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RESUMO

A atrofia por desuso € caracterizada pela reducdo e perda de tecido muscular
esquelético, € comum da utilizacdo de imobilizacdo articular no tratamento de
lesbes, e apesar de seus efeitos terapéuticos promove efeitos residuais em
importantes mecanismos do aparelho locomotor, como nos sarcOmeros em série que
compdem o musculo estriado esquelético, e também na juncdo miotendinea (JMT),
principal area anatdbmica especializada do aparelho locomotor, localizada na
interface entre o musculo e o tendédo, responsavel pela transmissédo de forca. O
treinamento aquatico proporciona diversos beneficios ao individuo e foi utilizado
como método de remobilizacdo aquatica para a reabilitacdo dos efeitos deletérios
decorrentes da imobilizagdo. O objetivo do presente estudo consistiu em descrever
os efeitos da plasticidade tecidual na JMT do musculo gastrocnémio de ratos Wistar
adultos submetidos a imobilizacdo articular e remobilizacdo aquética por meio da
andlise de suas caracteristicas histoquimica, ultraestrutural e morfométrica. Foram
utilizados ratos com 90 dias, divididos em 5 grupos: Sedentario (S), Imobilizado (1),
Treinado (T), Imobilizado Livre (IL) e Imobilizado Treinado (IT). Os grupos |, IL e IT
foram submetidos a imobilizacdo articular e os grupos T e IT ao protocolo de
treinamento em meio aquatico. A andlise dos aspectos estruturais do ventre e JMT
ocorreram através da técnica de microscopia de luz corada com Hematoxilina-
Eosina e Picro-sirus, através da analise histoquimica de ATPase Miofibrilar foram
identificados e mensurados a area de seccdo transversa (AST) e andlise
esteriologica da Densidade/Volume dos diferentes tipos miofibrilares, foram
realizadas analises morfoquantivas das caracteristicas ultraestruturais dos
sarcbmeros e JMT através da microscopia eletrbnica de transmissao, e foram
analisados a organizacdo nuaclear da JMT através de Imunofluorescéncia.
Observamos no grupo | alteragbes morfoquantitavas de atrofia muscular na
organizacdo da JMT, reducdo da AST e reducdo da area de contato. No grupo IL
observamos lento reestabelecimento de organizacdo dos componentes da regiao da
JMT, com retorno da AST e aspectos dos componentes ultraestruturais da JMT com
possivel pré-disposicdo a lesGes. Enquanto, no grupo IT observamos grande
atividade celular na regido miotendinea, aumento da AST, e extensa melhora dos
componentes ultraestruturais das JMT que promoveram maior area de contato entre

os tecidos muscular e tendineo. Concluimos que a imobilizacdo articular acarretou



atrofia muscular por desuso, o periodo de remobilizacdo livre decorreu em
reestabelecimento em alguns parametros, enquanto a remobilizacdo aquatica
demonstrou eficiente reabilitacdo dos efeitos deletérios da atrofia muscular para todo

tecido muscular.

Palavras-chaves: Juncdo miotendinea, sarcbmero, nucleo, atrofia muscular,

remobilizacao aquética.



ABSTRACT

Muscle atrophy by disuse is characterized for reduction and loss of skeletal muscle
tissue, it is common in the use of joint immobilization in the treatment of injuries, and
despite it is therapeutic effects promotes residual effects on important mechanisms of
the locomotor system, as in the sarcomeres in series that compose the striated
skeletal muscle, and also at the myotendinous junction (MTJ), the main specialized
anatomical area of the locomotor apparatus, located at the interface between the
muscle and tendon, responsible for force transmission. Water training provides
several benefits for individual and was used as na aquatic remobilization method to
rehabilitate the deleterious effects of immobilization. The present study aimed to
describe the effects of tissue plasticity in MTJ on the gastrocnemius muscle of adult
Wistar rats submitted to joint immobilization and aquatic remobilization by analyzing
their histochemical, ultrastructural and morphometric characteristics. Rats with 90
days old were divided into 5 groups: Sedentary (S), Immobilized (), Trained (T),
Immobilized/Free (IL) and Immobilized/Trained (IT). The I, IL and IT groups
underwent to joint immobilization and T and IT for aquatic training protocol. The
analysis of structural aspects of the belly and myotendinous junction occurred
through the technique of light microscopy stained with Hematoxylin-Eosin and
Picrosirus, through the histochemical analysis of the myofibrillar ATPase were we
identified the different myofibrillary types and realized the morphometric analysis of
cross-section area (CSA) and Density/Volume, the morphometrical analyzes of the
sarcomeres and ultrastructural characteristics of MTJ were performed by
transmission electron microscopy, and the nuclear organization of MTJ were
analyzed by immunofluorescence. We observed in | group morphometrical changes
of muscular atrophy in reduction of CSA, organization of the MTJ and reduction of
the contact area. In the IL group, we present slow re-establishment of structural
components organization of the MTJ region, with the return of CSA and aspects of
the ultrastructural components of the MTJ with a possible predisposition to injuries.
While, in the IT group we observed great cellular activity in the myotendinous region,
CSA increased, and extensive improvement of MTJ ultrastructural componentes that
promoted greater contact area between the muscle and tendon tissues. We conclude
that joint immobilization resulted in muscle atrophy by disuse, the free remobilization

period was reestablished in some parameters, while aquatic remobilization



demonstrated efficient rehabilitation of the deleterious effects of muscle atrophy for

all muscle tissue.

Key-words: Myotendinous junction, sarcomere, nucleus, muscle atrophy, aquatic

remobilization.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representacdo da organizacdo da regido da JMT e seus

(=11 a1 0101 7R 20
Figura 2 - Delineamento experimental dOS gruposS.........ccceeeveeeeeeeeeieeeveeiiee e 27
Figura 3 - Dispositivo de imobilizag&o articular..............cccccooeiiiiiiiiiiiiiieeeee 28
Figura 4 - Protocolo de treinamento aqUALICO..............cocevririiiiiiiiiiiiei e, 29
Figura 5 - Microscopia de luz do ventre MUSCUlAr............cooeeiiiiiiiniiiieieeeee 36
Figura 6 - Microscopia de luz da regido da juncdo miotedinea...............ccccceeeeeennnn.. 38
Figura 7 - Dimensao fractal das fibras musculares..............c.coooiiiiiiiiiiiiiiicee 39
Figura 8 - Dimensao fractal mionuclear................ooovvviiiiiii e, 40

Figura 9 - Quantificacdo da area positiva de PS de tecido conjuntivo
2 RS 1 Y0 [ = T [0 F PSP 41

Figura 10 - Histoquimica (ATPase miofibrilar)............ccccoeeeeiiiiiiiiiiiiecen, 42

Figura 11 - Médias e desvios-padrdes da AST (um?) das fibras Tipo |, lla e

Figura 12. Médias da analise de Densidade/Volume (%) das fibras dos Tipos |, lla,

[IX e intersticio dos gruposS S, T, I, IL € IT. oo 44

Figura 13 - Microscopia eletrénica de transmisséao do ventre muscular e da JMT dos

(0] 0101 T PP 46



Figura 14 - Médias e desvios-padrbes do comprimento (um) dos sarcomeros do

ventre, proximal e distal dOS grUPOS.......ccooeiii i i 47

Figura 15 - Médias e desvios-padrdes do comprimento (um) das invaginacdes e

evaginacoes sarcoplasmaticas dOS grUPOS. ......ccoeeieeeeeeiririeeeeeiiiiiisesss e e e e e eeeaeeeeeaeannne 48

Figura 16 - Médias e desvios-padrdes da espessura (um) das invaginacdes e

evaginacdes sarcoplasmaticas dOS QrUPOS.......cuueeeiieeririiiiieeee e ariiieee e e riirreeeee e 49

Figura 17 - Médias e desvios-padrbes do Perimetro de contato/Base (um) da JMT

(0 [0SR0 | 101010 1= T TP TPPPPPPPP 50

Figura 18 - Médias e desvios-padroes da espessura (um) da Lamina Basal dos

(0T 0101 TSP 50

Figura 19 - Microscopia confocal de varredura a laser da JMT dos grupos.............. 52



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Médias e desvios-padrbes da massa corporal (g) dos grupos S, T, I, IL e
IT NOS trés periodos analiSAdOS. ............uiiiiiiiiiiiiie e e 34

Tabela 2 - Médias e desvios-padrdes da Densidade/Volume (%) das fibras dos Tipos

[, la e llx e intersticio dos grupos S, T, I, IL € I T 44



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

% - Porcentagem

°C - Graus Ceulsius

pm — Micrémetros

pm2 — Micrémetros quadrados
AST — Area de secgéo transversa
ATP - Adenosina Trifosfato
Cm — Centimetros

DF — Dimenséao Fractal

H - Hora

HE - Hematoxilina-Eosina

| - Imobilizado

IL — Imobilizado Livre

IT - Imobilizado Treinado
JMT - Juncado miotendinea
Kg - Quilogramas

MEC - Matriz extracelular
Mg — Miligramas

Min - Minutos

mL - Mililitros

PS — Picro-sirus

Rpm — rota¢des por minuto
S - Sedentério

T — Treinado



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt et ettt e et e eesteenae e anes 15
1.1 MUSCULO ESQUELETICO ...ttt ettt 16
1.2 JUNCAO MIOTENDINEA ... .o oottt ettt eee e 19
1.3 IMOBILIZACAO ARTICULAR.......cviteiteeeteeteeete et etee et stee e esve e eetesaennanes 22
1.4 REMOBILIZACAO AQUATICA . ..o 23
70 = | = LY/ @ T 25
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooviveieeeeee ettt 25
3. MATERIAIS E METODOS........ooiiiieeteeeecte ettt ste e aae s 26
B ANIMALS ..ot ettt ettt ettt 26
3.2 IMOBILIZAGAO ARTICULAR ...ttt 27
3.3 PROTOCOLO DE TREINAMENTO AQUATICO ......coooviiiieeeeeeeee e 28
3.4 MASSA CORPORAL ..ottt ettt ettt 29
3.5 MICROSCOPIA DE LUZ ...ttt 29
3.6 ANALISE HISTOQUIMICA (ATPASE MIOFIBRILAR)........ccveviieerieeeeeeeeee 30
3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO .......ccooiiieieeieceeeee e, 31
3.8 MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER........ccccoviieeirieeen, 32
4. RESULTADOS ...ttt ettt ettt e e e 34
4.1 MASSA CORPORAL ..ottt ettt ettt 34
4.2 MICROSCOPIA DE LUZ ...ttt 35
4.2.1 DIMENSAO FRACTAL ..ottt ettt nane 39
4.3 ANALISE HISTOQUIMICA (ATPASE MIOFIBRILAR)........cccoveeieeeieeeeeecennen, 42
4.3.1 AREA DE SECCAO TRANSVERSA .....ccooiiieieeeceeeeeeeeee e 42
4.3.2 DENSIDADE/NVOLUME .......cooviitieeeeeee et nane 43
4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO ......c.covooveviveeeieeeee e, 44
4.4.1 COMPRIMENTO SARCOMERICO .......oviuiivieieeceeeeee e 47
4.4.2 INVAGINACOES E EVAGINACOES SARCOPLASMATICAS. ........ccccovevee.. 48
4.4.3 PERIMETRO DE CONTATO ......oouiiiiiieeeee et 49
A48 LAMINA BASAL ...ttt ettt e e 50
4.5 MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER........ccccovoieviiiennn, 51
5. DISCUSSAO ...ttt ettt ettt ettt e et ea s 54
B. CONCLUSAOD ...ttt ettt sttt e 62

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 64



15

1. INTRODUCAO

O mausculo estriado esquelético é um tecido com ampla capacidade de
responder a diferentes estimulos, como as altera¢cées hormonais, nutricdo, lesdes,
imobilizacdo articular e também a pratica de exercicios fisicos (NATALI et al., 2008;
SILVA et al, 2013), possui extensa plasticidade em decorréncia de sua
caracteristica regenerativa, devido as propriedades das células satélites que seguem
um programa miogénico bem regulado para gerar novas miofibrilas contracteis para
melhor desempenho muscular (LE MOAL et al., 2017).

O tecido muscular possui sarcobmeros em série para a realizacdo das
contragbes musculares, eles apresentam caracteristica variada conforme sua
localizacdo no musculo, tal como no ventre muscular onde apresenta fibras
alongadas, enquanto que em sua extremidade demonstra reducdo, tais
caracteristicas decorrem da funcéo e localizacdo do musculo em questéo, além de
perturbacdes como a imobilizagdo articular apresentar alteracbes em sua
conformidade (LIEBER et al., 2017).

A unido do tecido muscular com o tecido tendineo € denominada juncéo
miotendinea (JMT), € uma regido anatbmica especializada onde ocorre a
transmissao de forca. Como o tecido muscular, a JMT apresenta plasticidade devido
a variados estimulos externos, influenciada pelos tecidos do complexo musculo-
tendineo, também sao descritas alteracdes morfofuncionais moduladas pela prética
de exercicios fisicos (CURZI et al., 2012).

A JMT apresenta papel importante a locomocéo, pois possui alta capacidade
de transferéncia de forca, de suma relevancia para prevengao e recuperacao de
lesbes que influenciam os musculos estriados esqueléticos. A imobilizacdo articular
€ um tratamento conservador para lesbes, onde um membro ou segmento é
submetido a longo periodo de desuso muscular o qual acarreta em diversas
alteracbes degenerativas, como atrofia muscular, reducdo da area de seccédo
transversa, alteracbes metabdlicas, entres outras diversas consequéncias aos
movimentos (YOSHIHARA et al., 2016).

A remobilizagdo € o periodo pos imobilizacdo que proporciona a
compensacao muscular apos as alteracdes causadas, e quando associada ao meio
aquatico pode proporcionar melhora dos efeitos atroficos, como melhora do

desempenho motor, aumento da massa muscular e comprimento muscular, além de,
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possivelmente promover a reversao da reducdo do numero de sarcomeros em série
(VOLPI et al., 2008).

Os mecanismos para alteragbes e remodelacdo da JMT ainda séo
desconhecidos, como também qual seu papel na recuperacdo de uma imobilizacédo
articular e remodelamento frente a remobilizacdo aquatica. Através da evidenciacéo
dos aspectos morfolégicos da JMT sera possivel proporcionar um meio clinico para
a recuperacdao dos efeitos deletérios da imobilizagdo, como método de prevencao de
possiveis lesBes na JMT. Além do possivel efeito rpido e eficiente para melhora da
locomocédo no periodo pés-imobilizagédo, visto que 0 musculo gastrocnémio possui

grande responsabilidade de producao de forca de propulséo e estabilizacéo.

1.1 Mdsculo esquelético

O musculo estriado esquelético é o tecido presente em maior abundancia no
corpo humano, representa quase metade da massa corporal, e possui a
responsabilidade de realizagdo dos movimentos corporais, producdo de calor,
postura e sustentacdo corporal. Sua capacidade contractil € determinada devido as
propriedades de forc¢a, elasticidade e plasticidade (CRETOIU et al., 2018).

O tecido musculo esquelético possui uma intima relacdo entre suas fibras e o
tecido conjuntivo, qual é estruturalmente organizado para unir as fibras em feixes
musculares e assim formarem os muasculos estriados esqueléticos. O tecido
conjuntivo associado € também responsavel pela difusdo de forca transversal, e sdo
organizados em epimisio, perimisio e endomisio. O epimisio € o tecido conjuntivo
externo que recobre toda superficie muscular contempla vasos e nervos, e atribui
continuidade ao tendao. O perimisio refere-se ao o tecido conjuntivo que agrupa as
miofibrilas em feixes musculares, formam os fasciculos, contém os proprioceptores.
Enquanto o endomisio da-se por uma bainha fina de tecido conjuntivo interno que
envolvem as miofibrilas, € composto de fibras reticularem em maioria de colageno
Tipo Il (KJAER, 2003; CRETOIU et al., 2018).

O tecido musculo esquelético é entdo organizado em células cilindricas,
alongadas e multinucleada denominado de fibra muscular, ou miécitos, e séo
envoltas pelo sarcolema onde recebe auxilio energético de diversas organelas
sarcoplasmaticas (ERTBJERG; PUOLANNE, 2017).
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As fibras muscularem possuem caracteristicas histoquimicas classificadas:
Tipos |, séo fibras com baixa velocidade de contracdo, alta capacidade oxidativa,
possuem menor area de seccao transversa, alta resisténcia afadiga, além de possuir
alta densidade mitocondrial e capilar; as fibras Tipo Il sdo subdivididas nos Tipos lla,
intermediaria em todas as caracteristicas, e Tipo IIx, que possui alta velocidade de
contracdo, baixa capacidade oxidativa, maior area de seccdo transversa, reduzida
resisténcia a fadiga, porém possui maior atividade de influxo de Ca2 (CAMPOS et al.,
2002; QAISAR; BHASKARAN; VAN REMMEN, 2016).

Alguns mausculos possuem maior densidade por volume de fibras
caracterizada em um dos tipos miofibrilares, porém, alteracbes podem ocorrer em
raz8o dos estimulos atribuidos ao musculo como diferentes modalidades de
exercicio, situacdes de atrofia, lesdes e miopatias (OH et al., 2007; LEE; OH, 2015).
O musculo gastrocnémio analisado neste estudo possui predominancia de fibras
Tipo Il (ZIERATH; HAWLEY, 2004).

As fibras musculares sdo compostas por um conjunto de miofibrilas
constituidas por unidades funcionais organizadas paralelamente denominadas de
sarcobmeros em série, e sdo as unidades funcionais basica do musculo estriado
esquelético. Os sarcoOmeros sado formados por filamentos delgados e espessos que
se estendem e se sobrepdem, principalmente miosina e actina, no entanto, as
miofibrilas sdo constituidas também por proteinas como tropomiosina, o complexo
troponina, tropomodulina, nebulina, conectina/titina, entre outras diversas proteinas
relacionadas (SWEENEY; HAMMERS, 2018; OJIMA, 2019).

Os sarcbmeros em série sdo complexas unidades contrateis de proteinas
ordenadas e interligadas, para producdo da forca muscular ativa e passiva, e a
quantidade destas unidades € equivalente ao necessario para a gama de contracées
do musculo. Os comprimentos sarcoméricos podem variar em contracdo ou
relaxamento muscular, ou perturbagbes crénicas como situacdes de imobilizacao.
Os sarcomeros apresentam grande plasticidade, como sua adicdo longitudinal
durante o crescimento, e alteragbes em sua estrutura decorrentes de diversos
estimulos, entretanto, sdo escassos estudos que confirmam a variagdo de
comprimentos dos sarcémeros dentro de um mesmo muasculo em diferentes
localizagBes nesta situacéo (KINNEY et al., 2017; MOO; HERZOG, 2018).

Os sarcOmeros apresentam faixas proteicas claras e escuras visiveis através

7

de microscoépio, o filamento espesso é composto principalmente de miosina e o
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filamento delgado principalmente de actina, cada sarcomero é separado por um par
de linhas Z, dentro dele ha uma area escura chamada banda A e se estende por
todo filamento espesso. No centro da banda A existe a zona H que contém apenas
filamentos espessos e na extremidade da banda A os filamentos espessos e
delgados se sobrepdem. A banda | é a regido clara que se estende para dentro de
dois sarcomeros dividido por uma linha Z, na area clara lateralmente & banda |
contém o restante dos filamentos delgados. A linha Z se liga através da titina aos
filamentos espessos que se conectam a locais especificos da actina e outras
proteinas sarcoplasmaticas, esta linha € o ponto de conducédo primaria da contracao
e contém proteinas que auxiliam a estabilizacdo do sarcomero durante a contracéo
muscular (ERTBJERG; PUOLANNE, 2017; RASSIER, 2017).

A contracdo muscular ocorre através do movimento dos filamentos de actina
sobre os filamentos de miosina, onde ocorre o encurtamento dos sarcomeros. O
comprimento do sarcomero é de grande importancia para a forca de contracéo, o
qual depende da rigidez e encurtamento da fibra muscular para realizacdo das
contragbes que promovem movimentos segmentares (MACINTOSH, 2017,
RASSIER, 2017). O estimulo cronico de ativacdo muscular pode envolver todo
controle da massa muscular, devido a diversos fatores para o equilibrio dindmico
entre sintese e degradacdo de proteinas, e é importante fator na qualidade de vida
dos individuos (MARTONE et al., 2017).

O tecido muscular apresenta alta capacidade adaptativa devido as células
satélites, as quais sdo precursores miogénicos que nao se diferenciaram, estédo
localizadas no interior do musculo estriado esquelético adulto, entre a lamina basal e
0 sarcolema das fibras musculares, porém, sua origem exata ainda é uma ampla
area de investigacdo. Possuem responsabilidade pelo crescimento muscular na fase
pos-natal, além de ter o papel principal na manutencao e reparacdo muscular, como
em situagcbes de estresse muscular, como no exercicio fisico ou em lesfes, onde
ocasionam na ativacao, proliferacdo e diferenciacdo das células satélites em
resposta aos estimulos. Estas células progenitoras atuam atraves de dois
mecanismos, como a hipertrofia, ou seja, no aumento do tamanho da fibra existente,
ou através da hiperplasia, isto €, pelo desenvolvimento de novas fibras (SAID et al.,
2017; ZAMMIT, 2017).

Durantes as diferentes fases de miogénese das células satélites elas

expressam fatores regulatorios envolvidos, como o fator de transcricdo 7 (Pax-7) que
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caracteriza a célula em inatividade, e o fator regulatorio de inicio da proliferacédo das
células satélites a proteina de determinacdo de mioblastos (MyoD) que marca a
proliferacdo e diferenciacdo destas células. Para manutencdo da homeostase
muscular é necessario entender a interacdo do Pax-7 e MyoD e sua contribuicéo
neste processo, e a relacdo direta na expressao destes fatores concomitante aos
efeitos do exercicio fisico (PESTANA et al., 2012; TIAN et al., 2016).

A terapia aquética é um estimulo capaz de promover remodelamento
muscular para melhor adaptacdo frente as demandas funcionais, porém sao
evidenciados que o exercicio fisico aquatico ndo foi capaz de reverter totalmente o
processo de atrofia decorrente da imobilizacdo articular de um segmento (VOLPI et
al., 2008), entretanto um estudo sobre a repercusdo da imobilizacdo e posterior
remobilizacdo aquatica nos sarcémeros e JMT, pode permitir a compreensdo sobre

como os nucleos e células satélites interferem no processo de reparo muscular.

1.2 Juncéo Miotendinea

A JMT é a principal area anatdmica especializada do aparelho locomotor,
regido esta localizada na interface entre o0 musculo e o tendao responsavel pela
transmissao primaria de forca entre as proteinas contrateis do musculo esquelético e
as fibrilas coldgenas do tend&o, e assim constituem uma unidade mecéanica
integrada. Estruturalmente a JMT ¢é formada por complexos proteicos de
microfilamentos de actina que se estendem até a ultima linha Z, proteinas de ligacao
a actina que agrupam filamentos de actina, proteinas intracelulares que ligam os
feixes de filamentos de actina ao sarcolema, complexos de proteinas
transmembranares e extracelulares (KANNUS, 2000; CHARVET; RUGGIERO; LE
GUELLEC, 2012).

A JMT possui miofibrilas com formato cénico na extremidade distal da fibra
muscular, as quais apresentam miofibrilas terminais na extremidade que formam
projecOes sarcoplasmaticas alongadas, os filamentos de actina se estendem a partir
da ultima Linha Z, se ligam a proteinas subsarcolemais e indiretamente interagem
com componentes extracelulares, sdo chamadas invaginagbes sarcoplasmaticas
que promovem a formacdo de dobras, chamadas interdigitacbes denominadas
“finger-like process” (TIDBALL, 1991; CIENA et al., 2010, 2012; SAMUKAWA et al.,
2011; CURZI et al., 2013a).
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A JMT € a éarea de maior predisposicdo a lesdo do aparelho locomotor,
portanto lesdes nesta regido sdo comuns, em especial as causadas por contracao
muscular combinada com alongamento excessivo, e sédo as interdigitacbes que
proporcionam um melhor funcionamento entre estes componentes que permite o
aumento da area de contato na JMT e da resisténcia as forcas de contracéo
muscular (KNUDSEN et al., 2015). As interdigitacbes apresentam diferentes
amplitudes nos tipos de fibras musculares como sdo amplas nas fibras musculares
de contracédo lentas do que nas fibras de contracdo musculares rapidas além de sua
complexidade associada aos tipos miofibrilares (TROTTER; BACA, 1987; SPIERTS
et al., 1996; CURZI, 2016).

O complexo musculo-tenddo apresenta diferentes constituintes estruturais
responsaveis por realizar suporte de cargas tencionais e evitam possiveis rupturas
(CARVALHO et al., 2009), para que esta transmissdo de forca ocorra sao
necessarias também extensdes menores na regido proximal por meio de feixes de
miofibrilas e tecido conjuntivo da fibra muscular, porém na regido central da fibra
muscular ocorrem diferentes niveis de invaginagfes sarcoplasméticas (CIENA et al.,
2012). As interdigitacbes permitem que ocorra a transmissdo de forca de
cisalhamento e tenséo durante a contracdo muscular, possibilita que a contracédo se
transforme em movimento de um segmento através da transmissao da carga pelo

membro, articulagéo e osso (KOJIMA et al., 2008).

Figura 1. Representacao da organizacao da regido da JMT e seus elementos.
Sm Zb Fip Ssd

I—r—l
Bm MTJ cf

Fonte: (CHARVET; RUGGIERO; LE GUELLEC, 2012). Na extremidade na fibra muscular
(M) e seus sarcbmeros (Sm) organizados paralelos a MTJ, e a partir da ultima linha Z (Zb)
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as miofibrilas terminais formam projecdes sarcoplasmaticas em formato cbnico (actF) e
formam os “finger like-process” (Flp), as proteinas subsarcolemais interagem com os
componentem extracelulares através da lamina basal (Bm) localizada na MTJ (Ssd). Na
regido também sao formadas através das fibras colagenas as invaginacdes sarcoplasméatica
constituidas pelas fibras colagenas (Cf) produzidas pelos Tendcitos (Tc) no tendéo (T). Esta
regido possui ampla plasticidade devido a intima relagdo com as células satélites adjacentes
(StC).

Diferentes componentes celulares foram encontrados na JMT, como descritos
por Ciena et al. (2012), no muasculo digastrico, existem subespecialidades nas areas
intercaladas entre feixes terminais de miofibrilas e tecido conjuntivo nas regides
central e periférica das extremidades distais das fibras musculares, com grande area
de tecido conjuntivo em torno de feixes de miofibrilas através de feixes longos que
compdem os microtenddes, 0s quais possuem grande presenca de grupos
mitocondriais subsarcolemais e intermiofibrilares, que demonstra grande atividade
celular nesta regido (CIENA et al., 2011).

O desenvolvimento da JMT sofre influéncia da interacdo entre o musculo e
tenddo desde o desenvolvimento embrionario, as células que dardo origem a JMT
estdo localizadas na regido, porém nado totalmente diferenciadas. Durante a fase
neonatal a JMT ainda ndo possui sua estrutura complexa desenvolvida e néo
apresentam longas interdigitacdes como encontrado em adultos, se desenvolvem
em resposta a forca contratil muscular onde os componentes da matriz extracelular
comecam a alinhar-se na direcao da forca aplicada, a interacéo entre o musculo e a
tensdo é fundamental para a fase adulta e para a capacidade de forca
(KOSTROMINOVA et al.,, 2013). Durante o envelhecimento as interdigitacbes
apresentam grande remodelacéo, alteracdo no colageno, encurtam e afunilam suas
caracteristicas de invaginacao, ou seja, apresentam reducao na sua area de contato
que dificulta a interag&o dos tecidos muscular e tendineo (CIENA et al., 2010).

Durante o exercicio fisico ocorre o aumento da tensdo na JMT que
proporciona a esta regido com alta plasticidade tecidual, que ocorram alteracdes em
sua conformidade, como o aumento de sua area de contato para regular a tenséo
como também diversas alteracdes estruturais, cronicamente, bem como, 0 desuso
demonstra alteracdes na JMT devido a atrofia muscular e sarcopenia, que confirma
grande importancia da JMT no aparelho locomotor e sua predisposicdo a lesdes
(KANNUS et al., 1992; KOJIMA et al., 2008).
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1.3 Imobilizacéo articular

A imobilizagdo de um segmento é utilizada como tratamento conservador de
uma lesdo que apesar de seus efeitos terapéuticos, promove alteracdes residuais
gue afetam a qualidade de vida (KUNZ et al., 2014a). No membro inferior ocasiona a
reducdo dos estimulos musculares, consequentemente, do musculo gastrocnémio
que realiza movimentos importantes para a deambulacdo, pois reduz as
propriedades biomecéanicas do complexo musculo-tendao.

A inatividade decorrente da imobilizacdo articular ocasiona em atrofia por
desuso e consequente remodelacdo no desempenho muscular devido seus diversos
efeitos deletérios residuais no periodo durante e pds-imobilizacdo, como perda de
proteinas miofibrilares, mudanca metabdlica, alteracdo vascular e neural, reducéo no
namero de sarcémeros em série, diminuicdo de forca muscular e na amplitude dos
movimentos (NATALI et al., 2008).

As alteracbes consequentes da imobilizacdo variam em relacdo ao
posicionamento do segmento durante o periodo imobilizatério enquanto em uma
posicdo alongada demonstra atrofia moderada ou ausente e sem mudancas
significativas no tecido conjuntivo, entretanto, induz a modificacbes nos fatores
relacionados a regulacdo miogénica, aumento no tecido conectivo do endomisio e
perimisio e maioria do colageno endomisial depositado diretamente no sarcolema
das células musculares, desta forma causa respostas negativas no periodo pés
imobilizacédo (JARVINEN et al., 2002; POLIZELLO et al., 2011; SILVA et al., 2013).

A reducédo do numero de sarcémeros em série € uma resposta a variagdes do
tamanho funcional do sarcomero, que afeta sua funcionalidade, esse processo
ocorre para a manutengdo do sarcomero em um tamanho ideal para o desempenho
de suas funcbes (VOLPI et al., 2008). Outros fatores também podem afetar a
magnitude da atrofia muscular, como a idade, género, tempo do periodo de
imobilizagao, tipo miofibrilar e se o grupamento muscular é extensor ou flexor, além
de provocar a diminuicdo da area de secc¢ao transversa, aumento o tecido conjuntivo
intramuscular e alteragdes na composi¢cao bioquimica do musculo (APPELL, 1990;
CRETOIU et al., 2018).

Devido as alteracbes na matriz extracelular ocorre a reducdo das
propriedades mecanicas do musculo no periodo poés-imobilizagcdo, quais estao

susceptiveis a lesdes teciduais devido as adapta¢cbes decorrentes da imobilizacéo,
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estimulos de alongamento passivo e da marcha geram respostas positivas ao
individuo, entretanto seus componentes nao retornam aos niveis do periodo anterior
a imobilizacdo (CARVALHO et al., 2009; CACAO-BENEDINI et al., 2013). Mesmo
com o conhecimento sobre os efeitos lesivos da imobilizagdo, ela ainda é um
tratamento conservador frequentemente utilizado, que compromete o suporte de
cargas que vulnerabiliza o tecido ao estresse longitudinal, portanto aumenta a
predisposicao a lesdes na regiao da JMT (PALMA et al., 2011; POLIZELLO et al.,
2011; CURZI et al., 2013b).

1.4 Remobilizacdo aquatica

A remobilizacdo livre, sem exercicios, por si ja proporciona a reducédo do
colageno intramuscular e consegue restaurar valores de diametros para alguns tipos
de fibras musculares, entretanto, ndo reverte a atrofia (CARVALHO et al., 2009;
POLIZELLO et al., 2011). A remobilizagdo atraveés de exercicios fisicos apresenta
diversos beneficios morfolégicos quando comparado a remobilizacéo livre, além dos
aspectos de bem-estar para o individuo (DEL CARLO et al., 2007).

O exercicio fisico dispbe de potencial de melhora cardiovascular e respostas
fisiologicas de repouso, por esse motivo é largamente utilizado com finalidade
terapéutica e preventiva de diversas condi¢ces fisiopatologicas, além de que se
realizado diariamente possui influéncia na reversao de efeitos deletérios decorrentes
da imobilizacdo (PETRINI et al., 2015; FORESTO et al.,, 2016). Em maior
intensidade o exercicio fisico proporciona melhores efeitos no ndamero de
sarcbmeros em série e comprimento muscular, enquanto apenas a marcha ja
demonstra melhora destes impactos (NATALI et al., 2008; VOLPI et al., 2008). Na
articulacdo a imobilizacdo proporciona degeneracdo da cartilagem articular e
alteracbes na membrana sinovial, o exercicio possibilita melhora da organizacéo
morfolégica em relacdo a remobilizacéo livre (KUNZ et al., 2014b).

A natacdo € um exercicio fisico realizado em meio aquatico que proporciona
diversos beneficios ao individuo como a reducdo do estresse nas articulacdes,
aumento da forca e redugdo da massa corporal, além de ser utilizado como
instrumento terapéutico por seu carater relaxante proporcionado pelo ambiente

aguatico ao promover o bem-estar fisico e mental. Apresenta beneficios a individuos
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com dificuldades de locomocao auxilia na reabilitacdo através de fortalecimento
muscular (BANZ et al., 2003; LEE; OH, 2015).

Pelo treinamento aquético ndo se tratar de uma modalidade de impacto ndo
permite sobrecarga direta nos membros acometido pela fragilidade de seus
componentes celulares decorrente da imobilizacdo articular. A remobilizacdo atravées
do treinamento aquatico propicia relativa adaptacdo muscular a curto prazo e
melhora nas suas propriedades mecéanicas, decorrente da tenséo induzida através
do exercicio que acarreta resisténcia muscular (NASCIMENTO et al., 2008; CURZI
et al., 2013a).

A imobilizacdo de um segmento € um tratamento clinico conservador para
diversas lesbes tendineas e musculo esqueléticas do aparelho locomotor, que
acometem grande parte da populacdo em algum momento de sua vida. Diversos
efeitos deletérios estdo relacionados em decorréncia da inatividade muscular, como
o0 acometimento da resisténcia em resposta da atrofia das células musculares e
segmentos proximos diretamente afetados. Através deste estudo foi possivel
apresentar as alteracbes que ocorrem na principal &area responsavel pela
transmissao de forca, a JMT, e seus beneficios ao aparelho locomotor devido a sua
suscetibilidade a lesGes, analisar os efeitos da imobilizacdo associado ao
treinamento aquatico com finalidade de reabilitacdo, como também apresentar os
possiveis diferentes comprimentos dos sarcémeros em série nas regides do ventre
muscular e na regiao proximal a JMT.

O exercicio fisico € um assunto amplamente estudado por nosso grupo onde
tem demonstrado diversos beneficios a plasticidade tecidual da JMT, como o
aumento de sua area de contato e componentes celulares consequentes da
remodelacdo muscular dos sarcémeros em série, associado a outros acometimentos
conforme estudos recentes (SIERRA et al., 2018; JACOB et al., 2019). Através da
analise do modelo experimental de imobilizagdo foi possivel analisar as alteracdes
histoquimica, ultraestrutural e morfométrica que ocorrem, e 0s possiveis beneficios
mediante remobilizacdo aquatica. Além de suas futuras aplicacbes para a
reabilitacdo, como alternativa para reversao das alteracbes decorrentes, ao analisar
as possiveis modificacbes dos sarcomeros, JMT, em sua organizacdo e
componentes celulares, area de contato e consequentemente na transmissao de

forca.
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2. OBJETIVO

Descrever os efeitos da plasticidade tecidual nos sarcébmeros e JMT do
musculo gastrocnémio de ratos Wistar adultos submetidos a imobilizac&o articular e
remobilizacdo aquatica por meio da andlise de suas caracteristicas histoquimica,

ultraestrutural e morfométrica.

2.1 Objetivos especificos

e Descrever os aspectos estruturais do ventre e Juncdo miotendinea, através
da técnica de Microscopia de luz com as coloracdes de Hematoxilina-Eosina
(HE) e Picro-sirus (PS);

e Mensurar a Dimensao Fractal da organizacdo miofibrilar, mionuclear e tecido
conjuntivo associado;

¢ Quantificar a area positiva de tecido conjuntivo associado ao ventre muscular;

e |dentificar e mensurar a area de secc¢édo transversa das fibras musculares Tipo
I, lla e lIx;

e Demonstrar através de Microscopia Eletrbnica de Transmissao as
caracteristicas ultraestruturais da juncédo miotendinea;

e Descrever a disposicdo e organizacdo das invaginacbes e evaginacdes
sarcoplasmaticas;

e Mensurar os comprimentos e espessuras das invaginacdes e evaginacfes
sarcoplasmaticas;

e Mensurar os comprimentos dos sarcémeros do ventre muscular, proximal
(pendltimo sarcémero) e distal (Gltimo sarcomero) da juncdo miotendinea;

e Descrever a organizacao e distribuicdo nuclear na interface musculo-tendinea

através da imunomarcacdo dos componentes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 55 ratos Wistar machos com 90 dias de vida, divididos em 5
grupos (n=11):

e Grupo Sedentario (S): os animais ndo foram submetidos a nenhum
procedimento;

e Grupo Imobilizado (I): os animais foram submetidos a imobilizacdo articular
(10 dias);

e Grupo Treinado (T): os animais foram submetidos ao treinamento aquatico;

e Grupo Imobilizado/Livre (IL): os animais foram submetidos a imobilizacao
(10 dias) e remobilizado livre (30 dias);

e Grupo Imobilizado/Treinado (IT): os animais foram submetidos a
imobilizacdo (10 dias) e remobilizados através do treinamento aquatico (30 dias).

Os animais foram oriundos do Biotério Central da UNESP - Campus de
Botucatu, SP, foram alojados em gaiolas de polipropileno coletivas, 5 animais em
cada gaiola, no Biotério Setorial do Laboratorio de Anatomia do Departamento de
Educacéo Fisica do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro, SP. Os
animais receberam racdo balanceada padrédo (Purina®) e agua “ad libitum”, a
temperatura ambiente controlada a 23+2°C, com fotoperiodo claro/escuro de 12
horas. Todos os procedimentos aplicados neste estudo foram aprovados pelo
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista Campus de Rio Claro-SP, (n° 1220).
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Figura 2. Delineamento experimental dos grupos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Delineamento e organizagdo dos grupos experimentais,
demarcados pelos periodos delimitantes: 1° periodo, ao inicio do experimento e
determinados protocolos; 2° periodo, final da imobilizagdo articular; 3° periodo, final das
intervencgdes. (C) coleta das amostras do musculo gastrocnémio.

3.2 Imobilizacao articular

Os animais dos grupos Imobilizado, Imobilizado/Livre e Imobilizado/Treinado
foram previamente anestesiados com Ketamina (95 mg/kg) e Xylazina (12 mg/kg) via
intraperitoneal e imobilizados na articulacéo tibio-tarsica em flexdo plantar maxima
do membro posterior direito. Foi adicionado a parte superior do animal similar a uma
camiseta de algodao que permitiu a movimentacdo livre da cabeca, membros
superiores e que permitia livre alimentacdo do animal na gaiola. A parte inferior
consistiu em uma malha de aco inoxidavel que imobilizou o membro inferior através
da unido das partes anterior e posterior unidas, para protecéo da pele do animal o
membro inferior foi recoberto de algodao. Para melhor fixagdo do dispositivo foi
fixado um suspensorio para unidao da parte superior e inferior do dispositivo (Figura
2) (COUTINHO et al., 2002; YOSHIHARA et al., 2016). Os animais dos grupos | e IL
foram imobilizados por 10 dias. O grupo IL ao 10° dia teve todos os elementos do
dispositivo imobilizatorio removidos e 0os animais permaneceram livres na gaiola por

30 dias, enquanto o grupo | os animais foram eutanasiados ao 10° dia.
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Figura 3. Dispositivo de imobilizacdo articular.

Fonte: Elaborado pelo autor. Parte posterior constituida de malha de aco recoberta com fita
(A), parte anterior composta por malha de algodao para protecdo do corpo do animal (B) e
dispositivo imobilizatorio adicionado ao animal com livre movimentagcdo dos membros néo
imobilizados (C).

3.3 Protocolo de treinamento aquético

Foram submetidos ao protocolo de treinamento em meio aquatico 0os animais
dos Grupos Treinado e Imobilizado Treinado, todos os animais foram submetidos
previamente a um periodo de 10 dias de adaptacdo ao meio liquido sem sobrecarga,
ao inicio com duracdo de 15 min e nos dias consecutivos eram adicionados
progressivamente 5 min. O grupo Imobilizado Treinado foi submetido ao processo de
adaptacado anteriormente a aplicacdo da técnica de imobilizacao.

O treinamento ocorreu em tanques retangulares, onde os animais foram
separados individualmente por tubos cilindricos (24x50) imersos em 40 cm de agua
aguecida a 31°C. Ocorreram 5 sessfes semanais de 60min durante 4 semanas, com
total de 20 sessdes, 0s animais utilizaram sobrecargas equivalentes a 3% da massa
corporal fixados ao térax dos animais através de uma cinta elastica, aferidas e
corrigidas semanalmente (Figura 3) (CIABATTARI; DAL PAIl; DAL PAI, 2005;
RAQUEL et al., 2016).
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Figura 4. Protocolo de treinamento aquético.
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Fonte: Elaborado pelo autor. llustracdo de um animal realizando o protocolo de treinamento
aquatico e as dimensfes do tubo cilindrico (A). Imagem de um animal em uma sessao de
treinamento aquético (B).

3.4 Massa corporal

A massa corporal de ambos os grupos foram mensuradas em balanca
semianalitica (Marte LC1®) em 3 periodos: 1° periodo, ao inicio do experimento
delimitado pela imobilizacdo dos grupos I, IL e IT (1° dia), e para o grupo T inicio do
protocolo de treinamento; 2° periodo, ao final da imobilizacdo (10° dia), inicio do
periodo livre para o grupo IL e inicio do protocolo de treinamento para o grupo IT; e
3° periodo, ao final do experimento definido pelo término do protocolo de
treinamento, 30° dia para o grupo T, e 40° dia para os grupos IL e IT. Apds as
mensurac¢des da massa corporal dos grupos nos periodos, obteve-se as médias e
desvios padrdes, onde foi realizado a andlise estatistica de variancia ANOVA Two

way, com pos teste de Bonferroni e nivel de significancia de p<0,05.
3.5 Microscopia de luz
Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, eutanasiados

overdose de anestésico Ketamina (200mg/Kg) e Xilasina (50 mg/Kg) via

intraperitoneal, em seguida foram dissecadas as amostras do ventre muscular e
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juncdo miotendinea do mausculo gastrocnémio direito, foram alocadas sobre a
superficie de cortica estabilizadas com cola biolégica e untadas em talco neutro
(Tragacanth, SIGMA®) para prevengdo de artefatos, criofixadas em nitrogénio
liquido, e em seguida armazenadas no Freezer -80°C. Foram realizadas sec¢des
transversais do ventre e longitudinais da JMT, de 10 um de espessura (Criostato HM
505E, MICROM), corados com a técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) para destaque
dos componentes celulares, e Picro-sirus (PS) para destaque de tecido conjuntivo
associado (CARDIFF; MILLER; MUNN, 2014; BHUTDA et al., 2017). A aquisi¢ao das
imagens ocorreu através do microscopio de luz Leica DM750 (Leica Microsystems,
Heerbrugg, Switzerland) do Laboratétio de Microbiologia do Centro de Insetos
Sociais (CEIS — UNESP), Rio Claro-SP.

Para andlise da organizacdo tecidual, utiizamos a andlise de Dimenséo
Fractal (DF) através das imagens de microscopia de luz obtidas. As imagens foram
binarizadas através do software ImageJ®, para quantificacdo da distribuicdo de
pixels no espago da imagem sem considerar sua textura. O valor da DF obtido é
expresso em uma escala de 0 a 2, onde quanto mais préximo de 2 maior a
complexidade de organizacgéo tecidual (CURY et al., 2018). Nas coloracdes de HE
(n=10) foram analisados a organizacdo miofibrilar e dos nucleos, e com as imagens
de Picro-sirus (n=10) foram analisados a organizacéo do tecido conjuntivo associado
e sua quantificacdo de area positiva de PS (%).

Ap0s obtencdo das médias e desvio padréo foi realizada a andlise estatistica

ANOVA One-way com pos teste de Bonferroni, com nivel de significancia p<0,05.

3.6 Analise histoquimica (ATPase miofibrilar)

Das amostras de ventre muscular de cada grupo experimental, foram
realizados seccoOes transversais de 10 pum de espessura (Criostato HM 505 E,
MICROM), onde foram incubadas durante 30 min a 37°C em uma solucdo de 10mg
de ATP dissolvido em 2 gotas de agua destilada adicionadas em conjunto com 10ml
de glicina/tampéao NaCl, CaCl2 até atingir o pH 9,4 adicionado com Dithiothreitol. Em
seguida as secc¢Oes foram lavadas em agua destilada e incubadas por 7 min em
cloreto de cobalto 2%. Posteriormente ocorreu uma nova lavagem das amostras em
agua destilada e desidratacdo em seéries ascendentes de alcoois (70 a 100%) e xilol,

para concluir a fixacdo das amostras. Para os pH'’s 4,3 e 4,6, as se¢Oes foram pré
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incubadas em solucdo tampéo de acetato de sodio 0,1M com EDTA 10 mM durante
10 min a 4°C, as amostras foram posteriormente lavadas com agua destilada e
incubadas durante 7 min em cloreto de cobalto 2%, e posteriormente lavadas em
adgua destilada e desidratadas em séries ascendentes de alcoois (70%, 90%, 95% e
100%), finalizadas com xilol, e as laminulas montadas com Entellan® (BROOKE;
KAISER, 1974; KRAUSE NETO et al., 2018).

Através da imagens obtidas foram identificadas as fibras musculares do Tipo
I, Tipo lla e Tipo lIx, com auxilio do software ImageJ®, foram realizadas as
mensuracdo da Area de Seccdo Transversa (AST) de ambos os tipos de fibras
(n=100), bem como foi realizado a analise esteriologica de Densidade/Volume (%)
das fibras musculares e do intersticio (n=10 imagens). Apds a obtencdo dos dados
de média e desvio-padrdo foram realizadas as anadlises estatisticas ANOVA Two-
way com pos teste de Bonferroni, com nivel de significancia p<0,05, com auxilio do

software Graph Pad Prism 7.

3.7 Microscopia eletronica de transmissao

Foram utilizados 3 animais de cada grupo experimental, anestesiados com
Ketamina (50 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) via intraperitoneal, perfundidos com a
solucdo fixadora de Karnovsky modificada que contém glutaraldeido a 2,5% e
paraformaldeido 2% em solucdo tampéao fosfato de sédio a 0,1M e pH= 7,3 (DURO
et al.,, 2012). A JMT do musculo gastrocnémio foi dissecada e fixada na mesma
solucéo durante 3h a temperatura ambiente. Em seguida, a amostra foi lavada com
solucdo de tampao fosfato de sédio e pés-fixadas com solucéo de tetroxido de 6smio
a 1% durante 2h a 4°C. As amostras foram incluidas em resina (Low Viscosity
Embedding Media Spurr's Kit Electron Microscopy Sciences, USA), e
posteriormente, foram obtidos cortes ultrafinos (90 nm), coletados em telas de cobre
de 200 “mesh” (Sigma®) e contrastadas com solucdo de acetato de uranila 4%,
durante 3min (BOLINA et al., 2013), e com a solucdo aquosa de citrato de chumbo
0,4% por 3min (CIENA et al., 2012). As telas foram examinadas ao Microscopio
Eletronico de Transmissdao JEOL1010, do Nucleo de Apoio a Pesquisa em
Microscopia Eletronica Aplicada a Agricultura (NAP/MEPA), da Universidade de Séao
Paulo (ESALQ/USP), Piracicaba, SP, Brasil.
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Através das micrografias obtidas com auxilio do software ImagelJ® foram
realizadas as mensuracdes dos sarcomeros e estruturas da JMT.

Foram mensurados os comprimentos dos sarcomeros do ventre muscular
(n=200) e da regido da JMT (n=90), os sarcdmeros proximal (penultimo) e distal
(dltimo) do miofilamento, delimitados entre um par de linhas Z. Também foram
realizadas as mensuracfes de comprimento e espessura das invaginacdes e
evaginacoes sarcoplasmaticas (n=90). Apds obtencdo das médias e desvio padréo
foi realizada a andlise estatistica ANOVA Two-way com pos teste de Bonferroni, com
nivel de significancia p<0,05, com auxilio do software Graph Pad Prism 7.

Foram realizadas as analises morfométricas do Perimetro de contato da JMT
por sua base como também foi mensurada a espessura da Lamina Basal da JMT.
ApOs obtencdo das médias e desvio padrdo foi realizada a andlise estatistica
ANOVA One-way com pos-teste de Bonferroni, com nivel de significancia p<0,05,

com auxilio do software Graph Pad Prism 7.

3.8 Microscopia confocal de varredura a laser

Foram utilizados 3 animais de cada grupo experimental, eutanasiados
overdose de anestésico Ketamina (200mg/Kg) e Xilasina (50 mg/Kg) via
intraperitoneal, em seguida foram dissecadas as amostras do ventre muscular e JIMT
do musculo gastrocnémio direito, foram alocadas sobre a superficie de cortica
estabilizadas com cola biolégica e untadas em talco neutro (Tragacanth, SIGMA®)
para prevencdo de artefatos, criofixadas em nitrogénio liquido, e em seguida
armazenadas no Freezer -80°C. Foram realizadas secc¢des longitudinais de 100 um
e coletadas em laminas histologicas sinalizadas. As laminas foram lavadas em
solucéo Salina Tamponada com Fosfato (PBS), permeabilizadas com Triton X-100 -
0,1%, durante 30min, nova lavagem com PBS + Albumina Sérica Bovina (BSA) para
bloqueio de marcacado inespecifica. Apds esta etapa foi realizada a incubagcédo com
“Alexa Fluor 488 Faloidina” (5 uL da solucéo estoque de “Alexa Fluor 488 faloidina” +
200 pL de PBS + 2 pL de BSA) durante 30min, para marcacdo do citoesqueleto.
Posteriormente as laminas foram montadas com ProLong® Gold reagente contendo
4’6-diamidino-2- phenylindole dihidrochoryde (DAPI,Molecular Probes) para

marcacao nuclear. As imagens foram obtidas através no Microscopio Confocal de
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Varredura a Laser LEICA TCSSP5 do Centro de Microscopia da UNESP, Rio Claro,
SP, Brasil.
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4. RESULTADOS

Os resultados morfoquantitativos dos métodos de microscopia de luz, analise
histoquimica (ATPase miofibrilar), microscopia eletrébnica de transmissdo e
microscopia confocal de varredura a laser de todos 0s grupos experimentais

apresentados anteriormente estdo descritos a seguir.

4.1 Massa corporal

Os dados obtidos a partir da mensuracdo da massa corporal dos animais de
ambos 0s grupos estéo representados na Tabela 1.

O grupo S apresentou aumento dos valores de massa corporal entre 0 1° e 0
3° periodo analisado. O grupo T apresentou aumento da massa corporal entre o 1° e
3° periodo, porém, ndo tdo expressivo quanto o grupo S (p<0,05). Enquanto o grupo
| apresentou os efeitos da imobilizacao articular com reducéo brusca entre o 1° e 2°
periodo (p<0,05). Nos grupos IL e IT também foi observado o efeito da imobilizacao
entre 0 1° e 2° periodo com reducdo da massa corporal (p<0,05), enquanto entre o

2° e 3° periodo 0 aumento foi mais expressivo no grupo IL (p<0,05).

Tabela 1. Média e desvio padrao da massa corporal (g) dos grupos S, I, T, IL e IT nos trés
periodos analisados. (-) ndo mensurado.

GrupoPeriodo 1° periodo 2° periodo 3° periodo
S 361,53+27,88 - 425,23+36,44
T 325+15,97 - 367,07+20,13*
I 377,61+£39,25* 309+33,98 -
IL 398,72+29,14* 344,27+27,37** 442,55+33,14
IT 402,38+35,03* 341,23+32,91** 401,53+35,51%

Fonte: Elaborado pelo autor. A massa corporal dos animais dos grupos I, IL e IT
apresentaram reducdao, 1° periodo # 2° periodo (* p<0,05); enquanto no 3° periodo o grupo T
apresenta menor, T#S e IL (* p<0,05); Houve aumento dos grupos IL e IT, 2° periodo # 3°
periodo (** p<0,05), e no grupo IL foi maior, ITZIL (* p<0,05).
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4.2 Microscopia de luz

Os componentes celulares no ventre muscular do musculo gastrocnémio e
organizacdo foram apresentados através da técnica de microscopia de luz (Figura
5).

No grupo S observamos as fibras musculares com nucleos periféricos (Figura
5A) e 0 endomisio associado (Figura 5F).

No grupo T a presenca de nucleos periféricos foi mais evidente,
principalmente na periferia das fibras musculares com menos diametro (Figura 5B),
também foram identificados os feixes de tecido conjuntivo, em destaque o endomisio
e perimisio (Figura 5G).

No grupo | observamos a menor densidade dos nucleos periféricos e
aspectos de atrofia das fibras (Figura 5C), enquanto foi evidente a identificacdo do
endomisio e perimisio associado as fibras, além do acumulo de tecido conjuntivo,
fibrose intersticial (Figura 5H).

No grupo IL os nucleos se apresentaram periféricos as fibras musculares
(Figura 5D), e endomisio e perimisio foram evidenciados (Figura 5I).

No grupo IT também foi possivel observar as fibras musculares com ndcleos

periféricos (Figura 5E), além do endomisio e perimisio do tecido (Figura 5J).
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Figura 5. Microscopia de luz do ventre muscular.
Sedentario Treinado Imobilizado

N

ponentes celulares do ventre muscular dos grupos
Sedentério (A, F), Treinado (B, G), Imobilizado (C, H), Imobilizado livre (D, 1), e Imobilizado treinado (E, J), com as colora¢gfes de HE (A, B, C,
D, E), PS (F, G, H, I, J), onde podemos observar as fibras musculares (M), os nucleos periféricos (Seta preta), e ainda o tecido conjuntivo
associado, o Endomisio (Cabega de seta), e o Perimisio (Seta cinza). No grupo Imobilizado € possivel observar caracteristicas de atrofia
muscular (*). Barras: 50 pm.
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Os elementos estruturais da regidao da JMT foram apresentados através da
técnica de microscopia de luz (Figura 6), onde foi possivel observar a regido com
nacleos desorganizados (Figura 6A) e interacdo musculo-tendinea associado ao
tecido conjuntivo (Figura 6F).

No grupo T, os nucleos musculares se apresentaram periféricos as fibras,
com interacdo do tecido muscular e tendineo, onde os tendcitos apresentaram com
aspecto fusiforme com aglomeracdo na JMT (Figura 6B), além da evidente
coloracdo/delineamento intenso do tecido conjuntivo, no endomisio e na area
tendinea (Figura 6G).

No grupo | foi possivel identificar aspecto arredondado na extremidade da
fibra, e menor densidade dos tendcitos, estes apresentaram formato arredondado e
grupamentos situados adjacentes na matriz extracelular (MEC) (Figura 6C), o tecido
conjuntivo associado apresentou extensa desorganizacao (Figura 6H).

No grupo IL observamos nucleos musculares centralizados na regiéo
miotendinea, aumento dos tendcitos justapostos com formatos arredondados (Figura
6D). Também observamos a interacdo musculo-tendinea associado ao tecido
conjuntivo com melhor organizacéao (Figura 6l).

No grupo IT foram identificados nucleos musculares centralizados na regiao
miotendinea, com aspecto conico sua extremidade distal com expressivo aumento
da quantidade de tendcitos na JMT com formatos ovais e alongados (Figura 6E).

Observamos a regido da JMT com desorganizacédo do tecido conjuntivo (Figura 6J).
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Figura 6. Microscopia de luz da regiéo da jung&o miotendinea.

Sedentario Treinado Imobilizado

Imobilizado Livre

Imobilizad‘q Treinado

Fonte: Elaborado pelo autor. Através da microscopia de luz evidenciamos os componentes celulares da regido da JMT dos grupos Sedentario
(A, F), Treinado (B, G), Imobilizado (C, H), Imobilizado livre (D, 1), e Imobilizado treinado (E, J), com as coloracdes de HE (A, B, C, D, E), PS
(F, G, H, 1, J), onde podemos observar as fibras musculares (M), os nucleos da fibra muscular (Seta preta), e os Tendcitos (Cabeca de seta), e
ainda o tecido conjuntivo associado, o Endomisio (Seta cinza), também observamos o tend&o (T) e interface musculo-tendinea, a JMT (*).
Barras: 20 um (A, B, C, D, E); e 50 um (F, G, H, I, J).
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4.2.1 Dimensao Fractal

Através da DF das fibras musculares observamos diferentes organizacfes
celulares nos grupos experimentais (Figura 7C).

O grupo S estabeleceu a organizacao das fibras, enquanto em comparacao
ao grupo T ocorreu aumento dos valores de DF e assim complexidade da sua
organizacéao (p>0,05).

Com a imobilizagdo, grupo I, as fibras se apresentaram com menores valores
de DF em comparacédo ao grupo S (p<0,05), além da elevada variacdo amostral na
organizacao, diante da reducdo da AST das fibras.

Em comparacdo ao grupo | para demonstracdo do efeito pds imobilizacéo,
observamos que os grupos IL e IT apresentaram aumento da DF na organizacéo
das fibras (p<0,001).

Figura 7. Dimenséao fractal das fibras musculares.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Seccéo transversal do ventre muscular (coloragdo HE).
Ampliagcdo: 400x. (B) Imagem binarizada através do software ImageJ® com destaque das
fibras musculares. (C) Médias e desvios-padrdes em valores de 0 a 2 dos grupos Sedentario
(S), Treinado (T), Imobilizado (1), Imobilizado Livre (IL) e Imobilizado Treinado (IT).

Através da DF dos nucleos celulares observamos diferentes organiza¢cdes nos
grupos experimentais (Figura 8).

No grupo S foi possivel estabelecer a DF da disposicdo dos nucleos das
fibras musculares. No grupo T observamos aumento dos valores de DF com maior
variagdo na amostra em relacdo ao grupo S (p<0,001).

No grupo | demonstrou aumento da DF e menor variacdo da organizacdo em

relacdo ao grupo S (p<0,01).
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Em comparacdo ao grupo | para apresentar os efeitos do periodo pos
imobilizacdo, os grupos IL e IT ndo apresentaram diferenca nos valores de DF da

organizacéo nuclear (p>0,05).

Figura 8. Dimenséo fractal mionuclear.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Seccéo transversal do ventre muscular (coloragdo HE).
Ampliagcdo: 400x. (B) Imagem binarizada através do software ImageJ® com destaque dos
nacleos. (C) Médias e desvios-padres em valores de 0 a 2 dos grupos Sedentario (S),
Treinado (T), Imobilizado (1), Imobilizado Livre (IL) e Imobilizado Treinado (IT).

Através da analise de DF do tecido conjuntivo associado observamos
diferentes organizacdes dos grupos experimentais, além da quantificacdo da area
positiva de colageno (Figura 9C e 9D).

Foi possivel observar que o grupo T apresentou aumento dos valores de DF
(p<0,0001), além de 105% de acréscimo na sua quantidade (p<0,0001). No grupo |
também verificamos aumento da DF (p<0,0001), e acréscimo em 98% da quantidade
da area positiva de tecido conjuntivo (p<0,0001).

Comparado ao grupo |, o periodo pés imobilizacdo promoveu efeitos no grupo
IL de reducado dos valores de DF com ampla variacdo da organizacdo da amostra
(p<0,05) e reducdo da quantidade de tecido conjuntivo em 22% (p<0,0001).
Enquanto o treinamento no periodo pos imobilizagdo acarretou reducdo da DF

(p<0,05) e da quantificacdo de tecido conjuntivo associado em apenas 5% (p>0,05).
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Figura 9. Quantificacdo da area positiva de PS de tecido conjuntivo associado.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Seccdo transversal do ventre muscular (coloragdo PS).
Ampliagcdo: 400x. (B) Imagem binarizada através do software ImageJ® com destaque do
tecido conjuntivo. (C) Médias e desvios-padrées em valores de 0 a 2. (D) Médias e desvios-
padrdes da quantificacdo da é&rea positiva de tecido conjuntivo associado dos grupos

Sedentério (S), Treinado (T), Imobilizado (), Imobilizado Livre (IL) e Imobilizado Treinado
(IT). *(p<0,0001); **(p<0,005).
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4.3 Analise histoquimica (ATPase miofibrilar)

Através da andlise histoquimica de ATPase miofibrilar foi possivel observar os

diferentes tipos de fibras musculares (Tipos I, lla e 1IX) nos grupos experimentais
(Figura 10).

o y e == = )
Fonte: Elaborado pelo autor. Andlise histoquimica de ATPase miofibrilar com diferenciagcédo
das fibras musculares dos Tipos |, lla e lIx. Barra: 50 pm.

4.3.1 Area de seccio transversa

Através da morfometria da area de seccgdo transversa (AST) das fibras
musculares dos Tipos |, lla e llIx, foi possivel apresentar as diferencas entres os
grupos submetidos a diferentes protocolos e suas repercussdes na morfologia tipo-
miofibrilar (Figura 11).

No grupo T foi possivel observar reducdo da AST dos 3 Tipos de fibras
musculares, no Tipo | em 24% (p<0,001), no Tipo lla em 22% (p<0,0001), e no Tipo
lIx em 32% (p<0,0001), ambos em comparacdo ao grupo S.

No grupo |, constatamos drastica reducdo da AST das fibras em relacdo ao
grupo S, nas Tipo | de 39% (p<0,0001), nas fibras Tipo lla de 52% (p<0,0001), e nas
fibras Tipo lIx de 57% (p<0,0001).

Em comparacao ao grupo | para demonstracao do efeito pds imobilizacdo, no
grupo IL observamos aumento da AST em todas as fibras, nas Tipo | de 20%
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(p<0,005), nas Tipo lla foi mais expressivo em 66% (p<0,0001), e nas fibras Tipo lIx
o aumento foi de 24% (p<0,0001).

No grupo IT, também em relacédo ao grupo |, o treinamento pds imobilizacdo
demonstrou efeito no expressivo aumento em todas as fibras, na Tipo | de 89%
(p<0,0001), na Tipo lla de 104% (p<0,0001), e na Tipos lIx de 80% (p<0,0001).

Figura 11. Médias e desvios-padrbes da AST (um?) das fibras Tipo I, lla e lIx.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos Sedentario (S), Treinado (T), Imobilizado (I),
Imobilizado Livre (IL), e Imobilizado Treinado (IT). *(p<0,0001); # (p<0,001).

4.3.2 Densidade/volume

Através da analise esteriologica da Densidade/Volume (%) do Intersticio e das
fibras musculares dos Tipos |, lla e lIx, foi possivel apresentar as diferencas entres
0s grupos submetidos a diferentes protocolos e suas repercussdes na presenca dos
diferentes tipos de fibras, os dados estdo apresentados na Tabela 2 e a
representacdo de proporc¢ao estéo ilustrados na Figura 12.

O grupo S apresentou uma predominancia de fibras Tipo lIx com 53,3%
(p<0,001), seqguido da presenca de 18,6 e com ampla variacéo de fibras Tipo | e 14,8
de fibras Tipo lla. Os grupos T e | apresentaram a densidade/volume das fibras
semelhantes ao grupo S.

O grupo IL apresentou menor densidade/volume das fibras Tipo I, porém com
a prevaléncia das fibras Tipo I[Ix como o grupo |. Enquanto o grupo IT apresentou
expressivo aumento da presenca de fibras Tipo | em relagéo ao grupo IL (p<0,001),
e uma reducdo da presenca nas fibras Tipo IIx, porém esta continua a apresentar a

maior densidade/volume em relagéo as outras fibras do grupo IT.
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Tabela 2. Médias e desvios-padrées da Densidade/Volume (%) das fibras dos Tipos I, lla,
lIX e intersticio dos grupos S, T, I, IL e IT.

rupos S T | IL IT

Tipo
I 18,7+145 | 16,5+148 | 125+119 | 2,0+£1,8 21,7+ 17,7*
lla 148+6,1 135+2,8 154 +£5,7 79+3,6 13,2+ 3,8
[Ix 56,3 + 15,8% | 53,6 + 17,57 | 56,3 + 15,87 | 76,0 £ 7,2* | 50,0 + 18,8** #

Intersticio 10,2+ 2,0 16,4 +4,9 158+26 | 141+25 15,1+4,4

Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos Sedentario (S), Treinado (T), Imobilizado (1),
Imobilizado Livre (IL), e Imobilizado Treinado (IT). *IT # IL (p<0,01); **IT # IL (p<0,0001); #
Tipo IIx # Tipo | e Tipo lla (p<0,0001).

A figura 12 ilustra os dados revelados através na analise esterioldgica de
Densidade/Volume (%) em suas propor¢cdes das fibras Tipo |, lla e lIx, bem como o
intersticio.

Figura 12. Médias da andlise de Densidade/Volume (%) das fibras dos Tipos I, lla, lIx e
intersticio dos grupos S, T, I, IL e IT.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos Sedentario (S), Treinado (T), Imobilizado (I),
Imobilizado Livre (IL), e Imobilizado Treinado (IT).

4.4 Microscopia eletrénica de transmisséo

Os aspectos ultraestruturais dos miofilamentos e da Juncdo miotendinea
foram demonstrados através da técnica de microscopia eletrénica de transmissao

(Figura 13), descritos a seguir.
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No grupo S observamos a disposicéo longitudinal dos sarcémeros em série
do ventre muscular, com definicdo das Bandas |, Banda A com a zona H e presenca
da Linha M (Figura 13A). Na area da JMT, as invagina¢fes sarcoplasmaticas
apresentam formato homogéneo com delgadas e escassas ramificagbes. As
evaginacdes sarcoplasmaticas, feixes de miofilamentos distais, demonstram formato
arredondado com alinhamento dos sarcomeros na regiao (Figura 13E).

O grupo T apresentou alinhamento dos sarcOmeros na regido do ventre
muscular (Figura 13B). Estd disposicdo manteve-se na regido da JMT, com a
presenca de longos feixes de miofilamentos, evaginacfes sarcoplasmaticas, bem
delimitadas, por longos e paralelos feixes de tecido conjuntivo, as invaginacées
sarcomplasmaéticas (Figura 13G).

Em relacdo ao grupo |, foi possivel observar sarcomeros desalinhados e
organizados suas bandas (Figura 13C). Na JMT as invagina¢Ges sarcoplasmaticas
apresentam ténues projecdes espacadas com reduzida quantidade, com
comunicacédo entre elas. Com destaque a presenca do nucleo muscular centralizado
a extremidade distal da fibra (Figura 13H).

O grupo IL revelou sarcomeros em série do ventre muscular alinhados e
organizados, com a presenca de mitocondrias ovais aos pares entre as linhas Z
(Figura 13D). A JMT demonstrou invaginacdes sarcoplasmaticas curtas, ramificadas
e desorganizadas evaginacfes sarcoplasmaticas em seus formatos e disposi¢cdes
(Figura 13l).

No grupo IT também observamos sarcébmeros em série do ventre muscular
alinhados (Figura 13E). As ultraestruturas da JMT se apresentaram extensas, com
as invaginacbes sarcoplasmaticas alongadas e paralelas com ramificacbes e
extensdes que se aproximam da Ultima linha Z, os sarcémeros distal, enquanto o

sarcdOmero proximal demonstrou alinhado em adjacente a JMT (Figura 13J).
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Figura 13. Microscopia eletrbnica de transmisséo do ventre muscular e da JMT dos grupos.

Sedentario : " : ___Imobilizad Imobili
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Fonte: Elaborado pelo autor. Através da microscopia eletronica de transmissdo é possivel observar os aspectos do ventre muscular (A, B, C,
D, E) e da JMT (F, G, H, I, J) dos grupos Sedentario (A, F), Treinado (B, G), Imobilizado (C, H), Imobilizado Livre (D, 1), e Imobilizado Treinado
(E, J). Observamos os sarcOmeros em série (S) no ventre muscular, na JMT estd presente o sarcémero proximal (SP), o sarcébmero distal
(SD), as invaginacdes sarcoplasméticas (Seta), as evaginagfes sarcoplasmaticas (Cabeca de seta) e o tecido tendineo. No grupo |
observamos um nucleo celular na regiao da JMT (N). Ampliacdes: 15000x.
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4.4.1 Comprimento sarcomeérico

Foram mensurados os comprimentos dos sarcoOmeros da regido do ventre
muscular, e da regido da JMT, os sarcOmeros proximais e distais, para estabelecer
as diferencas entre os grupos associados aos protocolos e as adaptacdes
relacionadas a sua localizacdo (Figura 14).

Observamos nos comprimentos do sarcOmeros ventrais, que o0 grupo T
apresentou aumento de 13% (p<0,0001) e no grupo | de 24% (p<0,0001), ambos em
comparacao ao grupo S. Em comparacdo com o grupo |, os grupos IL e IT
apresentaram reducgéo de 9% e 11% respectivamente (p<0,0001), a diferenca entre
ambos de 3% (p>0,05).

Os comprimentos do sarcOmeros proximais apresentaram aumento de 13%
no grupo T (p<0,01) e de 8% no grupo | (p>0,05), ambos em comparacdo ao grupo
S. Enquanto em relagdo ao grupo |, o sarcomero proximal do grupo IL apresentou
aumento de 14% (p<0,001), e o grupo IT leve reducéo de 2% (p>0,05), entre os
grupos IL e IT a diferenca foi de 12% (p<0,0001).

Observamos no comprimento dos sarcémeros distais um expressivo aumento
de 41% no grupo T (p<0,0001) e de 40% no grupo | (p<0,0001), ambos comparado
ao grupo S. Em relacdo ao grupo |, o grupo IL apresentou aumento de 25%
(p<0,0001), enquanto no grupo IT houve elevado acréscimo de 65% (p<0,0001).
Entre os grupos IL e IT verificamos uma diferenca de 40% (p<0,0001).

Figura 14. Médias e desvios-padrbes do comprimento (um) dos sarcémeros do ventre,
proximal e distal dos grupos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos Sedentario (S), Treinado (T), Imobilizado (I),
Imobilizado Livre (IL), e Imobilizado Treinado (IT). *(p<0,0001); # (p<0,01); *(p<0,001).
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4.4.2 Invaginacdes e evaginac0es sarcoplasmaticas

Através da morfometria do comprimento e espessura das invaginagfes e
evaginacdes sarcoplasmaticas foi possivel estabelecer diferencas estatisticas entre
0sS grupos relacionados aos diversos protocolos e suas adaptacbes morfologicas
(Figuras 15 e 16).

Observamos os comprimentos das invaginacdes sarcoplasmaticas (Figura
15), no grupo T maiores em 323% (p<0,0001) em relagédo ao grupo S. Enquanto no
grupo | foi analisado aumento de 26% comparado ao grupo S (p>0,05). Para
estabelecer os efeitos do periodo pds imobilizacdo, em comparacdo ao grupo |, o
grupo IL reducao de 7% (p>0,05), enquanto, no grupo IT houve expressivo aumento
de 280% (p<0,0001) em relacdo ao grupo I. Entre os grupos IL e IT a diferenca foi de
287% (p<0,0001).

Observamos os comprimentos das evaginagfes sarcoplasmaticas (Figura 15),
no grupo T maiores em 182% (p<0,0001) em relagé&o ao grupo S. Enquanto no grupo
| foi analisado aumento de 21% comparado ao grupo S (p>0,05). Para estabelecer
os efeitos do periodo pds imobilizacdo, em comparacdo ao grupo |, o grupo IL com
reducdo de 21% (p>0,05), enquanto, no grupo IT houve expressivo aumento de
211% (p<0,0001) em relacdo ao grupo I. Entre os grupos IL e IT a diferenca foi de
232% (p<0,0001).

Figura 15. Médias e desvios-padrées do comprimento (um) das invaginagdes e evaginacdes
sarcoplasmaticas dos grupos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos Sedentario (S), Treinado (T), Imobilizado (I),
Imobilizado Livre (IL), e Imobilizado Treinado (IT). *(p<0,0001).
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A andlise morfométrica da espessura das invaginacdes (Figura 16),
demonstraram no grupo T reducdo de apenas 3% (p>0,05), enquanto no grupo |
ocorreu aumento expressivo de 89% (p<0,0001), ambos em comparagao ao grupo
S. ApGs o periodo pés imobilizacdo, comparado ao grupo I, o grupo IL apresentou
reducado de 17% (p>0,05), e no grupo IT também em relacéo ao grupo | a reducéo foi
de 42% (p<0,001), entre IL e IT a diferenca foi de 35% (p<0,01).

A andlise morfométrica da espessura das evaginagbes (Figura 16),
demonstraram no grupo T aumento de 20% (p<0,01), enquanto no grupo | ocorreu
aumento expressivo de 54% (p<0,0001), ambos em comparacao ao grupo S. Apds o
periodo pds imobilizagdo, comparado ao grupo |, o grupo IL apresentou reducao de
47% (p<0,001) e no grupo IT também em relagdo ao grupo | a reducéo foi de 42%
(p<0,001), entre IL e IT a diferenca foi de apenas 5% (p>0,05).

Figura 16. Médias e desvios-padrdes da espessura (um) das invaginagbes e evaginacoes

sarcoplasmaticas dos grupos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos Sedentario (S), Treinado (T), Imobilizado (l),
Imobilizado Livre (IL), e Imobilizado Treinado (IT). + (p<0,01); # (p<0,001); *(p<0,0001).

4.4.3 Perimetro de contato

A andlise morfométrica de perimetro de contato da JMT por sua base (Figura
17), demonstrou no grupo T aumento de 34%, enquanto, o grupo | apresentou
valores menores em 40% (p<0,05), ambos em comparacdo ao grupo S. Para
estabelecer os efeitos do periodo pds-imobilizagdo, em comparag¢do ao grupo |, o

grupo IL leve aumento de 54%, enquanto, no grupo IT houve expressivo aumento de
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236% (p<0,0001) também em relacdo ao grupo I. Entre os grupos IL e IT a diferenca
foi de 182% (p<0,0001).

Figura 17. Médias e desvios-padrdes do Perimetro de contato/Base (Um) da JMT dos
grupos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos Sedentario (S), Treinado (T), Imobilizado (1),
Imobilizado Livre (IL), e Imobilizado Treinado (IT). *(p<0,05) ** (p<0,0001).

4.4.4 Lamina basal

Em andlise morfométrica da espessura da lamina basal da JMT (Figura 18), o
grupo T apresentou leve aumento de 6%, enquanto o grupo | apresentou valores
reduzidos em 16% (p<0,05), ambos comparados ao grupo S. Em relacdo ao grupo I,
o grupo IL apresentou leve reducdo de 12%, e o grupo IT aumento em 11%.

Enquanto entre os grupos foi mensurada a diferenca de 23% (p<0,01).

Figura 18. Médias e desvios-padrdes da espessura (um) da Lamina Basal dos grupos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos Sedentario (S), Treinado (T), Imobilizado (l),
Imobilizado Livre (IL), e Imobilizado Treinado (IT). *(p<0,05) ** (p<0,01).
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4.5 Microscopia confocal de varredura a laser

Através da imunomarcacao observamos a regido terminal da fibra muscular
localizada na JMT, e a organizacdo dos ndcleos na regiao (Figura 19), descritos a
sequir.

No grupo S observamos a disposicao longitudinal das fibras musculares e a
regido distal com formato cénico, os ndcleos destacados apresentam disposicdo na
periferia da fibra e na regido da JMT com pequena densidade.

O grupo T apresentou as fibras musculares disposta longitudinalmente com
formato céncavo, permitindo ampla area de contato, é possivel observar grande
densidade de nucleos dispostos nas fibras musculares em direcdo ao tendao,
diferente quando comparado ao grupo S.

No grupo | observamos a disposicédo longitudinal da fibra e a regido distal
apresenta um formato coénico e desorganizado. Os nucleos celulares estédo
presentes na fibra muscular mais profundamente, e estdo presentes nucleos
adjacentes ao tendéo.

O grupo IL apresentou as fibras musculares com aspectos crivado e formato
cbncavo na regido distal. A presenca dos nucleos é observada entre as fibras
musculares bem como lateralmente na MEC, porém na JMT néo foi observado sua
presenca.

No grupo IT observamos a disposicéo longitudinal da fibra e a regido distal
apresenta um formato cénico. Os nucleos se apresentam na periferia das fibras, na
JMT observamos sua grande densidade, e da mesma forma a presenca de nucleos

no tendao.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Imunomarcacao das fibras musculares em coloracéo verde (a-
Actina) e dos nucleos em coloracdo azul (DAPI) da regido da JMT dos grupos. Observamos
a disposicdo das fibras musculares e os nucleos com reduzida presenca no grupo S. No
grupo T a disposicdo nuclear € aumentada. No grupo | as fibras musculares estdo com
aspecto desorganizado e com nucleos adjacentes. No grupo IL ndo observamos a presenca
de nucleos adjacentes a JMT. O grupo IT apresenta aumento da densidade nuclear na fibra
muscular, na JMT e no tend&o. Barras: 10um.
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5. DISCUSSAO

Os resultados descritos neste estudo revelam os efeitos da atrofia muscular
por desuso, induzida através da imobilizacdo articular experimental, e as alteracdes
decorrentes da remobilizacdo livre e aquatica para efeito terapéutico no ventre
muscular e repercussao no complexo musculo-tendineo.

O grupo S e T apresentaram aumento da massa muscular entre o 1° e 3°
periodo, possivel consequéncia do crescimento e desenvolvimento do animal neste
periodo, em sua fase de jovem adulto como descrito por Quinn (2005).

Enquanto, os grupos submetidos a imobilizagdo articular apresentaram
reducdo significativa na massa corporal em decorréncia da atrofia por desuso que
provavelmente demonstrou efeitos no organismo como um todo, devido reducao da
densidade mineral 6ssea e liquido sinovial das articulacées como descritor por Kunz
et al. (2015), em modelo de imobilizacdo associada a remobilizacdo aquética, como
também por Vieira et al. (2017) em modelo de compressao de nervo isquiatico e
exercicio resistido, bem como a reducdo de massa muscular em todo segmento do
membro imobilizado e contralateral, como apresentado por Kunz et al. (2013).

O periodo pés imobilizacdo estabeleceu o retorno da massa corporal tanto
apos remobilizacdo livre na gaiola quanto no grupo associado ao treinamento
aquatico, tais efeitos que exercicio fisico promove podem ser relacionados a
reversao da perda de massa decorrente de atrofia muscular como apresentado por
Kannus et al. (1998). Como também na sarcopenia durante o envelhecimento
descrito por White et al. (2016) e Clark (2018), que podem ter promovido o
reestabelecimento da massa corporal descrita por Kinney (2017).

A analise de dimensdo fractal apresentou um modelo de avaliacdo da
complexidade de organizacdo dos diferentes elementos teciduais do ventre
muscular, observamos no grupo S, achados semelhantes aos de Cury et al. (2018),
na organizacdo dos nucleos e da organizacdo do tecido conjuntivo, além de
descrever os efeitos da distrofia muscular.

Revelamos através da dimensao fractal que o treinamento (grupo T) nao
promoveu alteracdo na complexidade de organizac&o miofibrilar, entretanto promove
adaptacdes de aumento na analise da disposicao nuclear na periferia dos miocitos,

gue estad relacionada a alta atividade celular, devido ao aumento do estresse
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mecanico decorrente do exercicio fisico, esta resposta adaptativa € positiva para
melhor desempenho muscular, como apresentado por Paul et al. (2002).

Verificamos da mesma forma no grupo T o aumento da complexidade e area
positiva de tecido conjuntivo, que € comprovado devido aumento de forca gerada
adjacente do miofilamento durante o exercicio fisico, proveniente do sarcolema ao
citoesqueleto para maior transmissdo de forca transversal, que repercute no
endomisio e perimisio apresentado por Knudsen et al. (2015). Como descrito por
Qaisar (2016), também diante ao treinamento ocorre aumento da densidade de
capilares e fusos neuromusculares localizados no endomisio, que em nosso estudo
foi mensurado juntamente na analise devido a localizacdo destas estruturas.

Compreendemos que a imobilizagdo articular acarreta em atrofia, que
acompanha efeitos deletérios em todo tecido muscular, diante disto, associamos as
alteracdes observadas de reducdo da complexidade das fibras musculares, como
efeitos fibroticos, descrito por Jarvinen et al. (2002), bem como também aponta a
reducdo da capilarizacdo musculoesquelética decorrente da atrofia muscular.

A imobilizacéo articular apresentou aumento da complexidade dos mionucleos
como efeito da atrofia muscular, caracterizada pela reducdo de AST das fibras, estes
resultados ndo corroboram como descrito na literatura por Gundersen e Bruusgaard
(2008) sobre apoptose dos mionucleo na atrofia, entretanto, estes autores ainda
demonstram a limitacdo que os demais nucleos associados aos efeitos da atrofia
muscular como as células satélites ndo foram diferenciadas em nossas analises.
Entretanto Garcia et al. (2018) com analise de dimensao fractal descreve o aumento
da desorganizacdo mionuclear em modelo de leséo.

No ventre muscular o periodo pds imobilizacdo sem nenhuma intervencao
demonstrou um retorno da organizacdo das fibras, sem diferenca na organizacéo
mionuclear, porém com significativa reducdo do tecido conjuntivo, os efeitos
fibréticos apresentado anteriormente, possivelmente devido a alta plasticidade do
tecido muscular descrita por Chargé e Rudnicki (2004), que ao estimulo de
regeneracao apos a retirada do dispositivo de imobilizacao.

O treinamento apdés a imobilizagdo articular demonstrou efeitos no ventre
muscular de aumento da complexidade de organizacao das fibras musculares e sem
alteracdo dos mionucleos, estes resultados sdo semelhantes ao grupo apenas
treinado. Podemos associar estes resultados aos efeitos do exercicio fisico descrito

por Frontera e Ochala (2015), que o tecido muscular possui alteracdes estruturais e
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metabdlicas induzidas por vias que contribuem a regeneracao e adaptacdo muscular
ativadas pelo treinamento.

Enquanto no tecido conjuntivo no grupo IT ndo houveram alteragbes em sua
organizagdo e quantidade, seu volume total pode ter reduzido e ocorrido um
aumento da capilarizacdo como descrito por Kannus et al. (1996) em estudo com
exercicio de baixa intensidade apos imobilizacdo, e ainda parametro benéficos
podem ter se reestabelecidos como descrito por Gomes et al. (2016) em seu estudo
também com remobilizacdo através do treinamento aquatico que apresentou retorno
da massa e da forca muscular com a intervencao.

O mdasculo gastrocnémio possui maior predominancia de fibras Tipo Il que
proporcionam maior producdo de forca de contracdo e maior capacidade plastica
como demonstrado por Jarvinen et al. (2002), observamos em nossos resultados do
grupo S que mais de 50% € composto por fibras musculares do Tipo lIx, seguido das
fibras Tipo | e Tipo lla.

O treinamento aerébio é conhecido por apresentar evidentes relacdes com
fibras Tipo |, devido a maior rede de vascularizagéo, maior densidade mitocondrial,
maior periodo do pico de tensdo, melhor capacidade de resisténcia a fadiga, porém,
nao apresenta alteracbes na AST como apresentado por Qaisar et al. (2016),
enguanto em nossos resultados no grupo T observamos decréscimo em todos os
tipos fibras, possivelmente, devido aos animais jA& apresentarem a menor massa
corporal analisada. O treinamento aerébio também n&o promoveu alteracdes
evidentes em relacdo a densidade/volume das fibras musculares, que permanece
proporcional ao grupo S.

Com a imobilizagdo articular demonstramos extensa reducao da AST e sem
alteracdo de sua densidade dos 3 tipos de fibras musculares analisadas, que
corroboram com as descri¢cdes de Frontera e Ochala (2015), que definem a atrofia
muscular por desuso como redugao de tamanho e perda de organelas, citoplasma e
proteinas, devido ao desequilibrio da sintese e degradacdo, que promovem O
decréscimo na qualidade dos elementos contracteis em ambos os tipos de fibras, | e
Il.

Com periodo de remobilizacdo sem intervencgéo, grupo IL, a AST apresentou
acréescimo também em todos os tipos de fibras musculares, entretanto ainda
reduzido em relagéo ao controle, estes resultados corroboram com os encontrados

por Slimani et al. (2015) no musculo tibial anterior em periodo de 10 dias pés
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imobilizacdo, estas evidéncias apresentadas demonstram que mesmo o musculo
esquelético possuindo grande habilidade plastica a diversos estimulos sua
recuperacgao apos atrofia muscular por desuso é demorada.

O treinamento aquético como remobilizacdo demonstrou efetivo retorno da
AST com acréscimo da area de todos os tipos de fibras musculares analisadas,
inclusive com significante melhora em relacdo ao periodo sem treinamento (grupo
IL) nas fibras Tipo | e lla, que corroboram com as descrigcbes de Machida e Booth
(2004) que as fibras musculares na idade dos animais analisados apresentam
eficacia na recuperacdo principalmente associado ao aumento de mionucleos,
fatores estimulantes de células satélites que promovem sua ativacdo e
diferenciacéo, estes autores também relatam a influéncia do aumento do influxo de
Ca? para este retorno.

Observamos também que o treinamento aquatico apresentou diferencas na
composicdo das fibras musculares em relacdo ao grupo sem nenhuma intervencéo
(IL), nas fibras Tipo | quais possuem maior densidade de mitocondrias e rede de
vascularizagdo que podem promover melhoras para a atrofia muscular, associamos
ao treinamento aquatico promover estes estimulos de forma mais expressiva devido
as constantes contracdes musculares, devido aumento de proteinas contracteis
descrito por Hawley et al. (2014).

Em relagcdo ao comprimento dos sarcOmeros, observamos que 0 ventre
possui maiores comprimentos que em relacdo a regido da JMT, Moo et al. (2018)
descreve a alteracdo dos comprimentos em diferentes locais musculares e confirmou
a ndo-uniformidade dos comprimentos em uma mesma fibra muscular.

Com o treinamento revelamos maiores comprimentos dos sarcOmeros em
ambas as regifes, autores ja relatam variacdo do comprimento dos sarcOmeros
devido sua localizacdo dentro de um mesmo miofilamento descrito por Ertbjerg e
Puolanne (2017), e Sierra et al. (2018) descreve maiores comprimentos
sarcomericos localizados na regido da JMT devido aumento da tenséo exercida.

Os efeitos imobilizatorios de aumento no comprimento dos sarcémeros foram
demonstrados no ventre e nos sarcomeros distais, que corroboram com o estudo de
Gibbons et al. (2018) devido a reducdo das proteinas contracteis influenciada pela
reducdo da demanda contractil e desorganizacdo estrutural do miofilamento que

decorre em aumento do comprimento, além dos aspectos que analisamos
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morfologicamente de desorganizacdo dos sarcOmeros devido alteracdo das
proteinas contracteis constituintes.

Com o periodo de remobilizacdo sem intervencdo observamos que enquanto
0 sarcOmeros do ventre apresentaram reducdo, os sarcOmeros da regido
miotendinea apresentaram aumento, resultado esperado devido as evidéncias de
Rassier et al. (2017) que este periodo demonstra recuperacdo parciais dos
movimentos de deambulacdo do animal na gaiola e assim recuperacédo do periodo
de desequilibrio proteico de sintese e degradacdo que pode proporcionar retorno da
forca elastica com as pontes cruzadas.

Enquanto com a remobilizacdo aquética apresentaram o0s sarcomeros do
ventre e proximais com comprimentos reestabelecidos, porém, no sarcomero distal o
aumento foi evidente, possivelmente devido a associacdo na variabilidade na
formacdo e disposicdo sarcomérica diante da atividade cronica exercida pelo
musculo (MOO et al., 2016). Além da pratica de atividade fisica como o alongamento
ja € descrita por Riley et al. (2004) por apresentar efeitos benéfico aos sarcomeros
como melhora da redugédo dos filamento de actina e miosina e da deterioragcdo
muscular.

Os componentes estruturais da JMT, apresentam adaptacdes diferenciadas
em relacdo aos protocolos adotados, estes resultados demonstram a alteracdo da
area de contato musculo-tendinea e que a relagdo comprimento e espessura com 0
treinamento foi efetiva, diante da capacidade adaptativa deste complexo amplos
estudos séo associados nesta regido para melhora da qualidade muscular associado
a processos de reabilitacdo, como Sierra et al. (2018) e Jacob et al. (2019).

Nos aspectos morfolégicos da JMT com o treinamento, observamos as
disposicbes e formatos dos fibroblastos em grande quantidade e adjacente ao
complexo musculo-tendineo, que demonstra a alta atividade celular no local, estes
resultados corroboram com os de Curzi et al. (2015), que descreveram as
adaptacdes proteicas de ancoragem da JMT, que apresenta a capacidade do
exercicio fisico em modular a interface musculo-tenddo necessaria para a
transmissdo de forca, além disso, Kojima et al. (2008) ainda apresenta a maior
interacdo miotendinea com o treinamento aerdbio ao revelarem no modelo maior
quantidade de ramificagoes.

O grupo T, em analise ultraestrutural dos componentes da JMT resultaram

expressivo aumento dos comprimentos das invaginagcdes e evaginagcoes



59

sarcoplasmaticas, e aumento da espessura das evaginacdes e sem alteracdo nas
invaginacdes, promove optimizacdo da transmissdo de forca e prevencao a lesbes
no local. Estes resultados corroboram com os achados de Curzi et al. (2012), sobre
0 exercicio aerébio em esteira promover alteragbes no angulo e ramificacdo das
projecbes dos “finger-like process” em resposta ao aumento de tensdo, com
invaginacdes sarcoplasmaticas que adentram profundamente o ventre muscular.
Curzi et al. (2016) ainda descrevem que as invaginagbes formam uma rede de
tenddes que se comunicam, que corrobora com nosso resultados de aumento de
34% do perimetro de contato porém sem significancia.

Foi possivel revelar o efeito da imobilizac&o articular na regido da JMT, onde
houve presenca reduzida de fibroblastos, que s&o comumente observados dispostos
proximos a JMT em extensa quantidade como demonstrado em estudo de Curzi et
al. (2013a), nossos resultados indicam a reducdo da producdo de elementos da
MEC, como proteinas que ligam a lamina proépria a fibras colagenas.

No tecido conjuntivo associado a JMT com a imobilizagdo apresentou-se
desorganizado principalmente no tecido tendineo em interacdo com o tecido
muscular, possivelmente devido ao periodo de inatividade muscular acarretar na
alteracdo da conformacdo de ligantes extracelulares e de propagacédo de forca,
como a integrina transmembranar descrito por Olsen, Nicoll e Fry (2019), devido ao
musculoesquelético apresentar extrema sensibilidade a estimulos mecénicos tanto
guanto a sua auséncia no periodo imobilizatério.

N&o observamos efeitos da imobilizacdo em relagcdo ao comprimento mas sim
em evidente aumento da espessura das invaginacdes e evaginacdes, que significam
uma regido de interacdo com baixa complexidade, consequente reduzido perimetro
de contato em 40% que atenuam a interacao entre os tecidos muscular e tendineo,
gue corroboram com os resultados de Curzi et al. (2013b) nesta anaise, e reduzem a
magnitude de transmissdo da tensdo aplicada da AST para a interface
proporcionando pré disposicdo a lesdes por forca de cisalhamento como
apresentado por Palma et al. (2011).

Revelamos que a superficie entre os terminais do miofilamento e a MEC, a
lamina basal, apresenta reducdo da espessura com a imobilizacdo, em estudo de
Kannus et al. (1992) também em modelo de atrofia muscular por desuso observaram
um espessamento da lamina basal, que n&o corroboram com nossos achados,

entretanto o controle utilizado foi a perna contralateral, estes autores também
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observaram aumento de colageno tipo Il na JMT, além da reducdo do conteudo de
glicoaminoglicanas e proteoglicanas da MEC, fatores que apresentam menor
estabilidade e transmissao de forga no local.

Todavia a morfologia geral da JMT é alterada com a atrofia induzida pela
imobilizacao articular, como podemos observar um miondcleo na regido, efeito
comumente observado no desenvolvimento miofibrilar ou na recuperacdo de
inflamacdes e miopatias descritos nestes modelos por Cury et al. (2018) e Perillo e
Folker (2018), entretanto ndo analisado na regidao da JMT, compreendemos que a
localizagdo mionuclear é determinada diante da sua funcdo, possivelmente
apresentava-se no local em detrimento dos estimulos de remodelamento associado
a atrofia muscular.

A regido miotendinea demonstrou reorganizacdo da JMT no periodo pés
imobilizacdo sem intervencdo e com grande quantidade de fibroblastos na regido,
gue indica maior atividade celular no local, entretanto o arranjo do tecido tendineo
demonstra orientagdo verticalizada em relacdo ao tecido muscular, como é
necessario para a transmissao de for¢a uniforme no complexo musculo-tenddo como
apresenta Knudsen (2015) em modelo de JMT em 3D.

O periodo de remobilizacdo sem intervencdo ndo apresentou efeitos de
aumento no comprimento das invaginacdes e evaginacfes sarcoplasmaticas em
relacdo a imobilizacdo, apenas em relacdo a espessura das evaginagdes
observamos aumento e poucas ramificagbes, consequentemente ndo observamos
alteracdo no perimetro de contato. Em estudo com grupo imobilizado sem
intervencdo semelhante realizado por Carvalho et al. (2009) ocorreu a reducédo das
propriedades mecanicas do musculo no periodo pés-imobilizacdo, que caracterizam
o tecido muscular com fragil arquitetura e suscetivel a lesbes, e em estudo de
Jarvinen et al. (2005) com efeitos deletérios na forca.

A regido da JMT apresentou extensa reorganizacdo com o0 periodo pés
imobilizagcdo associado a intervencdo com treinamento aquatico, que demonstrou
grande atividade celular na regido com grande concentracdo de mionucleos e
fibroblastos em direcdo a JMT, estas caracteristicas sdo descritas por Curzi (2013a)
pela intima relagdo com o desenvolvimento da interface musculo-tendinea,
principalmente pela adaptagdo dos “elementos elasticos” que influenciam no angulo

de penetracao do tendéo na regiao.



61

A remobilizacdo aquatica se demonstrou efetiva na reversdo dos efeitos
deletérios nos componente da JMT, com aumento dos comprimentos e reducdo da
espessura, demonstrando também amplo perimetro de contato entre os tecidos com
aprofundamento das invaginagées e melhor transmisséo de forca que proporciona
uma interface que minimiza a concentracao de estresse que geralmente decorre em
lesédo no local, como também apresentado em remobilizacdo por alongamento por
Vesilceac et al. (2011).

Observamos que a remobilizacdo aquéatica promoveu espessamento
significativo da lamina basal, Curzi et al. 2016 apresenta alteracdes nesta
ultraestrutura decorrentes do treinamento aerobio semelhantes as encontradas em
nosso estudo, devido sua grande densidade de proteinas ligantes e de ancoragem
dos miofilamento de actina, além das alteracdes colagenas da MEC que influencia
no desempenho da JMT como apresentado também por Subramanian e Schilling
(2015).

Os beneficios do treinamento no periodo pds-imobilizagdo no tecido muscular
foram descritos por proporcionar a reversdo de efeitos deletérios decorrentes da
imobilizacdo e melhora nas propriedades biomecanicas muscular corroborando com
Silva et al. (2013), onde demonstramos alteracbes em relacdo ao efeito da
imobilizacdo articular, além da plasticidade diferenciada do grupo IL, demonstrando
o treinamento como um efetivo método de aumento da area de contato dos tecidos
musculotendineo que pré dispde esta regido a reducdo da ancoragem de proteinas

contracteis que sofrem atrofia e pré-disposicao a lesdes neste periodo.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, concluimos através dos modelos
experimentais analisados que ocasionam em alteracdes morfoquantitativas no
ventre muscular e JMT do musculo gastrocnémio, descritas a seguir:

e O treinamento de natacdo promove no ventre muscular alteracdes na
organizagdo dos mionucleos e do tecido conjuntivo associado, bem como
também apresentou aumento da atividade celular na regido da JMT, e aumento
dos comprimentos das invaginacdes e evaginacdes, que promovem maior area
de ancoragem e melhor desempenho na transmissao de forga pelo complexo
musculo-tendao;

e A imobilizacdo articular decorreu em atrofia muscular caracterizada pela
reducdo da AST e alteracbes em toda organizacdo dos elementos do ventre
muscular associado a fibrose intramuscular, além do aumento dos comprimentos
sarcdmericos na regido. Na JMT a imobilizac&o articular apresentou reducéo da
atividade celular e aumento da espessura das ultraestruturas, bem como
reducdo de todo perimetro de contato da JMT;

e A remobilizacdo livre demonstrou no ventre reestabelecimento da organizacéo
miofibrilar e mionuclear, enquanto no tecido conjuntivo e AST mesmo com
reducdo ndo retornou aos parametros iniciais. A JMT apresentou aumento da
atividade celular, entretanto com auséncia de alteracdes ultraestruturais
benéficas para a transmissdo de forca que pode promover aumento da pré-
disposicéo a leséo no local.

¢ A remobilizacdo aquatica demonstrou efetividade na adaptacdo dos elementos
do ventre muscular, sua complexidade de organizacdo e AST de todos o0s tipos
de fibras, bem como apresentou o retorno das alteragbes no comprimento dos
sarcomeros. A JMT demonstrou intensa remodelacdo, com aumento da
atividade celular, também significativo no sarcémero distal, e aumento das
ultraestruturas das JMT, como as projecdes sarcoplasmaticas, perimetro de
contato e lamina basal, estas adaptacdes promovem diversos beneficios para a
efetiva reabilitacdo e prevencao de lesdes na transmisséo de forca do musculo
para o tenddo. Demonstramos entdo que a remobilizagcdo através do

treinamento aquéatico € efetiva como método de reabilitagdo para os
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remodelamentos decorrentes da atrofia muscular por desuso que repercutem no

complexo local de transmissao de for¢ca do aparelho locomotor.
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