protocolos experimentais foi mensurada a massa

corporal dos animais através de balanca digital (Tomate®), nos seguintes periodos:

o 1° momento — inicio do protocolo de imobilizacéo articular, aos 60 dias de idade
dos animais;
o 2° momento —final do protocolo de imobilizac&o articular (coleta do grupo 1), e

inicio do protocolo de treinamento resistido, aos 70 dias de idade dos animais;
o 3° momento —7° dia de protocolo de treinamento resistido apos 3 sessbes de
treinamento (coleta dos subgrupos T7 e IT7), aos 77 dias de idade dos animais;
o 4° momento —14° dia de protocolo de treinamento resistido apos 6 sessdes de

treinamento (coleta dos subgrupos T14 e 1T14), aos 84 dias de idade dos animais.

4.5 Amostras musculares

Ao final do experimento, os animais dos grupos experimentais foram
eutanasiados pela pds-graduanda responsavel com a supervisdo e treinamento da
médica veterinaria Responsavel Técnica (Patricia Gomes Wehmuth Cassab, CRMV-
SP 26257), através da overdose de anestésico Ketamina (200mg/Kg) e Xilazina (50
mg/Kg) via intraperitoneal, em seguida foram dissecadas as amostras do musculo
gastrocnémio direito e obtidos os valores de sua massa através de balanca semi-
analitica AD330.

Foram separados os ventres lateral e medial dos musculos gastrocnémios
direitos, e seccionado as regides do ventre muscular e JMT (Tabela 2). As amostras
processadas para microscopia de luz, ATPase miofibrilar, e imunofluorescéncia foram
alocadas em Cryomold Standard® estabilizadas com cola bioldgica (Tissue-Tek OCT
compound, Sakura®) e untadas em talco neutro (Tragacanth, SIGMA®) para
prevencdo de artefatos, criofixadas em nitrogénio liquido (-196°C), e em seguida

armazenadas em biofreezer -80°C (LAMAF — UNESP). As amostras processadas para
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Western blot foram armazenadas em microtubos, criofixadas em nitrogénio liquido (-
196°C), e em seguida armazenadas em biofreezer -80°C (LAMAF — UNESP).

Tabela 2. Distribuicdo das amostras pelas técnicas aplicadas.

Técnica Regido N° Ventre
Microscopia de luz JMT Lateral
Imunofluorescéncia (porcéo do terco distal) Medial
Microscopia de luz 5 Lateral

Ventre muscular

Histoquimica de ATPase

o (porcéo medial) Medial
miofibrilar
Microscopia eletrbnica de Porgéo distal do ventre
L 3 Lateral
transmisséo muscular e IMT
JMT
Western Blot 5 Lateral

(porcéo do terco distal)

As amostras para microscopia eletrénica de transmissao necessitam de coleta

de amostra e solucao fixadora especifica, desta forma estédo descritos na sessao 4.8.

4.6 Microscopia de luz

Foram utilizadas amostras do ventre muscular (terco medial) e JMT (terco
distal) do ventre lateral do musculo gastrocnémio de 5 animais de cada grupo
experimental (Tabela 2). Foram realizadas secg¢des transversais do ventre muscular e
seccOes longitudinais da JMT, de 10 um de espessura (Criostato HM 505E,
MICROM®), coletadas em lamina histolégica em seccdes seriadas corados.
Posteriormente, as laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) para
identificacdo dos componentes celulares, e Picro Sirius Red (PSR) para definicdo do
tecido conjuntivo associado (CARDIFF; MILLER; MUNN, 2014; BHUTDA et al., 2017).
As imagens foram obtidas através de microscopio de luz Olympus BX51 (lente DP54,
software de aquisicdo CellSens Standard, Olympus Corporation — Tokyo, Japao) do
Laboratorio de Citogenética da UNESP — Campus Rio Claro (SP).
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4.6.1 Dimensao fractal

Através das imagens de 200x obtidas de microscopia de luz das coloracdes de
HE e PSR (5 animais/10 imagens por animal/ n° total = 50) foram realizadas as
andlises de dimensao fractal (DF) para investigacdo da complexidade de organizacao
dos nucleos e tecido conjuntivo do ventre muscular.

A DF uma metodologia que tem demonstrado efetividade na analise e
classificacdo histopatolégica de amostras (CASEY et al.,, 2023). Se trata de uma
andlise de complexidade geométrica de organizacdo através da quantificacdo da
distribuicdo de pixels no espaco da imagem, efetiva para identificagdo dos padrdes
organizacionais teciduais em diferentes protocolos (CURY et al., 2018; GARCIA et al.,
2018; STANKOVIC et al., 2016).

O célculo da dimenséo fractal (DF) é realizado a partir de imagens planas e
binares (branca e preta). As imagens foram binarizadas através do software ImageJ®,
e mensurado na seguinte configuracdo: Threshold, e ferramenta Fractal box Count. O
valor obtido é apresentado em uma escala padréo de 0 a 2, onde quanto mais préximo
de 2 maior a complexidade de organizacdo. O valor de area relativa de tecido
conjuntivo (ARTC/ apresentado em %) foi calculado através da mesma imagem

binarizada.

4.7 Histoquimica de ATPase miofibrilar

Foram utilizadas amostras do ventre muscular (terco medial) e JMT (terco
distal) do ventre medial do musculo gastrocnémio de 5 animais de cada grupo
experimental (Tabela 2). Foram realizadas sec¢des de 10 um de espessura (Criostato
HM 505E, MICROM®) coletadas em lamina histoldgica em seccdes seriadas. Para a
diferenciacao dos tipos de fibras, as secc¢bes foram processadas nos pHs 4,3 e 9,4.

Para o pH 4,3, as secg¢fes foram pré-incubadas em uma solugédo tampéao de
acetato de s6dio 0,1 M e EDTA 10 mM por 10 minutos a 4 °C. Todas as laminas foram
incubadas por 30 minutos a 37 °C, com uma soluc¢ao contendo 15 mg de ATP, 15 mL
de tampao glicina/NaCl/CaCl2 e 46,5 mg de Ditiotreitol (DTT). Entéo, as laminas foram
lavadas com agua destilada, incubadas com cloreto de cobalto a 2% por 7 minutos,

novamente lavadas com agua destilada, desidratadas em série de alcoois (70% a



38

absoluto), finalizadas com xilol e montadas com Entellan® (BROOKE; KAISER, ;
KRAUSE NETO et al., 2017).

Através das imagens obtidas foram identificadas as fibras musculares do Tipo
[, Tipo lla e Tipo lIx, com auxilio do software ImageJ®, foram realizadas as
mensuracdes da Area de Seccdo Transversa (AST) de ambos os tipos de fibras
(n=100/tipo de fibra) no pH 4,3, bem como foi realizado a analise morfométrica de

Densidade (%) das fibras musculares (n=10 imagens/animal/grupo) no pH 9,4.

4.7.1 indice de fator de forma

O formato da fibra muscular foi avaliado através do indice de fator de forma
(IFF; formfactor), esta andlise representa uma expressdo adimensional da célula. A
escala representa que valores acima de 1,00 demonstram maior variacdo de formato
comparado a um circulo. O indice de fator de forma é calculado através da AST e
perimetro da fibra muscular (SOENDENBROE et al., 2023; ZAZULA et al., 2022), onde
se utiliza a seguinte equacao:

Perimetro?

I = < AST

4.8 Microscopia eletronica de transmissao

Os animais dos grupos experimentais (n = 3) foram anestesiados pela pos-
graduanda responsavel pelo projeto com a supervisdo e treinamento do veterinario
responsavel técnico, com Ketamina (90 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) via
intraperitoneal, e perfundidos com solugdo fixadora de Karnovsky modificada
contendo glutaraldeido a 2,5% e paraformoldeido 2% em solucdo tampao fosfato de
sédio a 0,1M e pH 7,3 (DURO et al., 2012). As amostras da JMT (3mm?3) do musculo
gastrocnémio foram dissecadas e fixadas na mesma solu¢do aquosa durante 3h a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram lavadas com solucdo de
tampdao fosfato de sbédio e pos-fixadas com solucdo de tetréxido de 6smio a 1%
durante 2h a 4°C. Foram incluidas em resina (Low Viscosity Embedding Media Spurr’s

Kit Electron Microscopy Sciences, USA), realizados cortes semi-finos para
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identificacdo da regido a ser investigada, e posteriormente, obtidos sec¢des ultrafinas
(90 nm), coletadas em telas de cobre de 200 “mesh” (Sigma®), contrastadas com
solugdo de acetato de uranila 4%, durante 3 min, e solugdo aquosa de citrato de
chumbo 0,4% por 3 min (BOLINA et al., 2013; CIENA et al., 2012). As telas foram
examinadas ao Microscopio Eletronico de Transmissdo JEOL1010 do Laboratoério de
Microscopia Eletrbnica aplicada a Pesquisa Agropecuaria (NAP/MEPA), da
Universidade de Sao Paulo, Campus Piracicaba - SP (ESALQ/USP).

4.8.1 Analise morfométrica

Através das micrografias de transmissdo (n=3 por grupo) obtidas foram
realizadas as mensuragdes dos comprimentos dos sarcomeros do ventre muscular (n
= 200), e adjacentes a JMT, denominados de sarcbmero proximal (penultimo do
miofilamento; n = 32 a 64) e sarcdémero distal (Ultimo do miofilamento; n = 36 a 65)
respectivamente. Da JMT foram mensurados os comprimentos (n = 72 a 100) e
espessuras (n = 90 a 110) das invaginagcBes e evaginacdes sarcoplasmaticas, e a
interface de contato da JMT (n= 17 a 29). As mensuracdes ocorreram com auxilio do

software ImageJ®.

4.9 Imunofluorescéncia

Foram utilizadas amostras do da JMT (terco distal) do ventre medial do musculo
gastrocnémio de 5 animais de cada grupo experimental (Tabela 2). Foram realizadas
seccoOes longitudinais (10 um) (Criostato HM 505 E, MICROM®) coletadas em laminas
histoldgicas silanizadas, e contornadas perifericamente com caneta hidrofilica (PAP
PEN®). Em seguida as laminas foram permeabilizadas com solucdo de salina
tamponada com fosfato (PBS) com Triton X-100 a 0,1% por 10min em temperatura
ambiente. Posteriormente as amostras passaram pelo processo de bloqueio em
solucdo de PBS com Normal Goat Serum (NGS) a 5% por 30 min em temperatura
ambiente. Apds 3 lavagens de PBS por 5min, as amostras foram incubadas overnight
(16h) em solucéo contendo anticorpo primario e Bovine Serum Albumin (BSA) a 1%

em temperatura de 4°C. Em seguida as laminas foram lavadas 3x por 5min com PBS
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e incubadas por 1h com solucdo com anticorpo secundario e BSA a 1% em
temperatura ambiente (Tabela 3).

Para finalizacdo as amostras foram novamente lavadas 3x por 10min com PBS
e montadas com meio de montagem ProLong Gold® (Molecular Probes®) com DAPI
para marcagdo nuclear (quando necessario), posteriormente vedadas com esmalte
sintético, e armazenadas em -20°C.

Para auxilio da localizacéo da regido da JMT foi utilizado o filtro de contraste
de fase (DIC) presente no equipamento. As imagens foram obtidas através do
Microscopio de fluorescéncia Olympus® BX61 do Laboratério de Genética de
Bactérias (LGB), IB - UNESP Rio Claro/SP.

Tabela 3. Anticorpos utilizados e especificacbes para a técnica de
imunofluorescéncia.
Anticorpo | Instituicéo Anticorpo Instituica
O . [] L o/ [] Montagem
primario / Codigo secundario e
Caodigo
Q)nr;[.'bpz)éz Santa Cruz Prolong
o o | SC81648A | 1:500 - . . Antifade
Fluor 488 F546 com DAPI
Invitrogen Anti-rabbit -\ | s o0en Prolong
Anti-CD34 g 1:500 | Alexa Fluor 9N | 1:1.000 | Antifade
PA585917 A11012
594 com DAPI
. . Anti-rabbit :
Anti- Invitrogen . Invitrogen . Prolong
Col22a1 | PAS55200 | 11000 | AleXaEIUOr | “ay500g | 11000 1 Antiade

4.10 Western blot

Foram utilizadas amostras da JMT (terco distal) do ventre lateral do musculo
gastrocnémio de 5 animais de cada grupo experimental (Tabela 2). Foi realizado a
extracdo do contetdo proteico com tampéo de lise RIPA e coquetel de inibidores de
protease (sc-24948, Chem Cruz®),

além da maceragcdo do tecido com

homogeneizador.
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Apos a centrifugacdo a 12.000 rpm a 4°C durante 20 min, e coletado o contetdo
proteico sobrenadante, foi realizada a dosagem total de proteina e as amostras foram
armazenadas em tampé&o de amostra 2x Laemmli (1:1; 1610737, Bio-Rad®) contendo
DTT.

A dosagem total de proteina ocorreu através do método Bradford (Coomassie
Plus™, 1856210, Thermo Scientific) em espectrofotbmetro Epoch (BioTek®) com
software Gen5® (BRADFORD, 1976).

Foi padronizado a 60ug de proteina, e submetido a eletroforese por SDS-PAGE
em gel de gradiente de poliacrilamida (4% e 20%) em corrente crescente (30A a
120A). Posteriormente, foi realizada a transferéncia de proteinas para membrana de
nitrocelulose 0,2um (1620112, Rio-Rad®) através do equipamento Trans-Blot turbo
system (Bio-Rad®) (RODRIGUES et al., 2020).

As membranas foram submetidas ao bloqueio com leite desnatado (Molico,
Nestlé®) em tampado TBST (solucdo salina tamponada com tris e tween) por 1h30, e
posteriormente incubadas por 18h a 4°C sob agitacdo com anticorpos primarios
(Tabela 4). Em seguida, as membranas foram lavadas com TBST e incubadas por 2h
com o respectivo anticorpo secundario marcado com peroxidase HRP 1gG (1:5000).
As membranas foram reveladas com a utilizacao do kit Clarity ECL (Clarity Western
Luminol and Peroxide, Bio-Rad®) no equipamento de quimioluminescéncia (UVITEC,
Cambridge) do Instituto de Ciéncias Biomédicas IIl, USP Séao Paulo/SP.

A mensuracdo da densidade Optica das bandas foi realizada através do
software ImageJ®, normalizadas pela quantificacdo do anticorpo primario anti-GAPDH

e padronizadas (%) pelo grupo C.

Tabela 4. Anticorpos utilizados para o western blot.

_ o Instituicéo/ Anticorpo | Instituica
Anticorpo primario . [] . o []

Caodigo secundario | o/ Cbédigo
Abcam Invitrogen

Anti-Pax7 1:1.000 | Anti-mouse 1:1.000
AB199010 G21040
Abcam Invitrogen

Anti-TGF Beta 1 1:1.000 | Anti-rabbit 1:1.000

AB92486 31460
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Anti-GAPDH

Applied
Biosystem 1:5.000

AM4300

Invitrogen
G21040

Anti-mouse

1:1.000

4.11 Analises estatisticas

Apébs obtencdo dos dados foi realizada a identificacdo de outliers (ROUT, Q =

1%), e posteriormente a andlise e normalidade, e desta forma foi estabelecido qual o

teste estatistico ideal a ser executado (Tabela 5). O nivel de significancia estabelecido

foi de p<0,05, e o software utilizado foi o GraphPad Prism 8.0.2°.

Tabela 5. Delineamento estatistico e analises aplicadas.

Teste de
Variaveis normalidade Teste estatistico Pés-teste
(Shapiro Wilk)
Tempo/movimento Sim Anova Two-Way Bonferroni
Trabalho (J) Sim Anova Two-Way Bonferroni
Escaladas (n°) Sim Anova Two-Way Bonferroni
Massa corporal (g) Sim Anova Two-Way Bonferroni
Massa muscular (g) Sim Anova One-Way Bonferroni
DF nuclear N&o Kruskal-Wallis Dunn’s
DF de tecido conjuntivo Nao Kruskal-Wallis Dunn’s
ARTC (%) Sim Anova One-Way Bonferroni
indice de fator de forma _
N&o Kruskal-Wallis Dunn’s
(IFF)
Area de secgéo transversa ,
N&o Kruskal-Wallis Dunn’s
(Hm?)
Densidade (%) N&o Kruskal-Wallis Dunn’s
FM/mm?2 Sim Anova One-Way Bonferroni
Comprimento das
invaginacdes e _
. Né&o Kruskal-Wallis Dunn’s
evaginacoes
sarcoplasmaticas (um)
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Espessura das

invaginacodes e

_ N&o Kruskal-Wallis Dunn’s
evaginacbes
sarcoplasmaticas (um)
Interface (um) N&o Kruskal-Wallis Dunn’s
Comprimento dos _
R Né&o Kruskal-Wallis Dunn’s
sarcoOmeros (um)
Area de Colageno XXI _
N&o Kruskal-Wallis Dunn’s
(Hm2)
Perimetro do Colageno _
N&o Kruskal-Wallis Dunn’s
XXI (um?)
Densidade Optica das _
N&o Kruskal-Wallis Dunn’s

proteinas de interesse
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos evidenciam as adaptacdes provocadas pelo protocolo de
imobilizagao articular e pelo posterior treinamento resistido nos grupos: Tz, T, |, IT7
e IT14. Foram observadas repercussdes no desempenho funcional em até 6 sessdes
de treinamento resistido na escada vertical. As analises morfométricas realizadas
revelaram aspectos organizacionais do ventre muscular, dos tipos de fibras, bem
como dos elementos associados, como nucleos e tecido conjuntivo. As andlises
morfoquantitativas demonstraram as adaptacbes estruturais e ultraestruturais, a
plasticidade da JMT e do colageno XXII, além da associacdo das células satélites e

telocitos na regido.

5.1 Anélises funcionais

Foram obtidos dados de analises funcionais dos animais dos grupos Tz, Tus, IT7
e ITi4a durante a realizagdo do protocolo de treinamento resistido, como
tempo/movimento (TM), quantidade de escaladas, e trabalho (J).

Foram obtidos os dados de razdo entre o tempo de escalada (s) pelo
deslocamento na escada - TM (Figura 11), no qual o grupo Tz apresentou atenuacao
nao significativa de 26,6% entre a 12 e a 32 sessao de treino (p>0,05). Assim como o
grupo Tis apresentou redugdo ndo significativa de 25% entre 12 e a 32 sesséo
(p>0,05), enquanto manteve semelhante seu TM entre a 32 e a 62 sessao de treino
(p>0,05). O grupo IT7 apresentou atenuacéo significativa de 44,0% entre a 12 e a 32
sessdo de treino (p<0,0001). Contudo, no grupo ITi4a ndo foi observada diferenca
significativa entre a 12 e a 32 sessao (16%; p>0,05), assim como entre a 3% e a 62
sessao (6,6%; p>0,05).
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Figura 11. Médias e desvios padres da relacdo tempo/movimento (TM) realizados
durante as escaladas no protocolo de treinamento resistido dos grupos Tz, T4, IT7 €
ITaa.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Andlise estatistica Anova Two-Way com pés-
teste Bonferroni. * p<0,0001.

Os dados obtidos foram analisados para obter o trabalho desempenhado pelos
grupos experimentais (Figura 12). O grupo T7 apresentou aumento significativo de
59,1% entre a 12 e a 32 sessdo de treinamento (p<0,001). De maneira semelhante, o
grupo Ti14 demonstrou um aumento significativo de 32,2% entre a 12 e a 32 sesséo de
treinamento (p<0,001), bem como um aumento de 21,9% entre a 32 e 62 sessao
(p<0,05), enquanto a diferenca entre a 12 e a 62 sesséo foi de 61,1% (p<0,0001). O
grupo IT7 apresentou um aumento nao significativo de 46,9% entre a 12 e a 32 sessao
(p>0,05). Ademais, o grupo IT14 demonstrou aumento significativo de 52,3% entre a
12 e 32 sessao (p<0,005), enquanto, entre a 3% e a 62 sessdo treinamento houve

diferenca de 3,3% sem significancia estatistica (p>0,05). No entanto, entre a 12 e a 62
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sessdo de treinamento, 0 grupo apresentou um aumento significativo de 57,4%
(p<0,001).

Figura 12. Médias e desvios padrdes de Trabalho (J) realizado durante o protocolo
de treinamento resistido dos grupos Tz, T1s, IT7e IT1a.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Andlise estatistica Anova Two-Way com pés-
teste Bonferroni. *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001; #p<0,0001.

Foram obtidos os dados da quantidade de escaladas realizadas pelos grupos
experimentais (Figura 13), no qual o grupo T7 apresentou um aumento de 21,8% entre
a 12 e a 32 sesséo, porem sem significancia estatistica (p>0,05). Da mesma maneira,
0 grupo T14 demonstrou um aumento de escaladas de 17,1% entre a 12 e a 32 sessao,
e de 13,3% entre a 32 e a 62 sessdao, ambos sem significancia estatistica (p>0,05),
enquanto entre 12 e a 62 sessao foi observado um aumento significativo de 32,8%
(p<0,01). O grupo IT7 apresentou aumento de escaladas entre a 12 e a 32 sessédo de
treinamento de 52,0% (p<0,001). O grupo IT14, demonstrou um aumento de escaladas
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de 33,3% entre a 12 e a 32 sessdao, e de 12,5% entre a 32 e a 62 sessdo, ambos sem
significancia estatistica (p>0,05), enquanto entre 12 e a 62 sessédo foi observado um

aumento significativo de 50% (p<0,0005).

Figura 13. Médias e desvios padrbes de escaladas (n°) durante o protocolo de
treinamento resistido dos grupos Tz, T1s, IT7e 1 T14.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: 1° treino, 3° treino e 6° treino. Andlise
estatistica Anova Two-Way com pos-teste Bonferroni. *p<0,01; **p<0,001;
***n<0,0005.

5.2 Massa corporal

A massa corporal dos grupos experimentais (Figura 14) foram avaliadas em 4

momentos: 1° (inicio do protocolo de imobilizag&o articular), 2° (final do protocolo de
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imobilizacéo articular e inicio do protocolo de treinamento resistido), 3° (3 sessdes de
treinamento) e 4° (6 sessdes de treinamento).

O grupo C apresentou um aumento significativo da sua massa corporal de
31,1% do 1° para o 2° momento (p<0,0001), porém entre os 2° - 3° (2,7%), e 3° - 4°
(6,34%) momentos nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05).

Os grupos T7 (5,4%) e Tia (7,0%) ndo demonstraram diferengas significativa
entre o 2° e 3° momento (p>0,05). Da mesma forma, entre o 3° e 0 4° momento do
grupo T14 ndo foi observado diferenca significativa (0,9%; p>0,05). A massa corporal
do grupo | apresentou uma reducéo significativa de 13,5% entre o 1° e 0 2° momento
(p<0,05).

Nos grupos IT7 e IT14, observamos uma reducgéo significativa entre o0 1° e 2°
momento, de 13,0% no grupo IT7 (p<0,05), e de 17,7% no grupo IT14 (p<0,0001). Da
mesma forma, entre o 2° e 3° momento foi observado um aumento significativo de
17,7% para o grupo IT7 (p<0,01), e de 31,6% no grupo IT14 (p<0,0001). Enquanto, do
3° para 0 4° momento, o grupo ITi4 ndo apresentou diferenca significativa (3,7%;
p>0,05).
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Figura 14. Médias e desvios-padrdes da massa corporal dos grupos nos momentos
experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Médias e desvios-padrbes da massa corporal
dos animais nos momentos inicial e final dos protocolos experimentais: 1° momento —
inicio do protocolo de imobilizacdo articular; 2° momento —final do protocolo de
imobilizacéo articular, e inicio do protocolo de treinamento resistido; 3° momento — no
7° dia de protocolo de treinamento resistido apos 3 sessfes de treinamento; 4°
momento — no 14° dia de protocolo de treinamento resistido apds 6 sessdes de
treinamento. Analise estatistica Anova Two-Way com pos-teste Bonferroni. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,0001.

5.3 Massa muscular

Ao final dos experimentos, foram obtidos os dados da massa muscular (g) do
musculo gastrocnémio direito dos grupos experimentais (Figura 15). Apos as analises,

observamos que o grupo T7 apresentou uma menor massa muscular, com 14,4% a
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menos em comparacao ao grupo C (p<0,05), enquanto o grupo Ti4 ndo apresentou
diferenca estatistica em comparacdo grupo C (4,2%; p<0,0001). No entanto, foi
observado uma maior massa muscular no grupo Ti14 em comparacado ao grupo Tz
(p<0,0005).

No grupo |, observamos uma menor massa muscular em 62,6% comparado ao
grupo C (p<0,0001). Enquanto, o grupo IT7 apresentou uma massa muscular 48,3%
maior comparado ao grupo | (p<0,0001), mas um valor menor em comparagdo ao
grupo T7 (p<0,0001).

No grupo ITis observamos uma maior massa muscular em 111,2% em
comparacao ao grupo | (p<0,0001), bem como, um maior valor comparado ao grupo
IT7 (p<0,0001). No entanto, o grupo IT14 apresentou um valor menor em comparacao
ao grupo Ti4 (p<0,0001).

Figura 15. Médias e desvios-padrées da massa do musculo gastrocnémio (g) dos
grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Andlise estatistica Anova One-Way com pés-
teste Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0005; # p<0,0001.

5.4 Microscopia de luz

Os componentes celulares do ventre muscular e da JMT do musculo

gastrocnémio e sua organizacdo foram apresentados por meio da técnica de
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microscopia de luz, utilizando coloracdo de HE e PSR, além da realizacdo de analises

morfoquantitativas.

5.4.1 Componentes estruturais do ventre muscular

A organizagdo morfoquantitativa dos nucleos celulares do ventre muscular
foram apresentados por meio da técnica de microscopia de luz, utilizando coloragéo
de HE e anélise de DF (Figura 16).

No grupo C, observamos nucleos periféricos em relacdo as fibras musculares.
No grupo Tz foi evidente a presenca de nucleos periféricos, e o valor de DF néo
apresentou alteracdo estatisticamente em comparacéo ao grupo C (p>0,05).

No grupo Ti4, observamos uma maior densidade de nucleos, enquanto a DF
apresentou valores significativamente maiores em comparagéo ao grupo C (p<0,0001)
e ao grupo T7 (p<0,0001).

No grupo |, observamos as fibras musculares de menor tamanho e maior
densidade de nucleos periféricos, além de alguns nudcleos no interior da fibra.
Ademais, foi evidenciada uma fibra muscular com tamanho atipico (evidentemente
maior que as demais na regido). A DF do grupo | apresentou valor significativamente
maior em comparacédo ao grupo C (p<0,005).

No grupo IT7, observamos fibras arredondadas com nucleos periféricos,
enquanto a DF apresentou valor inferior ao grupo | (p<0,01) e valor estatisticamente
semelhante ao grupo T7 (p<0,05).

No grupo IT14, observamos vasos sanguineos e um feixe de nervo periférico no
tecido muscular, além de fibras musculares com nucleos periféricos. A DF apresentou
valor inferior em comparacao aos grupos T4 (p<0,001) e | (p<0,001), e sem diferenca
estatisticamente significativa em relagéo ao grupo 1Tz (p>0,05).
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Figura 16. Microscopia de luz e DF do ventre muscular em colo
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Grupos Controle (C), Treinado 7 dias (T7),
Treinado 14 dias (Ti4), Imobilizado (1), Imobilizado/Treinado 7 dias (IT7) e
Imobilizado/Treinado 14 dias (IT14), onde foram identificadas as fibras musculares (f),
0s nucleos celulares periféricos (seta) e centralizados (cabeca de seta), e fibra
muscular atipica (+). Ampliagbes: 200X. Imagem com a delimitagdo dos nucleos
(Threshold) do ventre muscular e imagem binarizada através do software ImageJ®.
Médias e desvios-padrdes da dimenséo fractal (DF) dos nucleos do tecido muscular.
Andlise estatistica Kruskal-Wallis com poés-teste Dun’s. *p<0,01; **p<0,005;
***n<0,0001.

5.4.2 Tecido conjuntivo do ventre muscular

O tecido conjuntivo associado ao ventre muscular do musculo gastrocnémio e
a analise morfoquantitativa foram apresentados por meio da técnica de microscopia
de luz, utilizando coloragdo com PSR, anélise de DF e anélise de ARTC (Figura 17).

No grupo C, foi possivel identificar o tecido conjuntivo associado as fibras
musculares, o endomisio, bem como o perimisio mais espesso que demarcou 0S
fasciculos.

No grupo T7 observamos a presenc¢a do endomisio e do perimisio associado as
fibras e feixes musculares, respectivamente. A DF do grupo Tz apresentou valor maior
em comparacédo ao grupo C (p<0,05), e a ARTC também apresentou valor maior em

comparacao ao grupo C (p<0,05).
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No grupo T4, observamos o endomisio associado as fibras musculares e o
perimisio mais espesso, com a demarcacdo dos fasciculos. O valor de DF néo
apresentou diferenca estatistica em comparacao aos grupos C (p>0,05) e T7 (p>0,05).
No entanto, a ARTC apresentou valores maiores em comparagdo ao grupo C
(p<0,0001), e sem diferenca estatistica comparado ao grupo Tz (p>0,05).

No grupo | observamos maior concentracao de tecido conjuntivo com coloragao
avermelhada entre as fibras e feixes musculares. Comparado ao grupo C, a DF e
ARTC apresentaram valores significativamente maiores (p<0,0001).

No grupo IT7, ainda se observa concentragdo de tecido conjuntivo no endomisio
e perimisio. Na DF o grupo apresentou valor menor em comparacdo ao grupo |
(p<0,05), enquanto na ARTC néo foi observada alteracdo estatistica (p>0,05), e em
ambos 0s casos em comparacao ao grupo T7 (p>0,05).

No grupo IT14, observamos o endomisio associado as fibras musculares e o
perimisio mais espesso demarcando os fasciculos. Na analise de DF, o grupo
apresentou valor menor em comparacao ao grupo |, e maior comparado aos grupos
T14 (p<0,05) e IT7 (p<0,0005). Na ARTC nao foram observadas alteracdes estatisticas

em comparacao aos grupos |, Ti4 e IT7 (p>0,05).

Figura 17. Microscopia de luz, DF e ARTC do ventre mus cular em coloracéo de PSR.

’ \ £ ]
C 17 N e ot | T7
" X : ‘ﬂ’} x; : X Nf ~
/ vof ey | Oy
\ \ b “ S \ 3
4 // N 4 Sl 2 \\‘\'\‘* - L ¥ B 2 o
b |
-
A =, '/,K ~ o~ ‘\‘ % 7 — 8
T14 N f . IT1a \
< P ‘ \
N < o
) f » \\ M A N f\'\‘ T
o S N o \
i A g s i :
P i ‘ i i e\ B R (7 PR 3 v\
S N o \ -
P il - < ~ OB \ N
o - y ~
- < i S ~ 2 \
% %k
# okl 30+ #
. 1.7 * ! * E #
/ [N r ° T ) e *
(A T2 1.6 2 .
! Y < 7 B e focy 1
¢ B 5 @ =207
Sye E5, ] =
Ao s Y 15 A
/ { \, @ .
/ \_\' ‘é % 1 4 E g ]
f 0l (=) @ ]
¥ 5 & 3 1.3 ]
o = 1.2 : - v - — (e T T T T T
C T, Ty | IT7 1Ty, C T; Ty | IT7 1Ty,

Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Grupos Controle (C), Treinado 7 dias (T7),
Treinado 14 dias (Ti4), Imobilizado (I), Imobilizado/Treinado 7 dias (IT7) e
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Imobilizado/Treinado 14 dias (IT14), onde foram identificadas as fibras musculares (f),
os tecidos conjuntivos associado, endomisio (cabeca de seta) e perimisio (seta), e
fibrose tecidual (+). Ampliacdes: 200X. Imagem com a delimitacdo do tecido conjuntivo
(Threshold) do ventre muscular e imagem binarizada através do software ImageJ®.
Médias e desvios-padrdes da dimensao fractal (DF) do tecido conjuntivo dos grupos
experimentais; andlise estatistica Kruskal-Wallis com pds-teste Dunn’s (*p<0,05;
***p<0,0005; #p<0,0001). Médias e desvios-padroes da area relativa de tecido
conjuntivo (ARTC; %) dos grupos experimentais; analise estatistica Anova One-Way
com pos-teste Bonferroni (*p<0,05; #p<0,0001).

5.4.3 Juncgdo miotendinea

As caracteristicas morfolégicas da regido miotendinea do mdusculo
gastrocnémio, foram evidenciadas através da técnica de microscopia de luz, utilizando
coloracdo com HE e PSR (Figura 18).

O grupo C, observam-se nucleos periféricos as fibras musculares, nucleos na
regido distal da fibra muscular, bem como ndcleos horizontais na regido do tendao.

No grupo T7, também se nota nucleos periféricos as fibras musculares, bem
como nucleos ovais na regido de contato entre o masculo e o tenddo. Os nucleos
presentes no tenddo apresentam formato alongado, alinhados em paralelo as
projecdes de fibras de colageno.

No grupo Tis4, Observa-se a fibra muscular perpendicular ao tendéo, fibras
musculares com nucleos periféricos, ndcleos ovais na JMT, e ndcleos do tenddo em
formato alongado, alinhados em paralelo as projecdes de fibras de colageno.

No grupo |, observam-se nucleos periféricos e centralizados na extremidade
distal da fibra, além de nucleos arredondados na JMT. Na regido do tendao, observa-
se nucleos disformes.

No grupo IT7 denota-se nacleos periféricos e internos as fibras musculares,
além de uma numerosa quantidade de ndcleos arredondados na interface da JMT em
projecéo ao tendao.

No grupo IT14, observam-se nucleos periféricos e centralizados as fibras
musculares, além de uma numerosa quantidade de nucleos arredondados na interface
da JMT, bem como nucleos no tenddo em formato alongado, alinhados em paralelo

as projecodes de fibras de colageno.
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Figura 18. |\ Mlcr0300|a de qu da JMT nas coloracdes de 'HE e PSR

Hematoxilina-eosina

Picro-sirus red

Fonte: Elaborado pela autora. Legenda Grupos Controle (C) Trelnado 7 dlas (T7)
Treinado 14 dias (Ti4), Imobilizado (I), Imobilizado/Treinado 7 dias (IT7) e
Imobilizado/Treinado 14 dias (IT14), onde séo identificados as fibras musculares (f), a
JMT (*), nucleos (seta) e tecido tendineo (t). Ampliacdes: 1000X.

5.5 Tipificagcdo miofibrilar — Histoquimica de ATPase

As caracteristicas morfométricas tipo-miofibrilares do ventre muscular do
musculo gastrocnémio, foram apresentadas através da técnica de ATPase miofibrilar
e analises morfométricas de AST, densidade, fibra muscular/mmz2 e IFF das fibras
musculares dos tipos | e Il dos grupos experimentais (Figura 19).

Na anélise morfométrica da AST das fibras tipo I, o grupo Tz apresentou maior
valor em 12,5% em comparacdo ao grupo C, no entanto sem diferenca estatistica
(p>0,05). No grupo Tis4 observou uma menor AST de fibras tipo | em 8,0% sem
diferenca estatistica comparado ao grupo C (p>0,05), enquanto comparado ao grupo
T7 houve maior AST (p<0,01). O grupo |, apresentou menor AST em 258,3% em
comparacao ao grupo C (p<0,0001). No grupo IT7, observou-se maior AST em 165,4%
comparado ao grupo | (p<0,0001), e em comparacao ao grupo Tz (p<0,01). O grupo
IT14 apresentou maior AST das fibras tipo | em 113,8% comparado ao grupo |
(p<0,0001), e menor AST em compara¢ao aos grupos Ti4 (p<0,01) e IT7 (p<0,01).
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Na analise morfométrica da AST das fibras tipo lla, o grupo Tz apresentou maior
valor de 22,2% comparado ao grupo C (p<0,0001). No grupo Ti4 observou-se uma
menor AST de fibras tipo lla em 6,5% sem diferenca estatistica comparado ao grupo
C (p>0,05), enquanto comparado ao grupo T7 houve maior AST (p<0,0001). O grupo
I, apresentou menor AST em 41,6% em comparacao ao grupo C (p<0,0001). No grupo
IT7, observou-se maior AST em 86,3% comparado ao grupo | (p<0,0001), e em
comparacao ao grupo T7 (p<0,01). O grupo IT14 apresentou maior AST das fibras tipo
lla em 78,3% comparado ao grupo | (p<0,0001), menor AST sem diferenga estatistica
comparado ao grupo em comparacao aos grupos Tis (p>0,05).

Na analise morfométrica da AST das fibras tipo IIx, ndo apresentou diferenca
significativa comparado ao grupo C (0,8%; p>0,05). No grupo Ti4, observou-se uma
menor AST de 15,5% comparado ao grupo C (p<0,01), enquanto comparado ao grupo
T7 ndo houve diferenca significativa (p>0,05). O grupo |, apresentou menor AST em
49,1% em comparacdo ao grupo C (p<0,0001). No grupo IT7 foram observadas
maiores fibras tipo IIx em 134,4% comparado ao grupo | (p<0,0001), enquanto em
comparacao ao grupo T7 ndo apresentou uma diferenca significativa (p>0,05). O grupo
IT14 apresentou maior AST em 103,2% comparado ao grupo | (p<0,0001), bem como
maior comparado ao grupo Tis (p<0,01).

A andlise do IFF das fibras musculares do tipo I, demonstrou que o Tz néo
apresentou alteragédo com diferenga significativa comparado com o grupo C (p>0,05).
Da mesma forma, o grupo T14 ndo apresentou alteracao significativa em comparacao
ao grupo C (p>0,05). Entretanto, entre os grupos Tz e T4 revelamos uma diferenca
significativa (p<0,01). No grupo | se observou maior valor de IFF comparado ao grupo
C (p<0,0001). O grupo IT7 demonstrou menor valor em comparacdo ao grupo |
(p<0,0001), do mesmo modo que o grupo ITia comparado ao grupo | (p<0,0001).
Enquanto, entre os grupos IT7 e ITi4a ndo foi observada alteracdo com diferenca
significativa (p>0,05).

A andlise do IFF das fibras musculares do tipo lla, demonstrou que o T7 nédo
apresentou alteragédo com diferencga significativa comparado com o grupo C (p>0,05).
Da mesma forma, o grupo T14 ndo apresentou alteracao significativa em comparagao
ao grupo C (p>0,05). No grupo | ndo se observou alteragcdes no valor de IFF
comparado ao grupo C (p>0,05). O grupo IT7 demonstrou menor valor em comparacao
ao grupo | (p<0,05), enquanto o grupo IT14 apresentou menor valor comparado ao
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grupo | (p<0,05). Enquanto, entre os grupos IT7 e IT14 ndo foi observado alteracdo com
diferenca significativa (p>0,05).

A andlise do IFF das fibras musculares do tipo lIx, demonstrou que o Tz ndo
apresentou alteracdo com diferenca significativa comparado com o grupo C (p>0,05).
De mesmo modo, o0 grupo T4 ndo apresentou alteragdo significativa em comparagao
ao grupo C (p>0,05). No grupo | ndo se observou alteracbes no valor de IFF
comparado ao grupo C (p>0,05). O grupo IT7 demonstrou menor valor em comparacao
ao grupo | (p<0,0001), do mesmo modo que o grupo ITi4 comparado ao grupo |
(p<0,0001). Enquanto, entre os grupos IT7 e IT14 ndo foi observado alteracdo com

diferenca significativa (p>0,05).
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Figura 19. ATPase miofibrilar e analises morfométricas de AST e IFF das fibras
musculares dos tipos I, lla e lIx dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Grupos Controle (C), Treinado 7 dias (T7),
Treinado 14 dias (Ti4), Imobilizado (I), Imobilizado/Treinado 7 dias (IT7) e
Imobilizado/Treinado 14 dias (IT14), onde foram identificadas as fibras musculares do
tipo I, lla e lix. AmpliagBes: 400X. Médias e desvios-padrdes da area de secc¢do
transversa (AST; um?2) dos grupos experimentais; analise estatistica Kruskal-Wallis
com poés-teste de Dunn’s (*p<0,01; **p<0,0001). Médias e desvios-padrdes do indice
de fator de forma dos grupos experimentais; analise estatistica Kruskal-Wallis com
pés-teste de Dunn’s (*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,005; ****p<0,0001).

Na analise morfométrica de densidade (%) dos tipos de fibras | e Il, observou-
se maior prevaléncia do tipo de fibras Il (p<0,0001) em comparac¢ao ao tipo | em todos
0S grupos experimentais. Bem como nao foram observadas alteracdes significativas
na densidade entre 0s grupos experimentais entre os tipos de fibra nos (Figura 20).
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Na relacdo de quantidade de fibras tipo I/mm2, no grupo Tz ndo foi observada
diferenca significativa em comparacéo ao grupo C (18,2%; p>0,05). Enquanto, o grupo
T14 apresentou maior valor de 32,4%, porém sem diferenca estatistica comparado ao
grupo C (p>0,05). No grupo | observou-se maior quantidade em 71,8% comparado ao
grupo C (p<0,01). O grupo IT7 apresentou menor quantidade em 38,8% comparado
ao grupo | (p<0,01), enquanto, em comparacdo ao grupo Tz, ndo houve diferenca
significativa (p<0,05). Da mesma forma, no grupo IT14 observou-se menor quantidade
em 40,6% comparado ao grupo | (p<0,01), enquanto, em comparagao ao grupo Ti4
nao foi observada diferenca estatistica (p>0,05).

Na relacdo de quantidade de fibras tipo II/mmz2, no grupo Tz ndo foi observado
diferenca significativa em comparacao ao grupo C (7,4%; p>0,05). De mesmo modo,
0 grupo Ti4 ndo apresentou alteracdo estatistica comparado ao grupo C (7,5%;
p>0,05). No grupo | observou-se maior quantidade em 49,8% comparado ao grupo C
(p<0,001). O grupo IT7 apresentou menor quantidade em 29,6% comparado ao grupo
I (p<0,001), enquanto, em comparacao ao grupo T7, ndo houve diferenca significativa
(p<0,05). Da mesma forma, no grupo IT14 observou-se menor quantidade em 33,5%
em comparacao ao grupo | (p<0,001), enquanto, em comparacao ao gripo T4 hao foi

observada diferenca estatistica (p>0,05).
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Figura 20. ATPase miofibrilar e analises morfométricas de densidade das fibras
musculares dos tipos | e Il dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Grupos Controle (C), Treinado 7 dias (T7),
Treinado 14 dias (Ti4), Imobilizado (I), Imobilizado/Treinado 7 dias (IT7) e
Imobilizado/Treinado 14 dias (IT14), onde foram identificados as fibras musculares do
tipo 1 (1), lla (2a) e lIx (2x). Ampliacdo: 200X. Médias da densidade dos tipos de fibras
| e Il (%) dos grupos experimentais; analise estatistica Kruskal-Wallis com pos-teste
de Dunn’s (****tipo | # tipo Il p<0,0001). Médias e desvios-padrbes dos tipos de
fibora/mm2 dos grupos experimentais; andlise estatistica Anova One-Way com pés-
teste de Bonferroni (**p<0,01; ***p<0,001).
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5.6 Analise de microscopia eletrénica de transmissdo da JMT

As micrografias de transmissdo da regido miotendinea revelaram as
adaptacdes ultraestruturais e morfoquantitativas frente aos diferentes protocolos
experimentais (Figura 21).

No grupo C observa-se sarcOmeros em série no ventre muscular com as
bandas bem definidas, e linhas Z alinhadas. A JMT apresentou formato conico, com
suas projecdes sarcoplasmaticas, invaginacdes organizadas em paralelo com
variados comprimentos, enquanto as evaginacbes possuem extremidade

arredondada, formadas em grande parte pelos sarcomeros distais. Observou-se os
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sarcdmeros proximais e distais organizados, sendo o distal com ancoragem na lamina
basal da JMT. Foi identificado a presenca de grandes quantidades de vesiculas na
CSC, RES e telocitos adjacentes a JMT, bem como fibrilas colagenas em posicao
transversal e obliqua.

No grupo Tz evidenciou sarcOmeros em série no ventre muscular com as
bandas bem definidas, e leve desalinhamento entre as linhas Z. Na regido
miotendinea as evagina¢fes sarcoplasmatica apresentaram-se com extremidade bem
definida e organizadas em paralelo, enquanto as largas evaginagcdes
sarcoplasmaticas demonstraram formato cénico em sua extremidade. Foi observado
também a presenca de mionucleo centralizado na regido da JMT e vesiculas
intermiofibrilares. Na MEC as fibrilas colagenas apresentaram-se em seccao
transversal e obliqua e tel6cito com suas projecdes circundando a CSC e entre fibras
musculares.

No grupo T14 notam-se sarcOmeros em série no ventre muscular com as bandas
bem definidas, leve desalinhamento entre as linhas Z e mitocondrias intermiofibrilares.
Na regido da JMT as invaginacbes sarcoplasmética se apresentaram sem
extremidade definida, mas organizadas em paralelo, enquanto as evaginacdes
sarcoplasmaticas possuem formato arredondado na extremidade, formados pelo
sarcdmero distal pouco definido, porém com a presenca da linha z. Os sarcomeros
proximais se apresentam com um espacamento paralelo entre eles com grande
quantidade de vesiculas intermiofibrilares. Foi observado a presenca de um telécito e
teléopodo circundado a JMT na CSC, e fibrilas colagenas transversais e obliquas na
MEC, bem como grande quantidade de atividade celular de RES.

No grupo | destaca-se sarcOmeros em série no ventre muscular sem bandas
definidas, bem como linhas z desalinhadas. Na regido miotendinea observa-se um
nacleo centralizado na regido. As invaginacbes sarcoplasmaticas apresentam
ramificacOes e fibrilas coldgenas no seu interior. As evaginacfes sarcoplasméaticas
apresentam formato arredondado em sua extremidade, enquanto os sarcOmeros
distais apresentam-se com pouca definicdo entre suas bandas. A CSC apresenta
grande quantidade de fibrilas coldgenas obliquas e transversais.

No grupo IT7 revelaram os sarcomeros em série no ventre muscular com as
bandas bem definidas e linhas Z alinhadas, ainda na regido do ventre muscular é

evidente a presenca de mitocondrias intermiofibrilares nas triades sarcoméricas, bem
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como mitocondrias subsarcolemais. Na JMT, as invagina¢des sarcoplasmaticas nao
apresentaram boas definicbes, enquanto as evaginacdes sarcoplasmaticas
apresentaram formato arredondado em sua extremidade. Os tel4citos observados na
CSC apresentam-se adjacente ao RES, além da presenca de telépodos de demais
telocitos ao redor da JMT.

O grupo ITisa denotam-se os sarcOmeros em serie do ventre muscular alinhados
e com suas definicbes entre bandas e linhas, bem como suas triades. Na regido
miotendinea, as invaginacdes sarcoplasmaticas se apresentaram em maior parte
alongadas e com formato cbnico na sua extremidade. Enquanto as evaginacoes
sarcoplasmaticas apesentaram bordas arredondadas, observa-se o0s sarcomeros
distais mais longos e sem definicbes, na regido observar-se também a grande
quantidade de vesiculas intermiofibrilares. Na CSC se ha a presenca de fibrilas
colagenas obliquas e telocitos com maior densidade de podos entre os demais grupos
experimentais, os telopédos que adentram um microtenddo em projecdo as

invaginacgdes sarcoplasmaticas.
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Figura 21. Analise ultraestrutural do ventre muscular e regido da juncdo miotendinea através de microscopia eletrénica de
transmissao dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Micrografia eletrbnica de transmissdo dos grupos experimentais com destague ao ventre muscular e
regido miotendinea. Sao observados no ventre muscular os sarcémeros em série (s) delimitados pelas linhas z (cabeca de seta
branca), e a presenca de mitocdndrias subsarcolemais (sm), bem como mitocOndrias intermiofibrilares (circulo). Na regido
miotendinea séo observadas as projecdes sarcoplasmaticas como invaginacdes (cabeca de seta preta) e evaginacdes (seta preta)
gue formam a JMT (*), nesta regido sdo observados os sarcOmeros proximal (sp) e distal (sd). Na MEC adjacente a JMT observa-se
a presenca de RES (rs), fibras colagenas (f), telocito (t) com seus tel6podos (seta branca) e podos (p). A presenca de uma fibra
muscular em processo regenerativo também foi observada na regido miotendinea (fm) e mionucleos centralizado (m) em alguns

grupos experimentais. Barras: 1 um.
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5.6.1 Analises morfométricas da JMT

Através das micrografias eletrénicas de transmissédo da regido da JMT foi
possivel realizar as analises morfométricas ultraestruturas dos grupos experimentais
(Figuras 22, 23 e 24). Foram realizadas as analises de comprimento e espessura das
invaginacdes e evaginacfes sarcoplasmaticas (um), interface miotendinea (um), e
comprimento dos sarcomeros (um) do ventre muscular, regido proximal e distal da
JMT.

Na anélise morfométrica dos comprimentos das invagina¢des sarcoplasmaticas
(Figura 21), observamos no grupo Tz sem alteragGes significativas comparada ao
grupo C (6,1%; p>0,05), no grupo Tis observou-se maior comprimento em 22,4%,
porém, sem valor significativo comparado ao grupo C (p>0,05). O grupo | apresentou
menor valor em 30,2% comparado ao grupo C (p<0,0001). No grupo IT7 observou-se
menor comprimento das invagina¢des sarcoplasmaticas em 23,5%, porém nao
estatisticamente significativo (p>0,05) comparado ao grupo |, em comparacdo ao
grupo T7 apresentou menor valor (p<0,0001). O grupo ITi4 apresentou maior
comprimento em 42,8% comparado ao grupo | (p<0,05), além de menor comprimento
comparado ao grupo Ti4 (p<0,05), e maior em comparacao ao grupo IT7 (p<0,0001).

Na analise morfométrica dos comprimentos das evaginacfes sarcoplasmaticas
(Figura 21), revelamos no grupo Tz sem alteracdes significativas comparada ao grupo
C (9,2%; p>0,05), no grupo T14 observou-se maior comprimento em 15,1%, porém,
sem valor significativo comparado ao grupo C (p>0,05). O grupo | apresentou menor
valor em 34,9% comparado ao grupo C (p<0,0001). No grupo IT7 observou-se menor
comprimento das evaginacfes sarcoplasmaticas em 14,9%, porém né&o
estatisticamente significativo (p>0,05) comparado ao grupo |, em comparacédo ao
grupo T7 apresentou menor valor (p<0,0001). O grupo ITi4 apresentou maior
comprimento em 34,6% comparado ao grupo | (p<0,01), além de menor comprimento
comparado ao grupo T4 (p<0,01), e maior em comparacao ao grupo IT7 (p<0,0001).

Na analise morfométrica da espessura das invaginacdes sarcoplasmaticas
(Figura 21), observamos menores valores em 16,1% no grupo Tz em comparagao ao
grupo C (p<0,001), enquanto no grupo T4 ndo apresentou diferenca comparado ao
grupo C (4,1%; p>0,05), mas entre T7 e Tisa (p<0,05). O grupo | demonstrou
espessuras semelhantes ao grupo C com diferenca de apenas 5,3 % e sem diferenca
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estatistica (p>0,05). O grupo IT7 apresentou maior espessura em comparagdo ao
grupo T7 (p<0,0001), e uma diferenca de 23,2% em comparacdo ao grupo | (p<0,001).
Enquanto, no grupo IT14 observou-se espessura sem diferenga estatistica com o0s
grupos T4 (p>0,05) e | (p>0,05). Entretanto o grupo IT7 apresentou maior espessura
em comparacao ao grupo IT14 (p<0,0001).

Na analise morfométrica da espessura das evaginacdes sarcoplasmaticas
(Figura 21), revelamos menores valores em 18,5% no grupo Tz comparado ao grupo
C (p<0,005), Da mesma maneira, 0 grupo Ti4 apresentou menor espessura em
comparacao ao grupo C em 11,3%, porém, sem significancia estatistica (p>0,05). No
grupo | ndo observamos alteracdo significativa da espessura em comparacao ao
grupo C (5,0%; p>0,05). Em comparacao ao grupo | ambos os grupos IT7 (p>0,05) e
IT14 (p>0,05) apresentaram leve redugao de 3,1% e 11% respectivamente, enquanto

entre 0s grupos observamos espessuras semelhantes (p>0,05).

Figura 22. Morfometrias das invaginacfes e evaginacdes sarcoplasmaticas dos
grupos experimentais.

>
]
O
13

o
~

~
1

€

w

N
h

o

N

Espessura invaginagéo
o

Comprimento invaginagao
sarcoplasmatica (um)
sarcoplasmatica (um)

o
=)

1Ty C T; T4 1T, 1Ty

é%%%g%

o
1

o

o

~
1

]~ g 8 E
@ E Y S=
%’: c ;’0.6
g8, g2
® 35 3 3
g 8 21 33 ||
€8 3 302 ==
2 e ] 25
5@ g8
o
0.0
T i i T ia T M

Fonte Elaborado pela autora Legenda Grupos Controle (C) Treinado 7 dias (T7),
Treinado 14 dias (Ti4), Imobilizado (I), Imobilizado/Treinado 7 dias (IT7) e
Imobilizado/Treinado 14 dias (IT14). Micrografia eletrbnica de transmissédo das
invaginacoes e evaginacbes da JMT, onde apresenta o comprimento e espessura da
invaginacdo sarcoplasmatica (linhas vermelha e amarela respectivamente), e
comprimento e espessura da evaginagdo sarcoplasméatica (linhas azul e verde
respectivamente). Barra: 1um. Meédias e desvios-padrbes do comprimento das
invaginacdes sarcoplasmaticas dos grupos. Médias e desvios-padrées da espessura
das invaginacdes sarcoplasmaticas dos grupos experimentais. Médias e desvios-
padrbes do comprimento das evaginacbes sarcoplasmaticas dos grupos
experimentais. Meédias e desvios-padrées da espessura das evaginacoes
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sarcoplasmaticas dos grupos experimentais. Analise estatistica Kruskal-Wallis com
pés-teste de Dunn’s. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

A partir da mensuracao da interface da JMT (Figura 23), observamos maior
comprimento em 44,0% no grupo T7 comparado ao grupo C (p<0,05), bem como o
grupo Ti4 apresentou maior interface em 22,6% em comparacdo ao grupo C, porém
sem significancia estatistica (p>0,05). No grupo | observamos espessura semelhante
ao grupo C (7,3%; p>0,05) e grupo IT7 (3,9%; p>0,05). Enquanto no grupo T4
observa-se um aumento da interface em 37,7% comparado ao grupo |, porém sem

significancia estatistica (p>0,05).

Figura 23. Morfometria da interface miotendinea dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Grupos Controle (C), Treinado 7 dias (T7),
Treinado 14 dias (Ti4), Imobilizado (I), Imobilizado/Treinado 7 dias (IT7) e
Imobilizado/Treinado 14 dias (IT14). Micrografia de transmissdo da JMT com a
delimitacdo da interface miotendinea (linha tracejada vermelha). Barra: 1 um. Médias
e desvios-padrdes da interface da JMT (um); andlise estatistica Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn’s. *p<0,05.

Através das micrografias de transmisséo da porc¢ao distal do ventre muscular e
da regido da JMT foi realizado as mensuracdes dos comprimentos sarcoméricos dos
grupos experimentais (Figuras 24). No ventre muscular, observamos o grupo Tz com
sarcdOmeros com comprimento semelhante ao grupo C (1,3%; p>0,05), enquanto o
grupo Ti4 apresentou sarcoOmeros mais longos em 3,5% (p<0,01), e entre 0s grupos
T7 e T1a houve diferenca (p<0,0001). No grupo | observamos sarcomeros do ventre
encurtados em 10,7% comparado ao grupo C (p<0,0001). O grupo IT7 apresentou um
maior comprimento comparado ao grupo | em 2,4% (p<0,05), e menor comprimento

comparado ao grupo T7 (p<0,0001). No grupo IT14 observamos maiores comprimentos
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comparado ao grupo | em 8,6% (p<0,0001) e T7 (p<0,0001), porém sarcOmeros mais
curtos em comparacao ao grupo Ti4 (p<0,0001).

Na regido da JMT, o penultimo sarcémero determinado como sarcOmero
proximal apresentou menor comprimento no grupo Tz comparado ao grupo C em 6,6%
(p<0,05), enquanto o grupo Ti4 apresentou comprimento semelhante ao grupo C
(4,9%; p>0,05). O grupo | demonstrou sarcOmeros mais curtos em 13,6% em
comparacao ao grupo C (p<0,0001). O grupo IT7 apresentou comprimentos maiores
que o grupo | (7,4%; p>0,05), porém sem diferenca estatistica, enquanto comparado
ao grupo T7 (p>0,05) foi semelhante. O grupo IT14 apresentou sarcomeros proximais
19,7% mais longos que o grupo C (p<0,0001), bem como mais longos que o grupo IT7
(p<0,005).

Ainda na regido na JMT, o ultimo sarcémero é determinado como o sarcOmero
distal, o qual apresentou atenuada variacdo apresentada pelo desvio-padrdo dos
grupos experimentais. Os grupos T7 (1%; p>0,05) e T4 (7,5%; p>0,05) apresentaram
valor semelhante ao grupo C, da mesma forma que o grupo | (0,5%; p>0,05). O grupo
IT7 apresentou SarcOmeros distais mais curtos que o grupo | (9,4%; p>0,05), e
comparado ao grupo Tz (p>0,05), ambos sem diferenca estatistica. O grupo IT14
apresentou maiores sarcomeros distais comparado ao grupo | (9,9%; p>0,05) e T
(p>0,05), ambos sem diferenca estatistica. O grupo ITi4a se apresentou com

sarcoOmeros mais longos em comparacéo ao grupo IT7 (p<0,05).

Figura 24. Morfometria do comprimento dos sarcémeros do ventre muscular e regiao
miotendinea dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Grupos Controle (C), Treinado 7 dias (T7),
Treinado 14 dias (Tis), Imobilizado (I), Imobilizado/Treinado 7 dias (IT7) e
Imobilizado/Treinado 14 dias (IT14). Médias + desvios-padrdes do comprimento dos
sarcomeros do ventre muscular (linha vermelha), e regido miotendinea, sarcomero
proximal (penudltimo sarcomero — linha verde) e distal (Ultimo sarcémero — linha roxa).
Barras: 1 um. Andlise estatistica Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn’s. *p<0,05;
**p<0,001; **p<0,0001.

5.7 Anélise de microscopia de imunofluorescéncia da regido miotendinea

As analises de imunofluorescéncia ocorreram com antigenos para identificacao
de CS, telécitos e coldgeno XXIl na JMT. Conjuntamente, através das analises de

coldgeno XXII foram realizadas as mensuracdes de area e perimetro.

5.7.1 Células satélites e teldcitos

Através da microscopia de imunofluorescéncia foram realizadas as analises
morfologicas das CS e telocitos na JMT dos diferentes protocolos experimentais. As
analises foram performadas com os anticorpos positivos Pax7+DAPI para CS e
CD34+DAPI para telécitos (Figura 25).

No grupo C observa-se a presenca de CS no perimetro da JMT e lateral
adjacente a fibra muscular, na andlise dos telocitos, foi identificado sua presencga na
JMT. O grupo Tz demonstrou CS e teldcitos no perimetro da JMT, ambos em maior
namero comparado ao grupo C. No grupo Ti4 Se evidencia a presen¢a de uma CS na
JMT, enquanto os telécitos demonstram maior densidade organizados no perimetro
da JMT.

No grupo | se destaca a grande presenca de nucleos com tamanhos atenuados
na porc¢dao distal das fibras musculares, e as CS estdo presentes no perimetro da JMT,
enquanto os telocitos, se demonstram de forma aglomerada na CSC. No grupo IT7
revelaram grande quantidade de CS no perimetro da JMT, bem como de telécitos no
local. No grupo IT14, observa-se a presenca de CS no perimetro da JMT e lateral
adjacente a fibra muscular, na anélise dos telocitos, foi identificado sua presenga na
JMT.
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Figura 25. Andlise da regido miotendinea através de microscopia de fluorescéncia das células satélites e teldcitos dos grupos
experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Microscopia de imunofluorescéncia das células satélites (PAX7+DAPI) e telécitos (CD34+DAPI) na
JMT dos grupos experimentais. Barras: 20 um.
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5.7.2 Colageno XXII

Através da microscopia de imunofluorescéncia foram realizadas as analises
morfométricas de area e perimetro/fibora muscular do colageno XXIl (Cal221a) da IMT
nos diferentes grupos experimentais (Figura 26).

Na area de colageno XXII observamos maior valor no grupo Tz comparado ao
grupo C em 80,0% (p<0,05), enquanto o grupo Ti4 demonstrou valor 10% maior
comparado ao grupo C, porém, sem diferenca estatistica (p>0,05). O grupo |
apresentou area de colageno XXIl semelhante ao grupo C (2%; p>0,05). O grupo IT7
demonstrou valor 26,9% maior que o grupo |, porém, sem diferenca estatistica
(p>0,05), em comparacdo ao grupo IT7 apresentou valor semelhante (p>0,05). O
grupo 1Ti4 demonstrou valor 15,7% maior que o grupo |, porém, sem diferenca
estatistica (p>0,05), em comparacdo ao grupo ITis apresentou valor semelhante
(p>0,05).

Através da mensuracgdo do perimetro de colageno XXII revelamos que o grupo
T7 apresenta valor 27,3% menor que o grupo C, porém, sem diferenca estatistica
(p>0,05), da mesma forma que o grupo Ti4 (p>0,05). O grupo | demonstrou perimetro
27,7% reduzido em comparacgao ao grupo C (p<0,05). O grupo IT7 apresentou maior
perimetro comparado ao grupo | em 27,7%, porém sem significancia estatistica
(p>0,05), bem como em comparagao ao grupo T7 (p>0,05). O grupo IT14 apresentou
perimetro maior em 96,7% ao grupo | (p<0,0001), enquanto em comparac¢ao ao grupo

T14 0 valor foi semelhante (p>0,05).
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Figura 26. Analises morfométricas do colageno XXII da JMT dos grupos
experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Grupos Controle (C), Treinado 7 dias (T7),
Treinado 14 dias (Ti4), Imobilizado (I), Imobilizado/Treinado 7 dias (IT7) e
Imobilizado/Treinado 14 dias (IT14). Microscopia de imunofluorescéncia do colageno
XXII (Col22al) dos grupos experimentais. Imunofluorescéncia de colageno XXII e
imagem binarizada para analise morfométrica. Barra: 10 um. Médias + desvios-
padrées da area de colageno XXII da JMT (umz/fibora muscular) dos grupos
experimentais. Médias + desvios-padrdoes do perimetro de colageno XXII da JMT
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(um/fibra muscular) dos grupos experimentais. Analise estatistica Kruskal-Wallis com
pés-teste de Dunn’s. *p<0,05; ***p<0,001.

5.8 Western blot

Os ensaios de western blot ocorreram para quantificagéo proteica de fatores
reguladores da plasticidade muscular e JMT, como GAPDH, PAX7, e TGFp, nos
diferentes grupos experimentais (Figura 27).

Na expressao proteica de Pax7, observamos menor valor do grupo Tz
comparado ao grupo C em 32,7%, sem diferenca estatistica (p>0,05). Enquanto, o
grupo Ti4 apresentou menor valor em 95,8% comparado ao grupo C, sem diferenca
estatistica (p>0,05). Entre os grupos T7 e T4 a diferenca foi de 128,6%, porém sem
diferenca estatistica (p>0,05). O grupo | revelou valor 35,4% maior em comparagao
ao grupo C, sem diferenca estatistica (p>0,05). No grupo IT7 observamos menor valor
comparado ao grupo | em 17,7%, em comparacdo ao grupo Tz a diferenca foi de
14,9%, ambos sem diferenca estatistica (p>0,05). Enquanto, o grupo IT14 apresentou
maior expressao de 150,5% comparado ao grupo |, em comparacao ao grupo Ti4 a
diferenca foi de 54,7%, ambos sem diferenca estatistica (p>0,05). Entre os grupos IT7
e IT14 a diferenca foi de 168,3%, porém sem diferenca estatistica (p>0,05).

Na expressdo proteica de TGFp, observamos maior valor do grupo Tz
comparado ao grupo C em 66,7%, sem diferenca estatistica (p>0,05). Enquanto, o
grupo T4 apresentou diferenca de 14,3% comparado ao grupo C, sem diferenca
estatistica (p>0,05). Entre os grupos Tz e T14 a diferenca foi de 52,4%, porém sem
diferenca estatistica (p>0,05). O grupo | revelou expresséo de TGF menor em 12,1%
comparacao ao grupo C, sem diferenca estatistica (p>0,05). No grupo IT7 observamos
maior valor comparado ao grupo | em 174,8%, em comparacdo ao grupo Tz a
diferenca foi de 95,9%, ambos sem diferenca estatistica (p>0,05). Enquanto, o grupo
IT14 apresentou maior expressao em 203,8% comparado ao grupo |, em comparacao
ao grupo Tis a diferenca foi de 177,3%, ambos sem diferenca estatistica (p>0,05).
Entre os grupos IT7 e I1T14 a diferenca foi de 29,0%, porém sem diferenca estatistica
(p>0,05).
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Figura 27. Andlises dos ensaios de Western Blot dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Grupos Controle (C), Treinado 7 dias (T7),
Treinado 14 dias (Ti4), Imobilizado (I), Imobilizado/Treinado 7 dias (IT7) e
Imobilizado/Treinado 14 dias (IT14). Imagens obtidas através dos ensaios de Western
Blot e respectivos pesos moleculares (KDa), mensuradas as bandas dos respectivos
grupos experimentais. Médias + desvios-padrdes da densidade Opticas (%)
padronizados por GAPDH dos antigenos de Pax7, e TGF3 dos grupos experimentais.
Andlise estatistica Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn’s.
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6. DISCUSSAO

A partir dos resultados deste estudo, foi possivel identificar os efeitos do
treinamento resistido em periodos de 7 e 14 dias apos a inducdo de atrofia muscular
por desuso, causada pela imobilizacdo articular. As adaptacées observadas
ocorreram tanto no ventre muscular quanto na regido distal do musculo,
especificamente na JMT, que desempenha um papel crucial na ancoragem do tecido
durante as contracfes musculares. Os efeitos reabilitadores do treinamento apos
imobilizacdo foram evidentes ja em estdgio agudo no ventre muscular, com
recuperagdo da massa muscular e melhora das respostas funcionais. Por outro lado,
na JMT, foi observada grande atividade celular, com plasticidade das projecdes
sarcoplasmaticas, impacto no colageno XXIl e aumento das atividades CS e dos
telécitos.

Os grupos treinados, Tz e Tis, demonstraram uma manutencdo do
tempo/movimento em curto periodo, enquanto o trabalho realizado apresentou
crescimento continuo, com aumento na realizacédo de escaladas. De acordo com Wilk
et al. (2021), o tempo por movimento durante os exercicios deve ser considerado no
planejamento e execucédo do treinamento resistido, com objetivo de maximizar a forca
e promover a hipertrofia. Nesse sentido, o resultado observado em curto periodo € um
parametro para avaliar o desempenho funcional e elaboracdo de um programa de
treinamento a longo prazo.

Nas analises funcionais, verificamos que os grupos IT7 e IT14 apresentaram, na
12 sessao, um maior tempo para completar a subida na escada (tempo/movimento),
além de realizarem um menor niumero de escaladas. Esses achados corroboram com
os resultados de Hurst e Fitts (2003), que, ao utilizarem o protocolo de hindlimb
unloading (descarregamento dos membros posteriores), observaram uma diminui¢ao
na forca maxima e na poténcia devido a atrofia muscular. Hurst e Fitts (2003) relataram
gue, ao analisar o musculo gastrocnémio durante exercicios isométricos, o volume de
trabalho realizado foi excessivo, levando a exaustao e/ou overtraining.

Além da reducdo da massa muscular, a atrofia por desuso desempenha um
papel significativo no declinio funcional, conforme evidenciado em nossos resultados.

Em modelo induzida por compressdo do nervo isquiatico, como demonstrado por
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Gronholdt-Klein (2019), observa-se também atrofia muscular e perda funcional,
afetando principalmente musculos com predominéancia de fibras musculares do tipo I,
como o gastrocnémio.

As sessbes de treinamento subsequentes a imobilizagdo articular,
demonstraram um efeito terapéutico nas repercussées motoras da atrofia muscular,
sendo possivel observar, a partir da segunda sessdo, um aumento no namero de
escaladas realizadas, redugédo no tempo de movimentos e maior trabalho. Krause
Neto et al. (2018), descreveram que ratos idosos apresentam evolu¢ao na quantidade
de escaladas e na carga maxima carregada com o treinamento crénico em escada
vertical (17 semanas). Assim, nossos resultados demonstram que o treinamento
resistido de curto periodo em alta intensidade, de forma crescente de 7 a 14 dias,
promove melhora no desempenho com a escada vertical.

No grupo controle (C), observou-se um aumento significativo na massa corporal
entre o primeiro e o segundo momento, 0 que era esperado devido ao
desenvolvimento natural dos animais entre 60 e 70 dias de idade (QUINN, 2005).

No entanto, durante 0 mesmo periodo, os grupos imobilizados (I, IT7 e 1T14),
apresentaram uma reducdo na massa corporal, 0 que pode ser explicado por efeitos
sistémicos no organismo devido ao estresse do animal durante o periodo
imobilizatério. Além de que essas alteracbes podem resultar em condi¢cdes de
desgaste sistémico, onde a reducdo da sintese proteica provoca rapida perda de
massa muscular e peso, além de fraqueza e maior incapacidade, comprometendo a
qualidade de vida e potencialmente aumentando a mortalidade (COHEN; NATHAN;
GOLDBERG, 2014).

Apbs a remocao do dispositivo de imobilizacdo, os animais apresentaram um
aumento na massa corporal com 7 e 14 dias, indicando uma rapida resposta do
organismo na restauracao da homeostase e os efeitos benéficos do exercicio de forma
aguda (KANNUS et al., 1998a, 1998b). Em condi¢cdes como a sarcopenia, 0 exercicio
fisico é reconhecido por promover a recuperacao da massa corporal (WHITE et al.,
2016).

No grupo I, observamos uma diferenca de 62,6% em relacdo ao grupo C,
evidenciando de forma clara a atrofia muscular por desuso apds 10 dias de

imobilizagédo articular. A inatividade muscular resulta no bloqueio da via da sintese
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proteica e estimulo a autofagia, o que impacta negativamente o volume celular que
compde o musculo esquelético (BODINE, 2013; NUNES et al., 2022).

O treinamento realizado durante o periodo de 7 dias resultou em uma melhora
na massa muscular, com um efeito ainda mais pronunciado apés 14 dias da remocéao
da imobilizacdo. No periodo pds imobilizacdo, o tecido muscular torna-se
particularmente suscetivel a diversos estimulos devido ao desequilibrio homeostatico.
Neste contexto, o treinamento desempenha um papel fundamental na reversao da
perda da massa muscular observada (GLASS, 2003), uma vez que o treinamento
resistido apresenta grande potencial hipertréfico.

Através das imagens de microscopia de luz com coloracéo de HE, observamos
adaptacdes nos nucleos e a morfologia geral das fibras musculares. Os grupos Tz e
T14 apresentaram um aumento visivel no nimero de nucleos adjacentes as fibras
musculares, indicando elevacédo da atividade celular. Esse aumento na quantidade de
ndcleos € associado a maior plasticidade e hipertrofia muscular, estimuladas pelo
treinamento resistido. Cada fibra muscular contém centenas de nucleos, os quais
controlam a atividade transcricional em seus respectivos DMN. Tanto o nimero de
mionucleos em uma fibra muscular quanto a atividade transcricional por miondcleo
variam, e constituem dois dos principais reguladores da sintese proteica da fibra
muscular (QAISAR; LARSSON, 2014).

A DF é uma técnica geométrica que avalia a complexidade da organizagéo dos
elementos, neste caso, dos nucleos celulares. Trata-se de uma andlise promissora e
de baixo custo, com potencial para indicar a sinalizacdo paracrina entre fibras
musculares e fibroblastos, promovendo o rearranjo desorganizado dos mioblastos
(CURY et al., 2018).

Essa caracteristica torna-se particularmente evidente no grupo Tis, onde
observamos um aumento expressivo da DF. Tal aumento pode ser interpretado como
um indicativo de desorganizacao celular ou de maior acumulo tecidual, sugerindo que
a dindmica nuclear € alterada para suprir as demandas decorrentes dos estimulos do
treinamento (CURY et al., 2018).

O grupo | apresentou uma maior DF nuclear em comparacao ao grupo C, porém
com valores menores em relagao aos grupos Tz e Ti4. A atrofia muscular induzida pela
imobilizacdo articular afeta o comportamento nuclear. Investigagcbes de Dupont-

Versteegden (2005) e Kirby et al. (2022) relataram que os mecanismos de apoptose
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mionuclear (fragmentacdo de DNA) ndo ocorrem de forma homogénea em todos os
ndcleos da mesma célula nas situacées de atrofia muscular, mas podem ser uma
repercussao do comportamento das CS.

Nos grupos IT7 e IT14, foi observada uma diminuicdo da DF nuclear, indicando
uma adaptacédo entre os periodos de 7 e 14 dias de treinamento. Contudo, notou-se
um retorno aos niveis médios observados no grupo C. Estes resultados sugerem que,
apos a atrofia muscular, o treinamento provoca inicialmente uma adaptacao
caracterizada por certa desorganizacdo dos ndcleos, mas, com o tempo, promove a
recuperacdo da organizacao nuclear.

No estudo de Walden et al. (2020), relataram em apenas 3 dias de sobrecarga
por treinamento, 0s mionucleos passam por modificacdes epigenéticas especificas. A
desmetilacdo de genes relacionados a mTOR e a autofagia os ativa, facilitando a
adaptacdo muscular. Ao mesmo tempo, ha a intensificacdo na producdo de
ribossomos, que otimiza a sintese proteica, esses processos promovem o crescimento
muscular e adaptacdo metabdlica. Desta forma, os resultados observados nos grupos
IT7 e IT14 indicam efeito hipertréfico do treinamento.

A partir das imagens de microscopia de luz com coloracdo PSR, foram
observadas adaptacdes no tecido conjuntivo associado ao tecido muscular. O
treinamento resistido resultou em um aumento variavel (com grande desvio-padrao)
da ARTC, assim como na sua DF. Qaisar et al. (2016) descreveram que 0 exercicio
fisico promove aumento da densidade capilar e fusos neuromusculares, quantificados
juntamente na ARTC, destacando-se a auséncia de sinais de fibrose intramuscular na
analise morfologica.

No grupo |, identificaram-se regibes com maiores depdsitos de tecido
conjuntivo, indicando areas de fibrose intramuscular. Segundo Silva et al. (2023), a
fibrose é acompanhada pela formacéo de nichos fibréticos com acumulo de MEC,
resultando em um microambiente pro-inflamatorio, com alta presencga de citocinas
inflamatorias e fatores de crescimento, 0os quais sustentam o processo fibrético e a
ativacao continua dos fibroblastos, que ocorreu no grupo I.

No grupo submetido ao treinamento resistido por 7 dias, ndo se observou
fibrose intramuscular, embora a area de tecido conjuntivo fosse semelhante a do
grupo I. A DF apresentou valores reduzidos, apesar da variacado no desvio-padrao. O

treinamento parece ter induzido a remocao da fibrose intramuscular. Esses resultados
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podem estar associados ao aumento da forca transversal gerada durante as
contracdes, repercutindo no endomisio, perimisio e na densidade de capilares
sanguineos como descritos por Knudsen et al. (2015).

Por meio da analise histoquimica de ATPase miofibrilar, foram identificados os
tipos de fibras I, lla e lIx. No grupo Tz, houve um aumento da AST nas fibras dos tipos
| e lla, enquanto as fibras do tipo lIx permaneceram inalteradas. O resultado
demonstra que, em curto periodo, o tamanho da fibra é proporcional a capacidade de
geracéo de forca, e a hipertrofia muscular pode ser o fator determinante para essa
alteracdo, como descrito por Qaisar e Larson (2014).

No grupo Ti4, ndo houve aumento da AST nas fibras dos tipos | e lla, mas foi
observada uma reducdo nas fibras do tipo lIx. Adams e Bamman (2012),
apresentaram que a AST ndo necessariamente representa as adaptacdes nos
componentes ndo contrateis, como o aumento dos filamentos miofibrilares, mas esta
mais relacionada ao tipo miofibrilar, como observado nas fibras tipo | e lla.

Como esperado, devido aos demais indicios de atrofia muscular no grupo |,
todos os tipos de fibras apresentaram reducdo da AST, sendo a menor variacéo
observada nas fibras do tipo lIx. A reducdo da AST durante a atrofia muscular resulta
da diminuicdo na sintese de proteinas musculares e do aumento da degradacao
proteica, culminando em uma protedlise acentuada. Segundo Nunes et al. (2022)., a
imobilizacdo articular pode resultar em um declinio muscular de até 30% em
comparacao ao membro contralateral em individuos saudaveis.

No grupo IT7, observou-se um aumento significativo da AST em todos o0s tipos
de fibras em comparacao com o grupo |, enquanto no grupo IT14 esse efeito foi menos
acentuado. Yin et al. (2021) sugeriram que o treinamento é um tratamento
regenerativo para a atrofia muscular, pois promove um aumento proporcional do
conteudo nuclear nas células musculares, resultando em hipertrofia, além de estimular
0 anabolismo, inibir o catabolismo, e aumentar a proliferagéo de CS.

A analise histopatologica por IFF pode indicar alteracbes induzidas por
condi¢Oes patoldgicas e sugerir medidas terapéuticas. Segundo a proposta de Zazula
et al. (2022), valores de IFF proximos a 1 indicam hipertrofia, enquanto valores
préximos a 2 indicam atrofia, e 3 podem sugerir necrose. Nossos resultados mostram
que as fibras do tipo | sdo mais propensas a alteracdes do IFF apos os treinamentos,

com ou sem imobilizacdo articular prévia (T7, T4, IT7 € 1T14).
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No grupo |, o maior IFF foi observado nas fibras do tipo I, corroborando a
hipétese de Ciciliot et al. (2013), de que o desuso muscular envolve a perda da
influéncia neural e carga mecanica, desta forma causa uma converséo de fibras lentas
para rapidas, e mudancas no perfil das isoformas da MyHC, com atrofia preferencial
das fibras do tipo I.

Nos grupos IT7 e IT14, 0s valores de IFF foram menores em comparagao ao
grupo | nas fibras dos tipos I, lla e lIx. Este resultado indica uma adaptacao
progressiva da hipertrofia, com o IFF préximo do valor de 1 ap0s nos grupos 1Tz e IT1a.
Machida e Booth (2004), descreveram que o aumento de mionulcleos e fatores
estimulantes de CS, induzido pelo treinamento, repercute em todos os tipos de fibra.

Por meio da andlise histoquimica de ATPase miofibrilar foram identificados os
tipos de fibras |, lla e lIx. O musculo gastrocnémio, utilizado neste estudo, possui
predominéancia de fibras tipo I, que proporciona maior producdo de forca e maior
capacidade de remodelacdo (BARBOSA et al., 2021).

Os protocolos experimentais ndo demonstraram efeito sobre a porcentagem de
cada tipo de fibra. Mo et al. (2022), apresentaram indicios de uma conversao de fibras
do tipo | para o tipo Il durante a atrofia por desuso, o que resulta na diminuicdo das
fibras lentas e no aumento das fibras rapidas.

Na andlise dos tipos de fibra por mmz2, observamos que a imobilizacéo articular
decorre em maior quantidade de fibra tipo | e Il pela area. A medida que a atrofia
muscular ocorre, a quantidade de fibras/mm? aumenta proporcionalmente,
corroborando os resultados de Rocha et al. (2020a), que demonstraram um aumento
de quantidade de fibra por sec¢do com a atrofia muscular por desuso.

Os grupos IT7 e ITi4 apresentaram uma recuperagdo da area ocupada por
ambos os tipos de fibras. Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Ravi et
al. (2015), que observaram a restauracao da troponina apés 7 dias de remobilizacéo
em ratos idosos, uma proteina importante para a contragdo muscular, sem alteracdes
na massa muscular.

Na JMT, observamos, por microscopia de luz, adaptacdes morfologicas
decorrentes dos treinamentos de 7 e 14 dias, com uma conformacao diferenciada de
ndcleos entre a JMT, as células satélites quiescentes (CSC) e o tendao. Pimentel

Neto et al. (2022), verificaram que o treinamento resistido em escada vertical de 8
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semanas aumenta a interface da JMT e eleva a atividade celular nessa regido, desta
forma promove alteracbes morfolégicas que contribuem com seu desenvolvimento.

A imobilizacdo apresentou ndcleos centralizados na JMT, uma resposta tipica
da atrofia, indicando uma tentativa de remodelamento e ativagdo de autofagia nas
fibras musculares. Nucleos centralizados sao frequentemente observados durante o
desenvolvimento miofibrilar ou na recuperacao de inflamacgdes e miopatias (PERILLO;
FOLKER, 2018). No entanto, na JMT, essa condicdo pode fragilizar a regiéo,
tornando-a mais suscetivel a lesdes neste periodo.

Nos grupos que realizaram treinamentos ap0s a imobilizacdo articular no
periodo de 7 e 14 dias, observou-se maior densidade de nucleos tanto na regido distal
da fibra muscular quanto na CSC e no tend&o, sugerindo um aumento da atividade
celular, sinalizando reestruturacdo e ancoragem. Curzy et al. (2017) corroboram com
uma interface plastica, capaz de aumentar a area de contato entre os tecidos e
estimular a sintese proteica com o treinamento aerébio.

Os sarcémeros, unidades contrateis da fibra muscular, apresentaram
comprimentos variados conforme sua localizagdo. No ventre muscular, os sarcomeros
em série demonstram maiores comprimentos com o treinamento resistido, de forma
crescente, nos periodos de 7 e 14 dias, indicando uma adaptacdo que otimiza o
desempenho contratil corroborado por Leite e Rassier (2020).

A imobilizagcéo articular, por outro lado, resultou na redu¢cdo do comprimento
dos sarcomeros, devido ao encurtamento do musculo gastrocnémio. Okita et al.
(2004), também observaram essa reducdo uma semana ap0s a imobilizacdo, sem
mudancas adicionais apos 2, 4, 8 e 12 semanas. O encurtamento das fibras durante
a imobilizacdo pode levar a contratura muscular (atenuacéo da elasticidade), onde o
coldgeno adapta-se, organizando as fibrilas do endomisio de forma mais
circunferencial, agravando a contratura muscular em estadgios avancados da
imobilizagao (OKITA et al., 2004).

Apoés a imobilizagcédo, o treinamento promoveu um aumento progressivo nos
comprimentos dos sarcémeros no ventre muscular, apos 7 e 14 dias. Hinks e Power
(2024), relataram que a morfologia longitudinal dos musculos, especialmente a
regulacdo dos sarcOmeros em série, adapta-se mais rapidamente que a morfologia

paralela (AST) durante a recuperacdo da imobilizagdo, com a AST recuperando-se
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mais lentamente, requerendo maior atencdo a longo prazo para restaurar a
capacidade funcional.

Os sarcomeros da JMT apresentaram maior variagdo de comprimentos, com
0s sarcomeros proximais demonstrando reduc¢ao no grupo Tz, mas sem adaptacéo no
grupo Ti4. Os resultados de Rocha et al. (2020b) corroboram em parte, em analise
dos musculos plantar e sdleo de ratos submetidos a treinamento resistido de 8
semanas, observou-se que 0S sarcOmeros proximais tém menor variagdo de
comprimento que os distais, embora no musculo plantar, de predominancia de fibras
tipo Il, os sarcbmeros proximais apresentem maior comprimento. ISso possivelmente
reflete diferencas entre os treinamentos de curto e longo prazo.

No grupo |, os sarcomeros apresentaram reducgéo significativa, com aumento
apos o treinamento (IT7 e IT14). Esses resultados contrastam com os de estudos de
remobilizacdo aquatica de 4 semanas, nos quais 0s sarcébmeros proximais nao
apresentaram alteracdes (ROCHA et al., 2021). Os tipos de treinamento resistido e
aerdbio ativam diferentes vias metabdlicas: o resistido, de natureza anaerdébia (rdpido
e intenso), e o aerdbio, de natureza oxidativa (sustentavel e prolongado).

O sarcomero distal exibiu ampla variacdo de comprimento nos grupos
experimentais, com diferenca significativa entre IT7 e IT14. Com o treinamento aerobio
de natacao, Jacob et al. (2019), identificaram a JMT como uma regido propensa a
sarcomerogénese, especialmente nos sarcomeros distais.

Na andlise da ultraestrutura da JMT por microscopia eletrénica de transmisséao,
0 grupo Tz apresentou apenas reducdo nas espessuras das invaginacdes e
evaginacoes sarcoplasmaticas, enquanto o grupo T14 ndo apresentou variagdes. Curzi
et al. (2016), sugeriram que a plasticidade da JMT esté relacionada a intensidade do
exercicio realizado, com o TGF3 desempenhando um papel central nesse processo.

Nas projecles sarcoplasmaticas do grupo | observamos reducéo significativa
apenas em seus comprimentos. Corroborando com Curzi (2016), onde relatou a
reducdo da interface entre tecidos da JMT na atrofia muscular, e que a resposta &
relativa ao tipo de fibra muscular e da duracdo da condicdo que promove a atrofia. As
respostas a atrofia na JMT sdo complexas devido a sua constante manutencéo para
a transmissao de forca contratil, pela sintese proteica ao mesmo tempo que enfrenta

um processo de catabolismo generalizado nas fibras musculares. Esse equilibrio entre
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a necessidade de preservacao da funcéo contratil e o desgaste induzido pela atrofia
gera um cenario desafiador para a manutencéo da integridade estrutural da JMT.

No grupo IT7, comparado ao grupo |, houve alteragdo apenas na espessura das
invaginacdes sarcoplasmaticas. Segundo Egan e Sharples (2023), as adaptacdes
agudas ao exercicio ocorrem até 48h apos a pratica, com alteracdes de transcricao e
subsequente adaptacdo morfologica apds 7 dias. A imobilizacdo estabelece um
estado de predisposicao a estimulos externos, tornando-se um momento importante
para a aplicacdo de metodologias de remobilizagdo (ROCHA et al., 2021). Dessa
forma, a adaptacdo observada na JMT do grupo IT7 reafirma o potencial adaptativo da
JMT e do treinamento como agente terapéutico para a interface.

O grupo ITi4, em comparacdo ao grupo | e IT7, jA apresenta maiores
comprimentos das invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas. Kojima et al.,
(2008) observaram aumento da tensdo na JMT, e aumento do angulo formado pela
interface e a fibra muscular, que pode causar adaptacdo transitéria e resposta
imediata ao aumento de tenséo durante o exercicio.

Na analise morfométrica da JMT, foi verificado uma maior interface de contato
no grupo Tz em relagdo ao grupo C, enquanto os demais grupos apresentaram
variacbes mais acentuadas, sugerindo a ndo uniformidade das projecoes
sarcoplasmaticas, responsaveis por formar uma base de ancoragem continua.
Jakobssen et al. (2023), analisaram a JMT de fibras musculares dos tipos | e I,
revelando que as fibras do tipo | possuem uma éarea de interface 22% maior do que
as do tipo Il. Como mencionado anteriormente, 0 musculo gastrocnémio apresenta
predominéancia de fibras tipo Il, e em nossas analises morfométricas da JMT, 0s tipos
de fibras néo foram diferenciados.

As CS observadas por meio da andlise de imunofluorescéncia (Pax7+),
exibiram diferentes disposicfes conforme os protocolos experimentais. Durante o
estado de quiescéncia, as CS localizam-se sob a lamina basal e recebem sinais que
mantém a quiescéncia das fibras musculares esqueléticas adjacentes (WONG et al.,
2021). Entretanto, em situa¢Oes de disturbios musculares, como a atrofia por desuso,
a composicao do nicho de CS sofre mudancas significativas, permitindo o surgimento
de novos contatos mediadores da proliferacdo, auto-renovagao e diferenciacao
(KANN; HUNG; KRAUSS, 2021).
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Pimentel Neto et al. (2024) descreveram recentemente a primeira relacao entre
telocitos e CS na JMT em um modelo de leséo nervosa, onde foi observada atividade
paracrina entre essas células, além de interacdes mediadas por vesiculas, um
mecanismo semelhante a sinalizacdo enddcrina, porém atuando a curtas distancias
por difusdo passiva. Essa comunicagao paracrina ocorre na matriz extracelular (MEC)
da JMT e se estende até o sarcolema.

A identificagdo de telocitos e CS na mesma regido revela uma estreita relacao
na formacdo de um microambiente favoravel a adaptacbes rapidas, sendo
considerada uma abordagem potencial para a compreenséo da regeneracao tecidual
(ROSA; MARINI; MANETTI, 2021). Neste estudo, foi constatada a presenca de
telécitos e CS na JMT, evidenciando seu potencial em analises de regeneracdo
tecidual rapida.

Os teldcitos foram observados na JMT em diferentes disposi¢cdes, com maior
prevaléncia ao redor da interface miotendinea. Pimentel Neto et al. (2020),
identificaram tel6citos na JMT em nichos préximos a capilares, pericitos e fibras
colagenas na CSC. Com o treinamento resistido, os telécitos desempenham sua
atividade paracrina, promovendo o remodelamento das projecdes sarcoplasmaticas.

A influéncia dos teldcitos, associada ao treinamento de curto periodo apds a
imobilizacdo articular, contribui para a regeneracao e reparo tecidual. Os telécitos
desempenham um papel essencial no remodelamento ao atuarem como agentes
comunicadores, utilizando mecanismos complexos de comunicacéo elétrica, quimica
e epigenética, incluindo a troca de exossomos, para coordenar atividades entre
diferentes tipos de células e tecidos (EDELSTEIN et al., 2016).

O colageno XXII (Col22al+), observado no grupo T7, demostrou maior area de
ocupacdo no terminal da fibra muscular, enquanto seu perimetro apresentou pouca
variacdo, sendo semelhante ao grupo C. Charvet et al. (2013), descreveram 0
comportamento da interface em zebrafish com deplecéo de Col22al, o que resultou
em um fenotipo semelhante a distrofia muscular, com comprometimento da
capacidade funcional, reducéao significativa da amplitude das contracées musculares
e descolamento das fibras induzido por contrages. Além disso, demonstraram que a
auséncia de coldgeno XXIlI causou uma reducdo expressiva das projecdes

sarcoplasmaticas
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No grupo |, a area de colageno XXII ndo apresentou altera¢cdes em comparacao
ao grupo C, mas o perimetro foi menor, refletindo uma disposicdo menos homogénea.
Miyamoto-Mikami et al. (2020), sugerem que a alta expressdo de mRNA de Col22al
na JMT pode influenciar o risco de lesdo muscular em atletas devido a dois alelos
associados ao colageno XXIl, embora ndo tenham determinado com precisdo a
localizacéo exata da leséo.

O grupo IT7 ndo apresentou alteracdes significativas, enquanto o grupo 1T14
exibiu um maior perimetro, ambos em comparacdo ao grupo |, sugerindo uma
distribuicdo mais dispersa pela interface de contato da fibra muscular com a lamina
basal. Nossos resultados corroboram os de Jakobsen et al. (2017), que relataram a
presenca de colageno XXII na JMT humana ap0s quatro semanas de treinamento,
mas ndo no musculo ou no tenddo, o que reforca a especializacdo funcional dessa
regido. Além disso, os autores destacam o aumento no contetdo de colageno XIV e
Tenascina-C no endomisio préximo a JMT, que sugere uma remodelacdo da matriz,
possivelmente importante para a protecéo contra lesdes por estiramento.

Nossos resultados indicam que o colageno XXII € essencial para a manutencao
da integridade estrutural da JMT, e sua modificacdo pode resultar em alteracdes
funcionais e morfolégicas que comprometem o desempenho muscular e a estabilidade
mecanica durante a contracao.

Na analise proteica de Pax7, observou-se menor expressdo no grupo Tz
comparado ao grupo C, enquanto no grupo Ti4 observa-se maior expressao. Nossos
resultados corroboram com Caldow et al. (2015), que relataram que o treinamento
resistido aumenta a expressdo de Pax7 em CS, que promove sua ativacdo e
proliferacéo apds exercicios agudos em até 12 semanas de treinamento.

No grupo I, revelou-se uma maior expresséao de Pax7 em relagéo ao grupo C.
Entretanto, o estudo de Feichtinger et al. (2019), sugerem que a atrofia muscular afeta
negativamente a expressao de Pax7 em CS, comprometendo a regeneracao muscular
e a sobrevivéncia dessas células. A falta de expressdo de Pax7 estad associada a
reducdo do conjunto de células satélite e a um novo tipo de miopatia que afeta
especificamente a sobrevivéncia das CS, desta forma, compreendemos que o modelo
de atrofia utilizado ndo induziu a uma condi¢cdo miopatica.

Em contrapartida Ralliere et al. (2023) evidenciaram que células Pax7+ se

acumulam em locais de lesdo muscular, indicando expressdo dindmica do gene
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durante a formacdo das fibras musculares, isso indica que as CS podem estar
presentes na atrofia muscular com objetivo regenerativo do tecido.

A expressao de Pax7 no grupo IT7 € menor comparado ao grupo |, enquanto é
maior em relagdo ao grupo IT14. O resultado agudo observado no grupo IT7, ndo
corrobora com o aumento da expansdo de CS em fibras tipo | de forma aguda
observado por Brown et al. (2022), enquanto no grupo IT14, observa-se a promocéao
da hipertrofia muscular através do aumento da expressdo de Pax7, que regula a
proliferacdo e ativacdo das células satélites como descrito por Esmaeili et al. (2021).

O TGFp é conhecido por sua indugao a atrofia do musculo esquelético por meio
da ativacdo da ROS, e fibrose muscular devido ao acumulo excessivo de MEC
promovido pelos fibroblastos (CHAPMAN; MEZA; LIEBER, 2016). Entretanto, os
resultados observados neste estudo demonstram expressao reduzida de TGF no
grupo | comparado ao grupo C, mesmo com resultados anteriormente discutidos
demonstrando a atrofia muscular neste grupo.

Segundo Carlson et al. (2009), o TGFB 1 desempenha um papel central em
patologias musculares por inibir a diferenciacdo das células satélites e deprime a
proliferacdo celular de maneira dose-dependente, porém em nossos resultados uma
maior expressao de CS e menor de TGFf no grupo |.

A expressao TGF dos grupos T7 e C foi semelhante, enquanto no grupo Ti4
reduzida, que segundo Droguett et al. (2006), apresentaram que as proteoglicanos da
MEC modulam a sinalizacido do TGF[, diminuindo sua biodisponibilidade para seus
receptores transdutores, o que pode ajudar a atenuar esse fator de crescimento
inibitério durante a formacao do musculo esquelético.

Nos grupos IT7 e IT14 foi observado maior expressdo de TGFB comparado ao
grupo |. Olfert et al. (2001), relataram o aumento da expressdo de TGF apds uma

Unica sessdao de exercicio.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:
o A imobilizacao articular acarreta reducéo do desempenho funcional na escada
vertical, e os periodos de 7 e 14 dias de treinamento demonstram melhoras nas
funcdes motoras;
o A imobilizacao articular de 10 dias provoca atrofia muscular, e o protocolo
apresenta repercusséo na massa corporal total. O treinamento de 7 e 14 dias (IT7 e
IT14) apresentou recuperagdo da massa corporal (massa semelhante ao grupo C),
enguanto, no masculo imobilizado, o resultado € de maior massa, embora gradual;
o O ventre muscular demonstra rapida remodelacdo dos nudcleos e tecido
conjuntivo no periodo de 7 e 14 dias de treinamento;
o Os tipos de fibras musculares apresentaram indicios de hipertrofia com o
treinamento resistido, atrofia muscular com a imobilizac&o, e o treinamento apés a
atrofia demonstra recuperacdo completa da AST e da area ocupada por fibras, com 7
e 14 dias de treinamento;
o Na JMT, o treinamento promoveu intensa atividade celular e variacdo na
plasticidade das projecdes sarcoplasmaticas, destacando-se a variabilidade dos
sarcomeros da JMT;
o As projecOes sarcoplasmaticas apresentaram menores comprimentos e
conseqguente menor regido de contato no grupo I, e apds o treinamento de 14 dias
apresenta maior comprimento das invaginacfes e evaginacdes sarcoplasmaticas;
o As CS e teldcitos estdo presentes na JMT, revelando uma estreita relacdo com
a formacédo de um microambiente favoravel a adaptacfes no curto periodo de analise;
o O colageno XXII apresenta diferentes conformacfes em area e perimetro, que
indica sua adaptabilidade em tornar a interface mais compacta, como no grupo Tz,
menores projecdes da interface como no grupo |, ou mais irregular como no grupo
I T4,
o A expressao de TGF apresentou uma adaptacéo diferenciada do relatado na
literatura, mas a associacdo com os dados de Pax7 sugere indicios de proliferacao

celular de forma dose-dependente.
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Os dados apresentados neste estudo revelam a importancia do treinamento
resistido como uma estratégia eficaz na reabilitacdo muscular em curto periodo apoés

a atrofia, proporcionando beneficios tanto funcionais quanto estruturais.
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u n es % UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA  COMISSAO DE ETICA
p “JULIO DE MESQUITA FILHO” NO USO DE ANIMAL

Campus de Rio Claro CEUA - IB - UNESP - CRC

DECISAO CEUA N° 01/2022

Instituicdo: UNESP - IB - CRC | Departamento: Educaco Fisica

Data de Registro CEUA: 24.01.2022 |

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado "Plasticidade da jun¢ao miotendinea em modelo
experimental de atrofia muscular submetido ao treinamento resistido: analises morfolégicas,
moleculares e funcionais”, protocolo n° 0160, sob a responsabilidade de Lara Caetano Rocha Braga
(Pesquisadora Responsavel) e Adriano Polican Ciena (Orientador), que envolve a produgéo,
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