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RESUMO

Este trabalho busca descrever as diversas adaptacdes no ventre muscular e na regido
pos-sinaptica da juncdo neuromuscular (JNM) frente ao alongamento estatico prévio e a
sua combinag@o ou ndo com as diferentes modalidades de treinamento resistido. Foram
utilizados 60 ratos Wistar machos com 60 dias de idade divididos em 6 grupos:
Controle (C); Alongamento (AL); Escada Vertical (EV); Escada Vertical com
Sobrecarga (EVS); Alongamento + Escada Vertical (AEV); Alongamento + Escada
Vertical com Sobrecarga (AEVS). O protocolo de alongamento estatico consistiu em
aplicacdo manual de dorsiflexdo até o limite da amplitude de movimento da articulagéo
talocrural. No protocolo de treinamento resistido dos Grupos EV e AEV, foi utilizada
uma escada vertical onde os animais realizaram 24 sessfes de treinamento durante 8
semanas, cada sessdo consistindo em 9 escaladas. Os Grupos EVS e AEVS realizaram o
mesmo protocolo, porém com adicdo de sobrecarga progressiva. Foram obtidos dados
funcionais de tempo, movimento e trabalho realizado em cada sessdo, a massa corporal
e muscular. Apds a eutanasia dos animais, foram coletadas e processadas as amostras
dos musculos s6leo e plantar para as técnicas de microscopia de luz, histoquimica e
imunomarcacao (a-bulgarotoxina). A analise funcional revelou reducdo do tempo para
EV, EVS e AEV, de movimento para EV e AEV, e de trabalho em EVS#EV e
AEVS#AEV. Houve diferenca na massa corporal apenas entre AEVZAEVS. O musculo
soleo apresentou diferenca em sua massa entre CZAEV e AL#AEV, enquanto o
musculo plantar entre C, ALZAEV e EVZAEV. A regido pos-sinaptica do soleo revelou
reducdo da area total e corada, bem como no perimetro total e corado em EV e AL,
reducdo no numero de clusters e fragmentacdo em AL e AEVS, enquanto a dispersao de
AEVS apresentou maiores valores. No plantar, o aumento da area total e corada possui
uma relacdo direta com o aumento da intensidade do exercicio, onde EVS apresentou
maior valor e, 0 alongamento prévio revelou ser um fator moderador. Concluimos que o
treinamento em escada vertical e o tipo miofibrilar resultam em diferentes efeitos na
atividade morfoldgica do tecido musculo-esquelético e na regido pés-sinaptica, onde as
adaptacdes de trabalho e hipertrofia muscular sdo diretamente proporcionais a
intensidade do exercicio fisico. O alongamento prévio a exercicios menos intensos
resultou em adaptacdes semelhantes na JNM do séleo causadas pelo treinamento com
sobrecarga, enquanto o alongamento prévio em ambos os protocolos de escada vertical
reduziu a area corada e total da regido pos-sinaptica do plantar.

Palavras-chave: Juncdo Neuromuscular. Fenda Pds-sinaptica. Area de Seccdo
Transversa. Dimensdo Fractal. Alongamento Estatico. Escada Vertical. Treinamento
Resistido.



ABSTRACT

This work describes the adaptations in the muscular belly and the postsynaptic region of
the neuromuscular junction (NMJ) in the face of previous static stretching combined or
not with the different types of resistance training. Sixty male Wistar rats aged 60 days
were divided into 6 groups: Control (C); Stretching (S); Vertical Ladder (VL); Vertical
Ladder with Load (VLL); Stretching + Vertical Ladder (SVL); Stretching + Vertical
Ladder with Load (SVLL). The static stretching protocol consisted of manual
application of dorsiflexion up to the limit of the range of motion of the talocrural joint.
In the resistance training protocol of the EV and AEV Groups, a vertical ladder was
used which the animals performed 24 sessions during 8 weeks, each session consisting
of 9 climbs. The EVS and AEVS performed the same protocol with the addition of
overload. Functional data of time, movement, and work performed in each session,
body and muscle mass were obtained. After, the samples from the soleus and plantar
muscle belly were collected and processed for the techniques of light microscopy,
histochemistry, and immunostaining (a-bulgarotoxin). Functional analysis revealed
decreased time for EV, EVS, and AEV. Decreased movement for EV and AEV; and
work for EVS # EV and AEVS # AEV. There was a difference in body mass between
AEV # AEVS. The muscular mass of the soleus a difference between C # AEV and AL
# AEV, while the plantar muscle there was a difference between C, AL # AEV, and EV
# AEV. The postsynaptic region of the soleus showed a decrease in the total and stained
area, as well as in the total and stained perimeter in EV and AL, decrease in the number
of clusters and fragmentation in AL and AEVS, while the dispersion of AEVS showed
higher values. In the plantar, the increase in the total and stained area has a direct
relation to the increase in the intensity of the exercise, where EVS presented a higher
value and, the previous stretching proved to be a moderating factor. We concluded the
training in the vertical ladder results in different effects on the morphological activity of
musculoskeletal tissue and in the postsynaptic region, where the adaptations of work
and muscle hypertrophy are directly proportional to the intensity of physical exercise.
Static stretching before less intense exercise resulted in similar adaptations in the soleus
NMJ induced by overload training, while the previous stretching in both vertical ladder
protocols decreased the stained and total area of the plantar postsynaptic region.

Keywords: Neuromuscular Junction. Motor Endplate. Cross-section Area. Fractal
Dimension. Static Stretching. Vertical Ladder. Resistance Training.
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1 INTRODUCAO

A plasticidade muscular é uma das caracteristicas adaptativas que o tecido
musculoesquelético apresenta, responsavel pela capacidade em alterar suas propriedades
ultraestruturais e funcionais em resposta a diferentes estimulos recebidos do ambiente
externo; dessa forma, o desenvolvimento das fibras musculares pode depender de fatores
como condicdes neurais e hormonais, tipo miofibrilar, nutricdo, treinamento fisico e idade
(CURY et al., 2018; DESCHENES et al., 2018; FRONTERA; RODRIGUEZ ZAYAS;
RODRIGUEZ, 2012).

A contracdo muscular ocorre a partir da transmissao unidirecional do impulso nervoso
de um neurénio motor (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O neurotransmissor acetilcolina
liberado pelo neurénio motor na fenda sinaptica, liga-se aos seus respectivos receptores na
membrana pos-sinaptica e, apo6s a despolarizagdo, um potencial de acdo percorre todo o
comprimento da fibra muscular e estimula a liberacdo de ions calcio do reticulo
sarcoplasmatico (WOOD; SLATER, 2001).

A regido de comunicacdo do terminal de um neurénio motor, com a fibra muscular
esquelética e as células gliais ndo mielinizantes assistentes (i.e. células Schwann
perisinapticas) € denominada de juncdo neuromuscular (JNM) (ALVAREZ-SUAREZ;
GAWOR; PROSZYNSKI, 2020) e, seu componente pds-sinaptico apresenta ampla
plasticidade morfolégica diante de condigdes como a pratica de exercicios fisicos,
envelhecimento e uso de esteroides (DESCHENES et al., 2016; KRAUSE NETO et al.,
2017a).

A prética regular de um programa de exercicio fisico, principalmente o exercicio
resistido, é altamente recomendada por importantes organiza¢@es nacionais e internacionais
de salde como uma intervencdo ndo-medicamentosa, prevencdo e tratamento de diversas
doencas crbnicas ndo transmissiveis, como doencas cardiovasculares, sarcopenia, obesidade e
diabetes mellitus tipo 1l (FLACK et al., 2010; STRASSER; SCHOBERSBERGER, 2011).

Na literatura vigente, inimeras sdo as divergéncias na combinacdo ou ndo de
alongamentos musculares prévios a exercicios resistidos (NUZZO, 2019). Foram
demonstrados que o treinamento de flexibilidade, realizado imediatamente antes do exercicio
excéntrico, pode atenuar marcadores indiretos de dano muscular, melhorar a estabilidade e o
equilibrio postural (BARROSO et al., 2012; CHEN et al., 2015; COSTA; RTJAS; SMITH,
2017).
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Em contrapartida, foram reveladas evidéncias que o alongamento prévio ao exercicio
resistido pode atenuar adaptacdes neuromusculares importantes como forca maxima e
hipertrofia muscular, além de reduzir também o volume total de treinamento e os resultados
em testes de desempenho que requerem forca ou poténcia muscular (SHRIER, 2004;
BARROSO et al., 2012; MORIGGI JUNIOR et al., 2017).

O alongamento muscular prévio e os exercicios resistidos sdo altamente prescritos em
programas de treinamento. As principais adaptacdes teciduais induzidas pelo alongamento
estatico presumivelmente podem resultar em alteracdes na atividade neuromuscular, desta
forma, este trabalho visa a compreensdo das alteracdes e perspectivas referente a regido pos-
sinaptica da JNM, decorrentes da combinacdo ou ndo entre modalidades de exercicio em

escada vertical em modelo experimental.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Musculo Estriado Esquelético

O tecido muscular esquelético € constituido estruturalmente por células
multinucleadas alongadas e cilindricas, denominadas miofibrilas, com numerosos nucleos que
se localizam em sua periferia, nas proximidades do sarcolema (ROMAN; GOMES, 2018).

Cada miofibrila possui propriedades diferentes em relacdo a sua velocidade na
resposta de contracdo, metabolismo e, principalmente, pela expressdao da isoforma da cadeia
pesada da miosina (BLAAUW; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2013; QAISAR;
BHASKARAN; VAN REMMEN, 2016). Desta forma, trés principais tipos de miofibras
podem ser identificadas: Tipo I (fibras lentas, resistentes a fadiga e metabolismo aerdbio);
Tipo lla (fibras intermediarias rapidas e resistentes a fadiga); Tipo lIx (fibras rapidas,
rapidamente fatigaveis e metabolismo glicolitico predominante) (BLAAUW; SCHIAFFINO;
REGGIANI, 2013).

Ainda, as miofibrilas sdo constituidas por feixes de miofilamentos cilindricos
dispostos longitudinalmente, estes feixes sdo compostos pelas principais proteinas contrateis:
actina, miosina e titina (TONINO et al., 2017; HERZOG, 2018; SWEENEY; HAMMERS,
2018). As proteinas estdo distribuidas e organizadas de maneira a compor 0s sarcOmeros,
unidades funcionais da contracdo muscular (RIGOARD et al., 2009; GONZALEZ-FREIRE et
al., 2016; HENDERSON, 2017; SQUIRE; PAUL; MORRIS, 2017).

Por ser um tecido que apresenta alta plasticidade, o desenvolvimento das fibras
musculares depende de fatores como condi¢cBes neurais e hormonais, tipo miofibrilar,
nutricdo, treinamento fisico e idade (CURY et al.,, 2018; DESCHENES et al., 2018;
FRONTERA; ZAYAS; RODRIGUEZ, 2012).

O mdasculo séleo, em humanos, € um mausculo largo e achatado localizado no
compartimento posterior da perna, profundamente ao musculo gastrocnémio (MOORE;
DALLEY; ARGUR, 2019). Possui fixagdo proximal em formato de U, na face posterior da
cabeca da fibula e no quarto proximal da diafise da fibula (MOORE; DALLEY; ARGUR,
2019; STANDRING et al., 2010). A maior parte das fibras musculares emergem da face
posterior, e passam obliquamente para o tenddo de fixacéo distal. Fibras musculares obliquas
e bipenadas surgem na face anterior da aponeurose, convergem para um tend&o intramuscular

central, que por sua vez, torna-se estreito e espesso para se fundir ao tenddo do gastrocnémio
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e formar o tenddo calcaneo, fixado na face posterior do osso calcaneo (AVERS; BROWN,
2013; STANDRING et al., 2010) (Figura 1).

O masculo s6leo apresenta um papel postural importante na manutencdo do
bipedismo, com predominancia de fibras musculares do Tipo I, responsavel pela flexao
plantar, que atua no salto, marcha e flexdo de joelho (STANDRING et al., 2010) e,
juntamente com o mausculo gastrocnémio, atua no auxilio do retorno de sangue venoso
(JOSHI, JOSHI & KISHVE, 2010; KAWANQO et al., 2010). Durante o repouso simétrico em
pé, 0 séleo permanece continuamente ativo, enquanto o recrutamento do gastrocnémio é
intervalado (JOSHI; JOSHI; KISHVE, 2010).

Como mdasculo acessorio do s6leo, o musculo plantar também localiza-se no
compartimento posterior superficial da perna com pequeno ventre muscular (5 a 10 cm de
comprimento) e tendéo fino e alongado (KWINTER et al., 2010). E um dos flexores plantares
juntamente com os musculos gastrocnémio e séleo. Possui fixagdo proximal no céndilo lateral
do fémur, na linha supracondilar lateral e no ligamento obliquo popliteo do fémur, onde seu
ventre muscular é encontrado profundamente ao ventre lateral do mudsculo gastrocnémio
(NAYAK et al., 2009). Seu tenddao normalmente se inclina medialmente e descendente entre
0s musculos gastrocnémio e soleo, onde por sua vez, fixa-se ao longo da extensdo da borda
medial do tend&o calcaneo (SZARO et al., 2009) (Figura 1).
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Fonte: SOBOTTA. Atlas de Anatomia Humana: volume 3, 2006.

Estudos apontam que o musculo plantar possivelmente é vestigio de um musculo que
uma vez teve fixacdo a aponeurose plantar como é visto em alguns primatas quadripedes
(KEITH, 1929) para auxiliar na apreensdao semelhante ao musculo palmar longo (DASELER,;
ANSON, 1943), uma vez que pode ser ausente (em aproximadamente 10%) ou aparecer
duplicado na populacdo (KWINTER et al., 2010; SIMPSON; HERTZOG; BARJA, 1991;
SUGAVASI et al., 2013).

Em ratos, o musculo séleo é localizado profundamente ao muasculo gastrocnémio, com
fixacdo proximal na cabeca da fibula e fixacdo distal no tubérculo calcaneo (CHIASSON,
1958; KARDONG, 2016). Enquanto o musculo plantar apresenta fixacdo proximal no
epicondilo lateral do fémur, e fixagdo distal no tenddo do musculo flexor curto dos dedos
(CHIASSON, 1958). Nestes mamiferos, tanto o musculo séleo quanto o plantar auxiliam na
extensdo dos membros posteriores (CHIASSON, 1958).
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Em geral, o sinal de ativacdo muscular é conduzido a fibra muscular a partir dos
neurbnios motores, desta forma, 0 musculo esquelético é capaz de converter energia quimica
em energia mecanica a fim de gerar forca e poténcia muscular, movimentacdo e producédo de
calor para a manutencdo da temperatura central (FRONTERA; OCHALA, 2015). No entanto,
as propriedades funcionais musculares podem ser alteradas de acordo com seu padrdo de
atividade em relacdo as condigbes de carga, sinais hormonais e neurais (BLAAUW,;
SCHIAFFINO; REGGIANI, 2013).

O tamanho da fibra muscular também sofre adaptacdes de acordo com o padréo de
atividade realizada pelo individuo, podendo sofrer hipertrofia ou atrofia, representando uma
parte consideravel da plasticidade muscular (BLAAUW; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2013).
Neste trabalho, buscamos compreender a complexidade deste tecido de acordo com suas as
caracteristicas histoquimicas, frente a pratica de alongamento estatico e a diferentes

modalidades de exercicio fisico, isolados ou ndo, executados a longo prazo.

2.2 Juncdo Neuromuscular

A juncdo neuromuscular (JNM) é uma sinapse quimica do sistema nervoso periférico
(BARBEAU et al., 2020) constituida pelo terminal de um neurdnio motor (localizado na
regido pré-sindptica) contendo o neurotransmissor acetilcolina; pela fibra muscular
esquelética na regido pos-sinaptica; e pelas células Schwann perisinapticas (ALVAREZ-
SUAREZ; GAWOR; PROSZYNSKI, 2020), que contribuem na eficiéncia da transmiss&o
sinaptica, na manutencdo e regeneracdo estrutural da JNM (BARIK et al., 2016; KANG et al.,
2014).

As sinapses quimicas e mecanicas especializadas no sistema nervoso periférico
permitem a transmissdo de impulsos neuronais aos muasculos esqueléticos para sua contracao
(DESCHENES, 2019).

A transmisséo do impulso nervoso ocorre de forma unidirecional. A despolarizacgao da
membrana da célula nervosa pré-sinaptica induz a abertura dos canais de ions calcio no
terminal, facilitando a liberagdo do neurotransmissor por exocitose, onde por sua vez é
armazenado nas vesiculas dos terminais pré-sinapticos e, apos elevagdes no célcio citosolico,
é liberada na fenda sinaptica JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) (Figura 2A).

Na regido pos-sinaptica, a membrana plasmatica da fibra muscular se invagina para

formar as dobras juncionais, que se estendem da membrana pds-sinaptica perpendicularmente
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ao citosol muscular (NISHIMINE; SHIGEMOTO, 2018). Essas dobras juncionais contribuem
no aumento da area para incluir mais aglomerados (clusters) de receptores de acetilcolina
(AChR) (SANES; LICHTMAN, 2001; EGUCHI et al., 2020).

Por sua vez, 0 neurotransmissor liga-se aos seus respectivos receptores na membrana
pos-sinaptica e, desta forma, promove a despolarizacao, desencadeando um potencial de a¢éo
que percorre todo o comprimento da fibra muscular, estimula a liberacdo de ions célcio do
reticulo sarcoplasmatico e, finalmente, ocorre a contracdo muscular (WOOD; SLATER,
2001) (Figura 2B).

A morfologia da JNM apresenta grande remodelamento que proporciona adaptagdes
de acordo com seu padrédo de uso, principalmente devido a pratica de exercicio fisico, ao tipo
miofibrilar, envelhecimento, patologias, ou leses nervosas e musculares (DESCHENES et
al., 2013; PRATT et al., 2015; DESCHENES, 2019).

Com o seu desenvolvimento, ha aumento no nimero de AChR na regido p6s-sinaptica
formando uma estrutura complexa, semelhante a um pretzel (i.e. massa de pdo em forma de
nd), com principal papel na eficiéncia da transmissdo elétrica pos-sindptica (MARQUES;
CONCHELLO; LICHTMAN, 2000; GUARINO; CANCIANI; FORNERIS, 2020).

Os detalhes do processo pelo qual os AChR imaturos sdo remodelados durante o
desenvolvimento da JNM, para dar origem a sua morfologia, ainda ndo sdo elucidados
(SLATER, 2020). Misgeld et al. (2005) sugerem que a ACh liberada nos terminais nervosos
tende a dispersar os AChRs, e que essa tendéncia é contrabalancada pela presenca de agrina
na lamina basal apds ser liberada pelo nervo. Ao mesmo tempo, os locais de deplecdo dos
AChRs durante a maturacdo da JNM contém estruturas multiproteicas (i.e. podossomos) que
estdo envolvidas no processo de remodelagdo da matriz extracelular (BERNADZKI et al.,
2014).

O treinamento aerdbio, ou de endurance, em ratos adultos durante algumas semanas
gera adaptacOes em toda arquitetura da regido pos-sinaptica da JNM, como a expansédo da area
ocupada pelos receptores de acetilcolina, aumento da dispersdo das vesiculas pré e pos-
sinapticas, e do perimetro das terminagdes nervosas ap0s 10 semanas de treinamento
(DESCHENES et al., 1993; FAHIM, 1997). Diante disso, a comunicagao pré- e pos-sinaptica
seria eficiente, garantindo também, que a fadiga muscular seja prorrogada (BAEHR et al.,
2016).

A JNM é um dos principais componentes do sistema neuromuscular, que responde aos
estimulos de maneira funcional e anatémica, vinculando o neurdnio motor a fibra

musculoesquelética (DESCHENES et al., 2015). Baseado em modelo animal, o treinamento
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resistido é capaz de adaptar com eficiéncia os componentes pds-sindpticos da JNM,
considerando a idade, volume de treinamento, e até estimulos externos como esteroides
anabolizantes (KRAUSE NETO et al., 2017; DESCHENES et al., 2016).

Figura 2 — Representacdo da sinapse quimica do sistema nervoso periférico.

Fonte: llustracdes digitais originais da plataforma online SMART™ Servier Medical Art (Free
medical images). ldentificacOes realizadas pela autora com auxilio do Photoshop CS6™. Legenda: A:
Terminal axonal do neurénio motor (1) localizado na regido pré-sinaptica encontra-se com a fibra
muscular (*) na regido pds-sinaptica por meio do sarcolema (2). B: Detalhes da sinapse quimica, em
que, o terminal axonal do neurénio motor (1) contendo o neurotransmissor acetilcolina (cabeca de
seta) liga-se nos receptores de acetilcolina na fenda sinaptica (seta) desencadeando um potencial de
acdo que percorre o comprimento da fibra muscular por via dos tGbulos T (seta ondulada).
#*sarcomeros; (3) grupamentos mitocondriais.

2.3 Alongamento

Exercicios de alongamento sdo altamente difundidos entre individuos de todos os
niveis de atividade fisica, comumente prescritos durante o aquecimento de protocolos de
treinamentos de forca, de condicionamento e de reabilitacdo fisica (BOUVIER et al., 2017;
KAMONSEKI et al., 2014).

Sua pratica regular aprimora uma das propriedades intrinsecas dos tecidos do nosso
corpo: a flexibilidade, utilizada a fim de aumentar a amplitude de movimento, aprimorar a
extensibilidade muscular e atenuar a incidéncia de lesdes musculo-tendineas e articulares
(KNUDSON et al., 2000; LEMPKE et al., 2018). Além disso, a préatica é responsavel por
efeitos agudos na reducdo da rigidez do tecido muscular e na unidade musculo-tenddo sem
causar lesbes (NAKAMURA et al., 2011).

Existem algumas técnicas de alongamento nas quais estes objetivos podem ser

alcancados, como o alongamento balistico, alongamento dinamico, facilitacdo neuromuscular
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proprioceptiva (FNP) e alongamento estatico (JAGGERS et al., 2008; MANOEL et al., 2008).
A escolha da técnica dependera das caracteristicas individuais e dos objetivos a serem
alcancados (POPP et al., 2017).

O alongamento estatico possui baixo risco de lesdes, ndo exige muito tempo ou
esforco e tem mostrado resultados benéficos na melhora da flexibilidade tanto em individuos
sedentérios quanto em treinados (AQUINO et al., 2010; AYALA et al., 2013). Essa técnica
envolve o alongamento passivo de um determinado musculo, colocando-0 em uma posi¢do
méaxima de alongamento ao ponto de alcancar um desconforto (BEHM et al., 2004),
mantendo-o por um periodo recomendado pela American College of Sports Medicine
(ACSM) (2011) de 10 a 30 segundos entre 2 a 4 repeti¢des, com frequéncia semanal de 2 a 3
vezes para adultos saudaveis.

Apesar do alongamento estatico ser comumente executado em ambientes esportivos
com objetivos especificos de aumentar a amplitude de movimento das articulag@es e reduzir o
risco de lesdes (MCHUGH; COSGRAVE, 2010), alguns estudos revelam efeitos
contraditérios do alongamento estatico no desempenho muscular maximo (NUZZO, 2019).

Duracdes mais curtas de alongamento prévio, com duracao total de até 30 segundos de
alongamento por musculo, podem ndo impactar negativamente o desempenho subsequente,
especialmente se a populacdo for altamente treinada (BEHM; CHAOUACHI, 2011). Por
outro lado, duragbes mais longas de alongamento (>60 segundos) provocam deficiéncias de
desempenho (BEHM; CHAOUACHI, 2011; KAY; BLAZEVICH, 2012). Dessa forma, é
necessario cautela ao implementar exercicios de alongamento prévios, de qualquer duracéo ou
para qualquer populacdo, principalmente se for imprescindivel manter os niveis de
desempenho e performance (BEHM et al., 2015).

Os mecanismos responsaveis pelo aumento do comprimento muscular ap6s o
alongamento ndo sdo completamente evidenciados, mas o aprimoramento da amplitude de
movimento apds sessOes de alongamento estatico podem ser explicadas pela adicdo de
sarcOmeros em série, devido a maior exposicdo as tensdes geradas e sintese proteica
(PEVIANI et al., 2018; WEPPLER; MAGNUSSON, 2010).

2.4 Exercicio Fisico

A prética regular de um programa de exercicio fisico é altamente recomendado por

importantes organizacfes nacionais e internacionais de saude na prevencdo e tratamento de
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diversas doencas cronicas ndo transmissiveis, como doencas cardiovasculares, sarcopenia,
obesidade, diabetes mellitus tipo Il e, ainda, na prevencéo de declinios cognitivos (FLACK et
al., 2010; STRASSER; SCHOBERSBERGER, 2011).

O treinamento resistido (TR) refere-se a principal modalidade que proporciona aos
individuos praticantes evolucdo na hipertrofia, forca, poténcia e resisténcia muscular, além
das adaptagdes positivas nas capacidades fisicas desempenho motor por meio da contracdo
muscular induzida pela resisténcia (KRAEMER; RATAMESS, 2004; American College of
Sports Medicine, 2009). Além disso, 0 TR apresenta maior eficiéncia na melhora de processos
metabolicos relevantes para a salde (e.g. metabolismo da glicose), em pardmetros
hemodinamicos (e.g. pressao arterial, frequéncia cardiaca, estresse oxidativo), na composicao
corporal e na atividade muscular do que outras interven¢des (VELDEMA; JANSEN, 2020).

As sessbes de TR sdo caracterizadas pelo uso de equipamentos como sobrecarga
externa, por exemplo pesos livres e maquinas, a fim de executar contragdes excéntricas e
concéntricas de uma unica ou multiplas articulagdes (STRICKLAND; SMITH, 2016).

De acordo com ACSM (2011), recomenda-se o treinamento de cada grupo muscular
de 2 a 3 vezes por semana, que resulta em significativo aumento da for¢a muscular, associado
ao aperfeicoamento do desempenho motor e economia de movimento, que retarda a fadiga
muscular. Além do ganho de resisténcia fisica, diminuicdo do risco de lesbes
musculoesqueléticas provenientes do sedentarismo (KRAEMER; RATAMESS, 2004).

Os modelos de TR em animais geralmente envolvem manipulacdo de estimulos
elétricos aplicados diretamente no tecido muscular de interesse (in situ) ou modelos que
envolvem o comportamento mais semelhante aos procedimentos de treinamento humano,
como a escada vertical (KRAUSE NETO et al., 2016).

Hornberger e Farrar (2004) foram pioneiros na publicacdo de trabalhos relacionados a
resposta biolégica do TR em roedores com o uso da escada vertical, em que a carga de
treinamento ¢ manipulada pela sobrecarga extra fixada na cauda do animal. E importante
ressaltar que os modelos experimentais fornecem maior controle sobre os parametros do
exercicio, como a frequéncia, intensidade, duracdo e dieta (STRICKLAND; SMITH, 2016).

A manipulacdo das variaveis presentes no TR (e.g. séries, repeti¢fes, sobrecarga e
intervalo de descanso) sdo diretamente proporcionais com 0 progresso das respostas
bioldgicas adaptativas (QAISAR; BHASKARAN; VAN REMMEN, 2016).

No ano de 2020, devido ao cenario enfrentado e as regras de distanciamento social em
razdo do COVID-19 (Corona Virus Disease), 0 metodo de treinamento de forca sem a

sobrecarga, apenas com o peso corporal (também denominado de calistenia) naturalmente se
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popularizou (NYENHUIS et al., 2020), por ser uma alternativa de programa de exercicios
fisicos eficiente e econdmica, que requer o0 minimo de equipamentos e espaco (KOTARSKY
etal., 2018).

Os resultados de Duruturk et al. (2015) ap6s um programa de treinamento calisténico
em pacientes com doenga pulmonar obstrutiva cronica, revelaram que esta metodologia pode
ser eficaz na melhora do estado geral de salde do paciente quando comparado ao treinamento
em um ciclo ergbmetro.

Neste trabalho, buscamos compreender as neuromodulacdes diante de diferentes
modalidades de exercicio, e ainda desvendar as possiveis adaptacfes frente ao alongamento

estatico prévio a esses treinamentos.



24

3 JUSTIFICATIVA

A juncdo neuromuscular (JNM) é um dos principais componentes do sistema
neuromuscular, que responde aos estimulos de maneira funcional e anatdmica. Sua
morfologia se adapta de acordo com as alteragcbes em seu padréo de uso, principalmente em
relacdo a pratica de exercicio fisico e ao tipo miofibrilar (DESCHENES, 2019).

O treinamento com sobrecarga (i.e. treinamento resistido) a longo prazo € capaz de
promover a seus praticantes ganho progressivo de forca e hipertrofia muscular, e a JNM
apresenta elevado nivel de plasticidade com alto potencial nas adaptacbes dos componentes
pos-sinapticos, como aumento da area ocupada pelos receptores de acetilcolina e na disperséo
das vesiculas pré- e pds-sinapticas, garantindo eficiéncia na comunicacdo dessa regido e
fadiga muscular delongada (DESCHENES et al., 1993; FAHIM, 1997; BAEHR et al., 2016),
considerando fatores como a idade e volume de treinamento (DESCHENES et al., 2015;
KRAUSE NETO et al., 2017b).

Também, tornam-se necessarias as investigacGes dessas adaptacdes pés-sinapticas
frente ao exercicio fisico considerado de baixo volume, executado somente com 0 peso
corporal, uma vez que é uma alternativa eficiente nas adaptacdes do tecido muscular e
tendineo (KOTARSKY et al., 2018; PIMENTEL NETO et al., 2020).

O alongamento muscular é uma estratégia que possui capacidade em desenvolver um
efeito bioprotetor no tecido muscular estriado esquelético, e auxiliar na preparacdo prévia de
exercicios fisicos (MORTON et al., 2011).

Portanto, este trabalho busca compreender das diversas modulagdes circustanciais nos
elementos neuromusculares frente ao alongamento muscular e a sua combinacdo com as
diferentes modalidades de treinamento resistido, ao considerarmos a plasticidade dessa regido

diante de estimulos externos.
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4 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo consistiu em investigar as adaptacdes da regido pos-
sinaptica mediante o alongamento estatico prévio combinado ao treinamento em escada
vertical com ou sem sobrecarga, considerando as caracteristicas morfofuncionais dos
diferentes tipos miofibrilares do séleo e plantar de ratos Wistar adultos, por meio de analises

morfoldgicas, moleculares e funcionais.

4.1 Objetivos Especificos

a. Descrever as alteragdes funcionais de tempo, movimento e trabalho durante o
protocolo de treinamento em escada vertical;

b. Realizar o teste de carga maxima carregada nos grupos EVS e AEVS;

c. Descrever os aspectos estruturais do ventre muscular com auxilio das coloragdes de
Hematoxilina-Eosina e Picro-Sirius Red na Microscopia de Luz;

d. Determinar a complexidade de organizacdo mionuclear e de colageno intersticial do
ventre muscular por meio da anélise da geometria da Dimensdo Fractal;

e. lIdentificar os diferentes tipos de fibras musculares e mensurar a area de seccao
transversa Tipo |, Ila e IIx com auxilio da técnica histoquimica de ATPase Miofibrilar;

f. Revelar as adaptacGes na fenda pds-sindptica da JNM do s6leo e plantar por meio da
morfometria da area corada e ndo corada, perimetro corado e ndo corado, disperséo,

didmetro maximo, nimero de clusters e fragmentacao.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 60 ratos adultos Wistar machos com 60 dias de idade e massa
corporal de 276,1 + 30,9g, divididos aleatoriamente em 6 grupos (n=10) (Figura 3):

Controle (C): animais ndo submetidos ao treinamento de escada vertical e
alongamento;

Alongamento (AL): animais submetidos apenas ao protocolo de alongamento
estatico;

Escada Vertical (EV): animais submetidos ao treinamento em escada vertical sem
sobrecarga;

Escada Vertical com Sobrecarga (EVS): animais submetidos ao treinamento em
escada vertical com sobrecarga;

Alongamento + Escada Vertical (AEV): animais submetidos ao alongamento
estatico e posteriormente ao treinamento em escada vertical sem sobrecarga;

Alongamento + Escada Vertical com Sobrecarga (AEVS): animais submetidos ao
alongamento estatico e posteriormente ao treinamento em escada vertical com sobrecarga.

Todos os animais foram originarios do Biotério Central da UNESP — Campus
Botucatu/SP e mantidos em gaiolas com 5 ratos em cada no Biotério do Laboratério de
Morfologia e Atividade Fisica (LAMAF) do Departamento de Educacéo Fisica do Instituto de
Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro/SP. Com a temperatura monitorada (23+2°C) e
em periodos de 12 horas claro/escuro, foram alimentados com racéo e dgua ad libitum. Todos
os procedimentos adotados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro/SP (n°09/2019).
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Figura 3 — Delineamento Experimental do presente trabalho.

600

adultos

- 8 semanas (3x/semana) ————>
Fonte: Elaborado pela autora via plataforma de design grafico online Canva®. Legenda: J4: machos; C:
Controle; AL: Alongamento; EV: Escada Vertical, EVS: Escada Vertical Resistido; AEV:
Alongamento + Escada Vertical; AEVS: Alongamento + Escada Vertical Resistido.

5.2 Protocolo de Alongamento Estatico

O protocolo de alongamento passivo foi realizado por meio da forca
manual ndo quantificada aplicada na porcdo plantar do membro posterior direito do animal
com movimento na direcdo de dorsiflexdo até o limite da amplitude de movimento da
articulacdo talocrural (Figura 4A). O alongamento consistiu em 10 movimentos de 30
segundos de alongamento estatico seguidos por 30 segundos de intervalo em repouso na
posicdo articular neutra (Figura 4B). O protocolo foi executado pelo mesmo pesquisador,
3x/semana (Segundas, Quartas e Sextas-feiras) no periodo de 8 semanas com total de 24
sessOes (GIANELO et al., 2016)
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Figura 4 - Protocolo de alongamento estatico.

Al

Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: A: Animal durante o intervalo de descanso (30 segundos) em
repouso na posicdo articular neutra. B: Animal submetido ao protocolo de alongamento estético por
meio da forca manual ndo quantificada aplicada na porcéo plantar do membro posterior direito do
animal com movimento na diregdo de dorsiflexdo até o limite da amplitude de movimento da
articulacéo talocrural. *Dispositivo confeccionado em material PVC, parafusos e haste de contencéo.
Seta: posi¢do da articulacdo talocrural nos dois momentos do protocolo de alongamento estatico.

5.3 Protocolo de Escada Vertical

Durante a realizagdo do protocolo de treinamento, foram utilizadas duas escadas
verticais com 110 cm de altura, 2 cm de espagamento entre os degraus, 80° de inclinacdo
vertical em relagcdo ao solo, e uma camara de alojamento (20 cm3) no topo, onde 0s animais
permaneceram durante o periodo de descanso entre as escaladas (Figura 5) (KRAUSE NETO
etal., 2017).

Uma semana antes do inicio do protocolo de treinamento, os animais dos Grupos EV,
EVS, AEV, AEVS foram submetidos ao periodo de adaptacdo, em que: os Grupos EV e AEV
realizaram 5 escaladas com ponto de partida definido na regido central da escada, com
intervalo de 1 minuto entre cada tentativa. Em seguida, os animais iniciaram a escalada a
partir da base com objetivo de completar o total de 9 escaladas, com 8 a 12 movimentos
dindmicos por escalada até a camara de alojamento, onde permaneceram em descanso durante

1 minuto. O protocolo de adaptacdo dos Grupos EVS e AEVS foi semelhante, porém com
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maior periodo de descanso (2 minutos), além da sobrecarga progressiva de pesos de chumbo,
os quais foram aferidos e corrigidos semanalmente, fixados a regido proximal caudal.

Apbs o periodo de adaptacdo, os Grupos EV e AEV realizaram 24 sessOes de
treinamento em escada vertical livre de sobrecarga adicional, 3x/semana (Segundas, Quartas e
Sextas-feiras) em um periodo de 8 semanas. Cada sessdo consistiu em 9 escaladas, com
intervalos de 1 minuto entre cada uma (3 tentativas para cada escalada). Os Grupos EVS e
AEVS realizaram 24 sessdes de treinamento em escada vertical resistido (com sobrecarga
adicional), 3x/semana (Segundas, Quartas e Sextas-feiras) em um periodo de 8 semanas. Cada
sessdo consistiu em 9 escaladas, com sobrecarga progressiva até a 42 escalada (50%, 75%,
90%, e 100% do peso corporal, respectivamente) e a partir da 52 escalada foi adicionado 30g
de sobrecarga extra até que completasse as 9 escaladas ou até a exaustdo (3 tentativas para
cada escalada). Os animais dos grupos AEV e AEVS eram submetidos ao protocolo de escada
vertical imediatamente ap6s a sessdo de alongamento estatico. Os animais foram estimulados
com auxilio manual (PIMENTEL NETO et al., 2020).

Figura 5 - Protocolo de treinamento livre em escada vertical.

A BHE

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A: Animal em treinamento em escada vertical sem sobrecarga
B: Animal na cdmara de alojamento da escada vertical durante o intervalo de descanso entre as séries.
Seta: Escada vertical com 110 cm de altura, 2 cm de espacamento entre os degraus, 80° de inclinacdo
vertical em relacdo ao solo. *Cémara de alojamento (20 cm?3) no topo da escada onde os animais
permaneceram durante o intervalo de descanso entre as séries.
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5.4 Andlises Funcionais

A cada sessdo durante todo o protocolo de treinamento em escada vertical, foram
coletados o tempo de subida e a quantidade de movimentos realizados pela pata anterior
direita em cada escalada.

Analisamos também o trabalho realizado por cada grupo (EV, EVS, AEV, AEVS) por
meio da carga carregada por cada animal em cada escalada, considerando a massa corporal
(9), a sobrecarga carregada (g), a aceleracdo da gravidade (9,8m/s?) e altura da escada (1,1m),

pelo seguinte calculo matematico:

TrabalhOescalada = (MC + sobrecarga) x 9,8 x 1,1

Posteriormente, foi realizado a media e desvio padrdo do grupo para cada sessao. O
volume total de treinamento de cada escalada por sessdo foi expresso em joules (J) (DROR et
al., 2018).

Os animais do Grupo EVS e AEVS foram submetidos ao Teste de Carga Maxima
Carregada (CMC) com objetivo de definir a carga maxima suportada pelo animal durante a
escalada. O teste consistiu em uma escalada inicial com sobrecarga de 50% da massa corporal
do animal. Apds 2 minutos de intervalo de descanso, foi adicionada uma sobrecarga de 30g e
o procedimento foi repetido até que o animal ndo conseguisse concluir a escalada (i.e.
exaustdo), mesmo apds 3 tentativas com estimulo. A maior sobrecarga utilizada durante a
ultima escalada foi considerada a capacidade de CMC do animal. Esse procedimento foi
realizado no inicio e ao final do protocolo de treinamento (KRAUSE NETO et al., 2017).

Apo0s a obtencdo dos dados nos testes pré e pos de Carga Maxima Carregada (CMC),
foi analisado o trabalho realizado por cada grupo resistido experimental (EVS e AEVS) em

cada escalada, considerando a MC dos animais.

5.5 Massa Corporal

A massa corporal de todos os grupos experimentais foi mensurada em balanca digital
(TOMATE SF400®) semanalmente. Apds, obteve-se as médias e os desvios padrdes em trés
periodos:

1° periodo: ao inicio do experimento definido pelo inicio dos protocolos de

alongamento e treinamento em escada;
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2° periodo: na quinta semana de experimento;
3° periodo: ao final do experimento definido pelo término dos protocolos de

alongamento e treinamento.

5.6 Massa Muscular

Apo0s eutanasia, a massa muscular (MM) do soleo direito e plantar direito de cada
animal foi mensurada com o auxilio de uma balanca semianalitica (Marte Cientifica®
AD330). Foram obtidas as médias e desvios padrdes, e realizada a relacdo da massa muscular

dividida pela massa corporal final (SOUZA et al., 2014) com auxilio do software Excel®.

5.7 Microscopia de Luz

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, eutanasiados em
overdose de anestésico Ketamina (200mg/Kg) e Xilazina (50 mg/Kg) via
intraperitoneal. Em seguida, as amostras do ventre muscular do séleo e do plantar foram
dissecadas, estabilizadas com cola bioldgica (Meio Tissue Tek® O.C.T., Sakura), e talco
neutro (Tragacanth, SIGMA®), alocadas em Criomolde (Tissue-Tek® Cryomold, modelo
Standart, Sakura), criofixadas em nitrogénio liquido (-196°C), e armazenadas em biofreezer -
80°C.

As amostras do ventre muscular foram seccionadas longitudinalmente (10 pm de
espessura — Criostato HM505E, MICROM®) e coradas com a técnica de Hematoxilina-Eosina
(HE) para destaque dos componentes celulares (CARDIFF; MILLER; MUNN, 2014), e com
Picro-Sirus Red (PSR) (BHUTDA et al., 2017) para destaque do tecido conjuntivo associado.

Apos a finalizacdo das laminas, as imagens (n=16 por grupo) foram obtidas com
auxilio do fotodocumentador (Zeiss® Axioskop) no Laboratdrio de Microscopia Eletronica da
Universidade de Sdo Paulo — Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (USP/Esalq)
em Piracicaba, SP, Brasil.

Para analise da organizacdo tecidual, foi realizada a anélise de geometria da Dimensao
Fractal (DF) por meio das imagens de Microscopia de Luz obtidas (Figura 6). A DF é uma
ferramenta vidvel para avaliar a morfologia celular com o minimo de interferéncia do
avaliador (GARCIA et al., 2018). E uma medida mateméatica que quantifica a complexidade

de uma figura de geometria irregular por meio da distribuicdo de pixels no espaco, sem
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considerar sua textura (CURY et al., 2018). As medidas relacionadas a DF sdo prontamente
calculadas por diferentes tipos de software de analise de imagem morfoldgica (KARPERIEN
et al., 2008), como o ImageJ® usado neste trabalho. Além disso, uma das vantagens de utilizar
este método de analise € sua caracteristica de ser quantintativo por natureza, logo ndo depende
da experiéncia de examinadores (POPOVIC et al., 2018).

O valor da DF obtido é expresso em uma escala de 0 a 2, onde quanto mais proximo
de 2 maior a complexidade de organizacédo tecidual (CURY et al., 2018). Nas coloracdes de
HE, foram analisados a organizacao miofibrilar e dos mionucleos, e nas coloracdes de PSR

foram analisados a organizacdo do tecido conjuntivo associado e sua quantificacdo de area
intersticial (%).

Figura 6 - Binarizagdo das imagens para analise da dimensdo fractal dos mionucleos e
intersticio do ventre muscular.
N s

)

NS Y

Legenda: Elaborado pela autora. Legenda: A: Imagem da seccdo transversal do ventre muscular
corada com HE. B: Imagem binarizada pelo software ImageJ® para identificacdo e andlise da
distribuicdo dos pixels. C: Imagem da sec¢do transversal do ventre muscular corada com PSR. D:

Imagem binarizada pelo software ImageJ® para identificacdo e analise da distribuicdo dos pixels.
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5.8 Histoquimica Miofibrilar - ATPase

As amostras dos ventres musculares do séleo e plantar direito (n=5) foram
devidamente posicionadas e realizadas cortes transversais de 10 um de espessura (Criostato
HM 505 E, MICROM®), os cortes histoldgicos foram entfo incubados durante 30 minutos a
37° C em solucdo contendo 10mg de adenosina trifosfato (ATP) dissolvidos em 2 gotas de
agua destilada adicionadas em conjunto com 10mL de glicina/tampdo NaCl,, CaCl: atingindo
0 pH 9.4 e, por altimo, foi adicionado DL-Ditiotreitol (DTT). Os cortes foram lavados em
agua destilada e incubados por 7 minutos em cloreto de cobalto 2% (ROCHA et al., 2020Db).
Foi realizada uma nova lavagem das amostras em agua destilada, desidratacdo em séries
crescentes de alcoois (70%, 90%, 95% e 100%), finalizagdo em xilol e fixagdo com Entellan®.

Para 0 método de pH 4.3 e 4.6, as sec¢des foram pré incubadas em solugdo tampao de
acetato de sédio 0,1M com EDTA 10 mM durante 10 minutos a 4°C, posteriormente, as
amostras foram lavadas com agua destilada e incubadas durante 7 minutos em cloreto de
cobalto 2%. Novamente, as amostras foram lavadas em agua destilada, desidratadas em séries
crescentes de alcoois (70%, 90%, 95% e 100%), finalizadas com xilol e fixadas com
Entellan®.

Apbs a finalizacdo das laminas, as imagens (n=10 por grupo) foram obtidas com
auxilio do fotodocumentador (Zeiss® Axioskop) no Laboratdrio de Microscopia Eletronica da
Universidade de S&o Paulo - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (USP/Esalq)
em Piracicaba, SP, Brasil. A analise morfométrica foi realizada usando o Software ImageJ®
para a mensuracao da area de seccao transversa (AST) das fibras musculares dos Tipos I, lla e
IIx (n=100/tipo de fibra/grupo) (Figura 7A). Ainda, para a analise esteriologica de
Densidade/Volume (%) as imagens utilizadas (ampliagdo: 200X) foram definidas com uma
grade de 0,15 polegadas por area de imagem, totalizando 2250 pontos identificados
manualmente (Figura 7B) como fibras do Tipo I, lla e lIx e intersticio (ROCHA et al.,
2020b).
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Figura 7 — Morfometria utilizada para a mensuragdo da &rea de seccdo transversa (AST) e
densidade/volume das fibras musculares.

A ¢ »

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: A: Identificacdo das fibras musculares do Tipo | e llI;
mensuracdo (em amarelo) da AST da fibra do Tipo Il. B: Andlise esterioldgica da densidade por
volume das fibras do Tipo I, Il e do intersticio.

5.9 Imunofluorescéncia (Jun¢do Neuromuscular)

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, submetidos a overdose de
anestésico Ketamina (200 mg/kg) e Xilazina (50 mg/kg) intraperitoneal. As amostras do
musculo so6leo e plantar direito foram dissecadas e criofixadas em nitrogénio liquido -196°C,
através da alocacio em criomoldes padrio (Tissue-Tek® Cryomold, modelo Standart, Sakura),
estabilizadas com cola biologica e talco neutro (Tragacanth, SIGMA®), em seguida
armazenadas em Freezer -80°C. Foram realizadas secc¢des longitudinais (Criostato HM 505 E,
MICROM® - Laboratorio de Morfologia UNESP Rio Claro/SP) a -25°C com espessura de 100
um, coletadas em laminas histoldgicas silalizadas e armazenadas em biofreezer -80 °C para
posterior processamento da técnica de Imunofluorescéncia.

As amostras foram lavadas 3x com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)
contendo 1% albumina sérica bovina (BSA) e, incubadas overnight (16h) em uma camara
umidificada & 4°C em solucdo contendo a-Bungarotoxin, Tetramethylrhodamine Conjugate
(BTX; Molecular Probes, Eugene, OR-T-1175®), diluida em PBS (1:600). Posteriormente, as
amostras foram lavadas 3x com PBS contendo BSA 1%, em seguida finalizadas com
Prolong® (Molecular Probes, Eugene, OR-P10144), e armazenadas em -20°C.

As imagens foram obtidas pelo Microscopio de fluorescéncia Olympus BX61 do
Laboratorio de Genética de Bactérias (LGB) da UNESP Rio Claro/SP. A analise

morfométrica da regido pos-sinaptica foi realizada com auxilio do software ImageJ® em
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representacdes binarias (JONES et al., 2016) (Figura 8). Foram mensuradas as seguintes
variaveis:

a. Perimetro total: comprimento que abrange toda placa motora final composta por
grupos de receptores corados e nao corados (Figura 8D);

b. Perimetro corado: comprimento do conjunto de receptores de ACh (Figura 8E);

c. Area total: toda regifio de receptores corados e ndo corados (Figura 8D);

d. Area corada: a regido ocupada por grupos de receptores de ACh (Figura 8E);

e. Dispersdo da placa motora final: considerada pela divisdo da area corada da placa final
pela area total e multiplicado por 100, que indica a quantidade de AChR dentro de uma
determinada area (DESCHENES et al., 2013).

f. Didmetro maximo da regido pos-sinaptica (Figura 8F).

g. Numero de clusters (Figura 8G).
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Figura 8 — Morfometria utilizada para as principais variaveis da regido pos-sinaptica da
regido neuromuscular.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Morfometria utilizada para as principais variaveis da regido
pds-sinaptica da regido neuromuscular com auxilio do software ImageJ®. A: Janela inicial do software
Imagel®. B: Imagem da imunomarcacdo da regido pés-sinaptica da JNM com a-bungarotoxina
conjugada com rodamina com ampliacdo de 1000X. C: Imagem da regido pos-sinaptica (canal
vermelho) ap6s a separagdo dos canais da imagem RGB (vermelho, verde e azul). D: Imagem
binarizada da regido pos-sindptica com delimitacdo total de area e perimetro. E: Imagem binarizada da
regido pos-sindptica com delimitacdo total de area e perimetro dos AChR. F: Imagem binarizada da
regido pos-sindptica com delimitacdo do didmetro maximo. G: ldentificagdo do nimero de clusters.

5.10 Anélises Estatisticas

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism® 8.0.1 e
para a determinacgéo do tratamento estatistico adequado foram consideradas a distribuicdo dos
dados (distribuicdo gaussiana), a homogeneidade das variancias e a dependéncia temporal
(Figura 9). A normalidade de distribuicdo dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk
(alfa=0,05), e as varidveis com distribuicdo ndo-normal foram analisadas pelo teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn (p < 0,05).
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Os dados com distribuicdo normal foram submetidos ao teste de homogeneidade de
variancia de Levene, a partir da subtracdo dos valores individuais pela mediana do grupo, e 0s
resultados obtidos foram analisados pelo teste ANOVA One-way (paramétrica). Caso o valor
de p fosse baixo, 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, a amostra foi considerada homogénea e submetida a anlise de variancia ANOVA One-
way com pos teste de Bonferroni (p<0,05).

Ainda, os dados da analise funcional da primeira e da oitava semana de treinamento que
verificaram a progressdo intragrupo no tempo, movimento e trabalho foram considerados
como dados dependentes, dessa forma, foi escolhido o teste ndo paramétrico de Friedman com
pos-teste de Dunn (p < 0,05).

Figura 9 — Fluxograma da determinagdo do tratamento estatistico com base na dependéncia
temporal, na distribuicdo dos dados e na homogeneidade de variancia.

Dependéncia Friedman com pés
temporal teste de Dunn

ANOVA One-way
com pés teste de
Bonferroni

Amostra
homogénea

Distribuigdo Homogeneidade
normal de Levene

Kruskal-Wallis
com pds teste de
Dunn

Sem dependéncia Teste de Shapiro- Amostra ndo
temporal Wilk homogénea

Kruskal-Wallis
com pés teste de
Dunn

Distribuigdo ndo-
normal

Fonte: Elaborada pela autora via plataforma online GoConqr®. Legenda: As setas unidirecionais
indicam a sequéncia de verificagdo dos dados.

A Tabela 1 apresenta os tratamentos estatisticos realizados para as varidveis
analisadas no presente estudo.

Para os dados de tempo e movimento durante o protocolo de treinamento e no Tcmc
(pré e pods), foi utilizado o teste ndo paramétrico de Friedman com pos teste de Dunn.

Para os dados de MC (1% 5% e 8 semana), a sua relacdo com a massa corporal
(MM/MC), e no trabalho realizado na 8% semana de treinamento, foi utilizada a analise de
variancia ANOVA One-way com pds teste de Bonferroni (dados paramétricos).

Nas analises de AST e Densidade/volume das fibras musculares (séleo e plantar) foi

utilizado o teste ANOVA Two-way com pos teste de Bonferroni (dados paramétricos).
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Nas andlises de DF da organizacdo miofibrilar e dos miondcleos, do tencido
conjuntivo associado e da area positiva foram realizados os testes ANOVA One-way com
pos teste de Bonferroni (dados paramétricos).

Nos dados de MM (s6leo e plantar), trabalho realizado na 1% semana de
treinamento, e as varidveis dos componentes pds-sinépticos (area e perimetro total, area e
perimetro corado, didmetro méximo, dispersdo, numero de clusters e indice de
fragmentacdo) foram realizadas o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com pds teste de

Dunn.

Tabela 1 — Tratamentos estatisticos utilizados para as varidveis analisadas.
Dados Testes Estatisticos

ANOVA One  ANOVA Two
Way com pds  Way com pés
teste de teste de
Bonferroni Bonferroni

Friedman com Kruskal-Wallis
pos teste de com pos teste
Dunn de Dunn

Tempo X
Movimento X
Trabalho na 12 X
semana
Trabalho na 82 X
semana
Trabalho pré e pds X
Teme
MC 12 semana X
MC 52 semana X
MC 82 semana X
MM X
MM/MC X
AST X
Densidade/volume X
DF X

Area total

Area corada
Perimetro total

Perimetro corado

Disperséo
Diametro maximo
NUmero de clusters

indice de

fragmentacéo

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: Tabela de tratamento estatistico utilizado nas variaveis
analisadas. MC: massa corporal; MM: massa muscular; MM/MC: relagdo da massa muscular e massa

corporal; AST: area de seccdo transversa das fibras musculares; DF: Dimensdo Fractal; TCMC: teste de
carga maxima carregada.

XXX [ X[ XX [X|X
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6 RESULTADOS

Os resultados da andlise funcional de tempo, movimento e trabalho, massa corporal e
muscular estdo descritos a seguir. Bem como os resultados morfologicos e morfométricos de
ATPase miofibrilar, densidade/volume (%), area corada e ndo corada, perimetro corado e ndo
corado, dispersao, didmetro maximo, numero de clusters e indice de fragmentacdo da regido
pos-sinaptica dos grupos C, AL, EV, EVS, AEV e AEVS.

6.1 Analises Funcionais

O tempo durante as semanas de treinamento de escada vertical revelou a sobreposicao
das meédias entre todos os grupos experimentais (Figura 10). A analise da 1% e 8% semana
revelou que os grupos ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, na qual a média da
ultima semana permaneceu entre 4s e 5s.

Porém, quando comparamos a 12 e a 8% semana de EV observamos reducdo no tempo
de subida de aproximadamente 38%, sem diferenca estatistica. Em relacdo ao tempo da 1% e 82
semana do grupo EVS, houve reducdo de 42% (p<0,001).

Quando comparado a 8% semana de protocolo de treinamento com a 12 dos animais
AEV, revelamos reducdo no tempo de aproximadamente 36% (p<0,0001). J& o tempo de
subida da escada dos animais AEVS apresentaram 65% de reducdo, sem diferencas
estatisticas (Figura 10A).

Os movimentos executados pela pata anterior direta dos animais durante as primeiras
semanas de treinamento demonstraram distribuicdo entre 10 e 6 movimentos, sem diferencas
estatisticas entre os grupos (Figura 10B).

O grupo EV apresentou reducdo da média de movimentos em aproximadamente 14%
(p<0,001) entre a 12 e 82 semana. J& 0 grupo EVS revelou reducdo de 18%, sem diferenca
estatistica.

Por outro lado, os animais do grupo AEV demonstraram aproximadamente 30% de
reducdo na média de movimentos (p<0,0001). Ainda, o grupo AEVS ndo apresentou
diferenca estatistica, com reducdo de 0,85%.

Foi calculada a média dos valores de trabalho (Tescalada) realizado por cada animal
durante todas as sessdes de treinamento, e ao final, obtivemos o valor medio do grupo em

cada sessao.
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As médias do trabalho realizado pelos grupos demonstraram diferenca entre os
treinamentos com e sem o uso de sobrecarga. Os grupos EVS e a AEVS apresentaram
inclinacdo crescente das médias que, ao final do protocolo, se mantiveram entre 75J e 79J. Por
outro lado, os grupos EV e AEV apresentaram inclinagdo menos acentuada em comparagédo
aos grupos com sobrecarga, e se mantiveram entre 32J e 36J na 8% semana de protocolo
(Figura 10C).

A 12 semana de protocolo de treinamento em escada vertical revelou diferenca no
trabalho de 10,82% maior do grupo EV comparado ao AEV, de 134,84% maior entre 0 grupo
AEVS e AEV, de 103,64% no grupo EVS em relacdo ao EV, e ainda, de 4,22% no AEVS
comparado ao EVS, sem diferencas estatisticas.

Quando comparado a 12 semana de protocolo de treinamento com a 82 o aumento do
trabalho foi de 34,92%; 44,62%; 36,78% e 39,39% para os grupos EV, EVS, AEV e AEVS,

respectivamente.

Figura 10 — Médias do tempo (s), do movimento da pata anterior direita (un) e do trabalho (J)
na primeira e Ultima semana de protocolo de treinamento em escada vertical dos grupos EV,
EVS, AEV e AEVS.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: A. Médias + desvios padrdes de tempo da primeira (1) e oitava
semana (8) de treinamento expresso em segundos (s), no qual "1EV#ASEV (p=0,0001); “1EVSASEVS
(p<0,001); *1AEV#8AEV (p>0,0001). B. Médias + desvios padrfes de movimento da pata direita
anterior da primeira (1) e oitava semana (8) de treinamento expresso em unidade (un), no qual
*1EV#8EV (p<0,001); *1AEV#8AEV (p>0,0001). C: Médias + desvios padrdes do trabalho da
primeira (1) e oitava semana (8) de treinamento expresso em joules (J), no qual *8EV#EVS (p<0,05);
*8AEV£8AEVS (p<0,01). Dados tratados estatisticamente com analise de variancia ANOVA One-
way, com pos teste de Bonferroni e nivel de significancia de p<0,05. EV: Escada Vertical; EVS:
Escada Vertical com Sobrecarga; AEV: Alongamento + Escada Vertical, AEVS: Alongamento +
Escada Vertical com Sobrecarga.

Ap0s a obtencdo dos dados nos testes pré e pos de Carga Maxima Carregada (CMC),
foi analisado o trabalho realizado por cada grupo resistido experimental (EVS e AEVS) por
meio da carga carregada pelo animal em cada escalada (Tcmc) (Figura 11).

No teste PRE, os animais do grupo AEVS apresentaram valor de trabalho 37,46%

maior que os animais do grupo EVS, sem diferencas estatisticas.
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Houve aumento de 616,41% (p>0,0001) do trabalho do grupo EVS entre os testes PRE
e POS. E no grupo AEVS o aumento do trabalho entre os testes PRE e POS foi de 283,17%

(p>0,0001).
No teste POS, o grupo AEVS apresentou o trabalho 0,59% maior que o grupo EVS,

sem diferencas estatisticas.

Figura 11 - Médias e desvios-padrdes do Trabalho (Joules) no teste de CMC nos periodos
PRE e POS dos grupos EVS e AEVS.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Médias e desvio padrdes de trabalho realizado no teste PRE e
POS do teste de carga maxima carregada expresso em Joules (J). Dados tratados estatisticamente com
analise de variancia ANOVA Two-way, com pds teste de Bonferroni e nivel de significancia de
p<0,05. *PRE EVS#POS EVS (p>0,0001); *PRE AEVS#POS AEVS (p>0,0001). EVS: Escada
Vertical com Sobrecarga; AEVS: Alongamento + Escada Vertical com Sobrecarga. PRE: antes do
protocolo de treinamento; POS: ap6s o protocolo de treinamento.

6.2 Massa Corporal (MC)

Os dados obtidos a partir da mensuracdo da massa corporal dos animais dos grupos
experimentais estdo apresentados na Tabela 2.
A massa corporal da 1% semana demonstrou que os animais de grupo C apresentaram

valores menores em comparagdo com 0s demais grupos experimentais, e houve diferenca

estatistica apenas entre EVS (p<0,05).
Na 5% semana de protocolo de treinamento, os grupos AEV e AEVS apresentaram

menores valores comparado aos grupos C, AL, EV e EVS.
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Na 8?2 semana, os valores de MC do grupo C apresentaram maiores (p<0,0001) em
relacdo aos demais grupos experimentais. Ainda, o grupo AEV revelou menor MC em relagéo
aos grupos EV, AL e AEVS, sem diferencas estatisticas.

Tabela 2 - Mediana e variancia da massa corporal (g) dos grupos experimentais em quatro
periodos.

Grupos
Semana C AL EV EVS AEV AEVS
12 217,2+1455  280+21,85 294+8,89 305+32,70*  273+15,17  287,4+20,45
58 352+42,36* 364,8+22,38* 356,2+13,99 367,2431,64 339,6+22,73 348,6+28,29

82 471,6436,62* 399,4+16,12° 405,4+38,95* 395,2+19,40 372,72+15,64" 388+24,27%

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: Mediana + variancia da massa corporal dos animais na
primeira, quinta e oitava semana de protocolo expresso em gramas (g). Dados tratados estatisticamente
com analise de variancia Kruskall-Wallis, com pds teste de Dunn’s e nivel de significancia de p<0,05.
*1C#£5C e 8C (p<0,0001); *1AL#5AL (p<0,05); “1AL#8AL (p<0,001); *1EV#8EV (p<0,0001);
*1AEV#8AEV (p<0,01); *5AEVS#SAEVS (p<0,05); *1C#£IEVS (p<0,05). C: Controle; AL:
Alongamento; EV: Escada Vertical; EVS: Escada Vertical com Sobrecarga; AEV: Alongamento +
Escada Vertical; AEVS: Alongamento + Escada Vertical com Sobrecarga.

6.3 Massa muscular (MM)

Os dados obtidos de massa muscular (MM) do séleo e plantar e a correlagdo com a
massa corporal (MC) dos grupos experimentais estdo apresentados a seguir.

A Tabela 3 representa os dados obtidos dos grupos experimentais referente a MC final,
a MM do s6leo (MMsgieo) € plantar (MMpiantar), € & relagéo entre ambas (MC/MM).

Em relacdo ao séleo, a MMsseo de C revela maior valor comparado a AEV
(p>0,05). Enquanto o grupo AEV revela menor valor em relagdo aos grupos AL (p>0,01),Ce
EV, sem diferencas estatisticas. Os animais AEVS apresentaram valores de MMseleo 8,4% €
6,9% menor que AL e EVS, respectivamente, sem diferencas estatisticas. Houve redugéo de
5,5% no valor de entre MMssieo em EVS comparado ao grupo EV.

O grupo AEV apresentou menor valor em relagdo aos grupos AL (p>0,0001), EV
(p>0,0001) e AEVS (p>0,01). O grupo AEVS revelou menor valor comparado ao AL
(p>0,0001) e EVS (p>0,001). Ainda, AEV apresentou valor 8,8% menor comparado ao
AEVS, sem diferencas estatisticas. Ndo houve diferenca estatistica entre EV e EVS.

A respeito do plantar, a MMpiantar do grupo AEVS revelou maior valor quando
comparado com AEV (p>0,05) e menor valor em relacdo ao grupo C (p>0,0001). O grupo
AEV apresentou menor valor comparado a C (p>0,0001), AL (p>0,0001) e EV (p>0,0001). Ja
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os animais AEVS apresentaram valores de MMpjantar 39,25% (p>0,0001) menor que AL e
34,29% que EVS, sem diferencas estatisticas. Houve reducgéo de 4,6% em EVS comparado a
EV, sem diferencas estatisticas.

O grupo AEV apresentou menor valor em relacdo aos grupos C (p>0,001), AL
(p>0,0001) e EV (p>0,0001). Por outro lado, o grupo AEVS revelou menor valor comparado
com grupo EVS (p>0,01), AL (p>0,0001) e C, sem diferengas estatisticas. Ainda, AEV
apresentou reducdo de 17,7% comparado ao AEVS, sem diferencas estatisticas. Também néo

houve diferenca estatistica entre EVS e EV.

Tabela 3 - Mediana, variancia e relacdo de massa corporal final e massa muscular do séleo e
plantar dos grupos experimentais.
Grupos

C AL EV EVS AEV AEVS

MC (9) 471,6+36,62 399,4+16,12 405,4+38,95  395,2+16,40 372,72+15,64  388+24,27
MMseieo (g)  0,213+0,032 0,190+0,026  0,198+0,024  0,187+0,032  0,154+0,035*#  0,174+0,036
MM/MCssieo 0,045% 0,047% 0,050% 0,046% 0,041%*# 0,045%

MMpiantar (§)  0,345+0,026 0,337+£0,313  0,340+0,022  0,325+0,046  0,191+0,056° 0,242+0,070

MM/MCpiantar  0,073% 0,083% 0,085% 0,082% 0,051%"* 0,062%**

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: Mediana, varidncia e relacdo de massa corporal final e massa
muscular do séleo e plantar dos grupos experimentais. Dados tratados estatisticamente com analise de
variancia Kruskall-Wallis, com po6s teste de Dunn’s e nivel de significancia de p<0,05. MMssieo:
*C#AEV (p<0,05) e *AL#AEV (p<0,01). MMpar: “C#AEV (p<0,001); AL#ZAEV (p<0,001);
EV#AEV (p<0,01). MM/MCseo: *CZAEV (p<0,05); *AL£AEV (p<0,01) e *EVZAEV (p<0,05).
MM/MCpiantar: *C#AEV (p<0,0001); “C+AEVS (p<0,01); *AL#AEV e AEVS (p<0,0001); *EV£AEV
(p<0,0001); *EVS#AEVS (p<0,001) e *AEV£AEVS (p<0,05). C: Controle; AL: Alongamento; EV:
Escada Vertical, EVS: Escada Vertical com Sobrecarga; AEV: Alongamento + Escada Vertical;
AEVS: Alongamento + Escada Vertical com Sobrecarga. MC (g): Massa corporal final expresso em
gramas (g); MM (g): Massa muscular expresso em gramas (g); MM/MC: Relag&o de massa muscular e
massa corporal final expresso em porcentagem (%).

6.4 Analise de Dimensao Fractal

Revelamos alterac6es no ventre muscular do soleo (Figura 12) e do plantar (Figura 13)
por meio da analise de Dimensdo Fractal ap6s 8 semanas de protocolos de alongamento e

treinamento em escada vertical, combinados ou nao.
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6.4.1 Dimenséao Fractal — Soleo

Os mionucleos e miofibras do séleo foram evidenciados pela técnica de coloracdo de
HE (Figura 12A).

A andlise de DF dos mionucleos revelou que o grupo AL apresentou maiores valores
comparado aos grupos C (p<0,05), EV, EVR, AEV e AEVS (Figura 12C).

O intersticio do ventre muscular do soleo foi evidenciado pela técnica de coloracéo de
PSR (Figura 12B). Desta forma, foi possivel observar a relacdo do endomisio, epimisio e
perimisio com as fibras musculares.

A analise de DF intersticial revelou que o grupo AL apresentou menor valor em
relacdo aos grupos C (p<0,05) e AEV. O grupo EV revelou menor valor comparado a C
(p<0,001) e AEV. O grupo EVS apresentou menor valor em relacdo aos grupos C e EV
(p<0,001), e maior valor comparado a AEVS (p<0,05). O grupo AEV revelou maior valor que
C, AL, EV e AEVS (p<0,0001). Por outro lado, o grupo AEVS apresentou menor valor que C
(p<0,0001), AL (p<0,0001), EVS e AEV (p<0,0001) (Figura 11D).

Sobre a area intersticial, os grupos AL, EV, EVS (p<0,05), AEV (<0,01) e AEVS
(p<0,0001) apresentaram reducdo comparado ao grupo C. Houve redugdo no grupo EVS em
relacdo aos grupos EV (p<0,001) e AEVS. O grupo AEV apresentou aumento comparado aos
grupos AL e EV, e reducdo em relacdo a AEVS, sem diferencas estatisticas. Ainda, O grupo

AEVS revelou reducdo comparado com AL, sem diferencas estatisticas (Figura 12E).

Figura 12 — Microscopia de Luz do ventre muscular do soleo e analise de DF mionuclear dos
grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: A: Secc¢do transversal do muasculo séleo corado com a técnica
de HE, com destaque aos mionucleos (seta) dispostos adjacentes as miofibras (m). Ampliacdo: 40X.
B: Seccao transversal do musculo séleo corado com a técnica de PSR, com destaque ao tecido
conjuntivo associado - endomisio (seta) e as miofibras (m). Ampliacéo: 40X. C: Box-plot da dimenséao
fractal mionuclear, valor expresso em unidade arbitraria (UA). Dados tratados estatisticamente com a
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analise de variancia One-way com pos teste de Bonferroni e nivel de significancia de p<0,05: *AL+#C
(p<0,05). D: Box-plot da dimensdo fractal intersticial, valor expresso em unidade arbitraria (UA).
Dados tratados estatisticamente com a andlise de variancia One-way com poés teste de Bonferroni e
nivel de significancia de p<0,05: *AL#C (p<0,05). ***EV+£C (p<0,001); ****EVS#C (p<0,0001);
****AEVS£C, AL, AEV (p<0,0001). E: Médias e desvios-padrdes da area positiva do tecido
conjuntivo associado, valor expresso em porcentagem (%). Dados tratados estatisticamente com a
analise de variancia One-way com pos teste de Bonferroni e nivel de significancia de p<0,05: *EVS#C
(p<0,05); ***EVS#EV (p<0,001); ****AEVS#C (p<0,0001); *AEVS#EVS (p<0,05). C: Controle;
AL.: Alongamento; EV: Escada Vertical; EVS: Escada Vertical com Sobrecarga; AEV: Alongamento
+ Escada Vertical; AEVS: Alongamento + Escada Vertical com Sobrecarga.

6.4.2 Dimensao Fractal — Plantar

Os mionucleos e miofibras do plantar foram evidenciados pela técnica de coloracéo de
HE (Figura 13A).

A anédlise de DF dos mionucleos revelou que o grupo AL apresentou menor valor
comparado aos grupos C, AEV (p<0,001) e AEVS. O grupo EV revelou menor valor em
relacdo aos grupos C, EVR e AEV. Além disso, o grupo EVS revelou menor valor que C e
AEVS. O grupo AEV apresentou maior valor que C e AEVS. Ja o grupo AEVS apresentou
menor valor que o grupo C. Os dados que ndo foram indicados, ndo apresentaram diferencas
estatisticas.

O intersticio do ventre muscular do plantar foi evidenciado pela técnica de coloracdo
de PSR (Figura 13B). Desta forma, foi possivel observar a relacdo do endomisio, epimisio e
perimisio com as fibras musculares.

A andlise de DF intersticial revelou que o grupo AL apresentou maior valor que C e
AEV, sem diferencas estatisticas. O grupo EV apresentou menor valor comparado aos grupos
C (p<0,05) e EVS (p<0,05). Entretanto, o grupo EVS revelou menor valor que AEVS, sem
diferencas estatisticas. O grupo AEV apresentou menor valor em relacdo ao grupo AEVS e,
ainda, o grupo AEV'S demonstrou maior valor que C e AL, sem diferencas estatisticas (Figura
12D).

Sobre a area intersticial, os grupos AL, EV, EVS (p<0,0001), AEV (<0,01) e AEVS
apresentaram reducdo comparado ao grupo C. Ainda, houve reducdo no grupo EVS em
relacdo aos grupos EV (p<0,05) e AEVS. O grupo AEV apresentou reducdo comparado aos
grupos AL (p<0,01) e AEVS, e aumento em relacdo a EV. O grupo AEVS revelou reducgéo

comparado com AL, sem diferengas estatisticas (Figura 13E).
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Figura 13 — Microscopia de Luz do ventre muscular do plantar e analise de DF mionuclear
do ntais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: A: Secgdo transversal do musculo plantar corado com a
técnica de HE, com destaque aos mionucleos (seta) dispostos adjacentes as miofibras (m). Ampliacao:
40X. B: Seccdo transversal do musculo plantar corado com a técnica de PSR, com destaque ao tecido
conjuntivo associado - endomisio (seta) e as miofibras (m). Ampliacdo: 40X. C: Box-plot da dimenséo
fractal mionuclear, valor expresso em unidade arbitraria (UA). Dados tratados estatisticamente com a
analise de variancia One-way com pos teste de Bonferroni e nivel de significancia de p<0,05:
***ALLAEV (p<0,001); *EV#AEV (p<0,05). D: Box-plot da dimensdo fractal intersticial, valor
expresso em unidade arbitraria (UA). Dados tratados estatisticamente com a andlise de variancia One-
way com poés teste de Bonferroni e nivel de significancia de p<0,05: *EV#C, AEV (p<0,05). E:
Médias e desvios-padrGes da area positiva do tecido conjuntivo associado, valor expresso em
porcentagem (%). Dados tratados estatisticamente com a analise de variancia One-way com pos teste
de Bonferroni e nivel de significancia de p<0,05: ****C#EVS (p<0,0001); **C#AEV (<0,01);
**AL£AEV (p<0,01); *EV#EVS (p<0,05). C: Controle; AL: Alongamento; EV: Escada Vertical;
EVS: Escada Vertical com Sobrecarga; AEV: Alongamento + Escada Vertical; AEVS: Alongamento
+ Escada Vertical com Sobrecarga.

6.5 ATPase Miofibrilar

Com a andlise histoquimica de ATPase miofibrilar foi possivel identificar os
diferentes tipos miofibrilares e mensurar a area de seccdo transversa das fibras do musculo

soleo (Tipos | e 11x) e do plantar (Tipo I, Ila e 11X) nos grupos experimentais.
6.5.1 Area de Seccdo Transversa — S6leo

Com auxilio da morfometria da area de seccdo transversa (AST) das fibras
musculares dos Tipos I e Il do soleo, foi possivel apresentar as diferencas entre 0s grupos
experimentais (Figura 14).

O grupo AL apresentou reducéo de 2,21% (p<0,001) e 16,33% (p<0,001) na AST das

fibras Tipo I e |1, respectivamente, em relacdo ao grupo C.
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Quando observamos os animais do grupo EV comparado ao C, houve aumento de
6,20% no Tipo | e 1,88% de reducdo no Tipo Il, sem diferencas estatisticas. O grupo EVS
revelou aumento nas fibras Tipo | de 20,17% e reducdo de 12,30% nas fibras Tipo Il
comparado ao grupo C, sem diferencgas estatisticas.

Ainda em relagdo ao C, o grupo AEV apresentou aumento de 7,77% (p<0,001) nas
fibras Tipo | e reducédo de 21,61% (p<0,0001) nas Tipo II. Ja o grupo AEVS revelou aumento
de 7,35% e de 15,81% (p<0,0001) nas Tipo I e II, respectivamente.

Houve aumento de 13,77% na AST das fibras Tipo | e reducédo de 10,62% (p<0,0001)
nas Tipo Il em EVS comparado ao EV.

As fibras Tipo | de AEV e AEVS revelaram aumento de 10,21% e de 9,78% na AST,
respectivamente, quando comparada ao grupo AL, sem diferencas estatisticas. Por outro lado,
as fibras Tipo 1l de AEV apresentaram reducdo de 6,31% (p<0,05), e 38,43% de aumento em
AEVS.

Quando observamos AEV, é possivel identificar aumento de 1,48% (p<0,001) nas
fibras Tipo I e de 20,12% (p<0,0001) nas Tipo Il em relacdo ao grupo EV. Além disso, AEVS
revelou reducdo de 11,47% nas Tipo | e aumento de 24,27% (p<0,0001) nas Tipo Il
comparado aos animais do grupo EVS.

O grupo AEV revelou aumento de 9,78% na AST das fibras Tipo I, sem diferenca
estatistica, e de 32,32% nas Tipo Il (p<0,0001) em relagdo ao grupo AEVS.

Figura 14 — Box-plot da Area de Seccdo Transversa das fibras dos Tipos | e Il do séleo dos
grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Area de seccdo transversa (um?) das fibras do musculo s6leo
(dados tratados estatisticamente com a analise de variancia Kruskall-Wallis, com pds teste de Dunn’s e
nivel de significancia de p<0,05): Tipo I: *C#AL (p<0,01); “AEV#C, EV (p<0,001). Tipo II: *AL#C
SAL#£ATL (p<0,05); *EVS#£EV (p<0,0001); *AEV#C, EV, EVS e AEVS (p<0,0001); *AEVS#EVS
(p<0,0001). C: Controle; AL: Alongamento; EV: Escada Vertical; EVS: Escada Vertical com
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Sobrecarga; AEV: Alongamento + Escada Vertical; AEVS: Alongamento + Escada Vertical com
Sobrecarga.

6.5.2 Area de Sec¢do Transversa — Plantar

Com auxilio da morfometria da area de seccdo transversa (AST) das fibras
musculares dos Tipos I, 1Ix e lla do plantar, foi possivel apresentar as diferencas entre 0s
grupos experimentais (Figura 15).

O grupo AL apresentou aumento de 10,8% (p<0,0001), 18,2% (p<0,05) e 32% na AST
das fibras Tipo I, lIx e lla, respectivamente, em relacdo ao grupo C.

Quando observamos os animais do grupo EV comparado ao C, houve aumento de
38,9% (p<0,0001) no Tipo | e 42,2% no Tipo lla, enquanto no Tipo lIx houve reducdo de
7,8% (p<0,05). O grupo EVS revelou aumento de 56,3% (p<0,0001), 34,5% (p<0,05) e
58,9% nas fibras Tipo I, I1x e Ila comparado ao grupo C.

Ainda em relacdo ao C, o grupo AEV apresentou aumento de 136,6% (p<0,05), 30,1%
(p<0,05) e de 116,2% (p<0,05) nas fibras Tipo I, lIx e lla. J& o grupo AEVS revelou aumento
de 59,1% (p<0,0001) e 48,4% (p<0,05) nas fibras Tipo I e lla, e reducéo de 0,8% nas Tipo 11X
respectivamente.

Houve aumento de 12,5% na AST das fibras Tipo I, 46% nas Tipo IIx e reducdo de
10,5% nas Tipo lla do grupo EVS comparado ao EV, sem diferencas estatisticas.

As fibras Tipo | de AEV e AEVS revelaram aumento de 111,2% (p<0,05) e de 44,4%
(p<0,05) na AST, respectivamente, quando comparada ao grupo AL. Por outro lado, as fibras
Tipo lIx de AEV apresentaram aumento de 10% (p<0,05), e reducdo de 16,1% em AEVS.
Ainda, as fibras Tipo Ila de AEV revelaram aumento de 63,7% e em AEVS houve aumenteo
de 12,4%, sem diferencas estatisticas.

Quando observamos AEV, é possivel identificar aumento de 67,5% (p<0,05) nas
fibras Tipo I, de 41% (p<0,05) nas Tipo lIx e 52% nas Tipo Illa em relagdo ao grupo EV.
Além disso, AEVS revelou aumento de 1,7% nas Tipo I, 26,3% nas Tipo IIx e 6,6% nas Tipo
Ila, comparado aos animais do grupo EVS. Todos os dados ndo apresentaram diferencas
estatisticas.

O alongamento prévio ao treinamento de escada vertical (AEV) demonstrou redugédo
de 31,6% (p<0,0001) na AST das fibras Tipo I, e aumento Tipo IIx e lla de 4% e 31,3%

(p<0,05), respectivamente em relacdo ao grupo AEVS.
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Figura 15 — Box-plot da Area de Seccdo Transversa das fibras dos Tipos | e 1l do s6leo dos
grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Area de secgdo transversa (um2) das fibras do masculo plantar
(dados tratados estatisticamente com a analise de variancia Kruskall-Wallis, com pos teste de Dunn’s e
nivel de significancia de p<0,05): Tipo I: *C#£AL, EV, EVS e AEVS (p<0,0001); “AEV#C, AL e EV
(p<0,05); *AEVS#AL (p<0,01); *AEVS£AEV (p<0,0001). Tipo Il: °C#AL, EV, EVS, AEV, AEVS
(p<0,05); “AEV£AL e EV (p<0,05); “AEVS#AL e AEV (p<0,05). C: Controle; AL: Alongamento;
EV: Escada Vertical; EVS: Escada Vertical com Sobrecarga; AEV: Alongamento + Escada Vertical;
AEVS: Alongamento + Escada Vertical com Sobrecarga.

6.5.3 Densidade/VVolume (%) — Soleo

Com a andlise esterioldgica da Densidade/VVolume (%) das fibras musculares do Tipo |
e Il do soleo e do intersticio, foi possivel apresentar as diferencas entres 0s grupos
experimentais submetidos ao alongamento estatico e a diferentes protocolos de treinamento
em escada vertical, concomitante ou ndo. A representacao de proporc¢do das fibras Tipo I, Il e
o intersticio do séleo estdo ilustrados na Figura 16.

O masculo s6leo do grupo C apresentou ser composto por aproximadamente 61,4%
por fibras Tipo I; 23,8% por fibras Tipo Il e por 14,6% de intersticio. Os animais do grupo
AL apresentaram predominancia de fibras Tipo | 10,42% maior que os animais do grupo C, as
do Tipo Il apresentaram predominancia de 74,03% (p<0,0001) menor, e o intersticio de
76,08% (p<0,01) maior, também comparado aos animais do grupo C.

Ainda, AL apresentou predominancia de 15,58% maior nas fibras de Tipo I, 60,24%
menor nas Tipo Il e 8,95% maior no intersticio em relacdo ao grupo EV. Entre AL e EVS, a
diferenca da predominéancia das fibras Tipo I foi de 6,55% menor, nas Tipo Il 82,14% menor

e no intersticio de 7,6% menor.
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Os animais do grupo EV revelaram redugéo na predominancia das fibras Tipo | em
3,33% e em 48,40% (p<0,01) nas Tipo Il, enquanto no intersticio a predominancia foi 92%
(p<0,001) maior em relagdo aos animais do grupo C.

O grupo EVS apresentou predominéncia de fibras de Tipo | em 20,76% (p<0,001)
maior que o grupo C, enquanto as fibras Tipo Il apresentaram predominancia de 47,48%
menor ao C, sem diferengas estatisticas. Por outro lado, o intersticio revelou predominancia
de aproximadamente 9,9% menor que C. Quando comparamos o grupo EVS com EV, é
possivel observar que as fibras Tipo | apresentaram predominancia de 24,91% (p<0,001)
maior, enquanto as Tipo Il revelaram valor semelhante. Em relacdo ao intersticio desses
grupos, o treinamento resistido com sobrecarga revelou reducéo de 53,03% (p<0,001).

O AEV revelou aumento de 13,45% nas fibras Tipo | e de 43,45% nas fibras Tipo II,
enquanto a predominancia do intersticio foi de 45,40% menor quando comparado ao grupo
AL. Todos os valores ndo apresentaram diferenca estatistica. Quando analisamos a
composicao (%) das fibras do grupo AEV com a do grupo EV, podemos observar aumento de
22,84% nas do Tipo I, enquanto, nas Tipo Il e no intersticio houve reducdo de 27,8% e de
49,9%, respectivamente, sem nenhuma diferenca estatistica.

O grupo AEVS apresentou aumento de 12,8% (p<0,05), 286,2% (p<0,001) e 34,6%
(p>0,9999) na predominancia das fibras Tipo I, Tipo Il e no intersticio, respectivamente,
quando comparado ao grupo AL. E, comparado ao grupo EVS, houve reducdo de 20,7%
(p<0,0001) nas fibras Tipo I, aumento de 47,2% nas fibras Tipo Il (p<0,001) e aumento de
27,6% no intersticio.

Quando o AEVS é comparado ao AEV, é possivel verificar que a predominancia das
fibras Tipo | apresentaram reducdo de 23,1% (p<0,0001), houve 169,2% (p<0,001) de
aumento na predominancia das fibras Tipo Il e de 19,7% no intersticio, sem diferenca

estatistica.
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Figura 16 — Médias da analise de Densidade/VVolume (%) das fibras dos Tipos I, Il e
intersticio do séleo dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Composicdo (%) dos tipos miofibrilares e intersticio do
musculo soleo (dados tratados estatisticamente com analise de variancia ANOVA Two-way com pos
teste de Bonferroni e nivel de significadncia de p<0,05): Tipo I: C#£EVS (p<0,001); C£AEV
(p<0,0001); AL#AEVS (p<0,05); EV#EVS (p<0,001); EV#AEV (p<0,0001); EVS#AEVS
(p<0,0001); AEV£AEVS (p<0,0001). Tipo II: C£AL (p<0,0001); C£EV (p<0,01); C#EVS (p<0,01);
C#£AEV  (p<0,0001); AL#AEVS (p<0,0001); EVS#AEVS (p<0,05); AEV#AEVS (p<0,001).
Intersticio: C#£AL (p<0,01); C£EV (p<0,001); AL#ZAEV (p<0,05); EV#ZEVS (p<0,05), EV£AEV
(p<0,01). C: Controle; AL: Alongamento; EV: Escada Vertical; EVS: Escada Vertical com
Sobrecarga; AEV: Alongamento + Escada Vertical; AEVS: Alongamento + Escada Vertical com
Sobrecarga.

6.5.3 Densidade/Volume (%) — Plantar

Com a andlise esterioldgica da Densidade/\VVolume (%) das fibras musculares do Tipo
I, I1x e lla do plantar e do intersticio, foi possivel apresentar as diferencas entres os grupos
experimentais submetidos ao alongamento estatico e a diferentes protocolos de treinamento
em escada vertical, concomitante ou ndo (Figura 17).

O grupo C apresentou ser composto por aproximadamente 3% por fibras Tipo I; 75%
por fibras Tipo 1Ix; 6% por fibras Tipos lla e 16% de intersticio. Os animais do grupo AL
apresentaram predominancia de fibras Tipo | 77,3% maior que os animais do grupo C, as do
Tipo l1x apresentaram predominancia de 9,3% (p<0,01) menor, Tipo lla de 59,4% maior e 0
intersticio de 7,5% maior, também comparado aos animais do grupo C.

Os animais do grupo EV revelaram aumento na predominancia das fibras Tipo | em
166,4%, em 233,3% (p<0,0001) nas Tipo lla, enquanto nas Tipo lIx a predominancia foi de

13,8% (p<0,0001) e no intersticio 53,4% (p<0,01) menor em relagdo aos animais do grupo C.
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O grupo EVS apresentou predominancia de fibras de Tipo | em 238,8% (p<0,05) maior que
C, as fibras Tipo IIx apresentaram predominancia de 28,6% (p<0,0001) menor, as fibras Tipo
Ila revelaram predominancia 327,7% (p<0,0001) maior comparado a C. Por outro lado, o
intersticio revelou predominancia de aproximadamente 31,4% menor que C, sem diferencas
estatisticas.

Quando comparamos o grupo EVS com EV, é possivel observar que as fibras Tipo | e
Ila apresentaram predominancia de 27,2% e 27,3% maior, enquanto as Tipo IIx revelaram
reducdo de 17,2% (p<0,0001). Em relacdo ao intersticio desses grupos, o treinamento
resistido com sobrecarga revelou aumento de 47,3% (p<0,001), sem diferencas estatisticas.

O grupo AEV revelou reducdo de 12,2% nas fibras Tipo | e de 46,8% no intersticio
guando comparado ao grupo AL. Ja as fibras Tipo IIx e lla apresentaram predominancia de
4,5% e 58,7% maior. Quando analisamos a composi¢do (%) das fibras do grupo AEV com a
do grupo EV, podemos observar reducdo de 41,6% e de 24% nas do Tipo | e lla,
respectivamente, enquanto, nas Tipo lIx e no intersticio houve aumento de 10,1% e de 23%
(p<0,001), respectivamente.

O grupo AEVS apresentou aumento de 48% e de 11,1% na predominancia das fibras
Tipo | e no intersticio, respectivamente sem diferencas estatisticas, quando comparado ao
grupo AL. Ainda, as fibras do Tipo lIx e lla revelaram reducdo de 23% (p<0,0001) e de
15,3% (p<0,001). E, comparado ao grupo EVS, houve reducdo de 22,5% nas fibras Tipo I, de
2,2% nas Tipo l1x, aumento de 84,3% nas fibras Tipo lla e de 75% (p<0,001) no intersticio.

Quando o AEVS é comparado ao AEV, € possivel verificar que a predominancia das
fibras Tipo I, lIx e lla apresentaram redugdo de 68,7%, 27% (p<0,001) e 73,7% na
predominancia das fibras Tipo I, lIx e lla, respectivamente, e o intersticio apresentou aumento
de 109,7% (p<0,001).
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Figura 17 — Médias da analise de Densidade/Volume (%) das fibras dos Tipos I, 1Ix, lla e
intersticio do plantar dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Composicdo (%) dos tipos miofibrilares e intersticio do
musculo plantar (dados tratados estatisticamente com andlise de variancia ANOVA Two-way com pés
teste de Bonferroni e nivel de significancia de p<0,05). Tipo I: C£EVS (p<0,05). Tipo lIx: C£AL
(p<0,01); C#EV, EVS e AEVS (p<0,0001); AL#AEVS (p<0,0001); EV#EVS (p<0,0001);
AEV#AEVS (p<0,0001). Tipo lla: C£EV, EVS e AEVS (p<0,0001); C+AEV (p<0,01); AL#AEVS
(p<0,0001). Intersticio: C#EV (p<0,01); C#AEV (p<0,05); AL#AEV (p<0,001); EVS#AEVS
(p<0,001); AEV£AEVS (p<0,001). C: Controle; AL: Alongamento; EV: Escada Vertical, EVS:
Escada Vertical com Sobrecarga; AEV: Alongamento + Escada Vertical, AEVS: Alongamento +
Escada Vertical com Sobrecarga.

6.6 Juncéo Neuromuscular

Revelamos alteracbes nas regides pés-sinapticas dos musculos séleo (Figura 18) e
plantar (Figura 19) por meio das analises morfométricas apds 8 semanas de protocolos de

alongamento e treinamento em escada vertical, combinados ou néo.

6.6.1 Jungdo Neuromuscular — Séleo

A regido pds-sindptica do musculo soleo do grupo AL apresentou reducdo de 8,74%
na area total e de 40,49% na &rea corada em relagdo ao grupo C. Quando avaliamos o
perimetro total e corado da placa motora final destes grupos, houve redugdo de 1,98% e
9,48%, respectivamente. A dispersao e o diametro maximo revelaram reducédo de 30,30% e de
9,32%. O namero de clusters de AL foi 40% menor que C. Ainda, o indice de fragmentacao
do grupo C foi de 0,7 e do grupo AL de 0,55.
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O grupo EV em relacdo ao C apresentou reducdo de 36,78% (p<0,05) da area total e
de 68,67% (p<0,0001) da area corada. Houve reducédo de 20,35% e 32,33% no perimetro total
e corado, respectivamente, estatisticamente sem diferenca. Além disso, a dispersdo da placa
final apresentou reducdo de 51,93% (p>0,001) e o didmetro reducdo em 11,52%, sem
diferenca estatistica. N&o houve diferenca entre numero de clusters, e o indice de
fragmentacéo do grupo EV foi de 0,69.

Os animais do grupo EVS revelaram reducédo de 1,64% na area total e de 13,75% na
area corada quando comparado ao C. Em contrapartida, o perimetro total, perimetro corado,
dispersdo e numero de clusters revelaram, respectivamente, reducdo de 9,15%, 10,62%,
7,10% e 6,8%. Também, houve reducdo no didmetro pds-sinaptico de 6,44%. O indice de
fragmentacdo de EVS foi de 0,64. Todos os resultados ndo apresentaram diferencas
estatisticas.

Além disso, a &rea total do grupo AEV em relacdo ao C apresentou 9,95% menor,
enquanto a area corada 16,20% maior. O perimetro total, a dispersdo, o didametro da placa
motora final e o nimero de clusters também revelaram reducéo de 4,81%, 27,40%, 0,96% e
3,4%, respectivamente. O perimetro corado revelou aumento de 7,17%. O indice de
fragmentacdo de AEV foi de 5,7. Estes resultados ndo apresentaram diferencas estatisticas.

O grupo AEVS comparado ao C ndo apresentaram diferencas estatisticas nas suas
variaveis, porém, reducdo na area total e corada, e no perimetro total e corado de,
respectivamente: 22,21%, 19,35%, 20,90% e 9,35%. Ja a dispersdo da placa motora foi 7,85%
maior e o diametro 11,55% menor. Quando observamos o numero de clusters, houve reducéao
de 33,9%, e o indice de fragmentacdo de AEVS foi de 3,9%. Todos os resultados ndo
apresentaram diferencas estatisticas.

O grupo EVS revelou aumento de 55,56% (p>0,05); 175,3% (p>0,01); 14,06% e
32,08% na area total e corada, e no perimetro total e corado, respectivamente, em relacdo ao
grupo EV. Ainda entre estes dois grupos, houve aumento de 93,28% na dispersao da placa
total e de 5,75% no didmetro. Houve reducédo de 6,8% no numero de clusters. Ndo houve
diferengas estatisticas.

O grupo AEV comparado ao AL revelou reducdo de 1,31%, 2,90% e 8,13% na &rea
total, perimetro total e didmetro, respectivamente, sem apresentar diferencas estatisticas.
Enquanto, a area corada, perimetro corado, dispersdo da placa final e nimero de clusters
apresentaram aumento de 95,26% (p<0,001), 18,42%, 82,79% (p<0,0001) e 62,8%,

respectivamente.
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Os animais do grupo AEVS, em relagdo ao AL, apresentaram diminui¢do na area total
de 14,74% e aumento de 35,52% na area corada. Foi possivel observar reducéo de 19,28% no
perimetro total, aumento de 0,151% no perimetro corado e reducdo de 17,96% no diametro.
Todos os resultados ndo sdo estatisticamente diferentes. Por outro lado, a disperséo e o
nimeto de clusters entre esses dois grupos revelou aumento em 54,73% (p<0,001) e em
11,4%, sem diferenca estatistica.

Quando comparado o grupo AEV ao EV, é possivel observar a area corada e total com
aumento de 270,93% (p>0,0001) e 42,43%, sem diferenca estatistica, respectivamente. O
perimetro total e corado revelou aumento de 19,5% e 58,4%, respectivamente, também sem
diferengas estatisticas. E ainda, a dispersdo da placa final revelou aumento de 165,07%
(p>0,0001) e o didmetro aumento de 11,94%, sem diferenca estatistica. Houve reducdo de
3,4% no numero de clusters, sem diferenca estatistica.

A érea total e corada, o perimetro total, bem como o didmetro da placa final e o
namero de clusters do grupo AEVS apresentaram reducdo de 20,93%; 6,49%; 12,92%, 5,46%
e 29,1%, respectivamente, quando comparado com o grupo EVS. Além disso, o perimetro
corado e a dispersdo revelaram aumento de 1,42% e 16%, respectivamente, sem diferencas
estatisticas.

Quando o grupo AEVS é comparado com o AEV, é possivel observar reducdo na area
total e corada, perimetro total e corado, na dispersdo da placa final, no didmetro e no nimero
de clusters, respectivamente de: 13,61%; 30,59%, 16,89%, 15,42%, 15,35%, 10,70% e 31,6%,

sem nenhuma diferenca estatistica entre as variaveis.
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Figura 18 — Médias e desvios-padrGes dos componentes da fenda pds-sinaptica do musculo
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: I: Média e desvio padrao da area total e corada da regido pos-
sinaptica do s6leo de todos os grupos experimentais expresso em micrémetro quadrado (um?), area
total: *C£EV (p<0,05); *EV£EVS e AEV (p<0,05); area corada: ****C+#EV (p<0,0001); **EV#EVS
(p<0,01); AL£AEV (p<0,01) e ****EV+AEV (p<0,0001). Il: Média e desvio padrdo do perimetro
total e corado da regido pos-sinaptica do séleo de todos 0s grupos experimentais expresso em
micrémetro (um). 111: Média e desvio padréo da dispersdo da regido pds-sinaptica do séleo de todos 0s
grupos experimentais expresso em porcentagem (%) ***C#EV (p<0,001); ****EVAAEV (p<0,0001)
e ***AL#AEV (p<0,001). IV: Média e desvio padrdo do didmetro maximo da regido po6s-sinéptica do
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s6leo de todos 0s grupos experimentais expresso em micrometro (um). V: Média e desvio padrdo do
namero de clusters da regido pés-sinaptica do séleo de todos 0s grupos experimentais expresso em
unidade (un). VI: Média e desvio padrdo do indice de fragmentacdo da regido pds-sinaptica do séleo
de todos os grupos experimentais expresso em unidade (un) Dados tratados estatisticamente com
analise de variancia Kruskall-Wallis, com po6s teste de Dunn’s e nivel de significancia de p<0,05. C:
Controle; AL: Alongamento; EV: Escada Vertical, EVS: Escada Vertical com Sobrecarga; AEV:
Alongamento + Escada Vertical; AEVS: Alongamento + Escada Vertical com Sobrecarga.

6.6.2 Juncdo Neuromuscular — Plantar

O perimetro total, perimetro corado e o numero de clusters demonstraram aumento de
41,70% (p<0,05), 23,67% e 121% estatisticamente sem diferengas. Ainda, houve redugéo de
5,50% na dispersao da placa final e aumento de 0,54% no diametro, também sem diferencas
estatisticas. O grupo C apresentou indice de fragmentacéo de 0,66, enquanto AL de 0,73.

O grupo EV em relacéo ao C apresentou aumento de 16,79% da area total e de 29,24%
na area corada, sem diferencas estatisticas. Houve aumento de 21,40% no perimetro total e
reducdo de 30,51% no perimetro corado, sem nenhuma diferenca estatistica entre as variaveis.
A dispersdo e o didmetro da placa final apresentaram aumento de 7,69% e 5,49%,
respectivamente. Além disso, houve reducdo de 26,3% no numero de clusters. O indice de
fragmentacdo de EV foi de 0,35.

Em contrapartida, os animais do grupo EVS revelaram aumento de 29,12% na area
total, de 48,10% (p<0,05) na area corada e de 65,8% no numero de clusters em relacdo aos
animais do grupo C. Revelaram ainda, aumento de 30,38% e 23,40%, respectivamente, no
perimetro total e corado, sem diferenca estatistica. A dispersdo da placa motora final
apresentou aumento de 15,80% sem diferenca estatistica, ainda comparado entre os dois
grupos. Ainda, o didmetro, por sua vez, revelou aumento de 9,11%. EVS apresentou indice de
fragmentacdo de 0,7.

A érea total do grupo AEV em relacdo ao C apresentou 15,78% menor, enquanto a
area corada 3,22%. O perimetro total e corado da placa motora final, inclusive o diametro e o
namero de clusters também revelaram reducdo: 10,98%, 24,89%, 16,34% e 39,5%,
respectivamente. Por outro lado, a dispersdao apresentou-se 16,21% maior. Todos 0s
resultados ndo apresentaram diferencas estatisticas. O indice de fragmentacdo de AEV foi de
0,3.

O grupo AEVS apresentou a area total 16,36% menor comparado ao grupo C,
enguanto a area corada apresentou aumento de 9,96%. O perimetro total e corado revelou 9%

e 1,31% maior, com nenhuma diferenca estatistica. A dispersao da placa total revelou 27,07%
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(p<0,05) maior, enquanto o didmetro e o numero de clusters apresentaram reducéo em 8,89%
e 2,6%, respectivamente. Todos os resultados, exceto a dispersdo, ndo apresentaram
diferencas estatisticas. O indice de fragmentacdo de AEVS foi de 0,5.

Os animais do grupo EVS revelaram aumento na éarea corada e total de,
respectivamente, 10,55% e 14,60% em relacdo a EV. Ainda entre estes dois grupos, houve
aumento de 7,40% e 43,55% no perimetro total e corado, respectivamente. A dispersdo da
placa total apresentou aumento de 7,54%, o diametro de 3,44% e o numero de clusters de
125%, sem diferencas estatisticas em todas as variaveis.

Os animais do grupo AEV, em relacdo ao AL, apresentaram reducdo na area total e
corada, no perimetro total e corado de, respectivamente, 18,40% 6,01% 37,17% (p>0,01) e
39,28% (p>0,01). Além disso, a dispersao foi 18,69% maior e o diametro da placa final foi
16,80% menor, sem diferencas estatisticas.

O grupo AEVS comparado ao AL revelou redugdo de 18,94%, 23,07% (p<0,01),
18,11%, 9,39% e 72,6% (p<0,01) da éarea total, do perimetro total e corado, do didmetro da
placa total e do nimero de clusters, respectivamente. Além disso, a area corada e a dispersao
revelaram aumento de 6,88% e 25,01% (p<0,05), respectivamente.

No entanto, quando comparado o grupo AEV ao EV, a area corada e total apresentou
respectivamente aumento de 270,93% (p<0,0001) e de 42,43%, sem diferencas estatisticas. O
perimetro total e corado demonstrou reducdo de 16,32% e 38,05%, respectivamente. A
dispersdo da placa final revelou aumento de 7,93% e ndo demonstrou diferenca estatistica. E
ainda, o didmetro da placa motora final e o nimero de clusters apresentaram reducdo de
20,70% (p<0,05) e de 17,9% em sua morfometria, respectivamente.

A érea total e corada do grupo AEVS apresentou reducdo de 35,22% (p<0,001) e
25,75% em relacdo ao EVS, respectivamente. O perimetro corado, o didmetro e 0 nimero de
clusters revelaram reducdo de 17,90%, 16,43% e 41,3%, respectivamente, enquanto a
dispersdo da placa final apresentou aumento de 9,73%, sem diferencas estatisticas.

Quando o grupo AEVS é comparado com o AEV, é possivel observar reducdo de
apenas 0,68% na area total e aumento de 13,62% na corada. O perimetro total e corado
apresentou reducdo, respectivamente de: 16,40% e 34,86%, sem nenhuma diferenca
estatistica. Enquanto a dispersdo, o diametro e o nimero de clusters revelaram aumento de

9,34%, 8,92% e 60,9%, respectivamente, sem diferencas estatisticas.
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Figura 19 — Médias e desvios-padrdes dos componentes da fenda pds-sindptica do musculo

plantar.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: I: Média e desvio padrdo da area total e corada da regido pos-
sinaptica do plantar de todos 0s grupos experimentais expresso em micrémetro quadrado (um3), area
total: ***EVS#£AEVS (p<0,001); area corada: *C+£EVS (p<0,05) e EVS#AEVS (p<0,05). 1I: Média e
desvio padrdo do perimetro total e corado da regido pds-sindptica do plantar de todos os grupos
experimentais expresso em micrémetro (um), perimetro total: *C£AL (p>0,05); **AL#AEV e AEVS
(p<0,01); perimetro corado: **AL#AEVS (p<0,01). I1l: Média e desvio padrdo da dispersdo da regiao
pos-sinaptica do plantar de todos 0s grupos experimentais expresso em porcentagem (%) *C#£AEVS
(p<0,05) e **AL#AEVS (p<0,01). IV: Média e desvio padrdo do didmetro méaximo da regido pos-
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sinaptica do plantar de todos os grupos experimentais expresso em micrémetro (um). V: Média e
desvio padrdo do numero de clusters da regido pos-sindptica do plantar de todos os grupos
experimentais expresso em unidade (un) **AL£AEV (p<0,01). VI: Média e desvio padrdo do indice
de fragmentacdo da regido poés-sinaptica do plantar de todos 0s grupos experimentais expresso em
unidade (un) *EV#EVR (p<0,05) e **AL£AEV (p<0,01). Dados tratados estatisticamente com andlise
de variancia Kruskall-Wallis, com pds teste de Dunn’s e nivel de significancia de p<0,05. C: Controle;
AL: Alongamento; EV: Escada Vertical; EVS: Escada Vertical com Sobrecarga; AEV: Alongamento
+ Escada Vertical; AEVS: Alongamento + Escada Vertical com Sobrecarga.
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7 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelam os efeitos de duas modalidades de exercicio
fisico em modelo experimental, e avaliamos as respostas resultantes do alongamento estatico
isolado e prévio aos treinamentos nas analises de massa corporal e muscular, analises
funcionais, morfologicas e morfométricas do ventre muscular e da regido pds-sinéptica da

juncéo neuromuscular.

7.1 Anélise Funcional

Apesar do alongamento prévio ao exercicio fisico promover a redugdo de lesées no
tecido muscular, alguns estudos revelam efeitos contraditérios na performance esportiva
(KAY; BLAZEVICH, 2012). Em parte, esses efeitos contraditorios podem ser explicados de
acordo com o tipo de exercicio e a populagéo.

O alongamento é sugerido como uma medida para prevencao de lesdes em esportes
que envolvem habilidades explosivas com movimentos maximos de alongamento-
encurtamento muscular, uma vez que requerem uma unidade musculo-tenddo que armazene e
libere grande quantidade de energia elastica (WITVROUW et al., 2004).

Por outro lado, Fowles, Sale e Macdougall (2000) relataram que, provavelmente, a
reducdo da capacidade de geracdo e ativacdo de forca muscular apds o alongamento passivo,
diminua por até 1h a forga méaxima voluntaria dos flexores plantares.

Algumas publicacdes mais recentes destacaram um efeito de dose-resposta no
alongamento estatico, onde duracBes mais longas de alongamento (>60 s) repercute em
implicacbes negativas no desempenho do atleta, principalmente quando o teste de
performance é realizado minutos apos o alongamento (BEHM; CHAOUACHI, 2011; KAY;
BLAZEVICH, 2012).

Estudos sugerem que a inclusdo de exercicios de flexibilidade prévios ao treinamento
resistido podem influenciar diretamente na producdo de forca (KOKKONEN; NELSON;
CORNWEEL, 1998; LEITE et al., 2015), este fenébmeno é denominado de deficit de forga
induzido por alongamento (stretching-induced force déficit) (SIMIC et al., 2013).

Nossos resultados mostram que o alongamento estatico prévio ao treinamento resistido
parece ter impacto negativo na producéo de trabalho, visto que o trabalho do grupo AEVR foi

40% menor no Tcmc que o treinamento resistido isolado. Em geral, quantificar o trabalho
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realizado é uma forma de estimar a dose de estimulo imposta aos musculos-alvo em
treinamentos focados na hipertrofia muscular (NUNES et al., 2021).

E importante destacar que o Tcmc (pré e pos) foi executado apenas pelos grupos
submetidos aos treinamentos com sobrecarga extra, de forma a evitar alteracdes morfologicas
agudas causadas por este teste nos grupos que ndo estavam acostumados a volumes maiores
de treinamento.

Simao et al. (2011) avaliaram os ganhos de forca apos 16 semanas de treinamento
resistido e de flexibilidade, isolados e combinados, e houve aumento de forca em ambos 0s
grupos, porém o aumento significativo foi no treinamento isolado.

As sessdes de alongamento estético antes do treinamento resistido reduzem o numero
de repeticbes e o volume total de treinamento e, consequentemente, a hipertrofia muscular é
atenuada (BARROSO et al., 2012; MORIGGI JUNIOR et al., 2017). A implicacdo pratica da
ndo execucdo do alongamento prévio € menor duracdo das sessdes, 0 que pode melhorar a
aderéncia ao exercicio, visto que o tempo é uma barreira percebida para a pratica de atividade
fisica (NUZZO0, 2019).

Podemos observar que houve reducdo no tempo de subida da escada vertical durante o
periodo de treinamento, e isto pode estar relacionado com o processo de aprendizagem dos
animais (KRAUSE NETO et al., 2016). Alem disso, 0s animais que executaram o treinamento
em escada vertical sem sobrecarga apresentaram uma média de 6 movimentos para completar
a subida, por outro lado, a média dos animais com sobrecarga foi de 8 movimentos. Segundo
Hornberger e Farrar (2004), a média dos movimentos na subida em escada vertical em modelo

experimental é de 8 a 12, considerando as mesmas dimensdes usadas no presente estudo.

7.2 Massa corporal e muscular

A massa corporal dos animais apresentou diferencas entre 0s grupos experimentais na
primeira semana (C>AL, EV, EVS, AEV e AEVS) e na ultima semana (C>AL, EV, EVS,
AEV e AEVS). As diferencas nos valores das massas corporais iniciais entre 0s grupos
podem acontecer devido a varidveis como ninhadas diferentes mesmo que seja mesma
linhagem e idade (KRAUSE NETO et al., 2017). E importante ressaltar que as diferencas
anatémicas, fisioldgicas, bioldgicas e de desenvolvimento devem ser levadas em consideracao

ao realizar um experimento e analisar seus resultados (QUINN, 2005).
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A massa corporal dos grupos submetidos as intervencfes (concomitante ou ndo)
apresentaram menor valor que grupo Controle. Os protocolos de treinamento reduziram a
massa corporal desses animais e, apesar de ndo avaliado, o apetite provavelmente também foi
reduzido, de forma que os animais consumiram menos calorias diarias durante o periodo de
intervencdo (DESCHENES et al., 2015). De maneira geral, o exercicio fisico melhora a
saciedade em razdo do aumento da sensibilidade pos-prandial aos nutrientes ingeridos
consumidos nas refeicdes (BLUNDELL et al., 2015).

E possivel observar no presente estudo, que os dados de massa corporal dos animais
submetidos ao alongamento ndo apresentaram diferencas estatisticas, comparado aos seus
respectivos controles. Estudos com o protocolo de alongamento (3x/semana) em modelo
experimental também ndo apresentaram diferencas estatisticas na massa corporal dos animais
comparados aos respectivos grupos controles, inclusive em ratas idosas (COUTINHO et al.,
2004; ZOTZ et al., 2016).

Por outro lado, o exercicio fisico é responsavel pela diminuicdo da gordura corporal e
manutencdo/aumento da massa muscular (LEE et al., 2009). O treinamento resistido
executado com frequéncia de dois a trés dias ndo consecutivos por semana pode promover
ganho de 1,4kg de massa muscular e reducdo de 1,8kg de gordura corporal em humanos, ao
longo de 10 semanas de treinamento (HAGERMAN et al., 2000; WESTCOTT et al., 2009;
WESTCOTT, 2012).

Além disso, como uma resposta aguda, o dano muscular causado pelo treinamento
resistido requer maior energia para o processo de remodelamento tecidual até 72 horas apos a
sessdo (CLARKSON; HUBAL, 2002; WESTCOTT, 2012). Dessa forma, o treinamento
resistido é altamente recomendado como intervencdo no tratamento da obesidade e doencas
metabolicas (STRASSER; SCHOBERSBERGER, 2011).

A MM tem sido amplamente utilizada como pardmetro na avaliacdo da hipertrofia
muscular em modelos experimentais (LOURENCO et al., 2020). Porém, a MM e AST néo
estdo necessariamente relacionadas diretamente, segundo Damas et al. (2016) deve-se
considerar o edema induzido pelo inchago muscular ao avaliar a hipertrofia deste tecido apos
0 treinamento resistido.

E possivel observar que o musculo soleo e plantar ndo apresentaram diferenca
estatistica entre 0s grupos experimentais submetidos ao treinamento em escada vertical sem o
alongamento prévio (entre EV e EVR). Deschenes et al. (2015) e Hornberger e Farrar (2004)
apresentaram dados sobre a MM do séleo e do plantar onde ndo ha aumento apds 6 e 8

semanas, respectivamente, de treinamento em escada vertical resistido. Por outro lado, em
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outros trabalhos a MM do séleo foi significantemente maior ap6s 12 (GRANS et al., 2014) e
20 semanas de treinamento (LEE; HONG; KIM, 2016).

Ainda, uma meta-analise publicada comparou as alteracbes na forca e hipertrofia
muscular entre protocolos de treinamento resistido de baixa e de alta intensidade, e os dados
indicam que houve hipertrofia muscular entre as duas condi¢gbes de intensidade
(SCHOENFELD et al., 2017).

O plantar revelou diferenca estatistica em sua massa entre AEV e AEVS. Neste caso, 0
musculo treinado sem sobrecarga pesou menos que 0 musculo treinado com sobrecarga.
Segundo Westcott (2012), o aumento da massa muscular é resultado do aumento de proteina
muscular estimulado pelo treinamento com sobrecarga.

Segundo uma meta-analise sobre o treinamento de escada vertical em roedores
elaborada por Lourenco et al. (2020), podemos hipotetizar que os diferentes resultados de
massa muscular encontrados no séleo e plantar sdo derivados da resposta a carga de
treinamento que cada musculo apresenta, onde alguns apresentardo hipertrofia apenas diante

de volumes treinamentos maiores.

7.3 Dimensao Fractal

Utilizamos a técnica de andlise de DF como um método eficaz em avaliar os
miondcleos e o tecido conjuntivo do musculo esquelético de ratos treinados em diferentes
modalidades de escada vertical, combinado ou ndo com o alongamento estatico prévio. No
musculo soleo, esta andlise indicou maior valor no grupo AEV, enguanto no plantar o maior
valor foi encontrado em AL. Gdynia et al. (2009) utilizaram a analise de DF para detectar
anormalidades musculares em pacientes com doengas neuromusculares.

Segundo Korolj et al. (2019), as geometrias fractais podem ser descritas como
estruturas que apresentam padrdes auto-semelhantes infinitamente iterativos (i.e. repetitivos)
e, sua forma de organizacdo em estruturas complexas, pode ser quantificada com o pardmetro
de dimensdo fractal. Além disso, outras definicdes para a DF também foram desenvolvidas,
como a dimensdo de contagem de caixa e a dimensdo de similaridade, porém todas elas
compartilham deste principio subjacente (KARPERIEN et al., 2008; CURY et al., 2018;
KOROLJ et al., 2019; METZE et al., 2019).

A DF é utilizada em ciéncias bioldgicas para caracterizar estruturas anatémicas e

processos fisiologicos (e.g. fluxo sanguineo pulmonar e miocérdico, estruturas bronquiais,
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vascularizagdo da retina, organizacdo dos diferentes tipos de fibras musculares) (ARSOS;
DIMITRIU, 1995; KARPERIEN et al., 2008; POPOVIC et al., 2018).

Garcia et al. (2018) relacionaram as respostas de diferentes protocolos de tratamento
na lesdo muscular e ndo identificaram alteracdes histologicas, principalmente em relacdo a
localizacdo mionuclear. Contudo, esta analise identificou com éxito a localizagdo mionuclear
de camundongos adultos em modelo experimental de distrofia muscular de Duchenne, onde
simularam também uma condicdo de hiperproliferacdo in vitro de células fibrogénicas, na
qual o aumento no fibroblasto cultivado induziu o desarranjo dos mioblastos (CURY et al.,
2018). Peviani et al. (2018) evidenciaram que o alongamento por 10 e 15 dias reduziu a
quantidade de colageno tipo | no musculo séleo.

Estudos utilizando a escada vertical como protocolo de treinamento resistido
demonstraram efeitos positivos nos resultados de hipertrofia muscular em ratos adultos,
idosos e, ainda, potencializado por intervencdo de esterdides anabdlicos (HORNBERGER;
FARRAR, 2004; KRAUSE NETO et al., 2017a). Guzzoni et al. (2018) observaram reducao
do tecido intramuscular apds 12 semanas de treinamento em escada vertical com sobrecarga
em ratos Wistar adultos. Resultados em EVR, tanto no s6leo quanto no plantar, revelam
menor porcentagem de tecido conjuntivo, ao que indica possivel reducéo da espessura de suas
camadas (fascia, epimisio, perimisio e endomisio) que organizam e estruturam as fibras
musculares, em razdo de sua hipertrofia e transmisséo de forca contrétil transversal.

Em contrapartida, houve maior porcentagem de tecido conjuntivo no mdsculo séleo
apos o treinamento sem sobrecarga concomitante ou ndo com o alongamento estatico prévio.
E no plantar, a maior porcentagem de tecido conjuntivo foi apresentada no grupo que realizou
0 alongamento estatico e no grupo de treinamento sem sobrecarga. Ozaki et al. (2015)
evidenciaram aumento da area intersticial de ratos em 2 dias apds lesdo por estiramento na
regido de inser¢do do gastrocnémio. Assim como nosso estudo, Ozaki et al. (2015) nédo
diferenciaram os tipos de coladgeno, onde o tecido conjuntivo poderia ter se desenvolvido

devido o aumento do colageno tipo IlI.

7.4 ATPase Miofibrilar

Neste estudo, investigamos os efeitos do alongamento estatico e dos protocolos de
treinamento resistido nos diferentes tipos miofibrilares com auxilio da técnica histoquimica de

ATPase miofibrilar.
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A composicdo do tipo de fibra de um masculo pode ser determinada de acordo com
respostas intrinsecas e extrinsecas como genética, hormonios, envelhecimento, sobrecarga e
tipo de exercicio (CRISTEA et al., 2010; MAFFEI et al., 2014; ZHANG et al., 2014). Além
disso, os tipos miofibrilares sdo determinados com base na resposta contratil e no
metabolismo e, ainda, o didmetro de suas fibras esta relacionado com o balango entre a
sintese, degradacdo proteica e numero de miondcleos (BLAAUW; SCHIAFFINO;
REGGIANI, 2013).

O treinamento resistido executado a longo prazo proporciona, entre outras respostas, 0
aumento da area de seccgdo transversa (AST) das fibras musculares (ZAMPARO; MINETTI,
DI PRAMPERO, 2002). As adaptacdes que ocorrem na arquitetura das fibras musculares
apresentam relacdo direta na producdo de forca muscular, em que, fibras com maior AST
podem desenvolver maior producdo de forca muscular devido a formacdo de novos
sarcomeros por meio do aumento significativo na interacdo das principais proteinas contrateis
(SUCHOMEL et al., 2018). Em acréscimo, Allen et al. (1999) sugeriram que a hipertrofia
muscular esta associada a adi¢do de novos mionucleos pela atividade das células satélites.

O protocolo de treinamento em escada vertical também revela efeitos significativos no
aumento da AST; porém assim como a massa muscular, a magnitude desse aumento esta
diretamente relacionada com o tipo miofibrilar e com a tensdo mecénica provocada nesse
tecido (LOURENCO et al., 2020). Também, o progresso das respostas bioldgicas adaptativas
sdo diretamente proporcionais com a intensidade (QAISAR; BHASKARAN; VAN
REMMEN, 2016).

Quando avaliamos os dados do grupo EVS, observamos maior AST comparado ao
grupo que realizou o mesmo protocolo de treinamento em escada, porém sem sobrecarga
(EV). As adaptacdes neuromusculares, como o aumento de forca e hipertrofia muscular,
possuem como componente chave as variaveis presentes em um programa de treinamento
resistido (e.g. series, volume e repeti¢des) (SCHOENFELD; OGBORN; KRIEGER, 2017).

Segundo Deus et al. (2012) o aumento da expressdo de MMP-2 acontece apds 24
sessOes de treinamento em escada vertical sem sobrecarga, o que pode indicar remodelagédo
ocorrida devido a tensdo mecanica, promovendo novas miofibrilas e aumento da atividade de
proteolise, fundamental para o crescimento do tecido musculoesquelético.

O volume de treinamento, por sua vez, indica relevancia significativa nessas diretrizes,
apresentando forte relagdo com o crescimento muscular (KRIEGER, 2010) e, quando
manipulado de forma progressiva resulta em maior hipertrofia muscular (SCHOENFELD;
OGBORN; KRIEGER, 2017).
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Um estudo recente de Rocha et al. (2020a) verificou hipertrofia muscular do s6leo em
ambos os tipos de fibras apds 24 sessdes de treinamento resistido em modelo experimental.

Considerando a resposta do alongamento na AST do séleo, nés revelamos reducdo em
ambos os tipos miofibrilares em relacdo aos animais Controle. Peviani et al. (2018) revelaram
que ndo houve diferenca na AST do sdleo de grupos experimentais apos 10 e 15 dias de
alongamento estatico. Em homens adultos, Simpson et al. (2017) observaram aumento da
espessura muscular do membro inferior apds 6 semanas de alongamento com carga.

Assim como no treinamento resistido, a manipulacdo das variaveis no treinamento do
alongamento estatico parece exercer funcdo-chave nas adaptagdes neuromusculares. Podemos
observar o papel dessas varidveis nas diferentes respostas frente a intensidade do treinamento.
Nas fibras do Tipo I, quando o alongamento estatico € combinado ao treinamento em escada
vertical, podemos observar aumento ndo significativo da AST, sem diferencas se executado
com sobrecarga ou nao.

Em contrapartida, o maior valor de AST foi assumido nas fibras Tipo Il apds o
alongamento prévio ao treinamento com sobrecarga (grupo AEVS). Possivelmente, a resposta
hipertréfica induzida pelo alongamento prévio ao exercicio resistido de maior intensidade
parece afetar fibras rapidas, provavelmente em razdo do estiramento dessas fibras causada
pelo alongamento e pela tenséo gerada pela da sobrecarga acoplada na cauda do animal.

A literatura atual nos sugere que o alongamento muscular de baixa intensidade parece
ndo responder significativamente na hipertrofia muscular analisada por meio da medida da
AST, entretanto, o alongamento de alta intensidade pode provocar possiveis adaptacGes que
ainda sdo escassas (NUNES et al., 2020).

Yahata et al. (2021) hipotetizaram que um programa de alongamento estatico sem
carga externa de alto volume (60 min/semana durante 5 semanas, totalizando 300 min) seria
capaz de induzir algum efeito na arquitetura muscular em homens adultos; no entanto, néo foi
observado nenhuma adaptagéo significativa na hipertrofia dos musculos flexores plantares.
Mesmo com um volume semanal de 2 a 13 vezes maior comparado ao encontrado na
literatura (NUNES et al., 2020a,b), a baixa intensidade oferecida pelo alongamento estatico
ndo é suficiente para induzir adaptacbes no musculo esquelético de homens jovens adultos
saudaveis (YAHATA et al., 2021).

No presente estudo, o volume total do protocolo de alongamento estatico executado
pelos animais foi de 120min (15min/semana durante 8 semanas). Apesar de ser um protocolo
de baixa intensidade, a forca manual aplicada era definida até o ponto de desconforto do

animal e, com base nas respostas adaptativas, este treinamento estd bem préximo da
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capacidade dos animais. Ainda, por ser um treinamento de longa duracéo, era visivel o

aumento progressivo da amplitude de movimento da articulagéo trabalhada.

7.5 Juncéo Neuromuscular

Neste estudo, as alteracGes da regido poés-sinaptica da JNM perante a préatica de
exercicio fisico, isolados ou combinados, forneceram novos dados sobre a plasticidade do
sistema nervoso periférico. Considerando também as caracteristicas morfofuncionais dos tipos
miofibrilares, os muasculos soleo e plantar apresentaram diferentes resultados nesta regido ao
final do experimento.

A formacdo da juncdo neuromuscular é dada pelo acimulo dos receptores de
acetilcolina no sarcolema, vindos dos ramos terminais de um neurénio motor (LI; LEE;
THOMPSON, 2011). As regides pos-sinapticas compostas pelos grupamentos dos receptores
de acetilcolina sdo denominadas de clusters, comumente evidenciados com auxilio da
imunomarcagao de rodamina conjugada com a-bungarotoxina (DESCHENES et al., 2000).

Quando o alongamento muscular acomete gradualmente a unidade contrétil, a tensdo
mecanica gerada no comprimento da fibra muscular origina o processo de sintese de
proteinas, resultando na adicdo de novos sarcomeros (DEYNE, 2001). Além disso, o
alongamento estatico promove respostas celulares dependentes do tempo como reducdo da
rigidez da unidade musculo-tenddo e até desencadea remodelamento muscular por meio de
mecanismos para hipertrofia como AKT/mTOR, aumento da expressao génica de proteina
myo-D, e regulacdo negativa de miostatina (MOHAMAD; NOSAKA; CRONIN, 2011,
NAKAMURA et al., 2011; PEVIANI et al., 2018; PEVIANI et al., 2007).

A pratica regular de alongamento muscular pode ser benéfica em resultados como
contracdo voluntaria maxima e possivelmente velocidade de corrida (SHRIER, 2007). Nossos
achados revelam que o alongamento estdtico provoca alteracdo de toda estrutura
neuromuscular pos-sinaptica e, possivelmente, sua funcao.

Embora evidéncias sugiram que o alongamento imediatamente antes do exercicio
diminuia os resultados em testes de desempenho que requerem forga ou poténcia (SHRIER,
2004), dados sobre o alongamento em outras perspectivas sao escassos, principalmente sua
influéncia nas respostas pos-sinapticas da JNM.

O remodelamento morfologico da &area ocupada pelos receptores de acetilcolina

(AChR) pode estar associado com a dessensibilizacdo durante a estimulacdo neural intensa e
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repetida (DESCHENES et al., 2000). O aumento desta &rea tem como consequéncia funcional
a diminuicdo da fadiga muscular periférica durante contragdes musculares de alta intensidade
(DESCHENES et al., 2000). No entanto, a reducédo desta area ndo implica que a inervacao do
neurénio motor nas fibras musculares seja restrita, pois o potencial pos-sinaptico
normalmente possui uma amplitude que excede em grande parte a amplitude necessaria para
obter um potencial de a¢do pos-sinéptico (FINSTERER, 2012).

A regido pos-sinaptica do séleo no grupo EV apresentou valores menores em todas as
variaveis analisadas, o que indica alto nivel de remodelamento desta regido. E importante
ressaltar que, exercicios fisicos executados em longos periodos e em intensidade subméxima
moderada, como corrida em esteira e natacdo, sdo eficientes para 0 aumento da atividade
neuromuscular (DESCHENES, 2019), e o treinamento em escada vertical sem sobrecarga
pode ser considerado de baixa intensidade (DEUS et al., 2012).

Deschenes (2016) indicou que a fungcdo muscular durante o treinamento
provavelmente induz o controle da remodelacdo da JNM. Em seu estudo foi revelado que
musculos com a composicdo miofibrilar semelhantes apresentam adaptacdes morfologicas
diferentes. Apesar da acdo musculos séleo e plantar estarem relacionadas com a flexd@o plantar
e, presumivelmente, serem recrutados durante o protocolo em escada vertical, podemos
observar em nossos dados divergentes adaptacfes morfolégicas pos-sinapticas como resultado
do treinamento.

Sobre o treinamento em escada vertical com sobrecarga, Deschenes et al. (2015)
apresentaram dados em animais jovens e idosos, onde houveram adaptacdes apenas nos
componentes pds-sindpticos da JNM, como é evidente nos nossos dados de EVS.

O uso da sobrecarga nas sessoes de treinamento em escada vertical resulta no aumento
morfologico da JNM do séleo de ratos adultos (DESCHENES et al., 2000). Em nosso estudo,
os valores de remodelamento dos grupos com sessfes com sobrecarga Sdao maiores
comparados as sessdes sem sobrecarga, tanto no séleo quanto no plantar.

O treinamento resistido provoca aumento da regido neuromuscular pds-sinaptica do
soleo principalmente na area ocupada pelos AChR, essas adaptacfes sdo especificas do tipo
miofibrilar e, ainda, fibras de contracdo répida sdo minimamente recrutadas em treinamento
de escada (DESCHENES, 2019; DESCHENES et al., 2015). Em nossos dados, podemos
verificar o remodelamento da JNM do plantar (Tipo Il), desta forma, presume-se que 0
protocolo de treinamento recrutou miofibrilas que normalmente ndo sdo ativadas, a fim de

concluir a sesséo.
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O treinamento resistido concomitante (AEVS) ou ndo (EVS) com o alongamento
resultou em maior dispersdo dos receptores de ACh em toda extensdo pds-sinéptica no plantar
comparado aos animais que executaram o treinamento sem sobrecarga (EV). Um estudo
introdutorio de Deschenes et al. (1993) verificou que a intensidade do treinamento em esteira
em ratos esta diretamente relacionada com a dispersdo da placa terminal, uma vez que na
corrida de baixa intensidade a dispersdo poés-sinaptica foi reduzida, engquanto que em
intensidade alta, a dispersao foi maior. Podemos confirmar que a manipulacdo da intensidade
do treinamento pode induzir a dimenséo das alteracdes na distribuicao de receptores da regido
pos-sinaptica da JNM.

Interessantemente, nosso estudo também apresentou as adaptacfes que a combinagdo
dos dois protocolos de exercicio (alongamento prévio + treinamento em escada vertical)
induziu na regido pos-sinaptica da JNM em comparacgdo aos respectivos grupos controles.

Em relacdo ao musculo séleo, podemos observar que sessdes de treinamento resistido
apresentaram valores semelhantes na dispersdo pds-sindptica que os animais que realizaram
sessOes de treinamento em escada sem sobrecarga com alongamento prévio. Em geral, o
treinamento de alta intensidade resulta em maior dispersdo dos AChR na placa final
(WILSON; DESCHENES, 2005), dessa forma, o alongamento prévio a exercicios menos
intensos parece resultar em adaptacbes semelhantes que somente o treinamento com
sobrecarga.

Por outro lado, quando consideramos os dados de dispersdo do plantar entre as sessfes
de treinamento resistido sem (EVS) e com alongamento prévio (AEVS), ndo ha diferencas
estatisticas. Segundo Wilson e Deschenes (2005) o tipo de exercicio e o tipo da composi¢do
miofibrilar resultam em diferentes efeitos na atividade morfoldgica pos-sinaptica.

Sobre o indice de fragmentacdo, Prakash e Sieck (1998) encontraram os efeitos do
envelhecimento nas adaptac6es morfoldgicas da JNM, como a fragmentacdo alterada. Embora
a fragmentacao possa resultar da redistribuicdo de componentes pré-sinapticos sobre uma area
sinaptica maior, essas alteragdes também podem representar aumento na desnervacdo e
reinervagdo, o que pode aumentar a falha da transmissdo neuromuscular (ZAMPARO;
MINETTI; DI PRAMPERO, 2002).

De maneira geral, o aumento da fragmentacdo esta diretamente associado a qualquer
comprometimento da transmissdo neuromuscular, no entanto é importante enfatizar que a
fragmentacdo da JNM ndo é a uUnica adaptacdo estrutural que pode influenciar sua funcéo
(SLATER, 2020).
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8 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, concluimos que o alongamento estatico prévio e

os diferentes treinamentos em escada vertical (combinados ou ndo) promovem divergentes

adaptacGes morfologicas e morfométricas na regido pos-sinaptica e no ventre muscular dos

musculos soleo e plantar, descritas a seguir:

a.

No musculo so6leo, o alongamento estatico provoca menor area de sec¢do transversa
das fibras Tipo I e Il, menores valores de dispersdo e de area corada na regido pos-
sindptica do soleo, sugerindo uma sinapse dispersa. Além disso, os mionucleos
apresentaram maior complexidade de organizagdo. No plantar, por sua vez, o
alongamento estatico promove maior area de seccdo transversa das fibras Tipo I, lla e
IIx (comparado ao Controle), aumenta os perimetros da regido pos-sindptica, porém
ndo ha remodelamento das areas, indicando uma regido menos eficiente;

H& uma adaptacdo musculo-especifica de acordo com o treinamento, no qual a
modalidade de exercicio fisico e o tipo miofibrilar predominante resultaram em
diferentes efeitos na morfologia da regido pos-sinaptica do soleo e do plantar;

O treinamento em escada vertical atua na manutencdo da massa corporal e muscular
(s6leo e plantar), promove reducdo do tempo de subida e no padrdo dos movimentos
observados durante as sessoes;

O treinamento em escada vertical com sobrecarga atua na manutencdo da massa
corporal e muscular (s6leo e plantar), favorece a hipertrofia das fibras Tipo | do séleo
e Tipo lIx do plantar, promove alteracbes na organizagcdo mionuclear e reducdo da
area intersticial. Além disso, promove maiores valores nas areas, no didmetro maximo
e no indice de fragmentacdo da regido pos-sinaptica do plantar;

Os diferentes treinamentos em escada vertical com alongamento estatico prévio
apresentaram similar hipertrofia das fibras Tipo I no soleo e Tipo IIx no plantar, que o
treinamento em escada sem sobrecarga;

O treinamento com ou sem sobrecarga com alongamento estatico prévio determina a
resposta hipertrofica das fibras do Tipo Il do séleo, onde o grupo com sobrecarga
apresenta maior hipertrofia que o sem sobrecarga;

O alongamento estatico prévio ao exercicio em escada vertical sem sobrecarga resulta
em menores valores de massa muscular tanto no séleo quando no plantar, promove

adaptacOes semelhantes na regido pds-sinaptica do sdleo causadas pelo treinamento
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com sobrecarga, e apresenta maior complexidade na organizagdo mionuclear no
plantar;

O alongamento estatico prévio a escada vertical com sobrecarga reduz a producao de
trabalho no teste de CMC, e aumenta o tempo de subida na escada;

Os protocolos de treinamento foram eficazes nas adaptacGes morfoldgicas da regido
pos-sinaptica do plantar, porém estas alteracbes dependem da intensidade do
treinamento, na qual o treinamento com sobrecarga apresentou maior remodelamento
morfologico, provavelmente isto proporciona diminuicdo da fadiga muscular. Por

outro lado, o alongamento estatico prévio parece atenuar este remodelamento.
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