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RESUMO

A contracdo do musculo estriado esquelético depende da relagdo entre a juncao
neuromuscular (JNM) e o musculo alvo. A morfologia da JNM e as caracteristicas
do ventre e das fibras musculares apresentam plasticidade tecidual derivada do
estimulo. Com o protocolo proposto ocorreram adaptacdes na JNM e no ventre
muscular. O objetivo do presente estudo consistiu em descrever as alteracoes
morfolégicas na JNM e ventre do musculo gastrocnémio de ratos Wistar submetidos
ao alongamento estético prévio as modalidades de escada vertical. Foram utilizados
ratos Wistar com 60 dias de idade (n = 10): Sedentério (S); Alongado (A); Escada
vertical sem carga extra (EC); Escada vertical com sobrecarga (ES); Alongado e
escada vertical sem carga extra (AEC); e Alongado e escada vertical com
sobrecarga (AES). Os animais foram submetidos aos protocolos 3x por semana por
oito semanas. A relacdo das massas do S, EC, ES e A ndo demonstraram diferenca,
enquanto que AEC e AES resultaram em menores valores. Os grupos EC e ES
apresentaram aumento da placa motora e reducado da compacidade, com destaque
para o grupo EC e, ainda, revelaram maior nimero de clusters e fragmentacéo. O
grupo A apresentou reducdo da placa motora, com aumento da compacidade e
manutencdo do numero de clusters e fragmentacdo. Os grupos de alongamento
prévio as modalidades de escada vertical (AEC e AES) revelaram aumento da placa
motora, com destaque para AES, menor nimero de clusters e menor indice de
fragmentacao; entretanto, a compacidade apresentou aumento para AEC e reducao
para AES. Houve aumento da &rea de seccao transversa das miofibras Tipo lla para
EC e ES, e do Tipo lIx para AES, e reducédo dos tipos miofibrilares para A e AEC.
Houve predominancia do Tipo lIx nos grupos EC, A, AEC e AES, e de lla no grupo
ES. Além disso, os grupos AEC e AES apresentaram aumento da quantidade total
de miofibras. Os grupos ES e AEC apresentaram maior complexidade mionuclear,
0os grupos EC e AES revelaram menor complexidade intersticial, e o grupo A
mostrou redugéo das complexidades mionuclear e intersticial. Nos grupos EC, ES,
A, AEC e AES houve reducédo da area intersticial. A analise funcional mostrou a
reducado do tempo para EC, ES, AEC e AES, e dos movimentos para EC, ES e AEC.
O teste de carga maxima carrega (TCMC) revelou aumento de trabalho para ES e
AES, com destaque para ES. Concluimos que o alongamento estatico prévio as
modalidades de escada vertical apresentou aumento da placa motora e menor
fragmentacao; no entanto, a ocupacao dos clusters de receptores de acetilcolina
demonstrou diferentes adaptacdes frente a AEC e AES. Em ambos, ocorre o
aumento da quantidade total de miofibras. O alongamento prévio a escada vertical
sem carga extra reduz o diametro miofibrilar, acarreta maior complexidade
mionuclear e reduz a area intersticial. Por outro lado, a modalidade com sobrecarga
propicia 0 aumento do diametro miofibrilar do Tipo IIx, menor complexidade e area
intersticiais, e apresenta aumento da capacidade de carga.

Palavras-chave: Placa motora. Receptores colinérgicos. Plasticidade adaptativa.
Musculo estriado esquelético. Tecido Conjuntivo.



ABSTRACT

Skeletal muscle contraction depends on the proper communication between the
neuromuscular junction (NMJ) and the muscle. The NMJ morphology and the
characteristics of the belly muscle and the myofibers exhibit plasticities stimulus-
derived. The protocols proposed in this study promoted adaptations in the NMJ and
the belly muscle elements. This study aimed to describe the morphological changes
in the NMJ and the belly muscle of the gastrocnemius muscle of Wistar male rats
submitted to previous static stretching to vertical ladder modalities. Wistar male rats
with 60-days-old (n = 10) were divided into (S) Sedentary, (A) Stretched, (EC)
Vertical ladder without overload, (ES) Vertical ladder with overload, (AEC) Stretched
and vertical ladder without overload, and (AES) Stretched and vertical ladder with
overload. The animals were submitted to the protocols 3x/week for eight weeks. The
training session data were used for functional analysis and the samples were
processed for light microscopy and immunofluorescence techniques. The mass ratio
of S, EC, ES, and A groups showed no difference, while AEC and AES groups
resulted in lower values. The EC and ES groups demonstrated an increase in motor
endplate and reduced compactness, highlighting the EC group, and showed a
greater number of clusters and fragmentation. The A group showed a reduction in
motor endplate, increased compactness, and maintenance of the number of clusters
and fragmentation. Previous static stretching to vertical ladder modalities (AEC and
AES groups) revealed an increase in motor endplate, highlighting the AES group,
and lower number of clusters and fragmentation index, though the compactness
increased for AEC and decreased for AES. The cross-sectional area (CSA) of
myofibers Type lla increased in the EC and ES groups, Type lIx increased in the
AES group, and the myofibrillar types (Type |, lla, and IIx) reduced in the A and AEC
groups. The EC, A, AEC, and AES groups demonstrated Type lIx predominance,
while the ES group showed Type lla predominance. Furthermore, the AEC and AES
groups demonstrated an increase in the myofibers’ total quantity. The ES and AEC
groups demonstrated higher myonuclear complexity, the EC and AES groups
revealed lower interstitial complexity, and the A group showed a reduction in the
myonuclear and interstitial complexities. Moreover, there was a reduction of the
interstitial area in the EC, ES, A, AEC, and AES groups. Functional analysis showed
a reduction in time for EC, ES, AEC, and AES groups, and a reduction in movements
for EC, ES, and AEC groups. The maximum loaded carrying test (MLCT) revealed
an increase in work for ES and AES, highlighting the ES group. We concluded that
the previous static stretching to vertical ladders modalities demonstrated an increase
in the motor endplate and a reduction in fragmentation, but the AEC and AES groups
demonstrated different adaptations in the percentage of acetylcholine receptor
clusters in the motor endplate. There was an increase in the myofibers’ total quantity
in both groups (AEC and AES). Previous static stretching to the vertical ladder
without overload reduced the myofibrillar diameter, triggered an increase in the
myonuclear complexity, and reduced the interstitial area. In contrast, the previous
static stretching to the vertical ladder with overload increased the myofiber Type IIx
diameter, reduced the interstitium’ area and complexity, and demonstrated an
increase in load capacity.

Keywords: Motor endplate. Cholinergic receptors. Physiological Adaptation. Skeletal
muscle. Connective Tissue.
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1 INTRODUCAO

O musculo estriado esquelético é essencial para a acdo do movimento do
sistema locomotor (CARDOZO; GRAHAM, 2017). Este o6rgdo € formado por
miofibras organizadas em feixes, através da associa¢do com os tecidos conjuntivos:
endomisio, perimisio e epimisio (PURSLOW, 2020). Associado as miofibras estéo
dispostas inervacbes do sistema nervoso periférico, que sdo essenciais para a
transmissdo do potencial de acdo que resulta na contracdo muscular (MUKUND;
SUBRAMANIAM, 2020).

A contracdo muscular ocorre a partir do estimulo nervoso na regido central
das miofibras, via juncdo neuromuscular (JNM), na qual a placa motora € formada
por dobras juncionais, contendo aglomerados (clusters) de receptores de
acetilcolina (AchR) no topo de suas cristas (EGUCHI et al., 2020) (Figura 1). Com
base na técnica de imunofluorescéncia, é possivel localizar e realizar a analise das
dimensdes da placa motora (JONES et al., 2017b), e esta apresenta relevancia
cientifica, visto que a placa motora possui plasticidade morfolégica nos diferentes
estagios de desenvolvimento (MECH et al., 2020) e musculo-especifica decorrente
da pratica de exercicios fisicos (DESCHENES et al., 2016).

O exercicio fisico promove adaptac6es no proteoma muscular através da
alteracdo da atividade enzimética, do aumento da concentracdo de adenosina
trifosfato (ATP), glicogénio e triglicerideos, e da reducao da formacao de lactato; de
modo especifico, 0 treinamento com sobrecarga aprimora a transmissao dos
estimulos nervosos e a producdo de forca (KRAEMER et al.,, 2017). O uso da
sobrecarga tem a capacidade de recrutar rapidamente as miofibras Tipo Il e
proporciona a hipertrofia dessas miofibras, através do estimulo da sintese proteica
e da ativacdo das células satélites (CSs) (DOUGLAS et al., 2017).

O treinamento fisico com sobrecarga promove o aumento da flexibilidade
muscular; ndo obstante, treinos especificos de flexibilidade também séo importantes
para a autonomia e a manutencdo da saude do individuo (LEITE et al., 2015).
Dentro dos treinos de flexibilidade, o alongamento estatico € reconhecido como um
fator positivo frente ao risco de lesdo muscular, e seu uso prévio ao treinamento
fisico é amplamente difundindo entre os praticantes de atividades fisicas
(TRAJANO; NOSAKA; BLAZEVICH, 2017).
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Dentre os estudos experimentais, os roedores constituem um modelo valido
para a compreensdo das adaptacdes morfolégicas, visto que sdo modelos de
organismo inteiro pertencente aos mamiferos, com acessivel manipulacdo genética
e rapida avaliacdo anatdbmica (STRICKLAND; SMITH, 2016). No presente estudo o
modelo animal escolhido foram ratos da linhagem Wistar e o musculo alvo foi o
gastrocnémio que, de acordo com Butler e Dominy (2016), promove a forca de
propulséao.

Os efeitos da pratica das diversas categorias de treinamento fisico sao
explorados por pesquisas cientificas quanto ao tipo de exercicio e sua influéncia na
qualidade de vida em diferentes faixas etarias. Diante disso, o0s principais efeitos do
alongamento estatico e sua associacao prévia as modalidades de escada vertical
na JNM e nos elementos que compdem o ventre muscular serdo apresentados

nessa pesquisa.

1.1 Reviséao Bibliogréfica

1.1.1 Juncdo Neuromuscular (JNM)

Nos mamiferos, a JNM é formada pela associacdo do nervo terminal pré-
sinaptico proveniente do sistema nervoso periférico, da regido pos-sinaptica
muscular e da célula de Schwann perisinaptica; a qual, esta ultima, se caracteriza
como nao mielinizada, circunda parcialmente o componente pré-sinaptico e o sulco
sinaptico, e contribui para o crescimento e manutencdo da JNM e dos nervos
terminais (Figura 1) (KO; ROBITAILLE, 2015).

Nos nervos terminais existem zonas ativas de liberacdo de vesiculas
sinapticas contendo neurotransmissores, de forma que estas zonas ativas atuam no
agrupamento das vesiculas, recrutam canais idnicos de calcio dependente de
voltagem para a regido pré-sinaptica e contribuem com a plasticidade da sinapse;
além disso, possuem morfologia alongada e estdo dispostas de forma alinhada e
oposta com o0s receptores especificos de neurotransmissores presentes na
superficie muscular pés-sinaptica (Figura 1) (SUDHOF, 2012).

A partir da liberacdo do neurotransmissor acetilcolina (Ach) no sulco
sinaptico, essas proteinas difundem, se ligam aos aglomerados (clusters) de AchR

na regido pos-sinaptica, promovem a despolarizagdo da membrana muscular e
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desencadeiam o potencial de acdo que resulta na contracdo muscular (BURDEN;
HUIJBERS; REMEDIO, 2018).

Figura 1 — Esquema ilustrativo da juncéo neuromuscular.

Regido pré-sinaptica

Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Esquema ilustrativo da jungdo neuromuscular. A
regido pré-sinaptica é formada pelo nervo terminal (N) e pela célula de Schwann
perisinaptica (Sp), que circunda parcialmente o nervo terminal e o sulco sinaptico (Ss). Nas
zonas ativas (seta) do nervo terminal (N), ocorre o agrupamento de vesiculas sinapticas (v)
contendo neurotransmissor acetilcolina (Ach). Com a transmissdo do estimulo nervoso,
ocorre a fuséo das vesiculas sinapticas (v) & membrana do nervo terminal (N), a liberagéo
e difusdo da Ach (cabeca de seta) no sulco sinéptico (Ss). Posteriormente, a Ach (cabeca
de seta) é reconhecida pelos receptores de acetilcolina (AchR) (*) da regido pds-sinaptica,
localizada na miofibra (M). A regido pds-sinaptica é compreendida pela placa motora, a qual
é formada por sulcos (Su) e cristas (Cr), e se localiza na superficie da miofibra (M). No topo
das cristas estéo dispostos aglomerados (clusters) de AchR (*).

A matriz extracelular (MEC) contribui para o desenvolvimento sinaptico
através da via de acdo molecular que envolve as proteinas Agrin—Lrp4—MuSK-
Dok7—Rapsyn: na qual a Agrin, localizada na lamina basal pré-sinaptica, forma um
complexo com Lrp4 e MuSK, ambas proteinas transmembranas da lamina basal
pos-sinaptica, e com Dok7 (presente no meio intracelular muscular). Esse complexo
possui a funcdo de promover a fosforilagdo da tirosina de MuSK e permitir a

aglomeracao dos AchR, através do processo especifico de ubiquitinacdo entre as
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unidades de AchR promovido pela Rapsyn. Dessa forma, esse complexo proteico
atua na formacao, na manutencao, na diferenciacao pds-sinaptica, na ancoragem e
na aglomeracao dos AchR (BURDEN; HUIJBERS; REMEDIO, 2018).

Durante o desenvolvimento da morfologia da placa motora existem estagios,
no qual o primeiro é caracterizado por aglomerados dispersos de AchR até a 172
semana embrionéria (Figura 2l), assume a forma de placa oval ou redonda até o
nascimento do individuo (Figura 2ll), apresenta aumento da area sinaptica na
primeira semana pos-natal (Figura 211l) e exibe o remodelamento da estrutura para
a forma semelhante a pretzel ao final da segunda semana pdés-natal (Figura 21V)
(MARQUES; CONCHELLO; LICHTMAN, 2000).

Figura 2 — Esquema ilustrativo do desenvolvimento da morfologia da placa motora

da juncdo neuromuscular.

AchR dispersos AchR em placa Aumento da area Forma semelhante
sinaptica a “pretzel”
T T T T
17% semana Nascimenio 1? semana 2° semana
embrionarna pds-natal pbs-natal

Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Esquema ilustrativo do desenvolvimento da
morfologia da placa motora da jungédo neuromuscular. (I) Os AchR (cabeca de seta) ficam
dispostos em aglomerados dispersos na miofibra (M) até a 172 semana embrionaria. (Il) Os
AchR assumem a forma de placa (cabeca de seta) na miofibra (M) até o nascimento do
individuo. (lll) Ocorre 0 aumento da area sinaptica da placa motora (cabeca de seta) na
miofibra (M) até a 12 semana pés-natal. (IV) Na superficie da miofibra (M), a placa motora
(cabeca de seta) se reorganiza e apresenta a forma semelhante a pretzel ao final da 22
semana poés-natal.

As regides pré e pos-sinapticas da JNM adulta possuem plasticidade de
acordo com estimulos externos recebidos, de forma que a modalidade fisica e a
forma de realizacdo do movimento exercem influéncia nas adaptacdes promovidas

nessa regido de interacdo entre nervo periférico e tecido muscular estriado
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esquelético; entretanto, essas modifica¢cdes sdo musculo-especificas (NISHIMUNE;
STANFORD; MORI, 2014).

Um estudo prévio demonstrou que o musculo gastrocnémio, submetido ao
treinamento em esteira motorizada, apresentou aumento do numero de genes
expressos relacionados ao funcionamento e desenvolvimento da JNM, tais como o
Receptor 6 da efrina tipo A (EphA6), proteina tirosina receptor fosfatase p (Ptprm)
e a catenina alfa (Ctnnal); o aumento de transcritos de protocaderinas envolvidas
na formacao da sinapse (Pcdhl, 12, 17, 18), de proteinas relacionadas aos AchR
(Proteina quinase C (PkC) e proteina tirosina quinase 6 (Ptk6)) e na reducao de
transcritos associados ao crescimento neuronal (Fator de troca de nucleotideos da
guanina (Vav2)) (FERRAIUOLO et al., 2009). Ndo obstante, apés a meta analise
dos efeitos morfoldgicos do treinamento com sobrecarga, foi observada que essa
intervencdo acarretou aumento da area total da placa motora das fibras rapidas
(KRAUSE NETO et al., 2015).

1.1.2 Mdsculo Estriado Esquelético

O tecido muscular estriado esquelético é formado por células cilindricas,
longas e multinucleadas, que possuem a capacidade de realizar movimentos de
contracdo e relaxamento muscular, a partir da inducéo de estimulos oriundos dos
neurénios motores, via JNM (GONZALEZ-FREIRE et al.,, 2016). As fibras
musculares podem apresentar metabolismo oxidativo (Tipo 1), glicolitico (Tipo IIx)
ou ambos (Tipo lla); no entanto, a plasticidade da composicdo miofibrilar esta
relacionada com a carga mecanica, que resulta na hipertrofia, e com a frequéncia
do impulso nervoso e vias de sinalizacao intracelular, que promovem a mudanca no
padrao da fibra adulta (QAISAR; BHASKARAN; VAN REMMEN, 2016).

Em relacdo a sua constituicdo, as fibras musculares sdo compostas por
miofibrilas e formadas por sarcémeros seriados (RASSIER, 2017). A morfologia do
sarcdOmero é delimitada por dois discos Z, composto por filamentos de actina e
miosina associados com nebulina e titina, respectivamente, além de proteinas que
auxiliam a estrutura e funcéo como troponina, tropomiosina, obscurina e proteina C
de ligacdo a miosina (MyBP-C); por conseguinte, os sarcomeros sdo as menores
unidades contrateis do musculo (LIN; SONG; SADAYAPPAN, 2017).
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Existem duas teorias para a realizacao da contracdo muscular nas unidades
contrateis: (a) pelo deslizamento e sobreposi¢do dos filamentos de actina e miosina,
e (b) que o deslizamento dos filamentos é propiciado pela rotacdo de pontes
cruzadas entre os filamentos (RASSIER, 2017). Portanto, a sobreposicdo dos
filamentos produz for¢a de forma proporcional e, concomitantemente, a estrutura
sarcomérica seriada, os filamentos intermediarios e os discos Z, estabilizados pela
titina, coordenam e compartilham a forca gerada, além de manter os comprimentos
dos sarcomeros durante o alongamento muscular (JOUMAA et al., 2018).

Adjacente ao musculo, os tecidos conjuntivos como os tenddes, 0s
ligamentos e o tecido conjuntivo intramuscular sdo essenciais para o crescimento,
diferenciacéo, desenvolvimento e auxilio na regeneracao muscular frente as lesoes;
sobretudo, inerente as miofibras esta a camada de tecido conjuntivo endomisio, 0
qual expressa a quimiocina 12 do C-X-C motif (CXCL12), que auxilia no
recrutamento e na fusdo de células satélites (CSs) na regido da lesdo muscular
(NASSARI; DUPREZ; FOURNIER-THIBAULT, 2017).

No presente estudo o musculo gastrocnémio foi utilizado para analisar e
compreender as alteracdes morfoldgicas propiciadas por diferentes estimulos
externos. O musculo gastrocnémio é formado pelos ventres medial e lateral, com
extremidades proximais nos condilos femorais medial e lateral, respectivamente
(CAZEAU; STIGLITZ, 2014). Trata-se de um musculo superficial composto por
fibras Tipo Il, localizado na regido posterior da perna, os ventres formam uma
aponeurose na extremidade distal que se estende ao tend&do calcaneo e exerce
funcdo na flexao plantar, na marcha, na propulsdo, no balanco e auxilia na flexao
do joelho (DAYTON, 2017).

1.1.3 Alongamento Estatico

O alongamento estatico € uma prética fisica difundida entre atletas e
praticantes de treinamento fisico, com o intuito de melhorar a amplitude articular da
regiao alvo e reduzir o risco de lesGes, na qual o musculo ou grupamento muscular
de interesse é alongado por um periodo curto de tempo (BEHM et al., 2015). Além
disso, o alongamento estatico é incorporado em exercicios de aquecimento prévio
ao treinamento fisico (BEHM et al., 2021). Essa pratica possui a capacidade de

reduzir a rigidez muscular, contudo, a duracdo do alongamento estatico e a
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arquitetura muscular afetam os resultados obtidos (KONRAD; STAFILIDIS; TILP,
2017).

O periodo necessério de execucdo do alongamento estatico para que ocorra
o0 aumento da flexibilidade muscular tem caracteristica musculo-especifica; contudo,
em um estudo conduzido em humanos, o periodo de cinco minutos de alongamento
estatico conseguiu promover aumento da amplitude de movimento nos musculos
quadriceps, biceps femoral, semitendinoso, semimembranoso, gastrocnémio e
s6leo (TAKEUCHI; TSUKUDA, 2019). Em um estudo realizado com humanos, o uso
do protocolo de alongamento estatico de 10 repeticbes de 30 segundos, com o
volume total de 300 segundos, foi capaz de garantir os efeitos na amplitude de
movimento e de manter a intensidade toleravel ao individuo (MATSUO et al., 2019).
Entretanto, em humanos, o alongamento estatico aparenta ser uma pratica que
compromete a geracao de forca muscular quando realizado em periodo superior a
60 segundos (CHAABENE et al., 2019).

Em estudos experimentais, o alongamento causa uma diversidade de efeitos
na vascularizacdo, nas fibras musculares, nos sarcobmeros em série e no tecido
conjuntivo intramuscular. Em ratos jovens, a pratica do alongamento induziu a
angiogénese, o aumento do volume microvascular e a expressao do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (HOTTA et al., 2018). Em relacédo as fibras
musculares, o alongamento foi capaz de aumentar o comprimento da fibra e reduzir
0 numero de sarcdmeros no musculo gastrocnémio (PEIXINHO et al., 2014).

A quantificagdo dos sarcomeros em série demonstrou resultados
diversificados visto que, no masculo séleo, essa pratica induziu a sarcomerogénese
em ratos saudaveis submetidos a 10 repeticdes de alongamento estatico passivo
de 1 minuto, com 30 segundos de intervalo, por 10 e 15 dias (PEVIANI et al., 2018).
Contudo, o musculo séleo submetido ao alongamento de 30 segundos, com
intervalo de 30 segundos, por trés dias consecutivos, revelou resultados contrarios
ao indicar que a intervencdo de alongamento ndo promoveu alteragdes no nimero
e no comprimento dos sarcémeros em série (BERTOLINI; BARBIERI; MAZZER,
2009).

O alongamento é uma intervencao eficiente na modulacdo do tecido
conjuntivo intramuscular. Em ratas idosas, o efeito agudo do protocolo de
alongamento estético de 4 repeticbes de 1 minuto, com 30 segundos de intervalo,

por trés sessodes, resultou em modificacdes na distribuicdo dos tipos de colageno,
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provocou a reducdo da area de colageno tipo | e aumento da &rea do tipo Il, além
de demonstrar reducéo da area de secc¢dao transversa das fibras musculares (ZOTZ
et al., 2016). Além disso, o0 uso terapéutico do alongamento apés a imobilizacéo de
sete dias, em ratos de 21 dias de idade, revelou a reducéo dos niveis de colageno
tipo IV (GIANELO et al., 2016). Em contrapartida, em ratos denervados, essa pratica
se mostrou capaz de aumentar a proliferacéo do tecido conjuntivo e contribuir com
a fibrose (FATURI et al., 2016).

Sob o ponto de vista da estrutura celular e das CSs, o0 alongamento mecanico
in vitro atuou na modulacao e direcionamento do citoesqueleto, na ativacao de CSs
através da via de acao molecular da Calmodulina-nNOS-NO-MMP2-HGF-cMet, que
resultou na regulacdo da massa muscular estriada esquelética, devido ao estimulo

da sintese proteica e da proliferacdo dos mioblastos (WANG et al., 2020).

1.1.4 Escada vertical

A escada vertical € um modelo experimental de treinamento resistido
amplamente utilizado, visto que € um equipamento de facil construgcédo, os animais
adaptados realizam, principalmente, contragdo concéntrica e sao capazes de
realizar o treinamento sozinhos, o que reduz a necessidade de reforco do
comportamento; inclusive, a intensidade do treino pode ser modificada através da
carga, do numero de escaladas e de repeticdes (KRAUSE NETO et al., 2016).

O treinamento em escada vertical realizado com sobrecarga mostrou a
capacidade de alterar as caracteristicas da JNM dos musculos plantar e extensor
longo dos dedos (EDL) (DESCHENES et al, 2016), do mduasculo séleo
(DESCHENES et al., 2000), ambos em ratos jovens, e dos musculos séleo e plantar
em ratos idosos (KRAUSE NETO et al.,, 2017b, 2017a). Além disso, promoveu
aumento da massa muscular e da area de seccao transversa dos musculos reto
femoral, séleo, plantar e EDL (DUNCAN; WILLIAMS; LYNCH, 1998). Estudo recente
demonstrou que os sarcomeros da juncdo miotendinea apresentaram alteracdes
morfoquantitativas distintas sob o treinamento em escada vertical realizado com e
sem sobrecarga adicional ao peso corporal de ratos Wistar adultos (ROCHA et al.,
2020b).

Considerando o treinamento resistido, este € constituido por um exercicio

com poucas repeticbes, que visa 0 estimulo da resisténcia muscular de um
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grupamento muscular especifico (MARZETTI et al., 2017). O treinamento resistido
compreende a movimentagao decorrente das contragdes concéntricas e excéntricas
promovidas pelas repeticbes musculares; além disso, as adaptacdes do sistema
nervoso, da morfologia e arquitetura muscular e da hipertrofia das fibras Tipo II,
devido ao aumento da sintese proteica, resultam em desenvolvimento de maior
forca muscular (DOUGLAS et al., 2017).

As respostas musculares a essa categoria de treinamento dependem de
variaveis como a carga, numero de repeticdes, tipo de exercicio, duracdo e
velocidade dos movimentos (SPIERING et al., 2008). Dentre os modelos animais,
0os roedores sdo sensiveis ao volume de treinamento, compreendido pela
multiplicacéo das séries, repeticdes e da carga utilizada, de modo que consiste de
uma caracteristica modulatoria do treinamento (LOURENCO et al., 2020).

A partir do estudo com diferentes volumes de treinamento conduzido em
humanos, existiu uma relagédo dose-dependente do volume de treino e a hipertrofia
das fibras Tipo Il, além de que o uso do volume moderado provocou 0 aumento da
espessura muscular (SCHOENFELD et al., 2016). Por outro lado, um estudo de
escada vertical realizada, com quatro e oito escaladas, com ratos Wistar revelou
gue o volume de carga menor resultou em hipertrofia sem alteracbes no proteoma
muscular, enquanto que o volume de carga maior ocasionou hipertrofia e reducéo
da quantidade de proteinas relacionadas a sintese proteica, metabolismo de
carboidratos, defesa antioxidante e transporte de oxigénio (TIBANA et al., 2017).

A execucdo do treinamento sem carga extra € uma alternativa que demanda
de uso minimo ou nao necessita de equipamentos (KOTARSKY et al., 2018). Além
disso, é uma modalidade de exercicio que pode ser realizada em situacdes de
lockdown e de distanciamento social (FERREIRA-JUNIOR; FREITAS; CHAVES,
2020). Estudo conduzido com homens adultos saudaveis revelou que, mesmo com
baixa intensidade, o treinamento com peso corporal promoveu hipertrofia e aumento
na forca muscular nos musculos peitoral maior e triceps braquial (KIKUCHI;
NAKAZATO, 2017).

1.2 Justificativa

O treinamento resistido € reconhecido como um conjunto de atividades que

promovem a reducao do risco de doencas crbnicas, além de influenciar complexos
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arranjos estruturais, ultraestruturais, histoquimicos e morfométricos da JNM e do
ventre muscular. O estudo conduzido por Rocha et al. (2020b) demonstrou que
houve diferencas histoquimicas e morfométricas das fibras musculares em modelo
experimental submetido as diferentes modalidades de escada vertical, revelando
que a plasticidade desse componente depende da carga utilizada e exercicio
realizado.

A baixa infraestrutura requerida pelo treinamento sem carga extra a torna
uma forma acessivel de treinamento. Inclusive, estudos prévios analisaram que, 0
uso por individuos humanos saudaveis, promoveu hipertrofia e aumento da forca
muscular (KIKUCHI; NAKAZATO, 2017) e da espessura muscular (KOTARSKY et
al., 2018). Portanto, torna-se necessario investigar as plasticidades neuro-
musculares desencadeadas pelo uso dessa modalidade.

Por sua vez, o alongamento estatico é uma pratica fisica amplamente
utilizada e estudos experimentais revelaram sua capacidade de modulacdo dos
componentes musculares, tais como o tecido conjuntivo intramuscular e a inducéo
da sarcomerogénese. Desse modo, torna-se essencial a compreensdo das
adaptacdes na morfologia da JNM e nos componentes musculares frente ao
alongamento estéatico e a sua associa¢ao prévia as modalidades de escada vertical.

A relacdo neuro-muscular € uma interessante, complexa e relevante area de
investigacdo, ao se considerar a sua essencial funcdo no movimento e a
plasticidade de seus componentes diante de estimulos externos, inclusive, sendo
suscetivel ao exercicio fisico. No presente estudo, pretende-se compreender a
plasticidade da placa motora e as adaptacbes das miofibras e componentes do

ventre muscular que sao primordiais a contracdo muscular.
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2 OBJETIVO

Descrever as adaptacdes morfolégicas na juncado neuromuscular (JNM), nas
fibras musculares e na organizacao do ventre muscular de ratos Wistar submetidos

ao alongamento estéatico associado previamente as modalidades de escada vertical.

2.1 Objetivos especificos

a) Descrever e caracterizar a JNM dos diferentes grupos experimentais através do
método de imunofluorescéncia,;

b) Realizar a andlise das dimensfes da placa motora, através da mensuracdo do
diametro, area e perimetro da placa motora; da area, perimetro e niumero de
clusters de AchR; e obter a compacidade, area média por cluster e indice de
fragmentacado — através das imagens de imunofluorescéncia;

c) Realizar a analise morfométrica, area de seccao transversa, dos diferentes tipos
de fibras musculares — através da técnica de ATPase miofibrilar;

d) Quantificar o volume numérico dos diferentes tipos de fibras musculares e do
volume numérico total — atraves da técnica de ATPase miofibrilar;

e) Descrever 0s aspectos estruturais do ventre muscular através do método da
microscopia de luz, a partir das coloracdes de Hematoxilina-Eosina e Picro-sirius
red;

f) Determinar a complexidade de organizacdo mionuclear e de colageno intersticial
do ventre muscular - através de andlise da geometria da dimenséo fractal;

g) Realizar a andlise funcional do tempo, movimento e trabalho por sessdo de
treinamento em escada vertical - através dos dados registrados durante as
sessoes;

h) Realizar a analise funcional do trabalho inicial e final — através do teste de Carga

Méaxima Carregada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar sdo modelos animais
amplamente utilizados na pesquisa cientifica experimental, contudo, a relacdo entre
a idade de humanos e dos ratos ndo possui equivaléncia direta e apresentam
diferenca entre os periodos de desenvolvimento do animal (SENGUPTA, 2013). O
inicio do periodo reprodutivo e o comportamento dos animais mostraram que a
transicao do periodo puberal para a idade adulta se inicia, em média, apds 63 dias
do periodo poés-natal (SENGUPTA, 2013). Dessa forma, para o delineamento
experimental do presente estudo (Figura 3) foram utilizados 60 ratos Wistar, com 60
dias de idade, separados aleatoriamente em 6 grupos experimentais (n = 10):

a) Sedentario (S): os animais foram mantidos em gaiolas;

b) Escada vertical sem carga extra (EC): os animais foram submetidos ao
treinamento de escalada sem sobrecarga,

c) Escada vertical com sobrecarga (ES): os animais foram submetidos ao
treinamento de escalada com sobrecarga,;

d) Alongado (A): os animais foram submetidos ao alongamento estatico
passivo;

e) Alongado e Escada vertical sem carga extra (AEC): os animais foram
submetidos ao alongamento estatico passivo prévio ao treinamento de
escalada sem sobrecarga e;

f) Alongado e Escada vertical com sobrecarga (AES): os animais foram
submetidos ao alongamento estatico passivo prévio ao treinamento de
escalada com sobrecarga.

Todos os animais foram provenientes do Biotério Central da UNESP —
Campus de Botucatu — SP — Brasil. Foram mantidos em gaiolas com 5 ratos,
alocados no Biotério Setorial do Laboratério de Morfologia e Atividade Fisica do
Departamento de Educacéo Fisica, Instituto de Biociéncias, UNESP — Campus Rio
Claro — SP — Brasil, com temperatura controlada a 23+2°C, em fotoperiodo de 12h,
e com agua e racao balanceada ad libitum. Todos os procedimentos foram

aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA (Processo n°
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13/2019) do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista — Campus
de Rio Claro — SP — Brasil.

Figura 3 — Delineamento experimental.

Grupos Protocolos
S [ Mantido em gaiola
EC [ Escada vertical sem carga exira
ES [ Escada vertical com sobrecarga

Alongamento estatico passivo

AEC [ Alongamento prévio & escada sem carga extra

AES [ Alongamento prévio a escada com sobrecarga

3x por semana
>

8 semanas

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: Delineamento dos grupos experimentais. Grupos:
S: Sedentario; EC: Escada vertical sem carga extra; ES: Escada vertical com sobrecarga.
A: Alongado; AEC: Alongado e Escada vertical sem carga extra; AES: Alongado e Escada
vertical com sobrecarga. Os grupos EC, ES, A, AEC e AES foram submetidos aos
respectivos protocolos 3x por semana, intercalados com um dia de intervalo e, sem a
realizacdo dos protocolos aos finais de semana. O tempo de experimentacdo foi de oito
semanas, totalizando 24 sessdes e, ao final do experimento, foi realizado a eutanasia dos
animais (E) e coleta dos materiais biolégicos.

3.2 Protocolo de alongamento estatico passivo

Os animais dos grupos A, AEC e AES foram submetidos ao protocolo de
alongamento estatico passivo. O musculo gastrocnémio possui extremidades
proximais nos condilos femorais, e sua extremidade distal contribui para a formacao
do tendao calcaneo (CAZEAU; STIGLITZ, 2014). Dessa forma, a forca méaxima de
alongamento é obtida com o joelho em extensdo maxima e em dorsiflexdo plantar
(DAYTON, 2017). Para a execucao do protocolo, os animais tiveram a regiao
anterior imobilizada com o auxilio do contensor (Figura 4A), o joelho direito foi
mantido em extensdo maxima e foi aplicada forca manual (realizada pelo mesmo

executor durante todo experimento) na por¢ao plantar da pata posterior direita, com
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movimento de dorsiflexao da articulacéo talocrural (Figura 4B), seguido por repouso
na posicao articular neutra (Figura 4A). Cada sessao consistiu em 10 repeticdes de
30 segundos de alongamento, seguido por 30 segundos de intervalo (GIANELO et
al., 2016). Foi realizado 3x na semana, intercalados com um dia de intervalo e sem
a realizacédo dos protocolos aos finais de semana, por 8 semanas, totalizando 24

sessoes ao final do protocolo.

Figura 4 — Protocolo de alongamento estatico passivo.

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: A. A regido anterior do animal foi imobilizada com
auxilio de um contensor (*) enquanto a articulacao talocrural permanece na posic¢éao articular
neutra (seta). B. Contensor (*) imobilizando a regido anterior do animal e movimento de
dorsiflexdo da articulagéo talocrural (seta) da pata posterior direita.

3.3 Protocolos de escada vertical

Os protocolos de escada vertical foram realizados no equipamento de 1,1m
de altura, 80° de inclinagdo e com uma camara de alojamento localizada na parte
superior da escada (Figura 5A, B). Os animais dos grupos de treinamento de
escalada foram adaptados a escada vertical, através da realizacdo de cinco
escaladas por trés dias intercalados, com um dia de intervalo. Os grupos EC e AEC
foram adaptados sem carga adicional, enquanto os grupos ES e AES carregaram
um peso de chumbo equivalente a 50% da massa corpérea individual, fixado a
regido proximal da cauda. Além disso, os grupos AEC e AES foram submetidos ao
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alongamento estético passivo prévio ao treinamento de escada vertical sem carga

extra e com sobrecarga, respectivamente.

Figura 5 — Protocolo de escada vertical.

L

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: A. Treinamento de escalada vertical foi realizado
em equipamento de escada vertical (seta). B. Camara de alojamento (*) destinado para o
descanso do animal entre as escaladas.

3.3.1 Protocolo de escada vertical sem carga extra

Os animais dos grupos EC e AEC realizaram nove escaladas sem carga
extra, e permaneceram na camara de alojamento por 60 segundos de intervalo entre
as escaladas (NEVES et al., 2016; PIMENTEL NETO et al., 2020). O protocolo de
treinamento foi executado 3x por semana, intercalados com um dia de intervalo e
sem a realizacdo dos protocolos aos finais de semana, por oito semanas, e foi
finalizado ao completar 24 sessfes (TIBANA et al., 2017). Em cada sessao foram
coletados dados do n° de escaladas, o tempo e 0os movimentos da pata direita
anterior realizados para cada escalada.

Apés a finalizacdo do protocolo de treinamento, foram analisados os
trabalhos (T) realizados no decorrer das sessdes, com o auxilio do software Excel®.
Para isso, em cada sessao foi obtido o trabalho a partir da massa corporal em
gramas (MC), aceleracgédo da gravidade (9,8 m/s?) e altura da escada (1,1m), através

do céalculo matematico por escalada (Tescalada = MC x 9,8 x 1,1), e posteriormente,
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obtido o trabalho da sesséo através da somatoria dos Tescalada, amb0OSs expressos em
joules (J) (DROR et al., 2018).

3.3.2 Protocolo de escada vertical com sobrecarga

Os animais dos grupos ES e AES realizaram nove escaladas com
sobrecarga e permaneceram na camara de alojamento por 120 segundos entre as
escaladas. As quatro primeiras escaladas foram realizadas com o valor de 50%,
75%, 90% e 100% da massa corporal individual, e foram adicionadas 30g a cada
escalada (KRAUSE NETO et al., 2018; PIMENTEL NETO et al., 2020; SOUZA et
al., 2014). As sobrecargas foram construidas com pesos de chumbo referentes a
massa corporea individual, corrigidas semanalmente, e foram fixadas a regido
proximal da cauda. O protocolo de treinamento foi executado 3x por semana,
intercalados com um dia de intervalo e sem a realizacao dos protocolos aos finais
de semana, por oito semanas, e foi finalizado ao completar 24 sessdes (TIBANA et
al., 2017)

Em cada sesséo foram coletados dados do n° de escaladas, o tempo e 0s
movimentos da pata direita anterior realizados para cada escalada. Na 12 sesséo e
na 242 sessao foram realizados os Testes de Carga Maxima Carregada (TCMC)
(descrito na subsecédo 3.4). Apoés a finalizagdo do protocolo de treinamento, foram
analisados os trabalhos (T) realizados no decorrer das sessdes, com o auxilio do
software Excel®. Para isso, a cada sesséo individual foi obtido o trabalho a partir da
massa corporal em gramas (MC), sobrecarga (g), aceleracdo da gravidade (9,8
m/s?) e altura da escada (1,1m), através do calculo matematico por escalada
(Tescalada = (MC + sobrecarga) x 9,8 x 1,1), e posteriormente, obtido o trabalho
individual da sessao através da somatdria dos Tescalada, ambos expressos em joules
(J) (DROR et al., 2018).

3.4 Teste de carga maxima carregada (TCMC)

Os grupos ES e AES realizaram o TCMC em dois momentos: o teste pré,
realizado na 12 sessdo, e o teste pds, na 242 sessdo. A realizacdo desse teste
permitiu avaliar a carga maxima dos animais e quais as variagdes entre 0s grupos

experimentais de treinamento de escada vertical com sobrecarga. Em ambos o0s
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testes do TCMC, a escalada inicial foi realizada com adigéo de peso de chumbo
correspondente a 50% da massa corpOrea do animal, fixado a regido proximal da
cauda; foram adicionados 30g de peso de chumbo extra a cada escalada
completada, e os animais tiveram 120 segundos de intervalo entre as escaladas. As
escaladas foram realizadas até que o animal ndo conseguisse completar a escalada
apos trés tentativas (KRAUSE NETO et al., 2017b).

Para cada grupo experimental foram analisados os trabalhos (T) realizados no
em ambos os testes, com o auxilio do software Excel®. Para cada teste individual
foi obtido o trabalho, a partir da massa corporal em gramas (MC), sobrecarga (g),
aceleracdo da gravidade (9,8 m/s?) e altura da escada (1,1m), através do célculo
matematico por escalada (Tescaada = (MC + sobrecarga) x 9,8 x 1,1), e
posteriormente, obtido o trabalho individual da sesséo através da somatoria dos

Tescalada, ambos expressos em joules (J) (DROR et al., 2018).

3.5 Massa corporal

As massas corporais (MC) dos grupos foram mensuradas em balanca
semianalitica (Marte LC1®) a cada duas semanas: no inicio (baseline) da 12, 32, 52

e 72 semanas e ao final do experimento, para a obtencdo da massa corporal final.

3.6 Massa muscular

A massa muscular (MM) do gastrocnémio foi mensurada, apos a eutanasia,
com o auxilio de uma balanca semianalitica (Marte Cientifica®, AD330).
Posteriormente, foi obtida a relacdo da massa muscular dividida pela massa
corporal final (MM/MC) (HOTTA et al., 2018; SOUZA et al., 2014), com o auxilio do

software Excel®.

3.7 Eutanasia, coleta e armazenamento das amostras bioldgicas

Os animais (n = 10) de cada grupo experimental foram eutanasiados por
overdose de anestésico (Ketamina, 200 mg/kg, e Xilazina, 50 mg/kg, via
intraperitoneal), e em seguida, as amostras do ventre muscular do musculo

gastrocnémio direito foram dissecadas. As amostras foram revestidas em talco
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neutro (Tragacanth®, SIGMA), estabilizadas com cola biolégica (Meio Tissue Tek®
O.C.T., Sakura), alocadas em criomolde (Tissue-Tek® Cryomold®, modelo Standart,

Sakura), criofixadas em nitrogénio liquido e armazenadas no Freezer -80°C.

3.8 Microscopiade Luz

3.8.1 Histoquimica Miofibrilar — ATPase

As amostras do ventre do musculo gastrocnémio (n = 5) de cada grupo
experimental foram seccionadas em direcao transversal de 10 um de espessura,
com o auxilio de equipamento criostato (Leica CM1860 UV), no Laboratério de
Ecotoxicologia e Conservacao de Abelha (LECA), UNESP — Campus Rio Claro, SP,
Brasil.

Para a diferenciagéo dos tipos de fibras, as secc¢des foram processadas nos
pHs 4,3 e 9,4. Para o pH 4,3, as secc¢les foram pré-incubadas em uma solucéo
tampéo 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 solu¢édo contendo 15
mg de ATP, 15 mL de tampao glicina/NaCl/CaClz e 46,5 mg de Ditiotreitol (DTT).
Entdo, as laminas foram lavadas com &gua destilada, incubadas com cloreto de
cobalto a 2% por 7 minutos, novamente lavadas com agua destilada, desidratadas
em série de alcoois (70% a absoluto), finalizadas com xilol e montadas com
Entellan® (ROCHA et al., 2020b).

As imagens foram obtidas através do microscopio de luz (Axioskop 2, Zeiss,
Alemanha), através do software AxioVision (versdo 4.8.2. SP3 (08-2013)), no
Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletrénica Aplicada a Agricultura,
ESALQ — USP, Piracicaba, SP. A partir de imagens (n = 10 por grupo) com
ampliacdo de 200x, o numero de miofibras (Tipo I, lla, lIx e Total) foi manualmente
contado para analise do volume numérico miofibrilar (VN) (ROCHA et al., 2020a).
Posteriormente, a area de seccao transversa (AST) das miofibras Tipo |, lla e lIx (n
= 100 por tipo/grupo) foi mensurada com o auxilio do software ImageJ® (NIH,
Bethesda, MD, USA) (Figura 6) (DESCHENES et al., 2000; KRAUSE NETO et al.,
2018).
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Figura 6 — Reacgéo histoquimica de ATPase, identificacédo e delimitagdo da area de
seccéo transversa dos tipos miofibrilares.

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: Reacao histoquimica de ATPase, onde € possivel
identificar as miofibras Tipo | (escura), lla (clara) e lIx (intermediéria). Barra: 50 um. Em
destaque, a delimitagdo da miofibra Tipo I.

3.8.2 Técnicas de coloracao

Foram realizadas seccbes transversais de 10 um de espessura no ventre
muscular (n = 5) com o auxilio de equipamento criostato (Leica CM1860 UV), no
Laborat6rio de Ecotoxicologia e Conservacédo de Abelha (LECA), UNESP — Campus
Rio Claro, SP. As laminas de ventre muscular foram coradas com a técnica de
Hematoxilina-Eosina (HE), para a evidenciacdo dos componentes celulares
(CARDIFF; MILLER; MUNN, 2014), e para destaque do tecido conjuntivo associado
foi utilizado Picro-sirius red (PSR) (BHUTDA et al.,, 2017). As imagens (n = 16
imagens por grupo) foram obtidas com o auxilio do microscopio de luz (Axioskop 2,
Zeiss, Alemanha), através do software AxioVision (verséo 4.8.2. SP3 (08-2013)), no
Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletrénica Aplicada a Agricultura,
ESALQ — USP, Piracicaba, SP.

3.8.3 Analise da Dimenséo Fractal (DF)

A geometria da dimenséo fractal (DF) € uma relacdo entre a escala total da
imagem que pode ser medida e o valor mensurado; além disso é possivel
estabelecer essa relacdo a partir da similaridade de formas (Ds), e que pode ser
realizado pelo método de box counting, no qual os padrées da imagem sao

mensurados por quadrados de tamanhos decrescentes. Dessa forma, €
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estabelecido uma relacdo logaritmica entre o numero total de cada quadrado
necessario para cobrir a imagem (Nr) e os tamanhos especificos do quadrado (r)

<Ds = (l°g NT)), e o valor de DF é obtido pela inclinagdo da linha de regresséo

logr—1

entre esses valores (Figura 71) (KARPERIEN et al., 2008).

A partir dessa analise foi possivel estabelecer de forma indireta um valor para
complexidade das imagens histologicas, visto que cada imagem foi binarizada e
apenas a fase preta foi contabilizada (Figura 71I-V) (STANKOVIC et al., 2016). A
guantificacdo néo considera a textura e o valor de DF € expresso entre 0 e 2, onde
guanto mais préximo de 2, maior a complexidade de organizacao tecidual (CURY
et al., 2018; PACAGNELLI et al., 2016).

Figura 7 — Analise da dimensédo fractal dos mionucleos e intersticio do ventre
muscular.

f
8.0 R -
f

log (1 7}" 4 ’
Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: Analise da dimenséao fractal dos mionulcleos
intersticio do ventre muscular. (I) A dimenséao fractal (DF) por box counting € uma relacao
logaritimica entre o nimero total de quadrados necessarios para cobrir a imagem (log Nr,
no eixo y) e o tamanho do quadrado utilizado (log r, no eixo x). A partir dos pontos obtidos
dessa relacédo logaritimica (cabeca de seta), é estabelecida uma regressao linear (seta) e
a inclinacdo desta regressdo informa o valor da dimensdo fractal da imagem (em
destaque). Para a obtencdo do valor de DF mionuclear e intersticial, foram utilizadas
imagens de secc¢des transversais do ventre muscular coradas com HE (ll) e PSR (1V). As
imagens foram binarizadas para andlise dos mionudcleos (lll) e do intersticio (V), e apenas
a fase preta foi contabilizada para a determinacéo do valor da DF.

No presente estudo, para o estabelecimento da comparacdo da
complexidade tecidual entre 0s grupos experimentais, foi utilizado a analise da

dimenséo fractal pelo método de box counting, com o auxilio do plugin FracLac® do
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software ImageJ® (NIH, Bethesda, MD, USA) (Configuracdes: Use Binary; Lock
white background; Num G: 12; Series: Default Sample Sizes; Sizes: 0; Min size
(pixel): 0; Max (% of image): 45) (KARPERIEN; JELINEK, 2015). O valor de DF foi
expresso como unidade arbitraria (UA). Na coloracdo de HE foi analisada a
complexidade de organizacdo dos mionucleos, e com as imagens de PSR foram
analisados a complexidade de organizacdo do tecido conjuntivo associado e a

quantificacdo da area intersticial.

3.9 Imunofluorescéncia

As amostras do ventre muscular (n = 5) foram processadas em seccdes
longitudinais com espessura de 100 um em equipamento criostato (HM 505 E,
MICROM), no Laboratério de Morfologia, UNESP — Campus Rio Claro, SP. Os
cortes foram coletados em laminas silanizadas, lavados trés vezes com solugao
salina tamponada com fosfato (PBS), tratados com solucdo com 0,1% de Triton-X
e lavados trés vezes com PBS. Apés esta etapa, os cortes foram incubados
overnight a 4°C, em solugdo contendo rodamina conjugada com a-bungarotoxina
(BTX, Molecular Probes, Eugene), diluida a 1:600 em PBS, contendo 1% de
albumina sérica bovina (BSA). Posteriormente, as amostras foram lavadas trés
vezes com PBS, revestidas com Prolong® (Molecular Probes, Eugene, P36934), e
armazenadas em -20°C (ROCHA et al., 2020a).

As amostras foram examinadas por um Microscopio de Fluorescéncia
Olympus BX61 (Shinjuku, Japao), com um sistema 6ptico de fluorescéncia UIS2, no
Laboratério de Genética de Bactérias (LGB) — UNESP — Campus Rio Claro, SP,
Brasil. Para a observacédo da fluorescéncia da placa motora foi usado o filtro Texas
Red (excitagdo 596 nm / emissédo 620 nm). As imagens (n = 31 por grupo) foram
obtidas em uma camera monocromatica Orca-Flash 2.8 (Hamamatsu, Japao), com
o software CellSens v.11 (Olympus™) e ampliacdo de 1000x.

As analises morfométricas foram realizadas com o auxilio do software
ImageJ® (NIH, Bethesda, MD, USA). Para isso, o fluxo de trabalho foi utilizado para
definir as variaveis principais: (a) nimero de clusters de AchR; (b) area dos AchR e
(c) perimetro dos AchR, ambos delimitados pela regido fluorescente dos clusters de
AchR; (d) area da placa motora e (e) perimetro da placa motora, ambos delimitados

pela regido fluorescente e sem fluorescéncia da placa motora; e (f) diametro da



37

placa motora, obtido pelo maior diametro da placa motora (Figura 8) (JONES et al.,
2016).

Em seguida, as variaveis derivadas foram obtidas, sendo elas: (Q)

fragmentacao, obtido a partir do calculo (1 - (I/Nﬁmero de clusters de AchRs ) )

qgue gera um indice do estado da morfologia da placa motora, de estrutura solida
(valor proximo a 0) & estrutura altamente fragmentada (valor proximo a 1); (h) area
meédia de clusters de AchR, obtido pela divisdo da area dos AchR pelo niumero de
clusters de AchR; e (i) compacidade, valor percentual obtido pela divisdo da area
de AchR pela area da placa motora, e multiplicado o valor por 100 (Figura 8)
(JONES et al., 2016).

Figura 8 — Fluxo de trabalho utilizado para as variaveis principais e derivadas da

placa motora.

(f)

IX
N° de clusters Area de Area da placa
(a) AchRs (b) motora (d)
| I T I |
Fragmentagiio  Area média Compacidade
(@) de clusters (h) (i)

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: Fluxo de trabalho para a obtengéo das variaveis
principais e derivadas da placa motora. A partir da imagem de imunofluorescéncia da placa
motora (l), a imagem foi binarizada (Il), e os segmentos foram evidenciados (lIl) para a
contagem manual dos clusters de AchR (a). A imagem de imunofluorescéncia da placa
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motora (l) passou pelo processo de separacdo dos canais de cor RGB (vermelho, verde e
azul), e o canal vermelho (1V) foi utilizado para delimitar a regido com fluorescéncia (V), e
posteriormente, foi binarizado (VI) e aferido a area (b) e perimetro (c) dos AchR.
Subsequentemente, a regido da placa motora foi estabelecida (VII), foram obtidos a area
(d) e perimetro (e) da placa motora, e foi delimitado manualmente (VIII) o maior diametro
da placa motora (f). (IX) O fluxograma representa as variaveis principais (a, b e d) que
foram utilizadas para os calculos do indice de fragmentacdo da placa motora (g), a area
média de clusters de AchR (h) e compacidade da placa motora (i).

3.10 Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software GraphPad
Prism® 8.0.1. e para a determinagdo do tratamento estatistico adequado foram
consideradas a distribuicdo dos dados (distribuicdo gaussiana), a homogeneidade
da variancias e a dependéncia temporal (Figura 9). A normalidade de distribuicéo
dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk (alfa = 0,05), e as variaveis com
distribuicdo ndo normal foram analisadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis com pds-teste de Dunn (p<0,05).

Os dados com distribuicdo normal foram submetidos ao teste de
homogeneidade de variancia de Levene, a partir da subtragcdo dos valores
individuais pela mediana do grupo, e os resultados obtidos foram analisados pelo
teste ANOVA One-way (paramétrica). Caso o valor de p fosse baixo (p<0,05), a
amostra foi considerada sem homogeneidade e analisada pelo teste de Kruskal-
Wallis com pos-teste de Dunn (p<0,05). Por outro lado, se o valor de p obtido fosse
alto (p>0,05), a amostra foi considerada homogénea e submetida a anélise de
variancia ANOVA One-way com poés-teste de Bonferroni (p<0,05). Ainda, os dados
que verificaram a progressao intragrupo foram considerados como dados
dependentes e, dessa forma, foi escolhido o teste ndo paramétrico de Friedman

com poés-teste de Dunn (p<0,05).
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Figura 9 — Fluxograma da determinacdo do tratamento estatistico com base na

dependéncia temporal, na distribuicdo dos dados e na homogeneidade de variancia.

Dados obtidos

|| 1

Dados sem Dados com Teste nao parametnico
dependéncia dependéncia |—{ de Friedman com
temporal temporal pos-teste de Dunn
'
Analise de
normalidade
Shapiro-Wilk
T
[ 1
Distribui¢do Distribui¢@o| |Teste de homogeneidade
nao normal normal de Lelvene
| I 1
este Nao parametnco Amostra Amostra ndo
Kruskal-Wallis com homogénea homogénea
pés-teste de Dunn ]
Teste paramétrico Teste ndo

ANOVA One-way paramétrico de
com pos-teste de Kruskal-Wallis com

Bonferroni pos-teste de Dunn

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: Fluxograma da escolha do tratamento estatistico.
O teste ndo paramétrico de Friedman com pos-teste de Dunn foi utilizado para os dados
gue apresentaram dependéncia temporal. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com
pés-teste de Dunn foi utilizado para os dados independentes, com distribuigdo n&o normal
e nos dados com distribuicdo normal de uma amostra com variancia ndo homogénea. O
teste paramétrico ANOVA One-way com pés-teste de Bonferroni foi utilizado para os dados

independentes, com distribuicdo normal e com variancia homogénea.

Os tratamentos estatisticos realizados para todas as variaveis analisadas
no presente estudo estdo representados na Tabela 1. A andlise de variancia
ANOVA One-way (paramétrica) com poés-teste de Bonferroni foi utilizada para os
dados de massa corporal (MC) da 12, 32 52 e 72 semanas de treinamento, na
relacdo da massa muscular e da massa corporal (MM/MC), no volume numeérico
miofibrilar (VN) (Tipo lla e 1Ix) e Total, na dimenséo fractal mionuclear e intersticial
e no trabalho realizado na 82 semana de treinamento.

As analises da MC final, massa muscular, variaveis da placa motora
(diametro da placa, area e perimetro da placa, area e perimetro dos AchR,
compacidade, numero de clusters de AchR, area média de clusters de AchR e
indice de fragmentacao), area de secc¢ao transversa das miofibras (Tipo I, lla e
[Ix), volume numérico miofibrilar Tipo |, area intersticial e do trabalho da 12
semana de treinamento foram realizadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-

Wallis com pos-teste de Dunn. O teste ndo paramétrico de Friedman com pos-



40

teste de Dunn foi escolhido para a andlise dos dados de tempo e movimento das
semanas de treinamento e trabalho do TCMC.

Tabela 1 — Tabela dos tratamentos estatisticos utilizados para as variaveis

analisadas.
Tratamento estatistico
ANOVA One-way Kruskal-Wallis Friedman com
com poés-teste de com pos-teste pos-teste de
Bonferroni de Dunn Dunn
1aMC X
32 MC X
52 MC X
72 MC X
MC final X
MM X
MM/MC X
Diametro da X
placa
Area da placa X
Perimetro da X
placa
Area dos AchR X
Perimetro dos X
AchR
Compacidade X
N° de clusters de X
AchR
Area média dos X
clusters de AchR
indice de X
fragmentacéo
AST das X
miofibras
VN Tipo | X
VN Tipos lla e lIx X
VN total X
DF mionuclear X
DF intersticial X
Area intersticial X
Tempo X
Movimento X

T da 12 semana X
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T da 82 semana X
T do TCMC X

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: Tabela de tratamento estatistico utilizado nas
variaveis analisadas. As varidveis estdo listadas (coluna a esquerda) e o tratamento
utilizado esta assinalado (X). O teste paramétrico ANOVA One-way com pés-teste de
Bonferroni foi utilizado para a 12 MC, 32 MC, 52 MC, 72 MC, MM/MC, VN dos Tipos lla e lIx,
VN Total, DF mionuclear, DF intersticial e T da 8% semana. O teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn foi usado para a MC final, MM, didmetro da placa,
area da placa, perimetro da placa, area dos AchR, perimetro dos AchR, compacidade, n°
de clusters de AchR, area média dos clusters de AchR, indice de fragmentacdo, AST das
miofibras, VN do Tipo |, area intersticial e T da 12 semana. O teste ndo paramétrico de
Friedman com pdés-teste de Dunn foi utilizado para tempo, movimento e T do TCMC. MC:
massa corporal; MM: massa muscular; MM/MC: relacdo da massa muscular e massa
corporal; AchR: receptores de acetilcolina; N°: nimero; AST: area de seccao transversa,;
VN: volume numérico miofibrilar; DF: dimensdo fractal; T: trabalho; TCMC: teste de carga
maxima carregada.
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporal e muscular

A massa corporal foi mensurada em quatro periodos durante a execuc¢ao dos
protocolos, e os valores obtidos estdo expressos em média e desvio padrdo na
Tabela 2. A massa corporal da primeira semana (baseline) mostrou que os animais
de grupo S apresentaram valores menores em comparagdo com os grupos EC
(p<0,0001), ES (p<0,0001), A (p<0,001), AEC (p<0,01) e AES (p<0,001). Ao
decorrer da terceira, quinta e sétima semanas, foi possivel observar que, em todos
0S grupos, houve o aumento das massas corporais, e mesmo com valores
divergentes, ndo ocorreu diferencas estatisticamente relevantes. As massas

corporais finais dos grupos experimentais estao representadas na Tabela 3.

Tabela 2 — Médias e desvios padrdes da massa corporal dos grupos experimentais.

Grupos
Semanas S EC ES A AEC AES
12 217,2414.55 294+8,89****  305+£32,70***  280+21,85*** 273+15,17*  287,4+20,45***
32 297+31,02 335,6+16,35 343+36,01 339,6+19,46 313+18,92 325,8+£26,20
52 352+42,36 356,2+13,99 367,2+31,64 364,8+22,38 339,6+22,73 348,6+28,29
72 402,6+56,23 372,8+12,79 385,4+33,28 379+34,87 350£19,9 369,2+31,85

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: Valores expressos em média + desvio padrdo. As
médias das massas corporais estao expressas em gramas. No inicio da 12 semana de
treinamento (baseline) os animais do grupo S apresentaram menor massa corporal do que
os demais grupos. No entanto, no decorrer das semanas de treinamento, a massa corporal
entre 0s grupos nao apresentou diferenca significativa. S: Sedentario; EC: Escada vertical
sem carga extra; ES: Escada vertical com sobrecarga. A: Alongado; AEC: Alongado e
Escada vertical sem carga extra; AES: Alongado e Escada vertical com sobrecarga. O teste
paramétrico ANOVA One-way com pos-teste de Bonferroni foi utilizado para 128, 32, 52 e 72
semana. **AEC#S (p<0,01); **S#A, AES (p<0,001); ***S#£EC, ES (p<0,0001).

A Tabela 3 contém os dados obtidos da mensuragao da massa corporal final
(MC), da massa muscular (MM) e a relacdo entre ambas (MM/MC); todos expressos
em média e desvio padrdo. A MC final dos grupos revelou que o grupo S apresentou
valores significativamente maiores em comparacdo a AEC (p<0,01); além disso,
apresentou valores maiores do que EC, ES, A e AES (p>0,05). A MM dos grupos

AEC (1,029g) e AES (1,26g) demonstraram valores menores em comparagéo com o
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grupo S (p<0,001 e p<0,05, respectivamente). Os grupos EC, ES e A revelaram
valores similares, com médias entre 1,70g a 1,799, enquanto que 0 grupo S
apresentou a média de 1,99¢; contudo, essas diferencas ndo foram significativas
(p>0,05).

Considerando a diferenca entre a MC e MM dos grupos experimentais, a
relacdo entre ambas (MM/MC) revelou um resultado normalizado, no qual ainda
houve a predominéncia das diferencas para os grupos de alongamento estético
associado previamente as modalidades de escada vertical. O grupo AEC
apresentou valores menores em relacado aos grupos S (p<0,01), EC e A (ambos
com p<0,001); enquanto que o grupo AES demonstrou diferenca significativa com
0 grupo A (p<0,05). Além disso, o grupo AEC (2,72mg g*') apresentou valores
menores do que 0 AES (3,22mg g1), mas sem diferenca estatistica (p>0,05). Apesar
do grupo S indicar maior MC e MM, a relacao entre esses dois dados séo similares
nos grupos S (4,23mg g*?) e ES (4,23mg g?), e maiores nos grupos EC (4,53mg g
e A (4,4mg g1), todos com p>0,05.

Tabela 3 — Médias e desvios padrdes da massa corporal final, massa muscular e

da relacdo MM/MC dos grupos experimentais.

Grupos

S EC ES A AEC AES

MC (g) 471,6+36,62 395,2+19,40 405,4+38,95 399,4+16,12 372,2+15,64* 388+24,27
MM (g) 1,99+0,09 1,79+0,18 1,70+0,08 1,75%0,23 1,02+0,13**  1,26+0,37*

MM/MC
(ma g 4,23+0,31** 4,53+0,38 4,23+0,4 4,4+0,64 2,72+0,24**  3,22+0,81*

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: Valores expressos em média * desvio padrdo. MC
(9): Massa corporal final em gramas; MM (g): Massa muscular em gramas; MM/MC (mg g
1) relacédo entre a MM e a MC, expressa em miligramas por gramas. Os grupos
experimentais apresentaram reducao da MC final, com destaque para o grupo AEC. Além
disso, 0s grupos experimentais apresentaram menor MM, com destaque para 0S grupos
AEC e AES. Contudo, a relagdo MM/MC revelou que os grupos EC e A apresentaram
maiores valores, o grupo ES foi similar ao S, e houve menores valores para o AEC e AES.
S: Sedentario; EC: Escada vertical sem carga extra; ES: Escada vertical com sobrecarga.
A: Alongado; AEC: Alongado e Escada vertical sem carga extra; AES: Alongado e Escada
vertical com sobrecarga. O teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn
foi utilizado para a MC final e para a MM, enquanto que o teste paramétrico ANOVA One-
way com poés-teste de Bonferroni foi utilizado para os dados de MM/MC. MC: **AEC#C
(p<0,01); MM: *AES#C (p<0,05); *AEC#C (p<0,001); MM/MC: *AES#A (p<0,05); **AEC#S
(p<0,01); **AEC#EC, A (p<0,001).
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4.2 Junc&o Neuromuscular

A imunomarcacdo dos AchR da placa motora revelou as caracteristicas
morfologicas de cada grupo experimental. O grupo S demonstrou morfologia circular
com clusters globulares demarcados. O EC apresentou clusters dispersos e maior
area interna sem fluorescéncia, enquanto que o ES revelou tamanho menor, com
formato elipsoide e intensa fluorescéncia nos clusters presentes na porgéo externa
da placa motora. Nos grupos A e AEC, os AchR presentes no tecido muscular
mostraram pequeno tamanho com clusters globulares evidentes. O AES apresentou
maior regido de imunomarcacao e clusters globulares delimitados (Figura 10).

A andlise do didametro da placa motora demonstrou que 0s grupos S
(31,44+7,39 um), A (31,73+6,06 um), ES (32,43+7,17 um) e AEC (32,97+6,69 pum)
possuem diametros similares (p>0,05). Os grupos EC (35,80£7,45 pum) e AES
(37,28£9,23 pm) apresentaram os maiores diametros, no entanto, as comparagdoes
intergrupos nédo revelaram diferencas (p>0,05) (Figura 10I).

O perimetro dos AchR do grupo EC apresentou valores maiores do que S
(43,81%, p<0,05), ES (28,75%, p>0,05) e AEC (43,42%, p<0,05). Em comparagéo
a S, o ES apresentou valor maior (11,70%, p>0,05) e o grupo A apresentou
perimetro 11,52% menor (p>0,05). No grupo AEC foi encontrado valores maiores
do que S (0,27%, p>0,05) e A (13,32%, p>0,05); por outro lado, o AES revelou
percentuais maiores que S (39,26%, p>0,05), ES (24,68%, p>0,05), A (57,39%,
p<0,01) e AEC (38,89%, p>0,05) (Figura 10lI).

O perimetro da placa motora revelou que os valores de EC foram maiores do
que S (20,72%), ES (5,73%) e AEC (13,05%), enquanto que o grupo ES possuiu
comprimento maior em 14,18% em relacdo a S e 2,94% menor em comparacao a
AES; porém, sem diferenca estatistica (p>0,05). Em comparacdo a S, o grupo A
apresentou reducéo (8,79%, p>0,05), e o AEC (6,78%, p>0,05) e AES (17,64%,
p>0,05) apresentaram aumento deste parametro. Em relacdo a A, houve aumento
de 17,08% (p>0,05) e 28,98% (p<0,05) para AEC e AES, respectivamente. Ainda,
0 AES foi 10,16% (p>0,05) maior do que AEC (Figura 10IlI).

A area dos AchR demonstrou que, comparado a S, o EC (4,55%), AEC
(4,81%) e AES (26,17%) apresentaram valores maiores, enquanto que no ES
(4,06%) e A (13,08%) houve a reducéo da area dos AchR; contudo, sem diferenca

estatistica (p>0,05). O grupo EC exibiu maior area de receptores do que ES (8,98%,
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p>0,05) e menor do que AEC (0,25%, p>0,05). Em relacdo a A, o AEC e AES
apresentaram percentuais maiores, 20,58% (p>0,05) e 45,15% (p<0,05)
respectivamente; ademais, o grupo AES foi 20,37% e 31,51% (ambos com p>0,05)
maior do que AEC e ES, respectivamente (Figura 101V).

A é&rea da placa motora revelou que, em comparagdo a S, no grupo A foi
observado a reducgéo de 11,98% (p>0,05), e nos grupos ES, AEC e AES ocorreu o
aumento em 8,48%, 3,62% e 30,30%, respectivamente; todos sem diferenca
estatistica (p>0,05). Ainda, EC apresentou valores maiores do que S (17,41%,
p>0,05), ES (8,23%, p>0,05) e AEC (13,30%, p>0,05). Em relagcéo ao grupo A, o
AEC (17,73%, p>0,05) e AES (48,05%, p<0,01) apresentaram placas motoras com
areas maiores; além disso, o AES foi 20,12% (p>0,05) e 25,75% (p>0,05) maior do
que ES e AEC, respectivamente (Figura 10V).

A compacidade da placa motora revelou que os grupos EC (77,74%), ES
(79,07%) e AES (82,16%) obtiveram as menores porcentagens, enquanto que 0 S
(83,47%), A (83,51%) e AEC (85,27%) demostraram valores crescentes desse
parametro. A comparacdo intergrupos revelou que AEC apresentou valores de
compacidade maiores do que EC (p<0,05), enquanto as demais comparacdes nao
revelaram diferencga (p>0,05) (Figura 10VI).

A guantificacdo manual do nimero de clusters de AchR demonstrou que os
grupos S (1,19+0,60), AEC e AES (ambos com 1,19+0,48) apresentaram médias
semelhantes, enquanto que os grupos A (1,42+1,31), ES (1,58+1,09) e EC
(1,94+1,61) resultaram em maior numero de clusters e amplo desvio padrédo; porém,
sem diferenga estatistica (p>0,05) (Figura 10VII).

A partir da obtencdo do numero de clusters e da area dos AchR foi possivel
calcular a area média dos clusters de AchR. Em comparacéo a S, o EC (6,37%,
p>0,05), ES (15,84%, p>0,05), A (12,61%, p>0,05) e AEC (0,52%, p>0,05)
demonstraram valores menores, enquanto que AES apresentou area media maior
(19,73%, p>0,05). O EC foi maior do que ES (11,25%, p>0,05) e o AEC foi 6,24% e
13,83% (ambos com p>0,05) maior do que EC e A, respectivamente. Ainda, o AES
resultou em area meédia maior do que ES (42,26%, p<0,05), A (36,99%, p>0,05) e
AEC (20,35%, p>0,05) (Figura 10VIII).

O indice de fragmentacgé&o da placa motora indicou que o S apresentou menor
indice de fragmentacédo (0,07+0,20), seguido pelos grupos A (0,09+0,25), AEC e
AES (ambos com 0,09+0,20), enquanto que os grupos ES (0,20+0,29) e EC
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(0,231£0,34) revelaram os maiores indices de fragmentacdo; contudo, todas as
comparacdes ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) (Figura 10IX).

Figura 10 — Imunomarcacdo e morfometria da placa motora dos grupos

experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora Legenda Imunormarcacao da placa motora (coluna a
esquerda) revela as morfologias distintas observadas nos grupos experimentais, no qual
no grupo S apresentou morfologia circular, o grupo EC mostrou clusters dispersos, ES
revelou tamanho menor com formato elipsoide, os grupos A e AEC mostraram pequeno
tamanho com clusters globulares evidentes, enquanto o AES apresentou maior regido de
imunomarcacéo e clusters globulares delimitados. Barras: 5 um. Os graficos |, 11, lll, IV, V,
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VI e VIl foram expressos em média = desvio padréo. Os gréaficos VIl e IX foram expressos
em heat map. I. Didmetro da placa motora (um) revelou aumento nos grupos EC e AES; Il.
Perimetro dos AchR (um) apresentou aumento nos grupos EC e AES; Ill. Perimetro da
placa motora (um) mostrou aumento, com destaque, para o AES; IV. Area dos AchR (um?)
demonstrou aumento no grupo AES; V. Area da placa motora (um?) apresentou aumento,
com destaque, para o AES; VI. Compacidade (%) da placa motora mostrou aumento, com
destaque, para o AEC; VII. Namero de clusters de AchR (un) aumentou, com destaque, nos
grupos EC e ES; VIII. Area média dos clusters de AchR (um?) apresentou aumento para o
grupo AES; IX. indice de fragmentacdo da placa motora demonstrou aumento, com
destaque, nos grupos EC e ES. Grupos: S: Sedentério; EC: Escada vertical sem carga
extra; ES: Escada vertical com sobrecarga. A: Alongado; AEC: Alongado e Escada vertical
sem carga extra; AES: Alongado e Escada vertical com sobrecarga. O teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn foi utilizado para as variaveis
analisadas. *p<0,05 e **p<0,01.

4.3 Histoquimica miofibrilar — ATPase

4.3.1 Area de seccéo transversa (AST) miofibrilar

Foi realizada a mensuracéo da area de secc¢dao transversa (AST) das miofibras
Tipo I, lla e lIx (Figura 11). Em relagdo ao Tipo I, os grupos EC (p<0,0001), ES
(p<0,0001), A (p>0,05), AEC (p<0,01) e AES (p<0,0001) apresentaram valor menor
do que S. O grupo EC mostrou valor maior do que ES (p>0,05) e menor do que AEC
(p>0,05); enquanto que o grupo ES revelou-se maior do que AES (p>0,05). O grupo
A demonstrou valor maior do que AEC (p>0,05) e AES (p<0,05); enquanto o AES
foi menor do que AEC (p>0,05).

Em relacéo ao Tipo lla, os grupos EC (p<0,0001) e ES (p>0,05) apresentaram
valores maiores do S. Por outro lado, os valores dos grupos A (p>0,05), AEC
(p>0,05) e AES (p<0,0001) foram menores do S. O grupo EC foi maior do ES
(p>0,05) e AEC (p<0,01), enquanto o ES foi maior do que AES (p<0,0001). O grupo
A revelou valor menor que AEC (p<0,01) e maior do que AES (p<0,05); enquanto
que o AES foi menor do que AEC (p<0,0001).

Para as miofibras do Tipo lIx, houve reducédo nos grupos EC (p>0,05), ES
(p>0,05), A (p<0,01) e AEC (p>0,05), e aumento no AES (p>0,05), quando
comparado a S. O grupo EC foi menor do ES e AEC (ambos com p>0,05), enquanto
ES foi menor do que AES (p<0,05). O grupo A apresentou menor valor do que AEC
(p>0,05) e AES (p<0,0001); além disso, o AES foi maior do AEC (p<0,05).
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Figura 11 — Area de secgdo transversa dos tipos miofibrilares dos grupos

experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legendas: Médias e desvios padrées da area de seccao
transversa (AST) das miofibras Tipo I, lla e IIx (um?). Tipo I: Houve a redugdo nos grupos
EC, ES, AEC e, com destaque, no AES; Tipo lla: O grupo EC apresentou aumento,
enquanto os grupos A, AEC e AES mostraram redugdo. Tipo lIx: O grupo A revelou
expressiva redugdo, enquanto o grupo AES apresentou aumento. S: Sedentéario; EC:
Escada vertical sem carga extra; ES: Escada vertical com sobrecarga; A: Alongado; AEC:
Alongado e Escada vertical sem carga extra; AES: Alongado e Escada vertical com
sobrecarga. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com p6s-teste de Dunn foi utilizado.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001.

4.3.2 Volume numérico miofibrilar (VN)

A partir das imagens da histoquimica miofibrilar, foi observado o volume
numeérico miofibrilar dos Tipos |, lla e lIx (Figura 12). Em comparacao as miofibras
Tipo | do grupo S, os grupos EC (p<0,01), ES (p>0,05), AEC (p>0,05) e AES
(p>0,05) apresentam valores maiores, enquanto houve a reducdo no grupo A
(p>0,05). O grupo EC revelou valor maior do que ES e AEC (ambos com p>0,05); e
0 grupo ES foi menor do que AES (p>0,05). No grupo A foi observado valor menor
do que AEC (p>0,05) e AES (p<0,01), enquanto o AES foi maior do que AEC
(p>0,05).

Em relagcéo ao Tipo lla, nos grupos EC (p<0,01), ES (p>0,05), A (p<0,0001),
AEC e AES (ambos com p>0,05) houve valores menores do que S. O grupo EC foi
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menor do que ES (p>0,05) e AEC (p<0,05), enquanto o ES foi menor do que AES
(p>0,05). No grupo A foi observado valor menor do que AEC (p<0,0001) e AES
(p>0,05), além disso, AES foi menor do que AEC (p>0,05).

Em comparacéo ao Tipo lIx do grupo S, houve reducéo para o ES (p<0,0001)
e aumento para o EC (p>0,05), A (p<0,01), AEC (p<0,05) e AES (p<0,0001). O
grupo EC foi maior do que ES (p<0,0001) e menor do que AEC (p>0,05), enquanto
qgue o grupo ES foi menor do que AES (p<0,0001). Além disso, o grupo A foi maior
do que AEC (p>0,05) e menor do que AES (p>0,05); e o AES foi maior do que AEC
(p>0,05).

Figura 12 — Volume numérico dos tipos miofibrilares dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legendas: Médias e desvios padrées do volume numérico
miofibrilar dos Tipos I, Illa e lIx (un). Tipo I: Os grupos EC, ES, AEC e AES apresentaram
aumento, com destaque para EC e AES; Tipo lla: Houve a reducgédo nos grupos EC, ES, A
e AES, com destaque, para os grupos EC e A. Tipo lIx: O grupo ES revelou reducdo,
enquanto os grupos A, AEC e AES mostraram aumento. S: Sedentario; EC: Escada vertical
sem carga extra; ES: Escada vertical com sobrecarga; A: Alongado; AEC: Alongado e
Escada vertical sem carga extra; AES: Alongado e Escada vertical com sobrecarga. O teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn foi utilizado para a miofibra Tipo
I. O teste paramétrico ANOVA One-Way com poés-teste de Bonferroni foi usado as miofibras
lla e lIx. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.

Foi observado o volume numérico miofibrilar total dos grupos experimentais
(Figura 13). Em comparacao a S, houve a reducéo no grupo EC (p<0,05) e aumento
nos grupos ES (p>0,05), A (p>0,05), AEC (p<0,05) e AES (p<0,001). O grupo EC
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apresentou valor menor do que ES (p<0,001) e AEC (p<0,0001), enquanto o ES foi
menor do que AES (p>0,05). O grupo A revelou valor menor do que AEC (p>0,05)
e AES (p<0,05), além disso, o AES foi maior do que AEC (p>0,05).

Figura 13 — Volume numérico miofibrilar total dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legendas: Médias e desvios padrées do volume numérico
miofibrilar total (un). Houve a reducéo no grupo EC, enquanto ocorreu aumento nos grupos
ES, AEC e AES. S: Sedentario; EC: Escada vertical sem carga extra; ES: Escada vertical
com sobrecarga; A: Alongado; AEC: Alongado e Escada vertical sem carga extra; AES:
Alongado e Escada vertical com sobrecarga. O teste paramétrico ANOVA One-Way com
pés-teste de Bonferroni foi utilizado. *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001.

4.4 Andlise dadimensao fractal

Os mionucleos e miofibras foram evidenciados pela técnica de coloracdo de
Hematoxilina-Eosina. Foi observado a relacdo dos mionucleos dispostos adjacentes
as miofibras (Figura 14). A analise da dimensao fractal mionuclear demonstrou que,
guando comparado a S, os grupos EC (p>0,05) e A (p<0,01) apresentaram valores
menores, 0s grupos ES (p>0,05) e AEC (p<0,05) foram maiores, e o0 AES (p>0,05)
foi similar. Houve reducdo do EC em relacdo a ES (p<0,05) e AEC (p<0,01);
enquanto o ES foi maior do AES (p>0,05). Além disso, o grupo A foi menor do que
AEC (p<0,0001) e AES (p<0,01), e o AEC foi maior do que AES (p<0,05) (Figura
141).
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Figura 14 — Microscopia de luz dos mionucleos e dimensdo fractal mionuclear dos

grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Mionucleos corados com a técnica de
Hematoxilina-Eosina e dimenséo fractal mionuclear. Os mionucleos (setas) estao dispostos
adjacentes as miofibras (M). Barras: 50 um. Grupos: S: Sedentéario; EC: Escada vertical
sem carga extra; ES: Escada vertical com sobrecarga; A: Alongado; AEC: Alongado e
Escada vertical sem carga extra; AES: Alongado e Escada vertical com sobrecarga. |. Box-
plot da dimenséo fractal mionuclear (UA), com destaque para a reducédo observada no
grupo A e para o aumento nos grupos ES e AEC. Valor expresso em unidade arbitraria
(UA). O teste paramétrico ANOVA One-Way com pos-teste de Bonferroni foi utilizado.
*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.

O intersticio do ventre muscular foi evidenciado pela técnica de coloragéo de
Picro-sirius red. Foi observado a relacdo do intersticio, composto por endomisio e
perimisio, circundante as miofibras (Figura 15). A analise da dimensao fractal (DF)
revelou a redugdo nos grupos EC (p<0,001), ES (p>0,05), A (p<0,0001), AEC
(p>0,05) e AES (p<0,01), em comparacdo a S. O grupo EC foi menor do que ES
(p<0,01) e AEC (p>0,05), enquanto que o ES foi maior do que AES (p<0,05). Foi
observado a reducéo no grupo A em comparacao a AEC (p<0,05) e AES (p>0,05);
além disso, o AEC foi maior do que AES (p>0,05) (Figura 15I).



Houve a reducdo da area intersticial nos grupos EC (p<0,001), ES (p>0,05),
A (p<0,05), AEC (p<0,001) e AES (p>0,05), quando comparados a S. O grupo EC
foi menor do que ES e AEC (ambos com p>0,05), e o ES foi menor do que AES
(p>0,05). Além disso, o grupo A foi maior do que AEC e menor que AES (ambos
com p>0,05), e o AES foi maior do que AEC (p<0,05) (Figura 15lII).

Figura 15 — Microscopia de luz do intersticio, dimensao fractal intersticial e area
intersticial dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Intersticio corado com a técnica de Picro-sirius red,
dimenséo fractal intersticial e area intersticial. E possivel observar a disposicdo do
endomisio (setas) e perimisio (cabeca de seta) circundante as miofibras (M). Barras: 40
um. Grupos: S: Sedentario; EC: Escada vertical sem carga extra; ES: Escada vertical com
sobrecarga; A: Alongado; AEC: Alongado e Escada vertical sem carga extra; AES:
Alongado e Escada vertical com sobrecarga. |. Box-plot da dimens&o fractal intersticial (UA),
a qual, com destaque, houve a reducado para os grupos EC, A e AES. Valor expresso em
unidade arbitraria (UA). Il. Média = desvio padrdo da area intersticial (%), onde ocorre a
reducé@o, com destaque, nos grupos EC, A e AEC. Valor expresso em porcentagem (%). O
teste paramétrico ANOVA One-Way com pdés-teste de Bonferroni foi usado para a dimenséo
fractal intersticial. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn foi
utilizado para a &rea intersticial. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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45 Anédlise funcional

Foram realizadas as andlises funcionais do tempo, dos movimentos e do
trabalho realizado pelos animais na 12 e 82 semana de treinamento em escada
vertical para os grupos EC, AEC, ES e AES; além disso, o trabalho realizado nos
Testes de Carga Méaxima Carregada (TCMC) foi analisado para os grupos ES e
AES.

O tempo da 12 semana de treinamento dos grupos apresentou meédias entre 7
e 10 segundos para os grupos EC, ES, AEC e AES. Na 82 semana, os grupos EC,
ES, AEC e AES apresentaram menor tempo, entre 4 e 6 segundos, para a
realizacdo do protocolo de treinamento. A comparacao intragrupo revelou que
houve reducédo para os grupos EC (p<0,0001), ES (p<0,05) e AEC (p<0,0001),
enquanto que o AES nado apresentou diferenca (p>0,05) entre as semanas
analisadas (Figura 16A).

Os movimentos executados pela pata anterior direita dos animais na 12
semana revelaram o uso entre 7 a 9 movimentos para os grupos EC, ES, AEC e
AES. Na 82 semana, os grupos EC, ES e AEC apresentaram menor numero de
movimentos, entre 5 a 7 movimentos, enquanto que o AES permaneceu com média
de oito movimentos. A andlise intragrupo demonstrou que o grupo AEC apresentou
reducdo (p<0,0001); no entanto, o EC, ES e AES ndo apresentaram diferenca
(p>0,05) (Figura 16B).

Figura 16 — Média e desvio padrdo de tempo e movimento da 12 e 82 semana de

treinamento dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legendas: Médias e desvios padrées do tempo e movimento
realizado pelos animais na 12 e 82 semana de treinamento. A. Tempo (segundos), no qual
ocorre a reducdo, com destaque, nos grupos EC, ES e AEC; B. Movimento da pata direita
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(un), onde ocorre a reducéo significativa no grupo AEC. EC: Escada vertical sem carga
extra; ES: Escada vertical com sobrecarga; AEC: Alongado e Escada vertical sem carga
extra; AES: Alongado e Escada vertical com sobrecarga. O teste ndo paramétrico de
Friedman com péds-teste de Dunn foi utilizado para o tempo e movimento. *p<0,05;
****n<0,0001.

As meédias do trabalho realizado evidenciaram que os grupos ES e AES
apresentaram trabalho inicial entre 59J e 61J, enquanto que no EC e AEC, foi de
24J a 27J. Na 82 semana, os grupos ES e AES revelaram trabalho entre 75J e 83J;
ainda, os valores de EC e AEC foi de 32J a 36J. Na 12 semana o ES realizou
trabalho 127,69% maior do que EC (p<0,01), enquanto o trabalho do AES foi
141,51% maior do que o AEC (p<0,0001). Ainda, a comparacéo entre EC-AEC e
ES-AES, n&o apresentou diferenca (p>0,05). Na 82 semana, o0 ES (133,85%) e AES
(131,45%) revelaram valores de trabalhos maiores do que EC (p<0,0001) e AEC
(p<0,0001), respectivamente; enquanto que EC apresentou valor 8,12% (p<0,05)
maior do que AEC, e em ES foi 9,24% (p<0,0001) maior do que AES (Figura 17).

Figura 17 — Média de trabalho da 12 e 82 semana de treinamento dos grupos

experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Médias e desvios padrdes de trabalho realizado na
12 e 82 semana, expresso em Joules (J), no qual é evidenciado a diferenga de trabalho
realizado na 12 e 82 semana, principalmente, entre os grupos de escada vertical sem carga
extra (EC e AEC) e os grupos de escada vertical com sobrecarga (ES e AES). EC: Escada
vertical sem carga extra; ES: Escada vertical com sobrecarga; AEC: Alongado e Escada
vertical sem carga extra; AES: Alongado e Escada vertical com sobrecarga. O teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn foi utilizado para a andlise do trabalho
da 12 semana. O teste paramétrico ANOVA One-way com poés-teste de Bonferroni foi
utilizado para os dados da 82 semana. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.

No teste pré do TCMC, os grupos ES e AES demonstraram médias de trabalho

de 38J e 62J, respectivamente, enquanto que no teste pds, 0s grupos realizaram
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trabalho de 236J para ES e 299J para o AES. A comparacao intragrupo demonstrou
que o ES apresentou aumento de trabalho de 519,68% (p<0,001), enquanto que o
AES revelou aumento de 378,45% (p<0,05) (Figura 18).

Figura 18 — Média e desvio padrdo de trabalho no teste de carga maxima
carregada.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Médias e desvios padrdes de trabalho realizado no
teste Pré e Pds do teste de carga maxima carregada (TCMC), expresso em Joules (J). E
possivel observar que, em ambos 0s grupos, ocorre 0 aumento do TCMC ap6s o periodo
de treinamento experimental. ES: Escada vertical com sobrecarga; AES: Alongado e
Escada vertical com sobrecarga. O teste ndo paramétrico de Friedman com pos-teste de
Dunn foi utilizado para a andlise do trabalho da 12 e 82 semana. *p<0,05; ***p<0,001.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo revelou as afericdes das massas corporais e musculares,
a morfologia e as dimensodes da placa motora, o diametro e densidade miofibrilares,
as andlises de complexidade dos componentes musculares e as analises funcionais
de tempo, movimento e trabalho dos grupos experimentais de modalidades de
treinamento em escada vertical, do alongamento estatico e do alongamento estatico
associado previamente as modalidades de escada vertical.

Os grupos de escada vertical (EC e ES), de alongamento estatico (A) e,
principalmente, de alongamento estatico associado previamente as modalidades de
escada vertical (AEC e AES) apresentaram menor massa corporal apds oito
semanas de treinamento. De acordo com Shen et al. (2021), a redu¢cdo da massa
corporal apds os treinamentos resistido e aerobico estava relacionada com o
aumento do consumo de energia, devido a alterac6es enddcrinas e metabdlicas,
funcdo das mioquinas e pela intensidade do exercicio.

Aamann et al. (2019) descrevem que a relagdo da massa mucular e da
massa corporal € uma forma de normalizacdo destes dados. Dessa forma,
verificamos que houve aumento nos grupos de escada vertical sem carga extra (EC)
e de alongamento estatico (A), enquanto que o alongamento estatico associado
previamente as modalidades de escada vertical (AEC e AES) apresentaram
reducdo na relagcdo da massa muscular e da massa corporal. Possivelmente, os
resultados nas massas musculares observadas nos grupos A e EC ocorreram
devido a sintese proteica desencadeada pelo alongamento estatico (GOLDSPINK,
1999), e pela repressao do regulador negativo da massa muscular (miostatina),
atraveés da expressao de PGC-1a4 induzida pelo treinamento resistido (RUAS et al.,
2012).

Segundo Peviani et al. (2007), o alongamento estatico promoveu a
expressdo de mMRNA de miostatina apés a execugdo do alongamento e no decorrer
de sete dias com execucdo diéria. Diante disso, nossos dados sugerem que,
possivelmente, o alongamento estatico associado previamente as modalidades de
escada vertical (AEC e AES) desencadeiam vias de acao intracelular que atuam na
regulagcéo negativa da massa muscular.

De acordo com Rocha et al. (2020a), a placa motora do musculo

gastrocnémio demonstrou clusters de AchR ramificados ap0s treinamento de
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natacdo com ratos Wistar previamente imobilizados. Este resultado difere do
encontrado no presente estudo e revela que a morfologia da placa motora é
influenciada pelo estimulo externo.

A partir das imagens de imunofluorescéncia foi possivel analisar as
dimensdes da placa motora. O primeiro parametro analisado foi o diametro da placa
motora que demonstrou aumento nos grupos experimentais, com destaque para EC
e AES. De acordo com Boehm et al. (2020), a placa motora apresenta estabilidade
do seu diametro em humanos em diferentes graus de desenvolvimento da caquexia
do cancer. No entanto, os resultados do presente estudo revelam que a plasticidade
dessa caracteristica pode ser modulada pelo treinamento fisico.

Os grupos de escada vertical (EC e ES) revelaram aumento da placa motora,
com destaque para EC; embora o grupo ES apresentou reducédo da area dos AchR.
Segundo Krause Neto et al. (2015), a partir de um estudo de meta analise sobre os
efeitos do treinamento nos componentes da JNM, o treinamento com sobrecarga
induz ao aumento da area total das placas motoras das fibras rapidas. Diante disso,
verificamos que a escada vertical sem carga extra provocou aumento significativo
da dimenséo da placa motora em comparacao a escada vertical com sobrecarga.

De acordo com Yamashita, Ishii e Oota (1992), o alongamento promoveu
aumento da conducdo dos ions de Ca?* no nervo periférico terminal do musculo
séleo e, dessa forma, facilitou a atividade neuromuscular. Nossos dados mostram
gue o alongamento estatico diminui a dimensédo da placa motora, com possivel
melhora na funcdo neuromuscular, enquanto que os grupos de alongamento
estatico associado previamente as modalidades de escada vertical resultaram em
aumento da placa motora, principalmente o AES, o que demostra o remodelamento
proveniente da associacdo desses estimulos.

Deschenes et al. (2000) descrevem que a dispersdo (compacidade) é a
porcentagem da ocupacao dos AchR dentro da placa motora; e estabelecem que a
diminuicdo da fadiga muscular em contragcdo de alta intensidade poderia ser
resultado benéfico desse remodelamento da JNM. Dessa forma, verificamos que o
alongamento estatico e de associagéo prévia a escada vertical sem carga extra (A
e AEC) promovem o aumento na ocupacao dos AchR, com possivel reducao da
fadiga muscular. Segundo Shembel et al. (2020), a intensidade do treinamento
promoveu a reducdo da compacidade da placa motora. No presente estudo, o

treinamento em escada vertical (EC e ES) e o alongamento estatico associado
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previamente a escada vertical com sobrecarga se configuraram como estimulos
com intensidade para provocar a reducdo da compacidade.

Jones et al. (2017a) descreveram que a quantidade de clusters de AchR tem
diferencas interespecificas. Observamos que o0s estimulos decorrentes de
treinamento fisico, principalmente a escada vertical (EC e ES) e o alongamento
estatico (A), foram capazes de modular esse parametro. Além disso, Mech et al.
(2020) relatam que a &rea média dos clusters de AchR ndo apresenta diferencas
significantes entre musculos. No presente estudo, verificamos que os treinamentos
modularam a area média, principalmente no alongamento estatico associado
previamente a escada vertical com sobrecarga.

De acordo com Jones et al. (2017b), a partir do calculo proposto, é possivel
verificar o nivel de fragmentacao, de placa motora sélida a placa motora altamente
fragmentada. Por conseguinte, o indice de fragmentacao revelou que os grupos de
escada vertical (ES e EC) apresentaram o0s maiores indices de fragmentacao,
enquanto que o grupo de alongamento estatico e de alongamento estatico
associado previamente as modalidades de escada vertical (AEC e AES)
apresentaram menor indice de fragmentacao.

A fragmentacao dos AchR foi relacionada com a regeneracao e degeneracao
da fibra muscular em modelos experimentais de envelhecimento (LI; LEE;
THOMPSON, 2011) e de distrofia muscular de Duchenne (HADDIX et al., 2018).
Dessa forma, os resultados do presente estudo mostram que o treinamento nas
modalidades de escada vertical (EC e ES) resultam em fragmentacdo da placa
motora, e possivelmente, no ciclo de regeneracao e degeneracao da fibra muscular,
enguanto que o alongamento estatico (grupo A) ndo desencadeia esse ciclo. Ainda,
a associacdo do alongamento estatico associado previamente as modalidades de
escada vertical (AEC e AES) reduzem a fragmentacédo. Esses resultados sugerem
gue o alongamento possui um efeito protetor na placa motora.

A escada vertical sem carga extra, o alongamento estatico e ambos os
treinamentos de alongamento estatico associado previamente as modalidades de
escada vertical (EC, A, AEC e AES) apresentaram predominancia de miofibras Tipo
[IX, enquanto a escada vertical com sobrecarga (ES) revelou predominéancia de Tipo
Ila. De acordo com Qaisar, Bhaskaran e Van Remmen (2016), as miofibras Tipo lla
apresentam metabolismo intermediario (glicolitico/oxidativo) e o Tipo IIx mostram

metabolismo glicolitico. Dessa forma, verificamos que 0S grupos experimentais,



59

exceto ES, se configuraram como estimulos para a conversao miofibrilar para o Tipo
lX.

Por outro lado, a escada vertical com sobrecarga, alongamento estatico e
ambos os treinamentos de alongamento estatico associado previamente as
modalidades de escada vertical (ES, A, AEC e AES) mostraram maior volume
numérico miofibrilar total, enquanto que a escada vertical sem carga extra (EC)
revelou menor volume total. Segundo Jorgenson, Phillips e Hornberger (2020), o
aumento longitudinal das miofibras resulta no aumento da quantidade de miofibras
observadas na andlise da secg¢éo transversa muscular, ocasionado pelas miofibras
com terminacdes intramusculares.

Em um estudo realizado por Masschelein et al. (2020), a quantidade de
células satélites que se fusionaram a extremidade das miofibras pré-existentes
mostrou relacdo com a carga utilizada no treinamento fisico. Dessa forma,
verificamos que o treinamento em escada vertical sem carga extra (EC) nao
promoveu a fusao intensa de células satélites, enquanto que a escada vertical com
sobrecarga (ES) desencadeou esse efeito. Por outro lado, o alongamento estatico
promoveu 0 aumento no comprimento da fibra muscular do musculo gastrocnémio,
conforme descrito por Peixinho et al. (2014). Considerando isso, os resultados do
presente estudo sugerem que o alongamento estatico promoveu o aumento do
comprimento da fibra muscular, principalmente, em ambos o0s grupos de
alongamento estéatico associado previamente as modalidades de escada vertical.

O treinamento resistido promoveu o0 aumento do diametro das miofibras Tipo
II, com consequente aumento de forca muscular, conforme descrito por Douglas et
al. (2017). Diante disso, verificamos que os treinamentos de escada vertical
propostos (EC e ES) desencadearam alteracdo morfologicas nas miofibras Tipo lla,
principalmente, no grupo que realizou o treinamento em escada vertical sem carga
extra.

Além disso, nos grupos que realizaram o treinamento em escada vertical (EC,
ES, AEC e AES) ocorreu o aumento da quantidade miofibrilar e reducéo do diametro
das miofibras Tipo I. As miofibras Tipo | promovem maior resisténcia a fadiga
muscular, conforme descrito por Farenia et al. (2019) e, de acordo com Deschenes
et al. (2020), a reducdo da seccdo transversa das miofibras Tipo | auxilia o
transporte de oxigénio dos capilares para o meio intracelular. Dessa forma, o

treinamento em escada vertical promoveu a melhora da capacidade oxidativa do
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musculo gastrocnémio, principalmente nos grupos de escada vertical sem carga
extra (EC) e de alongamento estéatico associado previamente a escada vertical com
sobrecarga (AES).

Segundo Zotz et al. (2016), o alongamento estético promoveu a reducao da
AST, e sugerem que esse efeito foi ocasionado pelas diferentes vias de ativacdo de
crescimento transversal e longitudinal das miofibras. Dessa forma, os resultados do
presente estudo sugerem que o0 alongamento estatico ndo promoveu a via de
crescimento transversal. Apesar deste efeito, alongamento estatico associado
previamente a escada vertical sem carga extra (AEC) revelou aumento da
capacidade oxidativa e alta velocidade de contragdo (Tipo lla), enquanto a
modalidade da escada vertical com sobrecarga (AES) demonstrou aumento do
metabolismo glicolitico e alta velocidade de contracéo (Tipo lIx), conforme descrito
por Qaisar, Bhaskaran e Van Remmen (2016).

De acordo com Kim et al. (2020), a dimenséo fractal (DF) € uma ferramenta
de analise da complexidade geométrica utilizada para objetos que ndo seguem a
relacdo da matematica Euclideana. Além disso, Korolj, Wu e Radisic (2019)
reportaram que a DF € uma forma de mensurar o estado de saude dos tecidos.
Dessa forma, nos verificamos que o treinamento fisico foi capaz de alterar essa
caracteristica mionuclear, visto que a escada vertical com sobrecarga e o
alongamento estatico associado previamente a escada vertical sem carga extra (ES
e AEC) conseguiram promover maior complexidade de organizacdo mionuclear,
enquanto que o alongamento estético (grupo A) desencadeou menor complexidade
de organizacdo mionuclear. Além disso, observamos que a DF intersticial foi
influenciada pelo treinamento fisico, ao se considerar que houve menor
complexidade de organizacdo intersticial na escada vertical sem carga extra, no
alongamento estético e no alongamento estatico associado previamente a escada
vertical com sobrecarga (grupos EC, A e AES).

De acordo com Guzzoni et al. (2018), o treinamento em escada vertical com
sobrecarga por 12 semanas reduziu o tecido conjuntivo intramuscular. Dessa forma,
verificamos que a escada vertical, principalmente quando realizada sem carga extra
(grupos EC), foi uma modalidade de treinamento capaz de modular a area de
intersticio. Peviani et al. (2018) reportaram que o alongamento por 10 e 15 dias
reduziu o deposito de colageno no musculo séleo. No presente estudo, observamos

gue oito semanas de alongamento estatico (grupo A) e da sua associacao prévia as
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modalidades de escada vertical (grupos AEC e AES) também foi capaz de reduzir
a area de colageno no musculo gastrocnémio.

A anélise do tempo dos grupos revelou que, ao final do treinamento, a média
de tempo realizado pelos animais por escalada permaneceu entre quatro e cinco
segundos (grupos EC, ES, AEC e AES). De acordo Krause Neto et al. (2016), a
reducdo do tempo utilizado na escalada durante o periodo de adaptacdo ao
equipamento pode estar relacionada ao processo de aprendizagem do animal.
Portanto, as reducfes do tempo obtido entre 0os grupos experimentais sugerem o
processo de aprendizagem pelos animais analisados.

Sousa Neto et al. (2017) descreveram gque a escalada de um equipamento
de 110 cm de altura, por ratos Wistar, demanda de oito a doze movimentos.
Contudo, verificamos que apenas o0 grupo de alongamento estatico associado
previamente a escada vertical com sobrecarga (AES) apresentou esse padrao,
enquanto que os demais grupos (EC, ES e AEC) revelaram menor quantidade de
movimentos necessarios para a realizacdo da escalada, o que demonstra a variacdo
desse parametro de acordo com o protocolo fisico utilizado.

Conforme descrito por Dror et al. (2018), o trabalho realizado pelos grupos
sdo uma ferramenta para quantificar o volume de treinamento dos protocolos
experimentais. Os trabalhos obtidos revelaram a diferengca de volume de
treinamento, visto que os valores dos grupos submetidos a escada vertical com
sobrecarga foram maiores do que a escada vertical sem carga extra, mesmo nos
grupos associados ao alongamento estatico prévio (AEC e AES).

O treinamento em escada vertical € uma ferramenta capaz de aumentar a
carga maxima carregada em ratos Wistar jovens (ANTONIO-SANTOS et al., 2016;
PADILHA et al., 2019). Verificamos que 0s grupos que realizaram a escada vertical
com sobrecarga (ES e AES) apresentaram aumento na capacidade de carga apos
oito semanas de treinamento, contudo, 0 aumento foi mais expressivo no grupo ES.
Segundo Chaabene et al. (2019), o tempo de duracéo do alongamento estatico pode
apresentar prejuizo a forca muscular ou ser uma etapa ndo prejudicial a
performance do movimento. Diante disso, o0s resultados obtidos no presente estudo
sugerem o alongamento estatico associado previamente a escada vertical com
sobrecarga ocasionou prejuizo a capacidade de carga.

O alongamento estético associado previamente as modalidades de escada

vertical demonstraram efeitos benéficos na estrutura da placa motora e nas
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miofibras, com repercussdes na organizacdo dos mionucleos e intersticio do ventre
muscular e na resposta funcional. Diante disso, espera-se que este estudo possa
orientar futuras pesquisas em humanos, com o intuito de proporcionar o treinamento

fisico adequado para as necessidades do individuo.
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6 CONCLUSAO

O treinamento em escada sem carga extra promove a manutengédo das massas
corporal e muscular, remodela a placa motora, com aumento acentuado das
dimensdes, reduz a area ocupada pelos AchR e resulta em regido fragmentada.
Promove a conversdo miofibrilar para o Tipo lIx e aumenta o diametro das
miofibras Tipo lla, além de ocasionar maior complexidade de organizacao
mionuclear, menor complexidade de organizacao intersticial e reduzir a area de

intersticio.

O treinamento em escada com sobrecarga atua na manutencdo das massas
corporal e muscular, promove a reorganizacdo da placa motora, através do
aumento das dimensdes e reducdo da area ocupada pelos AchR, e maior
fragmentacdo da placa motora. No ventre muscular, estimula o aumento do
diametro e densidade das miofibras Tipo Ila, maior complexidade de
organizacdo mionuclear, manutencdo da complexidade intersticial e reduz a
area de intersticio. Além disso, propicia 0 aumento acentuado na capacidade

de carregar sobrecarga.

O alongamento estatico promove a manutencdo das massas corporal e
muscular, reduz a placa motora, com estrutura sélida (menos fragmentada), e
ocasiona o aumento da ocupacdo dos AchR. Além disso, desencadeia a
reducdo dos diametros miofibrilares e a predominancia do Tipo lIx, resulta em
menores complexidades de organizacdo mionuclear e intersticial, e reduz a area

de intersticio.

O alongamento estatico associado previamente a escada vertical sem carga
extra acarreta na reducdo das massas corporal e muscular, provoca o aumento
da placa motora, com estrutura solida (menos fragmentada) e proporciona o
aumento da ocupacédo dos AchR. Promove a reducao dos tipos miofibrilares, a
predominéancia do Tipo lIx e aumento da quantidade total de miofibras. Além
disso, ocasiona maior complexidade de organizacdo mionuclear, manutencao

da complexidade intersticial e reduz a area de intersticio.
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O alongamento estatico associado previamente a escada vertical com
sobrecarga estimula a manutencdo da massa corporal e reducdo da massa
muscular, promove o aumento da placa motora, com estrutura solida (menos
fragmentada), com reducédo da ocupacao dos AchR. No ventre muscular, ocorre
a reducao do diametro das miofibras do Tipo | e lla, propicia 0 aumento do
diametro e conversdo miofibrilar para o Tipo IIx, e maior quantidade total de
miofibras. Ocasiona maior complexidade de organizacdo mionuclear, estimula
a menor complexidade intersticial e reduz a area do intersticio. Além disso,

propicia o0 aumento na capacidade de carregar sobrecarga.
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