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RESUMO

A juncao miotendinea (JMT) é a principal area anatdbmica do aparelho locomotor, uma
interface entre o musculo e o tendao delimitada pelo sarcolema, que corresponde a
principal area de transmissdo de forca atuante no posicionamento e estabilizagao
articular. No entanto, a imobilizacdo de um segmento é um recurso clinico no
tratamento de lesdes musculo-esqueléticas, que resulta em atrofia muscular, o que
poderia indicar possiveis alteracbes na JMT. Em contrapartida, o exercicio aerdbio
tem a capacidade de modificar a morfologia da JMT e possui aplicabilidade em
situagdes patoldgicas especificas com carater preventivo e de reabilitacdo. O objetivo
do presente estudo consistiu em analisar as possiveis alteragdes das caracteristicas
morfolégicas da JMT do tibial anterior e s6leo de ratos Wistar adultos submetidos a
imobilizacdo e remobilizagao por protocolo de natagdo, empregando os métodos de
Microscopia de Luz e Microscopia Eletrénica de Transmiss&do. Foram utilizados 35
ratos machos, com idade de 90 dias, que foram alocados em 5 diferentes grupos
(n=7): Grupo Sedentario; Grupo Treinado; Grupo Imobilizado; Grupo Imobilizado/Nao
Treinado; Grupo Imobilizado/Treinado. Os animais de todos os grupos foram
anestesiados e as amostras da JMT dissecadas. Estas amostras foram processadas
para analises morfolégicas por meio de técnicas de Microscopia de Luz e Microscopia
Eletrobnica de Transmissdo. As caracteristicas morfolégicas do grupo Sedentario
demonstraram na regidao da JMT as invaginagdes e evaginagdes sarcoplasmaticas
que apresentaram formatos irregulares, e intercomunicagdes dispostas nesta regiao
de interface paralelamente entre os feixes de miofilamentos em proximidade as linhas
Z dos sarcomeros distais; No grupo Treinado foram observados na regido da JMT
invaginagdes sarcoplasmaticas espessas e amplas dispostas em contato com as
evaginagdes; No grupo Imobilizado foi evidenciado na regido da JMT aspectos
caracteristicos de atrofia do tecido muscular devido a ampla desorganizagéo tecidual
das células musculares; No grupo Imobilizado/ Nao Treinado foi observado discreto
remodelamento e reorganizagdo na area da JMT, pela presenga de delgadas fibras
colagenas; No grupo Imobilizado/ Treinado foi evidenciado na area da JMT, a
presenga de longas fibras colagenas. Na regido distal da célula muscular, foram
observados a presencga de sarcOmeros em séries realinhados em relagédo ao eixo
longitudinal da JMT. No musculo Tibial Anterior, os sarcémeros proximais do Grupo
I/NT apresentaram comprimento maior em relagéo ao Grupo | e respectivamente ao
Grupo I/T. Os sarcomeros distais do Grupo T apresentaram comprimento reduzido em
relacéo ao Grupo S, e o Grupo | também evidenciou comprimento reduzido em relagao
ao Grupo S. No musculo Séleo, os sarcdmeros proximais e distais do Grupo T
apresentaram comprimento reduzido em relagdo ao Grupo S, e o Grupo | também
apresentou comprimento reduzido em relagado ao Grupo S. A area da JMT apresentou
amplas adaptagdes nas interdigitagdes provenientes do tecido tendineo e uma maior
area de contato quando submetida ao protocolo de treinamento de natacdo, em
contrapartida houve reducéo da area de contato perante o protocolo de imobilizagao;
a reabilitagao articular pelo treinamento no grupo Imobilizado/ Treinado demonstrou
uma reorganizagao maior dos sarcOmeros em séries e reestabeleceu a area de
contato entre o tecido tendineo e o musculo esquelético, pela reestruturacdo das
invaginagcdes e evaginagdes, enquanto que o grupo Imobilizado/ Nao Treinado
evidenciou um discreto remodelamento.

Palavras-chave: Imobilizagdo. Remobilizagdo Aquatica. Jungdo Miotendinea.
Microscopia de Luz. Microscopia Eletrénica de Transmissao.



ABSTRACT

The myotendinous junction (MTJ) is the main anatomical area of the locomotor
apparatus, an interface between the muscle and the tendon delimited by the
sarcolemma, which corresponds to the main area of force transmission acting on joint
positioning and stabilization. However, the immobilization of a segment is a clinical
feature in the treatment of musculoskeletal injuries, which results in muscle atrophy,
which could indicate possible changes in MTJ. In contrast, aerobic exercise has the
capacity to modify MTJ morphology and has applicability in specific pathological
situations with a preventive and rehabilitation profile. The objective of the present study
was to analyze the possible alterations of the MTJ morphological characteristics of the
tibialis anterior and soleus of adult Wistar rats submitted to immobilization and
remobilization by swimming protocol, using Light Microscopy methods and
Transmission Electron Microscopy. Thirty-five male rats, aged 90 days, were allocated
to 5 different groups (n = 7): Sedentary Group; Trained Group; Immobilized Group;
Immobilized / Untrained Group; Immobilized / Trained Group. Animals of all groups
were anesthetized and JMT samples were dissected. These samples were processed
for morphological analysis using light microscopy and transmission electron
microscopy techniques. The morphological characteristics of the Sedentary group
demonstrated in the MTJ region the invaginations and sarcoplasmic evaginations that
presented irregular and intercommunicated forms arranged in this region of interface
parallel between the myofilament bundles in proximity to the Z lines of the distal
sarcomeres; In the Trained group, thick and broad sarcoplasmic invaginations were
observed in the MTJ region, arranged in contact with the evaginations; In the
Immobilized group, characteristic features of muscle tissue atrophy were evidenced in
the MTJ region due to the extensive tissue disorganization of muscle cells; In the
Immobilized / Untrained group, discrete remodeling and reorganization in the MTJ area
was observed due to the presence of thin collagen fibers; In the Immobilized / Trained
group, the presence of long collagen fibers was evidenced in the MTJ area. In the distal
region of the muscular cell, the presence of sarcomeres in series realigned in relation
to the longitudinal axis of the MTJ were observed. In the tibialis anterior muscle, the
proximal sarcomeres of Group | / NT presented a longer length in relation to Group |
and respectively to Group | / T. The distal sarcomer of Group T presented reduced
length in relation to Group S, and Group | also showed reduced length in relation to
Group S. In the soleus muscle, the proximal and distal sarcomers of Group T presented
reduced length in relation to Group S, and Group | also presented reduced length in
relation to Group S. The MTJ area showed large adaptations in the interdigitations from
the tendinous tissue and a larger contact area when submitted to the swimming training
protocol; in contrast, there was a reduction of the contact area before the
immobilization protocol; joint rehabilitation by training in the Fixed / Trained group
demonstrated a major reorganization of the sarcomeres in series and reestablished
the contact area between the tendon tissue and the skeletal muscle, by the
restructuration of invaginations and evagination, while the Immobilized / Untrained
group evidenced a discreet remodeling.

Keywords: Immobilization. Water Remobilization. Myotendinous junction. Light
Microscopy. Transmission Electron Microscopy.
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1 INTRODUGAO

A juncdo miotendinea (JMT), uma interface entre o musculo e o tendao
delimitada pelo sarcolema, é a principal area de transmissdo de forca do sistema
locomotor, que atua no posicionamento e estabilizagao articular (CIENA et al., 2012).
Esta é responsavel por transmitir a forca gerada pelas proteinas contrateis
intracelulares para o tecido conjuntivo extracelular presente no tenddo (KANNUS et
al., 1992). De tal forma esta é a regido anatdémica com maior predisposi¢ao a lesdes
do aparelho locomotor associadas a pratica desportiva (CURZI et al., 2012).

A imobilizacado de um segmento é utilizada clinicamente no tratamento de
lesdes musculares, tendineas, ligamentares e osteo-articulares. Esta, por sua vez,
acarreta em atrofia das fibras musculares seguido por fibrose intramuscular, perda de
extensibilidade e contractilidade, que por consequéncia ocasiona a diminuicido da
geracao e transmissao da forca muscular. Com isso, as propriedades de tracao dos
musculos imobilizados diminuem acentuadamente durante o periodo de desuso, o que
poderia indicar possiveis alteragdes na JMT (CURZI et al., 2013; JARVINEN et
al.,1977).

Recentemente, pesquisas tém demonstrado adaptagcées na JMT mediante ao
envelhecimento, e ao exercicio fisico. Dentre elas, o exercicio aerébio tem a
capacidade de promover alteragdes morfolégicas benéficas e possui aplicabilidade
para prevengao e também reabilitagdo de algumas disfungdes musculo-esqueléticas
(CURZI et al., 2016). Entretanto, as consequéncias do comprometimento da area da
JMT, induzida pela atrofia por desuso, ainda nao estao claras na literatura. Bem como
a reabilitacao articular por meio da natacéo, que possivelmente seria benéfica para a
principal estrutura do aparelho locomotor, e possivelmente seria capaz de reverter os
efeitos deletérios da imobilizacao articular (CURZI et al., 2013). O que foi demonstrado
por meio da analise das alteragdbes morfologicas mediante a imobilizagdo e
remobilizagao articular através do exercicio fisico na JMT dos musculos séleo e tibial
anterior de ratos Wistar, com finalidade futura de atuagcbes na prevencéao de lesdes e

em aplicacdes de novos protocolos de reabilitacio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Musculo Estriado Esquelético

O tecido muscular é o mais abundante do corpo humano e compreende cerca
de 40 a 60% do peso corporal. Ele € altamente especializado na aplicagao de forga
necessaria para o movimento, através da energia contida nas moléculas de ATP.
Assim, ele pode ser dividido em trés tipos: musculo estriado esquelético, estriado
cardiaco e liso; diferenciados de acordo com suas caracteristicas morfologicas e
funcionais (HENDERSON et al., 2017).

O musculo estriado esquelético é constituido por células com caracteristicas
poligonais e multinucleadas, que variam de 10 a 100 micrémetros de didametro e até
30 cm de comprimento, o qual cada célula € denominada fibra muscular. A localizagao
dos seus nucleos € periférica, adjacente a membrana plasmatica, regido conhecida
como sarcolema. A regido compreendida entre o sarcolema e o sarcoplasma é onde
as fibras musculares estéo interligadas pelo tecido conjuntivo essencial, constituido
por um conjunto de proteinas especializado para transmissdo das forgcas geradas
pelas miofibrilas a matriz extracelular (MEC) e, vice-versa (HERRMANN et al., 2007).
O seu citoplasma € preenchido por filamentos proteicos dispostos longitudinalmente,
denominados miofibrilas. Essas, por sua vez, sdo formadas principalmente por
proteinas denominadas actina e miosina, as quais conferem capacidade contratil ao
musculo. Com esta propriedade contratil dos musculos estriados esqueléticos estao
relacionadas a diversas fungdes do organismo, como a mobilidade do esqueleto axial
e apendicular, manutencgao da postura devido a sua fixacdo nos ossos, movimentacao
do globo ocular, respiracao, reserva protéica e termogénese (GAYRAUD-MOREL et
al., 2009).

Uma vez organizado estruturalmente no interior do musculo para fortalecer,
proteger, e agrupar as fibras musculares em feixes ligados aos musculos, a MEC é
classificado em trés tipos, de acordo com sua relagdo com as fibras: endomisio (tecido
conjuntivo mais organizado internamente, envolve com uma bainha fina as fibras
individuais do musculo esquelético, as miofibrilas), perimisio (onde as miofibrilas sao
agrupadas em feixes, sendo este conjunto denominado de fasciculo), e epimisio (ao

redor do musculo representa a camada mais externa de tecido conjuntivo, revestindo
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toda a sua superficie). Adicionalmente, nervos motores penetram pelo musculo e
inervam por meio de axdénios terminais, cada uma das miofibrilas. Estes nervos
sensoriais penetram nos fusos musculares enviando e recebendo informagdes do
estado de acdo muscular. Além destes constituintes, o musculo esquelético é
altamente vascularizado, fornecendo nutrientes essenciais para a fungado muscular
(TAJBAKHSH et al., 2009).

Os musculos esqueléticos sao constituidos por diferentes tipos de fibras que
conferem a este tecido uma ampla diversidade estrutural, metabdlica e funcional que
pode sofrer altera¢des durante a vida (OKAMOTO et al., 2011). As fibras musculares
estdo divididas em trés categorias: 1- fibras oxidativas, resistentes a fadiga e de
contragao lenta (tipo I), 2- fibras oxidativas/glicoliticas, resistentes a fadiga e de
contragao rapida (tipo llA) e 3- fibras glicoliticas, relativamente resistentes a fadiga e
de contracdo rapida (GREFTE et al., 2007; CIENA et al., 2011), classificadas de
acordo com o padrao de coloragéo histoquimica para a rea¢cado da ATPase (SUETTA
et. al., 2012).

Em analise histoquimica e ultraestrutural do musculo esternomastoide de ratos
adultos e idosos, através da reagao enzimatica NADH-TR e microscopia eletrénica de
transmissdo, observou-se durante o processo de envelhecimento diminuicdo na
densidade das fibras musculares, o que caracteriza o processo de atrofia muscular. A
propor¢ao do tipo de fibras nas regides analisadas foi modificada, com diminuigao de
fibras oxidativas-glicoliticas e aumento das fibras oxidativas. Ultraestruturalmente,
foram observadas as caracteristicas do esternomastoide do grupo adulto, através de
cortes transversais e longitudinais foram revelados os arranjos dos feixes de
miofibrilas, destacando-se o padrao repetitivo de sarcémeros em séries. Entre os
feixes miofibrilares, foram observados os arranjos paralelos de mitocéndrias esféricas,
ao formar colunas alinhadas proximos as bandas A e |. No entanto, o esternomastéide
do grupo idoso mostrou inconsisténcia, com espagamento entre os feixes de
miofibrilas, com caracteristicas de atrofia muscular, mitocondrias com didmetros e
formas reduzidas, e auséncia destas préximos das bandas A e |, adjacente a linha Z.
Concluiu-se que existe maior proporgao de fibras glicoliticas na regido superficial e
fibras oxidativas na regidao profunda (CIENA et al., 2011).

De modo que o musculo esquelético possui capacidade de alterar suas
propriedades estruturais e funcionais conforme os estimulos recebidos, esta
propriedade € denominada plasticidade muscular (SCOTT; STEVENS; BINDER-
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MACLEOD, 2001; BALDWIN; HADDAD, 2002; OLIVEIRA et al., 2014). Por isso, o
tecido muscular mantém um elevado grau de plasticidade fenotipica durante o tempo
de vida de um individuo, permitindo adaptagdes a diferentes tipos de treinamento
fisico e cargas de trabalho impostas, sendo estas oriundas de esportes, reabilitagao
fisica, cirurgia e no trauma, corroborando com a ideia de que o musculo esquelético é
um dos tecidos mais adaptaveis do corpo, € facilmente comprovada (FLANN et al.,
2011). Isto é, sua composicdo por diferentes tipos de fibras musculares que
contribuem para sua plasticidade, possibilita um aumento na sintese e/ou degradacgéao
de proteinas miofibrilares, dependendo do estimulo (PETTE et. al., 1997).

As alteragdes no turnover proteico sao controladas por diversos fatores
moleculares que regulam a massa muscular. Uma das principais caracteristicas da
plasticidade muscular € a regulagao intrinseca da transcrigdo de genes musculo-
especificos que promovem o aumento ou reducéo da sintese protéica (GLASS el. al.,
2005).

O conteudo de proteinas miofibrilares representa aproximadamente 85% do
volume da fibra muscular (HOPPELER, 1986), o que acarreta em aumento
(hipertrofia) ou redugcdo da massa muscular (atrofia) em consequéncia de qualquer
situagdo que altere o turnover. Os exercicios fisicos provocam uma variedade de
mudancas adaptativas na sintese de proteinas, estas que resultam da influéncia de
indutores especificos geneticamente e nos mecanismos de sintese de proteinas,
podendo modular o grau de sintese e degradagao das proteinas miofibrilares.
(CAMPOQOS et. al., 2001; KADI et. al., 2005). Por outro lado, situa¢cdes de desuso
promovem a redugdo da atividade muscular, como a imobilizacdo, suspensao do
membro posterior, denervacdo, microgravidade, repouso no leito ou processos
fisiolégicos (como o envelhecimento) e patolégicos (como o cancer, doencgas
neuromusculares, doengas cardiacas e insuficiéncia respiratoria) podem conduzir a
severa perda da massa muscular (MACHIDA et al., 2004; DEGENS et al., 2006).

Em modelos experimentais de hipoatividade muscular, € observado que
através da diminuicdo da acdo da gravidade, e em musculos idosos ocorre
plasticidade muscular, ao revelar diminui¢cdo da area de secgéao transversa (IYOMASA
et al., 2009), e subsequentemente, no volume total do musculo, 0 que compromete a
eficacia contractil, caracterizando a atrofia muscular. Ainda, Goldspink (1999) frisa que
as alteracdes no comprimento da fibra muscular sdo decorrentes da diminui¢cdo dos

sarcOmeros em séries.
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Assim, considerando que ambos os musculos, tibial anterior e s6leo possuem
uma grande relevancia funcional na marcha, entende-se a importéncia de desenvolver
estudos que busquem compreender as alteracbes morfolégicas que ocorrem
mediante a imobilizagao articular tibio-tarsica e a sua reabilitacdo por novos protocolos
de treinamento. O musculo tibial anterior esta localizado na regido anterior da tibia e
tem seu ponto fixo no condilo lateral da tibia, parte superior da face lateral da tibia,
membrana interéssea e fascia da perna, seu ponto moével no osso cuneiforme e no
primeiro metatarso, realiza a acao de dorsiflexao através da articulagao talocrural, e a
agao de inversao plantar, através da articulagéo talocalcaneonavicular (LIBERANO,
2002). O musculo soleo, tem a forma plana em sua espessura (SCHAFER;
SYMINGTON; BRYCE, 1923), € um musculo largo, grande e achatado, com origem
na regiao superior da fibula, septo intermuscular e na linha solear da tibia. Apresenta
um papel postural devido a elevada constituicdo por fibras musculares do Tipo |,
responsavel pela flexao plantar, que tem atuacédo no salto, marcha e flexao da perna
(STANDRING et al., 2005; MCCRAW; ARNOLD, 1987; MACEDO-FILHO et al., 1995).

O treinamento aplicado em protocolo de reabilitagcdo de lesdes e seus
potenciais beneficios na JMT, perante a atrofia ocasionada pelo desuso, bem como
suas importantes contribuicbes ndo foram investigadas, além da possivel relagado
dessas adaptagdes estarem diretamente influenciando na ativagdo de células
satélites, respectivamente através da proliferagao e diferenciagao de mioblastos nesta
regidao, o que também esta relacionado com adaptagbes nos comprimentos dos
sarcOmeros em seéries na regido da JMT. Em contrapartida, a presenca de tendcitos
nessa regiao tem sido amplamente documentada, principalmente em consequéncia
de protocolos de exercicios fisicos que tem a capacidade de remodelamento do tecido
tendineo (CURZI et al., 2016).

Durante o processo de miogénese embrionaria, que ocorre mediante células
precursoras miogénicas dos somitos a partir do mesoderma, formando as fibras
musculares, uma populacdo de células precursoras miogénicas nao se diferencia,
permanecendo quiescente, e se torna responsavel pelo crescimento pds-natal, pela
adaptagcdo muscular e pelos processos de regeneragdo apdés danos musculares
(BENTZINGER et al., 2012). Essas células foram identificadas e descritas
primeiramente por Mauro (1961), e subsequente denominadas de células satélites
devido a sua localizacdo periférica ao sarcolema, entre a membrana basal e a

membrana plasmatica.
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O musculo esquelético apresenta células-satélites em estado quiescente
(repouso) quando nado responde a lesées. Em contrapartida, quando este tecido
responde a estimulos como crescimento, e remodelagdo ou trauma, as células
satélites sao ativadas, proliferam-se e expressam marcadores da linhagem miogénica.
Neste estado, também denominadas mioblastos, essas células se fundem a fibras
musculares ja existentes ou se fundem a células-satélites vizinhas para gerar novas
fibras musculares (YABLONKA-REUVENI, 1994).

No musculo esquelético, o fator de transcrigdo Pax-7 € expresso pelas células
satélites e utilizado para designar células comprometidas com a miogénese, o qual &
um marcador expresso em células satélites quiescentes e continua expresso em
células musculares quando os marcadores Myf5 ou MyoD estéo ativados (QAHAR et
al., 2016).

Os fatores transcricionais da familia MyoD (fatores reguladores miogénicos -
MRFs) como a MyoD, Miogenina, Myf5 e o MRF4, estdo presentes na regido
regulatéria de genes musculo especifico, o que inclui os estruturais e os envolvidos
com a formacdo das proteinas dos sarcémeros (CHARGE; RUDNICKI, 2004). Os
MRFs tém papel importante, pois modulam a sintese proteica. Os MRFs também
estdo ligados a proliferacédo e a diferenciacdo das células satélites, que quando
ativadas proliferam-se, diferenciam-se e fundem-se as fibras musculares existentes e
promovem a regeneragcao muscular. A MyoD é mais expressa durante a proliferagao
(BELL et al., 2016).

Algumas patologias, ocasionam uma diminui¢do no numero de células satélites
e sua proliferagéo, resultando em dificuldades na regeneragéo ou seu retardo, devido
a atrofia muscular. Esta se caracteriza pela fraqueza muscular, que pode ser resultado
de uma diminuicdo no tamanho das miofibrilas. Varios disturbios, incluindo
sarcopenia, diabetes, cancer, caquexia e sepse, podem levar a uma redugao do
tamanho das miofibrilas (FUKADA et al., 2018).

Existem varios modelos usados para inducao de atrofia muscular em roedores.
Usando um modelo de suspensado de membros posteriores, foi relatado que o niumero
de células satélites no musculo esquelético foi reduzido apds duas semanas desse
protocolo (MITCHELL et al., 2004).

Em contrapartida, o exercicio resistido induz a hipertrofia, caracterizada pelo
aumento no tamanho das fibras musculares, além da ativagdo e proliferacao de

células satélites. Ocorreu a proliferacdo de células satélites, que em sequéncia sao
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finalmente incorporadas entre as miofibrilas que podem aumentar em quantidade.
Usando camundongos com deplecdo de células satélites, foi demonstrado que o
aumento do numero de miofibrilas depende totalmente da presenca das células
satélites (McCARTHY et al., 2011).

2.2 Sarcomero

As miofibrilas, estruturas que preenchem a fibra muscular, sdo observadas
devido a repeticdes de unidades iguais, cilindricas e longitudinais, denominadas de
sarcOmeros, que por sua vez apresentam uma arquitetura extremamente consistente
e importante papel na transdugédo de sinal quimico em energia mecanica contratil
(mecanotransdug¢do). Uma vez em observagdo ao microscopio éptico, observa-se
alternancia de estrias transversais, claras e escuras. A faixa escura e anisotropica
recebe o nome de Banda A, que é composta por uma matriz de filamentos grossos
denominados miosina. Esta é dividida por uma zona menos densa devido a auséncia
de sobreposicdo de filamentos finos quando ha alongamento do sarcémero,
denominada Zona H, na qual encontra-se uma estreita faixa denominada linha M. A
faixa clara e isotrépica recebe o nome de Banda I, que € composta por uma matriz de
filamentos finos denominados de actina, entretanto no centro da Banda | aparece uma
linha transversal escura, a Linha Z. Os sarcOmeros s&o as menores unidades
funcionais da contracdo muscular, delimitadas em cada extremidade pela linha escura
e estreita conhecida como Linha Z (FERREIRA, 2005; RIGOARD et al., 2009).

A Linha Z é a principal condutora da geragao de forga pela contragao e atua
como ponto de ancoragem para filamentos de actina bem como para a titina e a
nebulina. Esta Linha esta envolvida com a estabilizacdo do sarcomero contra as forgas
laterais de cisalhamento, bem como a transmissao de forgas axiais que percorrem as
fibras muscular. A Banda M tem papel na regulacido dos filamentos de miosina
(ERTBJERG et al., 2017).

Os sarcébmeros sdo compostos basicamente por filamentos finos e grossos
chamados miofilamentos, dentre os quais o miofilamento fino € composto em
destaque pela proteina actina, enquanto o grosso pela proteina miosina. A interagao
desses dois miofilamentos é essencial na contracdo muscular. O miofilamento fino

composto por dois flamentos de actina, um enrolado no outro, onde moléculas de
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proteina globular, chamadas de troponina, s&do encontradas nos sitios de ligagao entre
os dois filamentos, e a proteina tropomiosina liga-se em cada molécula de troponina.
A troponina e tropomiosina possuem ativacdo calcio dependentes, sendo
componentes essenciais para regulagao da agao muscular (CLARK et al., 2002).

No que se diz a respeito do miofilamento grosso, este € composto por grandes
moléculas de miosina, organizadas para formar um filamento longo. Cada molécula
tem um alargamento, chamado de cabecga. As cabegas da miosina sao capazes de
mover-se e ligar-se aos sitios da actina, gerando assim a ponte cruzada,
imprescindivel para a agao muscular (LEVITSKY, 2004).

Os componentes dos filamentos de actina se associam com as estruturas da
Linha Z quando as miofibrilas sdo formadas. A troponina e a tropomiosina tem a
funcao conjunta de regular a interagao entre os filamentos de miosina e actina durante
a geragao de forga. Enquanto isso, a titina tem um componente elastico na regido da
banda | que conecta o final do filamento de miosina a linha Z. A titina é conhecida por
definir o comprimento do sarcdmero em repouso e por manter os filamentos de
miosina no centro do sarcémero. A nebulina é incorporada aos filamentos de actina,
e ajuda na organizagao da estrutura do sarcomero (ERTBJERG et al., 2017).

A microgravidade induz o musculo esquelético a transformagdes em condigéo
de atrofia, gerada pelo desuso, principalmente na regido dos sarcOmeros distais na
regiao da JMT, como por exemplo, sarcobmeros desalinhados, mitocondrias com
alteracao em seus formatos e as triades localizadas em diferentes locais em relagéo
a condigdes nao patoldgicas. Desorganizagdo de miofilamentos, distor¢édo ou

auséncia de linhas Z também sdo observados nessas condi¢cdes (CURZI et al., 2013).

2.3 Tendao

Os tenddes sao estruturas anatomicamente macroscopicas, localizados entre
0s musculos e os 0ssos. A sua fungao basica é transmitir a forga gerada pelas
proteinas contrateis presentes no ventre muscular para o tecido ésseo e assim, gerar
os movimentos articulares (KANNUS, 2000; BENJAMIN; RALPHS, 1998; BENJAMIN
et al., 2000). Além disso, atuam na homeostasia do organismo por meio de agdes

biolégicas e biomecanicas fundamentais, como por exemplo na estabilidade
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ligamentar (BUTLER; JUNCOSA; DRESSLER, 2004; KJAR et al., 2004). Os tenddes
apresentam-se com coloragao branca, reluzente e textura fibro-elastica, conferindo-
Ihes grande resisténcia a cargas mecanicas, podendo variar no formato e disposicao,
como sao fixados aos ossos, como também, na largura e espessura de tenddes
cilindricos, em forma de "leque"” e "fita" (KJAR et al., 2004).

Uma vez que os musculos esqueléticos estdo ancorados ao esqueleto por
extensdes do endomisio, perimisio e epimisio, estes tecidos conjuntivos continuam
para além da extremidade do musculo e se fixam no periésteo do osso pela forte
conexao fibrosa, o tendao, que se torna continuo com o peridsteo do osso. A regido
de uniao entre o musculo e o tenddo € denominada de JMT, e a regido de insergao
do tend3o ao tecido 6sseo é chamada de juncdo osteotendinea ou entese. As fixacdes
de ambas as extremidades de um musculo esquelético sdo dados nomes especificos.
A origem é a extremidade menos movel e geralmente é proximal, enquanto que a
insercao é a extremidade mais movel e é distal (MOORE; DALLEY; AGUR, 2011;
BENJAMIN; RALPHS, 1998).

Os tenddes sao revestidos externamente por tecido conjuntivo areolar frouxo
denominado paratendao. Este tecido é forrado em sua superficie interior por células
sinoviais, e 0s seus principais componentes sao as fibras de colageno tipo | e tipo lll,
além das fibras elasticas. Sob o paratendao, o tendao é revestido por uma delgada
bainha de tecido conjuntivo chamado de epitenddao (KANNUS, 2000). Revestindo o
fasciculo de fibras colagenas encontra-se o endotenddo, que reveste cada fibra
tendinea e liga as fibras individuais, e em unidades menores de fibras, em conjunto,
com uma delgada rede reticular de espessura variada e que atua como importante
conduite para vasos sanguineos e nervos, o que permite aos fasciculos alguma
independéncia de movimento (KANNUS et al., 2000; BENJAMIN, RALPHS, 2000).

Os tenddes sao constituidos de 55-70% de agua, uma parte substancial esta
associada a proteoglicanos propagadas por intermédio de uma MEC, e 60-85% de
seu peso corresponde de colagenos (LIN; CARDENAS; SOSLOWSKY, 2004).
Existem diversos tipos de colagenos no tecido tendineo, dentre ele, o colageno tipo |
se caracteriza por suas fibras resistentes a tracdo (KJAER et al., 2004). Além disso, 0
colageno tipo | tem uma relagdo com o colageno tipo V em regular o didametro da fibrila

durante a maturagdo e envelhecimento. Em contrapartida, o colageno do Tipo |l
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diminui conforme a sintese do colageno tipo |, e compde menos de 10% da quantidade
de colageno existente (AMIEL et al., 1984; NIYIBIZI et al., 2000; AMIEL et al., 1991;
CHANG et al., 2012). Além disso, o colageno tipo | estd organizado em fibrilas
agrupadas paralelamente e constitui organizados em feixes, em contrapartida o tipo

[Il é quase completamente restrito ao endotendao (CHANG et al., 2012).

As células tendineas, conhecidas como tenoblastos e tendcitos, ao nivel
microscépico representam cerca de 90-95% dos elementos do tenddo, e séo
constituidas por fibroblastos e fibrécitos alongados que estdo presentes entre as fibras
de colageno, organizados em um esquema hierarquico complexo para formar o
tendao. Alem disso, essas células sdo responsaveis por produzir os elementos da
MEC (KANNUS et al., 2000; DORAL et al., 2010). Os demais elementos celulares
presentes no tecido tendineo s&o os condrécitos, presentes principalmente na regido
de inser¢gdo muscular, e as células sinoviais provenientes das bainhas tendineas
(DORAL et al., 2010).

As células do tecido conjuntivo s&o capazes de distinguir e transduzir diferentes
estimulos mecanicos, como forgas compressivas, tenseis e cisalhantes. Essas forgas
sao propagadas por meio da mecanotransdug¢ao. Este mecanismo é responsavel pela
sobrevivéncia e crescimento da célula, pois estimulos mecanicos sao transformados
em estimulos quimicos influenciando diretamente na morfologia, bioquimica e
arquitetura do musculo esquelético. Assim, o aumento ou a reducao da atividade fisica
podem influenciar na sintese e diferenciagdo dos componentes da MEC e nas

proteinas do costamero (KJAR et al., 2004).

Em relacéo a sintese de colagenos, alteragdes dos niveis de atividade fisicas
podem comprometer a sintese dos mesmos. Uma vez que o musculo esquelético é
conhecido por responder a exercicios fisicos, como por exemplo o exercicio aerdbio,
que contribui para o aumento da sintese de colageno (TAKALA; VIRTANEN, 2000).
Em contrapartida, situagcdes de desuso, induzidas por procedimento de imobilizacao,
mostraram redugdo da atividade enzimatica na sintese do colageno (AHTIKOSKI, et
al., 2001). Além disso foi observado reducao dos niveis de mRNA, nos musculos séleo
e plantar, e dos colagenos tipos | e Il apds sete dias de imobilizagdo do membro
posterior direito de ratos. Por outro lado, Jarvinen et al. (2002) constataram aumento

no colageno | e lll nos musculos sbéleo e gastrocnémio apdés 3 semanas de
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imobilizagédo. Portanto, possivelmente ocorrem adaptag¢des na area da JMT de acordo
o nivel de atividades fisicas e perante a imobilizag&o articular, remodelando os tecidos
muscular e tendineo, o que sugere novos estudos para esclarecer os efeitos da atrofia
induzida por desuso e da reabilitagao articular por exercicios fisicos.

Investigagbes sobre a adigdo de sarcdmero induzida por alongamento,
evidenciou que esta adaptacdo também é dependente da existéncia de células
satélites. O posicionamento do membro inferior em dorsiflexdao estimulou a
sarcomerogénese no musculo alongado, e 0 musculo em posi¢gdo de encurtamento
apresentou drastica reducdo da area das miofibrilas, e a presengca de nucleos
centralizados nas células musculares, que indicam o reparo e a regenegédo das
miofibrilas. O mesmo n&o ocorreu no grupo em que foram utilizados ratos com
deplecéao destas células (LIEBER et al., 2016).

Em contraste, ndo foram elucidados nesses estudos o comportamento das
células satélites na regido da JMT, bem como suas fungdes no seu remodelamento
perante a imobilizagao e exercicios fisicos. Em contrapartida, a presencga de tenécitos
nessa regiao tem sido amplamente documentada, principalmente em consequéncia
de protocolos de exercicios fisicos que tem a capacidade de remodelamento do tecido
tendineo (CURZI et al., 2016).

2.3 Jungao Miotendinea

A JMT ¢é uma regiao de interface entre os musculos e os tenddes que transmite
a forca contratil gerada pelas proteinas contrateis presentes nas miofibrilas e a forga
elastica armazenada no tecido conjuntivo durante o movimento (CIENA et al., 2012).
Sua principal fungdo é transmitir as forgas geradas nas ag¢des musculares pelas
proteinas contrateis para as proteinas do tecido conjuntivo do tendao, agir na forga
motriz, estabilidade e posicionamento das articulagbes, auxiliar o controle dos
movimentos, armazena e liberar energia elastica (KANNUS et al., 1992; TROTTER et
al., 2002), além de ser caracterizada como a principal regido de predisposi¢ao a lesdes
durante esforgos excessivos e contragdes excéntricas (TIDBALL; SALEM; ZERNICKE
etal., 1993).
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Em nivel morfolégico, a JMT apresenta interdigitagdes, conhecidas também
como profundas invaginagdes sarcoplasmaticas que penetram nas membranas das
células musculares, e também evaginacgdes, paralelamente a diregcado miofibrilar em
musculos fusiformes. Sua presenga aumenta a superficie de contato entre os tecidos
muscular e tendineo, o que colabora para a JMT ser resistente as forcas contrateis do
musculo-esquelético (KOJIMA et al., 2008). Essas interdigitagdes s&o oriundas de
MEC, com uma grande quantidade de pequenas fibrilas de colageno com didmetro
menor que 100nm (WATANABE et al., 2007).

No lado do tecido muscular, os filamentos de miosina dos sarcémeros
terminais, proximos da interface, ligam a membrana celular da fibra muscular, o
sarcolema, que por sua vez é separado do tecido tendineo por uma membrana basal.
Este ultimo tem um papel chave na ancoragem entre tecidos e, como visto por
miscroscopia eletrénica de transmissao, € dividido em duas camadas, a lamina lucida
e a lamina densa (LAW et al.,1993). No tecido tendineo, n&do é observado presenca
de células precursoras do tendao, por outro lado, € presente uma grande quantidade
de fibroblastos (tendcitos) proximo a JMT (CURZI et al., 2016).

O periodo de desenvolvimento da JMT é caracterizado por formagao gradual e
continua em resposta as forcas geradas pelas contracbes musculares nos periodos
embrionarios finais e neonatais iniciais (BENJAMIN; RALPHS, 2000; YAMASHITA et
al., 2007; KOSTROMINOVA et al., 2009; CIENA et al., 2012). O seu desenvolvimento
ocorre por meio das ligagdes entre os musculos esqueléticos e os elementos da MEC
(RODRIGUEZ-GUZMAN et al., 2007; TIDBALL; SALEM; ZERNICKE, 1993).

Em musculos compostos predominantemente por fibras lentas ou rapidas, a
JMT possui caracteristicas morfolégicas diferentes, como apresentadas em peixes.
Particularmente, fibras lentas e rapidas diferem no tipo de membrana junto as dobras
presentes na JMT. Esta estrutura em fibras lentas tem interdigitagées caracterizadas
por sua grande extensdo, enquanto fibras rapidas apresentam maior numero de

interdigitagdes, porém menores nos processos tendineos (SPIERTS et al., 1996).

Em contrapartida, em um estudo com modelo de microgravidade, com redugao
da carga imposta aos musculos, é observado que isto produz diminuigdo consideravel

da interface entre o musculo-tendao de ratos, bem como um aumento do nUmero de
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ribossomos e mitocondrias (TIDBALL et al., 1992; ZAMORA et al., 1995). Correlato
acerca de individuos que apresentam amputacdo de membro inferior, a perda de
massa muscular que evidencia a atrofia esta acompanhada com a perda de contato
entre o musculo e o tendao (DE PALMA et al., 2011).

Foram encontradas alteracées na JMT do musculo esternocleidomastoideo de
ratos Wistar idosos, e caracteristicas de atrofia muscular, além de mudancas na
disposicao e formato das invaginagbes sarcoplasmaticas e consequentemente nas
evaginagdes sarcoplasmaticas com aumento de depdsito de colageno nesta regiao
(CIENA et al., 2012). Estas alteragbes morfologicas sdo semelhantes as encontradas
por meio da analise das caracteristicas ultra-estruturais da JMT do musculo
pterigoideo medial, que evidencia um remodelamento dessa area com o
envelhecimento, em que a membrana sarcoplasmatica e fibras colagenas estéao
apresentadas com suas areas de interface comprometidas, devido a inatividade
muscular que é resultado da atrofia muscular, e presumivelmente podem contribuir
com rigidez e lesdes musculares (CIENA et al., 2010).

Conquanto, o aumento dos niveis de atividade fisicas podem causar alteragoes
nessas estruturas, como relata CURZI et al. (2012) em estudo que analisa as
alteracées na JMT de ratos submetidos a corrida de intensidade moderada em esteira.
O exercicio aerdbio induz ao aumento da quantidade de interdigitagbes, e aumento
da area de contato entre o tenddo e o musculo, portanto uma melhor resisténcia a
tensao. Além disso, alteracbes morfolégicas dos componentes da lamina basal com
exercicio sugerem uma reorganizagao da arquitetura proteica presente na JMT, que
pode assim adaptar-se as forcas de cisalhamento, se necessario aumentando a
quantidade de invaginacbes e evaginagdes, suas distribuicdes e estruturas, que
também é constatado em estudo que seguiu um protocolo de exercicio aerdbio
moderado. Entre o musculo esquelético e tendao esta presente uma lamina basal que
nao é encontrada em ratos sedentarios, ocorrendo uma alteracdo da sintese de
proteinas como talina e vinculina, além de colageno IV na JMT dos musculos
gastrocnémio e soleo (CURZI et al., 2015).

Modificagdes na estrutura dos musculos-esqueléticos e na sintese de proteinas
que estao restritas a JMT foram encontradas em um estudo que sugere que alteragdes
dos niveis de atividade fisica podem gerar grandes e rapidas mudangas na massa
muscular e também em alteragdes morfoldgicas na JMT. Isto ocorre similarmente em

situacdes de diminuigcao de forca da JMT que sao funcionalmente importantes, o que
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indica que fatores que regulam alteragbes da massa muscular também podem regular
a complexidade estrutural da JMT, e mudangas na sintese de proteinas podem
desencadear desenvolvimento de patologias neurolégicas como a distrofia muscular
de Duchenne. Mudangas rapidas na massa muscular que caracterizam a atrofia e
evidenciam alteragdes na JMT ocorrem em diversas condicdes como doencas
cronicas, envelhecimento, imobilizagdo de membros, ou repouso prolongado devido a
lesdes ou trauma (WELSER et al., 2009).

Sao observadas mudangas da JMT de ratos durante suspensao de membro
posterior e induzidos a atrofia muscular comparados com aqueles submetidos ao
exercicio aerobio moderado. A JMT do musculo plantar quando submetida a um
treinamento de endurance durante o protocolo de suspenséao, revela uma morfologia
similar a do grupo controle, demonstra o potencial do exercicio aerdbio na prevengao
dos efeitos da atrofia na JMT (CURZI et al., 2016).

O exercicio aerdbio tem a capacidade de provocar altera¢gdes morfologicas na
JMT, e a sua aplicabilidade em situagdes patoldgicas especificas confirma tanto seu
carater preventivo quanto de reabilitacdo (CURZI et al., 2016). Entretanto, as
consequéncias da diminuicdo da area da JMT induzida pela atrofia pela via do desuso
nao estio claras na literatura, porém € coerente prever que uma maior area de contato
e interacao entre os tecidos permite uma maior transferéncia de forgca contratil, e pode
prevenir o trauma muscular e promover recuperacdo da sua funcionalidade.
Compreender como a plasticidade da JMT esta correlacionada com os diferentes tipos
de fibra muscular, exercicio fisico como o treinamento aerdbio, pode contribuir para o
esclarecimento da localizagdo da lesdo muscular neste nivel, bem como ocorrem
adaptagdes. Nao ha estudos que abordem o tempo necessario para induzir estas

alteragdes, nem os tempos de imobilizagao e seus efeitos deletérios nesta estrutura.

2.4 Imobilizagao Articular

Historicamente, por volta de 2700 a.C., no Egito, talas com tecidos ou mesmo
fatias de papiro eram utilizadas para realizar a imobilizagado de membros fraturados, e
assim facilitar a cicatrizagcao 6ssea. No século Xll, os académicos da Escola Médica
de Salermo (Italia) utilizavam bandagens de pano para imobilizar feridos. No século

XX, durante a Primeira Guerra Mundial, existem relatos sobre a medicina na busca de
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alternativas para se contrapor ao caos gerados pela guerra, principalmente devido a
alta taxa de mortalidade associada a fraturas comunitivas de fémur, resultando em
mortes associadas a sepse. Diante desse cenario, o cirurgido ortopedista Robert
Jones (1857-1933), membro do servico médico britanico, instituiu a utilizacdo de talas
para imobilizacdo imediata de fraturas, com o intuito de reduzir as lesbes e a
hemorragia consequentes ao movimento dos fragmentos 6sseos instaveis. A partir
desses protocolos de imobilizagdo, que foram efetivos para redugdo de mortes em
campos de batalha, bem como na recuperagao apoés fraturas, foram estabelecidos
servicos ortopédicos especializados para o tratamento de lesdées do aparelho
locomotor, bem como houve a necessidade de pesquisas nesta area (ORLANDO et
al., 2016).

A imobilizagdo de algum segmento corporal € muitas vezes indicada como
forma de tratamento conservador de lesdes musculoesqueléticas, quando ndo ha
indicagao cirurgica ou como medida auxiliar pos-cirurgica. A imobilizagao articular é
uma opc¢ao benéfica para os pacientes, pois diminui a dor, previne danos futuros e
mantém a saude de estruturas previamente lesadas. Entretanto, a manutencao da
citoarquitetura do musculo esquelético requer uma minima quantidade de carga
repetitiva. Situacdes de hipocinesia como acamamento ou imobilizacdo, podem
conduzir a musculatura as alteracdes citoarquiteturais importantes, tais como atrofia
induzida pelo desuso, reducéo da extensibilidade, da forga e da resisténcia, resultando
em aumento da fibrose intramuscular (WILLIAMS; GOLDSPINK, 1983; KANNUS et
al., 1998). E possivel observar transtornos circulatérios e edema, em resposta a
reducao da densidade capilar (MCNULTY et al., 1992; KVIST et al., 1995), e também
alteracdes nos ligamentos e aumento da rigidez articular (LOITZ et al., 1989). Modelos
de desuso em trabalhos experimentais também observaram as alteragbes no
musculo-esquelético quando submetido a imobilizagdo gessada (AOKI et al., 2004,
COUTINHO et al., 2002), desnervacgao, e transecgao da medula espinal (ARRUDA et
al., 2006; PATTERSON; STEPHENSON; STEPHENSON, 2006).

Os efeitos da imobilizacdo na JMT apdés 3 semanas, demonstraram que a
interface entre as células musculares e fibrilas colagenas foi reduzida em cerca de
50% em fibras tipo | e tipo Il. Pela técnica de microscopia eletrénica de transmissao
foi identificado reducdo no comprimento das invaginagbes do musculo com
predominancia de fibras tipo | (como por exemplo o séleo). Em contrapartida o

musculo com fibras tipo || predominantes apresentou invaginagdes ainda mais curtas.
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A lamina basal ficou mais espessa durante o periodo de imobilizagdo (KANNUS et al.,
1992).

Alteracbes morfologicas geradas pela atrofia muscular em condicdo de
microgravidade foram observadas em outro estudo pela suspenséo da pata traseira
de ratos, que observou também a regido da JMT. No grupo sedentario longas e
diversas interdigitagbes do tendao penetram no tecido muscular, paralelamente a
orientagdo dos miofilamentos, enquanto que apds a suspensao as invaginagdes e
evaginagdes diminuiram em quantidade e se tornaram curtas. Perto da JMT, foram
observados sarcdmeros desalinhados, mitocondrias e as triades perdem sua
localizagdo natural. Desorganizagdo de miofilamentos, distor¢do ou auséncia de
linhas Z sdo observaveis (CURZI et al., 2013).

Estudos sobre as alteragbes causadas na JMT submetida a modelos
experimentais de atrofia muscular induzida pelo desuso com modelo de imobilizacao
sdo escassas na literatura, o que demonstra a importancia desse estudo para
investigar as consequéncias da imobilizacdo na JMT dos musculos soéleo e tibial
anterior, o que podera contribuir para esclarecer o que ocorre em nivel morfolégico e
funcional nessa regido, analisando os possiveis efeitos de um protocolo de

reabilitacdo por natagao.

2.5 Reabilitagao Fisica - Natacao

Diferentes protocolos de reabilitagdo tém sido estudados na tentativa de
reverter os danos provocados pela imobilizacdo sobre os musculos esqueléticos.
Dentre eles, o ultrassom terapéutico, estimulagao elétrica neuromuscular (CUNHA et
al.,, 2012), alongamento passivo (MENON et al., 2007; ROCHA et al., 2010),
remobilizagao livre (POLIZELLO et al., 2011), e a natagao (DEL CARLO et al., 2007,
GALVAO et al., 2006).

A reabilitacdo de disfuncdes musculo-esqueléticas pelo exercicio aquatico tem
demonstrado ser efetiva, além de prevenir diversas patologias. Os efeitos desta
intervencao sao variados e dependentes de fatores extrinsecos como duracgao, tipo e
intensidade do exercicio de acordo com a especificidade do individuo. Em
consequéncia desses fatores, apresentam-se diversos efeitos fisiolégicos capazes de

promover um reparo tecidual devido ao aumento da circulacdo periférica e
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consequentemente um aumento no suprimento de nutrientes do musculo ativo
(DEGANI, 1998; MEDEIROS et al., 2004).

Na natagao, a resisténcia e carga impostas ao movimento sdo adequadas de
acordo com a viscosidade da agua, juntamente com as propriedades de flutuagao do
animal (SKINNER; THOMPSON, 1988). Além disso, a natacdo é um exercicio fisico
que proporciona a reducdo do estresse sobre as articulacbes devido a pressao
hidrostatica, aumento da forga muscular e redugédo da gordura corporal, e pode ser
utilizado como instrumento terapéutico por seu carater relaxante proporcionado pelo
ambiente aquatico e temperatura adequada da agua, ocasiona desse modo o bem
estar fisico e mental, além de reduzir dores e edemas (CAMPION, 1990; BANZ et al.,
2003; DEGANI, 1998).
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3 JUSTIFICATIVA

A JMT é uma interface entre o musculo e o tendao delimitada pelo sarcolema,
€ a principal area responsavel pela transmissao de forga, e consequentemente com
maior suscetibilidade a lesbes desportivas do aparelho locomotor. A imobilizagao de
um segmento é utilizada clinicamente no tratamento de lesbes musculares, tendineas,
ligamentares, osteo-articulares que acarreta em atrofia das células musculares
seguido por fibrose intramuscular, perda de extensibilidade e contractilidade,
consequentemente diminuicdo na geracao de transmissao da forgca muscular. Estudos
experimentais de atrofia induzida pelo desuso utilizaram-se de modelos de
microgravidade, amputacdo de membros, envelhecimento, e imobilizagdo de
segmentos articulares, que acarretaram em alteragdes morfo-funcionais. No entanto,
nao sao conhecidas as adaptagdes morfoldgicas e funcionais que acometem a JMT
em decorréncia da imobilizagado articular, o que é de extrema importancia mediante as
possiveis alteracdes que podem ocorrer nesta area, pois € a principal area anatdomica
do aparelho locomotor e, além disso, a regido com maior predisposicao a lesoes.
Dentre as modalidades terapéuticas mais indicadas na reabilitacdo e tratamento de
lesdes, o exercicio fisico € muito utilizado, porém nota-se a auséncia deste para
amenizar os efeitos deletérios potencializados e associados a atrofia muscular
induzida pelo desuso. Portanto, os resultados desse projeto tém por finalidade
descrever os efeitos deletérios ocasionados pela imobilizagao articular na JMT, e
contribuir na reabilitacdo apds imobilizagao articular por exercicio mediante a um
protocolo de natacdo, com a hipotese de que este promovera beneficios como o
aumento da area de contato e eficacia para uma melhor funcionalidade musculo

esquelética reestabelecendo os padrdes de origem da JMT.
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4 OBJETIVO GERAL

O presente estudo consistiu em analisar as possiveis alteracbes das
caracteristicas morfologicas na jungado miotendinea do tibial anterior e séleo de ratos

Wistar adultos submetidos a imobilizacdo e remobilizagcéo por protocolo de natagéao.

4.1 Objetivos Especificos

v Descrever os aspectos estruturais da JMT, empregando os métodos de
Microscopia de luz; através das coloragbes de Hematoxilina-Eosina (HE) e
Picro-sirius;

v" Diferenciar os tipos de fibras musculares e realizar analises morfométricas da
area de secgao transversal, através da ATPase miofibrilar;

v’ Caracterizar os aspectos ultraestruturais dos feixes das células musculares e
feixes de miofilamentos;

v Descrever as caracteristicas ultraestruturais da JMT, empregando o método
de microscopia eletrénica de transmissao;

v Mensurar os comprimentos do penultimo e ultimo sarcémeros na area da JMT,
e descrever a disposicdo e organizagdo das invaginagdes e evaginagdes
sarcoplasmaticas;

v' Mensurar os comprimentos e espessuras das invaginacdes e evaginagdes

sarcoplasmaticas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 35 ratos Wistar machos adultos, com idade de 90 dias, alocados
em 5 diferentes Grupos (n=7), sendo que todos os grupos comegaram o seu protocolo
respectivo com 90 dias:

v" Grupo Sedentario: animais ndo submetidos a imobilizagdo e ao treinamento

de natagao — eutanasia com 90 dias;

v" Grupo Treinado: animais submetidos ao treinamento de natagao por 30 dias

— eutanasia com 120 dias;

v" Grupo Imobilizado: animais submetidos a imobilizagdo por 10 dias —

eutanasia com 100 dias;

v" Grupo Imobilizado/Nao Treinado: animais submetidos a imobilizagdo por

10 dias e remobilizagdo nao treinado - sem treinamento apos imobilizagao
por 30 dias — eutanasia com 130 dias;

v" Grupo Imobilizado/Treinado: animais submetidos a imobilizacdo por 10

dias e remobilizacao - treinamento de natagao por 30 dias — eutanasia com
130 dias;

Figura 1 — Organograma dos grupos experimentais
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Todos os animais foram provenientes do Biotério Central da UNESP — Campus
de Botucatu — SP. Os animais permaneceram alojados em gaiolas coletivas no
Biotério do Laboratério de Biodinamica do Departamento de Educacgao Fisica do
Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro. Os animais receberam ragao
balanceada padrao (Purina®) e agua “ad libitum” via bebedouro, alocados 5 animais
por gaiola, com temperatura ambiente controlada 23+2°C, mantidos em foto periodo
claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos adotados neste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animal CEUA do Instituto de Biociéncias
da UNESP — Rio Claro — SP (n°® 3132).

5.2 Imobilizagao Articular - Protocolo

Os animais dos Grupos Imobilizado, Imobilizado/Nao Treinado e
Imobilizado/Treinado foram previamente anestesiados com Ketamina (95 mg/kg) e
Xylazina (12 mg/kg) intraperitoneal, e imobilizados na articulagéo tibio-tarsica em
flexdo plantar maxima, com auxilio de fita adesiva. O modelo de imobilizagdo do
membro posterior direito foi realizado de acordo com o modelo de Coutinho et al.
(2002). Este procedimento é constituido por duas partes: parte superior, similar a uma
camiseta de algodao, que permite o animal movimentar livremente a cabecga e os
membros superiores; e o dispositivo de imobilizagcado, que é colocado no corpo € no
membro inferior direito do animal, dividida em face dorsal e rostral, composta por uma
malha de ago inoxidavel com suas bordas envolvidas com fita adesiva para prevenir
lesdes no corpo do animal. A face rostral do dispositivo de imobilizagao é revestida de
algodao, bem com a dorsal, e foram unidas internamente por meio de esparadrapo.
Para manter a qualidade e a posicdo do dispositivo, uma faixa de esparadrapo foi
fixado em torno do abdome do animal entre a camiseta e a malha de acgo inoxidavel.
Além disso, duas tiras de 0,5 cm foram colocadas na parte superior de ambos os
ombros para atuarem como suspensorios. Anteriormente a aplicacao da técnica de
imobilizagdo nos animais dos grupos que passariam pelo treinamento de natagéo,

estes foram submetidos a um processo de adaptacédo ao meio liquido.
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Figura 2 - Protocolo de imobilizagao do membro posterior direito.

Fonte: Elaborado pelo autor. (A) A parte inferior, de malha de ago inoxidavel revestido com fita adesiva
(13cmX8cm). (B) Parte superior (suspensorio) e dispositivo de imobilizagdo. (C) Suspensério e o
dispositivo de imobilizagéo.
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5.3 Reabilitacao Fisica - Protocolo De Natacao

Foram submetidos ao protocolo de treinamento de natagdo os animais dos
Grupos Treinado e Imobilizado/Treinado. O treinamento ocorreu em tanques
retangulares durante 60 minutos, para que nao houvesse aglomeracéo e disperséo,
separados individualmente por tubos cilindricos (24X50mm) com 60cm de
comprimento, imersos a 40 cm em agua aquecida a 31°C (PESTANA et al., 2012).
Foram utilizados pesos de chumbo para evitar que os animais boiassem.

Previamente ao protocolo de natagdo ocorreu a Adaptacdo dos Grupos que
seriam submetidos ao protocolo. A adaptagdo ocorreu individualmente em tubos
cilindricos com (24X50mm) cm de comprimento, imersos a 40 cm de agua aquecida
a 31°C. Os animais foram colocados neste tanque permanecendo 15 minutos/dia,
sendo aumentado o tempo em 5 minutos por sessao, por 10 dias consecutivos. O
propoésito da adaptacao foi reduzir o estresse do animal sem, entretanto, promover
adaptacdes fisioldgicas decorrentes do exercicio fisico.

Para o treinamento foram realizadas 5 sessdes semanais de 60 minutos,
durante 4 semanas, no total de 20 sessdes de treinamento (CIABATTARI; DAL PAl e
DAL PAI, 2005).
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Centro de treinamento com os tanques utilizados. (B) Execugéo do
protocolo de treinamento. (C) Tubo de PVC utilizado para individualizagéo. (D) llustragéo do protocolo
de treinamento.

5.4 Massa Corporal

A massa corporal dos animais foi mensurada semanalmente em uma balancga
semi—analitica (Marte LC1). Foram selecionados 3 periodos: 1° periodo, inicial; 2°
periodo, pds imobilizagdo, que antecedeu o inicio do protocolo de treinamento; 3°
periodo, final, ao término do protocolo de treinamento. Para a obtengdo das médias e
desvio padrao dos 3 periodos foi utilizado o programa Microsoft Office Excel, e
realizado o tratamento estatistico através da analise de variancia ANOVA two way,
pos teste de Bonferroni com auxilio do software Graph Pad 5.0, o nivel de significancia
adotado foi de p<0,05.
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5.5 Microscopia de Luz

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, eutanasiados
(overdose de anestésico — Ketamina 100mg/Kg, via intraperitoneal). Em seguida
foram dissecadas amostras do ventre muscular e da jungao miotendinea do séleo e
tibial anterior, criofixados em nitrogénio liquido, através da alocagao das amostras
sobre a superficie de cortica estabilizadas com cola biolégica e untadas em talco
neutro (Tragacanth, SIGMA) para prevenir artefatos, e em seguida armazenadas no
Freezer -80°C. Foram realizados cortes longitudinais (JMT) e transversais (ventre
muscular) de 10 um de espessura (Criostato HM 505 E, MICROM), ambos os cortes
corados com a coloracdo de Hematoxilina-Eosina para destaque dos componentes
celulares e Picro-sirius para identificagdo do tecido conjuntivo associado
(JUNQUEIRA; BIGNOLAS e BRENTANI, 1979). A aquisicdo das imagens foi obtida
através do microscoépio de luz (Carl Zeiss Microimaging, Axiokop 40, Goéttingen,

Germany).

5.5.1 ATPase Miofibrilar

As amostras do soleo e tibial anterior (ventres musculares) foram devidamente
posicionadas e realizadas cortes transversais de 10 ym de espessura (Criostato HM
505 E, MICROM), os cortes histolégicos foram entdo incubados durante 30 mina 37°C
em solugcdo contendo 10mg de ATP dissolvidos em 2 gotas de agua destilada
adicionadas em conjunto com 10ml de glicina / tamp&o NaCl, CaCI2 atingindo o pH
9,4 adicionado com DDT. Os cortes foram lavados em agua destilada e incubados por
2 minutos em cloreto de cobalto a 2% o processo de lavagem e incubagao repetido 3
vezes. Em seguida uma nova lavagem das amostras em &agua destilada e o
procedimento de desidratacdo em séries ascendentes de alcoois (70%, 90%, 95% e
100%) e finalizar em passagem no xilol. Para o método de pH 9,4, as sec¢des foram
pré incubadas em solugdo tampao de acetato de sédio 0,1M com EDTA 10 mM
durante 10 minutos a 4°C, as amostras foram posteriormente lavadas com agua
destilada e incubadas durante 2 minutos em 2% cloreto de cobalto processo este
repetido 3 vezes. Mais uma vez as amostras foram lavadas em agua destilada e
desidratadas em séries ascendentes de alcoois (70%, 90%, 95% e 100%), finalizado



40

com xilol antes da montagem das l&minulas com Entellan® (KRAUSE et al., 2017). A
aquisicdo das imagens foi obtida através do microscopio de luz (Carl Zeiss

Microimaging, Axiokop 40, Géttingen, Germany).

5.6 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Para a microscopia eletronica de transmissao foram utilizados 2 animais de cada
grupo experimental. Os animais foram anestesiados com Ketamina (50 mg/kg) e
Xilazina (10 mg/kg) via intraperitoneal, perfundidos com a solugado fixadora de
Karnovsky modificada contendo glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido 2% em
solugédo tampéo fosfato de sédio a 0,1M e pH= 7,3 (WATANABE; YAMADA, 1983;
DURO et. al.,, 2012). As jungdes miotendineas do soleo e tibial anterior foram
dissecadas e fixadas na mesma solug¢ao durante 3 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras foram lavadas com a solugcédo de tampéao fosfato de sddio e pos-
fixadas com a solucédo de tetréxido de ésmio a 1% durante 2 horas a 4°C. Foram
incluidas em resina Spurr® e posteriormente, foram obtidos cortes ultrafinos de 90
nandmetros, coletados em telas de cobre de 200 “mesh” (Sigma®) e contrastados
com a solugéo de acetato de uranila a 4%, por 3 minutos (BOLINA et al., 2013) e com
a solugao aquosa de citrato de chumbo a 0,4% por 3 minutos, lavando em seguida
com agua destilada (CIENA et al., 2012). As telas foram examinadas ao microscépio
eletrénico de transmisséao Jeol, 1010, NAP/MEPA-ESALQ, USP, Piracicaba-SP.

5.7 Analise Morfométrica

Para analise morfométrica foram mensuradas as areas de secgao transversa das
fibras musculares tipo | e tipo Il obtidas pelo método de ATPase. Também serao
analisadas as imagens obtidas pela MET, e serdo mensuradas as invaginagdes e
evaginagdes sarcoplasmaticas, além dos sarcomeros proximais e distais a JMT. Para
obtencdo dos dados sera utilizado o software ImageJ®. Apds definir o tamanho da
barra em pixels com a ferramenta “Straight Line”, sera determinada a escala da
imagem na opgao “Analyze” posteriormente “Set Escale" e entdo sera substituido o

valor na caixa “Know Distance” para o valor na barra, unidade de escala em nm “Unit
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of Length” (SIERRA et al., 2018).

5.8 Analise Estatistica

ApOs obtidas as mensuragdes, foram realizadas as médias e desvio padrdo com
o software ExcelTM e realizado o tratamento estatistico através do software Graph
Pad Prism 5.0. Todos os dados foram paramétricos, desta maneira, para verificar a
diferenga entre os grupos foi realizada a analise de varidancia ANOVA Two-Way com
pos teste de BonFerroni. Foram consideradas diferengas significantes para p < 0,05.
Esta analise também sera utilizada para os dados dos sarcomeros distais e proximais,
além das invaginagdes e evaginagdes. Sera realizado o tamanho do efeito utilizado
para mensurar a magnitude das diferengas, e incluido o valor de d de Cohen para
cada comparagéao obtida. Para resultados entre 0,5 e 0,25 a magnitude é pequena,
entre 0,8 e 0,5 € média, e acima de 0,8 é grande (QUINTANA, 2017).
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6 RESULTADOS

Os resultados parciais dos métodos de microscopia de luz e microscopia
eletrbnica de transmissdo foram descritos nos tdpicos a seguir, bem como as
estatisticas da massa corporal e das medidas das areas das fibras musculares de

todos os grupos experimentais.

6.1 Massa Corporal
Os resultados da mensuragdo da massa corporea dos animais estido
representados respectivamente na Tabela 1.

Tabela 1. Média e desvio Padrao da massa corporal (g) dos Grupos S, T, I, I/NT e I/T em periodos
distintos (p < 0,05) *I/NT £ I/T; #S # |, I/INT, I/T; e (p < 0,001) « T # I/NT.

MASSA CORPORAL
GRUPOS PERIODOS
1° 2° 3°
Sedentario 398.16+35.88 406.00+£31.4
Treinado 325.00+15.97 ! 367.07+20.13
Imobilizado 377.61+£39.25 309+33,98
Imobilizado/ 398.72+29.14 344.27+27.37 442 .55+33.14
N&o Treinado *
Imobilizado/ 402.38+35.03 341.23+32.91 401.53+35.51
Treinado

Fonte: Dados da pesquisa

A tabela 1 apresenta as médias e desvio padrdo da massa corporal dos 5
grupos em 3 periodos especificos; primeiro periodo (pré imobilizagdo), segundo
periodo (pos imobilizacdo e pré treinamento) e terceiro periodo (final — poés
treinamento ou nao treinado). Foi possivel estabelecer diferengas entre as massas
corporais dos grupos em cada periodo. No Grupo S houve nao houve diferenga da

massa corporal no 1° e 2° periodos, o que mostra a sua eficacia como grupo controle
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na relagao de futuros parametros; No Grupo T observa-se uma disparidade entre o 1°
e 3° periodos nas médias de massa corporal, houve um aumento de 12,94%
respectivamente; No Grupo | observa-se uma reducgéo nos valores de massa corporal
entre o 1° e 2° periodos de 18,16% devido a realizagdo do processo de imobilizagéo
articular; No Grupo I/NT observa-se uma reducéo nos valores de massa corporal entre
0 1° e 2° periodos de 13,65% devido a realizacdo do processo de imobilizacdo
articular, e entre o 2° e 3° periodos houve aumento de 22,20%, enquanto que entre o
1° e o0 3° periodos houve um aumento de 10,99%; No Grupo I/T observa-se uma
reducdo nos valores de massa corporal entre o 1° e 2° periodos de 15,19%, enquanto
que entre 0 2° e o 3° houve um aumento de 15,01% da massa corporal. No terceiro
periodo o Grupo I/T apresenta massa corporal 10,21% menor em comparagao com o
grupo I/NT. No primeiro periodo ndo houve diferenga estatistica entre os grupos. No
segundo periodo (pds imobilizagdo e pré treinamento) foi observado diferenca
estatistica, pois houve um decréscimo da massa corporal nos Grupos |, I/NT e I/T em
relacdo ao Grupo S. No terceiro periodo (final — pés treinamento ou livre) houve
diferenga estatistica na massa corporal entre os Grupos T e I/NT, em que o grupo T
apresentou menor valor, e entre os Grupos I/NT e I/T, em que o grupo |/T também

apresentou menor valor.

6.2 Microscopia de Luz

As descricdes morfologicas do ventre muscular e jungdo miotendinea dos

musculos: tibial anterior e s6leo foram descritas nos topicos a seguir.

6.2.1 Musculo - Tibial Anterior

O ventre muscular do musculo tibial anterior das amostras dos 5 Grupos,
Sedentario (S), Treinado (T), Imobilizado (I), Imobilizado/ Nao Treinado (I/NT),
Imobilizado/Treinado (I/T) foi descrito a seguir.

No Grupo S (Fig.4A) foi observado o perimisio delgado envolvendo as fibras
musculares, e tendcitos no endomisio. No Grupo S (Fig.4F) foi observado o perimisio

delgado alaranjado envolvendo as fibras musculares na tonalidade amarelada.
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No Grupo T (Fig.4B) foi notado o perimisio espesso, com a presenga de fusos
extracelulares, envolvendo as fibras musculares. Foi observado no endomisio a
presenca de tendcitos. No Grupo T (Fig.4G) foi observado o perimisio alaranjado, e
este envolvendo as fibras musculares na tonalidade amarelada.

No Grupo | (Fig.4C) foi evidenciado o perimisio espesso, com a presencga de
fusos extracelulares, capilares e macrofagos, e este envolvendo as fibras musculares
que apresentaram sinais de atrofia devido ao tamanho reduzido de suas areas. Foi
observado no endomisio a presenga de tendcitos. No Grupo | (Fig.4H) foi observado
0 perimisio espesso alaranjado, com ampla area de tecido conjuntivo, e este
envolvendo as fibras musculares amareladas.

No Grupo I/NT (Fig.4D) foi observado o perimisio espesso, além da presenca
de macrofagos, e o perimisio envolvendo as fibras musculares. Foi constatado no
endomisio a presencga de tendcitos. No Grupo I/NT (Fig.4l) o perimisio na tonalidade
alaranjada e espesso pelo aumento no tecido conjuntivo, além da presenga de
macrofagos, e o perimisio envolvendo as fibras musculares.

No Grupo I/T (Fig.4E) foi evidenciado o perimisio espesso, com a presenca de
fusos extracelulares e macréfagos, e o perimisio envolvendo as fibras musculares. Foi
observado no endomisio a presencga de tendcitos. No Grupo I/T (Fig.4J) foi notado o

perimisio alaranjado, e o perimisio envolvendo as fibras musculares.
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Figura 4 - Microscopia de Luz do ventre muscular do Tibial Anterior de ratos Wistar. .
Imobilizado/ Imohilizado/

Treinado

Sedentario o Treinado

",

B ¥ | '

- Y ¥ % . £
Fonte: Elaborado pelo autor. Revelam os feixes de fibras musculares (*), com os respectivos nucleos celulares (seta). Figs. A, B, C, D e E (Coloragao: HE).
Notam-se o arranjo dos feixes de fibras colagenas - Perimisio (cabega de seta) e endomisio (seta) Figs. F, G, H, | e J (Coloragao: PS). Diferenciagdo dos
diferentes Tipos de Fibras musculares -Tipo | (I) e Il (Il) Figs. K, L, M, N e O (ATP-ase miofibrilar). No Grupo S (Fig.4A) foi observado o perimisio delgado
envolvendo as fibras musculares, e tendcitos no endomisio. No Grupo T (Fig.4B) foi notado o perimisio espesso, com a presenga de fusos extracelulares,
envolvendo as fibras musculares. No Grupo | (Fig.4C) foi evidenciado o perimisio espesso, com a presenga de fusos extracelulares, capilares e macréfagos, e
este envolvendo as fibras musculares que apresentaram sinais de atrofia devido ao tamanho reduzido de suas areas. No Grupo I/NT (Fig.4D) foi observado o
perimisio espesso, além da presenga de macrofagos, e o perimisio envolvendo as fibras musculares. No Grupo I/NT (Fig.4D) foi observado o perimisio espesso,
além da presencga de macrofagos, e o perimisio envolvendo as fibras musculares. Ampliagcao 400X.




46

Os cortes histoldgicos longitudinais evidenciaram a regido de interface entre as
fibras musculares e os feixes de fibras do tecido tendineo, conhecida como jungao
miotendinea.

No Grupo Sedentario (Fig.5A), no tecido tendineo foi evidenciado a presenga
de tendcitos com formatos oval e fusiforme e ampla area de fibras colagenas na
extremidade do tendao, onde faz a interface com o tecido muscular, regido da JMT.
Nesta regidao foram revelados a presenca de nucleos centralizados de células das
fibras musculares com formato fusiforme. Foram evidenciados na regido distal das
fiboras musculares nucleos celulares perifericamente, bem como dispostos
paralelamente, apresentando também formato fusiforme.

No Grupo Sedentario (Fig.5F), foram notadas fibras colagenas do tecido
tendineo dispostas lateral e desordenadamente em relagdo ao tecido muscular, na
regiao da JMT.

No Grupo Treinado (Fig.5B), no tecido tendineo foram revelados a presenca de
alta densidade de tendcitos com formatos fusiformes distribuidos e organizados.
Foram observados ampla area de tecido colageno na regidao em que o tecido tendineo
faz contato com as fibras do tecido muscular na JMT, além de maior presenca de
nucleos centralizados com formato oval e fusiforme dispostos paralelamente ao eixo
longitudinal da fibra muscular. Foram evidenciados na regido distal das fibras
musculares nucleos celulares presentes em sua periferia e também alguns nas fibras
musculares com formato fusiforme.

No Grupo Treinado (Fig.5G), as fibras colagenas do tecido tendineo
provenientes da matriz extracelular foram apresentadas com projecdes alongadas em
relacao as fibras do tecido muscular na interface destes, conhecida como JMT. Foram
observadas estas projecdes de forma ordenada lateralmente. O tecido muscular foi
observado com as fibras musculares distais mais organizadas, e foram observados
nucleos com formato fusiforme nesta regido, marcados na cor alaranjada.

No Grupo Imobilizado (Fig.5C), foi apontado grande quantidade de fibras
colagenas e tecido conjuntivo, pela maior projecédo do tecido tendineo em relagao as
fibras do tecido muscular. Na interface entre as fibras do tecido tendineo e as fibras
do tecido muscular, na JMT, foram notados numerosos nucleos centralizados com
formato oval. No tecido muscular foram observados nucleos com formato fusiforme
intercalados perifericamente na regiao distal das fibras do tecido muscular, e nucleos

com formato oval presentes nas fibras musculares. No Grupo Imobilizado (Fig.5H),
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foram observados ampla area de tecido conjuntivo no tecido tendineo, que projetou-
se em relagdo ao tecido muscular desordenada e lateralmente. Também foram
notadas nas fibras musculares o depdsito de tecido conjuntivo.

No Grupo Imobilizado/ Nao Treinado (Fig.5D), foram evidenciados no tecido
tendineo ampla area de fibras colagenas e tecido conjuntivo, além da presenga de
nucleos com formato oval, conhecidos como tendcitos. Na area de interface com o
tecido muscular, na regiao da JMT, foram observados nucleos centralizados com
formato oval. Foram evidenciados na regido distal das fibras musculares nucleos
celulares perifericamente, apresentando formato fusiforme.

No Grupo Imobilizado/Nao Treinado (Fig.5l1) foi observado ampla area de tecido
conjuntivo no tecido tendineo, que projetou-se em relagdo ao tecido muscular
desordenado e lateralmente.

No Grupo Imobilizado/ Treinado (Fig.5E), foram observados a presenga no
tecido tendineo de tendcitos com formato fusiforme. Na regido de interface entre o
tecido tendineo e o tecido muscular, regido da JMT foram verificados nucleos
centralizados com formato oval e fusiforme. Foram evidenciados nucleos celulares
intercalados perifericamente na regido distal das fibras musculares, com formato
fusiforme, e também nucleos com formato oval.

No Grupo Imobilizado/ Treinado (Fig.5J) as fibras colagenas do tecido tendineo
foram apresentados com maiores projecdes em relagao as fibras do tecido muscular
na interface destes, na regido da JMT. Foram observadas estas projecoes de forma
ordenada lateralmente. Nesta regido da JMT, observam-se a presenga de numerosos
nucleos com formato fusiforme, na tonalidade alaranjada. Foram observados no tecido
muscular fibras musculares organizadas, e a presenga de nucleos com formato

fusiforme e tonalidade alaranjada nas fibras do tecido muscular.
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Figura 5 - Microscopia de Luz da jungdo miotendinea do musculo Tibial Anterior. L
Imobilizado/ Imobhilizado/

Treinado Néao Treinado Treinado

Sedentario

Imobiliado
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Fonte: Elaborado pelo autor. A regido da jungdo miotendinea (*) apresenta a interface entre o tecido muscular (M) e as fibras do tendao (T). Os nucleos estdo
estdo localizados na regido da JMT(Seta). No Grupo Sedentario (Fig.5A), no tecido tendineo foi evidenciado a presenga de tendécitos com formatos oval e
fusiforme e ampla area de fibras colagenas na extremidade do tenddo. No Grupo Treinado (Fig.5B), no tecido tendineo foram revelados a presenga de alta
densidade de tendcitos com formatos fusiformes distribuidos e organizados. No Grupo Imobilizado (Fig.5C), foi apontado grande quantidade de fibras colagenas
e tecido conjuntivo. No Grupo Imobilizado/ Nao Treinado (Fig.5D), foram evidenciados no tecido tendineo ampla area de fibras colagenas e tecido conjuntivo,
além da presencga de nucleos com formato oval. No Grupo Imobilizado/ Treinado (Fig.5E), foram observados a presenga no tecido tendineo de tendcitos com
formato fusiforme. Na regido de interface entre o tecido tendineo e o tecido muscular, regido da JMT foram verificados nucleos centralizados. Ampliagao 400X.

e Y
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6.2.2 Musculo - Soleo

O ventre muscular das amostras do musculo séleo dos 5 Grupos, Sedentario
(S), Treinado (T), Imobilizado (I), Imobilizado/Treinado (I/T) e Imobilizado/Nao
Treinado (I/NT) foi descrito a seguir.

No Grupo S (Fig.6A) foi observado o perimisio delgado envolvendo as fibras
musculares, e tendcitos no endomisio, além da presenga de macrofagos. No Grupo S
(Fig.6F) foi observado o perimisio delgado alaranjado envolvendo as fibras
musculares na tonalidade amarelada.

No Grupo T (Fig.6B) foi demonstrado o perimisio espesso com a presenca de
fusos extracelulares, envolvendo as fibras musculares. Foi observado no endomisio a
presencga de tendcitos. No Grupo T (Fig.6G) foi observado o perimisio alaranjado, e
este envolvendo as fibras musculares na tonalidade amarelada.

No Grupo | (Fig.6C) foi revelado no perimisio a presenca de tecido conjuntivo,
e de fusos extracelulares, e este envolvendo as fibras musculares que apresentaram
sinais de atrofia devido ao tamanho reduzido de suas areas. Foi observado no
endomisio a presenca de tendcitos. No Grupo | (Fig.6H) foi observado o perimisio
espesso alaranjado, com ampla area de tecido conjuntivo e a presenga de
macrofagos, e este envolvendo as fibras musculares amareladas.

No Grupo I/NT (Fig.6D) foi evidenciado o perimisio espesso, com a presenga
de tecido conjuntivo, e este envolvendo as fibras musculares. Foi observado no
endomisio a presenca de tendcitos. No Grupo I/NT (Fig.6l) foi notado o perimisio na
tonalidade alaranjada e espesso pelo aumento de tecido conjuntivo, além da presencga
de macrdéfagos, e o perimisio envolvendo as fibras musculares.

No Grupo I/T (Fig.6E) foi revelado o perimisio envolvendo as fibras musculares.
Foi observado no endomisio a presenca de tendcitos. No Grupo I/T (Fig.6J) foi

apontado o perimisio alaranjado, e o perimisio envolvendo as fibras musculares.
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Figura 6 - Microscopia de Luz do ventre muscular do Séleo de ratos Wistar.
_ _ N Imobilizado/ Imobilizado/
Sedentario _ Treinad _Imobilizado _Né&o Treinado __Treina
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Fonte: Elaborado pelo autor. Revelam os feixes de fibras musculares (*), com os respectivos nucleos celulares (seta). Figs. A, B, C, D e E (Coloragéo: HE).
Notam-se o arranjo dos feixes de fibras coldgenas - Perimisio (cabeca de seta) e endomisio (seta) Figs. F, G, H, | e J (Coloragdo: PS). Diferenciacdo dos
diferentes Tipos de Fibras musculares -Tipo | (1) e Il (II) Figs. K, L, M, N e O (ATP-ase miofibrilar). Ampliacdo: 400X. No Grupo S (Fig. 6A) foi observado o
perimisio delgado envolvendo as fibras musculares, e tendcitos no endomisio, além da presenca de macréfagos. No Grupo T (Fig. 6B) foi demonstrado o
perimisio espesso com a presenga de fusos extracelulares, envolvendo as fibras musculares. No Grupo | (Fig. 6C) foi revelado no perimisio a presenga do
tecido conjuntivo, e de fusos extracelulares, e este envolvendo as fibras musculares. No Grupo I/NT (Fig. 6D) foi evidenciado o perimisio espesso, com a
presenga de tecido conjuntivo. No Grupo I/T (Fig. 6D) foi evidenciado o perimisio envolvendo as fibras musculares.
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Nas amostras da jungdo miotendinea do musculo séleo através da coloragéo
de Hematoxilina-Eosina (HE) foi evidenciada a regido de interface entre as fibras do
tecido muscular e as fibras do tecido tendineo. As amostras foram coradas pela
coloragao de Picro-Sirius destacando-se os componentes do tecido conjuntivo com
tonalidade vermelho alaranjada, e do tecido muscular.

No Grupo S (Fig. 7A) foram evidenciados os componentes celulares na regido
da JMT, foram notadas as comunicagdes celulares através de projecdes entre feixes
das fibras tendineas e musculares com a presenca de tendcitos com formato fusiforme
ao longo do eixo longitudinal da jun¢do. No Grupo S (Fig.7F), as extremidades das
fibras tendineas demonstraram formato arredondado e paralelo, com projecdes
lateralmente as fibras musculares na tonalidade amarelado.

No Grupo T (Fig.7B) foram observados o aumento da projeg¢ao das fibras
tendineas em relagao as fibras do tecido muscular, que percorreram o endomisio e
projetaram-se lateralmente em relagéo as fibras. Foram evidenciadas ampla area com
tendcitos apresentando formato fusiforme presentes nas fibras do tecido tendineo, e
principalmente na regiao de interface com o tecido muscular, na regidao da JMT. Foram
evidenciados na regiao distal das fibras musculares nucleos celulares perifericamente.
No Grupo T (Fig.7G), foram notadas as fibras do tecido tendineo projetadas
lateralmente as fibras musculares, com um aumento do tamanho dessas projecoes.

No Grupo | (Fig.7C) foram observados ampla area de tecido conjuntivo
presente no tecido tendineo e a presenca de tendécitos com formatos oval e fusiforme,
principalmente na regido de interface com o tecido muscular, na JMT. Perifericamente
as fibras distais do tecido muscular foram notados nucleos com formato fusiforme, e
entre as fibras musculares estdo presentes nucleos com formato oval. No Grupo |
(Fig.7H), foram observadas ampla area de tecido conjuntivo e pequenas projecdes na
interface com as fibras do tecido muscular, na JMT.

No Grupo I/NT (Fig.7D) foram apontados ampla area de tecido conjuntivo nas
fibras tendineas, além de tendcitos. Entre as fibras do tecido muscular, no endomisio,
foi notada ampla area de tecido conjuntivo. No Grupo I/NT (Fig.71), foram observados
maiores projegdes das fibras do tecido tendineo em relagao as fibras musculares, na
interface conhecida como JMT. Foram constatados a presencga de nucleos celulares
na regiao da JMT.

No Grupo I/T (Fig.7E) foi observado o aumento da projecao das fibras

tendineas em relacao as fibras do tecido muscular, que percorreram o endomisio e
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projetaram-se lateralmente em relagdo as fibras. Foram observados tendécitos com
formato fusiforme e oval presentes nas fibras do tecido tendineo, e principalmente na
regido de interface com o tecido muscular, na regido da JMT. Foram observados
lateralmente as fibras musculares nucleos celulares dispostos intercalados. No Grupo
I/T (Fig.7J), foram notadas amplas proje¢des das fibras do tecido tendineo em relagao
as fibras musculares, na regido da JMT. Foram notados a presenca de nucleos

celulares na regidao de JMT.
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Figura 7 - Microscopia de Luz da jungédo miotendinea do musculo Sdleo.

) ] Imobilizado/ Imobilizado/
Sedentario ___Treinado Imobilizado Nao Treinado  _ Treinado

HE

Fonte: Elaborado pelo autor. A regiao da jungdo miotendinea (*) apresenta a interface entre o tecido muscular (M) e as fibras do tendao (T). Os nucleos estao
estao localizados na regido da JMT(Seta). Ampliagdo 400X. No Grupo S (Fig. 7A) foram evidenciados os componentes celulares na regido da JMT, foram notadas
as comunicacgdes celulares através de projegdes entre feixes das fibras tendineas e musculares. No Grupo T (Fig.7B) foram observados o aumento da projecao
das fibras tendineas em relagéo as fibras do tecido muscular. No Grupo | (Fig.7C) foram observados ampla area de tecido conjuntivo presente no tecido tendineo
e a presencga de tendcitos com formatos oval e fusiforme, principalmente na regido de interface com o tecido muscular, na JMT. No Grupo I/NT (Fig.7D) foram
apontados ampla area de tecido conjuntivo nas fibras tendineas, além de tendcitos. Entre as fibras do tecido muscular, no endomisio, foi notada ampla area de
tecido conjuntivo. No Grupo I/T (Fig.7E) foi observado o aumento da projecéo das fibras tendineas em relagéo as fibras do tecido muscular, que percorreram o
endomisio e projetaram-se lateralmente em relacao as fibras.
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6.3 Analise Morfométrica da ATPase

6.3.1 Tibial Anterior

No Grafico 1 observamos que em relagao as areas de seccio transversa das
fibras tipo I, o Grupo | apresentou area 17,37% maior em relacédo ao Grupo I/NT e
28,30% em relacéo ao Grupo I/T. O Grupo I/T apresentou area 17,37% reduzida em
relagdo ao Grupo I/NT. Notamos que em relagao as areas de seccgao transversa das
fibras tipo Il, o Grupo T apresentou area 11,73% maior em relacdo ao Grupo S,
enquanto que o Grupo | apresentou area 25,24% menor em relagdo ao Grupo S. O

Grupo I/NT apresentou area 15,11% menor em relagéo ao Grupo |.

Grafico 1. Média e desvio Padrao da area de secgéao transversa do ventre muscular (um)? das fibras
tipo | e tipo Il dos Grupos S, T, I, I/NT e I/T do Tibial Anterior.
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Fonte: Dados da pesquisa. Sendo considerado estatisticamente significando quando (p < 0,05) (#)
diferencga intergrupo em relagdo a | e I/NT; (p < 0,001) (*) diferenga intergrupo em relagao a | e I/T; (*)
diferencga intergrupo em relagéo a I/NT e I/T; (*) diferenga intergrupo em relagdo a S e T; (*) diferenca
intergrupo em relagdoa S e I

Realizamos o célculo da magnitude do efeito amostral, e observamos o valor
de d de Cohen para cada comparacao. Em relagao as fibras tipo |, a comparagao S
vs. T nao apresentou magnitude do efeito, S vs. | apresentou magnitude do efeito
baixa, | vs. I/INT apresentou magnitude do efeito média, e | vs. I/T apresentou
magnitude do efeito alta. Em relagéo as fibras tipo Il, S vs. T apresentou magnitude
do efeito média, S vs. | apresentou magnitude do efeito alta, | vs. I/NT apresentou
magnitude do efeito pequena, e | vs. I/T apresentou magnitude do efeito média.
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Tabela 2. Magnitude da grandeza. Comparagéo dos Grupos das Fibras Tipo | e Il do Tibial Anterior.

Morfometria Fibras Cohen’s d

Svs. T 0.02

Tipo | Svs. | 0.44
[vs. I/INT 0.60

lvs. I/T 1.80

Svs. T 0.77

Tipo Svs. | 1.02
| vs. I/NT 0.5

lvs. I/T 0.67

6.3.2 Soleo

Em relacdo a area de seccéao transversa das fibras tipo |, o Grupo S apresentou
area 19,42% maior em relacdo ao Grupo |. O Grupo I/NT apresentou area 14,84%
maior em relagao ao Grupo |, enquanto que o Grupo I/T apresentou area 15,47% maior
em relagao ao Grupo I. Notamos que em relagao as fibras tipo Il o Grupo | apresentou
area 26,74% menor em relacdo ao S. O Grupo I/NT apresentou area 14,84% maior

em relagao ao Grupo |, e 10,60% maior em relacao I/T.

Grafico 2. Média e desvio Padrédo da area de secc¢do transversa do ventre muscular (um) das fibras
tipo I e tipo Il dos Grupos S, T, I, I/NT e I/T do Séleo.
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Fonte: Dados da pesquisa. Sendo considerado estatisticamente significando quando (p < 0,05). (#)

diferencga intergrupo em relagcéo a I/NT e I/T; (p<0,001); (*) diferenga intergrupo em relacéo a | e I/T;

(*) diferenca intergrupo em relagéo a | e I/NT; (*) diferencga intergrupo em relacédo a S e I.
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Realizamos o calculo da magnitude do efeito amostral, e observamos o valor
de d de Cohen para cada comparacdo. Em relacédo as fibras tipo I, S vs. T nao
apresentou magnitude do efeito, S vs. | apresentou magnitude do efeito alta, | vs. I/INT
apresentou magnitude do efeito alta, e | vs. I/T apresentou magnitude do efeito média.
Em relagao as fibras tipo Il, S vs. T apresentou magnitude do efeito pequena, S vs. |
apresentou magnitude do efeito média, | vs. I/NT apresentou magnitude do efeito

média, e | vs. I/T apresentou magnitude do efeito pequena.

Tabela 3. Magnitude da grandeza. Comparagéo dos Grupos das Fibras Tipo | e Il do Séleo.

Morfometria Fibras Cohen’s d
Svs. T 0.15
Tipo | Svs. | 2.1
[ vs. I/NT 1.00
lvs. I/T 0.73
Svs. T 0.46
Tipo Svs. | 0.72
[ vs. I/NT 0.59
[vs. T 0.20

6.4 Ultraestrutura

6.4.1 Tibial Anterior - JMT

No grupo S (Fig.8A) foram observados os aspectos ultraestruturais da regiao
da JMT, interface entre os miofilamentos compondo o tecido muscular e as fibrilas de
colageno constituindo o tecido tendineo. Foram evidenciados os sarcOmeros em
séries. Na extremidade da fibra muscular, regido da matriz extracelular, foi observado
depdsito de fibrilas de colagenos, projegdes oriundas da membrana plasmatica,
denominadas de invaginagbes sarcoplasmaticas, ou também conhecidas como
interdigitagbes, que apresentam intercomunicagcbes dispostas nesta regido de
interface paralelamente entre os feixes de miofilamentos em proximidade as linhas Z

dos sarcomeros distais. As interdigitacbes delimitam as evaginacdes
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sarcoplasmaticas, conhecidas também como “finger-like process” que apresentam
formatos irregulares.

No grupo T (Fig.8B) foram notadas invaginacdes sarcoplasmaticas espessas e
amplas dispostas em contato com as evaginagées. Na MEC foram notados
grupamentos mitocondriais, fibroblastos e o reticulo endoplasmatico rugoso. No tecido
muscular os sarcomeros em séries estao dispostos organizadamente.

No grupo | (Fig.8C) foram observados na regidao da JMT aspectos
caracteristicos de atrofia do tecido muscular devido a ampla desorganizagao tecidual
das células musculares, com diminui¢ao drastica dos feixes de miofilamentos e ampla
desorganizagao dos sarcOmeros em series residuais. Na regido da matriz extracelular
foram observados nucleos de tendécitos e maior depdsito de fibrilas de colageno, bem
como ampla redugdo nos comprimentos das invaginagdes sarcoplasmaticas com
reducdo da area de contato.

No grupo I/NT (Fig.8D) foram observados discreto remodelamento e
reorganizacdo na area da JMT, pela presenca de delgadas fibras colagenas. Na
regido distal da célula muscular, foram observados a presenca de sarcOmeros em
séries realinhados em relagcdo ao eixo longitudinal da JMT. As invaginagbes
sarcoplasmaticas revelaram-se curtas e ramificadas.

No grupo I/T (Fig.8E) foram observados extenso remodelamento e
reorganizacao na area da JMT, pela presenca de longas fibras colagenas. Na regiao
distal da célula muscular, foram observados a presenca de sarcoOmeros em séries
realinhados em relacdo ao eixo longitudinal da JMT. As invaginagbes
sarcoplasmaticas revelaram-se espessas e maiores comprimentos, apresentando
intercomunicacgodes, e as evaginacdes delimitados pelo sarcolema, e reestruturagao e

alinhamento das linhas Z dos sarcomeros adjacentes a JMT.

6.4.2 Séleo - JIMT

No grupo S (Fig.8F) foram observadas os aspectos ultraestruturais da regido
da JMT, interface entre os miofilamentos que compde o tecido muscular e as fibrilas
de colageno que compde o tecido tendineo. O tecido muscular apresentou-se com
sarcOmeros distais com maior comprimento, e nesta interface, observou-se a

extremidade distal da célula muscular com formato conico, com os sarcOmeros em
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série dispostos organizadamente. Adjacente a esta extremidade, na regido da matriz
extracelular, foi observado maior depdsito de fibrilas de colagenos que compde dobras
na membrana plasmatica, denominadas invaginagdes sarcoplasmaticas, ou também
conhecidas como interdigitacbes, que se originam do tecido tendineo, apresentam
algumas intercomunicagdes e estao dispostas nesta regido de interface paralelamente
entre os feixes de miofilamentos em proximidade as linhas Z dos sarcomeros distais.
As interdigitacbes provenientes da matriz extracelular delimitam as evaginagdes
sarcoplasmaticas, que apresentam formatos irregulares.

No Grupo Treinado (Fig.8G) foram observados na area da JMT feixes de
miofibrilas com sarc6meros organizados paralelamente. Foram apresentadas amplas
invaginagdes sarcoplasmaticas dispostas em contato com as evaginagoes.

No grupo | (Fig.8H) foram observados na regidao da JMT aspectos
caracteristicos de atrofia do tecido muscular, com diminuicido dos feixes de
miofilamentos nesta regido. Na matriz extracelular foram observados entre os nucleos
de tendcito (fibroblastos) um capilar sanguineo adjacentes ao depdsito de fibrilas de
colageno, bem como redugdo drastica nos comprimentos das invaginagdes
sarcoplasmaticas e em alguns pontos auséncia.

No grupo I/NT (Fig.8l) foram observados remodelamento e reorganizagdo na
area da JMT, pela presencga de delgada fibras colagenas e volumosos nucleos dos
tendcitos. Na regiao distal da célula muscular, foram observados formato conico e a
presenca de sarcOmeros em seéries realinhados em relagdo ao eixo longitudinal da
JMT. As invaginagdes sarcoplasmaticas foram observadas maiores, e as evaginagdes
delimitaram o sarcolema.

No grupo I/T (Fig.8J) foram observados remodelamento e reorganizagdao na
area da JMT, pela presenca de delgada fibras colagenas. Na regido distal da célula
muscular, foram observados a presenca de sarcOmeros em séries realinhados em
relacdo ao eixo longitudinal da JMT. Grupamento de mitocondrias subsarcolemais,
com formatos ovais e alongados foram evidenciados perifericamente a célula
muscular. As invaginagdes sarcoplasmaticas foram observadas com comprimento

maiores e drasticamente mais espessas, e as evaginagdes delimitaram o sarcolema.
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Figura 8. Microscopia Eletronica de Transmissao da JMT do Tibial Anterior e Séleo. . .
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Fonte: Elaborado elo atr. Grupo S (A, F); upo T (B, G); Gr

upo | (C, H); Grupo I/NT (D,); rupo T (E, J). Observam-se diposigéo da organizagao dos
sarcoOmeros em séries (*); feixes de fibras colagenas (c); invaginagdes sarcoplasmaticas (setas); evaginacdes sarcoplasmaticas (cabecga de seta); nucleo do

tendcito (N); reticulo endoplasmatico (R); grupamento mitocondrial (M). Ampliagdes:(A, B, C, D, E,F,G,H,l,J) 5000X.
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6.5 Analise Morfométrica dos Sarcomeros

6.5.1 Tibial Anterior

Serdo apresentados os resultados dos comprimentos dos sarcOmeros

proximais e distais do tibial anterior.

6.5.1.1 SarcOmeros Proximais e Distais

Em relacdo ao comprimento dos sarcémeros proximais, o Grupo S apresentou
comprimento 0,63% maior em relagéo ao Grupo T. O Grupo S demonstrou em relagao
ao Grupo | comprimento 9,01% maior.

Dos resultados estatisticamente significantes, o Grupo I/NT apresentou maior
comprimento, 32,9% em relagcdo ao Grupo | e I/T. Também evidenciamos que em
relacdo ao comprimento dos sarcdémeros distais, o Grupo T apresentou comprimento
51,63% menor respectivamente ao Grupo S, enquanto que o Grupo | apresentou
comprimento 48,36% menor em contraste ao Grupo S. O Grupo I/NT apresentou
comprimento 51,19% maior em relacdo ao Grupo |, e 54,36% maior em relagdo ao
Grupo I/T. O Grupo I/T apresentou comprimento 39,40% maior em relagao ao Grupo

I, em que apresentamos no Grafico 3.
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Grafico 3. Média e desvio padrao do comprimento (um) dos sarcomeros proximais e distais dos Grupos
S, T, I, I/NT e I/T do Tibial Anterior.
*

1
% *
4- 1 « I 1 # _
—_ |i| p— M1 W Sedentaro
o :ELa T Treinado
T Z B Imobilizado
E 2 Imobilizado/Mao Treinado
E_ E 2- ] Bl Imobilizado/Treinado
E ©
c u
O&
W
u_
Proximal Distal

Fonte: dados da pesquisa. (p<0,05) (#) diferencga intergrupo em relagédo a I/NT e I/T; (p<0,0001) (*)
diferencga intergrupo em relacédo a | e I/NT; (*) diferenga intergrupo em relagéo a I/NT e I/T; (*) diferenca
intergrupo em relagao a S e T; (*) diferenga intergrupo em relagédo a S e [; (*) diferenga intergrupo em
relacdgoal e l/T.

Realizamos o calculo da magnitude do efeito amostral, e observamos o valor
de d de Cohen para cada comparagao. Em relagao ao sarcébmeros proximais, Svs. T
nao apresentou magnitude do efeito, S vs. | apresentou magnitude do efeito alta, | vs.
I/NT apresentou magnitude do efeito alta, e | vs. I/T apresentou magnitude do efeito
baixa. Em relagao ao sarcémeros distais, S vs. T apresentou magnitude do efeito alta,
S vs. | apresentou magnitude do efeito alta, | vs. I/NT apresentou magnitude do efeito

alta, e | vs. I/T apresentou magnitude do efeito alta.

Tabela 4. Magnitude da grandeza. Comparagao dos Grupos Sarcdmeros Proximais e Distais do Tibial

Anterior.

Sarcémeros Cohen’s d

Svs. T 0.02

Proximais Svs. | 1.07

lvs. I/NT 3.77

[vs. T 0.03

Svs. T 1.67

Distais Svs. | 2.00

[vs. I/NT 1.63

[vs. T 1.65
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6.5.2 Soleo

Serao apresentados os resultados das analises morfométricas do comprimento

dos sarcémeros proximais e distais do Sdleo.

6.5.2.1 SarcOmeros Proximais e Distais

O Grupo T apresentou comprimento 37,74% menor em relagdo ao Grupo S,
enquanto que o Grupo | apresentou comprimento 20,35% menor respectivamente ao
Grupo S. Além disto, o Grupo I/NT apresentou comprimento 31,68% maior
respectivamente ao Grupo |, enquanto que o Grupo I/T apresentou comprimento
44.8% maior em relacao ao Grupo I. O Grupo |/T apresentou comprimento 19,2%
maior em relagdo ao Grupo I/NT. Também evidenciamos que em relagdo aos
sarcbmeros distais o Grupo T apresentou comprimento 34,51% menor em relagéo ao
Grupo S, e o Grupo | apresentou reducéao de 20,35% em relacéo ao Grupo S. O Grupo
I/T apresentou comprimento 5,26% maior em relacdo ao Grupo |, e 22,13% maior

respectivamente ao Grupo I/NT, como apresentamos no Grafico 4.

Grafico 4. Média e desvio padrao do comprimento (um) dos sarcémeros proximais e distais dos Grupos
S, T, I, I/NT e I/T do Sdleo.
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Fonte: dados da pesquisa. Sendo considerado estatisticamente significante quando (#) (p<0,05)
diferenga intergrupo em relagdo a S e I; (#) diferenga intergrupo em relagéo a T e I; (p<0,0001) (*)
diferenca intergrupo em relacdo a S e T; (*) diferenga intergrupo em relacdo a S e [; (*) diferenca
intergrupo em relacéo a | e I/NT; (*) diferenga intergrupo em relacéo a | e I/T; (*) diferenga intergrupo
em relagao a I/NT e I/T.
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Realizamos o calculo da magnitude do efeito amostral, e observamos o valor
de d de Cohen para cada comparacédo. Em relacdo aos sarcémeros proximais, S vs.
T apresentou magnitude do efeito alta, S vs. | apresentou magnitude do efeito alta, |
vs. I/NT apresentou magnitude do efeito alta, e | vs. I/T apresentou magnitude do efeito
alta. Em relagéo aos sarcoOmeros distais, S vs. T apresentou magnitude do efeito alta,
S vs. | apresentou magnitude do efeito alta, | vs. I/NT ndo apresentou magnitude do

efeito, e | vs. I/T apresentou magnitude do efeito alta.

Tabela 5. Magnitude da grandeza. Comparagao dos Grupos Sarcémeros Proximais e Distais do Soéleo.

Sarcémeros Cohen’s d

Proximais Svs. T 11.49
Svs. | 1.64

[ vs. I/NT 0.91

[vs. I/T 1.59

Distais Svs. T 4.91
Svs. | 0.84

[ vs. I/NT 0.24

lvs. I/T 1.07

6.6 Analise Morfométrica das Invaginagoes e Evaginagoes Sarcoplasmaticas

6.6.1 Tibial Anterior

Sera apresentada a analise morfométrica das invaginagcdes e evaginagoes

sarcoplasmaticas do Tibial Anterior.

6.6.1.1 Comprimento de Invagina¢des e Evaginagdes

Das analises das invaginagdes, em que os resultados foram estatisticamente
significantes, o Grupo T apresentou reducao de 73,95% em relagdo ao Grupo S, e 0
Grupo | apresentou reducao de 47,91% em relacdo ao Grupo S. O Grupo I/NT
apresentou comprimento 32,01% menor em relagcéo ao Grupo |. Quanto ao Grupo I/T,
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este apresentou comprimento 41,52% maior em contraste ao Grupo | e 60,23% maior
respectivamente ao Grupo I/NT. Evidenciamos que em relagdo ao comprimento das
evaginag¢des o Grupo T apresentou comprimento 69,27% menor respectivamente ao
Grupo S. O Grupo | apresentou comprimento 31,8% maior respectivamente ao Grupo
I/NT. Enquanto que o Grupo I/T apresentou comprimento 16,38% menor em relagéo

ao Grupo |, como apresentamos no Grafico 5.

Grafico 5. Média e desvio padrdo do comprimento (um) das invaginagdes e evaginagdes

sarcoplasmaticas dos Grupos S, T, I, I/NT e I/T do Tibial Anterior.
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Fonte: dados da pesquisa. (p<0,05) (#) diferenca intergrupo em relacdo a | e I/NT; (#) diferenca
intergrupo em relagéo a | e I/T; (p<0,001) (*) diferenga intergrupo em relagéo a S e T; (*) diferenca
intergrupo em relacéo a S e I; (*) diferenca intergrupo em relacéo a | e I/T; (*) diferenca intergrupo em
relacdo a I/NT e I/T; (*) diferenca intergrupo em relacédo a T e I.

Realizamos o calculo da magnitude do efeito amostral, e observamos o valor
de d de Cohen para cada comparagao. Em relagdo ao comprimento das invaginagdes,
S vs. T apresentou magnitude do efeito alta, S vs. | apresentou magnitude do efeito
alta, | vs. I/NT apresentou magnitude do efeito média, e | vs. I/T apresentou magnitude
do efeito alta. Em relagcdo ao comprimento das evaginagdes, S vs. T apresentou
magnitude do efeito alta, S vs. | apresentou magnitude do efeito pequena, | vs. I/NT
apresentou magnitude do efeito média, e | vs. I/T apresentou magnitude do efeito

média.



65

Tabela 6. Magnitude da grandeza. Comparagdo dos Grupos dos Comprimentos de Invaginagbes e

Evaginagdes do Tibial Anterior.

Comprimento Cohen’s d

Svs. T 3.30

Invaginagoes Svs. | 1.40
| vs. I/NT 0.73

lvs. I/T 1.30

Svs. T 6.43

Evaginagoes Svs. | 0.27
I vs. I/NT 0.57

lvs. I/T 0.80

6.6.1.2 Espessura de Invaginagdes e Evaginagdes

O Grupo S apresentou espessura de invaginagdes 23,60% em relagédo ao

Grupo T, enquanto que o Grupo | apresentou espessura 5,86% maior respectivamente

ao Grupo S. O Grupo | apresentou espessura 9,33% maior em relacéo ao Grupo I/NT.

O Grupo I/T apresentou espessura 56% maior respectivamente ao Grupo |.

O Grupo T apresentou espessura de evaginagdes 78,78% menor em relagéao

ao Grupo S, enquanto que o Grupo | apresentou espessura 28,28% menor

respectivamente ao Grupo S. O Grupo I/NT apresentou espessura 25,25% menor em

contraste ao Grupo |, enquanto que o Grupo I/T apresentou espessura 45,07% menor

respectivamente ao Grupo |. O Grupo I/NT apresentou espessura 26,41% maior

respectivamente ao Grupo I/T.
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Grafico 6. Média e desvio padrdo da espessura (um) das invaginagdes e evaginagdes

sarcoplasmaticas dos Grupos S, T, I, I/NT e I/T do Tibial Anterior.
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Fonte: dados da pesquisa. Sendo considerado estatisticamente significante quando (p<0,05) (#)
diferenga intergrupo em relagao a I/NT e I/T; (p<0,001) (*) diferencga intergrupo em relagdoa S e T; (*)
diferenga intergrupo em relagéo a S e I; (*) diferenga intergrupo em relagéo a | e I/NT; (*) diferenca

intergrupo em relagédo al e I/T.

Realizamos o calculo da magnitude do efeito amostral, e observamos o valor

de d de Cohen para cada comparagao. Em relacéo a espessura das invaginagdes, S

vs. T apresentou magnitude do efeito grande, S vs. | apresentou magnitude do efeito

pequena, | vs. I/NT apresentou magnitude do efeito média, e | vs. I/T apresentou

magnitude do efeito alta.

Tabela 7. Magnitude da grandeza. Comparacdo dos Grupos da Espessura de Invaginacbes e

Evaginagbes do Tibial Anterior.

Espessura Cohen’s d

Invaginagoes Svs. T 3.37
Svs. | 0.33

[ vs. I/NT 0.14

[vs. T 0.18

Evaginagoes Svs. T 6.43
Svs. | 3.93

[vs. I/NT 0.67

[vs. I/T 1.32
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6.6.2 Soleo

Serao apresentados os resultados da analise morfométrica das invaginagdes e

evaginacdes sarcoplasmaticas do Soleo.

6.6.2.1 Comprimento de Invaginag¢des e Evaginagdes

Em relagdo ao comprimento das invaginagdes, o Grupo | apresentou
comprimento reduzido de 45,02% em relagdo ao Grupo S. O Grupo T apresentou
comprimento 48,01% maior em relacdo ao Grupo |, enquanto que o Grupo I/NT
apresentou comprimento 33,54% maior em relacdo a esse mesmo Grupo. O Grupo
I/T apresentou comprimento 75,01% maior em relagéo ao |, e 22,92% em relagéo ao
Grupo I/NT. Evidenciamos que em relagdo ao comprimento das evaginagoes, o Grupo
| apresentou comprimento 79,62% menor em relagdo ao Grupo S, e 80,23% em
relagado ao Grupo T. O Grupo I/NT apresentou comprimento 83,16% maior em relacéo
ao Grupo |, enquanto que o Grupo I/T apresentou comprimento 79,75% maior em

relacdo a esse mesmo Grupo.

Grafico 7. Média e desvio padrdo do comprimento (um) das invagina¢cdes e evaginagdes

sarcoplasmaticas dos Grupos S, T, I, I/NT e I/T do Séleo.
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Fonte: dados da pesquisa. Sendo considerado estatisticamente significante quando (p<0,05) (#)
diferenga intergrupo em relagao a I/NT e I/T; (p<0,001) (*) diferenca intergrupo em relagédo a S e I; (*)
diferenga intergrupo em relagéo a T e |; (*) diferenga intergrupo em relagcéo a | e I/NT; (*) diferenga
intergrupo em relagédo a l e I/T.

Realizamos o calculo da magnitude do efeito amostral, e observamos o valor

de d de Cohen para cada comparagao. Em relagdo ao comprimento das invaginagdes,
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S vs. T n&o apresentou magnitude do efeito, S vs. | apresentou magnitude do efeito
alta, | vs. I/NT apresentou magnitude do efeito alta, e | vs. I/T apresentou magnitude
do efeito alta. Em relagdo ao comprimento das evaginagdes, S vs. T n&o apresentou
magnitude do efeito, S vs. | apresentou magnitude do efeito alta, | vs. I/NT apresentou

magnitude do efeito alta, e | vs. I/T apresentou magnitude do efeito alta.

Tabela 8. Magnitude da grandeza. Comparagdo dos Grupos de Comprimento de Invaginagbes e

Evaginagbes do Séleo.

Comprimento Cohen’s d

Invaginagoes Svs. T 0.17
Svs. | 1.75

[ vs. I/INT 1.54

[vs. I/T 1.54

Evaginagcoes Svs. T 0.13
Svs. | 5.03

[ vs. I/NT 3.91

[vs. T 3.16

6.6.2.2 Espessura de Invaginagdes e Evaginagdes

Em relagdo a espessura das invaginagdes, o Grupo T apresentou espessura
27,27% menor respectivamente ao Grupo S, enquanto que o Grupo | apresentou
espessura 29,54% menor em relagdo ao Grupo S. O Grupo I/NT apresentou
espessura 22,58% menor respectivamente ao Grupo |, e o Grupo I/T apresentou
espessura 1,88% menor em relacdo ao Grupo |.

Em relacdo a espessura das evaginagoes, o Grupo | apresentou espessura
65,62% menor em relagdo ao Grupo T, enquanto que o Grupo T apresentou espessura
51,04% menor em relacédo a esse mesmo Grupo. O Grupo I/NT apresentou espessura
66,42% maior em relacédo ao Grupo |, enquanto que o Grupo |/T apresentou espessura
36,53% maior em relacédo a esse mesmo Grupo. O Grupo I/NT apresentou espessura
76,42% maior em relagao ao Grupo I/T, como apresentado no Grafico 8.
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Grafico 8. Média e desvio padrdo da espessura (um) das invaginagdes e evaginagdes

sarcoplasmaticas dos Grupos S, T, I, I/NT e I/T do Séleo.
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Fonte: dados da pesquisa. Sendo considerado estatisticamente significante quando (p<0,05) (#)
diferencga intergrupo em relagdo a | e I/NT; (*) diferenga intergrupo em relagéo a S e T; (*) diferenca
intergrupo em relagao a S e |; (*) diferenga intergrupo em relagdo a | e I/NT; (*) diferenga intergrupo em
relacdo a | e I/T; (*) diferenga intergrupo em relagao a I/NT e I/T.

Realizamos o célculo da magnitude do efeito amostral, e observamos o valor
de d de Cohen para cada comparagao. Em relacéo a espessura das invaginagdes, S
vs. T apresentou magnitude do efeito média, S vs. | apresentou magnitude do efeito
grande, | vs. I/NT apresentou magnitude do efeito grande, e | vs. I/T ndo apresentou
magnitude do efeito. Em relagdo a espessura das evaginagdes, S vs. T apresentou
magnitude do efeito grande, S vs. | apresentou magnitude do efeito grande, | vs. I/NT

apresentou magnitude do efeito grande, e | vs. I/T ndo apresentou magnitude do efeito.

Tabela 9. Magnitude da grandeza. Comparacdo dos Grupos da Espessura de Invaginacbes e

Evaginacgbes do Séleo.

Espessura Cohen’s d

Invaginagoes Svs. T 0.72
Svs. | 0.81

[vs. I/NT 0.90

[vs. T 0.05

Evaginacoes Svs. T 1.70
Svs. | 2.66

[vs. I/NT 0.90

[vs. I/T 0.05
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7 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho evidenciaram como principais achados que
ocasionaram beneficios para as estruturas analisadas: 1) as alteragcbes da massa
corporal dos ratos; 2) alteragbes na area de secgao transversa das fibras tipo | e tipo
Il do tibial anterior e séleo; 3) as adaptagdes morfoldgicas estruturais, e ultraestruturais
do ventre muscular e da JMT do tibial anterior e séleo de ratos Wistar submetidos a
imobilizacdo do membro posterior direito e ao protocolo de reabilitagdo articular
perante o treinamento de natacéao; 4) as alteracbes no comprimento dos sarcémeros
proximais e distais do tibial anterior e séleo; 5) as alteragcbes no comprimento e

espessura das invaginagdes e evaginagdes dos musculos analisados.

No presente estudo, nossos resultados revelaram que a imobilizagao articular
resulta em redugdo da massa corporal dos ratos como consequéncia do processo de
atrofia do musculo esquelético. Além disso, apds o protocolo de imobilizac&o articular,
foi evidenciado que ocorreu o reestabelecimento da massa corporal dos ratos tanto
quando estes foram submetidos a um protocolo de treinamento de natacdo quanto
quando nao o realizaram. Em estudo de Kunz et al., (2014) foi observado que um
protocolo de imobilizacdo do membro posterior de ratos por 15 dias resulta em
reducdo da massa muscular, em comparagao com dois grupos de estudo: um grupo
submetido a reabilitagao articular livre na gaiola, sem realizagao de exercicios, e grupo

submetido a remobilizagao articular pela natacéo e salto em meio aquatico.

Nos resultados encontrados no presente estudo, embora os grupos tenham
reestabelecido os valores da massa corporal no terceiro periodo, o grupo I/NT
apresentou maior valor em relagao ao I/T. Uma provavel explicacdo para isso € pelo

aumento do tecido adiposo.

Em modelos experimentais, ha evidéncia da ocorréncia da plasticidade tecidual
de acordo com o estimulo recebido, o que ocasiona alteragdes nas caracteristicas do
ventre muscular (SHAH et al., 2001). Isto corrobora com os resultados que
encontramos, haja visto que estas adaptagbes foram também observadas nos
musculos séleo e tibial anterior dos animais submetidos a imobilizacéo e reabilitacao

articular em meio aquatico.
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Dentro desse contexto, segundo os dados obtidos em nosso estudo,
evidenciamos que a atrofia induzida pela imobilizagdo prolongada ocasionou drasticas
alteragdes no ventre do musculo Tibial Anterior e Sdéleo pela presenca de fusos
extracelulares, macrofagos e tecido conjuntivo intramuscular. No estudo de Jozsa et
al., (1990) utilizaram modelo de imobilizagdo gessada do membro posterior esquerdo,
foi demonstrado que ocorre aumento do tecido conjuntivo, mais acentuada apés 2 e 3
semanas, principalmente no endomisio e perimisio. Foram utilizados os métodos de
microscopia de luz (coloragdo Hematoxilina-Eosina) e microscopia eletrénica de
transmissao, assim como neste estudo. Os autores concluiram que isto produz uma
barreira mecanica ao influxo sanguineo para o musculo, o que contribuiu para a atrofia

muscular.

Seguindo essa linha, a imobilizagao articular ocasionou drasticas alteragdes no
ventre muscular dos musculos analisados, e a reabilitacdo articular por meio do
protocolo de natagdo demonstrou ser efetiva, pois foi capaz de reestabelecer as
caracteristicas do grupo Sedentario. A presenga de nucleos centralizados na regiao
da JMT principalmente nos grupos | e I/T, indicaram aumento da atividade celular
devido aos protocolos de imobilizagao e treinamento de natacdo. Em estudo de Lima
et al., (2007) apos 7 dias de imobilizacdo do Séleo em posigdo de encurtamento, foi
observado que os fibroblastos, que estao sujeitos a tensao ativa e passiva muscular,
tém o seu metabolismo alterado com a diminuicdo de tensdo provocada pela
imobilizagdo, o que acarreta no aumento da area de tecido conjuntivo intramuscular,
o que foi analisado por meio dos métodos de Microscopia de Luz e analise
morfométrica da area de seccao das fibras musculares. Com isso, os autores sugerem
a necessidade da reabilitagdo em musculos submetidos a imobilizagdo, mesmo a
curto prazo, com a finalidade do retorno precoce das caracteristicas musculares
normais. Também foi encontrado diminuicdo na massa muscular, numero e
comprimento de sarcOmeros em série. Foram observados nucleos centralizados na
regidao na JMT, o que demonstra carater regenerativo dessa regido. Este processo
ativa as células satélites, que proliferam-se e expressam marcadores da linhagem
miogénica (YABLONKA-REUVENI, 1994).

Nesse sentido, evidenciamos em nosso estudo que a reabilitagao articular sem
a utilizacdo de qualquer tipo de treinamento apresentou discreta restauragcdo das

caracteristicas estruturais do ventre muscular apos o protocolo de imobilizagdo. No
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Grupo I/NT do tibial anterior, foi observado o perimisio espesso, além da presenca de
macrofagos, e o perimisio envolvendo as fibras musculares. Foi constatado no
endomisio a presencga de tendcitos, e aumento no tecido conjuntivo. No Grupo I/NT
do soleo foi evidenciado o perimisio espesso, com a presencga de tecido conjuntivo, e
este envolvendo as fibras musculares. Em estudo de Kuns et al.,, (2014) foram
analisados os efeitos da imobilizagdo pelo periodo de 14 dias utilizando modelo
confeccionado por atadura gessada, e remobilizagdo sobre parametros morfolégicos
dos musculos so6leo e tibial anterior de ratos Wistar. Os musculos séleo e tibial anterior,
controles do experimento, foram analisados pelo método de microscopia de luz, e
apresentaram ceélulas em formato poligonal, nucleos periféricos e padrao fascicular
normal. Nos animais submetidos ao periodo de imobilizagdo, foi verificado um
desarranjo na organizagcao tecidual dos musculos soéleo e tibial anterior com
aparecimento de fibras polimorficas de aspecto arredondado, mais evidente no
musculo tibial anterior, bem como uma maior quantidade de tecido conjuntivo
intramuscular. A imobilizagcdo reduziu massa, didmetro da fibra e comprimento do
musculo soéleo, e massa muscular do tibial anterior. Nos grupos remobilizados
livremente e remobilizados em meio aquatico houve aumento da massa e
comprimento muscular do tibial anterior, e nos remobilizados livremente houve
aumento do menor didametro da fibra do soéleo. Tanto a remobilizagdo livre
(imobilizacdo por 14 dias e em seguida remobilizagdo na gaiola sem treinamento)
quanto a remobilizagao por exercicios (pela associagao de natacao e salto em meio
aquatico apdés os 14 dias de imobilizagdo), reestabeleceram as caracteristicas
morfolégicas do ventre destes musculos, que foram evidenciadas pela técnica de
Microscopia de Luz (Hematoxilina — Eosina).

Seguindo essa linha, no estudo de Polizello et al., (2011) sobre a imobilizagao
em posi¢cdo de alongamento por 14 dias consecutivos, observaram alteragdes
histopatoldgicas através do método de microscopia de luz, coloragdo de Hematoxilina-
Eosina condizentes com a atrofia como centralizagdo nuclear e processos
degenerativos, e aumento do colageno. Em sequéncia, com a liberagdo do animal por
um periodo de dez dias consecutivos, isto gerou estimulos mecanicos pela livre
movimentagao, capazes de promover ativacdo de mecanismos competentes em
recuperar os padrdes do musculo extensor longo dos dedos, com excegéo do trofismo

e proporcao das fibras de contragao rapida.
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Dentro desse contexto, os musculos Tibial Anterior e Séleo respondem de
forma diferenciada a um mesmo protocolo de imobilizagao e reabilitagao articular, uma
vez que, as alteragdes da area de secgao transversa das fibras musculares diferem
entre os musculos. No musculo tibial anterior, a area de seccéao transversa das fibras
tipo | foi maior no grupo Imobilizado em relagédo aos grupos I/NT e I/T. As fibras tipo Il
do grupo T apresentaram area maior que o grupo S, enquanto que o grupo |
apresentou area menor. Em estudo de modelo experimental realizado por Fuijita et al.,
(2011) com suspensao do membro posterior de ratos Wistar por sete dias, que
resultou em atrofia, ocorreu diminuicdo da massa muscular, e da area de secc¢ao

transversa do tibial anterior, de ambos os tipos de fibras.

No musculo soéleo o grupo | apresentou area de secgao transversa reduzida em
relagdo aos demais grupos, em relagao as fibras tipo | e tipo Il. As fibras tipo Il do
Grupo I/T apresentou discreto aumento da area de seccao transversa em relacédo as
do grupo I. Os musculos esqueléticos apresentam predominio de determinado tipo de
fibra muscular de acordo com a demanda funcional a qual o musculo é submetido. De
modo que o musculo séleo apresenta predominio de fibras de contragao lenta, pois
suas fibras estdo ativadas durante 90% do tempo, enquanto que os musculos fasicos
ou rapidos sao ativados somente durante 5%. Sendo assim, os musculos posturais ou
ténicos, responsaveis pela manutengao do corpo contra a gravidade, apresentam um
predominio de fibras de contracao lenta, e os musculos rapidos, responsaveis pela
producdo de forca muscular, sdo compostos, predominantemente, por fibras de
contragao rapida (MINAMOTO, 2005).

Em conformidade, no atual estudo, observou-se uma diminuicdo da area de
secgdo transversal tanto nas fibras do musculo séleo (predominantemente fibras
oxidativas), quanto no musculo tibial anterior (predominantemente fibras glicoliticas),
que passaram pelo protocolo de imobilizagao articular. Existe maior predisposi¢céo dos
musculos com predominio de fibras lentas se manterem em posicao de encurtamento,
devido a funcao postural e a estarem sempre em estado de contragao, o que provoca,
além da perda do numero de sarcémeros em série, encurtamento da fibra muscular,
e maior proliferagéo de tecido conjuntivo (SALVINI et al., 2000). Predominantemente
oxidativas, essas fibras também se apresentam mais susceptiveis a atrofia muscular
em decorréncia de processo de imobilizacdo articular do que as fibras musculares

rapidas (tipo Il), devido a mudancas em seu metabolismo. (APPELL, 1990).
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Dentro desse contexto, os aspectos morfolégicos dos musculos tibial anterior e
s6leo também foram evidenciados pelas caracteristicas da JMT, que segundo Ciena
et al., (2012) é uma regido de interface entre os musculos e os tenddes capaz de
transmitir a forga contratil gerada pelas proteinas contrateis presentes nas miofibrilas
e a forga elastica armazenada no tecido conjuntivo durante o movimento, bem como

atuar no posicionamento e estabilizag&o articular.

Neste estudo de Ciena et al., (2012) foram descritas as caracteristicas
ultraestruturais da JMT da musculatura cervical, esternomastoideo de ratos Wistar
recém-nascidos, adultos e idosos. No Grupo Recém-nascido foram observadas
células musculares em elevada atividade celular, com numerosas mitocdndrias ovais,
evidenciando suas cristas de dupla membrana, além de feixes de miofibrilas com
pequenas mitocdndrias ovais e invaginagdes e evaginagbes delimitadas pela
membrana plasmatica. No grupo Adulto foi observado a disposi¢cao longitudinal dos
feixes de miofibrilas, os sarcomeros em série, alinhados em mitocondrias ovais aos
pares, adjacentes a linha Z. Na extremidade celular foi notado, na interface musculo-
tendao, longas invaginagdes, evaginagdes sarcoplasmaticas e mitocéndrias, o que
também foi notado no grupo S do nosso estudo; e no Grupo Idoso foi evidenciado
invaginagdes finas e curtas, e disposicao das invaginagdes mostrando ramificagcoes e
revelando caracteristicas ultraestruturais de atrofia celular com diminuicdo de células
musculares e substituicdo por tecido conectivo, o que também foi evidenciado no

grupo | do presente estudo.

Nessa perspectiva, demonstramos que a projecao das fibras colagenas do
tecido tendineo para as células do tecido muscular, na regidao da MEC, tem diferengas
em seu tamanho e espessura de acordo com o protocolo empregado, e principalmente
a atividade fisica exercida. No Grupo T e I/T observamos o aumento das proje¢des do
tecido tendineo em relacdo ao tecido muscular, além de fibras musculares
organizadas, o que ocasiona o fortalecimento da regido da JMT, e a melhora na
transmissao de forgas nesta regido. Da mesma maneira, o estudo descrito por Kojima
et al., (2008), relatou utilizando o método de microscopia eletronica de transmissao,
que em nivel morfolégico a JMT apresenta interdigitagdes, conhecidas também como
profundas invaginagdes sarcoplasmaticas que penetram nas membranas das células
musculares, e também evaginagdes, paralelamente a diregao miofibrilar em musculos

fusiformes. Sua presenga aumenta a superficie de contato entre os tecidos muscular
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e tendineo, o que colabora para a JMT ser resistente as forgas contrateis do musculo-

esquelético.

Neste estudo de Kojima et al. (2008) examinaram as alteragdes na JMT
induzidas pelo exercicio de corrida, diariamente por 4 semanas, nos membros
posteriores de ratos, comparando o grupo Nao Treinado (controle) e o grupo Treinado,
evidenciando que a tens&o gerada € menor durante o descanso quando comparado
ao exercicio de corrida. Além disso, foi observado que as ramificagdes formando as
invaginagdes permitem um aumento na area de contato da JMT e, portanto, de acordo

com o nivel de tensdo, a JMT pode ajustar a for¢ca de cisalhamento.

Por conseguinte, identificamos que a JMT possui um padrao de fortalecimento
determinado pela aplicacdo do treinamento indicados nos Grupos T e I/T,
apresentando maiores proje¢des e densidade em relagdo aos Grupos S, | e I/NT que
nao realizaram um protocolo de treinamento, € nos Grupos | e I/NT demonstrando
caracteristicas de atrofia muscular. Essas caracteristicas ocasionadas por um modelo
de microgravidade também foram encontradas por Curzi et al., (2013) que observaram
as alteragbes morfolégicas geradas pela atrofia muscular nestas condigbes, em
estudo que analisou a plasticidade da JMT em condigdes de atrofia e suas alteragdes

morfofuncionais utilizando método de microscopia eletrénica de transmissao.

Neste estudo, em um grupo foram submetidos a suspensdo do membro
posterior, € em outro formaram o grupo controle, que nao foi submetido a nenhum
protocolo. No grupo controle, longas e diversas interdigitacdes do tendao penetram
no tecido muscular, paralelamente a orientacao dos miofilamentos, enquanto que
ap6s 5 dias de suspensdo do membro posterior as invaginacbes e evaginagdes
diminuiram em quantidade e comprimento, e foram evidenciados na regido dos
sarcOmeros distais na regidao da JMT, sarcébmeros desalinhados, mitocondrias com
alteracdo em seus formatos e as triades localizadas em diferentes locais em relagao
a condigdes nao patoldgicas. Desorganizagdo de miofilamentos, distor¢édo ou

auséncia de linhas Z também sao observados nessas condi¢cdes (CURZI et al., 2013).

Corroborando com nossos achados, condigdes patoléogicas como a
imobilizagdo articular acarretam em atrofia muscular, assim como alteragées na
principal area de transmissao de forcas do aparelho locomotor, a JMT, o que foi
observado também em estudo de Kannus et al., (1992) através do método de
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microscopia eletrénica de transmissao, sobre os efeitos da imobilizacdo na JMT por 3
semanas, que demonstrou que a interface entre as células musculares e fibrilas

colagenas foi reduzida em cerca de 50% em fibras tipo | e tipo .

Seguindo essa linha, foram observadas e descritas no presente estudo as
caracteristicas e adaptag¢des ultraestruturais da jungdo miotendinea dos musculos
tibial anterior e s6leo, foram detalhadas a interface entre o tecido tendineo e como as
fibrilas de colageno se apresentam, bem como os feixes de miofilamentos que se
apresentam ao longo do eixo longitudinal da JMT. No grupo S do musculo Tibial
Anterior foram evidenciados na extremidade da fibra muscular, regido da matriz
extracelular, depdsito de fibrilas de colagenos, proje¢cdes oriundas da membrana
plasmatica, denominadas de invaginacdes sarcoplasmaticas, ou também conhecidas
como interdigitagdes, que apresentam intercomunicag¢des dispostas nesta regido de
interface paralelamente entre os feixes de miofilamentos em proximidade as linhas Z
dos sarcomeros distais. As interdigitacbes delimitam as evaginagoes
sarcoplasmaticas, conhecidas também como “finger-like process” que apresentam
formatos irregulares. No musculo So6leo o tecido muscular apresentou-se com
sarcOmeros distais com maior comprimento, e nesta interface, observou-se a
extremidade distal da célula muscular com formato cénico, com os sarcomeros em
série dispostos organizadamente, além de intercomunicacdes presentes entre as
interdigitacbes. Na regido da JMT, os feixes distais de miofilamentos apresentam
projecdes sarcoplasmaticas alongadas em suas extremidades que possuem formato
semelhantes a “dedos”, estas envolvidas pelas invaginagdes sarcoplasmaticas
provenientes da matriz extracelular, que foram denominadas de evaginacdes
sarcoplasmaticas (CIENA et al., 2010).

Com a realizagdao do protocolo de treinamento aquatico foram observadas
invaginacdes sarcoplasmaticas espessas e amplas dispostas em contato com as
evaginagdes. Na MEC foram notados grupamentos mitocondriais e fibroblastos. No
tecido muscular os sarcébmeros em séries estdo dispostos organizados no eixo
longitudinal. A maior area de contato entre o tecido muscular e o tecido tendineo,
observado pelo aumento das interdigitagcdes acarreta em maior resisténcia muscular,
0 que auxilia na principal fungdo da JMT que é transmitir as forgas geradas nas ag¢des
musculares pelas proteinas contrateis para as proteinas do tecido conjuntivo do

tenddo, bem como agir na forca motriz, estabilidade e posicionamento das
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articulagdes, auxiliar o controle dos movimentos, armazenar e liberar energia elastica
(KANNUS et al., 1992; TROTTER et al., 2002).

Em contrapartida, com a realizagao do protocolo de imobilizagao articular foram
observados na regidao da JMT aspectos caracteristicos de atrofia do tecido muscular
devido a ampla desorganizacdo tecidual das células musculares, com diminui¢ao
drastica dos feixes de miofilamentos e ampla desorganizacdo dos sarcdmeros em
séries residuais. Na regido da matriz extracelular foram observados nucleos de
tendcitos e maior depdsito de fibrilas de colageno, bem como ampla redugdo nos
comprimentos das invaginagdes sarcoplasmaticas com reducédo da area de contato,
alteracdes estas semelhantes as encontradas por Jarvinen et al. (2002) que
constataram aumento no colageno | e Ill nos musculos séleo e gastrocnémio apos 3
semanas de imobilizagdo, o que pode acarretar em rigidez e maior predisposi¢ao a
lesbes musculares na area da JMT. Em um estudo utilizando modelo de
microgravidade, com redugido da carga imposta aos musculos, € observado que isto
produz diminuicdo consideravel da interface entre o musculo-tendao de ratos, bem

como um aumento do numero de ribossomos e mitocondrias (TIDBALL et al., 1992).

Nesse sentido, correlato acerca de individuos que apresentam amputacao de
membro inferior, a perda de massa muscular que evidencia a atrofia esta
acompanhada com a perda de contato entre o musculo e o tenddo (DE PALMA et al.,
2011). Também foram encontradas alteragbes na JMT do musculo
esternocleidomastoideo de ratos Wistar idosos, e caracteristicas de atrofia muscular,
além de mudancas na disposi¢cao e formato das invaginagdes sarcoplasmaticas e
consequentemente nas evaginagdes sarcoplasmaticas com aumento de depdsito de
colageno nesta regido, através do método de microscopia eletrénica de transmisséo
(CIENA et al., 2012).

Estas alteragdes morfélogicas sdo semelhantes as encontradas por meio da
analise das caracteristicas ultra-estruturais da JMT do musculo pterigoideo medial,
que evidencia um remodelamento dessa area com o envelhecimento, em que a
membrana sarcoplasmatica e fibras colagenas estdo apresentadas com suas areas
de interface comprometidas, devido a inatividade muscular que é resultado da atrofia
muscular, e presumivelmente podem contribuir com rigidez e lesbes musculares
(CIENA et al., 2010).
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Com o prop0ésito de observar se a remobilizagao articular sem o treinamento,
deixando os animais soltos na gaiola, o que possivelmente reverteria os efeitos
ocasionados pela imobilizagdo, o grupo I/NT demonstrou discreto remodelamento e
reorganizagdo na area da JMT, pela presenga de delgadas fibras colagenas. Na
regido distal da célula muscular, foram observados a presenga de sarcOmeros em
séries realinhados em relacdo ao eixo longitudinal da JMT. As invaginagbes
sarcoplasmaticas revelaram-se curtas e ramificadas, predispondo a regido de JMT a
lesdes pela diminuicdo da area de contato, o que também foi descrito em estudo
recente em que ratas foram submetidas a um protocolo de ovariectomia, em que foram
notadas caracteristicas de atrofia muscular com aumento do depdsito de colageno e
dessaranjo das invaginagdes e evaginacdes sarcoplasmaticas em toda interface
miotendinea (SIERRA et al., 2018).

A imobilizagdo causa mudancas degenerativas na jungdo miotendinea, que,
por sua vez, diminui sua resisténcia a tracdo e pode predispor a ruptura durante
atividades. Em contrapartida, no grupo I/T, foram observados extenso remodelamento
e reorganizagao na area da JMT, pela presenca de longas fibras colagenas. Na regido
distal da célula muscular, foram observados a presenca de sarcOmeros em séries
realinhados em relacdo ao eixo longitudinal da JMT. As invaginagdes
sarcoplasmaticas revelaram-se espessas e maiores comprimentos, apresentando
intercomunicacoes, e as evaginagdes delimitados pelo sarcolema, e reestruturagéo e
alinhamento das linhas Z dos sarcébmeros adjacentes a JMT, o que também foi
observado em estudo sobre os efeitos da sarcopenia que induzem a atrofia muscular
perante protocolo de ovariectomia, em que no grupo Ovariectomizado/Treinado houve
uma reorganizagao e reestruturagao da interagdo das invaginagdes e evaginagdes em
toda interface miotendinea, além do remodelamento e reajuste dos feixes miofibrilares
e fibrilas de colageno do tenddao com a presengca de fragmentos celulares
citoplasmaticos de tendcitos em toda area da JMT (SIERRA et al.,, 2018). A
reabilitacdo de disfungcdes musculo-esqueléticas pelo exercicio aquatico tem
demonstrado ser efetiva, além de prevenir diversas patologias. Os efeitos desta
intervencgao sao variados e dependentes de fatores extrinsecos como duragao, tipo e
intensidade do exercicio de acordo com a especificidade do individuo. Em
consequéncia desses fatores, apresentam-se diversos efeitos fisiolégicos capazes de

promover um reparo tecidual devido ao aumento da circulacdo periférica e
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consequentemente um aumento no suprimento de nutrientes do musculo ativo
(DEGANI, 1998; MEDEIROS et al., 2004).

O exercicio aerdbio tem a capacidade de provocar alteragdes morfolégicas na
JMT, e a sua aplicabilidade em situagdes patologicas especificas confirma tanto seu
carater preventivo quanto de reabilitacdo neste estudo em que foi capaz de reverter
os efeitos deletérios da imobilizagao articular através do protocolo de natagdo. O
exercicio aerobio induziu ao aumento da quantidade de interdigitagbes, na area de
contato entre o tenddo e o musculo, portanto uma melhor resisténcia a tensao, pela
reorganizagao da arquitetura proteica presente na JMT, que pode assim adaptar-se
as forcas de cisalhamento, se necessario aumentando a quantidade de invaginagdes
e evaginacgoes, suas distribui¢cdes e estruturas, que também é constatado em estudo
que seguiu um protocolo de exercicio aerébio moderado (CURZI et al., 2015; CURZI
et al., 2016).

Nosso estudo também evidenciou que os sarcOmeros proximais e distais
sofrem alteragbes no comprimento, de acordo com a intervengcdo empregada. No
Tibial Anterior, os sarcébmeros proximais e distais do Grupo I/NT apresentaram
comprimento maior em relagdo aos Grupo | e I/T. Confirmando esse achado, a
comparacgao entre o Grupo I/NT e o Grupo | apresentou grande magnitude em relagao
ao tamanho do efeito, bem como em relagdo ao Grupo I/T dos sarcOmeros distais.
Uma possivel explicagcdo para esta diferenca em relagdo ao Grupo | € devido a
alteracdes que ocorreram mediante ao processo de atrofia ocasionada pelo protocolo
de imobilizacao articular (RUDRAPPA et al., 2016).

Existem quatro vias proteoliticas que ao terem suas atividades aumentadas
podem contribuir para a atrofia muscular: a via das catepsinas ou lisossomais, via das
calpainas dependentes de calcio, via das caspases e via da ubiquitina proteassoma
ATP-dependente (MACHADO, 2009). Na via proteolitica lisossomal, existem as
proteases catepsinas B, D, H e L e outras hidrolases acidas, presentes nos
lisossomos. As catepsinas ndo degradam proteinas citosélicas, como as proteinas
miofibrilares, no entanto, sdo responsaveis principalmente pela degradacdo de
proteinas de membrana como receptores, canais de ions e transportadores, além de
proteinas ubiquitinadas (JACKMAN & KANDARIAN, 2004, MACHADO, 2009). As
fibras musculo-esqueléticas contém as calpainas -1,-2 e -3. Quando ha elevagao da

concentracédo do calcio intracelular, as calpainas presentes no disco Z do sarcomero
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podem ser ativadas, sendo capazes de degradar proteinas importantes que
constituem o sarcédmero tais como a nebulina, titina, proteina-C, vinculina. Com a
clivagem da titina, proteina que mantém o alinhamento do sarcémero, ocorre a
liberagcdo das miofibrilas para serem ubiquitinadas e degradadas pelo proteassoma
(JACKMAN & KANDARIAN, 2004, ZHANG et al., 2006). Outra via proteolitica
importante € a via das caspases, responsavel pela apoptose, ou morte celular
programada, de modo que as caspases tornam as proteinas miofibrilares disponiveis
para a ubiquitinagdo, uma vez que o sistema proteolitico ubiquitina proteassoma nao
€ capaz de degradar proteinas intactas. (MACHADO, 2009). A via da ubiquitina/
proteassoma € o sistema proteolitico celular que esta intimamente relacionado a perda
de massa muscular, sendo responsavel pela degradagao da maioria das proteinas
celulares. E importante observar que para a atuacéo dessa via é necessaria a acéo
primaria da via das calpainas e/ou caspases. A perda de massa muscular é
caracterizada pelo aumento da protedlise por via da ubiquitina / proteassoma,
aumentando a conjugacao da ubiquitina as proteinas do musculo e um aumento da
regulacao da proteina ubiquitina-ligases (VOGES et al, 1999).

Nesse contexto, a degradagao de proteinas miofibrilares ocorre através da
atividade do proteassoma, por meio da adicdo de uma cadeia de poliubiquitina na
proteina a ser degradada (substrato), sendo esse processo altamente modulado. Isso
ocorre pela interacado de trés enzimas: enzima ativadora de ubiquitina (E1) que ativa
a ubiquitina com gasto de ATP, enzima de conjugacgao-transporte (E2) que forma um
complexo poliubiquitina, e enzima ubiquitina-ligase (E3). O proteossoma (20S ou 26S)
€ um complexo composto por uma ou trés grandes enzimas com a fungao de degradar
proteinas desnecessarias ou danificadas da célula. Inicialmente ocorre a ativagao da
ubiquitina pela E1 e, em uma reacao dependente de energia, é transferida da E2. Ao
se formar um complexo ativado, se liga a E3, que por sua vez reconhece o substrato
(ubiquitinizag&o) para ser degradado, devido ao dominio FBox das moléculas. Assim
as ligases E3 ubiquitinam tipos especificos de proteinas determinando quais séo alvos
para a degradagao pelo proteossoma (VOGES et al, 1999; GOMES et al., 2001,
JACKMAN & KANDARIAN, 2004, ZHANG et al., 2006).

Com isto, a imobilizacdo de um segmento € utilizada clinicamente no
tratamento de leses musculares, tendineas, ligamentares e osteo-articulares. Assim,
como consequéncia deste processo, ocorre o surgimento de fibrose intramuscular,

perda de extensibilidade e contractilidade, que por sua vez, reduz a geragao e
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transmissdo da forga muscular (CURZI et al., 2013). Com isso, a capacidade do
musculo de tracionar e tensionar a articulagdo apos imobilizagdo diminuem
acentuadamente, o que poderia explicar essas alteragbes nos sarcomeros (CURZI et
al., 2013; JARVINEN et al.,1977). Além disto, desorganizagdo de miofilamentos,
distor¢do ou auséncia de linhas Z também s&o observados nessas condigbes (CURZI
et al., 2013).

Somado a isto, quanto a diferengca em relagcédo ao Grupo I/NT, o possivel
remodelamento na area da JMT em virtude do protocolo de reabilitagdo pode explanar
tal achado (JAKOBSEN et al.,, 2018) pois a taxa de remodelamento das fibras
musculares nesta regido é muito alta.

Em adicdo, observamos que os sarcémeros distais do Grupo T apresentaram
comprimento menor em relacéo ao Grupo S, com grande magnitude do tamanho do
efeito. Isto possivelmente indica que esteja ocorrendo um processo de adicdo de
sarcOmeros em seéries no grupo submetido ao protocolos de reabilitacdo (PEVIANI et
al., 2018; SIERRA et al. 2018; KINNEY et al., 2017; BUTTERFIEL et al., 2005). Em
um estudo realizado por Peviani e colaboradores (2018) teve como objetivo avaliar a
expressdo de colagenos, sarcomerogénese, atividade de metaloproteinases e
expressao génica de reguladores da matriz extracelular (MEC) no musculo soleo de
ratos submetidos a diferentes periodos de alongamento. O musculo séleo foi
submetido a 10 séries de alongamento passivo pelo periodo de 10 dias ou 15 dias.
Foram analisados sarcomerogénese muscular, area da secao transversal e niveis de
mRNA em colageno (tipo |, Ill e 1V), fator de crescimento tecidual (CTGF), fator de
crescimento beta (TGF-f) e lisil oxidase (LOX). O alongamento passivo, em ambos 0s
periodos de tempo mitigou o depédsito de COL-I no musculo séleo de ratos. Em
contrapartida, 10 dias de estiramento passivo induziram a sintese COL-I e COL-IlI,
com concomitante aumento da expressao TGF-1 e CTGF ao nivel da transcricéo.
Estas respostas podem estar associadas a um menor niveis de LOX nos em musculos
submetidos a 10 sessbes de alongamento passivo. Além disso, a sarcomerogénese
foi observada apds 15 dias de alongamento, sugerindo que sao respostas as
adaptagdes musculares induzidas pelo alongamento.

No que tange os dados dos sarcémeros proximais e distais do musculo Séleo,
o Grupo I/T apresentou comprimento maior que Grupo I/NT, que foi maior que o Grupo
|. Estes achados apresentaram grande magnitude em relacdo ao tamanho do efeito.

Uma provavel explicagdo para esta divergéncia quando comparado aos dados do
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musculo Tibial Anterior, seja devido a predominéncia do tipo de fibra muscular em
cada um dos musculos (MINAMOTO et al., 2005). Uma vez que em nosso estudo, foi
selecionado o protocolo de natagao por 60 min para a reabilitagdo dos roedores, esta
intervengao propicia maiores adaptacdes as fibras do tipo |, que sdo mais presentes
no musculo Sdéleo do que no Tibial Anterior.

Nesta perspectiva, também analisamos os comprimentos e espessuras das
invaginagdes e evaginagdes dos musculos Tibial Anterior e Séleo. Pudemos observar
que no musculo Tibial Anterior, o comprimento das invaginagdes do Grupo S foi maior
em relagdo aos Grupos T e |, que em sua comparacido em relacdo ao tamanho do
efeito apresentaram grande magnitude. Estes dados parcialmente vao de encontro
com o estudo realizado por Curzi e colaboradores (2013), no qual foi observado que
a suspensao da pata traseira de ratos induziu a alteragdes morfolégicas geradas pela
atrofia muscular na regido da JMT. Os autores também verificaram que no grupo
sedentario, longas e diversas interdigitagbes do tendao penetram no tecido muscular,
paralelamente a orientagdo dos miofilamentos, enquanto que apds a suspensao as
invaginagdes e evaginagdes diminuiram em quantidade e se tornaram mais curtas.

Somado a estes dados, verificamos maior &area de contato e,
consequentemente, maior resisténcia na interface miotendineas dos Grupos I/NT e I/T
em comparag¢ao ao Grupo |, sendo que a comparacdo do Grupo | vs. I/T também
apresentou grande magnitude do tamanho do efeito. Nossos dados vao de encontro
com os de Sierra e colaboradores (2018), nos quais em estudo sobre os efeitos da
natagcdo sobre a regido da JMT de ratas ovariectomizadas, notaram extenso
remodelamento com reestruturagao através do aumento da area de contato tecidual,
organizagcdo extensiva, arranjo em paralelo e aumento do comprimento das
invaginacdes e evaginagdes sarcoplasmaticas.

Neste sentido, a perda de massa e fungao muscular relacionada a processos
como envelhecimento, desuso e imobilizagcdo devido a recuperagdo de uma lesao
afetam predominantemente os membros inferiores. Deste modo, a regido que pode
estar mais sujeita ao comprometimento de sua funcionalidade com estes processos é
a JMT (NIELSEN et al., 2018). Assim, estudos analisando como os processos de
reabilitacdo podem adaptar e recuperar a JMT podem contribuir com a menor
incidéncia de lesdes e reinjuria de membros inferiores, e por consequéncia, beneficiar
diversas populagdes como idosos, atletas e portadores de lesbes osteomusculares e

patologias neuroldgicas.
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Dentro desse contexto, a literatura também apresenta estudos com humanos
submetidos a protocolos de reabilitagao, pois a JMT apresenta alto risco de lesbes por
esforcos, devido as transferéncias de forgas através desta estrutura. O risco de lesdes
€ significativamente reduzido pelo treinamento de resisténcia, indicando um
remodelamento na area da JMT. Em estudo de Jakobsen et al., (2018) foram
investigadas as alteragbes que ocorrem nesta area perante o treinamento de
resisténcia. Em 8 individuos, foram retiradas amostras da JMT do semitendinoso e
gracil e foram coradas imuno-histoquimicamente por mionucleos (DAPI), fibroblastos
(TCF7L2) e células satélites (CD56). Como resultado, as fibras musculares adjacentes
a JMT continham mionucleos localizados centralmente e metade das fibras
musculares foram positivas para CD56. O numero de células satélites e os fibroblastos
nao foram predominantes na area da JMT, porém foram observados no ventre

muscular, o que demonstra a capacidade de regeneragado do musculo.

Nesse sentido, observamos a importancia de estudar novos protocolos de
reabilitacdo com exercicios fisicos e suas consequéncias nas altera¢gdes morfolégicas
estruturais e ultraestruturais do ventre muscular e da JMT perante a imobilizacao e
reabilitagdo articular. O protocolo de natacdo empregado no presente estudo
demonstrou ser efetivo para reverter os efeitos deletérios da imobilizagao articular,
reestabelecendo as condicées morfologicas do musculo soéleo e tibial anterior.
Portanto é um protocolo que poderia ser empregado em humanos na pratica clinica

pela natacdo, para a reabilitacdo morfofuncional do aparelho locomotor.
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8 CONCLUSAO

De acordo os resultados parciais apresentados acerca das alteracbes das

caracteristicas morfolégicas do ventre e da jungcdo miotendinea do tibial anterior e

s6leo de ratos Wistar adultos submetidos a imobilizagédo e remobilizagao por protocolo

de natagao, conclui-se que:

1.

O treinamento de natagcdo mostrou-se eficaz para manutengdo do peso
corporal, enquanto que o protocolo de Imobilizacdo esta associado a
diminuicdo da massa corporal, e a imobilizagao articular resulta em reducgéo da
massa muscular como consequéncia do processo de atrofia do musculo
esquelético;

As caracteristicas morfolégicas do grupo T evidenciaram o perimisio espesso,
com a presencga de fusos extracelulares, envolvendo as fibras musculares e
tendcitos no endomisio;

No grupo | foi evidenciado o perimisio espesso, com a presenga de fusos
extracelulares, capilares, e este envolvendo as fibras musculares que
apresentaram atrofia;

No grupo I/NT foi observado aumento no tecido conjuntivo.

No grupo I/T foi evidenciado o perimisio espesso, com a presenca de fusos
extracelulares, e o perimisio envolvendo as fibras musculares;

A presenga de nucleos centralizados na regido da JMT principalmente nos
grupos | e I/T, indicando aumento da atividade celular devido aos protocolos de
imobilizacéo e treinamento de natacgao;

Em relagdo aos aspectos ultra estruturais do grupo S na regidao da JMT foram
evidenciadas as invaginagdes e evaginagdes sarcoplasmaticas que
apresentaram formatos irregulares, e intercomunicacbes dispostas nesta
regido de interface paralelamente entre os feixes de miofilamentos em
proximidade as linhas Z dos sarcOmeros distais;

No grupo T na regido da JMT foram evidenciadas invaginacdes
sarcoplasmaticas espessas e amplas dispostas em corformidade com as
evaginacdes;

No grupo | foram observados na regido da JMT amplo processo degeneretivo
com desorganizacdo celular, com diminuicdo drastica dos feixes de

miofilamentos e desorganizagao dos sarcOmeros em séries residuais;



85

10.No grupo I/NT foram observados discreto remodelamento e reorganizagdo na

11.

area da JMT, pela presenca de delgadas fibras colagenas. Na regido distal da
célula muscular, foram observados a presenga de sarcOmeros em séries;

No grupo I/T foram observados extenso remodelamento e reorganizagédo na
area da JMT, pela presengca de longas fibras colagenas. Presenca de
sarcOmeros em seéries realinhados. As invaginagdes sarcoplasmaticas
revelaram-se espessas e maiores comprimentos, apresentando
intercomunicagbes, e as evaginagdoes delimitados pelo sarcolema, e

reestruturacdo e alinhamento das linhas Z dos sarcémeros adjacentes a JMT;

12.No musculo Tibial Anterior foi observado que o protocolo de natacdo ocasiona

sarcomerogénese na regiao da JMT, pelas alteragdes que ocorrem nos
sarcOmeros proximais e distais, enquanto que a imobilizagao articular induz a
atrofia dos sarcémeros presentes nessa regido. No musculo Séleo foi
observado o treinamento apds a imobilizagdo é efetivo para reorganizar os
sarcOmeros existentes na regido da JMT, e a reabilitagdo livre ocasiona um

remodelamento dos sarcoOmeros distais e proximais;
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ANEXO A — APROVAGAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA

unesp % UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA COMISSAD DE ETICA
.-JULI'D DE MESQU'TA F"_HO” NO USO DE ANIMAL

Campus de Rio Claro CEUA - IB - UNESP - CRC

DECISAO CEUA N° 08/2017

Instituicdo: UNESP — IB - CRC Departamento: Educago Fisica _
Data de Registro CEUA: 12.04.2017

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Plasticidade tecidual na jungio
miotendinea do tibial anterior e séleo de ratos wistar imobilizados e submetidos a
remobilizagdo aquatica: analises morfolégicas e moleculares”, protocolo n® 3132, sob
responsabilidade de Juliana Cristina Barbosa (Pesquisadora Responsavel) e Adriano
Polican Ciena (Orientador) que envolve a producdo, manutencdo eflou a utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas |
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal { CONCEA).
Subprojeto(s) vinculado(s): ==.==

Colaboradores: -----

ICampus de Rio Claro, em sua 32° reunido ordinaria, realizada em 07.06.2017.

Aprovou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido pelo |

relator. |

Desde que atendidas as pendéncias apontadas na reuniao (vide anexo), aprova

o Projeto de Pesquisa acima citado (prazo maximo de 30 dias).

Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido

pelo relator.

() IAprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias encontradas |
(prazo maximo de 30 dias).

() Nao Aprovou.

{ ) Retirou, devido a permanéncia das pendéncias.

Vigéncia da autorizag¢do: 14/05/2017 a 14/05/2019

Finalidade: ( ) Ensino ( x) Pesquisa Cientifica

Espeécie/linhagem/raca: rattus novergicus (Wistar)  Numero de animais: 60

Peso: 225 g Idade: 90 dias Sexo: machos

Origem dos animais.(Informacdes sobre o fornecedor): Biotério Central da UNESP- Campus

A Comissao de Etica no Uso de Animal - CEUA do Instituto de Biociéncias da UNESP -|

de Botucatu

()TCC
e (x) Mestrado
Obijetivo
Acédémico; ( ) Doutorado

( ) Outros — (Iniciagado Cientifica)
( ) Pés- Graduagao

Rio Claro, 07/06/2017
et

e e
Prof. Dr. José I?.a'/ulo Leite Guadanucci
Coordenador

Instituto de Biociéncias - Secdo Técnica Académica
Avenida 24-A n? 1515 - CEP 13506-900 - Rio Claro - S.P. - Brasil - tel 19 3526-4105 - fax 19 3534-0009 - hittp://www.rc.unesp.br
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