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RESUMO

O processo fisioldgico do envelhecimento acarreta em diversas alteracdes aos
sistemas corporais onde a sarcopenia resultante da atrofia muscular associado a
menopausa, desencadeia diversas alteracdes morfoldgicas na area de interacao
musculo-tenddo denominada de juncdo miotendinea. O exercicio fisico podera
acarretar em beneficios na estrutura da juncdo miotendinea associadas com um
grande aumento em sua area de contato. O objetivo do presente estudo consistiu
em analisar a plasticidade tecidual através da analise morfolégica da juncdo
miotendinea do soOleo em ratas Wistar idosas ovariectomizadas submetidas ao
treinamento de natacdo. Foram utilizadas 40 ratas com 1 ano e 2 meses de idade
divididas aleatoriamente em quatro Grupos, (n=10): Grupo Sedentario; Grupo
Treinadas; GrupoSedentario/Ovariectomizadas e Grupo
Treinadas/Ovariectomizadas. Os animais foram oriundos do Biotério Central da
UNESP — Campus de Botucatu-SP. O protocolo de treinamento consistiu em 40
sessfes, durante uma hora diaria, por um periodo de oito semanas e sobrecarga de
5% da massa corporal dos animais, com mensuracdo semanal para realizagédo de
ajustes. As imagens histologicas obtidas foram analisadas através da microscopia de
luz, microscopia eletronica de varredura e microscopia eletronica de transmisséo, de
maneira a evidenciar caracteristicas morfométricas, aspectos tridimensionais dos
elementos estruturais e ultraestruturais dos componentes ao nivel celular. Os
resultados do presente estudo evidenciaram a plasticidade tecidual da JMT do séleo
de ratas idosas ovariectomizadas. Foram apresentadas as diferencas estatisticas
nos valores de massa corporal mediante a realizacdo do protocol de treinamento e
ovariectomia. Além disso foram evidenciadas as amplas projecdes sarcoplasmaticas
provenientes do tecido tendineo e responsaveis pela fixagdo com o tecido muscular.
Foram revelados os aspectos tridimensionais na estruturagdo da JMT e sua
interagdo com o tecido conjuntivo denso associado. Foram reveladas as adaptagfes
ultraestruturais das invaginacdes e evaginagfes sarcoplasmaticas em toda interface
miotendinea com suas diferentes dispocisdes, formatos e didametros de acordo com
o envelhecimento, natagdo e ovariectomia. Foram demonstradas as caracteristicas
morfométricas dos comprimentos e espessuras das invaginacdes e evaginacdes ao
evidenciar o aumento da &rea de contato com o treinamento aquatico e a localizacao
difusa da interagdo miotendinea com a realizacdo da ovariectomia. Conclui-se que a
JMT apresentou amplas adaptacdes na disposicdo dos sarcOmeros em séries,
organizacdo dos feixes de fibrilas de colageno, densidade das invaginacfes e
evaginacdes sarcoplasmaticas ap0s a ovariectomia e organizagdo com o0
treinamento aquatico.

Palavras-chave: Juncdo Miotendinea, Envelhecimento, Menopausa, Exercicio
Fisico.



ABSTRACT

The physiological process of aging results in several changes in the body systems
where the resulting sarcopenia of muscle atrophy associated with menopause,
several triggers morphological changes in muscle-tendon interaction area
denominated myotendinous junction. Physical exercise may be result in benefits in
the structure of myotendinous junction associated with a large increase in their
contact area. The aim of this study is to analyze the tissue plasticity through the
morphological analysis of myotendinous junction of the soleus in ovariectomized old
Wistar rats submitted to swimming training. Will be used 40 rats aged with 1 year and
2 months old randomly divided into four groups (n = 10): Sedentary group; Trained
group; Sedentary / Ovariectomized group and Trained / Ovariectomized group. The
animals will be coming from the Central Animal Facility of UNESP - Botucatu-SP. The
training protocol consist of 40 sessions, 1 hour daily, for a period of 8 weeks and
loaded with 5% body weight of animals with weekly measurements for making
adjustments. The obtained histological results will be analyzed by light microscopy,
scanning electron microscopy and transmission electron microscopy, in order to
demonstrate morphometric characteristics, three-dimensional aspects of structural
and ultrastructural elements of the components at the cellular level. The results of
this study showed the tissue plasticity of JMT the soleus of ovariectomized rats
elderly. The statistical differences were presented in body mass values by making the
protocol training and ovariectomy. Also highlighted were the broad sarcoplasmic
projections from the tendon tissue and responsible for fixing to the muscle tissue. The
three-dimensional aspects in structuring the JMT and its interaction with the dense
connective tissue associated were revealed. the ultrastructural adaptations of
invaginations and evaginations sarcoplasmic were revealed throughout
myotendinous interface with its different dispocisbes, shapes and diameters
according to aging, swimming and ovariectomy. Morphometric characteristics of
lengths and thicknesses of invaginations and evaginations have been demonstrated
to show increased contact area with aquatic training and diffuse location
myotendinous interaction with the completion of ovariectomy. It was concluded that
the JMT presented extensive adjustments in the arrangement of sarcomeres in
series, organization of collagen fibrils beams, density of invaginations and
evaginations sarcoplasmic after ovariectomy and organization with the water training.

Keywords: Junction Myotendinous, Aged, Menopause, Physical Exercise.
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1. INTRODUCAO

O musculo estriado esquelético é formado por feixes de células de até 30 cm
de comprimento denominadas fibras musculares estriadas esqueléticas, com
caracteristicas cilindricas, multinucleadas, e com a presenca de muitos filamentos
chamados de miofibrilas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A regido da juncéo
miotendinea é caracterizada nas extremidades distais da musculatura esquelética
em relacdo ao seu ventre muscular proximos ao seu ponto movel de insercdo
tendinea. Suas adaptacdes sdo descritas de acordo com sua sintopia, funcéo,
disposicéo, topografia e composicao histoquimica (CIENA et al., 2012). Sua principal
funcdo é da transmissdo de forca gerada através das proteinas contrateis
intracelulares do musculo para as proteinas do tecido conjuntivo do tenddao que
resultard nos movimentos de nossas articulagbes (KANNUS et al.,, 1992). O
envelhecimento esta relacionado com a perda progressiva de massa muscular, forca
e qualidade, uma condi¢do descrita como sarcopenia, um quadro que se tornou
grande preocupacdo de saude publica para o envelhecimento da populacdo atual
(KO et al., 2014). Modelos experimentais que simulam o0s sinais e sintomas da
menopausa sdo empregados para analisar os seus efeitos em diversos sistemas do
corpo humano. O procedimento de ovariectomia € caracterizado pela remocao
bilateral dos ovérios, no qual gera mudancas desde hormonais até a reducdo do
tamanho do utero (CHANG et al., 2010). O exercicio fisico tem sido recomendada
para o tratamento e prevencdo de muitas doencas cronicas associadas com o
envelhecimento (KO et al., 2014). Vérios estudos mostraram a melhoria na massa
muscular relacionada a idade e declinio funcional com o treinamento fisico (KOH,;
BROOKS, 2001; WATERS et al., 2003).

Diante dos varios fatores adversos relacionados ao envelhecimento, a
menopausa é um distarbio hormonal que acarreta em diversos acometimentos
devido a reducgdo na producéo de estrégeno e progesterona, horménios de extrema
importancia para vitalidade e qualidade de vida da mulher. Além disso, o sistema
muscular é um dos principais sistemas que sofre alteragbes morfoldégicas no
envelhecimento devido a atrofia muscular, no qual desencadeia um quadro que é
atualmente preocupacdo mundial de saude publica do idoso, denominado de
sarcopenia. Com isso, toda a regido e a area de interagdo da juncdo miotendinea

poderdo sofrer grande comprometimento nas suas caracteristicas morfolégicas, o
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que acarretara na alteragdo drastica da transmisséo e resisténcia de forca entre o
musculo e tend&o.

A fim de proporcionar uma melhor qualidade de vida e minimizar as
alteracbes morfologicas na juncdo miotendinea do soéleo agravadas com a
sarcopenia e a menopausa, comcomitantemente com a melhor estabilizagcéo
articular devido a sua atividade postural, o exercicio fisico, € uma das modalidades
terapéuticas indicadas para amenizar os efeitos deletérios possivelmente
potencializados e associados ao envelhecimento. Além disso, pouco se sabe sobre
as alteragcbes nas caracteristicas morfologicas da juncdo miotendinea no musculo
Séleo de ratas ovariectomizadas e suas principais consequéncias em resposta ao
exercicio fisico, onde a natagdo podera contribuir com o aumento da area da juncdo
miotendinea extremamente eficaz para uma melhora na funcionalidade muscular e

na vida cotidiana de idosas sarcopenicas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Musculo Estriado Esquelético

Cerca de 40 a 50 % do peso corporal total é atribuido pelo tecido muscular,
sua constituicdo € de extrema importancia pois geram forcas necessarias para a
contragcéo desse tecido através da energia contida nas moléculas de ATP. Pode ser
dividido em trés tipos de musculos: masculo estriado esquelético, musculo estriado
cardiaco e mausculo liso, diferenciados de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas e funcionais (TORTORA; DERRICKSON, 2012; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

O musculo estriado esquelético é formado por feixes de células de até 30 cm
de comprimento denominadas fibras musculares estriadas esqueléticas, com
caracteristicas cilindricas, multinucleadas, e com a presenca de muitos filamentos
chamados de miofibrilas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Além disso, é
responsavel pelo movimento do esqueleto axial, apendicular, e pela manutencéo e
postura do corpo por ter sua fixagdo nos ossos (ROSS; PAWLINA, 2008).

As fibras musculares sdo unidas e mantidas pelo tecido conjuntivo essencial

para transducdo de forca. Esse tecido € organizado estruturalmente no interior do
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musculo para fortalecer, proteger, e agrupar as fibras musculares em feixes ligados
aos musculos. Ele pode ser classificado em trés tipos de acordo com sua relacdo
das fibras: o endomisio, tecido localizado mais internamente, o qual envolve com
uma bainha fina as fibras individuais do musculo esquelético; o perimisio, o qual faz
o papel de interligacdo entre os fasciculos; e o epimisio, tecido localizado mais
externamente, o qual reveste todo a superficie muscular (ROSS; PAWLINA, 2008;
VAN DE GRAAFF, 2003).

Os musculos estriados esqueléticos séo diferenciados em trés tipos de fibras
gue podem sofrer alteragbes e adaptacdes quanto ao seu metabolismo e a sua
estrutura durante a vida. Fibras Tipo 1, consideradas oxidativas, resistentes a fadiga
e de contracao lenta; fibras Tipo 2A, consideradas glicoliticas oxidativas, resistentes
a fadiga e de contracdo rapida; e fibras Tipo 2B, consideradas glicoliticas,
relativamente resisténtes a fadiga e de contracdo rapida (GREFTE et al., 2007;
JARVINEN et al., 2005; CIENA et al., 2011).

As miofibrilas sdo compostas por unidades cilindricas e longitudinais,
denominadas de sarcOmeros, com uma arquitetura extremamente consistente e
papel importante na transducdo de sinal quimico em energia mecanica contratil
(RIGOARD et al., 2009).

Os sarcomeros séo as menores unidades funcionais da contragdo muscular,
delimitadas em cada extremidade por uma linha escura e estreita conhecida como
linha Z, entre as linhas Z, encontra-se uma banda Isotrépica, denominada banda I,
composta por uma matriz de filamentos finos denominados de actina. No centro do
sarcomero, encontra-se a banda A, com uma coloragdo escura e composta por uma
matriz de filamentos grossos denominados de miosina, dividida por uma zona menos
densa devido a auséncia de sobreposicdo de filamentos finos quando ha
relaxamento do sarcbmero, denominada zona H, na qual encontra-se uma estreita
faixa denominada linha M (LAING; NOWAK, 2005; CRAIG; PADRON, 2004).

O mausculo esquelético possui uma capacidade adaptativa de alterar suas
propriedades estruturais e funcionais conforme os estimulos recebidos do ambiente
externo, denominada plasticidade muscular (SCOTT; STEVENS; BINDER-
MACLEOQOD, 2001; BALDWIN; HADDAD, 2002; OLIVEIRA et al., 2014).

O musculo séleo, como o préprio nome indica, tem a forma plana em sua
espessura (SCHAFER; SYMINGTON; BRYCE, 1923), é um musculo largo, grande e

achatado, com origem na regido superior da fibula, septo intermuscular e na linha
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solear da tibia. Apresenta um papel postural devido a elevada constituicdo por fibras
musculares do Tipo |, responsavel pela flexao plantar, que atuara no salto, marcha e
flexdo da perna (STANDRING et al., 2005; MCCRAW; ARNOLD, 1987; MACEDO
FILHO et al., 1995).

2.2 Tendao

O tendao é uma estrutura anatdémica o qual esta localizado entre os musculos
e 0Ss0s, constituido em sua maior parte por colageno. Apresentam coloracdo branca
e reluzente e grande resisténcia a cargas mecanicas devido a sua textura fibro-
elastica, tem como principal funcdo, a transmissdo da forca gerada nos musculos
aos 0ssos, que resulta no movimento das nossas articulagdes (KANNUS, 2000;
BIRCH, 2007). Além disso, atuam por meio de a¢des biomecénicas e biologicas na
homeostasia do organismo, e pode variar em sua forma, disposi¢céo, largura e
espessura (BUTLER; JUNCOSA; DRESSLER, 2004; KJAER, 2004).

Os tendBes sdo tecidos conjuntivos constituintes de fibras de colageno
paralelas e propagadas através de uma matriz extracelular (LIN; CARDENAS;
SOSLOWSKY, 2004). Existem diversos tipos de colageno no tecido tendineo,
entretanto o coldgeno Tipo | constitui cerca de 95% dentre os outros presentes, e
tem uma relacdo com o colageno do Tipo V em regular o didametro da fibrila durante
a maturacdo e envelhecimento, em contrapartida, o colageno do Tipo Il diminui
conforme a sintese do coldgeno do Tipo | (AMIEL et al., 1984; NIYIBIZI et al., 2000).

Ao nivel microscopico as células tendineas, os tenoblastos e tendcitos,
representam cerca de 90-95% dos elementos celulares do tenddo (DORAL et al.,
2010). Os tendbes apresentam em recém-nascidos elevada proporcdo de
tenoblastos distribuidos longitudinalmente e paralelamente, em jovens, esta
proporcdo diminui gradualmente de células por matriz, e os tenoblastos antes
caracterizados por apresentar tamanhos e formatos variados, assemelham-se, e
apresentam apenas o formato fusiforme (IPPOLITO et al., 1980; CHUEN et al.,
2004), capaz assim de sustentar o conceito de elevada atividade metabdlica dessas
células como a intensa sintese dos elementos da matriz extracelular (STANLEY et
al., 2007).

Ao longo do processo natural de envelhecimento, ocorre diversas alteracdes

com as células tendineas, e os tenoblastos, diminui progressivamente e passam a
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ser denominados de tendcitos na fase adulta, caracterizados por apresentarem
formatos mais alongados capaz de garantir a interacdo celular e compensar sua
diminuicdo e o0 aumento da matriz durante o envelhecimento. Os tendcitos em seu
aspecto morfologico, assemelham-se com uma aranha e sintetizam diversas
proteinas na matriz extracelular como por exemplo o colageno, organizado e
constituido por um arranjo de feixes primarios e secundarios paralelos diminuidos
conforme & area de insercédo tendinea (IPPOLITO et al., 1980; MOORE; DE BEAUX,
1987; BUTLER et al., 1990).

2.3 Junc¢ao Miotendinea

A éarea de interagdo entre o tecido muscular e o tenddo é conhecida como
uma regido altamente especializada e complexa do sistema muscular esquelético
denominada de jun¢do miotendinea (TIDBALL, 1991).

A juncdo miotendinea (JMT) tem como funcdo principal, transmitir a forca
gerada nas contracdes musculares pelas proteinas contrateis para as proteinas do
tecido conjuntivo do tendao, age na forga motriz, estabilidade e posicionamento das
articulagdes, auxilia o controle dos movimentos, armazena e libera energia elastica
(KANNUS et al., 1992; TROTTER, 2002), além de ser caracterizada como a principal
regido de predisposicdo a lesBes durante esforcos excessivos e contragdes
excéntricas (TIDBALL; SALEM; ZERNICKE, 1993).

A formacdo da juncdo miotendinea ocorre de forma gradual e continua
através da tensdo gerada nas contracfes musculares nos periodos embrionarios
finais e neonatais iniciais (BENJAMIN; RALPHS, 2000; YAMASHITA et al., 2007;
KOSTROMINOVA et al., 2009; CIENA et al., 2012). O seu desenvolvimento se
sucede através das ligacdes entre o musculo esquelético e elementos da matriz
extracelular (RODRIGUEZ-GUZMAN et al.,, 2007; TIDBALL; SALEM; ZERNICKE,
1993).

Morfologicamente, as extremidades das fibras musculares apresentam uma
alta quantidade de projecdes sarcoplasméticas direcionadas para a matriz
extracelular, incisdes estas, responsaveis em aumentar a rea de contato de fixacdo
das fibras musculares ao tecido tendineo (AIJIRI et al., 1978; DECONINCK et al.,
1997; HUIJING, 1999).

Recentes estudos constataram caracteristicas morfoldgicas adjacentes as
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projecbes na regido da juncdo miotendinea denominadas de invaginacfes
sarcoplasméticas ou “interdigitacfes”, estruturas estas, longas e delgadas oriundas
da matriz extracelular (CIENA et al., 2010). Caracteristicas relatadas recentemente,
revelaram uma plasticidade tecidual na regidao da JMT, no qual toda extensao de sua
area sofre diversas altera¢cdes morfologicas de acordo com o envelhecimento e acao
da gravidade, além da capacidade de adaptacfes e/ou evolu¢des presentes nos
musculos esqueléticos de acordo com sua sintopia, topografia, funcdes e alteragbes
morfologicas nas fibras musculares em questdo (CIENA et al., 2011; CIENA et al.,
2012; ROFFINO et al., 2006).

2.4 Envelhecimento

O envelhecimento é um processo crescente, natural, continuo e irreversivel,
que promove alteracdes e desgastes em varios sistemas funcionais (FIEDLER,;
PERES, 2008). A capacidade funcional € um dos principais marcadores do processo
natural de envelhecimento e uma melhor qualidade de vida, desta forma, a
preservacao desta capacidade, € um fator determinante para otimizar a qualidade de
vida de idosos e futuras patologias associadas a esse processo (GOBBI, 1997). A
atividade fisica destaca-se como uma alternativa de minimizar os declinios fisicos
acompanhados do envelhecimento, constatadas melhoras significativas na saude e
aptidao funcional (BOCALINI; SANTOS; SERRA, 2008).

O envelhecimento esta relacionado com a perda progressiva de massa
muscular, forca e qualidade, uma condi¢cdo descrita como sarcopenia, um quadro
que se tornou grande preocupacdo de saude publica para o envelhecimento da
populacéo atual (KO et al., 2014).

O termo sarcopenia foi descrito por Irwin Rosenberg na década de 80
associados aos termos gregos sarcomalacia ou sarcopenia, para descrever a
diminuicdo da massa magra com a idade (ROSENBERG, 1989).

Em 2009, o Grupo de Trabalho Europeu sobre sarcopenia em idosos
(EWGSOP) ja tinha definido sarcopenia como uma sindrome caracterizada pela
perda progressiva e generalizada da massa muscular esquelética e forca com um
risco de resultados adversos, tais como deficiéncia fisica, ma qualidade de vida e
morte (CRUZ-JENTOFT et al., 2010).
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A reducédo da massa muscular é causada por multiplos mecanismos, incluindo
preferencial atrofia da fibra muscular-tipo 1l, como resultado da morte do neurdnio
motor, a inatividade fisica, status hormonal alterado, diminuicdo da ingestédo calérica
e proteica, mediadores inflamatorios, estresse, e alteracdo da sintese de varias
proteinas (HUNTER; MCCARTHY; BAMMAN, 2004; DOHERTY, 2003; MACALUSO;
DE VITO, 2004).

2.5 Ovariectomia

Modelos experimentais que simulam os sinais e sintomas da menopausa séo
empregados para analisar os seus efeitos em diversos sistemas do corpo humano.

O procedimento de ovariectomia é caracterizado pela remocéo bilateral dos
ovarios, no qual gera mudancas desde hormonais até a redugdo do tamanho do
utero (CHANG et al., 2010). A reducdo dos horménios estrogeno e progesterona
provenientes da remocdo dos ovarios, resulta na diminuicdo da area de seccao
transversa dos musculos, no qual provoca um quadro conhecido como sarcopenia
(YWAZAKI, 2012). O declinio prolongado do hormdnio esteroide estrégeno ocasiona
um processo de perda de densidade no interior da fibra muscular, o qual diminui seu
sarcoplasma, responsavel pela perda de espessura, do tdnus e da forca do musculo
esquelético (ZAMMIT; BEAUCHAMP, 2001; KAHLERT et al., 1997; TIIDUS et al,
2001).

Modelos experimentais em ratas foram observado aumento significativo da
massa corporal e atrofia uterina em comparacdo com ratas néo submetidas a
ovariectomia (HOEGH-ANDERSEN et al., 2004).

2.6 Exercicio Fisico

O exercicio fisico tem sido recomendada para o tratamento e prevencgéo de
muitas doencas cronicas associadas com o envelhecimento (KO et al., 2014). Vérios
estudos mostraram a melhoria ha massa muscular relacionada a idade e declinio
funcional com o treinamento fisico (KOH; BROOKS, 2001; WATERS et al., 2003). O
exercicio fisico estimula o metabolismo muscular, a sintese de proteinas, e a
biogénese mitocondrial em idosos (MENSHIKOVA et al., 2006).

Altos niveis de atividade fisica retardam a diminuicdo da capacidade oxidativa
do musculo esquelético e na sarcopenia (KENT-BRAUN; ALEXANDER, 2000).
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O exercicio aquatico € muito utilizado como modalidade terapéutica na
reabilitacdo de disfun¢cdes musculoesqueléticas demonstrados resultados positivos
no tratamento e prevencao de diversas patologias, os efeitos desta modalidade, sao
variados e dependentes de fatores extrinsecos como duracéo, tipo e intensidade do
exercicio de acordo com a especificidade do individuo. Com isso, possui diversos
efeitos fisiol6gicos capazes de promover um reparo tecidual devido ao aumento da
circulacdo periférica e consequentemente um aumento no suprimento e nutrientes
do musculo ativo (DEGANI, 1998; MEDEIROS et al., 2004).

Na natacéo, a resisténcia e carga imposta ao movimento se da em funcao da
viscosidade da &agua juntamente com as propriedades de flutuagdo do animal
(SKINNER; THOMPSON, 1988). Além disso, a pressdo hidrostatica e o calor
especifico da agua também fornecem fatores adicionais que podem influenciar as
respostas ao exercicio (CAMPION, 1990).

3. OBJETIVO GERAL

bY

O objetivo do presente estudo consistiu em analisar a plasticidade tecidual
através da andlise morfologica da juncdo miotendinea do sbleo em ratas Wistar

idosas ovariectomizadas submetidas ao treinamento de natagéo.

3.1 Objetivos Especificos

- Analisar as caracteristicas estruturais da jungdo miotendinea do Séleo através
do método de microscopia de luz com as colora¢cdes de Hematoxilina-Eosina
(HE) e Picro-Sirus (PS).

- Realizar a reacdo enzimatica NADH-tr para a diferenciacdo metabolica das
fibras musculares.

- Descrever aspectos tridimensionais da juncdo miotendinea pelo método de
microscopia eletrbnica de Varredura.

- Demonstrar através da Microscopia de transmissao as caracteristicas

ultraestruturais da juncao miotendinea.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizadas 40 ratas idosas Wistar, com um ano e dois meses de idade,
organizadas em 4 grupos distintos:

« Grupo Sedentario (n=10): animais ndo submetidos ao treinamento de
natagao e a cirurgia de remocao dos ovarios-ovariectomia;

« Grupo Treinadas (n=10): animais submetidos apenas ao treinamento de
natacao;

« Grupo Sedentéario/Ovariectomizadas (n=10): animais submetidos a cirurgia
de remocéao dos ovarios-ovariectomia;

« Grupo Treinadas/Ovariectomizadas (n=10): animais submetidos ao
treinamento de natacdo e a cirurgia de remog&o dos ovarios-ovariectomia.

Todos os animais foram originarios do Biotério Central da UNESP — Campus
de Botucatu e mantidos em gaiolas com 5 ratas em cada no Biotério do Laboratorio
de Morfologia e Atividade Fisica do Departamento de Educacéo Fisica do Instituto
de Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro. A temperatura foi controlada a 2312
°C em periodos claros/escuro de 12 horas e com 4gua e racdo balanceada “ad
libitum”. Todos os procedimentos apresentados nesse estudo foram submetidos e
aprovados ao Comité de Etica e Pesquisa com Animais (Comissdo de Etica no Uso
de Animais — CEUA) do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista —
Campus Rio Claro-SP, N.9377.

4.2 Processo Cirargico - Ovariectomia

Os animais dos grupos O e OT foram anestesiados com Ketamina (50mg/kg)
e Xilazina (10mg), via intraperitoneal, posteriormente submetidos a técnica de
tricotomia e assepsia da regido ventral. Com auxilio de um bisturi, a parede
abdominal foi seccionada através de uma incisura desde a parede muscular até o
cutadneo com linha de sutura de nylon n° 6.0, e a longitudinal para que os ovarios
sejam expostos e dissecados. Apds este procedimento ocorreu a sutura e
posteriormente assepsia no local da inciséo cirdrgica 3 vezes ao dia durante 7 dias.
Os animais foram medicados durante 4 dias no periodo pdés operatério com
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Paracetamol (300mg/kg) via bebedouro e colocados em gaiolas limpas (FERRETTI
et al, 2014).

4.3 Protocolo de Treinamento

No 4° més pds operatério, os animais dos Grupos Treinadas,
Treinadas/Ovariectomizadas foram submetidos ao protocolo de treinamento aquatico
(natacdo) em tanques retangulares, individualmente separados por tubos de PVC
(cloreto de polivinila), com 24 cm de diametro, 50 cm de comprimento, para impedir
aglomeracao e disperséo, imersos a 40 cm de agua aquecida a 31°C (PESTANA et
al., 2012). Os animais foram semanalmente pesados em uma balanca semi-analitica
durante todo o experimento para a mensuracdo da massa corporal. Para a obtencéo
das sobrecargas de treinamento foram utilizados pesos de chumbo, fixados ao térax,
equivalentes a 5% da massa corporal, os quais aferidos e corrigidos semanalmente.
Foram realizadas 5 sessdes semanais com duragdo de 60 minutos cada, por um
periodo de 8 semanas, em um total de 40 sessdes (CIABATTARI; DAL PAI e DAL
PAI, 2005).

4.4 Mensuragéo da Massa Corporal

O massa corporal dos animais foram mensuradas semanalmente em uma
balanca semi—analitica (Marte LC1). Foram selecionados 3 periodos: 1° periodo,
antes do procedimento cirargico — ovariectomia; 2° periodo, fim do 4° més poés-
operatorio e inicio do protocolo de treinamento; 3° periodo, término do protocolo de
treinamento. Para a obtencdo das médias e desvio padrdo dos 3 periodos foi
utilizado o programa Microsoft Office Excel, e realizado o tratamento estatistico
através da analise de variancia ANOVA two way, poés teste de Bonferroni com auxilio
do software Graph Pad 5.0, o nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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4.5 Microscopia de Luz

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, eutanasiados
(Overdose de anestésico — Ketamina 100mg/Kg, via intraperitoneal). Em seguida
foram dissecadas amostras da juncdo miotendinea do sOleo, criofixados em
nitrogénio liquido, através da alocacdo das amostras sobre a superficie de cortica
estabilizadas com cola biolégica e untadas em talco neutro (Tragacanth, SIGMA)
para prevenir artefatos, e em seguida armazenadas no Freezer -80°C. Foram
realizados cortes longitudinais de 5 pm de espessura (Criostato HM 505 E,
MICROM), coradas com a técnica de Hematoxilina-Eosina para destague dos
componentes celulares e Picro-sirius para identificacdo do tecido conjuntivo
associado (JUNQUEIRA; BIGNOLAS e BRENTANI, 1979; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2008).

As fibras musculares foram diferenciadas em relacdo ao seu metabolismo, de
acordo com os parametros metabolicos, através da reagdo histoquimica de NADH-tr
(NADH-tr, Sigman, N8129). Este procedimento utilizou a reacao de oxido-reducao do
ciclo de Krebs. Através de uma a¢éo enzimatica, o Nitro Blue Tetrazolium (NTB), que
€ um sal de coloracdo amarela, reduz, se torna insolUvel, e precipita, que se torna
um composto de cor azul-violeta chamada de formazana. A enzima que tem como
funcdo fazer esta reagdo acontecer que esta localizada nas regifes fibrilares
internas, mitocéndrias, e reticulo sarcoplasmatico das células musculares. Por essa
razdo, as fibras oxidativas, que contem essas organelas em maior numero,
destacam-se mais intensamente (CIENA et al., 2011).

As laminas foram incubadas durante 40 minutos a 37°C, em solucdo de
Tampao Tris (0.2M; pH 7.4), 5mg de NBT (Sigma N6876) e 12,5mg de NADH-tr.
Posteriormente as laminas foram incubadas em uma sequencia de acetona (60%,
90%, 60%), alcool (do 70% ao absoluto) e diafanizadas em xilol, e posteriormente
montadas com Balsamo do Canada sintético. As imagens foram obtidas através do
microscoépio de luz. (Carl Zeiss Microimaging, Axiokop 40, Gottingen, Germany).



22

4.6 Microscopia Eletronica de Varredura

Foram utilizados 3 animais de cada grupo experimental, apds serem
eutanasiados (Overdose de anestésico — Ketamina 100mg/Kg, via intraperitoneal),
as amostras da juncdo miotendinea do séleo foram imersas em solugdo de
Karnovsky modificada (glutaraldeido 2.5%, paraformoldeido 2%, em solugdo de
Cacodilato de sodio a 0.1M, pH 7.4), durante 24 horas, a 4°C, de acordo com o
método relatado por Watanabe e Yamada (1983). As amostras da juncao
miotendinea, apos fixagdo, serdo submetidas a técnica de criofratura, mediante ao
congelamento em nitrogénio liquido. As amostras criofraturadas foram lavadas de 12
a 24 horas em solucao tampao fosfato de sédio, pos-fixadas em solucao de tetréxido
de Osmio, sendo desidratadas em séries crescente de alcoois (60% ao 100%)
seguida de imersdo em solucdo de acetato de isoamila 3h, a 4°C, e secas em
aparelho ponto critico Balzers CPD-30, utilizando CO; liquido (DURO et al., 2012;
BOLINA et al., 2013). As amostras foram montadas em bases metalicas apropriadas
e cobertas com ions de ouro em aparelho Balzers SCD-040, e examinadas em
microscoépio eletrénico de varredura TM 3000-Hitachi, do instituto de Biociéncias da

Universidade Estadual Paulista-UNESP, campus Rio Claro-SP.

4.7 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Foram utilizados 2 animais de cada grupo experimental, eutanasiados
(Overdose de anestésico — Ketamina 100mg/Kg, via intraperitoneal), as amostras da
JMT (83mm?3) do soleo foram dissecadas e imersas em solugdo de Cacodilato de
sodio a 0.1M, pH 7.4), durante 48 horas a 4°C.

Posteriormente as amostras foram pos-fixadas com solugédo de tetroxido de
O0smio a 1% durante 2 horas, a 4°C (CIENA et al., 2010), lavadas com solugéo Salina
0,9% por trés vezes e fixadas com a solucdo de Acetato de Uranila a 0.5% durante
12 horas, a temperatura ambiente e na auséncia de luminosidade. Em seguida, as
amostras foram submetidas a desidratacdo em série crescente de &lcoois a partir do
70%, 80%, 90% e 95% (1x), alcool etilico absoluto (4x) com banhos de 15 minutos
cada, e em Oxido de Propileno (2x) por 15 minutos.

Apos a desidratagdo as amostras permaneceram 1 hora em uma mistura de

resina (Low Viscosity Embebbing Media Spurr’'s Kit Electron Microscopy Sciences,



23

USA) e Oxido de Propileno na propor¢do de 1:1, sob agitacdo, em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, a resina foi novamente trocada para propor¢édo de 3:1
durante 1 hora e 30 minutos, posteriormente em resina pura durante 12 horas em
temperatura ambiente com auséncia de luminosidade. Apos essa etapa as amostras
foram aquecidas por 1 hora em estufa a 37°C, com frasco aberto para total
evaporacao de liquidos das amostras.

Para a inclusdo das amostras em moldes retangulares de silicone, que foram
preenchidos por resina pura e mantidos por 3 dias em estufa a 60°C para
concretizar-se a polimerizacéo do bloco. Os blocos foram trimados para a realizagcéo
de cortes semifinos de 10um em ultramicrétomo (Leica Ultracut UCT, Germany), e
corados com o método de azul de toluidina 1%. As imagens foram obtidas por meio
do fotomicroscopio Carl Zeiss Microimaging (Axiokop 40, Goéttingen, Alemanha).
Apés selecionada a &rea de interesse, foram realizados cortes ultrafinos de 60
nandmetros em ultramicrotomo, que foram coletados em telas de cobre de 200
“mesh” (Sigma-Aldrich, USA) e, contrastados com a solucdo de acetato de uralina a
4%, por 3 minutos, lavados em agua destilada, contrastados em solugcédo aquosa de
citrato de chumbo a 0.4% por 3 minutos e lavados em seguida com agua destilada
(CIENA et al., 2012). As telas foram examinadas através do microscopio eletrénico
de transmissdo Philips CM 100, laboratério de microscopia do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista-UNESP, campus de Rio Claro-SP.

4.8 Analise Morfométrica

Para analise morfométrica foram mensurados 30 comprimentos e 60
espessuras das invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas. Para obtengcdo dos
dados foi utilizado o software ImageJ®. Apds definir o tamanho da barra em pixels
com a ferramenta “Straight Line” foi determinada a escala da imagem na opcéo
“Analyze” posteriormente “Set Escale” e entdo substituido o valor na caixa “Know
Distance” para o valor na barra, unidade de escala em nm “Unit of Length”. ApGs
coletadas as mensuragfes, foram realizadas as médias e desvio padrdo com o
software ExcelTM e realizada o tratamento estatistico através do software Graph
Pad Prism 5.0 e realizada a analise de variancia ANOVA Two- Way com pos teste

de BomFerroni.
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5. RESULTADOS

Mensuracdo da massa corporea

MASSA CORPORAL

GRUPOS PERIODOS
1° 2° 3°
Sedentario 350,11 £37,15 | 368,42 +£30,7 | 377 +42,44
. oo
Treinadas 343,6 + 36,03 374 £ 39,18 | 336,57+40,75

8
Ovariectomizadas 345,3 + 19,38 408 + 21,78 404.,8 + 28,33

Ovariectomizadas 317,3 + 26,35 370,77+ 35,69 | 322+ 15,84
Treinadas

Tabela 1. Médias e Desvio padréo da massa corporal dos animais dos Grupos S, T, O e OT em periodos distintos.
(p<0,05) 8 S#0;»S#0Te(p<0,001)§0#T;+0#OT.

A Tabela 1 apresenta os valores de média e desvio padrao da massa corporal
dos Grupos S, T, O e OT em trés periodos distintos. O primeiro periodo é
denominado de pré-operatério, o segundo pés operatorio/pré treinamento, e o
terceiro poés-treinamento. A partir da andlise estatistica realizada pelo software
Graph Pad 5.0, foi possivel estabelecer diferencas entre as massas corporais dos
grupos em cada periodo. No Grupo S houve um equilibrio nas médias de massa
corporal nos trés periodos, 0 que mostra a sua eficacia como grupo controle na
relacéo de futuros parametros; No Grupo T observa-se uma disparidade entre 0 2° e
3° periodo nas médias de massa corporal, houve uma redugédo de 374 + 39,18 a
336,57+40,75 respectivamente devido a realizacdo do protocolo de treinamento
como ferramenta de estudo; No Grupo O, observa-se um acréscimo nos valores de
massa corporal entre o 1° e 2° periodo de 345,3 + 19,38 a 408 + 21,78 devido a
realizagdo do processo de Ovariectomia resultante de um aumento no tecido
adiposo; Ja& o Grupo OT, observa-se uma grande diferenca dos valores entre os
periodos, com um acréscimo entre o 1° e 2° periodo de 317,3 + 26,35 a 370,77+

35,69 devido a Ovariectomia, e com o decréscimo entre o 2° e 3° periodo de
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370,77+ 35,69 a 322 + 15,84 em virtude da realizacdo do protocolo de treinamento.
No primeiro periodo (pré-operatorio) ndo houve diferencas significativas devido a
homogeneidade da massa corporal entre os Grupos de estudo; No 2° periodo (pos-
operatorio/pré-treinamento), houve um desiquilibrio no aumento da massa corporal
no Grupo O em relacdo aos Grupos S e T devido a realizacdo da Ovariectomia; J&
no 3° periodo € nitido os efeitos benéficos do exercicio fisico com as reducdes nos
valores de massa corporal nos Grupos T e OT em comparagao aos Grupos S e O no
periodo denominado de pds-treinamento.
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Grafico 1. Valores das médias da massa corporal dos Grupos S, T, O e OT nos periodos.
(p<0,05) & S#0;*S#0Te(p<0,001)§0#T;+»0#OT.

O Gréfico 1 apresenta a disposicdo linear da média da massa corporal dos
Grupos S, T, O, OT em seus trés periodos distintos representados nos dados da
Tabela 1. No Grupo S ndo houve diferengas estatisticas significativas; No grupo T
houve uma reducdo de 10% na massa corporal entre o 2° e 3° periodo; No Grupo O,
houve um aumento de 18% nos valores de massa corporal entre 0o 1° e 2° periodo;
No Grupo OT houve uma oscilagdo na massa corporal com um aumento de 16,85%
entre o 1° e 2° periodo, e uma reducdo de 13,16% entre o 2° e 3° periodo. No 2°
periodo, houve uma diferenca estatistica significativa resultante da Ovariectomia
com um aumento de 10,74% no Grupo O em relacdo ao Grupo S; No 3° periodo foi o
gue apresentou as maiores alteracées com a aplicagédo do protocolo de treinamento,

com um aumento expressivo de 20,2% na massa corporal do Grupo O em relagéo
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ao Grupo T, e uma reducdo de 14,58% e 20,45% do Grupo OT em relacéo as

Grupos S e O respectivamente.

Microscopia de Luz

Foram realizados cortes longitudinais nas amostras da juncédo miotendinea do
sbleo e posteriormente realizadas técnicas histolégicas com as coloracdes de
Hematoxilina-Eosina (HE), Picro-sirius (PS) e reacdo enzimética através do NADH-tr
em todos os Grupos: S, T, O e OT a fim de evidenciar as caracteristicas
morfoldgicas da regido de interface da JMT.

No Grupo S foram evidenciados os componentes celulares na regido da JMT,
foram notadas as comunicacdes celulares através de projecbes entre feixes das
fibras tendineas e musculares com a presenca de inumeros nucleos ovais das
células musculares e alongados tendcitos ao longo do eixo longitudinal da juncéo
(Fig. 1A). Foram identificadas na disposi¢cdo entre as células musculares e tendineas
a interacdo com o tecido conjuntivo associado (Fig. 1E). Na interface destacam-se a
disposicéo distal dos feixes de fibras longitudinais em destaque seu metabolismo
oxidativo (Fig. 11).

No Grupo T foram evidenciados na JMT as disposi¢cdes das amplas e longas
projecdes entre os arranjos das fibras musculares e tendineas dispostas
paralelamente ao eixo longitudinal da fibra muscular. Nesta &rea apresentaram-se
alta densidade dos tendcitos com formatos ovais amplamente distribuidos e
organizados (Fig.1B). Foram identificadas na regido de interface as projecdes
alongadas constituidas por tecido colageno provenientes da matriz extracelular
(Fig.1F). Na regido de interface notaram-se as amplas projecdes provenientes da
interacdo do tecido tendineo e do metabolismo oxidativo das fibras musculares
(Fig.1J).

No Grupo O foram observadas amplas alteracdes através das reduzidas
projecdes provenientes da interacdo do tecido tendineo da matriz extracelular com
menor area de contato com a célula muscular na interface da JMT. Na ampla area
de tecido conjuntivo foram observados a distribuicdo heterogénea dos tenécitos com
formatos fusiformes (Fig.1C). Em toda area de disposi¢do entre os feixes de fibras
musculares e fibras de colageno, foram apresentadas atenuacdo da interacdo do
tecido colageno do tenddo com limitadas projecdes provenientes da matriz
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extracelular (Fig.1G). Na extremidade das fibras musculares foram destacadas o alto
nivel de fibras oxidativas em menor area de interacdo miotendinea (Fig.1K).

No grupo OT foram demonstradas a reorganizacdo do arranjo das células
musculares e tendineas em toda regido da JMT, com inUmeros tendcitos e vasta
distribuicdo em toda area de interacdo (Fig.1D). No tecido tendineo destacaram-se a
ampla &rea de tecido conjuntivo denso com longas projecdes adjacentes as fibras
musculares em destaque (Fig.1H). Foram evidenciadas a interacdo do tecido
muscular com o tecido tendineo e sua ampla densidade de fibras oxidativas (Fig.1L).

Figura 1. Microscopia de Luz da JMT do Séleo. Grupo S (A, E, I); Grupo T (B, F, J); Grupo O (C, G, K); Grupo OT (D, H, L).
Observam-se o tecido muscular (M); tecido tendineo (T); interface miotendinea (setas). Coloragdes : HE (A, B, C, D); PS (E,
F, G, H); Reacéo Histoquimica NADH-tr (I, J, K, L) (40x).
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Microscopia Eletrénica de Varredura

Através da técnica convencional e de criofratura da microscopia eletrénica de
varredura foram descritos 0s aspectos tridimensionais da regido da jungao
miotendinea do soéleo.

No Grupo Sedentario foi possivel revelar as caracteristicas morfolégicas
estruturais na &rea de interface ao evidenciar a disposicdo das fibras musculares
organizadas em fasciculos, estes envolvidos por feixes de fibras colagenos que
constituem o perimisio. Notaram-se a presenca de projecdes do tecido conjuntivo
associado na regido de interface.

No Grupo Treinadas destacaram-se as caracteristicas morfoldgicas
tridimensionais ao reveler a disposicao longitudinal das fibras musculares ao
comunicar-se com a ampla area de feixes de fibras de colageno, estas propagadas
da matriz extracelular com disposi¢cdes onduladas e paralelas ao eixo da juncéo
miotendina. Nota-se as estriacdes da unidade funcional do tecido muscular.

No Grupo Ovariectomizadas foram reveladas os aspectos e a organizagao da
ampla area de tecido conjuntivo denso proximo a regido de interface da JMT, com
superficiais projecbes dispostas obliquamente a fibra muscular provenientes do
endomisio, este responsavel pela interligagédo entre as fibras musculares.

No Grupo Ovariectomizadas/Treinadas foi possivel evidenciar a organizagédo
dos feixes de fibras de coladgeno que constituem o tecido tendineo projetadas ao
sarcolema, adjacentes a estas notam-se a disposicdo do eixo longitudinal das

profundas fibras musculares.
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Figura 2. Microscopia Eletrdnica de Varredura da JMT do Séleo. Grupo S (A, E); Grupo T (B, F); Grupo O (C, G); Grupo OT
(D, H). Nota-se a area da junc@o miotendinea (setas) com a interacdo entre o tecido tendineo (T) e muscular (M).
Ampliagdes: A (1,8K); B (4K); C (5K); D (x600); E (4k); F (10K); G (10K); H (1,5K).

Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Através da microscopia eletronica de transmissdo foram reveladas as
caracteristicas e adaptacdes ultraestruturais da juncdo miotendiena do soéleo.

No Grupo S foram observadas a interagéo entre os feixes de miofilametos e
fibrilas de colageno dispostos ao longo da JMT. Nesta interface, destacou-se a
extremidade distal da célula muscular com formato cénico, disposi¢cdo, organizacao
dos sarcomeros em séries e na periferia notaram-se amplo grupamento mitocondrial
subsarcolemal. Adjacente a esta extremidade, a interface apresentou-se margeada
por elementos da matriz extracelular constituidas por “dobras” na membrana
sarcoplasmatica (Fig.3A). Em maior aumento, notaram-se as disposi¢cdes
transversais e longitudinais dos feixes de fibrilas do tecido conjuntivo provenientes
da matriz extracelular que projetam-se ao longo do eixo da célula muscular que
representam as invaginagfes sarcoplasmaticas, no qual proporcionam e delimitam
as projecoes de feixes de mioflamentos denominadas de evaginagcdes
sarcoplasmaticas (Fig.3E).

No Grupo T foram demonstradas em toda interface miotendinea a
organizacdo dos feixes de fibras colagenas no tecido tendineo, com a presenca de
amplas e longas invaginacfes sarcoplasmaticas provenientes da matrix extracelular.
Ao longo da JMT notam-se o arranjo longitudinal da organizagcdo dos sarcémeros em
séries alinhados constituidos pelos feixes miofibrilares (Fig.3B). Em destaque, foram
observadas a extremidade distal da célula muscular delimitadas pelas evaginacdes
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sarcoplasméticas em interagdo com as interdigitacGes, estas apresentaram formatos
variados, comprimento, e espessura em sua organizacgao tecidual (Fig.3F).

No Grupo O, foram identificadas uma ampla desorganizagdo tecidual da
célula muscular com caracteristicas ultraestruturais de atrofia muscular em toda éarea
de contato da JMT, com a presenca reduzida dos feixes de miofilamentos e
desalinhamento dos sarcémeros em séries. Notaram-se 0 aumento e localizacdo
difusa do depdésito de colageno em sua distribuicéo, este, apresenta desorientadas
projecdes caracterizadas como ramificagbes sarcoplasméticas. Foram evidenciadas
a presenca de reduzido grupamento mitocondrial subsarcolemal e
intercomunicacdes centrais com diferentes niveis de proje¢des oriundas do tecido
tendineo na extremidade lateral da JMT projetadas na direcdo medial da célula
muscular (Fig.3C). Em maior aumento, observam-se o desarranjo das invaginagdes
e evaginacfes sarcoplasméticas com a presenca de didmetros, disposicdes e
comprimentos variados em toda interface (Fig.3G).

No Grupo OT, evidenciou a remodelacdo na provavel re-estruturacdo das
invaginacdes sarcoplasmaticas deliniadas por fibras de colageno demarcadas em
toda area de contato da interface miotendinea. Na extremidade distal da célula
muscular, notaram-se a organiza¢do dos sarcomeros em séries reajustados ao longo
do eixo longitudinal da JMT, estes delimitados por dobras no sarcolema
caracterizadas como evaginacfes sarcoplasméticas (Fig.3D). Em maior aumento,
foram evidenciados a reorganizagdo entre os feixes miofibrilares e fibrilas de
coldgeno do tenddo com a presenca de fragmentos celulares citoplasmaticos de

tendcitos em toda area da JMT (Fig.3H).
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Figura 3. Microscopia Eletrénica de Transmissao da JMT do Séleo. Grupo S (A, E); Grupo T (B, F); Grupo O (C, G); Grupo
OT (D, H). Observam-se a disposicdo da organizacdo dos sarcomeros em séries (*); feixes de fibras de colageno (c);
Invaginacdes sarcoplasmaticas (setas); Evaginacbes sarcoplasmaticas (cabeca de setas); Grupamento mitocondrial
subsarcolemal (M); Ramificagcdes sarcoplasmaéticas (R). Ampliagdes: (A, B, C, D) 7,5K; (E, F, G, H) 12K.

.

ANALISE MORFOMETRICA

Comprimento de Invaginacdes e Evaginacdes

0,548 + 1,205 +

0,352 £ 0,125 0,660 + 0,390*
0,213 0,590

0,448 + 0,691 +

0,384 + 0,192 0,561 + 0,305*
0,150 0,290

Tabela 2. Médias e Desvio padréo do comprimento das invaginac¢des e evaginac¢des sarcoplasmaticas dos Grupos S, T, O e
OT.

(p<0,05 *O#O0T;(p<0,01)®*S#T; (p<0,001)*® S#T
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Espessura de Invaginacdes e Evaginacdes

0,127 + 0,075 +
0,082 + 0,023« 0,111 + 0,041*
0,047 0,020
0,118 + 0,134 +
0,082 + 0,009« 0,173 + 0,067*
0,033 0,034

Tabela 3. Médias e Desvio padrédo das espessuras das invaginagdes e evaginagdes sarcoplasmaticas dos Grupos S, T, O e OT.
(p<0,001)*S#T; € S#0; *0#0T

6. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho evideciaram a plasticidade tecidual e as
adaptacdes morfolégicas estruturais, tridimensionais e ultraestruturais da juncao
miotendina do séleo de ratas idosas submetidas ao modelo experimental de
ovariectomia e protocolo de treinamento aquatico.

No presente estudo nossos resultados apresentaram alteracdo nos valores da
massa corporal descritos nos grupos S, T, O, OT em seus trés periodos distintos, no
qual o grupo T houve uma adaptagédo com a reducao de 10% da massa corporal
entre o 2° e 3° periodo, devido a realizacao do protocolo de treinamento aquatico, e
reducdo de 13,16% no grupo OT entre o 2° e 3° periodo, mediante as adaptagdes
musculo-tendineas devido ao exercicio fisico de natagdo atuar com atividade
aerébica para minimizar os efeitos deletérios provenientes do procedimento
cirirgico-ovariectomia. Além disso, em nossos achados foram observados um
aumento expressivo na massa corporal do grupo O de 18% e 16,85% no grupo OT
entre o 1° e 2° periodo, em decorréncia do modelo experimental de ovariectomia. No
2° periodo, houve diferenca estatistica significativa, ao apresentar redugédo de 10,9%
na massa corporal do grupo T em relagéo ao grupo S, e um aumento significativo de
10,74% no grupo O em relacdo ao S. No 3° periodo foi 0 que apresentou as maiores
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alteragcdes com um aumento de 20,2% do grupo O em relacdo ao T e uma reducéo
20,45% do grupo OT em relagcdo ao grupo O, corroborando com os achados de
Ferreti et al., (2014) onde foram descritos as adaptacées da massa corporal em
animais devido ao desiquilibrio metabdlico ocorrido em fung¢édo dos baixos niveis de
hormoOnios sexuais circulantes com o procedimento de ovariectomia. Modelos
experimentais em ratas foram observado aumentos significativos da massa corporal
e atrofia uterina em comparacdo com ratas néo submetidas a ovariectomia de
acordo com Hgegh-Andersen et al. (2004).

O exercicio fisico tem sido recomendado para o tratamento e prevencao de
muitas doencas cronicas associadas com o envelhecimento (KO et al., 2014).Vérios
estudos mostraram melhoras na massa muscular relacionada a idade e declinio
funcional com o treinamento fisico (KOH; BROOKS, 2001; WATERS et al., 2003), o
exercicio fisico estimula o metabolismo muscular, a sintese de proteinas, e a
biogénese mitocondrial em idosos (MENSHIKOVA et al., 2006). O envelhecimento é
um processo crescente, natural, continuo e irreversivel, que promove alteracdes e
desgastes em varios sistemas funcionais em nosso tecido biolégico humano
(FIEDLER; PERES, 2008). De acordo com Ko et al. (2014) o processo fisioldgico do
envelhecimento esta diretamente relacionado com a perda progressiva de massa
muscular, forca e qualidade de vida, uma condi¢éo esta descrita como sarcopenia,
um quadro que se tornou grande preocupacdo de saude publica para o
envelhecimento da populacéo idosa atual. O termo sarcopenia foi descrito por Irwin
Rosenberg na década de 80 associados aos termos gregos sarcomalacia ou
sarcopenia para descrever a diminuicdo da massa magra em decorréncia com a
idade (ROSENBERG, 1989).

Foram observados e descritos no presente estudo as caracteristicas
morfolégicas da regido de interface da JMT, no qual foram evidenciados os
componentes celulares e suas comunicacdes através de projecdes entre feixes das
fibras tendineas e musculares com a presenca de inumeros nudcleos ovais das
celulas musculares e alongados tendcitos ao longo do eixo longitudinal da juncao.
Além disso, foram descritos os aspectos tridimensionais da regido da juncdo
miotendinea do séleo em ratas idosas, onde foi possivel revelar as caracteristicas
morfolégicas estruturais na area de interface ao evidenciar a disposi¢cdo das fibras
musculares organizadas em fasciculos e a presenca de projecdes do tecido
conjuntivo associado na regidao de interface. Segundo Tidball 1991, a regido de
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interface miotendinea € uma area anatdomica altamente complexa e especializada de
interacdo entre o tecido muscular e tendinea. De acordo com Ciena et al., (2012) a
regido da JMT podem ser evidenciadas nas extremidades distais da musculatura
esquelética em relacdo ao seu ventre muscular proximos ao seu ponto mével de
insercdo tendinea no qual suas adaptacdes sdo descritas de acordo com sua
sintopia, fungdo, disposi¢do, topografia e composi¢do histoquimica. Sua principal
funcdo é da transmissdo de forca gerada através das proteinas contrateis
intracelulares do musculo para as proteinas do tecido conjuntivo do tenddo que
resultard nos movimentos de nossas articulagdes (KANNUS et al., 1992).

Foram observados adaptacgdes celulares na morfologia da JMT, evidenciadas
no Grupo T as disposi¢coes das amplas e longas projecdes entre 0s arranjos das
fibras musculares e tendineas dispostas paralelamente ao eixo longitudinal da fibra
muscular constituidas por tecido colageno provenientes da matriz extracelular e as
caracteristicas morfologicas tridimensionais ao reveler a disposi¢cao longitudinal das
fiboras musculares ao comunicar-se com a ampla area de feixes de fibras de
colageno. Nesta area apresentaram-se alta densidade dos tendcitos com formatos
ovais amplamente distribuidos e organizados. Kojima et al. (2008) relataram as
adptacdes ultraestruturais na JMT mediante a realizacdo do protocolo de
treinamento realizados em esteiras, no qual avaliaram as possiveis alteracdes nos
angulo e dispocisbes no processos semelhantes a “dedos”, “finger-likes, dos
musculos tibial anterior e gastrocnemius de ratos adultos. Além disso Curzi et al.
(2015) avaliaram e descreveram a nivel ultraestrutural a capacidade do treinamento
aerobico de induzir e modificar a regido da JMT do musculo gastrocnemio em
aumentar a area de contato entre os tecidos muscular e tendineo em correlagdo com
proteinas moduladoras desta area altamente especializada.

No Grupo O foram observadas amplas alteracdes através das reduzidas
projecdes provenientes da interacdo do tecido tendineo da matriz extracelular com
menor &rea de contato com a célula muscular na interface da JMT, distribuicdo
heterogénea dos tendcitos com formatos fusiformes e organizagéo tridimensional da
ampla area de tecido conjuntivo denso proximo a regido de interface da JMT,
possivelmente devido a diminuicdo dos niveis dos hormonios estrogeno e
progesterona, estes, com atuacao direta na morfologia e organizacao da JMT devido
a seu papel com o desenvolvimento e maturacdo da homeostasia nos tecidos

biolégicos humano e hipoatividade, atua diretamente na deposicdo de tecido
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adiposo, sintese de proteinas e relacdo com fatores de crescimento como insulina e
horménios tiredideos, diminui o nivel de colesterol no sangue, auxilia no
desenvolvimento inicial do embrido e na implantagédo do ovécito fecundado.

No grupo OT foram demonstradas a reorganizacdo do arranjo das células
musculares e tendineas em toda regido da JMT, com inUmeros tendécitos e vasta
distribuicAio em toda é&rea de interacdo miotendinea, além disso, foram
demonstradas as adaptacdes tridimensionais dos feixes de fibras de colageno que
constituem o tecido tendineo projetadas ao sarcolema. Essa reorganizacdo das
estruturas na morfologia da JMT sao possivelmente decorrentes a ampla capacidade
de plasticidade tecidual nessa regido associada com as adaptacbes mediante a
realizacdo do protocolo de treinamento fisico, este extremamente importante e eficaz
para manutencédo e reabilitacdo dos possiveis efeitos deleterious da simulagdo dos
sintomas da menopausa capaz de aumentar a capacidade contratil muscular e sua
resisténcia mediante as a¢fes diarias e qualidade de vida.

Segundo Rodriguesz-Gusman et al. (2007), o desenvolvimento da JMT esta
diretamente relacionada com a influéncia da interacdo dos mioblastos e elementos
da matriz extracelular, bem como pela interacéo pratica entre os tecidos muscular e
tendineo (Tozer; Duprez, 2005). A capacidade da célula muscular de se contrair e
produzir tensdo sdo apresentadas durante as Ultimas semanas de vida uterina e as
primeiras do periodo neonatal, estas apresentam alta atividade celular na regido de
interface, fundamental para sua formacgéo estrutural na fase adulta e as possiveis
alteracdes com o envelhecimento (Ciena, doutorado). Segundo Stanley et al., (2007)
revelam caracteristicas morfolégicas que sustentam o conceito de elevada atividade
metabdlica na intensa sintese de elementos da matriz extracelular préximos a JMT.
Segundo Chuen et al. (2004), o tecido tendineo durante o desenvolvimento
apresenta elevada quantidade de células progenitoras, estas denominadas de
tenoblastos no qual estdo localizados entre feixes de fibras colagenas provenientes
da matrix extracelular. Moore e De Beaux (1987) descreveram que os tenoblastos
transformam-se em tendcitos que se tornam alongados com o tempo, a regido do
ndcleo aumenta em relacdo ao citoplasma, e suas extensfes se tornam longas e
delgadas oriundas do corpo celular. Knoblock (2008) descreve que 0s tendcitos sédo
células tendineas fusiformes, do tipo celular priméaria e estdo situados no tendao e
gue sao sustentados por uma intricada rede microvascular que lhes permite manter-

se em seu ambiente extracelular. Em seccdes transversas, o aspecto morfolégico
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dos tendcitos e suas projecdes assemelham-se com uma aranha.

Foram evidenciadas em toda interface, a dispociséo distal dos feixes de fibras
longitudinais com suas amplas e longas proje¢Oes provenientes da interacdo do
tecido tendineo com o alto nivel das fibras musculares com metabolismo oxidativo. O
s6leo é um musculo largo, grande e achatado, com origem na regido proximal e
posterior da fibula, septo intermuscular e na linha solear da tibia. Responsavel pela
flexdo plantar do tornozelo, apresenta um papel postural antigravitacional devido a
elevada constituicdo por fibras musculares do Tipo |, estas consideradas oxidativas,
resistentes a fadiga e de contracdo lenta (STANDRING et al.,, 2005; MCCRAW,
ARNOLD, 1987; MACEDO FILHO et al., 1995). Além disso, a propor¢do dos tipos de
fibras nos musculos esqueléticos podem sofrer adaptacdes e alteracfes ao longo da
vida e drasticamente em idades avancadas (JARVINEN et al., 2005).

Foram relatados no presente trabalho as caracteristicas e adaptacdes
ultraestruturais da juncdo miotendiena do soéleo de ratas idosas ovariectomizadas,
observadas a interagdo entre os feixes de miofilametos e fibrilas de colageno
dispostos ao longo do eixo longitudinal da JMT. A interface apresentou-se margeada
por elementos da matriz extracelular constituidas por “dobras” na membrana
sarcoplasmatica, estas caracterizadas como invaginagfes sarcoplasmaticas
provenientes da matriz extracelular que projetam-se ao longo do eixo longitudinal da
célula muscular, no qual proporcionam e delimitam as projecbes de feixes de
miofilamentos denominadas de evaginacdes sarcoplasméticas. Recentes estudos
constataram caracteristicas morfolégicas na regido da juncdo miotendinea
denominadas de invaginagfes sarcoplasmaticas ou “interdigitacdes”, estruturas
estas, longas e delgadas oriundas da matriz extracelular (CIENA et al., 2010). Na
interface da JMT, os feixes miofibrilares em sua extremidade distal apresentam
projecdes sarcoplasmaticas alongadas em formato de “dedos”, estas envolvidas
pelas invaginacbes sarcoplasmaticas provenientes da matriz extracelular, com
aspecto de cisalhamento, no qual caracteriza a complexa estrutura do sistema
muscular, denominada de evagina¢fes sarcoplasmaticas (CIENA et al., 2010).
Segundo Tidball (1994), as invaginagbes sarcoplasmaticas proporcionam,
funcionalmente, maior relagéo entre os feixes de miofibrilas com o tecido conjuntivo,
aumentando assim a éarea de contato na interface muasculo-tenddo e
consequentemente a capacidade de resistencia muscular e estabilizagdo articular.

Durante o envelhecimento o sistema muscular apresenta diversas alteracoes
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morfoldgicas e funcionais que acarretdo em diversas implicacfes aos cuidados com
a saude e aspectos socias e culturais para a populacdo idosa denominada de
sarcopenia, estes extremamente importantes para vitalidade e qualidade de vida da
mulher idosa nos dias atuais. (Ciena et al., 2013)

Com a realizacdo do protocolo de treinamento aquatico foram demonstrados
a organizacdo e alinhamento do arranjo longitudinal dos sarcomeros em séries e
feixes de fibrilas de colageno, apresentados diferentes comprimentos, dispocisdes e
diametros dos niveis de invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas no qual irdo
acarretar em uma maior area de contato da JMT e consequentemente resisténsia
muscular. Na natacdo, a resisténcia e carga imposta ao movimento se da em funcao
da viscosidade da agua juntamente com as propriedades de flutuacdo do animal
(SKINNER; THOMPSON, 1988). Além disso, a pressdo hidrostatica e o calor
especifico da agua também fornecem fatores adicionais que podem influenciar as
respostas ao exercicio (CAMPION, 1990). Kent-Braun e Alexander (2000)
descrevem a diminuicdo da capacidade oxidativa e retardo da sarcopenia através de
altos niveis de atividade fisica. A capacidade funcional é um dos principais
marcadores do processo natural de envelhecimento e uma melhor qualidade de
vida, desta forma, a preservacdo desta capacidade, é um fator determinante para
otimizar a qualidade de vida de idosos e futuras patologias associadas a esse
processo (GOBBI, 1997). A atividade fisica destaca-se como uma alternativa de
minimizar os declinios fisicos acompanhados do envelhecimento, constatadas
melhoras significativas na saude e aptidao funcional (BOCALINI; SANTOS; SERRA,
2008).

Em contrapartida, com a realizacdo do procedimento cirdrgico de
ovariectomia, notaram-se caracteristicas ultraestruturais de atrofia muscular com
uma desorganizagao tecidual dos feixes de miofilamentos e desalinhamento dos
sarcOmeros em series e fibrilas de colageno, aumento do depdsito de colageno e
dessaranjo das invaginacfes e evaginagfes sarcoplasméticas em toda interface
miotendinea, alteracdes estas semelhantes as encontradas na JMT do musculo
pterigéideo medial de ratos Wistar idoso reportadas recentemente pelo nosso grupo
de pesquisa (CIENA et al., 2010) que possivelmente podem contribuir com rigidez e
a lesbes musculares. Foram identificadas a presenca de ramificacdes
sarcoplasméticas, estas com distribuicdo desorientadas, no qual formam

intercomunicacdes centrais na célula muscular em encontro com projecdes laterais
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provenientes do tecido tendineo. Corroborando com as descrigbes de Young et al.
(2000), nas quais relata que tais terminagbes presentes na periferia da fibra
muscular séo caracterizadas por juncdes laterais, comunicac¢des estas localizadas
entre o sarcomero terminal e invaginagfes sarcoplasméticas, responsaveis pela
transmissao lateral da forca, ao transmitir a tensdo gerada pela contragéo dos feixes
de miofibrilas até a matriz extracelular de fibras musculares adjacentes. Além disso
notou-se a presencga de grupamento mitochondrial subsarcolemal, no qual Segundo
Huang et al. (2010) relatam que as mitocondrias exercem fungdes vitais como
respiracdo celular, metabolismo de substratos e contribuicdo na homeostasia do ion
célcio nas células musculares. Segundo Ywazaki (2012), o procedimento cirargico
de ovariectomia é caracterizado pela perda de densidade no interior da célula
muscular, capaz de desencadear iniumeros efeitos deletérios a homeostasia do
tecido biolégico e suas respostas em fungdo dos baixos niveis hormonais sexuais.
Estas alteracbes morfolégicas sdo possivelmente decorrentes do aumento
expressivo de tecido conjuntivo e da morte celular de fibras musculares em
decorréncia da idade e potencializadas com o procedimento de simulagéo dos sinais
e sintomas da menopausa, ao revelar ampla plasticidade tecidual desta regiao
associado com a adaptacdo a nivel ultraestrutural em toda area da JMT (CIENA et
al., 2013).

Entretanto, no grupo OT, foi observado uma reorganizacao e reestruturacao
da interacdo das invaginacdes e evaginacbes em toda interface miotendinea.
Remodelacédo e reajuste dos feixes miofibrilares e fibrilas de colageno do tend&o
com a presenca de fragmentos celulares citoplasmaticos de tenécitos em toda area
da JMT. De acordo com Waggett, Benjamin e Ralphs (2006) as células tendineas
estabelecem comunicagBes intercelulares entre si através de juncdes
desmossomiais ou do tipo “gap”. O exercicio aquatico € muito utilizado como
modalidade terapéutica na reabilitacdo de disfungdes musculoesqueléticas
demonstrados resultados positivos no tratamento e prevencdo de diversas
patologias, os efeitos desta modalidade, sdo variados e dependentes de fatores
extrinsecos como duracdo, tipo e intensidade do exercicio de acordo com a
especificidade do individuo. Com isso, possui diversos efeitos fisioldgicos capazes
de promover um reparo tecidual devido ao aumento da circulacdo periférica e
consequentemente um aumento no suprimento e nutrientes do musculo ativo
(DEGANI, 1998; MEDEIROS et al., 2004). Além disso, Goldspink (2004) enfatiza a
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capacidade de remodelamento constante do musculo esquelético a diversos fatores.
Shah et al., (2001) revelam a plasticidade tecidual através da hipoatividade da acao
da gravidade devido a diminuicdo da area de secc¢ao transversa em musculos idosos
e no volume total do musculo no qual revelaram caracteristicas de atrofia e rigidez
muscular.

No presente estudo realizamos através da andalises morfométricas as
mensuragdes dos comprimentos e espessuras das invaginagdes e evaginacdes
sarcoplasméaticas apresentaram amplas alteracbes morfolégicas mediante ao
procedimento de ovariectomia e ao protocolo de treinamento aquatico. Foram
evidenciadas a heterogeneidade das alteracbes nos valores de comprimento e
espessura de invaginacdes e evaginagfes sarcoplasmaticas. O grupo T em relacdo
ao grupo S um aumento no comprimento de 54% nas invaginacdes e 35% nas
evaginacdes saroplasmaticas, no qual apresentaram concomitantemente uma
reducdo na espessura de 41% nas invaginagbes e um aumento de 12% nas
evaginagdes. O grupo O em relagdo ao grupo S apresentaram uma diferenca
estatistica apenas nos valores de espessura com uma redugdo nas invaginacoes e
evaginacgodes de 35,5% e 30,% respectivamente. No entanto, o grupo OT em relag&o
ao grupo O apresentaram diferencas estatisticas nos valores de comprimento e
espessura de invaginagfes e evaginagfes sarcoplasmaticas, com um aumento no
comprimento de 47% das invaginagfes e 31,5% das evaginacdes e um decrécimo
de 12,5% na espessura de invaginacdo e um acréscimo de 52,6% na espessura de
evaginacdo. Podemos observar que com a realizagdo do treinamento aquatico
houve um aumento da interacdo e area de contato da jungdo miotendinea devido ao
acréscimo nos comprimentos de invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas nos
Grupos T e OT. Todavia, as adaptacbes das reducbes das espessuras das
invaginacdes nos grupo T, O e OT apresentaram melhoras significativas na reducao
da espessura de evaginacdo sarcoplasmatica do Grupo OT mediante ao processo
de envelhecimendo potencializado com a condigcdo de menopausa e posteriormente
tratadas com exercicio fisico, ao mesmo tempo com um maior aumento na
espessura de evaginacao sarcoplasmaticas em comparacdo com os Grupos T e O.
Sabe-se da alta atividade celular na area de interface miotendinea, no qual essas
alteracdes morfométricas ilustram a grande capacidade de adaptagcdo da interface,
com um provavel aumento na sintese de colageno responsaveis pelos tendcitos e

consequentemente em uma maior area de contato e estabilizagéo articular da JMT.
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Pode-se observar o grande interesse nos ultimos anos pelo estudo da jungéo
miotendinea e suas possiveis relagdes com seu meio extrinseco e intrinseco. No
qual as estruturas que compdem a JMT estudos experimentais demostram suas
caracteristicas e adaptacdes associadas ao envelhecimento (CIENA et al., 2010),
modelos na fase adulta (ST PIERRE; TIDBALL, 1994), modelos experimentais
hipogravidade (ROFFINO et al, 1996 e 2006), bioengenharia “em vitro”
(KOSTROMINOVA et al., 2009) e exercicios fisicos (KOJIMA et al., 2008; CURZI et
al., 2015).

7. CONCLUSAO

Concluimos que:

1. O treinamento mostrou-se eficaz para manutencéo do peso corporal enquanto
a Ovariectomia esta associada ao aumento da massa corporal;

2. A regido da JMT apresentou adaptacdes através das longas e delgadas
projecdes sarcoplasmaticas mediante a realizacdo da natacao;

3. A interface revelou alta distribuicdo de tendcitos organizados no eixo
longitudinal da JMT;

4. Na JMT do Séleo houve intensa atividade celular de capaxidade oxidativa,

No envelhecimento a JMT apresentou alteracbes nas disposicoes e
organizacgdo das invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas;

6. O treinamento aquético promoveu alinhamento e organizacdo na JMT, com
alteragcdes no comprimento e espessura das invaginagbes e evaginacoes
sarcoplasmaticas;

7. ApOs ovariectomia a JMT revelou uma maior producdo de colageno
adjacente, atrofia muscular e desorganizacdo drastica nas invaginacoes e
evaginacdes sarcoplasmaéticas;

8. A intervencdo através da natacdo no grupo ovariectomia promoveu
realinhamento e reorganizagéo da invaginacdo e evaginacao sarcoplasmatica
na JMT, o que possibilitou maior area de contato, consequentemente menor
prédisposicao a lesbes miotendineas.
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