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RESUMO

Diante das diversas alteragcbes no organismo humano relacionadas ao
envelhecimento, a menopausa €& um processo fisiolégico caracterizado pela
atenuagdo dos niveis dos hormoénios ovarianos, responsaveis por inumeras
adaptacgdes. Outra alteracao decorrente ao envelhecimento é a atrofia muscular, onde
o sistema muscular sofre alteragdes morfolégicas diante da sarcopenia. Desse modo,
toda a area de interface da jungcdo miotendinea (JMT) podera sofrer diversas
implicacbes em suas caracteristicas morfolégicas e ultraestruturais, provocando
alteracdes drasticas na transmisséo de forgca entre o musculo e tenddo. Sendo assim,
0 objetivo do estudo consistiu em descrever os aspectos estruturais e ultraestruturais
da JMT do esternomastéideo de ratas Wistar idosas submetidas ao modelo
experimental de menopausa e ao treinamento de natagdo. E a hipotese de que os
sarcdmeros apresentam comprimentos diferentes na regido da JMT. Foram utilizadas
40 ratas com 1 ano e 2 meses de idade divididas aleatoriamente em quatro grupos
(n=10): Sedentario (S); Treinado (T); Menopausa (M) e Menopausa Treinado (MT). Os
grupos M e MT foram submetidos ao processo cirurgico de ovariectomia (modelo
experimental de menopausa) e os grupos T e MT foram submetidos ao protocolo de
natacao realizado diariamente. As amostras da JMT foram dissecadas e analisadas
através das técnicas de Microscopia de Luz e Microscopia Eletronica de Transmissao.
Os comprimentos das invaginacbes e evaginagbes sarcoplasmaticas, e dos
sarcomeros distais e proximais foram mensurados através do software ImageJ®, as
médias e desvio padréo foram analisadas através do software Graph Pad Prism 6.0®
com analise de variancia One-Way e pos teste de Bonferroni. O grupo T apresentou
aumento no comprimento das invaginagbes das evaginagdes sarcoplasmaticas e
reducdo no comprimento dos sarcémeros distais e nos proximais, comparado ao
grupo S. O grupo M, quando comparado com o S, revelou redugao nos comprimentos
e espessuras das invaginagdes e evaginag¢des sarcoplasmaticas, assim como nos
comprimentos dos sarcomeros da JMT. Ja o grupo MT revelou drastico aumento no
comprimento e espessura das invaginagbes e evaginagdes, e redugdo no
comprimentos dos sarcbmeros da regiao da JMT. Concluimos que a JMT do
esternomastoideo apresenta amplas adapta¢gdes morfolégicas com o envelhecimento
associado ao sedentarismo. O protocolo de treinamento em natacdo promoveu
reorganizagao tecidual e aumento da interagdo musculo-tendinea. Sob o modelo
experimental de menopausa, houve redugao da interface musculo tendinea e aumento
de depdsito de colageno. Comprovamos que o0s sarcOmeros apresentam
comprimentos diferentes e revelaram redugdo ambos os grupos submetidos ao
treinamento de natagao.

Palavras-chave: Exercicio fisico. Jungao miotendinea. Ovariectomia. Sarcomeros.
Envelhecimento.



ABSTRACT

Menopause is a physiological process characterized by a hormonal disorders
responsible for many adaptations. Another alteration due to aging is muscular atrophy
where muscular system undergoes multiple morphological alterations result of
sarcopenia. Thus the entire interface area of the myotendinous junction (MTJ) submits
to several implications in its morphological and ultrastructural characteristics resulting
in drastic changes in the force transmission between the muscle and tendon. The study
consisted of describing the structural, ultrastructural and morphometric aspects of the
sarcomeres and MTJ of sternomastoid of elderly rats. Female rats with 1 year and 2
months of age were divided into four groups: Sedentary (S); Training (T); Menopause
(M) and Training Menopause (TM). The objective of the study was to describe the
structural and ultrastructural aspects of the MTJ of the sternomastoid of elderly Wistar
rats submitted to the experimental model of menopause and swimming training. And
the hypothesis that the sarcomeres have different lengths in the MTJ region. Fourty
rats at 1 year and 2 months of age were randomly divided into four groups (n=10):
Sedentary (S); Training (T); Menopause (M) and Training Menopause (TM). The M
and TM groups were submitted to the surgical procedure of ovariectomy (experimental
model of menopause) and the T and TM groups were submitted to daily swimming
protocol. The MTJ samples were dissected and analyzed using Light Microscopy and
Transmission Electron Microscopy techniques. The lengths of the invaginations and
sarcoplasmic evagination, and the distal and proximal sarcomeres were measured
using the ImageJ® software, the means and standard deviation were analyzed using
Graph Pad Prism 6.0® software with One-Way Variance Analysis and Bonferroni Post-
Test. The T group presented an increase in the invagination length of the sarcoplasmic
evagination and reduction in the length of the distal and proximal sarcomeres
compared to S group. The M group, when compared to S, revealed a reduction in the
lengths and thicknesses of invaginations and sarcoplasmic evagination, as well as in
the sarcomere lengths of the MTJ. The TM group revealed a drastic increase in the
length and thickness of the invaginations and evaginations, and reduction in the
sarcomere lengths of the MTJ region. We conclude that the sternomastoid MTJ
presents extensive morphological adaptations with aging associated with sedentarism.
The swimming training protocol promoted tissue reorganization and increased muscle-
tendon interaction. Under the experimental model of menopause, there was reduction
of the tendon muscle interface and increased collagen deposition. We found that the
sarcomeres presented different lengths and showed a reduction in both groups
submitted to swimming training.

Keywords: Physical exercise. Myotendinous junction. Ovariectomy. Sarcomeres.
Aging.
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1 INTRODUGAO

1.1 Musculo Estriado Esquelético

O tecido muscular esquelético € constituido por células multinucleadas
alongadas e cilindricas, denominadas miofibrilas que, por sua vez, sdo compostas
por feixes de miofilamentos dispostos sistematicamente e longitudinalmente,
formados pelas pontes cruzadas de proteinas contrateis: actina, miosina e, mais
recentemente descoberta, titina. Estas proteinas estao distribuidas e organizadas de
maneira a compor os sarcomeros, unidades estruturais da contragdo muscular
(RIGOARD et al., 2009; GONZALEZ-FREIRE et al., 2016; HENDERSON, 2017;
SQUIRE; PAUL; MORRIS, 2017).

O tecido muscular é responsavel pelo movimento do corpo e suas
articulagbes, manutencéo e postura corporal. E caracterizado por um conjunto de
células especializadas que possuem como principal fungdo a contracdo e o
relaxamento, através da energia das moléculas de ATP, além de suas propriedades
como irritabilidade, condutividade, elasticidade e extensibilidade. O tecido muscular
apresenta trés classificacbes, de acordo com as suas caracteristicas
morfofuncionais: musculo estriado esquelético, musculo estriado cardiaco e musculo
liso. O musculo estriado esquelético fixa-se aos ossos através tendao e, é
responsavel pelo movimento dos esqueletos axial e apendicular. E reconhecido de
acordo com seus trés tipos de fibras, caracterizadas pelas suas adaptagdes ao
metabolismo e velocidade de contragao: Tipo | - resistentes a fadiga e de contracao
lenta, Tipo lla - de contragdo rapida e Tipo IIb e sem resisténcia a fadiga e de
contragao rapida (CIENA et al., 2011).

O musculo esternocleidomastéideo recebe esta denominagdo em razao dos
pontos fixos e pontos moveis de seus ventres: por¢ao longa (esternal) ponto fixo no
manubrio do osso esterno e porgao curta (clavicular) no tergo médio da clavicula, e o
ponto mével, por sua vez, localiza-se na metade lateral do 0sso occipital e no processo
mastoideo do osso temporal. E um musculo longo localizado lateralmente na regi&o
cervical, e que pode ser considerado explorador de ambiente, por realizar a rotacao
das articulagdes craniovertebrais lateralmente, inclinagdo lateral, rotagdo contralateral



e a flexdo anterior cervical, além de atuar como sinergista dos musculos trapézio,
esplénio da cabeca e esplénio do pescogo na extensao cervical (ULLAH et al., 2007).
Apresenta amplas fungdes no controle da movimentagdo das articulagdes
craniovertebrais, atua durante esforgos respiratérios como auxilio na musculatura
acessoria (SOBOTKA; MU, 2010). Possui inervagao pelo nervo Acessorio (XI par
craniano), que nado tem uma raiz craniana nem conexao com O nhervo vago € é
responsavel pela propriocepgdo cervical, controle motor aos musculos

esternocleidomastoideo e trapézio, palato, faringe e laringe (RYAN et al., 2007).

E um musculo, em conjunto com os demais da musculatura cervical, que sofre
amplas adaptagdes morfoldgicas e funcionais ao longo dos séculos e evolugdes desde
os ancestrais até homem moderno (DIOGO, 2009). Além de alteragbes posturais
cervicais diante dos disturbios osteoarticulares, com alta incidéncia na regiao cervical

da populacgao idosa.

Em mamiferos roedores, o musculo esternomastdideo e cleidomastoideo,
homdlogo ao esternocleidomastoideo em humanos, sao localizados paralelamente,
inseridos anteriormente por um tendao ao processo mastoideo do osso temporal e
delimitados por uma membrana delgada de tecido conjuntivo. Os musculos
esternomastoideo e cleidomastoideo se fixam ao osso esterno, porém apenas
algumas fibras do esternomastoideo se encontram na parte ventral medial do esterno
(DIOGO, 2009).

Os sarcbmeros sao pequenas unidades basicas contrateis do musculo
estriado esquelético que sado responsaveis pela produgao de contragdo muscular,
além de possuirem funcgdes relacionadas a locomocéao e producgéao de calor corporal.
Medem aproximadamente entre 2 e 3 ym em um musculo relaxado nos mamiferos
e pode-se estender para mais de 4 um durante a contragdo excéntrica. Estes
comprimentos sdo controlados através do numero necessario de sarcomeros em
cada musculo para executar tal tarefa, que sao renovados durante o crescimento
muscular (HENDERSON et al., 2017; SQUIRE; PAUL; MORRIS, 2017).

Com um alinhamento dos miofilamentos, sua aparéncia estriada é observavel
através de diversas técnicas como a Microscopia Eletrénica de Transmissdo. Um
sarcomero se limita lateralmente por linhas mais escuras, denominadas linhas Z

compostas por proteinas, onde os filamentos de actina sdo ancorados. Cada lado
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desta linha disp6e de uma regiao mais clara designada banda I, compostas apenas
de filamentos finos de actina. Entre as bandas | encontra-se a banda A, uma regiao
mais escura, onde, em suas extremidades forma-se uma sobreposigéo de filamentos
espessos e filamentos delgados. Na banda A existem linhas e bandas adicionais.
Uma delas é encontrada na regido mediana mais escura da banda A, a linha M, que
possui uma estreita faixa mais clara denominada zona H e contém apenas filamentos
de miosina (ERTBJERG; PUOLANNE, 2017). Ha contracdo muscular quando um
filamento de actina desliza sob a miosina e se prende no sitio de ligagdo do mesmo
deslocando os discos Z para a banda M. A banda |, a zona H, onde os filamentos
finos penetram, e os sarcémeros se encurtam, enquanto a banda A mantém o
mesmo comprimento (HUXLEY, 1974; ERTBJERG; PUOLANNE, 2017).

1.2Jungao Miotendinea

A juncdo miotendinea (JMT) é uma area de interface entre 0 musculo e o
tendao, altamente especializada e delimitada pelo sarcolema. Segundo Tidball
(1991), € uma regido que recebe a maior transmiss&o de forga contratil no musculo
esquelético. Esta transmissdo € realizada pelas proteinas contrateis das
extremidades das miofibrilas, para os tenddes, por isso, requer uma estabilidade
estrutural extrema (KANNUS et al., 1992; YAMASHITA et al, 2007; CIENA et al.,
2012).

A JMT é formada diretamente pela interagdo das células originarias das fibras
musculares e dos elementos da matriz extracelular, com provavel sistematizacao
pela distribuicdo divergente de acido retindico (RODRIGUESZ-GUSMAN et al.,
2007). Segundo Tozer e Duprez (2005), o desenvolvimento da JMT acontece pela
interacdo dinamica entre o tecido muscular e tendineo, logo, uma ampla relagao
entre esta regido sugere uma distribuicdo vantajosa de forca em toda a interface
musculo-tendinea (CURZI, 2016). A contractilidade do musculo esquelético, durante
os estagios embrionarios finais sdo fundamentais para o desenvolvimento absoluto
da JMT (KOSTROMINOVA et al., 2009).

Morfologicamente, a JMT apresenta na extremidade da fibra muscular,
inumeras projegdes tendineas alongadas, compostas por dobras de sarcolema,

denominadas invaginagdes sarcoplasmaticas (CIENA et al., 2010), que penetram no
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tecido muscular e promovem a expansao da area de superficie para fixagao das
fibras musculares para o tecido conjuntivo do tenddo (ABOU SALEM et al., 1993;
DECONINCK et al., 1997; HUIJING, 1999).

Além de ser uma interface altamente especializada entre o musculo
esquelético e o tenddo, a JMT possui fungdes como armazenamento de energia
elastica, transmissao da forga gerada nas contracbes musculares pelas proteinas
contrateis para as proteinas do tecido conjuntivo do tendado, estabilidade e
posicionamento das articulagdes, e € uma regido altamente predisposta a lesdes
decorrentes do sedentarismo ao exercicio fisico, nas variadas faixas etarias, durante
esforgos excessivos e contragdes excéntricas (TIDBALL; SALEM; ZERNICKE, 1993;
CIENA, 2013; TROTTER, 2002; KJAER, 2004).

A JMT possui morfologias particulares para cada mdusculo, diante dos
diferentes niveis de forca contratil que estes podem apresentar de acordo com a
execucgao de diferentes protocolos de treinamento, com a relagdo do angulo da
miofibrilas e com as dire¢des da fibra de colageno do tendao (FOLLAND; WILLIAMS,
2007; HYODO et al., 2001; CURZI, 2016).

Por apresentar extrema capacidade de plasticidade tecidual e atuar na
interface entre as células do tecido muscular estriado esquelético e tecido tendineo,
esta estrutura apresenta alto nivel de adaptag¢des morfolégicas, como o0 aumento no
comprimento e espessura das invaginagbes e evaginagdes sarcoplasmaticas,
decorrentes do exercicio fisico, envelhecimento ou evolugdes de acordo com as
funcdes, angulo, sintopia ou topografia dos musculos estriados esqueléticos
(ROFFINO et al., 2006; CIENA et al., 2011; SIERRA et al., 2018).

1.3Envelhecimento

O envelhecimento é um processo progressivo fisiolégico, lento, natural e
aparentemente inevitavel, que compreende diversas alteragdes estruturais, neurais,
morfolégicas e funcionais sob o organismo humano (CAROMANO; JUNG, 1999;
FIEDLER; PERES, 2008), que se acentuam a partir dos 50 anos de idade (GOMES,
DIOGO, 2004). Uma dessas alteracbes esta diretamente relacionada com o tecido

muscular esquelético, a sarcopenia, na qual é caracterizada pelo processo de
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diminuicdo da massa e forgca muscular esquelética com o envelhecimento
(ROSENBERG, 1989). Existem diversos fatores que contribuem para o
desenvolvimento da sarcopenia, uma delas é a inatividade fisica (SILVA et al., 2006).

Se nao houver intervengdo, esse processo possivelmente acarretara em
reducdes da qualidade muscular, maior fragilidade, dificuldade/incapacidade de
executar atividades da vida diaria (AVD), dependéncia, e em casos extremos, a obito
dos individuos da terceira idade, particularmente do género feminino (ALEXANDRE,
2014).

A expectativa de vida mundial cresce gradativamente, multiplicando, assim, o
numero de idosos. Sendo assim, torna-se cada vez mais necessario estudos sobre
o assunto a fim de otimizar tratamentos, intervencdes, técnicas e estratégias ideais
para minimizar este processo nos idosos (BEARD et al., 2016).

Em mulheres, é encontrado mais um fator que coopera nas alteragdes devido
ao envelhecimento. Caracterizado como um processo natural e fisioldgico, a
menopausa € considerada como o periodo de 12 meses do ultimo ciclo menstrual,
que marca o inicio da fase nao reprodutiva da mulher e a atenuacgao da producao
hormonal de estrégeno e progesterona, importantes para a qualidade de vida da
mulher (PIMENTA; LEAL; BRANCO, 2007).

Com o propdsito de investigar e compreender amplamente as alteragdes e
mecanismos morfofuncionais envolvidos, esta fase é simulada por um modelo
experimental de menopausa através da técnica de ovariectomia, que resume-se em
na remocao bilateral dos ovarios, com o objetivo de replicar os sinais, os sintomas e
as alteragdes fisioldgicas sob organismo da mulher (THOMPSON et al., 1995).
Essas mudancas se estendem desde a atenuacdo dos niveis de producdo dos
horménios ovarianos estrégeno e progesterona, alteragdes na composi¢ao corporal,
desenvolvimento de doencas crénicas, redugdo do tamanho do utero, até a
diminuicdo da massa e forga muscular esquelética, evento denominado como
sarcopenia, possibilitando a analise e estudos dos resultados provenientes desta
remogao e possiveis alteracbes em diversos tecidos (CHANG et al., 2010;
ROSENBERG, 1989; TIIDUS et al, 2001; IGNACIO, 2009).
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1.4 Exercicio Fisico

A pratica regular de exercicio fisico, preferencialmente o exercicio aerobio,
segundo “American College of Sports Medicine” - ACSM (2009), é denotada como
uma intervencdo nao-medicamentosa com diversos beneficios sobre os aspectos
fisiolégicos, funcionais e estruturais do organismo humano, como melhora da
aptidao fisica, forga, flexibilidade e composi¢cdo corporal, aumento da capacidade
aerdbia e velocidade de marcha, diminuicdo das dores articulares, entre outras e,
por isso, € recomendada no tratamento e na prevencao de futuras patologias e
lesdes referentes ao envelhecimento, na melhora do desempenho em realizar de
atividades da vida diaria — AVD, e é a estratégia que melhor atua na atenuagao do
quadro de sarcopenia (MATSUDO et al., 2000; MATSUDO, 2011; KO et al., 2014;
LANDI et al., 2014; LIU et al., 2017).

A pratica regular e bem estruturada de atividade fisica é eficientemente
melhor na reducao dos riscos de imobilidade em idosos do que intervengdes no estilo

de vida e na educagao em saude dos mesmos (PAHOR et al., 2014).

A atividade fisica retarda a atenuacédo da capacidade oxidativa muscular, o
qual atrasa também, a sarcopenia, além de estimular a sintese de proteinas e o
conteudo mitocondrial para o aumento da capacidade do metabolismo muscular
(MENSHIKOVA et al., 2006; KENT- BRAUN; ALEXANDER, 2000). Idosos inativos
fisicamente possuem maior probabilidade em potencializar as dificuldades na
realizacdo das AVDs, que requerem contragcbes musculoesqueléticas e gasto
energético, quando comparados com idosos ativos fisicamente (TAK et al., 2013).

Além dos beneficios funcionais e estruturais, sob o organismo humano, a
pratica regular de exercicios fisicos nas mulheres, principalmente no periodo de
menopausa, € capaz de cooperar nos seus aspectos psiquicos, sentimentais, sociais
e atitudinais, refletindo em sua qualidade de vida e bem estar (KAKKAR et al., 2007).

O treinamento aquatico é frequentemente utilizado como modalidade
terapéutica na reabilitacao de disfungdes musculoesqueléticas, além de ampliar os
beneficios para os sistemas nervoso e cardiorrespiratorio, expondo resultados
benéficos no tratamento e na prevencao de diversas patologias. Estes resultados,
sao amplos e dependentes de fatores extrinsecos como duragao, tipo e intensidade

do exercicio de acordo com a singularidade de cada individuo. A agua aquecida
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proporciona fatores adicionais que podem influenciar as respostas ao exercicio,
como impulsionar o processo de reparo tecidual, o aumento da circulagao periférica
e enriquecer no suprimento de oxigénio e nutrientes ao musculo ativo (DEGANI,

1998; MEDEIROS et al., 2004).
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo consistiu em descrever os aspectos estruturais
e ultraestruturais da jungao miotendinea do esternomastoideo de ratas Wistar idosas
submetidas ao modelo experimental de menopausa e ao treinamento de natagao. E a
hipétese de que os sarcdmeros apresentam comprimentos diferentes na regido da
JMT.

2.10Objetivos Especificos

e Descrever as caracteristicas estruturais da jungdo miotendinea do musculo
esternomastoideo com a técnica de microscopia de luz;

e Descrever as caracteristicas ultraestruturais da jungcdo miotendinea do musculo
esternomastodideo através da Microscopia Eletronica de Transmissao;

e Detalhar a disposicdo e organizacdo das invaginacbes e evaginagdes
sarcoplasmaticas da jungao miotendinea;

e Caracterizar os aspectos ultraestruturais dos feixes de miofibrilas (Fibrilas de
Colageno);

e Mensurar os comprimentos e espessuras das invaginagdes e evaginagoes
sarcoplasmaticas;

e Mensurar os comprimentos dos sarcémeros na regido da jungao miotendinea.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas 40 ratas Wistar com 1 ano e 2 meses de idade, divididas

aleatoriamente em 4 grupos (n=10):

Sedentario (S): animais n&o submetidos ao treinamento de natagdo e a
ovariectomia; Treinado (T): animais submetidos ao treinamento de natagao;
Menopausa (M): animais submetidos ao modelo experimental de menopausa;
Menopausa Treinado (MT): animais submetidos ao modelo experimental de

menopausa e ao treinamento de natagéo.

Todos os animais foram oriundos do Biotério Central da UNESP — Campus
Botucatu. Mantidos no Biotério Setorial no Laboratério de Morfologia e Atividade Fisica
do Departamento de Educagédo Fisica do Instituto de Biociéncias da UNESP -
Campus Rio Claro, em gaiolas com cinco ratas em cada. Com a temperatura
monitorada (232 °C) e em periodos de 12 horas claro/escuro, foram alimentados com
racao e agua “ad libitum”. Os procedimentos adotados no estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA (n°1078/2018).

3.2 Modelo Experimental de Menopausa

Os animais dos grupos M e MT foram anestesiados com Ketamina (50mg/kg)
e Xilazina (10mg), via intraperitoneal, posteriormente submetidos a técnica de
tricotomia e assepsia da regiao ventral. Com auxilio de um bisturi, a parede abdominal
foi seccionada através de uma incisura longitudinal para exposigdo e dissecacgao
bilateral dos ovarios e, posteriormente, foi feita a sutura desde a parede cutanea até
a muscular com linha de nylon n° 6.0. Apds este procedimento, foi feita a assepsia no
local da incisao cirurgica 3 vezes ao dia durante 7 dias. Os animais foram medicados
por 4 dias no periodo pds operatorio com Paracetamol® (300mg/kg) via bebedouro
(FERRETTI et al, 2014).
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3.3Protocolo de Treinamento — Natagao

Os animais dos grupos T e MT foram submetidos a adaptag&o ao meio liquido,
em 2 sessOes diarias de 15 minutos, em seguida 2 sessdes diarias de 30 minutos e,
por fim, 1 sessao de 60 minutos. Posteriormente, iniciou-se o protocolo de treinamento
(natagcao) que consistiu na realizacdo de 5 sessdes semanais com duragcédo de 60
minutos cada, por um periodo de 8 semanas, totalizando 40 sessdes. Os animais
foram dispostos em tanques retangulares, separados individualmente por tubos de
PVC (cloreto de polivinila), com 24 cm de diametro, 50 cm de comprimento, evitando
assim aglomeracgao e dispersao, imersos em agua aquecida (31+£2°C) com o nivel no
terco superior da regido cervical dos animais para efetivagdo da contragdo muscular
isométrica (PESTANA et al., 2012).

A massa corporal dos animais foram mensuradas semanalmente em uma
balangca semi—analitica (SF-400 TOMATE) e, para obtencdo das sobrecargas de
treinamento, foram utilizados pesos de chumbo, fixados ao térax, equivalentes a 5%
da massa corporal, os quais foram aferidos e corrigidos semanalmente (CIABATTARI;
DAL PAI; DAL PAI, 2005).

3.4Microscopia de Luz

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, eutanasiados em
overdose de anestésico Ketamina 100 mg/kg, via intraperitoneal. Em seguida foram
dissecadas amostras da JMT do esternomastoideo e criofixadas em nitrogénio liquido,
através da alocagao das amostras em superficie de cortica estabilizadas com cola
biolégica e untadas em talco neutro (Tragacanth, SIGMA) para prevenir artefatos,
ap6s esta etapa as amostras foram armazenadas em Freezer -80° C. Foram
realizados cortes longitudinais de 10 ym de espessura (Criostato HM 505 E,
MICROM), coradas com a técnica de Hematoxilina-Eosina para destaque dos
componentes. As imagens foram obtidas através do microscopio de luz (Carl Zeiss
Microimaging, Axiokop 40, Goéttingen, Germany).
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3.5Microscopia Eletronica de Transmissao

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental eutanasiados em
overdose de anestésico intraperitonial Ketamina 200 mg/kg e Xilasina 50 mg/kg, em
seguida as amostras da JMT (3mm?3®) do esternomastdideo foram dissecadas e

imersas em solugao de cacodilato de sédio 0.1M, pH 7.4, durante 48 horas a 4°C.

Posteriormente, as amostras foram pds-fixadas com solugdo de tetréxido de
6smio 1% durante 2 horas, a 4°C (CIENA et al., 2010), lavadas com solugéo salina
0,9% por trés vezes e fixadas com solugdo de acetato de uranila 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 alcoois de 70%,
80%, 90% e 95% (1 vez), alcool etilico absoluto (4 vezes) com banhos de 15 minutos

cada, e em oxido de propileno (2 vezes) 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,
USA) e o6xido de propileno na proporcao de 1:1, sob agitacdo, em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, a resina foi novamente trocada para proporg¢ao de 3:1
durante 1 hora e 30 minutos, posteriormente em resina pura durante 12 horas em
temperatura ambiente com auséncia de luminosidade. Apds essa etapa, as amostras
foram aquecidas por 1 hora em estufa a 37°C, com frasco aberto para total evaporagao

de liquidos das amostras.

Para a inclusdo das amostras em moldes retangulares de silicone, foram
preenchidos por resina pura € mantidos por 3 dias em estufa a 60°C para concretizar-
se a polimerizacédo do bloco. Os blocos foram trimados para a realizacdo 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, Géttingen, Alemanha).

Apds a selegdo da area de interesse, foram realizados cortes ultrafinos de 60
nandmetros em ultramicrétomo, que foram coletados em telas de cobre de 200 “mesh”
(Sigma-Aldrich, USA) e, contrastados com a solugédo de acetato de uralina 4%, por 3

minutos, lavados em agua destilada, contrastados em solugdo aquosa de citrato de



19

chumbo 0.4% por 3 minutos e lavados em seguida com agua destilada (CIENA et al.,
2012). As telas foram examinadas e descritas através do microscépio eletrbnico de
transmissao Philips CM 100 do laboratério de Microscopia Eletrénica Aplicada a
Pesquisa Agropecuaria (NAP/MEPA) na Escola Superior de Agricultura "Luiz de
Queiroz" (ESALQ) da Universidade de Sdo Paulo — Campus Piracicaba/SP.

3.6 Analise Morfométrica

As imagens histolégicas da JMT do musculo esternomastoideo, obtidas pela

técnica de Microscopia de Luz foram analisadas qualitativamente e revelaram suas

caracteristicas morfologicas através do software Axiovision Rel. 4.6® (Carl Zeiss). As
imagens da Microscopia Eletrbnica de Transmissdao foram analisadas quali-
quantitativamente, descrevendo as caracteristicas ultraestruturais e morfométricas

das células musculares e tendineas.

Foram mensurados os comprimentos e as espessuras das invaginagdes e

evaginacdes sarcoplasmaticas, além dos comprimentos dos sarcOmeros proximal e

distal, na regido da JMT, através do software ImageJ®. Apo6s definir o tamanho da
barra em pixels com a ferramenta “Straight Line” foi determinada a escala da imagem
na op¢ao “Analyze” posteriormente “Set Escale" e entdo substituido o valor na caixa
“Know Distance” para o valor na barra, unidade de escala em ym “Unit of Length”.

Apos todas as mensuragdes, foram realizadas as médias e desvio padrdao com o

software Excel™, o tratamento estatistico através do software Graph Pad Prism 6.0®

e a analise de variancia ANOVA One- Way com pés teste de Bonferroni.
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4 RESULTADOS

Através da Microscopia de Luz foram evidenciadas as caracteristicas

morfoldgicas e, por meio da Microscopia Eletronica de Transmiss&o foram reveladas

as caracteristicas ultraestruturais e morfométricas da JMT do esternomastoéideo.

Sedentario Treinado v Menopausa Menopausa Treinado

Al 4

V. (7 ; (18 17 i {
Figura 1: Microscopia de Luz da JMT do esternomastoideo dos grupos experimentais. Observam-se o
Tecido Muscular (M), Tecido Tendineo (T) e tendcitos (seta). Coloragédo: HE. Ampliagdes: 400x.

4.1 Microscopia de Luz

No grupo S foram evidenciados os componentes celulares na regido
da JMT, onde foi possivel observar as projegdes tendineas, com a presenga de células
alongadas de tendcitos, que se estendem ao longo do eixo longitudinal, interagindo

com o tecido muscular estriado esquelético (Fig. 1A).

No grupo T foram evidenciadas as adaptagdes com a organizagao de longas
projecdes tendineas entre os arranjos das fibras musculares dispostas em paralelo ao

eixo longitudinal das miofibrilas (Fig. 1B).

Entretanto, no grupo M foram observadas amplas altera¢gdes através da
reducao da area de contato na interface musculo-tendinea com limitadas projecoes
provenientes da matriz extracelular. Na ampla area de depdsito de tecido conjuntivo

denso n&o-modelado, foram observados maior distribuicdo de tendcitos (Fig. 1C).

Além disso, o grupo MT revelou adaptagdo na disposicdo das
células musculares e tendineas em toda regido da JMT devido ao treinamento de
natagdo, com tendcitos disseminados em toda area de interagdo. No tecido
tendineo destacaram-se a ampla area de tecido conjuntivo denso modelado com
projecbes alongadas provenientes da matriz extracelular adjuntas as fibras
musculares (Fig.1D).
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4.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao

No grupo S foi observada a interface miotendinea, através da area de deposito
de colageno da matriz extracelular com espessamento préoximo a JMT (Fig. 2A). As
invaginagdes sarcoplasmaticas, também denominadas de interdigitagdes,
provenientes do tecido tendineo, apresentaram-se desalinhadas, dispostas
paralelamente aos feixes de miofilamentos, que estendem-se em proximidade a linha
Z. Além disso, as evaginagdes sarcoplasmaticas revelaram arranjos e formatos

irregulares (Fig. 2B).

No grupo T foram observadas ampla adaptacédo tecidual com disposi¢coes
variadas dos feixes de miofibrilas, com a presenca de partes celulares dos tendcitos
(Fig. 2C). Em maior aumento, notaram-se a organizagdo das invaginagdes e
evaginacgdes sarcoplasmaticas dispostas paralelamente, com maiores comprimentos

principalmente na regido central da JMT (Fig. 2D).

No grupo M sio evidentes as organizagdes ultraestruturais ao longo da JMT,
tal como a ampla area de depdsito de colageno no tecido tendineo, onde difundem-se
fragmentos celulares de tendcitos e invaginagdes sarcoplasmaticas, provenientes da
matriz extracelular, extremamente curtas e dispostas em diversas dire¢des (Fig. 2E).
As evaginagdes sarcoplasmaticas demonstram comprimento similar ao das
interdigitagdes, porém suas dimensdes, que delimitam a extremidade distal da célula

muscular, se mostraram superiores as da invaginac¢des sarcoplasmaticas (Fig. 2F).

No grupo MT notaram-se delgadas fibras de colageno presentes em toda area
da JMT. As invaginagbes sarcoplasmaticas apresentaram-se alongadas, paralelas
aos feixes de miofilamentos dos sarcémeros em séries (Fig. 2G). Em maior aumento,
as evaginagdes sarcoplasmaticas mostraram maior espessura com destaque a

presenca de linhas Z (Fig. 2H).
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Figura 2: Microscopia Eletrénica de Transmissao da JMT do esternomastéideo. Grupos: Sedentario,
Treinado, Menopausa e Menopausa Treinado. Observam-se a disposigcdo da organizagdo dos
sarcomeros distais (SD) e proximais (SP); invaginagbes sarcoplasmaticas (seta) e evaginagdes
sarcoplasmaticas (cabega de seta); feixes de fibras de colageno (*). Valores da barra: (A, C, E, G)
0,5um; (B, D, F, H) 1,0um. Ampliagdes: (A, C, E, G) 10.000X; (B, D, F, H) 15.000X.

4.3 Analise Morfométrica

Através das analises morfométricas foram obtidos os valores dos comprimentos
e espessuras das invaginagdes e evaginacdes sarcoplasmaticas, e dos sarcémeros

proximais e distais da JMT.

4.3.1 Invaginagoes e evaginagoes sarcoplasmaticas

No grupo S foram evidenciadas amplas alteragdes através da heterogeneidade
nos comprimentos das invaginagdes e evaginag¢des sarcoplasmaticas. O grupo T em
comparagdo ao grupo S apresentou aumento de 48% nos comprimentos das
invaginagdes sarcoplasmaticas e 36% nas evaginag¢des sarcoplasmaticas (p<0,001).
Além disso, a espessura das invaginagbes e evaginagdes sarcoplasmaticas
apresentaram reducdo de 8% e 2%, respectivamente, também sem diferencas

estatisticas relevantes.
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O grupo M apresentou diferenga estatistica no comprimento das invaginagdes
sarcoplasmaticas com reducdo de 46%, e das evaginagbes sarcoplasmaticas
(p<0,0001) com diminuicdo de 59% em relagdo ao S. As espessuras apresentaram
diferengca estatistica (p<0,0001) com reducdo de 31% das invaginagdes

sarcoplasmaticas e aumento de 64% das evaginagdes sarcoplasmaticas.

Os animais do grupo MT apresentaram aumento de 666% no comprimento das
invaginagdes sarcoplasmaticas e de 298% das evaginag¢des sarcoplasmaticas em
relagcdo ao do grupo M, com diferengas estatisticas para ambos os comprimentos
(p<0,0001). As espessuras das invaginagbes e evaginagdes sarcoplasmaticas nao
apresentaram diferencas estatisticas relevantes, entretanto, pequena reducao de 2%
nas invaginagbes sarcoplasmaticas, enquanto as evaginagdes sarcoplasmaticas

apresentaram aumento de 16%.
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Grafico 1: Médias e desvio padrdo do comprimento (um) das invaginagdes (A) e evaginagdes (B)
sarcoplasmaticas dos grupos S, T, M e MT. *p<0,001; **p<0,0001.
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Grafico 2: Médias e desvio padrao da espessura (um) das invaginagbes (A) e evaginacdes (B)
sarcoplasmaticas dos grupos S, T, M e MT. **p<0,0001.

4.3.2 Sarcémeros proximais e distais

Em relagdo ao comprimento dos sarcémeros, o grupo T quando comparado com
0 S, é possivel observar redugao de 30% e 22% nos sarcémeros proximais e distais,
respectivamente, com diferengas estatisticas iguais para ambos (p<0,0001).
Entretanto, o comprimento do sarcémero proximal do grupo M em relagédo ao S nao
apresentou diferenca estatistica relevante, porém uma pequena reducao de 5%,

enquanto o comprimento do sarcdémero distal (p<0,0001) reduziu 44%.

O comprimento dos sarcémeros proximais do grupo MT apresentaram diferenga
estatistica (p<0,0001) em relacdo ao grupo M, com aumento de 155% no

comprimento, enquanto os sarcomeros distais (p<0,001) 36%.
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Grafico 3: Médias e desvio padrdo do comprimento (um) dos sarcémeros proximais (A) e distais (B)
dos Grupos S, T, M e MT. *p<0,001; **p<0,0001.
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5 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo apresentaram os efeitos benéficos do treinamento
de natagdo através da reorganizagéo ultraestrutural e morfométrica da JMT e dos
sarcOmeros do esternomastoideo de ratas idosas em modelo experimental de

menopausa.

O grupo S apresentou extensa area de depdsito de colageno na JMT, com
projecdes irregulares e assimétricas, enquanto os sarcOmeros dessa regiao
apresentaram desalinhada organizagdo, estas sao alteragdes morfoldgicas
provenientes dos tecidos muscular e tendineo, que caracterizam a atrofia muscular.
Mediante a inatividade fisica, a atrofia muscular acarreta em reducdes da qualidade
muscular, maior fragilidade, dificuldade/incapacidade de executar atividades da vida
diaria (AVD), dependéncia, e em casos extremos, a 6bito dos individuos da terceira
idade, particularmente do sexo feminino (ALEXANDRE, 2014).

Morfologicamente, a JMT apresenta na extremidade da fibra muscular,
inumeras projecdes tendineas alongadas, compostas por dobras de sarcolema,
denominadas invaginagdes sarcoplasmaticas, conhecidas como interdigitagdes, que
penetram no tecido muscular e promovem a expansao da area de superficie para
fixacdo das fibras musculares para o tecido conjuntivo do tendao, enquanto as
evaginacdes sarcoplasmaticas sao projecbes musculares entremeadas pelas
invaginagdes (CHARVET, 2012; DECONINCK et al., 1997; HUIJING, 1999).

A JMT do esternomastdideo apresentou alteragdes decorrentes do
envelhecimento associados ao sedentarismo, ao promover desorganizagao tecidual
por meio do depdsito de colageno no tecido tendineo com espessamento proximo a
area de interacao e interdigitagbes desalinhadas e irregulares. Ciena et al. (2010)
apontaram adaptagdes morfolégicas semelhantes ao descreverem a morfologia da
JMT do pterigéideo medial de ratos idosos, musculo que pertence ao aparelho

mastigatorio e se insere na superficie medial da mandibula.

Em nossos achados, o comprimento das invaginagdes e evaginacdes
sarcoplasmaticas dos grupos que realizaram o protocolo de treinamento

apresentaram-se maior. A JMT é uma regido de interagao entre os tecidos musculares
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e tendineos altamente especializada e, seu desenvolvimento acontece pela interagao
dindmica entre o musculo e o tendao, logo, uma ampla relagdo entre esta regiao
sugere uma distribuicdo vantajosa de forca em toda a interface musculo-tendinea
(CURZI, 2016; CHARVET, 2012; TIDBALL, 1991).

Com a privagdo dos horménios ovarianos, as amostras do grupo M
apresentaram consideravel quantidade de fragmentos de tendcitos que caracterizam
a atrofia muscular. Invaginagdes e evaginagdes sarcoplasmaticas extremamente
reduzidas e, como consequéncia, menor comprimento do area de interagéa musculo-

tendinea.

A menopausa geralmente esta associada ao aumento do tecido adiposo e a
diminuicdo da massa e forga muscular com ou sem ganho de peso (MALTAIS,
DESROCHES, DIONNE, 2009). A pratica de atividade fisica minimiza as limitagdes
causadas pelo envelhecimento, além de ser a intervengdo mais eficiente para
aumentar os niveis de massa e forga muscular nesta populagédo (CARVALHO et al.,
2018; LARSON, 2015).

ApOs a realizagéo do protocolo de treinamento em natagao, foram observadas
caracteristicas morfolégicas de remodelacdo celular e reestruturacdo da JMT,
principalmente no grupo MT, como no comprimento e espessura das invaginagoes e
evaginagdes sarcoplasmaticas e no comprimento dos sarcémeros proximais e distais,
analisados neste estudo. O exercicio fisico é capaz de retardar os efeitos prejudiciais
da menopausa e interrupcdo dos niveis hormonais, reduzir a predisposi¢ao de
limitagdes funcionais, de quedas e fraturas (EASTELL et al., 2016; LARSON et al.,
2015; FONTINELE et al., 2013).

Os treinamentos aerobios, em mulheres na menopausa acarretam em
beneficios significativos na reducao da gordura corporal e niveis de triglicérides, perda
de massa muscular e de gordura, que melhora a qualidade muscular (CARVALHO et
al., 2018; YEH et al., 2018). Curzi et al. (2016) utilizaram exercicios aerobios em
diferentes intensidades, e os efeitos fisiolégicos do treinamento induziram alteragdes
morfolégicas na JMT do musculo gastrocnémio, com o aumento da area de interacao

entre os tecidos.
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Por apresentar extrema capacidade de plasticidade tecidual e atuar na interface
entre as células do musculo esquelético e nas células tendineas, a JMT apresenta
alto nivel de adaptagdes morfologicas, como o aumento no comprimento e espessura
das invaginacdes e evaginagdes sarcoplasmaticas, decorrentes do exercicio fisico,
envelhecimento ou evolugdes de acordo com as fungdes, angulo, sintopia ou
topografia dos musculos estriado esqueléticos (ROFFINO et al., 2006; CIENA et al.,
2011).

Em relacédo as unidades ultraestruturais das fibras musculares, apresentaram
amplas adaptacbes em seus comprimentos. Foram observadas alteragdes no
comprimento do ultimo (sarcomero distal) e do penultimo (sarcdmero proximal)
sarcOmeros presentes na organizagao da JMT, com énfase nos sarcOmeros distais.
Pressupomos que os sarcomeros distais sdo os indicadores de adigdo de novos
sarcdOmeros em série, com sua formagao da regido central para a periferia celular da
JMT (SIERRA et al., 2018).

Kinney et al. (2017) sugere em um dos seus estudos, que a sarcomerogénese,
em condi¢cdes de alongamento cronico, pode ser um processo regenerativo, o que
requer a participagdo de células satélites em casos de paralisia cerebral. O
comprimento inicial do sarcémero influencia na for¢a de contragdo muscular, a rigidez
do tendao determina a dimensao de encurtamento que ocorrera nesse comprimento,

mesmo quando o angulo da articulacdo nao altera (MACINTOSH, 2017).

Com o treinamento, os sarcomeros proximais e distais apresentaram aumento
no comprimento, bandas | mais evidentes e alinhamento em sua organizacéo. Este
aumento no comprimento dos sarcémeros pode reduzir o espacamento de filamentos
espessos a finos, tendo como resultado o aumento na producéo de forca (FENWIC,
LEIGHTON e TANNER, 2016).

O treinamento de natacdo evidenciou as adaptacbes e beneficios na
reorganizagdo morfolégica tecidual. Segundo Medeiros (2004), o treinamento
aquatico promove diversos beneficios em grande parte dos sistemas do corpo
humano, principalmente no sistema muscular, utilizado em tratamentos de disturbios
musculoesqueleticos e na prevengao de patologias. A temperatura da agua € uma
variavel importante que possui efeitos fisioldgicos que influenciam diretamente no

relaxamento muscular geral.
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6 CONCLUSAO

Concluimos que a JMT do esternomastdideo apresenta amplas adaptacdes
morfolégicas com o envelhecimento associado ao sedentarismo, como a
desorganizacgéo tecidual e aumento do depdsito de colageno. Além disso, o protocolo
de treinamento de natagdo promoveu reorganizagao tecidual e aumento da interacéo
musculo-tendinea com maiores comprimentos das invaginagbes e evaginagdes
sarcoplasmaticas. O modelo experimental de menopausa reduziu a interface
musculo tendinea. No entanto, quando associado ao treinamento promoveu
beneficios na interface musculo-tendinea com o aumento nos comprimentos das
invaginacdes e evaginacdes sarcoplasmaticas, aumentando a area de transmisséo
de forgca. Além disso, comprovamos que os sarcOmeros apresentam comprimentos
diferentes, como a redugao nos grupos submetidos ao treinamento de natacao.
Novos estudos sdo necessarios para melhor compreensio dessas adaptacdes e

suas consequéncias.
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