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RESUMO

A juncao neuromuscular (JNM) e a juncdo miotendinea (JMT) compreendem um sistema
de juncbes comunicantes que por meio de diferentes estimulos se adaptam, alteram a sua
morfologia e consequentemente a estrutura muscular. Um dos principais estimulos que
contribuem com tais adaptacbes € o exercicio fisico em diferentes modalidades e
aplicagdes para cada grupamento muscular. E comprovado que o exercicio fisico promove
beneficios ao musculo estriado esquelético e particularmente as ultraestruturas da JMT, a
morfologia da JNM e consequentemente aos sarcomeros. Desta forma os diferentes
protocolos de escada vertical, que representam o0 modelo experimental de hipertrofia
muscular, podem contribuir com as adapta¢gfes nas jungbes comunicantes e quando
associados seus efeitos podem ser potencializados. O objetivo do presente estudo consistiu
em descrever as adaptacdes morfométricas e moleculares das jun¢gdes comunicantes do
musculo biceps braquial de ratos Wistar adultos, em protocolos experimentais de escada
vertical. Foram utilizados 60 ratos divididos em 4 grupos: Sedentario (S) - ndo participou de
nenhum protocolo experimental;, Escalada (E) - sem sobrecarga adicional; Escalada
Sobrecarga (ES) - com sobrecarga adicional progressiva; Escalada/Escalada Sobrecarga
(EES) - combinacéo dos protocolos em dias intercalados. Os protocolos (E, ES, EES) foram
realizados em 24 sessdes, 3x/semana por um periodo de 8 semanas. Estes grupos foram
submetidos durante o periodo pré (T1) e p6s (T2) protocolo a testes funcionais. A massa
corporal foi avaliada em 3 periodos (P1, P2 e P3) e ao término dos protocolos amostras do
musculo biceps braquial foram dissecadas para as técnicas microscopicas e morfométricas.
Em relacdo a massa corporal, os Grupos experimentais apresentaram aumento da massa,
porém nao significativo. Em relacdo a massa muscular, houve aumento em E, ES e EES.
Os animais dos grupos E, ES e EES apresentaram melhor rendimento no desempenho
funcional, no periodo pos protocolo, diante do aumento do teste de carga maxima carregada
e no numero de escaladas realizadas e reducdo do tempo das escaladas. Por meio da
microscopia de luz foi possivel revelar aumento da area nuclear e da dimenséo fractal no
Grupo E e ES e reducdo no Grupo EES. Em relacdo a area de coldgeno observou-se
aumento nos Grupos E, ES e EES. A analise de ATPase miofibrilar demonstrou aumento
da area de seccao transversa (AST) das fibras: Tipo | nos Grupo E, ES e EES; Tipo Il em
E e ES e reducdo em EES; Tipo lIx aumento nos Grupos E, ES e EES. Os comprimentos
dos sarcomeros do ventre muscular revelaram aumento nos Grupos E e ES e redugéo em
EES. Nos sarcomeros proximais aumentos no Grupo E, com reducdo nos Grupos ES e
EES. Os sarcomeros distais apresentaram aumento nos Grupos E e EES e reducdo em
ES. Em relacdo ao comprimento das invaginacdes sarcoplasmaticas observou-se aumento
nos Grupos E, ES e EES, assim como sua interface miotendinea ja em relacdo a
espessura,observou-se aumento em E e EES com reducdo em ES. Nos comprimentos das
evaginacdes sarcoplasméticas houve aumento nos Grupos E, ES e EES e nas espessuras
reducdo em E, ES e EES. A Lamina Basal (LB) apresentou espessamento nos Grupos E e
ES e reducdo no Grupo EES. A Camada de Suporte de Colageno (CSC) e as fibras
colagenas transversais apresentaram aumento principalmente nos Grupos E e EES. Na
regido pos-sinaptica (JNM) a area corada apresentou reducéao nos Grupos E, ES e EES, a
area total demonstrou reducdo em ES e aumento em E e EES. O perimetro corado,
perimetro total e dispersdo reduziram nos Grupos E, ES e EES, com aumento no diametro
maximo nos Grupos E e EES e reduc¢do em ES. Na JMT foram imunomarcados os telocitos
(CD34+) em todos os Grupos com sua ampla disposicdo em suas margens. Concluimos
gue os diferentes protocolos experimentais contribuiram com aumento da massa muscular
e desempenho funcional, além de promoverem adaptacdes morfoldégicas nas juncdes
comunicantes, principalmente no grupo sem sobrecarga (E) e no grupo de protocolos
associados (EES). As alteracOes refletiram no sistema unidirecional da JNM até a JMT e
em suas estruturas, além da associacdo com o nicho de teldcitos e sua intima relacdo com
a JMT em todos 0s grupos.



Palavras-chave: Juncdo miotendinea; Juncdo neuromuscular; Exercicio fisico;
Morfometria; Telocitos.



ABSTRACT

The neuromuscular junction (NMJ) and the myotendinous junction (MTJ) comprise a system
of communicating junctions that, through different stimuli, adapt, alter their morphology and
consequently the muscle structure. One of the main stimuli that contribute to such
adaptations is physical exercise in different modalities and applications for each muscle
group; it is proven to bring benefits to the striated skeletal muscle, particularly the
ultrastructures of MTJ, the morphology of NMJ, and consequently to sarcomeres. In this
way, the different vertical ladder protocols can contribute to the adaptations in the
communicating junctions, and when associated, their effects can be potentiated. The
present study's objective was to describe the morphometric and molecular adaptations of
the communicating biceps brachial muscle junctions of adult Wistar rats in experimental
vertical ladder protocols. We used 60 rats divided into 4 groups: Sedentary (S) - did not
participate in any experimental protocol; Climbing (C) - performed climbs without additional
overload; Overload Climbing (OC) - performed climbs with additional progressive overload;
Climbing/Overload Climbing (COC) - performed interspersed climbs with and without
additional progressive overload. The protocols (C, OC, COC) were performed in 24
sessions, 3x/week, for 8 weeks. These groups were submitted during the pre (T1) and post
(T2) functional testing protocols. The body mass was evaluated in 3 periods (P1, P2 and
P3), and at the end of the protocols, the biceps brachii muscle samples were dissected for
microscopic and morphometric techniques. In relation to the body mass, the Experimental
Groups presented an increase, however not significant. About the muscular mass, there
was an increase in OC and not significant in C and COC. The animals of the groups C, OC,
and COC presented a better performance in the functional performance, in the period after
the protocol, in front of the increase of the test of maximum loaded load and the number of
climbs accomplished and the reduction of the time of the climbs. It was possible to reveal
an increase in the nuclear area and fractal dimension in Group C and OC and decrease
Group COC through light microscopy. In relation to the collagen area, there was an increase
in Groups C, OC, and COC. The myofibrillar ATPase analysis showed an increase in the
cross-sectional area (CSA) of the fibers: Type | in Group C, OC, and COC; Type Il in C and
OC and reduction in COC; Type lIx increase in Groups C, OC, and COC. The lengths of the
belly's sarcomeres revealed an increase in Groups C and OC and a reduction in COC. The
proximal sarcomeres increase in Group C, with the reduction in Groups OC and COC. The
distal sarcomeres showed an increase in Groups C and OC and a decrease in COC.
Regarding the length of the sarcoplasmic invaginations, there was an increase in the groups
E, ES, and ES, and in the thickness, there was an increase in C and COC with a reduction
in OC. In the lengths of the sarcoplasmic evaginations, there was an increase in the groups
C, OC, and COC, and in the thickness, there was a reduction in C, OC, and COC. The Basal
Lamina (BL) showed thickening in Groups E and ES and reduction in Group EES. The
Collagen Support Layer (CSL) and transverse collagen fibers increased mainly in Groups C
and EES. In the post-synaptic region (NMJ), the stained area showed a reduction in Groups
C, OC, and COC, the total area showed a reduction in OC and an increase in C and COC.
The stained perimeter, total perimeter, and dispersion decreased in Groups C, OC, and
COC, with an increase in the maximum diameter in Groups C and COC and reduction in
OC. At MTJ, telocytes (CD34 +) were immunostained in all Groups with their expansive
disposition on their margins. We concluded that the different experimental protocols
contributed to an increase in muscle mass and functional performance and promoted
morphological adaptations in the communicating junctions, mainly in the group without
overload (C) and in the group of associated protocols (COC). The changes are reflected in
the unidirectional system of the NMJ to the MTJ and its structures, in addition the association
with the niche of telocytes and its close relationship with the MTJ in all groups.



Keywords: Neuromuscular junction; Myotendinous junction; Physical exercise;
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14

1. INTRODUCAO

A atividade fisica, principalmente aerdbica promove beneficios nas funcgdes
cardiorrespiratorias, melhora as capacidades funcionais e reduz seu nivel de fadiga, além
de promover a manutencao fisiolégica do musculo estriado esquelético e de seus tecidos
associados (WEINSTEIN et al., 2013). O exercicio fisico resistido resulta em aumento
consideravel na area de seccao transversa do musculo, com eficiéncia em humanos
adultos. Desta forma a forca muscular pode ser mantida ou aumentada como consequéncia
de treinamentos de resisténcia que resultam na hipertrofia muscular (HAYWOOD;
GRETCHELL, 2010).

Macroscopicamente, o masculo biceps braquial esta localizado na regido anterior do
braco, possui duas origens e uma insercao, sendo suas origens divididas em cabeca curta
e cabeca longa, a primeira esta localizada no apice do processo coracoéide da escapula, a
segunda no tubérculo supraglenoidal da escapula (MOORE et al., 2019).

A insercao do biceps braquial esta fixada na tuberosidade do radio e na aponeurose
do biceps braquial, que faz parte da fascia bicipital associada ao tenddo que atravessa a
fossa cubital, esta recobre os musculos flexores na face medial do antebraco e fixa-se
indiretamente a margem subcutanea da ulna (KENDALL et al., 2007; MOORE et al., 2019).

Este muasculo é responséavel pela flexao da articulagdo do ombro, aducao do ombro
realizada com auxilio da cabeca curta, a cabeca longa contribui na abducédo do ombro caso
0 Umero seja rotado lateralmente, e principalmente sua principal acdo é a flexdo da
articulacdo do cotovelo, movendo o antebraco em direcdo ao Umero e realizando a
supinacgao do antebraco (KENDALL et al., 2007; BRIGIDO et al., 2013).

O biceps braquial possui variagdes em seu formato e seus ventres extranumerarios,
gue demonstram sua variabilidade e evolucédo (BRIGIDO et al., 2013). Comumente, este é
ativado em ac0Oes diarias e constantemente trabalhado em protocolos de exercicio fisico
(JEONG et al., 2017). Em ratos, este musculo esta localizado na regido ventral, faz parte
dos musculos do membro toracico e contribui com sua locomogédo e na habilidade de

agarrar em superficies (KARDONG, 2016) durante o movimento de escalada, por exemplo.

Histologicamente, o masculo estriado esquelético é constituido pelos sarcomeros,
gue representam a unidade contratil basica deste tecido, composto por filamentos paralelos

“l”

finos que contém actina, ligada a banda “I” sobreposta a miosina nos filamentos grossos
compostos da banda “A”. Os filamentos finos sdo ancorados na linha “Z” e os filamentos

grossos na banda “H” (MOO et al., 2016). Em estudo realizado por Sierra et al. (2018) foi
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possivel evidenciar em ratas idosas submetidas ao modelo experimental de menopausa
associado a natacao, alteracdes morfoldégicas na JMT e nos sarcOmeros desta regido.
Adaptacdes que foram demonstradas com caracteristicas diferentes em modelo
experimental de escada vertical recentemente em musculos do membro pélvico (ROCHA
et al., 2020b).

A juncdo neuromuscular (JNM) € a estrutura que recebe estimulos da inervagéo
periférica, refletidos por meio da ligacdo de neurotransmissores aos seus receptores no
musculo estriado esquelético, e por meio de diversos processos fisiolégicos e bioquimicos

gue desencadeiam a contracdo muscular (DESCHENES et al., 2016).

As terminagfBes nervosas interagem com a membrana sarcoplasmatica da célula
muscular, local de liberacdo do neurotransmissor acetilcolina, que desencadeia a contracao
das miofibrilas e, consequentemente, a ativacdo dos sarcémeros que a compdem (ROCHA
et al., 2020a). Estudos recentes tém demonstrado a associacdo de exercicio resistido,
esteréides anabdlicos, envelhecimento e aumento de brotamentos nervosos na fenda
sinaptica (KRAUSE et al., 2017; DESCHENES et al., 2020).

A juncdo miotendinea (JMT) é a regido de interac@o na extremidade distal e proximal
das células musculares com os feixes de tecido conjuntivo oriundos da matriz extracelular,
sua interface permite a comunicacado entre estes tecidos (TIDBALL; QUAN, 1992). Esta
estrutura anatémica é altamente complexa e consiste na maior area de transmisséao de
forca muscular, além de apresentar maior susceptibilidade a lesdes desportivas (TIDBALL;
CHAN, 1989).

As principais caracteristicas ultraestruturais da JMT séo reveladas por dobras no
sarcolema denominadas de invaginagdes sarcoplasmaticas ou “interdigitacbes” e as
evaginacdes sarcoplasmaticas (finger-like process) (CIENA et al., 2010). Além disso, a JMT
ja apresentou extenso remodelamento diante de modelo experimental de menopausa na
musculatura da regido cervical (JACOB et al.,, 2019), e em modelo de treinamento em
escada vertical revelaram especificidades nos sarcomeros (ROCHA et al., 2020Db).

Recentemente um “nicho” de teldcitos, células de origem estromal, foi encontrado na
regido da JMT, o que demonstra a importancia de sua investigacao e sua possivel relacéo
com diferentes estimulos e adaptacdes desta regidao (PIMENTEL NETO et al., 2020).
Atualmente vem sendo investigadas, e conclui-se que até 0 momento possuem fungéo de

suporte, associam-se entre si por meio de suas ramificagdes (telépodos), e assim formam
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juncdes de comunicacao célula-célula, associadas a producéo de colageno (POPESCU,
2010; CRETOIU et. al., 2016; MANETTI et al., 2019, PIMENTEL NETO et al., 2020).

Diante dos elementos apresentados, a plasticidade da JNM e seu reflexo nas
adaptacdoes em diferentes regidbes do musculo biceps braquial, principalmente na JMT
contribuem com o conhecimento ainda limitado deste sistema funcional fisiolégico que
compreende em diferentes tecidos e que sao diretamente associados a préatica de exercicio
fisico. Além da associacdo dos telécitos como suporte para a regido da JMT e suas

alteracdes diante dos diferentes protocolos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Exercicio Fisico

De acordo com o “American College of Sports Medicine” (2011) em humanos, é
recomendado o treinamento de cada grupamento muscular de 2 a 3 vezes por semana,
este determinado protocolo resulta em aumento significativo da forca muscular associado
ao melhor desempenho motor. A regido do ventre muscular € mais desenvolvida diante
desta organizacdo de treinamento, além do ganho de resisténcia fisica, ocorrem

adaptacdes metabolicas positivas em toda fisiologia do praticante (GARBER et al., 2011).

O exercicio fisico aerébico tem como principais beneficios a melhora na funcéo
cardiorrespiratéria, 0 aumento na capacidade funcional, e a reducao do nivel de fadiga do
praticante, além da manutencao fisioldgica principalmente do tecido muscular (WEINSTEIN
et al., 2013).

O treinamento de forca resulta em um significativo aumento da area de seccédo
transversa muscular (hipertrofia muscular), com maior eficiéncia em homens pés-puberes,
e como estimulo para este desenvolvimento muscular considera-se relevante a
testosterona circulante. A forca pode ser mantida ou aumentada como consequéncia do
treinamento resistido (HAYWOOD; GRETCHELL, 2010).

A resposta adaptativa ao treinamento resistido depende de variaveis que configuram
este tipo de exercicio fisico, tais como a magnitude de sobrecarga, nimero de séries e
repeticbes, modalidade de exercicio, tempo de repouso, duracdo e velocidade dos
movimentos. A perda de velocidade e estresse metabolico diferem consideravelmente do
namero real de repeticdes realizadas em um conjunto de exercicios (SPIERING et al., 2008;
SANCHEZ-MEDINA; GONZALEZ — BADILLO, 2011).



17

A fim de maximizar os resultados do treinamento induzido por exercicios de
resisténcia, a prescricdo adequada e periodizacdo de sobrecargas de treinamento s&o
necessarias, assim como o monitoramento do treinamento € essencial para avaliar se as
sobrecargas destinadas ao protocolo foram efetivas como planejado, independente do
publico-alvo (populacdo em geral e atletas) (LODO et al., 2012).

De fato, o treinamento de resisténcia e forca provoca danos musculares
ultraestruturais e a liberagcdo subsequente de citocinas inflamatérias e fatores de
crescimento como o Fator de Crescimento de Insulina (IGF-1), fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) e fator de crescimento mecanico, estes estimulam a diferenciacao e
proliferacdo de células satélites. A incorporacdo de novos nucleos de células satélites em
fibras musculares existentes aumenta o niumero de "dominios mionucleares" (unidade
anatdbmica funcional composta por um miondcleo e por certo volume circundante de
sarcoplasma) e, por conseguinte, a area em seccdo transversa da fibra muscular
(MARZETTI et al., 2017).

O exercicio fisico sem sobrecarga promove diversos beneficios para o organismo,
desta forma € aplicado em protocolos de treinamento periodizados para humanos de todas
as idades. Além disso, pode ser prescrito de forma intercalada com o exercicio resistido,
para individuos que buscam ampla melhora no bem-estar fisico e no desempenho
funcional. O exercicio resistido por si s6 tem sido um dos métodos mais procurados e
eficazes isoladamente para perda de peso e ganho de massa muscular entre individuos

sedentarios e atletas em niveis distintos de competicéo.

2.2. Masculo Estriado Esquelético
O masculo estriado esquelético € o tecido mais abundante em mamiferos,

representa cerca de 45% da massa corporal em humanos, é composto por células
alongadas, cilindricas e multinucleadas denominadas miofibras, estas compostas por
miofibrilas integradas por miofilamentos proteicos ativados durante a contracdo muscular,
sao elas: actina, miosina, troponina, tropomiosina e tinina (FRONTERA; OCHALA, 2014,
LE MOAL et al., 2017).

As fibras musculares esqueléticas em humanos sao caracterizadas por sua
velocidade de contrag&o ou velocidade metabdlica, divididas em trés tipos principais: fibras
do tipo | (oxidativas lentas), tipo lla (glicoliticas oxidativas) rapidas e tipo llb (glicoliticas
rapidas), em ratos as fibras llb sdo denominadas lIx (TAJSHARGHI, 2008; ROCHA et al.,
2020a).
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O sarcomero representa a unidade contratii basica do tecido muscular
estriado esquelético e forma as fibras musculares. Estas Ultimas sdo compostas por
filamentos paralelos finos que contém actina, ligada a banda “I” sobreposta a miosina
(filamentos grossos) que compdem a banda “A”. Os filamentos finos s&o ancorados na linha

“Z” e os filamentos grossos na banda “H” (MOO et al., 2016).

Em estudo realizado por Sierra et al. (2018) foi possivel evidenciar em ratas idosas
submetidas ao modelo experimental de menopausa associado a natacdo, alteracdes
morfolégicas na JMT e nos sarcémeros distal (SD) e proximal (SP) desta regido comparado
com os sarcomeros do ventre (SV). Diante disso, foram demonstradas caracteristicas
distintas em modelo experimental de escada vertical (hipertrofia muscular) recentemente
publicado nos musculos séleo e plantar (ROCHA et al., 2020b) e em modelo experimental
de obesidade (GRILLO et al., 2021). Desta forma, determina-se a variacdo adaptativa dos
sarcomeros desta regido, diante de diferentes estimulos, e a necessidade de investigacao

destes.

Nos humanos, a regido anterior superior dos membros superiores possui um
conjunto de musculos que atuam na flexdo de cotovelo e na supinacdo do braco e
antebraco, sdo eles os musculos biceps braquial e braquiorradial. Especificamente o
musculo biceps braquial, possui duas origens (pontos fixos), e desta forma € dividido em
dois ventres (cabeca longa e curta) que se bifurcam e uma insercdo (ponto mével). Suas
origens se localizam no processo coracoOide da escapula (cabeca curta) e no tubérculo
supraglenoidal da escapula (cabeca longa) e sua insercao se localiza na tuberosidade do
radio recoberta por uma aponeurose que faz parte da fascia do antebraco. Além disso, este
também atua no auxilio durante os movimentos de pronacdo e supinacdo do antebraco
(KENDALL et al., 2007; KLEIBER et al., 2015; LANDIN et al., 2017; MOORE et al., 2019).

O musculo biceps braquial possui variagdes principalmente quanto a sua origem que
se localiza comumente na regido extra capsular do tubérculo supraglenoidal. A sua forma
em “Y”, e até mesmo quanto aos ventres extranumerarios que sao originados
principalmente do umero. Tais variagdes foram encontradas em estudos feitos em primatas
e humanos, e demonstram a variabilidade e a evolucdo deste importante musculo que atua
em ac¢les cotidianas, e € constantemente trabalhado em protocolos de exercicio fisico de
forma isolada ou em grupamentos (BRIGIDO et al., 2013; JEONG et al., 2017).

O biceps braquial é inervado pelo nervo musculocutaneo (C5 e C6), desta forma

certas unidades motoras da cabeca longa do musculo biceps braquial séo ativas durante
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flexdo do cotovelo, enquanto outras ocorrem durante os movimentos de supinacédo da mao.
A base anatdmica desses achados confirma a existéncia de seis compartimentos
musculares paralelos, que individualmente inervam cada cabega muscular. No geral, existe
uma complexa funcionalidade em relac@o aos ventres deste musculo, desta forma a atual
compreensao indica que a postura do braco tem grande impacto sobre a quantidade de
ativacao diferencial (LENDARO et al., 2018, MOORE et al., 2019).

Em ratos, o musculo biceps braquial faz parte da musculatura axial e cintura peitoral,
especificamente dos membros ventrais, este contribui com a locomocdo destes animais,
gue sao caracterizados pelo quadrupedismo. Além disso, contribui nos movimentos finos
de pegar, auxiliando na alimentacdo e ao agarrar superficies para fuga ou em locais de
dificil acesso (KARDONG, 2016).

2.3. Juncao Neuromuscular
A juncdo neuromuscular (JNM) é uma conexdo sinaptica. Sua estrutura é formada

por trés componentes principais: um terminal axonal, as fibras musculares e as células
perisinapticas terminais (DARABID et al., 2014; LI et al., 2018;). Suas alteracdes
morfolégicas sdo comumente associadas a patologias como esclerose lateral amiotréfica
(ALS), atrofia muscular espinhal (SMA) e distrofia muscular de Duchenne (DMD). Estas sao
analisadas por meio do processo de desnervacao que ocorre e podem ser reconhecidos
por imunocoloracéo, que de forma eficaz representam a funcéo sinaptica (MURRAY et al.,
2008; SHEN et al., 2013; TU et al., 2020).

O ciclo de contracdo muscular necessita de energia (ATP) gerada por aerobiose nas
mitocondrias, particularmente abundante em fibras musculares adultas. A contracdo é
estimulada por meio de neurbnios motores, conectados as fibras musculares ativadas
diante das sinapses. Esta juncéo entre neurdnio motor e musculo é denominada JNM (WU
et al., 2010).

A acetilcolina liberada na fenda da JNM interage com receptores especificos (AChR)
e gera um potencial de agéo na superficie da célula muscular, e se difunde rapidamente
dentro do tecido muscular por meio de uma rede de tubulos especializados denominados
tubulos T (GONZALEZ-FREIRE et al., 2014).

O potencial de acao ativa a abertura do receptor de dihidropiridina que permite o
influxo de calcio (Ca2+) no citoplasma e estimula os receptores de rianodina a liberar mais
Ca2+ do reticulo sarcoplasmatico. O Ca2+, por sua vez, desencadeia a interacdo entre as

proteinas contrateis e provoca um encurtamento da fibra muscular (contracdo). Esta
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complexidade estrutural e funcional é refletida pelo grande repertorio de proteinas
encontradas no musculo esquelético (GONZALEZ-FREIRE et al., 2016).

A IJNM possui vertentes abrangentes quanto a sua plasticidade diante de estimulos
como, o envelhecimento (sarcopenia), uso de farmacos, patologias e frente ao exercicio
fisico, devido a relacdo direta com o musculo estriado esquelético. Esta correlacdo com o
sistema nervoso periférico demonstra adaptacao das fibras musculares diante da atividade
pré e pos-sinaptica da JNM (DESCHENES et al., 2013; DESCHENES et al., 2015).

Em estudos recentes tém sido comprovadas adaptacfes quanto a sua area e
perimetro diante dos protocolos de exercicios em ratos adultos e idosos, evidenciando sua
plasticidade tecidual diante de estimulos especificos (KRAUSE et al., 2017; ROCHA et al.,
2020a).

Alguns estudos evidenciaram na JNM adaptacdes associadas ao treinamento
resistido como, 0 aumento no perimetro e area da ramificacdo terminal do nervo, area
ocupada pelas vesiculas e AChR, bem como a dispersdo de ambas as vesiculas de
acetilcolina pré-sinapticas e receptores de acetilcolina pos-sinapticos (DESCHENES et al.,
2015).
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Figura 1. Diagrama de acao da juncdo neuromuscular durante as sinapses.
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Fonte: Elaborado por GONZALEZ-FREIRE et al., 2014.

2.4. Juncao Miotendinea
A JMT consiste em uma area anatbmica altamente especializada entre as fibras

musculares onde ocorre a conexao entre as membranas sarcoplasmaticas e as fibras
coldgenas da matriz extracelular (CIENA et al., 2010). Sua principal fung&o é transmitir a
forca gerada por meio das proteinas contrateis intracelulares do musculo para as proteinas
do tecido conjuntivo, que resulta no movimento das articulacdes. A regido da JMT pode ser
evidenciada nas extremidades distais da musculatura esquelética, em relagdo ao seu ventre
muscular e préxima ao seu ponto movel de insercdo tendinea. Suas adaptacdes sao
descritas de acordo com sua sintopia, funcéo, disposicdo, topografia e composicao
histoquimica (CIENA et al., 2012).

As ultraestruturas da JMT sdo caracterizadas por projecdes longas e delgadas,

oriundas da matriz extracelular, conhecidas como invaginacfes sarcoplasmaticas ou
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“‘interdigitacdes” que penetram e fixam-se ao ventre muscular, mais especificamente, nas
evaginacfes sarcoplasmaticas (finger-like process). Os feixes miofibrilares em sua
extremidade distal apresentam-se envolvidos por estas “interdigitacbes” (CIENA et al.,
2010).

Morfologicamente as interdigitacbes aumentam o contato da superficie da JMT, e
permite a transmissdo de forca contratil do musculo estriado esquelético para o tecido
tendao (TIDBALL; CHAN, 1989; KOJIMA et al., 2008). O desenvolvimento da JMT esta
diretamente relacionado a influéncia da interacdo dos mioblastos e elementos da matriz
extracelular, bem como pela interacdo pratica entre os tecidos muscular e tendineo
(RODRIGUEZ-GUZMAN et al., 2007).

As consequéncias de lesbes nesta regido acarretam reducao funcional
das propriedades teciduais além de colaborarem com futuras lesGes provenientes
de atividades desportivas recorrentes ou do sedentarismo (TANEJA et al., 2013; BALDINO
et al., 2016). Esta regido anatbmica permanece sob extensa investigacao,
principalmente acerca de suas adaptacoes e repercussoes funcionais. O risco de tensoes
musculares € provavelmente uma confluéncia de numerosos fatores ligados a arquitetura
ultraestrutural da JMT e de sua superficie de contato entre tecidos (BLANKENBAKER et
al., 2004; FIORENTINO, 2012; CHARVET et al., 2013; GUERINI et al., 2015).

A nivel molecular, a matriz extracelular do tenddo se liga as actinas sarcoméricas
terminais, por meio de uma dupla estrutura de ligacao protéica: o complexo distrofina-
glicoproteina e o sistema vinculina-talina-integrina (CURZI et al., 2015). A JMT apresenta
alta capacidade adaptativa com a realizacdo de exercicios fisicos, com aumento da sua
area de contato e diferentes niveis de interacdo das invaginacbes e evaginacoes
sarcoplasmaticas (KOJIMA et al., 2008; ROCHA et al., 2020 b).

Em pesquisas que correlacionaram o treinamento aerébio moderado, a JMT
evidenciou-se alteracdes estruturais nesta regido, consequéncia do maior niumero de
bifurcacdes e de interdigitacdes provenientes do tenddo além da sua relacdo com os
sarcOmeros associados desta regido, denominados sarcémeros proximais e distais
(SIERRA et al., 2018; ROCHA et al., 2020b). Segundo Curzi et al. (2013), a JMT se adapta
também pelo exercicio progressivo, e o treinamento anaerobio reduz a perda generalizada
desta interface, ou seja, previne a atrofia e aumenta a extensédo do processo tendineo que

se insere no musculo.

Diante do exercicio com sobrecarga em escada vertical, as alteracbes da JMT

demonstraram aumento consideravel do comprimento e espessura de suas invaginacoes e
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evaginacoes, além da reducdo de sua lamina basal e a associacdo com o primeiro nicho
de teldcitos reportado nesta regido (PIMENTEL NETO et al., 2020).

Figura 2. Modelo ilustrativo da jungdo miotendinea e seus elementos estruturais.

Fonte: Elaborado por CHARVET et al., 2012.

2.5. Tel6citos
Os teldcitos foram descritos e nomeados pela primeira vez como células intersticiais

de Cajal, nome de origem de seu primeiro pesquisador S. Ramon e Cajal e, em 2010, foram
renomeados como telécitos (POPESCU; FAUSSONE-PELEGRINI, 2010). Estas células se
localizam no intersticio de diferentes tecidos, sdo de origem estromal, possuem formato
oval e um nucleo heterocromatico em micrografias de transmissdo (GHERGHICEANU et
al., 2010; FAUSSONE-PELEGRINI; POPESCU, 2011).

Morfologicamente os teldcitos sdo caracterizados por suas projecdes longas e
delgadas (de 1 a 5) denominadas tel6podos, que formam uma rede intersticial,
presumivelmente atuando como guia para definir a organizacdo tecidual e mediar a
sinalizacdo célula-célula (POPESCU, 2010; CRETOIU et al., 2016; MANETTI et al., 2019).
Para identificacdo e andlise de suas caracteristicas séo utilizadas as técnicas de cultura
celular, microscopia eletrénica de transmissao, imunohistoquimica e imunofluorescéncia
com o0s marcadores CD34 e PDFGR-a principalmente (FAUSSONE-PELEGRINI:
POPESCU, 2011; CARMONA; BARTOLOME; ESCRIBANO, 2011).

Seus prolongamentos terminais (podos) sdo caracterizados por mitocondrias e
podem atuar como estruturas de suporte formando jungdes com as células adjacentes
(CRETOIU et al.,, 2016). Os podos e os telopodos possuem cavéolas que realizam
exocitose por meio de vesiculas comunicantes (exossomos), e afetam indiretamente os
tecidos associados (SONG; CRETOIU; WANG, 2017; CHAITOW, 2017).
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Os teldcitos ja foram associados aos vasos sanguineos por suas caracteristicas
morfolégicas e por serem encontrados em proximidade com suas células de formacéo.
Estes ja foram identificados em tecidos como testiculo, musculo liso e cardiaco, lingua,
pancreas e figado. Também estdo localizados no intersticio dos tecidos préximos ao nervo,
vasos sanguineos e células satélites de diferentes espécies, além disso, estabelecem
comunicacdes entre si por meio de seus telépodos e das vesiculas liberadas por sua
atividade paracrina com células adjacentes (DIAZ-FLORES et al., 2014; FAUSSONE-
PELLEGRINI; GHERGHICEANU, 2016; ROSA et al., 2019).

Recentemente um nicho de teldcitos foi identificado, na camada de suporte de
colageno da juncdo miotendinea de ratos Wistar adultos (PIMENTEL NETO et al.,
2020). Sua estreita associacao aos elementos ultraestruturais da JMT, reforcam sua acao

estrutural e de suporte a serem futuramente investigadas.

Figura 3. Modelo ilustrativo dos telécitos e micrografia de transmissao de um telécito (TC) e de suas projecdes
(TP) na regido da JMT.
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Fonte: Elaborado por WANG et al., 2016; PIMENTEL NETO et al., 2020. -
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3. JUSTIFICATIVA

A atividade fisica é de suma importancia para manutencao da saude, prevencédo de
diversas patologias e no desenvolvimento de atletas amadores e profissionais. O exercicio
fisico resistido promove a hipertrofia muscular e o desenvolvimento das estruturas e
sistemas associados para melhor funcionalidade do aparelho locomotor, desta forma
proporciona adaptacdes diante da pratica periodizada em diferentes modalidades.

As juncbes comunicantes investigadas neste estudo determinam um sistema
unidirecional que possivelmente influencia diretamente as adaptacdes frente ao exercicio
fisico. A JNM é responsavel pela comunicacdo nervosa com musculo, que por meio das
sinapses promove ativagdo muscular, gerando contragdo muscular, e consequentemente,
promove a transmisséo de forga na JMT.

A elucidacdo deste sistema interligado de comunicacdes celulares permitira a
compreensao das adaptacOes frente ao exercicio fisico sem sobrecarga adicional, ao
protocolo de hipertrofia muscular periodizado e com sobrecarga adicional progressiva e a
associacao destes protocolos combinados em dias intercalados.



26
4. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo consistiu em descrever as adaptagdes morfoldgicas,
moleculares e funcionais na juncdo neuromuscular e na juncdo miotendinea do musculo
biceps braquial em ratos Wistar, submetidos a diferentes e associados protocolos

experimentais de escada vertical.

4.1. Objetivos Especificos

e Realizar as analises funcionais nos periodos pré e pos-protocolo;

e Determinar a organiza¢do mionuclear e do tecido conjuntivo associado por meio da
analise de dimenséo fractal e da area demarcada;

e Diferenciar os tipos de fibras musculares por meio da técnica de ATPase Miofibrilar
e realizar analise morfométrica da area de secc¢éao transversa;

e Descrever 0s aspectos estruturais da JMT, empregando o método de Microscopia
de luz: coloracfes de Hematoxilina-Eosina (HE) e Picro-Sirius (PS);

e Mensurar os comprimentos dos sarcomeros do ventre e da regido da JMT;

e Mensurar a espessura da Lamina Basal e da Camada de Suporte de Colageno e o
perimetro das fibras colagenas tranversais da JMT;

e Descrever as caracteristicas ultraestruturais e mensurar as invaginacdes e
evaginagdes sarcoplasmaticas da JMT por meio da Microscopia Eletronica de
Transmissao;

e Revelar as caracteristicas morfologicas da JNM por meio da técnica de
Imunofluorescéncia (a-bungarotoxina);

e Mensurar a area, perimetro, disperséo e diametro maximo da fenda pés-sinaptica da
JNM;

e Identificar na JMT a presenca de tel6citos por meio da técnica de Imunofluorescéncia
(CD34+).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais
Foram utilizados 60 ratos Wistar adultos (90 dias), organizados em 4 grupos distintos

(Figura 4):
e Sedentario (S) (n=15): ndo submetidos ao treinamento de escada vertical;
e Escalada (E) (n=15): submetidos ao treinamento em escada vertical sem
sobrecarga;
e Escalada Sobrecarga (ES) (n=15): submetidos ao treinamento em escada vertical
com sobrecarga;
e Escalada/Escalada Sobrecarga (EES) (n=15): submetidos ao treinamento em

escada vertical sem sobrecarga e com sobrecarga em sessdes intercaladas.

Todos os animais foram originarios do Biotério Central da UNESP — Campus de
Botucatu e mantidos em gaiolas com 5 ratos cada no Biotério do Laboratério de Morfologia
e Atividade Fisica do Departamento de Educacéo Fisica do Instituto de Biociéncias da
UNESP - Campus Rio Claro. A temperatura foi controlada a 23+2 °C em periodos
claro/escuro de 12 horas e com agua e ragdo balanceada “ad libitum”. Todos o0s
procedimentos apresentados neste estudo foram submetidos e aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista — Campus Rio Claro-SP (n° 2207).
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Figura 4. Diagrama cronol6gico dos protocolos experimentais.
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Fonte: Elaborado pelo autor com Lucidchart®. Com 80 dias iniciaram o processo de adaptacdo a escada
vertical, ap6s 10 dias os mesmos (90 dias) iniciaram 0s protocolos experimentais que foram realizados
durante 60 dias (8 semanas), com 150 dias os protocolos se encerraram e as amostras do musculo biceps
braquial direito foram coletadas.

5.2. Protocolos de Treinamento
Todos os protocolos foram realizados por dois individuos do Laboratério de

Morfologia e Atividade Fisica (LAMAF), ja familiarizados ao protocolo experimental e
treinados para os devidos cuidados com os animais. Além disso, os individuos participaram
da realizacéo das sessfes de treinamento e acompanharam desde a chegada dos animais

e adaptacao, até as mensuracdes e analises dos resultados.

5.2.1. Escalada
Os animais realizaram 9 escaladas sem sobrecarga com intervalos de 1 min, 3

tentativas para cada escalada com estimulo manual. Este protocolo foi repetido 3x/semana
durante o periodo de 8 semanas, com total de 24 sessdes de treinamento ao final do
protocolo (PIMENTEL NETO et al., 2020) (Figura 5A).
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5.2.2. Escalada Sobrecarga
Os animais realizaram de 4 a 9 escaladas com sobrecargas de chumbo referentes a

massa corporal de cada animal, que representaram 50%, 75%, 90%, e 100% de sobrecarga
adicional fixada a cauda. Estas foram utilizadas respectivamente durante as 4 primeiras
escaladas, a partir da 5% escalada foram adicionados 30g de sobrecarga extra
progressivamente até a exaustdo ou até que se completassem 9 escaladas. O protocolo foi
repetido 3x/semana durante o periodo de 8 semanas, com total de 24 sessdes de
treinamento. A 12 e a 242 sessdes foram utilizadas para aplicacéo do teste de carga maxima
carregada (PIMENTEL NETO et al., 2020) (Figura 5B).

5.2.3. Escalada/Escalada Sobrecarga
Os animais iniciaram o protocolo experimental na primeira sessao realizando o

protocolo de Escalada Sobrecarga e na segunda sesséo o protocolo de Escalada, estes
foram intercalados e realizados 3x/semana durante 8 semanas, com total de 12 sessfes

para cada protocolo.

Figura 5. Imagens dos grupos experimentais durante a execugdo dos diferentes protocolos em escada
vertical.

PROTOCOLOS
_J ESCALADA ESCALADA SOBRECARGA

Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Imagem do Grupo E durante a realizacdo do protocolo experimental; (B)
Imagem Grupo ES durante o protocolo com uso da sobrecarga adicional fixada a cauda (circulo).
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5.3. Eutanasia e Dissecacao
Os animais de todos os grupos experimentais foram eutanasiados por meio de

overdose de anestésicos Ketamina (50 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) via intraperitoneal.
Para as técnicas de microscopia de luz do ventre muscular, foram dissecadas amostras do
terco médio e para a microscopia de luz da JMT e imunofluorescéncia foram dissecados o
terco distal do musculo biceps braquial direito, criofixados em nitrogénio liquido -196°C,
assim alocados sobre o crio molde, estabilizadas com cola biolégica e untadas em talco
neutro (Tragacanth, SIGMA®), em seguida armazenadas em Freezer a -80°C. Todos 0s
procedimentos foram realizados e supervisionados por uma veterinaria especializada e

realizada por pessoas certificadas no cuidado e na execugao dos devidos procedimentos.

5.4. Analises Funcionais
As andlises funcionais foram utilizadas para controle da massa corporal, massa
muscular do biceps braquial e para os testes de desempenho entre 0s grupos

experimentais.

5.4.1. Massa Corporal

A massa corporal dos animais de todos os grupos experimentais foi mensurada
semanalmente para reajuste das sobrecargas utilizadas nos protocolos especificos e para
comparacao e analise da evolucdo dos grupos experimentais durante os 2 meses de
experimento. Para a mensuracéo foi utilizada uma balanca digital (TOMATE SF400®), os
dados foram comparados em 3 diferentes periodos, no inicio do protocolo (P1), com um

més de realiza¢do do protocolo (P2) e ao fim do protocolo (P3).

5.4.2 Massa Muscular

A massa muscular do musculo biceps braquial direito foi mensurada ap6s a sua
dissecacdo. Para a mensuracdao foi utilizada uma balanca semi-analitica (Marte Cientifica®
AD330), e os dados obtidos foram utilizados para comparacdo da massa muscular entre 0s

grupos experimentais.

5.4.3. Teste de Carga Maxima Carregada

O teste de carga maxima carregada foi realizado em todos 0s grupos
experimentais, por meio de duas avaliagbes com objetivo de definir a carga maxima que o
animal suportou durante a escalada. O Teste 1 (T1) envolveu uma escalada inicial com

sobrecarga adicional referente a 50% da massa corpérea do animal, entre as escaladas o
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animal foi submetido a 120 segundos de descanso, além disso, um adicional de 30 g de
sobrecarga foi adicionado ao aparelho de sobrecarga fixo a cauda para cada escalada
subsequente, este procedimento foi sucessivamente repetido até que o animal ndo
realizasse a escalada completa (exaustédo) apés as 3 tentativas.

A maior sobrecarga utilizada durante a Ultima escalada foi considerada a
capacidade de carga maxima carregada do animal. O Teste 2 (T2) foi realizado ao final do
protocolo experimental e utilizou as mesmas orientagées do T1. Os dados dos testes foram
analisados e estabelecidas as médias e desvios-padrdes para comparagao intragrupos,
assim realizada a andlise estatistica por meio do software GraphPad 8.0.1%®, com uso do
método Two-Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni (KRAUSE et al., 2017).

5.4.4. Teste de Desempenho Funcional

Para o teste de desempenho funcional foram registrados o tempo de escalada e o
namero de escaladas de cada animal durante os testes (T1 e T2). O tempo de escalada foi
registrado por meio de um crondmetro (segundos), do momento em que o animal iniciou 0s
movimentos colocando-se no primeiro degrau da escada até alcancar o suporte na
extremidade superior da escada. O numero de escaladas realizadas também foi registrado
em todos 0s grupos experimentais. As variaveis citadas foram documentadas nos intervalos
de cada escalada, analisadas e comparadas intragrupos, assim foram obtidas as médias e
desvios-padrdes. Foi realizada a andlise estatistica por meio do software GraphPad 8.0.1°%,

com uso do método Two-Way ANOVA e pds-teste de Bonferroni.

5.5. Microscopia de Luz
As imagens de microscopia de luz obtidas foram utilizadas para mensuracdo e
analise da dimensao fractal e area dos tecidos especificamente selecionados.

5.5.1. Hematoxilina e Eosina/ Picro-Sirius

Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental. Foram realizados cortes
longitudinais de 10 um de espessura (Criostato HM 505 E, MICROM) nas amostras
armazenadas em crio molde para analise da JMT e cortes transversais para analise do
ventre muscular, corados com a técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) para destaque dos
componentes celulares e Picro-Sirius (PS) para identificacdo do tecido conjuntivo associado
(CARDIFF et al., 2014; BHUTDA et al., 2017). As imagens (n=15) foram obtidas por meio
do microscépio de luz (Carl Zeiss Microimaging, Axioskop 40, Goéttingen, Germany) do

Laboratério de Microscopia Eletronica aplicada a Pesquisa Agropecuaria (NAP/MEPA) da
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Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" da Universidade de Sdo Paulo Campus
Piracicaba (ESALQ/USP).

5.5.2. Mensuracdes Dimens&o Fractal/Area

As imagens das laminas fotografadas de Microscopia de Luz foram selecionadas
(n=15) e por meio do software ImageJ® foi realizada a calibracdo do mesmo. Para dar inicio
a técnica é necessario selecionar a aba Set “Scale/Analyze” e utilizando da ferramenta
“Straight” para mensurar a barra de escala de cada imagem, e alterar em “Known Distance”
o valor referente a barra e a unidade de medida para pum. Além disso na barra de tarefas
foi necessario selecionar a opgao “Analyze/ Set Measurements” e ticar a opgao de variavel
a ser calculada no caso a Area. A partir disto foi necessario buscar na aba “Image” pelas
opcoes “Type/RGB Stack” e selecionar a demarcacéo evidente do tecido analisado, a partir
da demarcacéo selecionada, € preciso buscar na barra de tarefas por “Process/Binary/Make
Binary” e desmarcar todas as op¢des da janela que sera aberta, a auto selecdo do tecido
analisado serd apresentada pelo software, pbr fim a tecla M deve ser apertada para

apresentacao dos resultados da area (Figura 6).

Além da éarea calculada também foram obtidos os resultados de dimenséo fractal,
apos a binarizacédo as seguintes opcdes foram selecionadas, “Analyze/Tools/Fractal Box
Count”, uma pequena janela foi aberta e as op¢des desmarcadas, foi selecionado entdo o
botédo “OK” e um gréfico com o valor da dimenséo fractal foi assim apresentado. Em relacdo
a dimensao fractal, esta € utilizada para quantificacdo da complexidade de organizacédo dos
elementos celulares por meio da distribuicdo de pixels no espaco, sem considerar a textura
da imagem, o seu valor padronizado expresso sera sempre de 0 a 2, em gue valores
proximos de 2 representam desorganizacao tecidual ou celular (CURY et al., 2018), os
valores foram associados a area de cada estrutura analisada (Figura 6).


https://www.esalq.usp.br/
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Figura 6. Diagrama das mensuracdes realizadas a partir das técnicas de Hematoxilina e Eosina e Picro-

Sirius.
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Fonte: Elaborado pelo autor por meio do Lucidchart®. Diagrama das mensuracgdes realizadas a partir das
técnicas de Hematoxilina/Eosina e Picro-Sirius em Microscopia de Luz.

5.5.3. Analise Histoquimica — ATPase Miofibrilar
Foram realizados cortes transversais de 10 um de espessura (Criostato HM 505 E,

MICROM) do terco médio do musculo biceps braquial direito, estes foram entdo incubados
durante 30 min a 37°C em solucéo contendo 10 mg de ATP dissolvidos em 2 gotas de agua
destilada adicionadas em conjunto com 10ml de glicina/tampéao NaCl, CaCl2 atingindo o pH
9,4 adicionado com DTT. Os cortes foram lavados em agua destilada e incubados por 2
min em cloreto de cobalto 2%. O processo de lavagem e incubacéo foi repetido 3 vezes.

Foi realizada uma nova lavagem das amostras em agua destilada e desidratacéo em
séries ascendentes de alcoois (70%, 90%, 95% e 100%) e finalizadas em xilol, para assim
concluir com a fixacdo das amostras. Para o método de pH 4,3 e 4,6, as secfes foram pré
incubadas em solucédo tampao de acetato de sédio 0,1M com EDTA 10 mM durante 10 min
a 4°C, as amostras foram posteriormente lavadas com agua destilada e incubadas durante
2 min em cloreto de cobalto 2%. O processo foi 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 com xilol antes da fixagdo das amostras com Entellan®
(KRAUSE et al., 2017a).

Apos a finalizagdo das laminas, as imagens de microscopia de luz coradas com 0s
pHs foram analisadas com auxilio do software ImageJ® para mensuragdo da area de
seccdao transversa dos diferentes tipos de fibras musculares, Tipo |, lla e lIx (n=100 por tipo
de fibra), para isso foi realizada a calibracao do software a partir das imagens selecionadas

na aba “Set Scale/Analyze” e utilizando a ferramenta “Straight” para mensurar a barra de
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escala de cada imagem, desta forma sao alterados os campos “Known Distance” com o
valor referente a barra e a unidade de medida para um, além disso na barra de tarefas foi
necessario selecionar a opgao “Analyze/ Set Measurements” e ticar a opgao de variavel a
ser calculada no caso a Area. Para mensuracdo de cada fibra e apds a calibragio a
ferramenta “Polygon Selections” foi selecionada e para cada fibra mensurada a tecla M foi
pressionada para registro das areas, por fim na janela de resultados, estes foram copiados
e as médias e desvios padrdes estabelecidos e analisados por meio do software GraphPad
Prism® 8.0.1 (Figura 7).

Para o calculo da densidade numérica foram selecionadas 10 imagens preenchidas
com as fibras musculares com ampliacdo de 100x, e por meio do software ImageJ® foi
selecionada a opcao “Multi point tool” onde foram demarcados os tipos I, lla e lIx das fibras
transversais, por fim para cada imagem foi estabelecida a quantidade de fibras por tipo, a
média em todos 0s grupos e a porcentagem final. Para analise estatistica foi utilizado o
software GraphPad Prism® 8.0.1 (Figura 7).

Figura 7. Diagrama das mensuracdes realizadas a partir da técnica Histoquimica de ATPase Miofibrilar.
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Fonte: Elaborado pelo autor por meio do Lucidchart®. Diagrama das mensuracdes realizadas a partir da
técnica de em Microscopia de Luz - Histoquimica de ATPase Miofibrilar em diferentes pH’s (4.3; 4.6; 9.4) para
identificacdo dos tipos de fibras musculares (Tipo I, lla e lIx), mensuracdo de suas Areas de Sec¢do
Transversa e a Densidade Numérica dos diferentes tipos de fibra por grupo.

Densidade NUmerica
(n=10 images)

5.6. Microscopia Eletronica de Transmisséo
Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, eutanasiados (Overdose de

anestésico — Ketamina (50 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg), via intraperitoneal), as amostras
da JMT (3mm3) do musculo biceps braquial direito foram dissecadas e imersas em solucao
Karnovsky modificado, durante 48h a 4°C. Posteriormente as amostras foram pds-fixadas
com solucéo de tetréxido de 6smio 1% durante 2h, a 4°C, lavadas com solucédo salina. Em
seguida, as amostras foram submetidas a desidratacdo em série crescente de alcoois.
Apés a desidratagdo as amostras foram incluidas em resina (Low Viscosity

Embedding Media Spurr's Kit Electron Microscopy Sciences, USA). Os blocos foram
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trimados para a realizacéo de cortes semifinos de 10 um (Leica Ultracut UCT, Germany), e
corados com o método de azul de toluidina 1%. Apés selecionada a area de interesse,
foram realizados cortes ultrafinos de 60 nm, coletados em telas de cobre de 200 “mesh”
(Sigma-Aldrich, USA) e, contrastados com a solucéo de acetato de uranila 4%, lavados em
agua destilada, contrastados em solucdo aquosa de citrato de chumbo 0.4% e lavados em
seguida com agua destilada (CIENA et al., 2012).

As telas foram examinadas ao Microscopio Eletronico de Transmissdo Philips CM
100, no Laboratorio de Microscopia Eletrénica aplicada a Pesquisa Agropecuaria
(NAP/MEPA) da ESALQ/USP. Para analise morfométrica foram mensurados o0s
comprimentos dos sarcomeros (n=100) da regido do ventre muscular, dos sarcomeros
proximais (n=100) e distais (n=100) da JMT, os comprimentos das invaginacdes e
evaginacoes sarcoplasmaticas (n=75), assim como suas espessuras (n=100) e a interface
miotendinea (n=10) que delimita os tecidos muscular e tendineo padronizada em 5 cm por
imagem, a 48,4% de ampliacdo, calibrada a partir das barras de escala (software ImageJ®).
Além disso foram mensuradas espessuras da lamina basal em diferentes regiées ao longo
da interface miotendinea (n=50), espessuras da camada de suporte de colageno (CSC)
(n=50) e o perimetro das fibras colagenas transversais que constituem a CSC (n=50)
(PIMENTEL NETO et al., 2020) (Figura 8).
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Figura 8. Diagrama das mensuracfes realizadas a partir da técnica de Microscopia Eletrdnica de
Transmisséo.
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Fonte: Elaborado pelo autor por meio do Lucidchart®. Diagrama das mensuracdes realizadas a partir da
técnica de Microscopia Eletrdnica de Transmissdo, onde foram analisados os Sarcémeros de diferentes
regides, a Juncdo miotendinea (JMT) e a Lamina basal entre a interface miotendinea e a matriz extracelular.

5.7. Técnica - Imunofluorescéncia
Foram utilizados 5 animais de cada grupo experimental, para imunomarcacéo da
JNM e da JMT.

5.7.1. Jungao Neuromuscular (a-bungarotoxina)
As amostras do ventre muscular foram utilizadas para visualizar o componente pos-

sinaptico de cada JNM. Foram realizadas secg¢des longitudinais com espessura de 100 pm
em um criostato a -20°C, as secc¢des foram coletadas em laminas silalizadas e, em seguida,

as amostras foram lavadas 5 vezes com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
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contendo 1% de albumina sérica bovina (BSA) e incubadas durante a noite (16h) em uma
camara umidificada a 4°C em solugao contendo rodamina conjugada com a-bungarotoxina
(BTX; Molecular Probes, Eugene, OR-T-1175), diluida a 1: 600 em PBS. Apds essa etapa,
as amostras foram lavadas 5 vezes com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)
contendo 1% de albumina sérica bovina (BSA), revestidas com Prolong (Molecular Probes,
Eugene, OR-P 10144), posterior aplicacdo das lamelas e armazenadas em -20°C. Para
morfometria, foram capturadas 15 imagens com ampliacdo de 1000X, por meio do
Microscopio de Fluorescéncia Olympus BX61 do Laboratorio de Genética de Bactérias
(LGB) da UNESP Rio Claro/SP (KRAUSE et al., 2017; ROCHA et al., 2020).

5.7.2. Analises Morfométricas — Juncdo Neuromuscular

Figura 9. Diagrama das mensuragdes realizadas a partir da técnica de Imunofluorescéncia com a-
bungarotoxina na juncdo neuromuscular.
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Fonte: Elaborado pelo autor por meio do Lucidchart®. Diagrama das mensuracdes realizadas a partir da
técnica de Técnica de Imunofluorescéncia da juncao neuromuscular.

Para as mensuracoes da regido pos-sinaptica foi utilizado o software Imagej®. Para
iIsso uma imagem foi selecionada por vez, no exemplo temos uma (A) imagem do Grupo
ES, antes de qualquer mensuragao a opgao “Straight”foi selecionada, uma linha foi tracada
de acordo com a barra de escala, na aba “Analyze/Set Scale” em “Known Distance” o valor

da barra foi alterado assim como a unidade de medida para um (Figura 10).
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(B) Para mensuracdo da area corada e perimetro corado foi necessario
primeiramente, acessar a aba “Analyze/Set Measurements” e selecionar as op¢des “Area”
e “Perimeter”, 0 passo seguinte consistiu em acessar a aba “Process/Binary/Make Binary”,
na sequéncia uma impressao desta area foi apresentada pelo software. Desta forma, ao
clicar na aba “Edit/Create Selection” e ao pressionar a tecla M, os valores de area e
perimetro foram expressos em uma nova janela intitulada “Results” (Figura 10).

(C) O procedimento para o célculo da area total e perimetro total foi semelhante com
0 da area corada e perimetro corado, porém, antes de dar inicio a binarizagéo “Binary” foi
necessario acessar a aba “Image/Type/RGB Stack”, em seguida na aba
“Image/Adjust/Threshold” foi feita a padronizacdo da area de acordo com a imagem,
destacando toda a regido apresentada sendo ela corada intensamente ou ndo, 0s proximos
passos foram os mesmos demonstrados no topico B (Figura 10).

(D) A mensuracdo do diametro maximo precisa ser ajustada anteriormente em
“‘Analyze/Set Measurements”, todas as op¢des foram desmarcadas, em seguida a op¢ao
de linha foi selecionada e os extremos da regido em destaque foram percorridos
diagonalmente, até que uma linha foi tracada de um extremo ao outro, em seguida ao
pressionar a tecla M, uma janela se abre com o resultado do comprimento do diametro
maximo (JONES et al., 2017) (Figura 10).

Além disso foi mensurada a Dispersao da placa motora considerada pela divisdo da
area corada da placa final pela area total e multiplicado por 10, que indica a quantidade de
AChR dentro de uma determinada area (DESCHENES et al., 2013) (Figura 10).
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Figura 10. Mensuracdes realizadas por meio do software ImageJ® apds a aquisicdo das imagens de

imunomarcagédo com a-bungarotoxina.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Para as mensuracdes da regido pos-sinaptica foi utilizado o software
ImageJ®, para isso uma imagem foi selecionada por vez de cada grupo experimental, no exemplo temos uma
(A) imagem do Grupo ES binarizada utilizada para mensuragéo da &rea corada e perimetro corado apés a
(A”) selegao realizada pelo software, naimagem abaixo é possivel visualizar (B) a binarizagéo e (B”) a selegéo
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gue sao utilizadas para mensuracao do calculo da area total e perimetro total e por fim (C) o exemplo de
delimitacao para mensuracgao do diametro maximo.

5.7.3. Juncao Miotendinea - Tel6citos
As amostras da JMT foram utilizadas para visualizar o nicho de telocitos na regiao,

para isso foram realizadas secgdes longitudinais com espessura de 10 um em um criostato
a -20°C, em seguida, as amostras foram lavadas em solucdo de PBS 3 vezes,
permeabilizadas com Triton X-100 - 0,1%, durante 20 minutos; nova lavagem com PBS +
BSA para bloqueio de marcacéo inespecifica. Apos esta etapa foi realizada a incubacgéo
por uma hora com o anticorpo policlonal CD34 (Invitrogen® PA5-85917) (1:1000) que foi
utilizado para demarcar os nucleos e os prolongamentos dos teldcitos, posteriormente
foram realizadas 2 lavagens com PBS, e incubado por 1 hora o anticorpo secundario “Alexa
Fluor 547" — 1gG (anti-rabbit). Posteriormente, as laminas foram lavadas novamente 2x com
PBS. Para finalizacdo as laminas foram montadas com ProLongGold® (Molecular Probes,
Eugene, OR-P10144) reagente contendo 4’6-diamidino-2-phenylindole dihidrochoryde
(DAPI) para marcacdo nuclear. As imagens foram capturadas no Microscopio de
fluorescéncia Olympus BX61 do Laboratdrio de Genética de Bactérias (LGB) da UNESP
Rio Claro/SP (PIMENTEL NETO et al. 2020).

5.8. Analises Estatisticas

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism® 8.0.1
e para a determinacdo do tratamento estatistico adequado foram consideradas a
distribuicdo dos dados (distribuicdo gaussiana), a homogeneidade das variancias e a
dependéncia temporal.

A normalidade de distribuicdo dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk
(alfa=0.05), e as variaveis com distribuicdo ndo-normal foram analisadas pelo teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn (p<0.05).

Os dados com distribuicdo normal foram submetidos ao teste de homogeneidade de
variancia de Levene, a partir da subtracdo dos valores individuais pela mediana do grupo,
e os resultados obtidos foram analisados pelo teste ANOVA One Way (paramétrica). Caso
o valor de “p” fosse baixo, a amostra foi considerada sem homogeneidade e analisada pelo
teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn (p<0.05). Por outro lado, se o valor de p
obtido fosse alto, a amostra foi considerada homogénea e submetida a andlise de variancia
ANOVA One-way com pos teste de Bonferroni (p<0.05).

Ainda, os dados da analise funcional da primeira (T1) e da oitava semana (T2) de

treinamento que verificaram a progressao intragrupo no teste de carga, numero de
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escaladas e tempo por escalada, foram considerados como dados dependentes, dessa
forma, foi escolhido o teste paramétrico ANOVA Two-Way, com pdés-teste de Bonferroni
(p<0.05).
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6. RESULTADOS
Apés as devidas andlises estabelecidas e a definicdo dos dados previstos para esta

etapa os resultados foram organizados e apresentados a seguir.

6.1. Analises Funcionais
As analises funcionais foram estabelecidas do inicio ao fim do protocolo, para

avaliacdo da massa corporal, massa muscular, teste de carga maxima carregada e

desempenho funcional de todos o0s grupos experimentais.

6.1.1. Massa Corporal
A mensuragdo da massa muscular dos animais foi realizada semanalmente e

analisada estatisticamente em 3 diferentes periodos (P1 — primeira semana, P2 — quinta
semana, P3 — oitava semana) em todos 0S grupos experimentais para avaliar a adaptacao

corpdrea dos animais ao protocolo.

No Grupo S houve aumento de 9,2% do P1 para P2 e 15,3% do P1 para P3, ja entre
P2 e P3 o aumento foi de 5,5%, as comparacdes ndo apresentaram diferencas

significativas.

No Grupo E houve aumento de 9,8% do P1 para P2 e 18,9% do P1 para P3, ja entre
P2 e P3 o aumento foi de 8,2%, todas as comparacdes ndo apresentaram diferencas

significativas.

No Grupo ES houve aumento de 11,2% do P1 para P2 e 20,7% do P1 para P3, ja
entre P2 e P3 o aumento foi de 8,5%, as comparacdes nao apresentaram diferencas
significativas, porém o Grupo ES foi o que apresentou maior aumento percentual em todos

os periodos comparados.

No Grupo EES houve aumento de 9,2% do P1 para P2 e 17,5% do P1 para P3, ja
entre P2 e P3 o aumento foi de 7,6%, as comparacdes nao apresentaram diferencas

significativas.
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Tabela 1. Massa corporal de todos 0s grupos experimentais.

Grupos

Periodos S E ES EES

P1 366 +21.8 395+29.3 3955+29 396+24.3

P2 400+ 29.5 4345+349 440+326 4325+29.1

P3 422 +35 470+37.1 4775+31.9 4655+429

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: Médias e desvios padrdes da massa corporal dos animais na primeira
(P1), quinta (P2) e oitava semana (P3) de protocolo expresso em gramas (g). Dados tratados estatisticamente
por meio da andlise de variancia Kruskal-Wallis, com pds teste de Dunn’s e nivel de significancia de p<0.05.

6.1.2. Massa Muscular
A mensuracdo do musculo biceps braquial foi realizada ap6s a dissecacdo no

periodo pés protocolo em todos 0s grupos experimentais para demonstracdo da adaptacao

da massa dos animais (Figura 11).

O Grupo E apresentou reducéao de 3,5% da massa muscular em relagéo a S, o Grupo
ES e EES apresentaram aumento de 23,2% e 19,6%, respectivamente em relagdo ao

Grupo S, sendo significativa a diferenca entre S e ES (p<0.001).

Os Grupos ES e EES apresentaram aumento de 27,2% e 13,6%, respectivamente

em relacdo ao Grupo E, sendo a diferenca estatistica entre E e ES significativa (p<0.0001).

Entre os Grupos ES e EES a diferenca foi significativa (p<0.05) com reducédo de

10,7% entre a massa muscular do musculo biceps braquial.
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Figura 11. Massa muscular do Biceps Braquial pés-periodo de protocolo.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Médias e desvios padrdes da massa do musculo biceps braquial expresso em
gramas (g). Dados tratados estatisticamente por meio da andlise de variancia Kruskal-Wallis, com pos teste
de Dunn'’s e nivel de significancia de p<0.05. ***S#£ES (p<0.001); ****E#ES (p<0.0001); *ES#EES (p<0.05).

6.1.3. Teste de Carga Maxima Carregada/ Teste de Desempenho Funcional
A analise funcional foi feita nos grupos que realizaram o protocolo de escada vertical.

Desta forma, apresentamos a evolucdo quanto ao desempenho dos grupos perante o
protocolo e 0 aumento de carga que representa o ganho de for¢ca dos animais, frente ao

protocolo proposto (Figura 12).

Na Figura 12A foi possivel evidenciar o aumento significativo (p<0.0001) de carga
do teste pré para o teste pré protocolo em todos 0s grupos experimentais, no Grupo S o
aumento foi de 41,4%, no Grupo E o aumento foi de 205,8%, no Grupo ES o aumento foi
de 255,8% e no grupo o aumento foi 284,4%, o que demonstra a eficacia do protocolo
periodizado, sem carga, com carga e dos treinamentos intercalados, com o aumento da

carga maxima carregada e consequentemente no ganho de forca destes grupos.

A analise realizada a partir das médias e desvios padrées do niumero de escaladas
foi significativa (p<0.0001) em todos os grupos experimentais. No Grupo S o aumento foi
de 64,2%, no Grupo E observou-se um aumento de 316,6% no teste realizado nas semanas
pré e pos protocolo, no Grupo ES o aumento foi de 384,7% e no Grupo EES o aumento foi
de 388,4%, desta forma demonstramos ndo s6 o aumento de forca exercida, mas também

uma melhora no desempenho destes grupos nos testes com carga (Figura 12B).

Na anélise do tempo de escalada entre os testes T1 e T2, em todos 0s grupos

observamos a reducao do tempo de realiza¢do, no Grupo S foi de 40,5%, no Grupo E foi
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de 54,5% (p<0.0001), no Grupo ES a reducéao foi de 33,2% e no Grupo EES a reducéo foi
de 40,7% (p<0.001) (Figura 12C).

Figura 12. Teste de Carga Maxima Carregada, do Numero de Escaladas e do Tempo de Escalada do Teste
de Carga Maxima.
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Fonte: Dados obtidos pelo autor. Analise do Teste de Carga Maxima Carregada e do Teste de Desempenho
Funcional de todos os grupos experimentais realizados na primeira (T1) e na Ultima semana (T2) de protocolo,
os dados foram analisados estatisticamente e foi realizado o pds-teste de Bonferroni. Teste de Carga: ***S
(p<0.001); **** E, ES e EES (p<0.0001). N° de Escaladas: ***S (p<0.001); **** E, ES e EES. Tempo de
Escalada: *S e ES (p<0.05); *EES (p<0.01); ***E (p<0.0001).
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6.2. Microscopia de Luz
As imagens de microscopia de luz coradas com a técnica de HE e PS foram obtidas
e analisadas respectivamente para obtencédo dos dados de dimenséo fractal, area e para

analise descritiva da juncdo miotendinea.

6.2.1. Dimensé&o Fractal
A dimenséo fractal foi analisada por meio das imagens obtidas do ventre muscular

em todos 0s grupos experimentais.

Analise Nucleos Celulares
A diferenca percentual da dimenséo fractal dos nucleos celulares do Grupo S foi

6,4% menor do que no Grupo E, 10,2% menor em comparacao com ES e 3,8% menor em
relacdo ao Grupo EES. O Grupo E em relacédo a ES apresentou valores 3,6% menores do
que em ES e 2,4% (p<0.05) maiores em relacdo a EES. Os grupos que utilizaram
sobrecarga adicional apresentaram um percentual de 5,8% maior em ES em relacdo a EES
(Figura 13D).

A diferenca percentual da area corada por HE que representa os nucleos celulares
no Grupo S em relagao ao Grupo E foi 26,2% menor, em relagéo a ES foi 18,8% menor e
em relagdo a EES o percentual foi 11,4% maior. Entre o Grupo E e ES a diferenga
percentual foi 5,8% maior e entre E e EES foi de 29,8% (p<0.05) maior. Entre os Grupos
com sobrecarga adicional o percentual foi 25,4% maior em ES em relacdo a EES (Figura
13E).
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Figura 13. Dimensao fractal dos nucleos celulares e a &rea composta por estes nucleos.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Médias e desvios padrdes da (D) Dimenséo fractal dos nucleos celulares e da
(E) Area composta por estes nticleos celulares de todos os grupos experimentais em micrometros quadrados
(um?). Dados tratados estatisticamente por meio da andlise de variancia Kruskal-Wallis, com poés teste de
Dunn’s e nivel de significancia de p<0.05. *E£EES (p<0.05). Amplia¢éo: 200x.

Anédlise Tecido Conjuntivo Associado

A diferenca percentual da dimensao fractal do tecido conjuntivo associado no Grupo
S foi de 5,1% menor do que no Grupo E, 7,3% (p<0.05) menor em comparacao com ES e
0,7% menor em relacdo ao Grupo EES. O Grupo E em relacéo a ES apresentou valores
2% menores do que em ES e 4,1% maiores em relacdo a EES. Os grupos que utilizaram
sobrecarga adicional relacionada apresentaram um percentual de 6,1% maior em ES em
relacdo a EES (Figura 14D).

A diferenca percentual da area corada por PS do tecido conjuntivo associado no
Grupo S em relagéo ao Grupo E foi de 29,8% menor, em relagdo a ES foi 44,1% (p<0.05)
menor e em relagéo a EES o percentual foi 7,8% menor. Entre o Grupo E e ES a diferenca
percentual foi de 10,9% menor e entre E e EES foi de 16,9% maior. Entre os Grupos com

sobrecarga adicional o percentual foi 25,1% maior em ES em relagéo a EES (Figura 14E).



Figura 14. Dimensao fractal da composicéo de tecido conjuntivo e a area de tecido conjuntivo.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Médias e desvios padrées da (D) Dimensédo Fractal do tecido conjuntivo
associado e (E) da Area corada com PS que representa a composi¢ao intersticial no musculo biceps braquial
de todos os grupos experimentais expresso em micrometros quadrados (um?2). Dados tratados
estatisticamente por meio da andlise de variancia Kruskal-Wallis, com pds teste de Dunn’s e nivel de
significancia de p<0.05. *C#ES (p<0.05). Ampliagéo: 200x.

6.2.2. Analise Histoquimica — ATPase Miofibrilar
Para analise da area de secc¢éao transversa e da densidade numérica dos diferentes

tipos de fibras musculares foi utilizada a técnica histoquimica de ATPase Miofibrilar que
possibilitou por meio dos pHs 4.3, 4.6 e 9.4 a diferenciacédo das fibras I, Il e lix em cortes

transversais de todos 0s grupos experimentais.

Os dados percentuais das fibras do tipo | demonstraram no Grupo S fibras com area
73,9% (p<0.0001) menores do que em E, 15,9% (p<0.005) menores em relacdo a ES e
8,5% menores em relacdo a EES. Entre o Grupo E e ES a éarea percentual foi 33,3%
(p<0.0001) maior, e 37,5% (p<0.0001) maior em relacdo a EES. Entre os grupos ES e EES
a comparacao percentual demonstrou a média da area 6,3% maior em ES do que em EES
(Figura 15A).

Os dados percentuais das fibras do tipo Il no Grupo S foram 7,1% menores do que
em E, 1,3% menores em relagédo a ES e 12,7% (p<0.01) maiores em relacéo a EES. Entre
0 Grupo E e ES a é&rea percentual foi 5,3% maior, e 18,5% (p<0.0001) maior em relacdo a
EES. Entre os grupos ES e EES a comparacao percentual apresentada foi 13,9% (p<0.001)
maior em ES do que em EES (Figura 15A).
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Os dados percentuais das fibras do tipo lIx no Grupo S foram 43,4% (p<0.0001)
menores do que em E, 12,8% (p<0.001) menores em relacdo a ES e 35,5% (p<0.0001)
menores em relacdo a EES. Entre o Grupo E e ES a &rea percentual foi 21,3% (p<0.0001)
maior, e 5,4% maior em relacdo a EES. Entre os grupos ES e EES a comparacé&o percentual
apresentada foi 20,2% (p<0.0001) menor em ES do que em EES (Figura 15A).

No Grupo S a porcentagem da densidade numérica das fibras tipo | foi de 62,4%,
das fibras tipo Il foi de 29,9% e das fibras tipo lIx foi de 7,7%. No Grupo E a porcentagem
das fibras tipo | foi de 47,5%, das fibras tipo Il foi 27,6% e das fibras tipo lIx foi de 24,9%.
No Grupo ES as fibras tipo | representaram 55,4%, as fibras tipo Il 27,3% e as fibras tipo
lIx foram 17,3%. Por fim, no Grupo EES as fibras tipo | quantificadas representaram 18,5%
da densidade, as fibras tipo 11 32,9% e as fibras tipo I1x 48,6% (Figura 15B).

Figura 15. Area de Seccédo Transversa e Densidade Numérica dos diferentes tipos de fibra muscular.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Médias e desvios padrdes da area de seccao transversa (AST) dos diferentes
tipos de fibras musculares (A) Tipo |, Tipo Il, Tipo lIx identificados com os pHs 4.3, 4.6 e 9.4 do musculo
biceps braquial expresso em micrémetros quadrados (Um?2); (B) Densidade numérica quantificada para cada
tipo de fibra dentre os grupos experimentais. Dados tratados estatisticamente por meio da analise de variancia
Kruskal-Wallis, com pds teste de Dunn’s e nivel de significancia de p<0.05. Tipo |: **** S#E, E£ES, E£EES
(p<0.0001); S#ES **p<0.005. Tipo Il: **S#EES (p<0.01), ****E#EES (p<0.0001), ***ES#£EES (p<0.001). Tipo
lIx: **** S#E, S#EES, E#ES, ES#£EES (p<0.0001); ***S#ES (p<0.001).
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6.2.3. Juncao Miotendinea

Por meio da microscopia de luz foi possivel diferenciar as caracteristicas estruturais
da JMT dos grupos experimentais.

No Grupo S foi possivel evidenciar nucleos celulares longitudinais, paralelos a JMT
provenientes da matriz extracelular. Na regido tendinea, observam-se nucleos ovais, que
possuem distanciamento em relacdo a juncdo miotendinea (Figura 16A).

Nas imagens de PS identificou-se finas camadas de tecido intersticial entre as fibras
musculares adjacentes e a conexao que se estende do musculo até o tendéo formando a
JMT (Figura 16E).

No Grupo E foi possivel evidenciar nucleos celulares aglomerados na regido da JMT,
estes estdo posicionados paralelamente na longitudinal, porém é possivel observar
caracteristicas especificas de alguns destes nucleos que apresentam formatos ovalados e
alongados em diferentes regifes da figura (Figura 16B).

O tecido conjuntivo associado foi mais espesso e possui a conexao aparentemente
mais concisa com o tecido muscular (Figura 16F).

No Grupo ES observou-se nacleos celulares alongados em grande quantidade em
paralelo com a JMT, enquanto os nucleos ovalados se apresentam em conjunto na regido
da JMT (Figura 16C).

O tecido tendineo foi observado organizado interligado a fibra muscular, onde suas
linhas coldgenas acompanham o direcionamento paralelo da fibra, disposicdo esta
semelhante a dos nucleos apresentados no mesmo grupo experimental (Figura 16G).

No Grupo EES os grupamentos celulares se aglomeram principalmente no tecido

tendineo e paralelamente as fibras musculares esqueléticas, possuem formatos ovalados
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e alongados em alguns casos, porém nao estavam aglomerados na regiao da JMT (Figura
16D).

O tecido conjuntivo associado interligou duas fibras musculares paralelas e possuia
aspecto fibroso, principalmente pelo delineamento das fibras coldgenas na longitudinal
(Figura 16H).

Figura 16. Microscopia de Luz: cortes longitudinais da Jungdo Miotendinea dos Grupos Sedentario (S),

Escalada (E), Escalada Sobrecarga (ES) e Escalada/Escalada Sobrecarga (ES) para as colora¢des de

Hematoxilina e Eosina (HE) e Picro-Sirius (PS).
S E 7 ES _ __EES

Fonte: Elaborada pelo autor. Imagens de Microscopia de Luz cortes longitudinais da jungdo miotendinea dos
grupos experimentais. (seta) nucleos celulares adjacentes; (M) fibras musculares longitudinais; (T) tecido

tendineo. Ampliacéo: 400x.

6.3. Microscopia Eletrénica de Transmissao
Os sarcoOmeros e as ultraestruturas da JMT foram mensuradas e analisadas

estatisticamente diante das imagens obtidas por MET.

6.3.1. Sarcomeros
Os comprimentos dos sarcomeros do ventre, proximais e distais anatomicamente

relacionados, foram mensurados em todos 0s grupos experimentais para analise de suas
adaptacdes diante dos diferentes protocolos de escada vertical, evidenciados nas imagens

de microscopia eletronica de transmissao (Figura 17).

A analise morfométrica dos comprimentos dos sarcémeros do ventre demonstrou os
seguintes dados percentuais. Os comprimentos do Grupo S foram 12,3% (p<0.0001)
menores do que o Grupo E, em relacdo ao Grupo ES o Grupo S foi 7,9% (p<0.005) menor
e por fim em relacdo ao Grupo EES o Grupo S foi 8,5% (p<0.005) maior. No Grupo E
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evidenciou-se comprimentos 3,9% maiores do que no Grupo ES e em comparacao com
EES o Grupo E apresentou comprimentos 18,6% (p<0.0001) maiores, além disso Grupo
ES demonstrou comprimentos 15,2% (p<0.0001) maiores do que no Grupo EES (Figura
17C).

Os comprimentos dos sarcOmeros proximais nos proporcionaram oS seguintes
percentuais. No Grupo S os comprimentos foram 4,4% menores do que no Grupo E, em
relacéo ao Grupo ES o Grupo S foi 2,7% maior e por fim em relacdo ao Grupo EES o Grupo
S foi 4,9% maior. No Grupo E evidenciou-se comprimentos 6,9% maiores do que no Grupo
ES e em comparacédo com EES o Grupo E apresentou comprimentos 9% (p<0.05) maiores,
jd no Grupo ES demonstrou comprimentos 2,2% maiores do que no Grupo EES (Figura
17C).

Em relacédo aos comprimentos dos sarcémeros distais, 0s mesmos apresentaram 0s
seguintes percentuais. No Grupo S os comprimentos foram 30,6% (p<0.01) menores do
gue no Grupo E, em relagédo ao Grupo ES o Grupo S foi 2,8% maior e por fim em relacao
ao Grupo EES o Grupo S foi 36,8% maior (p>0.0001). No Grupo E evidenciou-se
comprimentos 25,2% (p<0.0001) maiores do que no Grupo ES e em comparacao com EES
o Grupo E apresentou comprimentos 4,7% (p<0.05) menores, entretanto o Grupo ES
demonstrou comprimentos 40,1% (p<0.001) menores do que no Grupo EES (Figura 17C).
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Figura 16. Descricdes morfoquantitativas dos sarcémeros do ventre, proximal e distal da juncdo miotendinea,
por meio da Microscopia Eletrénica de Transmisséao.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Médias e desvios padrdes dos comprimentos dos (A) Sarcomeros do ventre
muscular (SV), (B) proximal (SP) e distal (SD) da JMT. Dados tratados estatisticamente com a analise de
variancia Kruskal-Wallis, com pos teste de Dunn’s € nivel de significancia de p<0.05. Ventre: ****S#E, EZEES,
ES#EES (p<0.0001); ***S#ES, S#EES (p<0.001). JMT: Proximal: *E#ES (p<0.05). Distal: **S#E (p<0.01);
****S#EES, E#ES (p<0.0001); ***ES#EES (p<0.001). Amplia¢des: (A)10.000x; (B)12.000x.

6.3.2. Juncéo Miotendinea

A partir das imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissdo da JMT foram
mensurados 0s comprimentos e espessuras das invaginacdes e evaginagdes
sarcoplasmaticas que sao estruturas essenciais para o desenvolvimento e adaptacédo da
interface miotendinea (Figura 18).

No Grupo S os comprimentos da invagina¢cdes mensurados foram 0,4% maiores do
gue no Grupo E, em relacdo ao Grupo ES os comprimentos foram 61% (p<0.0001) menores
e em relagéo ao Grupo EES os comprimentos foram 46,3% (p<0.0001) menores. Entre os
grupos gue realizaram os diferentes protocolos o Grupo E apresentou comprimentos 61,8%
menores do que o Grupo ES (p<0.0001) e 47% menores do que o Grupo EES, por fim, a
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relacdo entre os Grupos que utilizaram sobrecarga adicional demonstrou que o Grupo ES
possui comprimentos de invaginagdes 9,1% (p<0.05) maiores do que o Grupo EES (Figura
18E).

No Grupo S o percentual dos comprimentos das evaginacdes foi 13,2% (p<0.05)
maior do que no Grupo E, em relacdo ao Grupo ES 70,3% (p<0.0001) menor e em relacéo
ao Grupo EES foi 13,5% (p<0.0001) menor. Entre os grupos que realizaram os protocolos
de escada vertical o Grupo E apresentou comprimentos 50,4% menores do que o Grupo
ES (p<0.001) e 0,2% menor do que o Grupo EES, por fim, a relacédo entre os Grupos que
utilizaram sobrecarga adicional demonstrou que comprimentos das evaginacées no Grupo
ES foram 33,3% (p<0.0001) maiores do que o Grupo EES (Figura 18E).

Em relacdo as espessuras das invaginacdes mensuradas do Grupo S, estas foram
19% (p<0.05) menores do que no Grupo E, em relacdo ao Grupo ES foram 4,7% maiores
e em relacédo ao Grupo EES as espessuras foram 19% (p<0.001) menores. Entre o Grupo
E e ES o percentual foi 20% maior e 0,4% maior do que o Grupo EES, por fim, a relacao
entre os Grupos que utilizaram sobrecarga adicional apresentou espessuras no Grupo ES
25% (p<0.05) maiores do que o Grupo EES (Figura 18F).

Em relacdo a espessura das evaginacoes sarcoplasmaticas o Grupo S apresentou
um percentual 16,6% maior do que no Grupo E, em relacdo ao Grupos ES o Grupo S
demonstrou espessuras 33,3% maiores e por fim em relagédo ao Grupo EES o percentual
foi de 16% em maiores espessuras. Entre 0s grupos que realizaram os protocolos o Grupo
E demonstrou espessuras 20% maiores do que em relacdo a ES e 0.2% maiores em relacdo

a EES, e entre ES e ESS as espessuras foram 25% no Grupo ES (Figura 18F).

A interface miotendinea ndo apresentou diferencas significativas, porém o Grupo E
apresentou o comprimento de interface 19% maior, o Grupo ES foi 79,7% maior e o Grupo
EES foi 28,9% maior em comparacdo ao Grupo S. Em relacdo ao Grupo E, ES foi 51%
maior e EES foi 8.3% maior. Entre 0os grupos que utilizaram sobrecarga adicional durante
os protocolos ES foi 28,2% maior do que EES (Figura 18G).
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Figura 17. Descri¢cbes dos elementos ultraestruturais que formam a interface miotendinea, por meio da
Microscopia Eletrénica de Transmissé&o.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Médias e desvios padrdes dos comprimentos e espessuras das invaginagdes
(seta) e evaginagbes (cabeca de seta) sarcoplasmaticas que compreendem a interface miotendinea dos
grupos (A) Sedentério, (B) Escalada, (C) Escalada Sobrecarga e (D) Escalada/Escalada Sobrecarga. Dados
tratados estatisticamente por meio da analise de variancia Kruskal-Wallis, com pos teste de Dunn’s e nivel de
significancia de p<0.05. (E) Comprimentos Invaginagdes: ****S#ES, S#EES, E#ES (p<0.0001); *ES#EES
(p<0.05). Comprimentos Evaginagdes: *S#E (p<0.05); ***E#ES (p<0.001); ****S#ES, ES#£EES (p<0.0001). (F)
Espessuras Invaginacgfes: *S#E, ES#ZEES (p<0.05); **S#EES (p<0.01). Espessuras Evaginagdes: ****S#ES
(p<0.0001); *E#ES, ES#EES (p<0.05). (G) Interface Miotendinea de todos o0s grupos experimentais.
Ampliagbes: (A, B, C, D) 10000x.
6.3.3. Componentes da Matriz Extracelular

A lamina basal que limita a interface miotendinea e a matriz extracelular (Figura 19A)
teve sua espessura analisada e mensurada, desta forma foi possivel definir suas principais

adaptacdes diante dos protocolos de exercicio em escada vertical.

O Grupo S apresentou espessura 1,6% menor que o Grupo E, 3,3% menor do que
no Grupo ES e 15,5% (p<0.05) maior do que no Grupo EES (Figura 19D). Ja no Grupo E
foi possivel evidenciar espessuras 1,6% menores do que no Grupo ES, e 16,6% (p<0.05)
maiores do que no grupo ES (Figura 19D). O Grupo ES demonstrou espessuras 18%
(p<0.01) maiores em relacdo ao Grupo EES (Figura 19D).

A espessura da camada de suporte de colageno foi 138,4% (p<0.0001) maior em E,
61,6% (p<0.001) maior em ES e 235,1% (p<0.0001) maior em EES do que em S (Figura
19E). Em relagdo a comparagédo com o Grupo E, o Grupo ES foi 32,2% (p<0.001) menor e
o Grupo EES foi 40,5% (p<0.0001) maior (Figura 19E). Entre ES e EES o grupo de
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protocolos combinados apresentou espessura 107,3% (p<0.0001) maior (Figura 19E).

As fibras colagenas transversais em E apresentaram comprimentos 0,7% maiores
do que em S, 9,5% menores em ES em relagédo a S e em EES foram 43,4% maiores do
gue em S. No Grupo ES evidenciou-se perimetros 10,2% menores do que o Grupo E e em
EES os perimetros foram 42,2% maiores do que em E. Em EES os perimetros foram 58,5%

maiores do que em ES (Figura 19F).

Figura 18. Descricbes morfoquantitativas das espessuras da lamina basal, da camada de suporte de
colageno e do perimetro das fibras colagenas transversais, por meio da Microscopia Eletrénica de

Transmissao.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Médias e desvios padrbes das espessuras da lamina basal (*) que limitam a
interface miotendinea e a matriz extracelular (A) onde podemos identificar as invaginacfes (seta) e as
evaginagcfes sarcoplasméticas (cabeca de seta), além de na matriz extracelular, foi possivel identificar e
mensurar a (chave) Camada de Suporte de Colageno (CSC) e (circulo) as fibras colagenas transversais que
estdo presentes na CSC. Dados tratados estatisticamente por meio da analise de variancia Kruskal-Wallis,
com pos teste de Dunn’s e nivel de significancia de p<0.05. *S#EES, E#EES (p<0.05); **ES#EES (p<0.01).
Ampliac&o: 50.000x.

6.4. Técnica de Imunofluorescéncia
Os dados de plasticidade da juncdo neuromuscular foram demonstrados por meio

da imunomarcagao com a-bungarotoxina e da JIMT com CD34+ e DAPI em todos 0s grupos

experimentais.
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6.4.1. Juncao Neuromuscular
A imunomarcagao com a-bungarotoxina foi de suma importancia para identificagao

da regido pos-sinaptica do musculo biceps braquial e possibilitou a mensuracdo das

adaptacdes desta regido em todos 0s grupos experimentais.

Foram mensuradas a area corada e &rea total da regido pos-sinaptica demarcada.
Sobre os dados da area corada, o Grupo S apresentou médias percentuais 8,5% maiores
do que o Grupo E, 31,3% maiores do que o Grupo ES e 15,9% maiores do que em EES. O
grupo ES apresentou-se 24,8% maior do que ES e 8% maior do que em EES, por fim o
Grupo ES demonstrou percentual da média da area corada 22,4% menor do que em EES
(Figura 20A).

Sobre os dados da éarea total, 0 Grupo S apresentou médias percentuais 4,9%
menores do que no Grupo E, 13,5% maiores do que o Grupo ES e 12% menores do que
em EES. O grupo E apresentou-se 17,6% maior do que ES e 6,7% menor do que em EES,
por fim o Grupo ES demonstrou percentual da média da area total 29,6% menor do que em
EES (Figura 20A).

Foram mensurados também o perimetro corado e o perimetro total da regido pés-
singptica demarcada. Sobre os dados do perimetro total no Grupo S observou-se as médias
percentuais 33,3% maiores do que o Grupo E, 39,2% maiores do que o Grupo ES e 36,3%
maiores do que em EES. O grupo ES apresentou um percentual 8,8% maior do que ES e
4,4% maior do que em EES, por fim o Grupo ES demonstrou percentual da média do

perimetro corado 4,8% menor do que em EES (Figura 20B).

O perimetro total no Grupo S apresentou médias percentuais 23,8% maiores do que
o Grupo E, 48,5% maiores do que o Grupo ES e 30,7% maiores do que em EES. O grupo
E apresentou um percentual 23,1% maior do que ES e 9,1% maior do que em EES, o Grupo
ES demonstrou percentual do perimetro total 18,2% menor do que em EES (Figura 20B).

A dispersdo entre a area corada e a area total foi realizada e analisada
estatisticamente. No Grupo S os dados percentuais foram 9,5% maiores do que o Grupo E,
18,6% (p>0.05) maiores do que o Grupo ES e 23,9% (p>0.005) maiores do que em EES. O
grupo E apresentou um percentual 10,1% maior do que ES e 15,9% maior do que em EES,

0 Grupo ES demonstrou percentual da disperséo 6,4% maior do que em EES (Figura 20C).

Como dado adicional foi mensurado o diametro maximo de cada regido pos-sinaptica
identificada nas imagens de imunofluorescéncia. No Grupo S os dados percentuais foram

1,1% menores do que no Grupo E, 11,3% maiores do que no Grupo ES e 10,4% menores



57

do que em EES. O grupo E apresentou um percentual 12,3% maior do que ES e 9,1%
menor do que em EES, o Grupo ES demonstrou percentual da disperséo 24,5% menor do
gue em EES (Figura 20D).

Figura 19. Descric6es morfoquantitativas da fenda pds-sinaptica da jungcdo neuromuscular, por meio da
imunomarcagédo com a-bungarotoxina.
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Fonte: Imagem elaborada pelo autor. Legenda: Médias e desvios padrdes dos dados de (A) Area Corada e
Area Total, (B) Perimetro Corado e Perimetro Total, (C) Disperséo e (D) Diametro Maximo. Dados tratados
estatisticamente por meio da andlise de variancia Kruskal-Wallis, com pés teste de Dunn’s e nivel de
significAncia de p<0.05. *S#ES (p<0.05); **S#EES (p<0.001). Amplia¢des: 1.000x.

6.4.2. Tel6citos
Os resultados de imunofluorescéncia com os marcadores de CD34+ e DAPI

apresentaram caracteristicas especificas em sua disposicéo e intima relacdo com a regido
da juncdo miotendinea (Figura 21).

No Grupo E foi possivel identificar telocitos na regido da JMT, principalmente
préximo a sua interface.

No Grupo ES foi possivel identificar a presenca de telécitos na regido da juncéo
miotendinea e entre as fibras musculares proximas a essa regido, estes formam uma rede
integrada que se interligam por meio de suas ramificacdes os telopodos.

No grupo EES os teldcitos foram evidenciados em uma rede condensada na regiao

da interface miotendinea e no tecido tendineo.
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Figura 20. Regiao da juncao miotendinea (DIC) imunomarcada com CD34+ (telécitos), nucleos dos telécitos
e nucleos adjacentes (DAPI) e a sobreposicdo destes marcadores (MERGE).
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Fonte: Elaborada pelo autor Imagens de imunomarcacao da jun¢édo miotendinea (DIC), com telécitos (CD34
+/vermelho) e nucleos celulares (DAPI/azul). Os grupos estao representados em (E) Escalada, (ES) Escalada
Sobrecarga e (EES) Escalada/Escalada Sobrecarga. Ampliag&o: 400x.
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Os resultados do presente estudo revelaram os efeitos de 3 diferentes protocolos de

treinamento em escada vertical, sem e com sobrecarga e com a combinacdo destes

protocolos, onde foi possivel evidenciar as adapta¢cdes neuromusculares e miotendineas

associadas (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados quantitativos obtidos em todos os grupos que realizaram os protocolos em escada

vertical.
Grupos
E ES EES
) Massa Corporal ™" " 1
Antropometria
Massa Muscular ! ™" 1
Analises Funcionais Teste de Carga 1 "M ™"
Testes N de Escaladas 1 "M ™"
Tempo de Escalada 1 ™" 1
Dimenséo Fractal (HE) ™" ™ 1
Area (HE
Analise Fractal ) (HE) il f !
Dimenséo Fractal (PS) " 1 "M
Area (PS) " m 1
AST Tipo |
Microscopia de Luz .p m il !
AST Tipo Il ™" 1 1
AST Tipo lix
ATPase Miofibrilar ) P ] m ! L
Densidade Tipo | i 1 L
Densidade Tipo Il i l 1
Densidade Tipo lIx ™" 1 ™"
Ventre " i 1
Sarcémeros Proximal 1 l 1
Distal 1 l "
. InvaginacBes Sarcoplasmaticas 1 ™" 1
Comprimento L L
Evaginac¢des Sarcoplasmaticas i " "
Microscopia Eletronica Invaginagdes Sarcoplasméaticas ™" l 1
de Transmisséo Espessura
Evaginacdes Sarcoplasmaticas i L l
Interface Miotendinea 1 "M "
Lamina Basal 1 " !
Matriz Extracelular Camada de Suporte de Colageno ™" 1 "
Fibras Colagenas Transversais 1 l ™
Area Corada l i 1l
Area Total 1 l 1
. . Perimetro Corado l L 1
Imunofluorescéncia Juncgdo Neuromuscular 3
Perimetro Total l L 1
Disperséo l Ll L
Diametro Maximo 1 ! "

Fonte: Elaborada pelo autor.: Tabela com todos os resultados quantitativos obtidos durante o experimento
classificados por 1 (aumento razoavel); 11 (aumento consideravel); 111 (aumento expressivo); | (reducao
razoavel); || (reducao consideravel); ||| (reducdo expressiva).
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7.1. Analises Funcionais

7.1.1. Antropometria
A massa corporal ao final do protocolo apresentou aumento proporcional em todos

0S grupos experimentais que realizaram os diferentes protocolos em escada vertical, e

associados a massa do masculo em si, 0s grupos que utilizaram sobrecarga.

A reducdo da massa muscular em E e 0 aumento em ES e EES, demonstram que
0s protocolos com sobrecarga induzem a hipertrofia, mesmo que sejam combinados com
exercicios sem sobrecarga, tais dados corroboram com Tamaki et al. (1992), que utilizaram
comparacao semelhante entre exercicio resistido (agachamento) e aerdbio (corrida em
esteira) e obteve aumento consideravel da massa muscular, principalmente no grupo que
realizou o treinamento resistido, assim como no estudo de Souza et al. (2014), que

relacionou o aumento com protocolos de exercicio resistido e obesidade.

Por meio dos dados da massa corpérea dos animais observaram-se aumento
progressivo no Grupo ES, resultante da hipertrofia muscular mediante ao exercicio fisico
resistido, no Grupo E observa-se discreta progressdo da massa devido as adaptacdes

metabdlicas referentes ao exercicio aerobio.

Ao demonstrar aumento da massa no Grupo ES, conforme descri¢cdes do estudo de
Harris (2009), observou-se discrepancia nas alteracbes consequentes do exercicio
resistido, no mesmo estudo a massa corpérea dos animais diminuiu em ratos idosos e em
adultos, no estudo presente as alteragcbes promoveram aumento da massa total, que
demonstra o principio de hipertrofia nos maiores grupamentos musculares utilizados no

exercicio de escalada.

Houve um aumento da massa em ambos 0s grupos com uso de sobrecarga durante
0 protocolo, assim como evidenciado por Schoenfeld et al. (2016), que observaram
aumento da massa muscular em membros superiores, com exercicios de intensidades
diferentes, comprovando que ambos contribuem com o ganho muscular em musculos

especificos para realizacao da pratica.

As adaptacbes morfométricas do Grupo ES estdo diretamente relacionadas ao
exercicio em escada vertical e as caracteristicas fisiologicas do musculo, como ocorreu em
Krause Neto et al. (2017b) e Rocha et al. (2020b). Além disso, 0 aumento da massa

muscular associada ao modelo experimental escolhido foi semelhante a Pimentel Neto et
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al. (2020).

7.1.2. Testes Funcionais
Apos a realizacéo do teste de carga maxima carregada, no Grupo ES, observou-se

0 aumento expressivo da carga maxima carregada, como consequéncia da pratica do
protocolo de exercicio com sobrecarga, que necessitam do recrutamento das fibras de
contracao rapida, e contribuem no desempenho metabdlico e estrutural do musculo estriado
esquelético de forma a adapta-lo ao treinamento proposto, proporcionando hipertrofia e o
aumento exponencial da forca (HORNBERGER; FARRAR, 2004; KRAUSE NETO et al.
2017a).

Santos et al. (2016) também demonstraram aumento entre a primeira e a ultima
semana de teste de carga maxima, tal resultado ocorreu devido a aplicagdo semanal do
teste, este era realizado para correcdo da carga de protocolo diferente do utilizado no

protocolo da atual pesquisa baseada na massa corpérea do animal.

Em estudo realizado por Krause et al. (2017a), demonstraram aumento para o grupo
de treinamento resistido, a diferenca se deve a aplicacéo do protocolo em ratos idosos em
maior tempo de protocolo, da mesma forma correspondeu a uma melhora no trabalho

realizado.

Os resultados nos testes propostos pré e pos protocolo indicam, a melhora no
desempenho funcional, consequéncia esta da adaptacdo motora e dos tecidos exigidos
para execucdo dos movimentos, que demonstram ainda a padronizacdo dos animais na
execucao das escaladas, em decorréncia do tempo de préatica associados a fatores
morfoldgicos e fisiolégicos (BALSHAW et al., 2017).

Existem fatores fisiolégicos, ndo analisados, que podem estar associados a tais
mudancas, e influenciam no aumento da musculatura (MOBLEY et al., 2018; STEC et al.,
2016) como, genes associados ao crescimento e remodelamento tecidual (BAMMAN et al.,
2007; DAVIDSEN et al., 2011; THALACKER-MERCER et al., 2013) e a ativacao de fatores
sinalizadores da regulacéo de sintese proteica (MAYHEW et al., 2011; MITCHELL et al.,
2013) que foram afetados e consequentemente corroboram com as adaptacdes funcionais

associadas as alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas do presente estudo.

Além disso, determina a evolucgao funcional destes que se desenvolveram por meio
da combinacgéo dos fatores envolvidos, consequentemente contribuiram com a hipertrofia

muscular e com 0 aumento do nimero de escaladas, com a redugdo tempo de realizacdo
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e principalmente com o aumento da carga maxima carregada, corroborando assim com a
proposta de treinamento planejada e periodizada que pode ser associada com humanos
Garber et al. (2011).

7.2. Microscopia de Luz

7.2.1. Analise Dimensé&o Fractal
A analise de DF pode ser utilizada como ferramenta para caracterizar estruturas

anatbmicas e processos fisiologicos como fluxo sanguineo pulmonar e miocardico,
estruturas bronquiais, vascularizagdo da retina e organizacao dos diferentes tipos de fibras
musculares (ARSOS; DIMITRIU, 1995; KARPERIEN et al., 2008; POPOVIC et al., 2018),
desta forma o aumento dos nucleos celulares e do tecido intersticial do musculo biceps
braquial contribuem com a caracterizacdo dos resultados, que demonstraram as inéditas

adaptacoes dos protocolos em escada vertical.

Nos grupos que realizaram os protocolos especificos sem e com sobrecarga, houve
aumento dos ndcleos celulares periféricos as fibras musculares transversais,
principalmente em ES, e reducéo nos grupos com protocolos combinados. Tais alteracbes
podem estar respectivamente relacionadas ao aumento da atividade celular e as
microlesfes causadas pelo exercicio com sobrecarga periodizado e a adaptacao diante da
combinacdo dos protocolos, que corroboram com alteracbes de estudos com distrofia
muscular (CURY et al., 2018)

A dimensao fractal da area intersticial aumentou em todos 0s grupos que realizaram
protocolo, principalmente no Grupo ES. O que indica o acumulo de colageno intersticial
associado a hipertrofia muscular e consequentemente ao aumento de nucleos celulares
responsaveis pela manutencéo dos tecidos associados e corrobora com o fato reportado
por Korolj, Wu e Radisic (2019) que estabeleceram a DF como uma forma de mensurar o

estado de saude dos tecidos.

7.2.2. ATPase Miofibrilar
A AST das fibras musculares apresentou aumento das fibras tipo | no Grupo E,

possivelmente devido a caracteristica oxidativa predominante no musculo biceps braquial
de ratos (FUENTES et al., 1998) e a capacidade exigida pelos tipos especificos de fibras
musculares para executar o protocolo sem carga adicional (GUNDERSEN, 2011; TALBOT
e MAVES, 2016).
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As fibras do tipo Il e lIx aumentaram no Grupo ES devido a carga adicional utilizada
para a realizacdo dos protocolos de escada vertical e aos padrbes estabelecidos durante
as sessoes de protocolo, que se referem a um modelo experimental de hipertrofia muscular
(GUNDERSEN, 2011; LOURENCO et al., 2020).

Com o protocolo de sobrecarga adicional, observamos maiores fibras tipo Il e llIx,
que corrobora com a hipertrofia das fibras musculares, devido & sua caracteristica
fisiolégica, que contribui com a maior producéo de forga, velocidade de contracao, influxo
de célcio e sensibilidade adaptativa (QAISAR et al., 2016).

No Grupo EES, o aumento da AST das fibras lIx demonstrou a adaptacao associada
as caracteristicas glicoliticas / oxidativas predominantes fisiologicamente e necessarias
para a realizacdo do exercicio com e sem carga em diferentes protocolos (PETTE, 1998;
SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011; JORGENSEN et al., 2020).

Os resultados da AST apresentam aumento proporcional a densidade das fibras em
todos os grupos experimentais, demonstrando hipertrofia e hiperplasia dos diferentes tipos
de fibras, referentes a exigéncia fisiolégica/especifica de cada protocolo de exercicio
proposto (ROCHA et al., 2020b).

As adaptacGes musculares observadas no presente estudo podem ser definidas,
principalmente pela funcionalidade exigida e pelo padréo de treinamento estabelecido para
cada grupo, adaptacdo semelhante ao que ocorre em humanos (ESBJORNSSON et al.,
1993; PETTE, 1998) e devido ao padrdao de movimento e execucdo exigido por esse
musculo diante de cada um dos protocolos (JORGENSEN et al., 2020).

7.3. Microscopia Eletrénica de Transmisséao

7.3.1. Invaginacdes e Evaginacfes
Os Grupos treinados apresentaram diversas particularidades em relagédo ao Grupo

S. O Grupo E demonstrou ampla ramificacdo de suas invagina¢des corroborando com
estudos desenvolvidos por Kojima et al. (2008) e Curzi et al. (2012), em ambos os estudos
experimentais foram submetidos a exercicios que priorizavam a capacidade aerdbia, assim
como no Grupo E, os achados se complementam ao evidenciar a formacédo de amplas
ramificacbes formadas pelas invaginacdes sarcoplasmaticas, que envolvem as
evaginacdes de forma a proporcionar maior resisténcia da area de interagdo musculo-

tendinea.
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Os dados evidenciados em relagédo ao comprimento das invaginacdes e evaginacoes
sarcoplasmaticas especificamente no Grupo E corroboram com os dados encontrados por
Sierra et al. (2017), este demonstrou maior aumento do comprimento das invaginac¢des do
gue das evaginacbes em treinamento de natacdo, ambos o0s estudos apresentam
significancia em relacdo ao Grupo sedentario, ou seja, a JMT demonstra adaptacdes que
contribuem com o aumento das ultraestruturas e consequentemente da interface musculo-

tendinea mesmo em exercicio sem sobrecarga (PIMENTEL NETO et al., 2020).

As adaptacdes no Grupo E, como o0 aumento das invaginacdes sarcoplasmaticas em
espessura e comprimento, e reducéo das evaginacdes sarcoplasmaticas demonstram que
treinamento esta associado com a capacidade aerdbia como no treinamento de natacdo e
modelo experimental de menopausa realizado por GUZZONI et al. (2018), onde os
resultados foram diferentes em relacdo as espessuras invaginacdes sarcoplasmaticas.

No Grupo ES evidenciou-se elevada atividade celular na regido proxima a JMT, e 0
aumento do comprimento tanto das invagina¢cdes como das evaginagfes sarcoplasmaticas,
estas caracteristicas na regido da JMT promoveram maior area de contato comprovada
pelo aumento da interface miotendinea ja identificada por CURZI et al. (2012),
consequentemente menor suscetibilidade a lesGes. Tais modificacdes incidem diretamente

em beneficios na principal regido anatdmica do aparelho locomotor.

Enquanto, no Grupo ES o aumento dos comprimentos da invaginacdes corroboram
com estudo de Hart e Zernicke (2020), em exercicio de esteira com intensidade progressiva
foram apresentados resultados semelhantes, que indicam maior resposta adaptativa do
tecido muscular na regido da JMT associados a hipertrofia e a adaptacao dos sarcémeros
desta regido que compde a evaginacao sarcoplasmatica.

O exercicio resistido promoveu adaptacdes morfolégicas que contribuiram com a
alteracdo da interface musculo tendinea (KOJIMA et al., 2008; CURZI et al., 2012; CURZI
et al., 2016), que se correlaciona diretamente com o aumento de forca apresentado nos
testes funcionais e a hipertrofia muscular. Estas adaptacdes corroboram com estudos
recentes que associaram estas alteracbes com diferentes protocolos em escada vertical
(PIMENTEL NETO et al., 2020, ROCHA et al., 2020b).

7.3.2. Componentes da Matriz Extracelular
A lamina basal que delimita a ECM na JMT apresentou reducdo em sua espessura

diante dos protocolos de treinamento. No Grupo E houve atenuagéo em sua espessura tao

significante quanto no Grupo ES, resultados que diferem dos encontrados em estudos feitos
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por Curzi et al. (2012) em exercicio em esteira que demonstrou 0 aumento desta estrutura
nos grupos treinados, tal fator pode estar associado a acdo das metaloproteinases que
compdem esta regido como diversos niveis de laminina e colageno tipo IV (HOHENESTER,;
YURCHENCO, 2013), pois sao responsaveis principalmente pela formacao do esqueleto
desta membrana, além de estarem associados a atividade miogénica (POPESCU et al.,
2010, RAYAGIRI et al., 2018).

O rearranjo morfoloégico da lamina basal indica atividade das células também
provenientes de seu envoltorio, as células satélites que quando ativadas para controle do
equilibrio homeostatico em meio aos tecidos microlesados (DAHIYA et al.,, 2011),
promovem alteracdes nas proteinas desta membrana assim como os diferentes tipos de
coldgenos nessa regido, que podem influenciar em suas adapta¢cfes e consequentemente
nas adaptacdes das células adjacentes (DUMONT et al., 2015) principalmente do tecido
muscular (SANES, 2003).

A adaptacao da CSC e com suas fibras de colageno dispostas transversalmente com
0s protocolos de exercicio fisico, corrobora com a relacdo entre o aumento do depdésito de
colageno associado a diferentes estimulos (GUMUCIO et al., 2015) a hipertrofia muscular
em diferentes protocolos de escada vertical (PIMENTEL NETO et al., 2020) e a obesidade
(GRILLO et al., 2021) que consequentemente promove o0 remodelamento da matriz
extracelular e o aumento da producdo de colageno em diferentes regiées do musculo
estriado esquelético (DAVIS et al., 2013), na JMT tal relacdo foi evidente principalmente
com a combinacéao dos protocolos.

O aumento de colageno promove a contribuicdo estrutural e compensacao da matriz
extracelular em relacdo ao ventre muscular de acordo com a forca de transmissao contratil
exigida nesta regido, promovendo menor riscos a lesbes e o aumento de sua resisténcia
(KJAER et al., 2004, MENDIAS et al.,2017).

7.4. Juncao Neuromuscular
No Grupo ES, houve reducado da estrutura da fenda pds-sinaptica e da densidade

das fibras musculares, possivelmente devido a caracteristica funcional das fibras tipo Il e
lIx na acado e funcionalidade necessaria para o protocolo em escada com sobrecarga, o que
indica a manutencdo de as zonas ativas que se adaptam e contribuem com a
neurotransmisséao reduzindo a distancia de acesso das vesiculas sinapticas aos canais de
Ca2+ (CHEN; MIZUSHIGE; NISHIMUNE, 2012; NEHER, 1998).
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Além disso, as mensura¢des da fenda pés-sinaptica do Grupo E mostraram dados
das caracteristicas morfométricas com reducao minima em resposta a diferentes exercicios
fisicos. Em relacdo ao Grupo ES, houve principalmente uma reducdo em sua estrutura,
diferentemente do Grupo EES, que apresentou aumento neste aspecto, devido a exercicios
especificos combinados (ARNOLD et al., 2014; TINTIGNAC et al., 2015).

Segundo Krause Neto et al. (2015), a partir de uma meta analise sobre os efeitos do
treinamento nos componentes da JNM, o treinamento com sobrecarga induz ao aumento
da area total das placas motoras das fibras rapidas em musculos pélvicos de ratos. Diante
disso, verificamos que a analise do musculo biceps braquial demonstrou reducao da area
total, possivelmente por sua caracteristica motora especifica e pela composicéo estrutural
(FUENTES et al., 1998; PETTE et al., 1998).

Os dados observados indicam que a associacdo dos protocolos promove alteracées
em ratos jovens relacionadas a densidade do JNM, diminuindo com a chegada da idade
adulta, e o protocolo EES manteve sua distribuigdo como principal adaptacao (JIANJUN et
al., 2002; TINTIGNAC et al., 2015).

A menor dispersdo no Grupo EES esteve diretamente associada a reducao das
fibras musculares da AST tipo | e ao predominio desse tipo de fibra no musculo biceps
braquial (FUENTES et al., 1998; DESCHENES et al., 2011). Segundo Wilson e Deschenes
(2005) o tipo de exercicio e o tipo da composicao miofibrilar resultam em diferentes efeitos
na atividade morfolégica pods-sinaptica, principalmente em sua dispersdo, que

consequentemente foi reduzida em todos os protocolos experimentais analisados.

7.5. Tel6citos
Os teldcitos foram encontrados na matriz extracelular, consequentemente na regiao

intersticial, na regido da juncdo miotendinea, esta célula € particularmente encontrada no
intersticio de alguns tecidos como musculo liso (LIANG et al., 2019), cardiaco (MARINI et
al., 2018), na lingua (musculo estriado esquelético) (ROSA et al., 2019) e em alguns érgéos
como pancreas (BOSCO et al., 2013), testiculo (LIU et al., 2019) e figado (LIU et al., 2016)
em diferentes espécies e ainda nado foi associada a estimulos relacionados ao exercicio
fisico que possam apresentar suas alteracoes

O achado destas células de origem estromal em todos 0s grupos experimentais pode
indicar a ligacdo as microlesdes e consequentemente a regeneracdo muscular causada
pela hipertrofia muscular proporcionada pelos protocolos de treinamento. Assim associadas

aos fatores miogénicos e troficos atuantes na JMT, a necessidade da nutricdo desta regiao
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com o possivel fator da presenca de capilares na matriz extracelular também na JMT
associados aos telocitos (PIMENTEL NETO et al.,2020), e as adaptacdes que podem ser
proporcionadas como consequéncia do exercicio resistido (GANDAHI et al., 2020) e sem
sobrecarga e combinado.

Além disso, a identificacdo de um nicho de telocitos em proximidade e seus
prolongamentos envolvendo a JMT em todos os grupos reforca o fato do nicho destas
células e do seu envolvimento com as demais estruturas celulares associadas na JMT. O
encontro destas células préximas a JMT pode determinar seu nicho de proliferacao
mioblastica e inicio do processo pos-inflamatério advindo das microlesdes (URCIOLO et
al., 2013), principalmente por nesta regido terem sido encontrados os teldcitos e células

satélites em exercicio em escada vertical recentemente (PIMENTEL NETO et al., 2020).
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8. CONCLUSOES

Diante dos diferentes protocolos experimentais em escada vertical com e sem

sobrecarga e de sua combinacédo, concluimos que:

e As massas corporais apresentaram aumento em todos 0S grupos experimentais;

e A massa muscular demonstrou aumento nos grupos que realizaram protocolo com
sobrecarga adicional (ES e EES) e reducao em E;

e Na andlise de desempenho funcional foi possivel evidenciar o aumento da carga
carregada, do numero de escaladas e a reducdo do tempo em todos 0S grupos
experimentais;

e A area e a dimensdo fractal do tecido conjuntivo demonstrou aumento em todos 0s
grupos com treinamento, e evidente aumento da area nuclear nos grupos E e ES,
com destaque para a organizacao da complexidade em ES;

e A ATPase miofibrilar demonstrou o aumento das fibras Tipo | e lIx em todos os
grupos experimentais, porém nas fibras Tipo Il houve aumento apenas nos Grupos
de treinamento especifico (E e ES) e reducédo no Grupo associado (EES);

e Os sarcémeros diminuem seus comprimentos do ventre para a JMT, principalmente
o ES. Entretanto, quando associados (EES) promovem aumento;

e Quanto maior a carga maxima utilizada, maiores os comprimentos de invaginacdes
e evaginacdes apresentados nos grupos E, ES e EES;

e O comprimento das invaginacfes sarcoplasmaticas € inversamente proporcional a
espessura das evaginacfes sarcoplasmaticas em todos 0s grupos que realizaram
treinamentos;

e O exercicio com sobrecarga adicional promove aumento da interface miotendinea;

e Observou-se reducéo da lamina basal no Grupo EES;

e Os exercicios combinados promovem o aumento da camada de suporte de colageno
e das fibras colagenas transversais na matriz extracelular;

e A fenda poés-sinaptica apresentou amplo remodelamento com a reducdo da area
corada, perimetro corado, perimetro total e consequentemente da dispersdo em
todos os grupos experimentais de treinamento. Entretanto, a area total e o diametro
maximo apresentaram reduc¢ao apos o treinamento com sobrecarga (ES) e aumento

nos Grupos sem sobrecarga (E) e treinamento associado (EES).
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e Foram identificados em todos 0s grupos experimentais a presenca de telécitos na
JMT.
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