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RESUMO GERAL

A terapia de vibracdo com plataforma vibratoria é utilizada no tratamento de
osteoporose poés-menopausa, pois pode promover efeitos anabdlicos sobre o
tecido 0sseo; porém, os parametros de utilizacdo, principalmente o tempo de
aplicacdo, ndo estdo bem estabelecidos. Além disso, apesar dos efeitos
benéficos da vibracdo, esse estimulo pode causar lesdo nervosa periférica e
seus efeitos sobre o nervo periférico sdo ainda pouco explorado em parametros
utiizados em terapias. Diante desses fatores, torna-se relevante o estudo da
vibracdo mecéanica durante diferentes periodos sobre o tecido 0sseo, além de
analisar os efeitos sobre o tecido nervoso. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi analisar e comparar os efeitos da vibracdo mecéanica aplicada
durante quatro e oito semanas, sobre o fémur e nervo isquiatico de ratas Wistar
ooforectomizadas. Foram utilizadas 64 ratas randomizadas nos grupos
ooforectomia (GO) e pseudoooforectomia (GP) (n=32/grupo). Posteriormente,
cada grupo foi subdividido em 4, grupos eutanasiados na 122 semana de
experimento (GP4, GO4, GPV4 e GOV4), sendo que GPV4 e GOV4 foram
submetidos a vibragcdo por 4 semanas; e 0S grupos eutanasiados na 162
semana de experimento (GP8, GO8, GPV8 e GOV8), sendo que GPV8 e
GOV8 foram submetidos a vibracdo por 8 semanas. A vibracdo foi realizada
com frequéncia de 60Hz, por 10 minutos, trés vezes por semana. Foi avaliada
a nocicepcédo da pata posterior direita antes do procedimento cirdrgico, prévio e
ao final do tratamento com vibracdo. Apds o periodo experimental, os animais
foram devidamente eutanasiados, e 0 nervo isquiatico e o fémur direitos foram
dissecados para andlise histomorfométrica. Foi mensurado em 100 fibras
nervosas o diametro da fibra, axénio, bainha de mielina e quociente g; realizou-
se a contagem de fibras menores e maiores que quatro micrometros, e dos
nlcleos de células de Schwann, além da porcentagem do tecido conjuntivo. O
fémur foi analisado quanto ao diametro do colo do fémur, a porcentagem do
0SSO esponjoso, a mensuracao da espessura, a porcentagem e area média do
0osso cortical, além da contagem do numero de ostedcitos. A partir das
analises, observou-se que a variavel da nocicepcdo e da morfometria do nervo
isquiatico ndo houve diferenca estatistica significativa, além disso, na andlise
morfolégica do nervo isquiatico, 0S Qrupos apresentaram caracteristicas
semelhantes entre si, sem alteracdo da morfologia tipica. Enquanto que no
fémur, a vibracdo nos grupos ooforectomizados levou ao aumento da massa
0ssea, sendo observado o aumento da porcentagem do tecido esponjoso, o
que também foi evidenciado no tecido cortical, com aumento da espessura e da
porcentagem de tecido 6sseo. Porém, as variaveis da area média do 0sso
cortical, o nimero de osteécitos e o diametro do colo do fémur ndo foram
alterados pela vibragcdo. Com isso, conclui-se que a vibracdo durante quatro e
oito semanas promoveu aumento da massa 6ssea e ndo apresentou efeitos
sobre o0 nervo isquiatico de ratas Wistar ooforectomizadas.

Palavras-chave: ovariectomia; osteoporose pds-menopausa; sistema nervoso
periférico; vibracdo do corpo inteiro.



GENERAL ABSTRACT

Vibratory platform vibration therapy used in the treatment of postmenopausal
osteoporosis because it can promote anabolic effects on bone tissue, but the
parameters of use, especially the time of application, are not established. In
addition, despite the beneficial effects of vibration, it is known that it can cause
peripheral nerve damage. However although mentioned, there is no scientific
evidence documenting the effects of this stimulus on the peripheral nerve in
parameters used in therapies. Thus, is relevant the study of the mechanical
vibration during different periods on the bone tissue, besides analyzing the
effects on the nervous tissue. The aim of this study was to analyze and
compare the effects of mechanical vibration applied over four and eight weeks
on the femur and sciatic nerve of oophorectomized Wistar rats. Sixty-six
randomized rats were used in the oophorectomy (GO) and sham-oophorectomy
(GP) groups (n = 32 / group). Subsequently, each group was subdivided into 4,
euthanized groups in the 12th week of experiment (GP4, GO4, GPV4 and
GOV4), and GPV4 and GOV4 were submitted to vibration for 4 weeks; (GP8,
GO8, GPV8 and GOVS8), and GPV8 and GOV8 groups were submitted to
vibration for 8 weeks. The vibration was performed with frequency of 60Hz, for
10 minutes, three days a week. Nociception of the right hind paw was evaluated
before the surgical procedure, at the beginning of the treatment and at the end
of the treatment with vibration. After the experimental period, the animals were
euthanized, and the right sciatic nerve and femur were dissected for
histomorphometric analysis. Were measured in 100 fibers nerve the diameter
of the fiber, axon, myelin sheath, and quotient g, also were realized the counts
of smaller fibers and larger than four micrometers and of the Schwann cell
nuclei, as well as the percentage of connective tissue. The femur was analyzed
for femoral neck diameter, mean area of cortical bone, percentage of spongy
bone, thickness measurement and percentage of cortical bone, as well as
osteocyte count. From the analyzes it was observed that the nociception and
morphometry of the sciatic nerve morphometry did not have a statistically
significant difference; in addition, in the morphological analysis of the sciatic
nerve, the groups presented similar characteristics among themselves, without
altering the typical morphology. While in the femur, the vibration in the
oophorectomized groups led to the increase of the bone mass, being observed
the increase of the percentage of the spongy tissue, which was also evidenced
in the cortical tissue, with increase of the thickness and the percentage of bone
tissue, being the was able to reverse these changes. However, the variables of
the mean area of the cortical bone, number of osteocytes and the diameter of
the femoral neck were not altered by vibration. With this, it was concluded that
the vibration during four and eight weeks promoted increase of the bone mass,
whereas it did not have effects on the sciatic nerve of oophorectomized Wistar
rats.

Keywords: ovariectomy, postmenopausal osteoporosis; peripheral nervous

system; whole-body vibration.
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INTRODUCAO GERAL

Com o processo de envelhecimento da populacdo, o nimero de
idosos é crescente, sendo composto principalmente por mulheres, pois elas
possuem maior expectativa de vida do que os homens. Esse fato também
presume que elas passardo uma porcdo maior da vida no estado
hipoestrogénico pds-menopausa, convivendo com as diversas alteracdes que
ocorrem nesse periodo. Com isso, a compreensdo dos impactos fisiologicos
das horménios sexuais feminino torna-se uma questdo importante de saude
publica (ENGLER-CHIURAZZI et al., 2017).

A menopausa, definida como a Ultima menstruacéo, ocorre devido
ao cessar natural da producéo do estrogénio, na principal fonte desse horménio
na mulher, os ovarios (CARVAJAL-LOHR et al.,, 2016; DAAN et al., 2015;
KHALID; KRUM, 2016). A partir disso, ocorrem diversas desordens na saude
da mulher, sendo relacionadas principalmente a deficiéncia de estrogénio,
consistindo em sintomas vasomotores, em alteracbes no trato urogenital (AL-
SAFI; SANTORO, 2014) e no sistema cardiovascular. Além disso, pode afetar o
tecido nervoso (NEWINGTON; HARRIS; WALKER-BONE, 2015) e o 0sseo
(TELLA; GALLAGHER, 2014).

As mulheres no periodo poOs-menopausa apresentam alta
prevaléncia de diminuicio da densidade mineral d6ssea (DMO),
predominantemente no 0SSO esponjoso, ocasionando com frequéncia a
osteopenia (65%), forma mais branda de perda déssea, que pode evoluir para
osteoporose (12%) (FERNANDES et al., 2015; JI; YU, 2015). Isso ocorre
porque a diminuicdo da concentragdo de estrogénio resulta no aumento da

expressdo de fatores que estimulam a diferenciacdo e mantém a viabilidade
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dos osteoclastos (JI; YU, 2015; NAKASHIMA; HAYASHI; TAKAYANAGI, 2012;
TELLA; GALLAGHER, 2014). Dessa forma, ocorre maior remocdo do que
deposicdo de matriz 6ssea (TELLA; GALLAGHER, 2014).

Dentre as formas de tratamento para promover o aumento da
massa 0ssea, esta a vibragdo mecénica, que pode ser aplicada por meio da
plataforma vibratéria, utiizada como recurso para realizacdo de exercicio por
ser uma terapia de curta aplicacdo (WEBER-RAJEK et al,, 2015). A terapia de
vibracdo mecénica é utilizada com base em seu efeito mecanotransdutor pelos
ostedcitos, que converte forcas mecanicas externas em respostas bioquimicas,
inibindo a diferenciagdo dos osteoclastos (KULKARNI, VOGLEWEDE; LIU,
2013).

As respostas dessa terapia dependem da intensidade, da
frequéncia e da duracdo do estimulo; contudo, esses parametros ndo estdo
bem estabelecidos, havendo discrepancia entre os estudos (BUTEZLOFF et
al., 2015; KULKARNI, VOGLEWEDE; LIU, 2013; LIANG et al., 2014
RODRIGUEZ-MIGUELEZ et al., 2015; WEI et al., 2014; ZHOU et al., 2015). O
tempo de duracdo da terapia, apesar de ser pouco explorado (MOREIRA-
MARCONI et al.,, 2016), é considerado um parametro importante (FRATINI;
BONCI, 2016), pois a exposicao prolongada pode causar danos ao tecido (XIE
et al.,, 2016).

Apesar do frequente uso da plataforma vibratéria na terapéutica
para osteoporose, sabe-se que a vibracdo pode causar lesdo nervosa periférica
(LNP), o que é comumente conhecida no ambito ocupacional, pela sindrome do
tinel do carpo (CHAMMAS, 2014; NEWINGTON; HARRIS; WALKER-BONE,
2015; PALMER; BOVENZI, 2015). Um dos possiveis mecanismos de lesao foi
observado em estudos experimentais com a diminuicdo do limiar nociceptivo,
decorrente da producdo de movimentos de flexo-extensdo na coluna pela
vibragdo, resultando em leséo dos discos intervertebrais (BAIG et al., 2013;
KARTHA; ZEEMAN; BAIG, 2015).

No estudo de Baig et al. (2013), foram observados sinais de LNP
a partir de uma Unica sessao, pela diminuicdo do limiar nociceptivo, e
demonstrou que a severidade aumenta quanto maior for a intensidade diéria e
frequéncia semanal; o que torna relevante o estudo dos efeitos da vibragéo

sobre o tecido nervoso durante a pratica terapéutica. Além disso, durante o
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tratamento de osteoporose pdés-menopausa com vibracdo, ha a associacao do
estimulo mecénico e da restricdo hormonal, que sdo fatores de risco para LNP
(HAYLOCK-VIZE; CHOI, 2015). Assim, é importante verificar os efeitos da
plataforma vibratoria sobre a remodelacdo 6ssea em diferentes periodos para
padronizacdo desse parametro, levando em consideracdo os efeitos sobre o

tecido nervoso periférico.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

eAnalisar e comparar os efeitos da vibracdo mecéanica aplicada durante
guatro e oito semanas, sobre o fémur e o0 nervo isquiatico de ratas Wistar

ooforectomizadas.

Objetivos Especificos

e Analisar a morfologia do tecido 6sseo cortical e esponjoso, com 0 uso de

parametros morfométricos;
e Avaliar o limiar nociceptivo do nervo isquiético;

e Verificar a presenca de sinais de lesdo no nervo isquiatico por meio de

parametros morfométricos e morfolégicos qualitativos.
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REVISAO DE LITERATURA

A presente revisdo abrangeu temas amplos relativos a estrutura e
a funcdo do tecido 6sseo e nervo periférico e a influéncia do estrogénio e da

terapia de vibragdo mecéanica sobre os tecidos.

Tecido Osseo e Remodelacgéo

O osso é uma forma especializada de tecido conjuntivo,
constituido por células especializadas e por componentes extracelulares
calcificados, denominados de matriz 6ssea. A matriz 6ssea € dividida de
acordo com a sua composicao: as por¢des organica e inorganica. A fracéo
inorganica é constituida principalmente por calcio (Ca*") e fosfato, e pequenas
quantidades de bicarbonato, magnésio, potassio, sodio e citrato. E a porcao
organica é composta em sua maioria por colageno tipo |, além de colageno tipo
V, VI e VI, proteoglicanos e proteinas ndo colagenas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

As células especializadas presentes no tecido 0sseo sdo 0s
osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos (Figura 1). Os osteoclastos sdo células
multinucleadas de origem hematopoiética que realizam a reabsorcéo 0ssea (JI;
YU, 2015; LOI et al., 2016; STEVENSON; MARSH 1992). Sua diferenciacao,
processo denominado de osteoclastogénese, ocorre quando o receptor do fator
nuclear Kapa B (RANK), expresso em sua superficie, interage com seu ligante

RANKL (Figura 2). Esse ligante € uma citocina da familia do fator de necrose



15

tumoral (TNF), expresso principalmente por ostedcitos, além das células T-
auxiliares (células Th) e osteoblastos (NAKASHIMA; HAYASHI;, TAKAYANAGI,
2012).

Os osteoblastos sdo derivados de células estromais
mesenquimais (MSCs) e apresentam grandes nlcleos, estrutura de Golgi
dilatada e reticulo endoplasmatico extenso. Essas células promovem a
deposicdo da matriz éssea, sintetizando coldgeno tipo | e outras proteinas da
matriz (INIGUEZ-ARIZA; CLARKE, 2015). Ademais, junto com linfcitos B,
células dendriticas, MSCs e ostedcitos, secretam a osteoprotegerina (OPG),
um receptor solivel da familia do TNF. Esse receptor atua como antagonista
ao RANKL, para impedir a interacdo RANK/RANKL, e assim impossibilita a
ativacao dos pré-osteoclastos (LOI et al., 2016).

Os principais constituintes do tecido 6sseo sdo o0s ostedcitos,
correspondendo a 90% das células ésseas (KLEIN-NULEND et al., 2015). Tais
células sédo derivadas de osteoblastos incorporados dentro da matriz éssea
calcificada (NAKASHIMA; HAYASHI; TAKAYANAGI, 2012), os quais estao
localizados dentro de uma rede de lacunas 0sseas, por meio das quais seus
prolongamentos entram em contato com outras ceélulas, permitindo a
comunicacdo. A principal funcdo dos ostedcitos € a manutencdo da matriz
0ssea, pois esses sao capazes de regular seu meio ambiente e, assim, sao
responsaveis pela regulacdo da remodelacdo Ossea, visto que atuam como
receptores de estimulos endocrinos e mecanicos (PRIDEAUX; FINDLAY,;
ATKINS, 2016).
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Osteoclasto  Mesénquima Matriz
neoformada
Matriz 6ssea (osteoide)

Osteoblasto Ostedcito

Figura 1 - Esquema das células constituintes do tecido 6sseo. Indicando o osteoclasto, grande
célula multinucleada que promowe a reabsorcdo O0ssea; os osteoblastos, posicionados lado a
lado, promovem a deposicdo da matriz éssea e quando esta se calcifica, os osteoblastos ficam
presos, passando a serem denominados osteécitos; os ostedcitos, células que promovem a
manutencdo da matriz 6ssea. Fonte: Junqueira; Carneiro (2013).

O tecido 6sseo € um 0Orgao altamente dinamico, que esta em
constante remodelagdo, renovando o tecido para evitar acUmulo de micro
lesbes, e a fim de responder ao estimulo de crescimento, mantendo a
resisténcia 0ssea e preservando a homeostase mineral (GOLOB; LAYA, 2015;
INIGUEZ-ARIZA; CLARKE, 2015). O ciclo da remodelacéo é realizado pelos
osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos, e é composto por quatro fases
sequenciais: o recrutamento e ativacdo de osteoclastos, reabsorcdo, reversao
e formacéo (JI; YU, 2015).

No inicio do ciclo, na fase de recrutamento e ativacdo dos
osteoclastos, ocorre a liberacdo de Fator estimulador de colonias de
macréfagos (MCSF), interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e RANKL pelos
osteoblastos, células Th e ostedcitos. Esses fatores, assim como o horménio
paratireoide, vitamina D e calcitonina, estimulam a osteoclastogénese e
induzem a maturacdo e a ativacdo dos osteoclastos (Figura 2) (INIGUEZ-
ARIZA; CLARKE, 2015; SIMS; VRAHNAS, 2014). Essas células ativadas sao
recrutadas para a superficie 0ssea, e se ligam a matriz por meio de interacfes
entre 0s receptores de integrina em suas membranas e 0s peptideos da matriz,
formando uma vedacdo entre o osteoblasto e a matriz 6ssea (JI; YU, 2015;

LOI et al., 2016).
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A partir disso, inicia-se a fase de reabsorcdo, na qual os
osteoclastos liberam fons de hidrogénio (H") (Figura 2) pelas bombas de
ATPase e canais de cloreto. Isso promove a acidificagdo do potencial
hidrogenionico (pH) de até 4,5 dentro do compartimento de reabsorcédo 0ssea,
0 que auxilia a solubilizar a matriz mineral éssea. Além disso, 0s osteoclastos
secretam fosfatase resistente ao tartarato acido, catepsina K, metaloproteinase
da matriz, e gelatinase de lisossomas citoplasmaticos, para digerir a matriz
organica (INIGUEZ-ARIZA; CLARKE, 2015).

A fase de reabsorcdo é concluida quando os osteoclastos param
de funcionar e sofrem apoptose. Isso ocorre com a diminuicdo do MCSF e com
0 aumento da liberagéo de interferon-Beta e de OPG (Figura 2), o que resulta
na diminuicio da interacdo RANK/RANKL, necessaria para a
osteoclastogénese e para a sobrevivéncia dos osteoclastos. Assim, inicia-se a
fase de reversdo, com a liberacdo de fatores que ativam os precursores dos
osteoblastos, como o fator de crescimento transformante Beta, fator de
crescimento semelhante a insulina 1 e 2, as proteinas morfogenéticas do 0sso
(BMPs) e aos fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) (INIGUEZ-ARIZA;
CLARKE, 2015).
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Figura 2 — Diferenciacdo dos osteoclastos. Fatores de crescimento, hormdnios e citocinas
induzem a expressdo do receptor RANKL, este quando interage com o receptor RANK
presente na célula percursora de osteoclasto, ele se diferencia em osteoclasto maduro e ativa
esta célula, que inicia a reabsorcdo da matriz com a liberacdo de catepsina K e fons H'.
Posteriormente os osteoblastos liberam OPG que se liga ao RANKL impedindo a sobrevivencia
dos osteoclastos e sua maturagéo. Fonte:
www. nature.comnrrheumjournalv7nllfullnrrheum.2011.130.html (imagem adaptada).
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A Ultima fase da remodelagéo consiste na formacgdo de tecido
0sseo, quando os osteoblastos iniciam a deposicdo de colageno, seguido da
mineralizacdo pela deposicdo de sais de Ca™ (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013; TELLA; GALLAGHER, 2014). Apos a conclusdo da formacédo da matriz
Ossea, cerca de 50-70% dos osteoblastos sofrem apoptose, enquanto o
restante incorpora-se a matriz O0ssea calcificada, passando a serem
denominados como ostedcitos (INIGUEZ-ARIZA; CLARKE, 2015).

A remodelacdo Ossea ocorre em intensidade diferente
dependendo da composi¢cdo e estrutura. O tecido 6sseo tem uma divisao
estrutural, 0sso esponjoso e compacto (também chamado de cortical) (Figura
3), e sua superficie € revestida por membranas conjuntivas, o peridsteo e
endésteo, ambos correspondendo as camadas externa e interna,
respectivamente (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; REZNIKOV; SHAHAR;
WEINER, 2014). A taxa de renovagdo do osso cortical e do peridsteo é menor,
pois precisa manter a caracteristica de forca biomecéanica, enquanto que no
0SSO esponjoso e no endosteo a reabsorcdo ocorre de forma mais rapida, o
que indica um papel importante no metabolismo mineral (INIGUEZ-ARIZA;
CLARKE, 2015; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

compacto

Figura 3 — Imagem da divisdo do tecido 6sseo em compacto e esponjoso. Fonte: Junqueira;
Carneiro (2013).
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A remodelagdo do tecido 0sseo € regulada por estimulos
mecanicos (NYARY; SCAMMELL, 2012; PRIDEAUX; FINDLAY; ATKINS,
2016), como pela contragdo muscular e pela carga externa (ROSA et al., 2015).
Também € regulada por fatores intrinsecos como citocinas, fatores de
crescimento e hormonais, como o hormdnio paratiredide, o horménio de
crescimento e o0s hormbnios sexuais, como o0 estrogénio (TELLA;
GALLAGHER, 2014).

Nervo Periférico e Regeneracéao

O tecido nervoso € formado pelos neurbnios e as células da glia
ou neuroglia e, conforme sua localizagéo, divide-se em sistema nervoso central
(SNC), composto pelo encéfalo e medula espinal, e sistema nervoso periférico
(SNP), formado pelos géanglios, nervos periféricos e terminacdes nervosas. O
neurbnio é a unidade funcional desse tecido, cuja funcdo € a recepcao, a
transmissdo e o processamento de estimulos. Essas células sdo formadas pelo
corpo celular, que é o centro tréfico de onde partem diversos prolongamentos,
os dendritos, com funcdo de receber estimulos. Do corpo celular também
origina-se a fibra nervosa, formada pelo axénio, envolto por bainha de mielina,
cuja funcdo € a conducdo de impulsos para transmitir informacdes para outras
células (GUYTON; HALL, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004, 2013).

Nos neurénios do SNP, o corpo celular esta localizado na medula
ou no ganglio espinal, e o axénio forma a fibra nervosa que pode ser mielinica
ou amielinica (Figura 4). Quando a fibra é envolta por apenas uma camada de
bainha de mielina, produzida pelas células de Schwann, & denominada
amielinica. Ja a fibra mielinica é envolta por varias camadas de bainha de
mielina, além disso, apresenta nodulos de Ranvier (bainha de mielina
interrompida em intervalos regulares), que permitem a conducdo saltatéria do
impulso nervoso (DANGELO; FATTINI, 2010; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004).
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Fasciculos de endoneuro
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Figura 4 — Desenho esquematico do nernvo periférico e seus enwltérios conjuntivos. Na figura
0 endoneuro, tecido que enwlve cada fibra nenosa; o conjunto de fibras formam um fasciculo,
enwlto por outra camada de tecido conjuntivo denominado perineuro; e o conjunto dos
fasciculos forma o nervo, enwlto pelo epineuro. Fonte: what-when-how.com/acp-
medicine/diseases-of-the-peripheral-nervous-system-part-1/ (Imagem adaptada).

Cada fibra nervosa é envolta pelo endoneuro, tecido conjuntivo
frouxo composto por uma delgada camada de fibras reticulares (produzidas
pelas células de Schwann subjacentes), fibroblastos dispersos, macréfagos
fixos, capilares e mastocitos perivasculares na matriz extracelular. O conjunto
de fibras nervosas formam fasciculos envoltos pelo perineuro, tecido conjuntivo
denso cuja espessura se reduz progressivamente até ficar uma lamina de
células achatadas. E o conjunto de fasciculos formam o nervo periférico,
envolto pelo epineuro (Figura 4), tecido conjuntivo colagenoso denso, nao
modelado, contendo algumas fibras elasticas grossas que envolvem totalmente
o nervo (BIGNOTTI, TAGLIAFICO; MARTINOLI, 2014; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Os nervos podem ser compostos por dois tipos de fibras
nervosas, as aferentes, que levam as informagdes para 0s centros nervosos, e
as eferentes, que trazem informacGes dos centros nervosos para 0s 0rgaos
alvo. Assim, 0s nervos promovem a comunicagdo entre 0S centros nervosos e
0s 6rgdos da sensibilidade e o6rgaos efetores. Os nervos que tém somente
fibras aferentes s&o denominados sensitivos, e os formados exclusivamente

por fibras eferentes sdo nervos motores. A maioria dos nervos contém fibras
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dos dois tipos, sendo considerados nervos mistos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

Devido a localizacdo dos nervos periféricos, esses podem ser
acometidos por diversas forcas externas, como 0 trauma, 0 estiramento
(BIGNOTTI;, TAGLIAFICO; MARTINOLI, 2014; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013) e a vibragdo (NEWINGTON; HARRIS; WALKER-BONE, 2015), que
podem resultar em lesdo desse tecido, com déficit motor e/ou sensitivo. Apesar
da capacidade de crescimento neural ser reprimida apds a fase embrionéria, a
fibra nervosa pode se regenerar dependendo do tipo de lesdo (ALLODI;
UDINA; NAVARRO, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Existem dois modelos para classificar o tipo de lesdo nervosa
periférica: o0 modelo de Seddon (1943), que classifica a gravidade da lesdo em
trés graus; e, posteriormente, o0 modelo de Sunderland (1978), que expande a
classificagdo em cinco graus (MITCHELL; FAYAD; AHLAWAT, 2018).

Segundo Seddon (1943), as lesbes sédo classificadas em
neuropraxia, axoniotmese e neurotmese. A neuropraxia € o tipo mais leve de
lesdo, com recuperacdo em dias ou semanas, pois € decorrente de uma
desmielinizagdo que resulta em um bloqueio temporario da conducdo nervosa.
Nesse tipo de lesdo, ha paralisia motora e perda da sensibilidade
proprioceptiva e tatil. A axonotmese é caracterizada pela perda da continuidade
axonal, mas com preservacdo da maior parte do envoltério conjuntivo, incluindo
o endoneuro. ApOs esse tipo de lesdo, ocorre uma série de eventos da
degeneracdo Walleriana, com degeneracdo axonal e fagocitose da bainha de
mielina do coto distal a lesdo, até a possivel reinervacdo que pode durar
semanas a meses. E na neurotmese, ocorre a perda da continuidade total do
nervo, com formacao de tecido cicatricial entre as fibras interrompidas, o que
impossibilita a regeneracdo espontanea e requer tratamento cirdrgico
(MARTINS et al., 2013).

No modelo de Sunderland (1978), a lesdo é classificada em cinco
graus, com alguns itens semelhantes ao de Seddon (1943). A leséo tipo
neuropraxia do modelo de Seddon equivale a lesdo de primeiro grau, enquanto
que a axoniotmese equipara-se a lesdo de segundo grau e € expandida em
mais dois graus de lesdo, quando também ha lesdo no endoneuro (terceiro

grau) e quando ha lesdo no endoneuro e perineuro (quarto grau). E o quinto
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grau é semelhante a neurotmese, com seccdo completa do nervo (CAMPBELL,
2008).

Além dos estimulos mecanicos, a integridade do tecido nervoso
também pode ser afetada por deficiéncias vitaminicas, doencas sistémicas,
distirbios metabdlicos e endocrinos e desequilibrios hormonais (HAYLOCK-
VIZE; CHOI, 2015), como a deficiéncia estrogénica no periodo p6s menopausa
(KAPLAN; KURT; KARAER, 2008; THURSTON, 2013).

Estrogénio

O estrogénio € um grupo de horménios da familia dos esteroides,
formado principalmente por meio de um processo que converte o colesterol em
pregnenolona, do qual todos os hormdnios esteroides derivam. A partir disso,
diferentes horménios sdo produzidos, dependendo das enzimas e dos
receptores presentes nas células produtoras (AMANDUSSON; BLOMQVIST,
2013). A secregdo de estrogénio, na mulher ndo gravidica, ocorre em maior
guantidade nos ovarios, sendo o B-estradiol, estrona e estriol os principais
estrogénios secretados (GUYTON; HALL, 2006).

Nos ovarios, as células que produzem o estrogénio sdo 0s
foliculos primordiais, que sdo constituidas pelo ovdcito primario envolto por
uma camada de células foliculares. Os foliculos primordiais sdo formados
apenas durante a fase embrionaria, e a partir disso a maioria sofre atresia
(morte celular), e outros sao liberados para a fecundacdo (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013).

O processo de liberacdo dos foliculos ocorre em cada ciclo
menstrual e inicia-se a partir da puberdade. O hipotalamo excreta o horménio
liberador de gonadotropina, que induz a secrecdo de horménio foliculo
estimulante e hormonio luteinizante pela hipofise. Esses hormbénios estimulam
0S ovarios a produzirem a progesterona, que prepara o Utero para a gravidez, e
0s estrogénios que irdo estimular a proliferacdo e crescimento de células
responsaveis pelas caracteristicas femininas sexuais secundarias. E conforme

ha o aumento da secrecdo de estrogénio e progesterona, ocorre um feed back
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negativo no hipotdlamo e hipdfise, para cessar a liberacdo hormonal
(GUYTON; HALL, 2006).

O estrogénio atua ndo s6 no sistema reprodutivo, mas em quase
todos os tecidos do corpo, por meio da interacdo com 0s receptores de
estrogénio (ER) alfa e beta (ERa e ERB) (KHALID; KRUM, 2016). Esses
receptores foram encontrados em diversos tecidos, como, cardiovascular,
células imunes, figado, sistema nervoso central e no tecido 6sseo (ENGLER-
CHIURAZZI et al., 2017; PLANEY; KUMAR; ARNOTT, 2014). Os ERs atuam
como um fator de transcricdo, pois, ap0s a sua ativacdo, que ocorre a partir da
ligacdo com estrogénio, como também por proteinas quinases, fator de
crescimento transformante e adenosina 3',5'-monofosfato ciclico, promove a
sintese de proteinas especificas (AMANDUSSON; BLOMQVIST, 2013).

Na mulher, ocorre naturalmente a diminuicdo até o cessar da
producdo do estrogénio pela sua principal fonte, decorrente da diminuicdo do
nimero de foliculos primarios (CARVAJAL-LOHR et al, 2016; DAAN et al.,
2015; KHALID; KRUM, 2016). Com isso, ocorre a Ultima menstruacao,
denominada menopausa, um marco importante do periodo de transicdo entre
as fases fertil e infértil da mulher, o climatério. Esse periodo de transi¢céo,
chamado climatério, pode ser dividido em peri e pés-menopausa. O primeiro
periodo inicia-se dois anos antes da Ultima menstruacdo e estende-se até um
ano apos, e o segundo periodo tem seu inicio um ano apdés a menopausa
(CARVAJAL-LOHR et al., 2016; O'NEILL; EDEN, 2014).

A menopausa traz consequéncias para a saude da mulher, sendo
relacionadas principalmente com deficiéncia de estrogénio, consistindo em
sintomas vasomotores, alteracbes no trato urogenital (AL-SAFI; SANTORO,
2014), sistema cardiovascular, bem como, ao tecido nervoso (AMANDUSSON,;
BLOMQVIST, 2013) e ésseo (JI; YU, 2015; TELLA; GALLAGHER, 2014).

Efeitos do Estrogénio no Tecido Osseo e Osteoporose

O estrogénio exerce efeito protetor sobre o tecido 0sseo, pois
atua de diferentes formas promovendo a diminuicdo da reabsorcdo 0ssea. Isso

ocorre porque esse hormonio diminui a excre¢do do Ca*™ pelos rins e aumenta
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sua reabsorcao pelo intestino, além disso, aumenta a producdo de calcitonina
(JI; YU, 2015), horménio que diminui a atividade osteoclastica e estimula a
deposigdo do Ca'™ no tecido 6sseo (GUYTON; HALL, 2006).

Outro mecanismo ocorre por meio dos receptores de estrogénio
presentes nesse tecido, que regulam a razdo RANKL/OPG, aumentando a
transcricdo de OPG, afetando a localizacdo de RANKL na superficie celular e
reduzindo a expressdo de MCSF, o que, consequentemente, diminui a
atividade do osteoclasto (JI; YU, 2015). Além disso, o ERa e ERB foram
detectados por imuno-histoquimica em osteoblastos e atua como anti-
apoptético (CARNESECCHI; VANACKER, 2015; KHALID; KRUM, 2016).

Quando ocorre a supressdo do estrogénio no periodo pos
menopausa, seus efeitos sdo revertidos, alterando a remodelacdo Ossea
(KHALID; KRUM, 2016). Ocorre o aumento da liberacdo de RANKL e MCSF e
a diminuicdo da expressao de OPG (KOMORI, 2015), que resulta no aumento
da da osteoclastogénese, aumentando a remocao éssea. Isso € reforcado com
0 aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-6, que
atuam no recrutamento dos percursores de osteoclastos; e IL-1, que melhora o
tempo de vida dos osteoclastos (BRIOT et al., 2017; KOMORI, 2015).

As mulheres no periodo pdés-menopausa apresentam uma alta
prevaléncia de diminuicdo da DMO, com predominancia da osteopenia (65%),
forma mais branda de perda 6ssea, que pode evoluir para osteoporose (12%)
(FERNANDES et al., 2015). Essa alteracdo é diagnosticada principalmente
pelo exame de densitometria por dupla emissdo de raios-X, que mensura a
DMO na coluna lombar ou fémur, e seu resultado é apresentado por desvio
padréo (indice T) comparado com a média para essa populagdo. Desse modo,
€ possivel classificar como osteopenia (indice T entre -1 e -2,5) e como
osteoporose (indice T -2,5) (HITA-CONTRERAS et al, 2015; TELLA;
GALLAGHER, 2014).

A baixa massa O6ssea € uma caracteristica da osteoporose,
doenca que tém apresentado acréscimo na prevaléncia, decorrente do
aumento mundial no nimero de idosos (HITA-CONTRERAS et al., 2015; Ji;
YU, 2015). No Brasil, a osteoporose possui prevaléncia que varia de 6% a 33%
e estad associada ao aumento do risco de fraturas, que podem resultar desde a

perda da mobilidade e de autonomia até o oObito (15% a 30% dos pacientes
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com fratura de quadril). Ademais, possui um impacto importante sobre os
gastos publicos, desde a utilizacdo de farmacos que correspondem a 10,9% do
total de gastos com medicamentos de alto custo, até os gastos com
hospitalizacéo, geralmente apos fratura de fémur (MARINHO et al., 2014).

O desenvolvimento ou agravo da osteoporose sao dependentes
de diversos fatores além da deficiéncia estrogénica, como a genética (JI; YU,
2015; TELLA; GALLAGHER, 2014), outras alteragdes hormonais, o hormonio
de crescimento, deficiéncia de vitamina D, estados catabdlicos por condicédo
inflamatdria crénica e uso de medicamentos, como glicocorticoides (BRIOT et
al.,, 2017; HITA-CONTRERAS et al., 2015). Além de fatores comportamentais,
como fumo, nutricdo, baixa ingestdo de Ca*™ e proteina, e baixo nivel de
atividade fisica (GOLOB; LAYA, 2015).

O tratamento da osteoporose pode ser dividido em intervencdes
farmacolégicas e ndo-farmacolégicas (GUPTA; MARCH, 2016; TELLA;
GALLAGHER, 2014). As intervencdes farmacolégicas podem ser classificadas
em farmacos com acdo anti-reabsorcdo e anabdlicos. Os farmacos de acéo
anti-reabsorcdo, como a terapia de reposicdo hormonal, bifosfonatos e
denosumab, e catepsina K, impedem a reabsorcdo éssea, por lentificacdo da
remodelacdo. Enquanto os farmacos que contém agentes anabdlicos, como o
teriparatide, activina A e BMPs, estimulam a renovacdo éssea de forma
relativamente rapida, promovendo inicialmente a formacdo Ossea, seguido da
reabsor¢do 0ssea mais lenta (INIGUEZ-ARIZA; CLARKE, 2015).

Na menopausa, a primeira terapia utlizada € a reposicao
hormonal; porém, essa pode estar relacionada ao cancer de mama, a doenca
cardiaca coronaria, a acidentes vasculares cerebrais e a tromboembolismo.
Dessa forma, a terapia deve ser utilizada observando os riscos e beneficios,
considerando o complemento com outras terapias (JI; YU, 2015; KHALID;
KRUM, 2016). Dentre as terapias ndo farmacologicas estdo a reducdo dos
fatores de risco modificaveis, com a ingestdo ideal de Ca"™" e proteinas,
diminuicdo/ cessar de habitos de fumar e ingestdo de bebidas alcodlicas, pois
esses produtos sao prejudiciais para o esqueleto, bem como para a saude
geral (TELLA; GALLAGHER, 2014).

Além disso, outra medida € a realizacdo regular de exercicio fisico

para melhorar a densidade mineral 6ssea (GUPTA; MARCH, 2016), pois a
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carga mecéanica regula a remodelagédo 6ssea. Esse efeito € conhecido como a
lei de Wolff, cujo estresse mecéanico promove o aumento da massa 0ssea e a
diminuicdo/ auséncia do estimulo promove a remocdo Ossea (NYARY;
SCAMMELL, 2012). Outra forma de aplicar carga mecanica sobre o tecido
0sseo é por meio da terapia de vibragdo, cujos estimulos imitam o movimento e
podem influenciar a funcdo muscular, melhorar o equilibrio e coordenacao,
além de poder atuar sobre a DMO (CERCIELLO et al., 2016; CORRIE et al.,
2015; WEBER-RAJEK et al., 2015).

Na pesquisa experimental, o modelo de ooforectomia em ratas
simula uma condicdo pdés-menopausa, em que a repentina reducdo de
estrogénio provoca perda Ossea principalmente do 0SSO €esSponjoso
(AMUGONGO et al., 2015; KOMORI, 2015). Diante disso, € um modelo viavel

para o estudo de formas de tratamento para osteoporose.

Efeito do Estrogénio no Tecido Nervoso

Os efeitos do estrogénio sobre o tecido nervoso ainda ndo séo
esclarecidos; todavia, ha evidéncias que esse horménio atua como
neuroprotetor no SNC, pois possui capacidade antioxidante, reduz o edema,
ativa vias antiapoptéticas e, assim, diminui a morte celular. Essas repercussdes
sobre o tecido nervoso comegaram a ser investidas a partir das diferencas das
respostas entre homens e mulheres apds lesdo no SNC. E foi observado que
as mulheres pré-menopausa apresentam menos danos neurolégicos e melhor
recuperacdo, porém, ap0s a menopausa esses danos se equivalem ao dos
homens (LEON et al., 2011).

O mecanismo de acédo do estrogénio no SNC pode ocorrer por
duas vias: gendmica ou ndo gendmica. Na via gendmica, ocorre a ativagdo dos
ERs (ERa e ERp) ja localizados em neurénios no cortex e no hipocampo, tendo
um longo periodo de laténcia e um efeito de duragdo prolongada (BAUDRY; BI;
AGUIRRE, 2013). Ja a via ndo gendmica ocorre pela ativacdo de receptores de
membrana, como 0s receptores acoplados a proteina G, com efeitos que
ocorrem de forma rapida e a curto prazo. E a partir disso, segue por diversas
vias intracelulares (LEON et al., 2011).
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Além da funcdo reprodutiva, 0 estrogénio pode atuar na
modulacao da dor (LIANG; YAO, 2016), tendo indicios que as mulheres sentem
menos dor que os homens; porém, ap0s a menopausa, elas apresentam
maiores condicdes de dor cronica (AMANDUSSON; BLOMQVIST, 2013).
Também foi observado que apds lesdo nervosa periférica em ratas, a
ooforectomia promove hiperalgesia térmica e mecanica (SARAJARI;
OBLINGER, 2010).

O estrogénio também pode influenciar a sobrevivéncia e migracéo
neuronal (AMANDUSSON; BLOMQVIST, 2013) e atuar sobre a memobria e
aprendizagem, por a estrutura e fungdo dos dendritos, ativando cascatas de
sinalizagdo anti-apoptotica. Pode regular a plasticidade singptica, aumentando
a transmissao sinaptica e consequentemente atuando na potenciacao de longa
duracdo (BAUDRY; BIl; AGUIRRE, 2013). Como também pode atuar como
vasodilatador e aumentar a perfusdo sanguinea do cérebro (AMANDUSSON;
BLOMQVIST, 2013).

O efeito neuroprotetor do estrogénio também foi observado no
estudo de LI et al. (2007), cuja aplicacdo de estrogénio exdgeno apos leséo
medular crbnica em ratas ooforectomizadas, minimizou as alteragOes
patologicas e diminuiu a apoptose celular. Aléem disso, foi observado que esse
horménio também atua na formagdo da bainha de mielina, aumentando a
proliferacdo das células de Schwann e oligodendrocitos e seus progenitores,
assim como no aumento na sintese da proteina basica da mielina (AREVALO,;
SANTOS-GALINDO; BELLINI, 2010).

Apesar das evidéncias dos efeitos neuroprotetores sobre o tecido
nervoso, essas influéncias sdo pouco exploradas no SNP. Estudos
demonstram que a falta de estrogénio, que ocorre na menopausa, € um fator
de risco para o desenvolvimento de lesdo nervosa periférica, como a sindrome
do tanel do carpo (KAPLAN; KURT; KARAER, 2008; THURSTON, 2013). Ja
que a prevaléncia de sindrome do tunel do carpo é quatro vezes maior nas
mulheres pds-menopausa, do que nos homens (PADUA et al., 2016). Em
estudo com ratas ooforectomizadas, observou-se que o estrogénio exdégeno
pode estimular a regeneracdo do nervo isquiatico, apos lesao por compressao,
em ratas ooforectomizadas (ISLAMOV et al, 2002; ISLAMOV et al., 2003),
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denotando um possivel papel protetor, também sobre o nervo periférico, e com
a menopausa esses efeitos podem ser revertidos.

A LNP, como na sindrome do tinel do carpo, é considerada
multifatorial quanto a sua etiologia, tendo diversos fatores que podem provocar
ou exacerbar os sintomas. Assim sendo, € necessario reconhecer os fatores de
risco (THURSTON, 2013) e verificar a associacdo destes, para que sejam

realizados programas de prevencao.

Efeitos da Vibracdo Mecanica Sobre os Tecidos Osseo e Nervoso

Periférico

A vibracdo mecéanica pode ser aplicada por meio de uma
plataforma vibratéria que produz estimulo mecéanico caracterizado por
oscilagcbes, que se propagam por diversos tecidos pelo contato das
extremidades distais dos seguimentos corporais com o aparelho vibratorio.
Existem dois tipos principais de plataformas: as oscilatorias, que se
movimentam verticalmente em torno de um eixo central;, e as triplanares, que
se movimentam de maneira uniforme em trés planos, frontal, sagital e
transverso. As plataformas vibratérias oscilatérias possuem maior adesdo em
clinicas de estética, enquanto as triplanares sdo mais utilizadas na éarea
terapéutica, como forma de tratamento e prevencdo de diversas condigles,
como a osteoporose (AMARAL; PERCORA, 2012).

Essa pratica vem sendo estudada para a prevengdo e tratamento
de osteoporose (GNYUBKIN et al.,, 2016; WEBER-RAJEK et al., 2015; XU et
al., 2016), o que se deve principalmente devido a funcdo dos osteoblastos e
ostedcitos, que sao capazes de responder a deformacéo 0ssea, transformando
esse estimulo em respostas bioquimicas. Esse processo é chamado de
mecanotransducdo, e apesar do processo nao estar totalmente esclarecido,
sabe-se que pode ocorrer a partir do efeito piezoelétrico, pela abertura de
canais ibnicos, assim como pela estimulacdo de cilios, e das integrinas,
proteinas do citoesqueleto que atuam como receptores na membrana,

presentes nos ostedcitos (ROSA etal., 2015).
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A carga mecanica sobre o tecido pode gerar um potencial elétrico
sobre a superficie, resultando na abertura dos canais iénicos dependentes de
voltagem (efeito piezoelétrico), como os canais de Ca*". Essa carga gera uma
pequena deformacdo na matriz 6ssea, que pode deformar as integrinas, e
assim induzir as respostas do nucleo celular. A deformacdo da matriz também
produz uma pressdo sobre o fluido intersticial em torno dos ostedcitos,
iniciando um fluxo entre as lacunas e canaliculos, que pode estimular os cilios,
aumentando a expressao de prostaglandina E2 e a propor¢cdo de OPG/RANKL
(ROSA et al., 2015).

Nao ha apenas uma Unica via de sinalizacdo e, independente do
mecanismo, estd comprovado que o estimulo mecéanico altera a producédo de
prostaglandina E2, que estimula a osteogénese e o recrutamento dos
osteoblastos, bem como o 6xido nitrico que inibe a formacgédo dos osteoclastos,
estimula a diferenciagdo dos osteoblastos e mantém a viabilidade dos
ostedcitos. Além disso, altera uma variedade de moléculas de sinalizacao, tais
como BMPs, WNTs, que resultam no estimulo aos nucleos celulares para
realizarem a transcricio e expressdao de proteinas que modulam o
recrutamento, a diferenciagdo e atividade dos osteoblastos e osteoclastos.
Ocorre, com isso, o aumento da proporcdo de OPG/RANKL, reducdo da
expressdo de RANKL, e consequente reducdo no numero de osteoclastos
(KLEIN-NULEND et al., 2015).

A resposta das células Osseas a vibracdo é dependente dos
parametros da magnitude/aceleracdo do pico (g), da amplitude ou
deslocamento (mm), da frequéncia (Hz) e da duracdo da carga aplicada
(meses/semanas) (DIONELLO et al.,, 2016; MOREIRA-MARCONI et al., 2016).
Foram observados efeitos anabodlicos da vibracdo sobre o tecido 6sseo, com
frequéncia entre 30 e 60 Hz (BUTEZLOFF et al., 2015; TAN et al., 2016;
WEBER-RAJEK et al, 2015). Estudos mostram que a aplicacdo diaria de
vibracdo tem efeitos anabdlicos em curtos periodos, entre 5 e 20 minutos
(BUTEZLOFF et al., 2015; TAN et al., 2016; WEBER-RAJEK et al., 2015).

Ja o tempo de duracdo da terapia, apesar de ser considerado
como um importante parametro (FRATINI, BONCI, 2016), ainda é pouco
explorado (MOREIRA-MARCONI et al, 2016). Estudos mostram que um
periodo prolongado, durante 16 ou 32 semanas, pode agravar a deterioracéo
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osteoporotica 6ssea e reduzir a carga maxima no teste de fratura sobre o fémur
ou nao apresentar resultados significativos, respectivamente (SANTIN-
MEDEIROS et al.,, 2015; XIE et al., 2016). Assim, € fundamental determinar
protocolos eficazes e seguros durante uma exposicdo prolongada, pois esse
estimulo pode ser nocivo ao tecido ésseo (CARDINALE; POPE, 2003).

Apesar de a vibracao ser utilizada no tratamento para osteopenia
e osteoporose, sabe-se que esse estimulo pode apresentar riscos ao corpo
frequentemente vistos no meio ocupacional; contudo, pouco explorado na area
terapéutica (CARDINALE; POPE, 2003). Sabe-se ainda que a vibragdo pode
causar LNP, como na sindrome do tunel do carpo, doenca ocupacional com
alta prevalencia (CHAMMAS, 2014; NEWINGTON; HARRIS; WALKER-BONE,
2015; PADUA et al., 2016).

A vibracdo pode causar danos ao nervo periférico, resultando em
edema, aumento dos axénios mielinizados interrompidos e dilatacdo das
arteriolas, como foi observado no estudo de Govindaraju et al. (2008), apés
vibracdo com frequéncia de 30, 120 ou 800 Hz, durante 4 horas continuas. Os
mecanismos desse tipo de lesdo ainda ndo estéo esclarecidos, mas é provavel
que seja pelos grandes deslocamentos que a vibracdo causa entre as
vertebras. Isso pode resultar em degeneracdo vertebral, ruptura dos discos
interverbrais, e consequente herniacdo (PALMER; BOVENZI, 2015), que pode
comprimir o nervo isquiatico (STAFFORD; PENG,; HILL, 2007).

Esse mecanismo de lesdo foi observado em estudos
experimentais, cuja vibracdo até mesmo durante curtos periodos, a partir de
uma sessdo, pode provocar 0 movimento de flexo-extensdo da coluna cervical
e diminuir o limiar nociceptivo (BAIG et al., 2013). Posteriormente, esses
pesquisadores avaliaram o efeito da vibragdo em oito semanas, n0S mesmo
parametros do estudo anterior, e verificaram o aumento de fatores de
crescimento nos discos intervertebrais (KARTHA; ZEEMAN; BAIG, 2015). Isso
condiz com o mecanismo de lesédo sugerido no estudo de Palmer e Bovenzi
(2015).

Os efeitos sobre o tecido nervoso supracitados foram observados
na baixa 15 Hz (BAIG et al., 2013; KARTHA; ZEEMAN; BAIG, 2015) e alta
frequéncia 30 HZ (YAN et al., 2015), durante uma aplicacdo diaria por 30
minutos (BAIG et al., 2013; KARTHA; ZEEMAN; BAIG, 2015) até 4 horas (YAN
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et al., 2015). Esses parametros divergem no tempo de aplicacdo diario em
comparacao aos estudos que obtiveram efeitos anabdlicos sobre o tecido
0sseo. Isso demonstra que é necessario verificar os efeitos da vibragdo como
forma terapéutica para melhorar a massa 6ssea, como em condi¢cdes de
privacdo hormonal. E investigar se nesses parametros havera influéncia sobre

0 nervo periférico.
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RESUMO

A terapia de vibracdo € utilizada no tratamento de osteoporose pos-
menopausa; porém, ndo ha consenso sobre os parametros, principalmente no
tempo total do tratamento. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar os
efeitos morfométricos da vibracdo mecanica durante 4 e 8 semanas sobre o
fémur de ratas Wistar ooforectomizadas. 64 ratas foram submetidas a
ooforectomia ou pseudo-ooforectomia, e cada grupo foi randomizado em 4
(n=8/grupo) — eutanasiados na 122 semana, grupo nao tratado e grupo tratado
por 4 semanas; eutanasiados na 162 semana, grupo nao tratado e grupo
tratado por 8 semanas. O tratamento com vibracdo foi realizado durante 10
minutos/dia, frequéncia de 60 Hz, trés dias/semana. Ao final, as ratas foram
eutanasiadas e o fémur direito foi dissecado. Posteriormente foram realizadas
analises histomorfométricas na epffise proximal e diafise, do 0sso esponjoso e
cortical, respectivamente. Nos resultados, 0s grupos ooforectomia
apresentaram diminuicdo do tecido 6sseo esponjoso e cortical. A vibragcdo nos
grupos ooforectomizados levou ao aumento da massa 6ssea, sendo observado
o aumento da porcentagem do tecido esponjoso, e aumento da espessura e
porcentagem de tecido cortical. No entanto, as variaveis do diametro do colo do
fémur, area média da diafise e nUmero de ostedcitos nao foram alterados pela
ooforectomia e vibracdo. Com isso, conclui-se que a vibracdo mecanica, foi
eficaz no aumento da massa 0ssea do fémur de ratas Wistar ooforectomizadas,
observado pelo aumento da porcentagem do 0SSO esponjoso e aumento da
porcentagem e espessura do 0sso cortical.

Palavras-chave: ovariectomia; osteoporose poOs-menopausa; vibracdo do
COorpo inteiro; 0sso cortical; 0Sso esponjoso.
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INTRODUCAO

A populacdo brasileira esta em processo de envelhecimento e
transicdo epidemiologica, resultando no aumento de doengcas cronico-
degenerativas [1], como a osteoporose. Essa doenca € caracterizada pela
diminuicdo da densidade mineral éssea (DMO) e, geralmente, sua primeira
manifestacdo clinica sdo as fraturas [2], que podem diminuir a qualidade de
vida ou até levar ao O6bito, devido as suas complicacdes. Além disso, as
fraturas osteopordéticas acarretam em impactos econdmicos, como 0s gastos
publicos com medicamentos e hospitalizagdo [3, 4].

Na osteoporose, ha um desequilibrio entre a formacao e a reabsorcao
0ssea, e uma das causas € a deficiéncia estrogénica que ocorre no periodo
pos-menopausa [4, 5]. As mulheres, nesse periodo, apresentam alta
prevaléncia de diminuicdo da DMO, predominantemente no 0SSO €Sponjoso,
ocasionando com frequéncia a osteopenia (65%), forma mais branda de perda
0ssea, que pode evoluir para osteoporose (12%) [6, 7].

A diminuicdo da concentracdo de estrogénio resulta no aumento da
diferenciacdo das células percursoras dos osteoclastos, processo denominado
osteoclastogénese, por meio do aumento da expressao do receptor ativador do
fator de transcricdo nuclear Kapa B ligante (RANKL) pelos osteoblastos e
ostedcitos [5, 7, 8]. Dessa forma, apesar da preservacéo da funcionalidade das
células Osseas, que promovem deposicdo (osteoblastos) e manutencao
(ostedcitos) da matriz 6ssea, verifica-se um aumento na sua reabsorcao pelos
osteoclastos [5, 9].

Além do estrogénio, a carga mecanica também regula a remodelagéo
0ssea, efeito conhecido como a lei de Wolff, ocorrendo o aumento da massa
0ssea nas areas de estresse mecanico e a remocdo em locais com pouco
estimulo [10]. Uma das formas de submeter o tecido a carga mecanica é por
meio da vibracdo, que pode ser aplicada pelo uso de plataforma vibratéria [11].
Essa pratica vem sendo amplamente estudada para a prevencdo e tratamento
de osteoporose [12, 13], pois o tecido 6sseo é capaz de converter forcas
mecanicas externas em respostas bioquimicas, diminuindo a expressdo de
RANKL, o que inibe a diferenciacao e a ativacado dos osteoclastos [14].

A resposta das células o6sseas a vibracdo é dependente dos

parametros utilizados, como a frequéncia (Hz), magnitude/aceleracédo do pico
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(G) amplitude ou deslocamento (mm) e a duragcdo da carga aplicada
(meses/semanas) [15, 16]. Para esses parametros, apesar de divergentes nos
estudos, pesquisas mostram efeitos anabdlicos da vibragdo em altas
frequéncias, entre 30 e 60 Hz, e em curtos periodos de aplicacdo diaria, entre 5
e 20 minutos [12, 17].

Ja o tempo de duracédo da terapia, apesar de ser considerado como um
importante parametro [18], ainda é pouco explorado [16]. E como é
fundamental determinar protocolos eficazes e seguros durante uma exposicao
prolongada, pois esse estimulo pode ser nocivo ao tecido dsseo [19], torna-se
relevante a realizacdo de estudos que avaliem o efeito da vibracdo em
diferentes periodos, sobre o tecido 6sseo utilizando alta frequéncia.

Assim, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos morfométricos da
vibragdo mecénica durante 4 e 8 semanas sobre o fémur de ratas Wistar

ooforectomizadas.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 64 ratas Wistar, nuliparas, com peso médio de 177,20
+ 16,32 g e idade de 8 semanas, mantidas no Biotério Setorial do Laboratério
de Estudo das Lesbes e Recursos Fisioterapéuticos (LELRF), com condicbes
controladas de temperatura a 24 + 1°C, fotoperiodo claro/escuro de 12 horas,
com &agua e racdo a vontade. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Unioeste (24/08/2016) (Anexo A), e todas as
diretrizes institucionais e/ou nacionais aplicaveis para o cuidado e o uso dos
animais foram seguidos, sendo conduzido segundo as Normas Internacionais
de Etica em Experimentacédo Animal [20].

Os animais foram randomizados nos grupos pseudo-ooforectomia (GP)
e ooforectomia (GO) (n=32/grupo). Posteriormente, cada grupo foi subdivido
em 4 (n=8/grupo), os eutanasiados na 122 semana de experimento, nao
submetidos a vibracdo (denominacdo 4) ou submetidos a vibracdo
(denominagcdo V4), e os eutanasiados na 162 semana de experimento, ndo
submetidos a vibracdo (denominacdo 8) ou submetidos a vibracao

(denominagéo V8) (Fig. 1).
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Fig. 1 — Divisdo dos grupos amostrais. As ratas foram randomizadas igualmente nos grupos
GP: pseudo-ooforectomizado; GO: ooforectomizados. Posteriormente cada grupo foi
subdividido em quatro (n=8/grupo), os eutanasiados na 122 semana de experimento, nao
submetidos a \ibracdo (denominagdo 4) ou submetidos a \ibracdo (denominagdo V4), e os
eutanasiados na 162 semana de experimento, ndo submetidos a vibracdo (denominagdo 8) ou
submetidos a vibragdo (denominagdo V8).

Apés uma semana de aclimatacdo, os animais foram submetidos aos
procedimentos de ooforectomia ou pseudo-ooforectomia com 8 semanas de
idade [21], com protocolo de acordo com Khajuria, Razdan e Mahapatra [22],
correspondendo ao primeiro dia de experimento.

Para a realizacdo de tais procedimentos, as ratas foram pesadas e
submetidas a anestesia intraperitoneal, 80 mg/kg de Dopalen® e 20 mg/kg de
Anasedan® (Paulinia, Sdo Paulo, Brasil). Para a ooforectomia, foi realizada
uma incisdo longitudinal na regido do ventre para acessar a cavidade
peritoneal, apoés a identificacdo das tubas uterinas e ovarios, as regifes dos
cornos uterinos foram suturadas com fio catgut 4.0 simples, e ambos 0s ovarios
foram ressecados. Apdés o procedimento, foram realizadas suturas internas
com fio reabsorvivel catgut 4.0 simples e as externas, com fio de nylon 4.0, e
ao final as ratas foram alojadas individualmente em caixas de polipropileno por
trés dias para recuperacao.

A pseudo-ooforectomia consistiu na realizacdo de todas as etapas
cirirgicas semelhantes a ooforectomia, com excecdo da remoc¢ao dos ovarios,
para submeter os animais a0 mesmo estresse provocado pela cirurgia e isolar
o efeito da privacdo hormonal de estrogénio. Subsequente a cirurgia de

ooforectomia e pseudo-ooforectomia, as ratas permaneceram por 8 semanas
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sem qualquer intervencao, livres na gaiola, para simular o periodo de privacéo
hormonal.

Como forma de tratamento, a vibracdo foi aplicada por meio de uma
plataforma comercial vibro oscilatéria triplanar profissional, da marca Arktus®
(Santa Tereza do Oeste, Parana, Brasil). Utilizou-se um protocolo adaptado de
Butezloff et al. [17] com frequéncia de 60 Hz por 10 minutos e vibragcdes com
uma amplitude média de 2 milimetros, aplicado durante trés dias por semana,
intercalados, com descanso de dois dias ao final da semana. Entre os grupos,
foi diferenciado o periodo total de tratamento, sendo aplicada por 4 semanas a
partir da 92 até a 122 semana de experimento nos grupos GPV4 e GOV4, ou
por 8 semanas a partir da 92 até a 162 semana de experimento noS grupos
GPV8 e GOVS.

Foram posicionados 8 animais diretamente sobre a plataforma
vibratoria, separados por baias, que ficaram apoiadas no solo, sem contato
com a plataforma vibratoria, sendo a distancia de 1,5 cm entre a plataforma e a
base das baias. Cada baia apresentava dimensfes de largura, comprimento e
altura de 13x19x25 cm. Além disso, foi realizado um rodizio diario no
posicionamento dos animais, no sentido horario e repetido até o final do
periodo total de tratamento de cada grupo.

Ao final do periodo de tratamento, na 122 ou 162 semana, 0S animais
foram devidamente eutanasiados por overdose de anestésico. Em seguida, os
fémures direitos foram coletados, fixados em solugdo de formol 10% por 24
horas e acondicionadas em alcool 70% até a descalcificacdo. Para esse
procedimento, os fémures foram lavados em agua destilada e descalcificados
em acido tricloroacético 5% por 13 dias.

AplOs a descalcificacdo, foram realizados cortes transversais com
navalha para separar a epffise proximal do fémur, para andlise do osso
esponjoso, e a diafise, para analise do osso cortical. As pecas seguiram as
etapas rotineiras para inclusdo em parafina, em que foram desidratadas em
séries crescentes alcéolicas e diafanizadas em xilol. A partir deisso, seguiu-se
a inclusdo, obtencdo de blocos de parafina, e cortes histolégicos de sete
micrémetros corados em hematoxilina e eosina (HE).

A porcdo da epffise proximal foi submetida a cortes frontais que foram

fotomicrografadas em microscopio Olympus BX60® (Toquio, Japdo) com
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objetiva de 4x, em um campo, para mensuracado do diametro do colo do fémur
(no ponto médio). Tambéem foram fotomicrografados, com objetiva de 10x, trés
campos (colo do fémur, corpo e trocanter maior) para quantificacdo do 0sso
esponjoso. Para tanto, foi sobreposto uma grade pelo programa Image Pro-
Plus 6.0® (Rockville, Maryland, Estados Unidos da Ameérica) previamente
calibrado, utilizando o protocolo modificado de Carvalho et al. [23], com 336
intersecgbes contando 0s pontos que se sobrepdem ao tecido esponjoso
apresentando o resultado em porcentagem.

A didfise foi submetida a cortes transversais que foram
fotomicrografados em um campo com objetiva de 4x para mensuracdo da area
externa do osso cortical (A) e area do canal medular (B). Esses dois valores
foram subtraidos (A-B) para obter a area média do osso cortical. Além disso, foi
quantificado da porcentagem do osso cortical por meio da sele¢cdo automatica
da imagem, dado pelo nimero de pixels, e, em seguida, foi realizada regra de
trés para obter a porcentagem. Ademais, foram fotomicrografados 4 campos
equidistantes, com objetiva de 20x, para mensuracao da espessura do 0SSO
cortical de acordo com o protocolo adaptado de Carvalho et al. [23], e para
quantificacdo da porcentagem de osso cortical. Além disso, foi realizada a
contagem do numero de ostedcitos em uma area de 100x200um, com zoom de
100% no programa Image Pro-Plus 6.0®, incluindo os que estivessem tocando
as bordas “de inclusao” (superior e esquerda) e excluindo os que tocassem as
“bordas de exclusao” (inferior e direita).

Os resultados foram expressos por meio da estatistica descritiva e
analisados com auxiio do pacote ExpDes.pt do programa R (R Core Team,
2017). A normalidade foi avaliada por meio do teste de Shapiro Wilk, seguido
da analise de varidncia de trés vias, considerando as variaveis ooforectomia
(submetido ao estimulo ou a pseudo-ooforectomia), vibracdo (submetido ao
estimulo ou ndo) e tempo (4 ou 8 semanas de vibracao/ periodo de eutanasia).
Em caso de significancia foi realizado pds teste Tukey-HSD. Foi considerado

significativo para p<0,05.
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RESULTADOS

Na analise do diametro do colo femoral ndo houve influéncia da
ooforectomia, vibracdo e do tempo, pois ndo houve interacdes e diferencas
estatisticas significativas para as variaveis ooforectomia (F=1,5485; p=0,2185),
vibracdo (F=0,00004; p=0,9835) e tempo (F=0,0045; p=0,9465) (Tabela 1).

Para a porcentagem de 0sso esponjoso, houve interacdo significativa
entre ooforectomia e vibragdo (F=6,3217; p=0,0148). Ainda houve diferenca
significativa para o ooforectomia (F=20,9533; p<0,05), sendo observado que a
ooforectomia promoveu diminuigdo da porcentagem do 0SSO esponjoso, pois a
média dos grupos GP4 e GP8 (x=54,0068 * 5,25) foi significativamente maior
que GO4 e GO8 (x=44,0193 + 5,67). Também houve diferenga para a variavel
vibracdo (F=4,2029; p=0,045), mostrando que Vvibracdo nos grupos
ooforectomizados foi capaz de aumentar a porcentagem de 0SSO esponjoso,
visto que os grupos GOV4 e GOV8 (x=50,4475 * 5,14) apresentaram média
significativamente maior que GO4 e GO8 (x=44,0 + 5,67) (Tabela 1). Além
disso, ndo houve diferenca significativa para o fator tempo (p=0,168),
denotando que a vibracdo independente do tempo, foi eficaz no aumento da

porcentagem do 0SSO esponjoso.

Tabela 1 Mensuragdes da epfifise proximal do fémur de ratas Wistar

Diametro do colo femoral (um)  Osso esponjoso (%)

GP4 1.675,74 + 124,99 54,29 + 4,512
GO4 1.657,23 + 258,25 44,80 + 6,08°
GPV4 1.524,19 + 170,35 55,41 + 7,842
GOV4 1.648,04 + 180,74 51,24 + 3,782
GP8 1.709,66 + 260,81 53,71 + 6,22
GO8 1.701,65 + 216,56 43,23 +5,53°
GPV8 1.616,29 + 209,29 51,29 + 3,242
GOVs 1.647,89 + 137,79 49,64 + 6,42

Valores representados pela média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa (p<0,05). GP4 e GP8: grupos pseudo-ooforectomia de 4 e 8 semanas;
GO4 e GO8:. grupos ooforectomia de 4 e 8 semanas; GPV4 e GPV8:. grupos pseudo-
ooforectomia tratados em 4 e 8 semanas; GOV4 e GOV8: grupos ooforectomia tratados em 4 e
8 semanas. pm: micrémetros; %: porcentagem.

Na quantificacdo da area média do osso cortical, ndo houve interacdes

e diferencas estatisticas significativas para as variaveis cirurgia (F=4,0679;
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p>0,05), vibracdo (F=7,3062; p>0,05) e tempo (F=0,0615; p=0,805) (Tabela 2).
Isso demonstra que a ooforectomia e a vibracdo ndo influenciaram sobre essa
variavel.

JA para a espessura do osso cortical houve interacdo entre a
ooforectomia e a vibragdo (F=22,5374; p<0,05). Também houve diferenca para
a variavel ooforectomia (F=21,9412; p<0,05), cujos resultados indicaram que a
ooforectomia promoveu diminuigdo da espessura do osso cortical, visto que a
média de GP4 e GP8 (x=434,62 + 31,34) foi significativamente maior que GO4
e GO8 (x=368,73 + 32,21). Houve também diferenca para a vibragéo
(F=21,1764; p<0,05); porém, ndo houve diferenca estatistica significativa para
a variavel tempo (F=0,0304; p=0,8621), sendo observado que a vibracéo,
independente do tempo, promoveu aumento da espessura do 0sso cortical,
observado pelos valores de GOV4 e GOV8 (x=434,04 + 20,25) que
apresentaram média significativamente maior que GO4 e GO8 (x=368,73 +
32,21) (Tabela 2).

O mesmo ocorreu para a porcentagem do osso cortical, pois houve
diferenca estatistica significativa para o fator vibracdo (F=23,204; p<0,05),
sendo observado nos grupos que nao fizeram vibracido que a ooforectomia teve
efeitos catabdlicos promovendo a diminuicao do osso cortical, pois a média dos
grupos GP4 e GP8 (x=29,7537 + 1,59) foi significativamente maior que GO4 e
GO8 (x=27,0106 + 2,71). Além do mais, houve diferenca entre os grupos que
foram submetidos a vibragéo, sendo os grupos GOV4 e GOV8 (x=32,5587 +
3,01) obtiveram média maior que GPV4 e GPV8 (x=30,4506 + 2,79),
demonstrando que a vibragdo promoveu aumento do 0sso cortical, superando
os valores do pseudo-ooforectomia. Isso também foi observado pela interagcéo
entre as variaveis vibragao e cirurgia (F=14,0025; p=0,000004), com diferenca
ao comparar os grupos ooforectomizados, sendo que GOV4 e GOVS8
(x=32,5587 + 3,01) apresentaram média maior que GO4 e GO8 (x=27,0106 +
2,71) (Tabela 2). Nao houve diferenca estatistica significativa para a variavel
tempo (p=0,4517). Assim, foi possivel constatar que a vibracédo, independente
do tempo, foi capaz de aumentar a porcentagem do 0sso cortical, com valores
maiores que 0s grupos pseudo-ooforectomia submetidos a vibracao.

J& para o numero de ostedcitos, nao houve influéncia da ooforectomia

e vibracdo, pois ndo houve interacdes e diferencas estatisticas considerando
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as variaveis cirurgia (F=0,7794; p=0,3811), vibracdo (F=3,8339; p=0,0552) e
tempo (F=2,058; p=0,157) (Tabela 2).

Tabela 2 Mensuracg6es do osso cortical da diafise do fémur de ratas Wistar

Area (um) Espessura (um) Porcentagem (%) Ostedcitos (n°)
GP4 | 2.779,96 + 653,89 438,13 + 14,73° 30,07 +2,09° 32,99 £ 3,54
GO4 | 2.418,89 +41691 368,83 +31,12° 26,52 * 3,56° 33,21 £3,6
GPV4| 3.076,12 + 187,29 433,83 * 24,26° 31,6 +1,4° 30,84 + 4,74
GOV4| 2.871,99 +341,91 431,64 +13,3* 32,57 +3,19% 29,56 + 2,81
GP8 | 2.810,3 £+685,08 431,11 +43,12° 29,44 + 0,92° 31,62 + 2,65
GOS8 | 2.469,64 +396,42 367,37 +22,19° 27,5 + 1,59° 30,68 + 6,94
GPV8| 271,67 +399,77 433,37 +22,19° 29,31 +3,43° 30,03 £5,16
GOV8| 2.938,28 + 319,07 436,45 + 26,23* 32,55 +3,05% 28,21 + 5,22

Valores representados pela média = desvio padrao.

Letras diferentes indicam diferenca

estatistica significativa (p<0,05). GP4 e GP8: grupos pseudo-ooforectomia de 4 e 8 semanas;
GO4 e GO8:. grupos ooforectomia de 4 e 8 semanas; GPV4 e GPV8: grupos pseudo-
ooforectomia tratados em 4 e 8 semanas; GOV4 e GOV8: grupos ooforectomia tratados em 4 e
8 semanas. pm: micrémetros; %: porcentagem; n°: ndmero.

DISCUSSAO

No presente estudo, a ooforectomia promoveu sobre o fémur a
diminuicdo da massa Ossea, demonstrada pela diminuicdo da porcentagem
tanto do tecido 6sseo esponjoso, como cortical, corroborado pela diminuicdo da
espessura da didfise do fémur. Nesta pesquisa, foi utilizado o modelo de
ooforectomia em ratas, que é bem estabelecido e comumente utilizado para
simular a perda 6ssea que ocorre no periodo pos-menopausa [23, 24].

A diminuicdo da massa 6ssea e da resisténcia do tecido decorrente da
ooforectomia ja foi constatada em estudos experimentais [17, 25, 26], e pode
ser causada pela perda dos efeitos do estrogénio, pois ha presenca de
receptores de estrogénio (ER) nos osteoblastos e ostedcitos, cuja ativacao
diminui a diferenciacdo e promove a apoptose dos osteoclastos [27, 28]. Assim,
com a ooforectomia, ocorre o aumento da atividade dos osteoclastos,
resultando em perda 6ssea.

Neste estudo, a perda Ossea foi tratada com plataforma vibratéria

triplanar comercial. Outros estudos experimentais ja utilizaram plataformas
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comerciais [26, 29, 30], sendo o modelo de vibracdo triplanar, o que possui
maior adesao na area terapéutica, pois vibra de maneira uniforme nos trés
planos: frontal, sagital e transverso [11]. Apesar das plataformas serem
utiizadas no campo terapéutico, apresentam diferencas na amplitude e na
aceleracdo maxima da vibragdo nos diferentes pontos da plataforma [32].
Dessa forma, foi realizado um rodizio diario no posicionamento dos animais
para que estes passassem por todos os pontos da plataforma, reduzindo as
diferencas da vibracéo recebida em cada ponto.

O uso da vibracéo durante 4 e 8 semanas, nesta pesquisa, promoveu 0
aumento da massa 0ssea nos grupos ooforectomizados, com efeito sobre as
mesmas variaveis que sofreram modificacdes pela ooforectomia. Houve
aumento da porcentagem tanto do tecido ésseo esponjoso como cortical
quanto da espessura da diafise do fémur.

Isso ocorreu, provavelmente, pelo mecanismo de mecanotransducao,
processo em que 0s ostedcitos atuam como receptores de carga mecanica,
transformando este estimulo em uma resposta bioquimica. Esse processo nao
esta totalmente esclarecido, mas sabe-se que pode ocorrer de trés formas. A
tensdo mecanica sobre o tecido pode gerar um potencial elétrico, resultando na
abertura de canais i6nicos (efeito piezoelétrico), bem como a compresséo da
matriz 6ssea pode gerar um fluxo nos canaliculos e lacunas, estimulando os
cilios presentes nos ostedcitos. Além disso, pode ocorrer pela transferéncia de
forcas sobre as integrinas, proteinas do citoesqueleto que atuam como
receptores na membrana [33].

Independente do mecanismo, estd comprovado que o estimulo
mecanico altera a producdo de prostaglandinas E2 e oOxido nitrico e uma
variedade de moléculas de sinalizagdo, tais como as proteinas morfogenéticas
do osso e WNTs. Isso resulta no estimulo aos nlcleos celulares para
realizarem a transcricdo e a expressdo de proteinas que modulam o
recrutamento, a diferenciacdo e a atividade dos osteoblastos e osteoclastos.
Assim, ocorre o aumento da proporcao de OPG/RANKL, reducéo da expressao
de RANKL, e consequente reducdo no nimero de osteoclastos [34].

Essa forma de terapia vem sendo estudada com relacdo aos seus
efeitos sobre o tecido 6sseo; contudo, os parametros apresentam divergéncias

entre as pesquisas [16, 17]. Dentre as variaveis, a dose cumulativa, ou seja, 0
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tempo total de exposicdo a vibragdo, que também leva em consideracdo o
nimero de sessdes semanais, € um parametro importante sobre o efeito da
vibracéo [18]. Apesar disso, h& poucas pesquisas com enfoque na influéncia do
tempo da terapia [16].

No estudo de Butezloff et al., a vibracdo realizada em ratas
ooforectomizadas, submetidas a fratura de fémur, aumentou a densidade
O0ssea em 27%. Foram utilizados como parametros a aplicacao por 20 minutos,
durante 2 e 4 semanas, e assim como no presente estudo, frequéncia de 60
Hz, 3 vezes por semana [17]. Esses dados demonstram que a baixa dose
cumulativa, com pequena frequéncia semanal e determinada duracdo total da
terapia, pode apresentar efeitos anabodlicos sobre o tecido 6sseo em ratas
ooforectomizadas, como o que foi observado no presente estudo.

Ainda no estudo de Butezloff et al. [17] foi observado que a vibragao
ndo afetou significativamente o tecido 6sseo das ratas ndo ooforectomizadas.
Isso também foi observado no presente estudo, sendo que a média da
porcentagem do tecido cortical nos grupos ooforectomizados foi superior aos
grupos pseudo-ooforectomizados submetidos a vibracdo, sugerindo que a
resposta de mecanotransducdo pode ser influenciada pela alteracdo Ossea
decorrente da ooforectomia.

Ja no estudo de Xie et al., foi analisado o efeito da vibragdo em ratas
ooforectomizadas, com magnitude de 0,3 G, frequéncia de 30 Hz, aplicado por
20 minutos, todos os dias, verificado até 16 semanas. Constataram que, quanto
maior o tempo administrado, menor era a DMO, afetando predominantemente o
0SSO esponjoso, e que a vibracdo a partir da 42 e 82 semanas diminuiu a DMO
no colo do fémur. Assim, sugeriram que a duracdo do estimulo, nos parametros
utilizados, foi um fator relevante sobre a massa éssea, e que a exposicao
prolongada tem potencial para causar danos ao tecido [27].

No estudo de Jagt et al., a vibracdo em 45 Hz, 5 dias/ semana, 2 vezes
de 8 minutos, durante 3, 6 ou 10 semanas, ndo teve efeitos sobre o tecido
0sseo [35]. Apesar do estimulo ndo ser utilizado todos os dias, nao foi eficaz no
tratamento da perda de massa 0ssea, possivelmente devido a longa duracdo
do tratamento e alto tempo de exposicao diario.

No estudo de Liang et al., por sua vez, foi observado efeitos limitados

da vibracdo sobre o fémur de ratas ooforectomizadas, utilizando alta frequéncia
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(45Hz) e baixa magnitude (0,2 G), 30 minutos todos os dias, durante 4
semanas [26]. Embora tenham aplicado a vibracdo por um tempo total menor, a
vibracdo aumentou a massa 0ssea, mas ainda apresentou diferencas em
relacdo ao controle, possivelmente pela alta frequéncia semanal e o tempo
diério.

E possivel que a divergéncia desses estudos com a presente pesquisa
seja pela relacdo do tempo de aplicacdo diaria e semanal do estimulo
vibratério, além da duracdo do tratamento. Assim, Sd0 necessarios mais
estudos que avaliem a relacdo da dose cumulativa e se existe a
preponderancia de algum dos fatores, para garantir a eficiéncia e seguranca da
aplicacao desta terapia.

Neste estudo, apesar dos resultados significativos da vibragéo tanto em
4 como em 8 semanas de vibracao, nem todas as variaveis foram afetadas. O
diametro do colo do fémur ndo foi modificado; porém, foi mensurada a
porcentagem de tecido trabecular nesta regido, que apresentou aumento ao
final dos protocolos de vibragcdo. A area média da diafise e ndmero de
osteocitos avaliados no osso cortical também n&o foram alterados,
possivelmente devido as caracteristicas desse tecido, que precisa manter a
forga e resisténcia, respondendo de forma mais branda a remodelacdo, quando
comparada ao o0sso trabecular [36]. ConclusGes mais aprofundadas poderao
ser obtidas com a avaliagcdo de marcadores bioquimicos de crescimento 0sseo,
como OPG e propor¢do RANK/RANKL, por técnicas como imunohistoquimica e
Western Blot, sendo estas sugestdes para futuros estudos.

Assim, conclui-se que a vibracdo mecanica durante 4 e 8 semanas
promoveu aumento da massa O6ssea do fémur de ratas Wistar
ooforectomizadas, observado pelo aumento da porcentagem do 0SSO
esponjoso e aumento da porcentagem e espessura do 0sso cortical, todavia,
sem alteracdo da espessura do colo do fémur, area média da diafise e do

nimero de ostedcitos.
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ARTIGO CIENTIFICO 2
EFEITOS MORFOLOGICOS E NOCICEPTIVOS DA VIBRACAO
MECANICA NO NERVO ISQUIATICO DE RATAS WISTAR

OOFORECTOMIZADAS

O artigo sera submetido a revista Motriz (normas Anexo C).
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Resumo - Objetivo: Analisar os efeitos da vibracdo mecéanica sobre o nervo
isquidtico de ratas Wistar ooforectomizadas, em parametros nociceptivos e
morfologicos. Métodos: foram utilizadas 64 ratas aleatorizadas nos grupos
ooforectomia e pseudoooforectomia (n=32/grupo), apds o0s procedimentos
cirirgicos cada grupo foi subdividido em 4 - eutanasiados na 122 semana,
grupo ndo tratado e grupo tratado por 4 semanas; eutanasiados na 162
semana, grupo nao tratado e grupo tratado por 8 semanas O tratamento com
vibracao foi realizado com frequéncia de 60 Hz, por 10 minutos, trés dias por
semana, com duracdo de 4 ou 8 semanas. Foi avaliada a nocicep¢ao da pata
posterior direita, por meio de um analgesimetro digital, prévio a cirurgia, ao
inicio e ao término do protocolo de vibracdo. Apos o periodo experimental foi
dissecado o nervo isquiatico para analise da morfologia geral do tecido e para
analise morfométrica, e posteriormente os animais foram eutanasiados. Foram
mensurados em 100 fibras nervosas o didmetro da fibra, do axénio e bainha de
mielina, quociente g, contagem dos nucleos de células de Schwann, das fibras
menores e maiores que 4 micrometros, além da porcentagem de tecido
conjuntivo. Resultados: com relacdo a nocicepcdo e a morfometria do nervo
isquiatico, independente da ooforectomia e tempo de tratamento, ndo houve
diferenca estatistica significativa intra e intergrupos. E a morfologia geral do
tecido se apresentou em todos 0S grupos com as caracteristicas preservadas.
Concluséo: a vibracdo mecéanica ndo alterou o limiar nociceptivo e os aspectos
morfologicos da fibra nervosa de ratas Wistar ooforectomizadas.

Palavras-chave: ovariectomia; vibragdo do corpo inteiro; sistema nervoso
periférico.
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INTRODUCAO
Com o aumento da expectativa de vida, as mulheres passardo maior

porcdo da vida no periodo pds-menopausa, convivendo com as diversas
alteracdes que ocorrem devido & diminuicdo do estrogéniol. Essa alteracéo
hormonal afeta diversos tecidos, como, urogenital, cardiovascular?, tecido
nervoso® e o tecido 6sseo* °. No tecido 6sseo, o hipoestrogenismo pode
aumentar a remocdo da matriz éssea, resultando em osteoporose, doenca
caracterizada por diminuicdo da densidade mineral ssea® °.

Um dos recursos utilizados no tratamento de osteoporose pos-
menopausa, é a vibracdo aplicada por meio da plataforma vibratéria’. Apesar
desse estimulo ser utilizado como forma de tratamento, a exposi¢cdo a vibragcao
pode gerar danos aos tecidos®. Esse potencial para danos é comumente
conhecido no ambito ocupacional, pois a vibracdo é uma das causas de
sindrome do tanel do carpo, doenca de alta prevaléncia que promove leséo
nervosa periférica (LNP)* % 10,

Danos ao tecido nervoso ja foram observados no estudo experimental
de Govindaraju et al.'!, cuja vibragdo com frequéncia de 30, 120 ou 800 Hz,
durante 4 horas continuas, resultou em edema intraneural, em descontinuidade
da bainha de mielina e em aumento da espessura da parede das arteriolas de
ratos. Os mecanismos desse tipo de lesdo ainda ndo estdo esclarecidos, mas é
provavel que seja pelos efeitos na coluna vertebral, pois, durante a vibragdo do
corpo inteiro, pode ocorrer deslocamentos entre as vértebras. Isso pode
resultar em degeneracdo vertebral, aumento da pressao e ruptura dos discos
intervertebrais, e consequente herniacdo’. Essa lesdo do disco intervertebral é
atribuida a fisiopatologia de lesdo do nervo isquiatico*?.

As respostas da terapia com plataforma vibratéria dependem dos
parametros utilizados®, sendo o tempo uma varidvel importante, pois a
exposicdo prolongada pode causar danos ao tecido'*'®. Os danos podem até
mesmo se agravarem com o aumento do tempo de exposicao a vibragdo!’°.

H& uma escassez na literatura sobre os efeitos da vibracdo sobre
o nervo periférico, em um protocolo terapéutico. Assim, Sa0 necessarios
estudos dos efeitos da vibracéo sobre a saude'®, tornando relevante determinar
protocolos seguros durante uma exposicdo prolongada de vibracdo®. Ainda, é

relevante a analise da influéncia da associacédo de fatores de risco para LNP,
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como o que ocorre durante o tratamento de osteoporose pés-menopausa por
meio de vibragcdo mecanica, visto que a tanto a vibracdo como a diminui¢cao do
estrogénio sao fatores de risco de LNP, o que ja foi observado na sindrome do
tinel do carpo®. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da
vibracdo mecéanica sobre o nervo isquiatico de ratas Wistar ooforectomizadas,

em parametros nociceptivos e morfolégicos.

MATERIAIS E METODOS

A amostra foi composta por 64 ratas Wistar, com peso médio de 177,20 + 16,32
g e idade de 8 semanas, as quais foram mantidas no Biotério Setorial do Laboratério
de Estudo das Lesdes e Recursos Fisioterapéuticos (LELRF), em caixas de
polipropileno, com condi¢cGes controladas de temperatura a 24 + 1°C, fotoperiodo
claro/escuro de 12 horas, com agua e ra¢do a vontade. Os animais foram distribuidos
nos grupos pseudo-ooforectomizado (GP) e ooforectomizado (GO) e posteriormente

cada foi subdividido em 4:

GP (n=32) — pseudo-ooforectomizados:
e GP4 (n=8) — eutanasiados ao final da 122 semana de experimento;
e GP8 (n=8) — eutanasiados ao final da 162 semana de experimento;
e GPV4 (n=8) —vibracdo mecanica durante 4 semanas e eutanasiados
ao final da 122 semana de experimento;
e GPV8 (n=8) —vibracdo mecanica durante 8 semanas e eutanasiados

ao final da 162 semana de experimento.

GO (n=32) — ooforectomizados:
e GO4 (n=8) — eutanasiados ao final da 122 semana de experimento;
e GOS8 (n=8) — eutanasiados ao final da 16% semana de experimento;
e GOV4 (n=8) —vibracdo mecanica durante 4 semanas e eutanasiados
ao final da 122 semana de experimento;
e GOV8 (n=8) —vibracdo mecanica durante 8 semanas e eutanasiados

ao final da 162 semana de experimento.
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Protocolo de Ooforectomia e Pseudo-ooforectomia

Inicialmente, os animais foram mantidos durante 7 dias no biotério do
LELRF para aclimatagdo. Para a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, as
ratas foram pesadas e submetidas a anestesia intraperitoneal com cloridrato de
quetamina (dopalen, 80 mg/kg) e cloridrato de xilazina (anasedan, 20 mg/kg)
(Paulinia, Sdo Paulo, Brasil). Apds a aplicacdo da anestesia e a verificacao do
estado de consciéncia do animal (observado pela auséncia de resposta motora
ao pincamento da cauda e das pregas interdigitais), foi realizada a tricotomia e
a assepsia com alcool iodado no abdome na regido do ventre. Em seguida, foi
realizada uma incisdo cirlrgica longitudinal, para acessar a cavidade
peritoneal; o tecido adiposo foi afastado até que se conseguisse identificar as
tubas uterinas e ovarios.

Nos animais de GO, as tubas uterinas foram suturadas com fio catgut
4.0, seguido da resseccdo bilateral dos ovarios. Ao final do procedimento,
foram realizadas suturas internas com fio reabsorvivel catgut 4.0 simples e as
externas, com fio de nylon 4.0; em seguida, foi realizada a assepsia do local
com alcool iodado. Apds o procedimento cirdrgico, as ratas foram alojadas
individualmente em caixas de polipropileno, por trés dias, para recuperacdo?® e
mantidas no total de 8 semanas sem qualquer intervencdo para obter-se os
efeitos da privacdo hormonal. Ja& para GP, o procedimento cirdrgico consistiu
na realizacdo de todas as etapas semelhantes a ooforectomia, com excecao da

remogao dos ovarios.

Vibragdo Mecénica
A vibracdo foi aplicada por meio de uma plataforma Vibro Oscilatoria
triplanar profissional (Arktus®, Santa Tereza do Oeste, Brasil) (Figura 1), com

protocolo adaptado de Butezloff et al. 22

, utilizando frequéncia de 60 Hz por 10
minutos e vibracbes com uma amplitude média de dois milimetros, aplicado
durante trés dias intercalados por semana, com descanso de dois dias. O
periodo total de intervencdo com a plataforma foi de 4 semanas nos grupos
GPV4 e GOV4 a partir da 92 até a 122 semana de experimento, ou 8 semanas
nos grupos GPV8 e GOVS8, a partir da 92 até a 16® semana de experimento.
Foram posicionados diretamente sobre a plataforma vibratéria 8 animais

separados por baias, com largura, comprimento e altura de 13x19x25 cm. As
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baias foram enumeradas de 1 a 8 para ser realizado um rodizio, no sentido

horario, para que os animais passassem por todos os pontos da plataforma.

Figura 1 - Plataforma Vibro Oscilatéria Arktus triplanar profissional com suporte para separar
0s animais por baias. Fonte: autora.

Avaliacdo do Limiar Nociceptivo

A avaliacdo foi realizada por meio de um analgesimetro digital, tipo
filamento de Von Frey (Insight®, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo) (Figura 2). O
animal foi mantido em uma caixa elevada com piso de tela (Figura 3a), assim, a
ponta de polipropileno do filamento foi aplicada de forma perpendicular na
regido plantar do membro posterior direito (Figura 3b), com uma pressao
crescente até que o animal retirasse o membro. Prévio ao inicio do
experimento, os animais foram submetidos ao estimulo do filamento, simulando
a avaliacdo, durante trés dias para adaptacdo ao estimulo. Em cada avaliacéo,
o teste foi repetido trés vezes e utilizado o valor médio, realizado sempre pelo

mesmo individuo. A avaliacdo foi realizada em todos 0s grupos prévio a
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ooforectomia e pseudo-ooforectomia (AV1), prévio ao inicio do protocolo de

vibracdo (AV2) e ao final do protocolo de vibracao (AV3).

Figura 2 — Analgesimetro tipo filamento de Von Frey digital. Fonte: autora.

Figura 3 — Caixa com piso de tela elevado para avaliagdo nociceptiva. a - vista anterior da
caixa; b - vista lateroinferior da pata de rata Wistar sobre o piso de tela, sendo avaliada com o
filamento de Von Frey digital. Fonte: autora.

Andélise Histomorfométrica do Nervo Isquiatico

Com o0s animais devidamente anestesiados, primeiramente foi
realizada a dissecacdo do nervo isquiatico e posteriormente a eutanasia por
overdose de anestésico, de acordo com o periodo de intervencdo de cada
grupo.

Foi realizada a dissecacdo e retirada de dois centimetros do nervo

isquidtico direito que foi fixado em paraformaldeido 4% em PBS (pH 7,4),
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durante 48 horas e, em seguida, armazenado em alcool 70% até o
processamento histolégico. O material foi desidratado, diafanizado, infiltrado e
emblocado para obtenc&o de cortes transversais do nervo com espessura de
cinco micrometros®® em micrétomo (Olympus BX60®, Tokyo, Japan).
Posteriormente, os cortes foram corados em Hematoxilina e Eosina (HE), e
analisados quanto a morfologia geral do tecido por meio de microscopia de luz,
avaliando a presenca de células de Schwann, a integridade das fibras nervosas
e dos capilares.

Para as andlises quantitativas, as laminas foram fotomicrografadas
com objetiva de 100x, em 4 campos. A partir disso, as analises foram
realizadas de acordo com o protocolo modificado de um estudo anterior®.
Foram mensurados com zoom de 50% no programa Image Pro-plus 6.0®, o
diametro de 100 fibras nervosas mielinicas e axonios por animal; a espessura
da mielina, dada pelo diametro do ax6nio subtraido da fibra nervosa, dividido
por dois; o quociente G, sendo a razdo entre a espessura da mielina pelo
diametro da fibra nervosa. Também foi realizada a contagem do ndimero de
fibras nervosas menores e maiores de 4 micrdmetros e o numero de nucleos
de células de Schwann, em um campo de 50x70 pm, com zoom de 50%,
incluindo os que estivessem tocando as bordas “de inclusdo” (superior e
esquerda) e excluindo os que tocassem as “bordas de exclusdo” (inferior e
direita). Os cortes histolégicos também foram corados em Tricrdmico de
Masson, fotomicrografadas em 4 campos com objetiva de 100x, e mensurado a
porcentagem de tecido conjuntivo em pixels, com zoom de 50%, no programa

Image Pro-plus 6.0®.

Anédlise dos Dados

Os resultados foram expressos por meio da estatistica descritiva e
analisados com auxiio do pacote ExpDes.pt do programa R (R Core Team,
2017) quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk, seguido da analise de
variancia de trés vias, e em caso de significancia foi realizado o teste Tukey-

HSD. Foi considerado significativo quando p<0,05.

Aspectos Eticos
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O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Unioeste (24/08/2016) (Anexo 2), e foi conduzido segundo as Normas

Internacionais de Etica em Experimentacdo Animal 25.

RESULTADOS
Limiar Nociceptivo

Para a variavel da nocicepcéo, realizada na regido plantar da pata
posterior direita, ndo houve diferenca estatisticamente significativa intra e inter
grupos (F=0.978, p=0.518) (Tabela 1), ou seja, a ooforectomia e vibracéo
independente do tempo de aplicacdo, ndo alteraram o limiar nociceptivo de

ratas.

Tabela 1 - Limiar nociceptivo da pata posterior direita de ratas Wistar

AVl AV2 AV3
GP4 35,88 + 5,04 33,88 + 6,70 34,07 + 7,07
GO4 33,35 + 6,02 43,62 £ 5,24 37,62 + 8,19
GPV4 35,21 +£5,85 38,95 *+ 4,28 39,58 + 8,88
GOv4 34,85 + 9,00 39,79 + 4,36 41,25 + 6,07
GP8 30,44 + 11,72 41,71 + 8,07 38,40 + 10,40
GO8 39,66 *+ 4,40 38,12 + 6,65 38,13 + 5,25
GPV8 35,28 £ 9,25 41,62 + 9,67 37,16 + 8,11
GOV8 39,04 +5,54 34,51 + 7,57 37,91 £ 5,64

Média = desvio padrédo. Periodos das avaliagdes: prévio a ooforectomia (AV1), prévio ao inicio
do tratamento (AV2) e ao final do tratamento (AV3). GP4 e GP8: grupos pseudo-ooforectomia
de 4 e 8 semanas; GO4 e GO8: grupos ooforectomia de 4 e 8 semanas; GPV4 e GPV8: grupos
pseudo-ooforectomia submetidos a vibragdo por 4 e 8 semanas; GOV4 e GOV8: grupos
ooforectomia submetidos a vibragdo por 4 e 8 semanas.

Morfologia do Nervo Isquiéatico

Independente da ooforectomia e da intervengédo com vibragéo, todos os
grupos apresentaram 0 nervo isquiatico com caracteristicas preservadas, com
fibras nervosas mielinicas integras, sendo possivel identificar o axénio envolto
pela bainha de mielina. Havia a presenca de poucos nucleos celulares sendo
estes com aspecto de célula de Schwann, préximo a bainha de mielina. Os
vasos sanguineos apresentaram aspecto integro, sendo a maior parte capilares
(Figura 4).
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Figura 4 — Fotomicrografia do nervo isquiatico, com objetiva de 100x, em corte transwersal e
corado em hematoxilina e eosina. A ponta da seta indica a bainha de mielina; o asterisco esta
sobre o axdnio; vs — vaso sanguineo; fn — fibra nervosa mielinica; e cs — célula de Schwann. O
corte apresenta alguns artefatos de técnica histolégica sobre a bainha de mielina de algumas
fibras nenvosas.

Morfometria do Nervo Isquiatico

Em todas as variaveis, os dados apresentaram-se normais e nao houve
diferenca estatistica significativa para a espessura da fibra nervosa mielinica,
do axbénio e bainha de mielina, quociente G, porcentagem de tecido conjuntivo
(Tabela 2), numero de fibras nervosas menores e maiores que 4 micrometros e
0 nimero de nicleos de células de Schwann (Tabela 3). Assim, denota-se que
a ooforectomia e a vibracdo ndo alteraram os parametros morfométricos do
nervo isquiatico. Os valores da estatistica F e o valor de p de cada variavel

foram apresentados na Tabela 4.
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Tabela 2 — Espessura da fibra nervosa mielinica, axdnio e bainha de mielina

(um), quociente G e porcentagem de tecido conjuntivo do nervo isquiatico de

ratas Wistar

Fibra a Bainha de . Tecido

Axodnio o Quociente G L
nervosa mielina conjuntivo
GP4 5,65 + 0,64 2,26 £ 0,24 1,64 £0,24 0,29 + 0,25 50,08 * 4,22
GO4 5,33 £0,28 2,20 £ 0,16 1,56 + 0,10 0,28 £ 0,10 51,16 + 5,69
GPV4 5,49 + 0,32 2,32 £ 0,16 1,58 + 0,20 0,28 + 0,20 54,76 +7,15
GOVv4 5,562 + 0,26 2,30 £ 0,17 1,60 £ 0,12 0,28 + 0,12 51,16 £ 5,49
GP8 5,52 + 0,53 2,47 £ 0,25 1,52 £ 0,26 0,26 + 0,26 51,47 £5,02
GOS8 5,39 £ 0,48 2,38 £ 0,25 1,50 + 0,15 0,27 £ 0,15 54,80 16,41
GPV8 5,38 £ 0,33 2,30 £ 0,23 1,53 + 0,13 0,28 £ 0,13 50,95 + 4,32
GOvs8 5,68 + 0,36 2,45 +0,34 1,61 £0,10 0,27 + 0,10 51,70 £ 6,81

Média + desvio padrdao. GP4 e GP8: grupos pseudo-ooforectomia de 4 e 8 semanas; GO4 e
GO8: grupos ooforectomia de 4 e 8 semanas; GPV4 e GPV8: grupos pseudo-ooforectomia
submetidos a \ibracdo por 4 e 8 semanas; GOV4 e GOV8: grupos ooforectomia submetidos a
vibragdo por 4 e 8 semanas.

Tabela 3 — Contagem das fibras nervosas com diametro menor e maiores que

4 um, e de nucleos de células de Schwann, do nervo isquiatico de ratas Wistar

Fibras <4 pm Fibras > 4 ym Ndcleos
GP4 17,59 £ 9,75 29,46 £ 8,00 531 +151
GO4 16,75 £ 6,77 35,93 + 7,47 5,34 £1,44
GPV4 13,28 + 6,44 31,40 £ 6,21 571 +1,24
GOov4 15,91 + 4,36 35,96 + 5,75 5,56 + 1,32
GP8 14,58 + 6,53 33,44 + 6,86 4,84 + 1,09
GOS8 15,00 + 3,96 34,50 £ 4,14 590 £1,23
GPV8 11,53 £ 3,81 33,03 + 8,28 4,81 + 0,90
GOV8 15,10 £ 5,80 34,17 +4,78 5,32 £ 1,27

Média = desvio padrdo. GP4 e GP8: grupos pseudo-ooforectomia de 4 e 8 semanas; GO4 e

GO8: grupos ooforectomia de 4 e 8 semanas; GPV4 e GPVS8: grupos pseudo-ooforectomia
submetidos a vibragdo por 4 e 8 semanas; GOV4 e GOVS8: grupos ooforectomia submetidos a
vibragéo por 4 e 8 semanas.
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Tabela 4 - Valores estatisticos da espessura da fibra nervosa mielinica, axonio

e bainha de mielina (um), quociente G e porcentagem de tecido conjuntivo,

considerando os fatores ooforectomia, vibragéo e tempo

Ooforectomia

Vibracéo

Tempo

Fibra nervosa
Axo6nio
Bainha de mielina
Quociente G
Tecido conjuntivo
Fibras <4 pm
Fibras > 4 ym
Nucleos

F= 0,0079; p=0,9655
F= 0,0043; p=0,9482
F= 0,0012; p=0,9721
F= 0,0657; p=0,7987
F= 0,0747; p=0,7856
F= 3,8387; p=0,0551
F= 0,0674; p=0,3060
F= 1,8166; p=0,1831

F= 0,4101; p=0,5245
F= 0,0522; p=0,8200
F= 0,3731; p=0,5438
F= 0,0657; p=0,7987
F= 0,0338; p=0,8547
F= 0,1337; p=0,7160
F= 1,4405; p=0,2351
F= 0,0002; p=0,9898

F= 0,0278; p=0,8830
F=4,9788; p>0,05
F=1,5092; p=0,2243
F= 5,9250; p>0,05
F= 0,0950; p=0,7591
F= 0,1675; p=0,6839
F= 1,6402; p=0,2056
F= 1,0635; p=0,3068

Estatistica F; valor de p.

DISCUSSAO

No presente estudo, foi utilizada a vibracdo de corpo inteiro, aplicada
por meio de plataforma vibratoria; todavia, ndo alterou o limiar nociceptivo e os
aspectos morfolégicos da fibra nervosa. Além disso, ndo houve alteracdo da
espessura da fibra nervosa mielinica, do axénio e bainha de mielina, quociente
G, porcentagem de tecido conjuntivo, nimero de fibras nervosas menores e
maiores que 4 micrdmetros e o nimero de nlcleos de células de Schwann.

Os efeitos da vibracdo sdo estudados por causar incapacidades no
meio ocupacional, pois a exposi¢cdo prolongada a este estimulo pode induzir
alteracbes deletérias a diversos tecidos. Porém, os efeitos negativos,
dependem da predisposicdo do individuo, além das -caracteristicas da
vibracao®.

No meio ocupacional, sdo identificados dois tipos de vibracdo: a
aplicada a méo e a vibracdo de corpo inteiro. A vibragdo aplicada a mao é um
fator conhecido por causar LNP na sindrome do tunel do carpo. Ja a vibracéo
de corpo inteiro, que pode ser aplicada por plataforma vibratéria, tem impacto
sobre a coluna, principalmente lombar. A vibracdo causa deslocamentos entre
as Vvértebras, que pode gerar degeneracdo vertebral, aumento da pressao
intradiscal e ruptura do disco intervertebral, com consequente herniacdo® 2.
No estudo experimental de Baig et al.®, foi observado que a vibracao

de 15 Hz, durante 30 minutos, por 7 dias, e até mesmo em uma sessao, pode
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provocar diminuicdo do limiar nociceptivo em ratos, sendo um dos possiveis
mecanismos, a flexo-extensdo da coluna cervical provocada durante a
vibracdo. Em um estudo experimental posterior, avaliaram a vibracdo durante
40 sessbes (em oito semanas), nos mesmos parametros do estudo acima,
promoveu o aumento de fatores de crescimento nos discos intervertebrais,
podendo ser um sinal de lesdo, que nessa regido pode promover a compressao
nervosa®’.

No presente estudo, a vibracdo, nos parametros analisados, ndo
apresentou indicios de lesdo no nervo isquiatico. Essa divergéncia com 0s
estudos citados anteriormente pode ter ocorrido devido a diferenca na dose
cumulativa, definido como o tempo total de exposicéo a vibragdo, que leva em
consideracdo o nimero de sessdes semanais e a duracdo do estimulo®®. Nos
estudos de Baig et al.'® e Kartha, Zeeman e Baig'’, os pesquisadores
utilizaram vibragdo por 30 minutos, enquanto que no presente estudo foi
realizada por 10 minutos. Além disso, Baig et al.!® observaram que quanto
maior a frequéncia semanal e o periodo total da terapia, mais graves eram as
alteracoes. No presente estudo, apesar da vibracdo ser realizada por 4 e 8
semanas, as intervengbes ocorreram em uma frequéncia semanal baixa,
apenas 3 dias por semana, justificando os resultados encontrados.

No estudo de Yan et al.'® também foram observaram efeitos deletérios
da vibracédo a longo prazo no tecido nervoso de ratos. Foi aplicada a vibracao
de corpo inteiro de 30 Hz, 0,5 G, por 4 horas, 5 dias por semana, durante 2, 4
ou 8 semanas, e foram observados danos ao SNC por espessamento dos
vasos com proliferacdo de fibroblastos e vacuolos no musculo liso, e alteragédo
funcional. Além disso, houve diminuicdo do limiar nociceptivo e da forca de
preensdo, sendo que todas essas alteragbes tiveram agravo conforme o
aumento do periodo de exposicdo a vibracdo, mostrando o possivel efeito
acumulativo deste estimulo. Apesar do nimero semanal ser correspondente ao

utilizado no presente estudo, no trabalho Yan et al.*®

a frequéncia semanal e a
duracao da exposicao diaria foram maiores.
As alteracdes vasculares também foram observadas no estudo de

Govindaraju et al.'?

, CUja vibracdo, em uma Unica aplicacdo, com frequéncia de
30, 120 ou 800 Hz durante 4 horas, promoveu dilatacdo de arteriolas com

espessamento das paredes destes vasos. Além disso, a vibracdo causou
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edema intraneural e promoveu alteracdo na bainha de mielina de fibras
nervosas de ratos. Isso reafirma que a vibracdo durante exposicdo prolongada
(4 horas) como de Govindaraju et al.'' e Yan et al.’®, pode promover lesdo
nervosa, diferente do encontrado no presente estudo utilizando menor tempo
diério.

Em contrapartida, estudos com baixa aplicacdo diaria, de 1 a 15
minutos, frequéncia de 50 Hz e 16,5 KHz, observaram no tecido nervoso que, a
partir de um dia de aplicacdo, houve lesdo das fibras nervosas e suas
terminacdes nervosas?®® 2’. Porém, nesses estudos foi utilizada a vibragao local,
0 que pode ter agravado as respostas do tecido ao estimulo, o que difere do
presente estudo que utilizou a vibragdo de corpo inteiro.

Além da vibracdo, existem outros fatores que aumentam os riscos de
LNP, como as deficiéncias vitaminicas, doencas sistémicas, distlrbios
metabdlicos e enddcrinos, e os desequilibrios hormonais, como a deficiéncia
estrogénica®® 2% 2°. Com a menopausa, a prevaléncia de sindrome do tdnel do
carpo, é até quatro vezes maior nas mulheres do que nos homens?=°.

Essa influéncia hormonal sobre o tecido nervoso pode ocorrer devido
ao efeito protetor que é discutido a partir da observacdo das diferencas nas
respostas dos homens e mulheres frente a lesdo do SNC. Com isso, constatou-
se que as mulheres pré-menopausa apresentam menos danos neurolégicos no
SNC e melhor recuperacdo comparado aos homens, porém, apos a
menopausa esses danos se equivalem®!. Os efeitos protetores do estrogénio
foram observados apds lesdo do SNC por minimizar a apoptose celular,
mediada pela inibicdo da caspase-3°?, e outras cascatas anti-apoptéticas. Além
disso, pode diminuir a producdo de espécies reativas de oxigénio e aumentar
da liberagdo de neurotrofinas, que s&o essenciais para a manutencao e
sobrevivéncia do neurénio®, bem como ter acéo anti-inflamatéria®®. J& no SNP,
estudos observaram o efeito benéfico da reposicdo de estrogénio na
regeneracdo do nervo isquiatico, apos lesdo por compressdo, em ratas
ooforectomizadas®* *°.

Além disso, o estrogénio também pode atuar na modulagéo da dor®®,
tendo indicios que as mulheres sentem menos dor que os homens; contudo,
ap6s a menopausa, elas apresentam maiores condi¢cdes de dor cronica®’.

Também foi observado que, apdés LNP em ratas, a ooforectomia promove
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hiperalgesia térmica e mecanica e que a reposi¢cao de estrogénio tem efeitos
anti-nociceptivos>®

Esses achados mostram que 0 estrogénio possui um efeito protetor
sobre o tecido nervoso, e com a menopausa isso pode ser revertido. Essas
pesquisas divergem dos resultados do presente estudo, cuja ooforectomia
isoladamente ou associada a vibracdo nado alterou o limiar nociceptivo e as
caracteristicas das fibras do nervo periférico. Isso provavelmente ocorreu
porque, nos estudos citados acima, os efeitos protetores do estrogénio
amenizaram lesfes prévias; ja neste estudo a privacdo hormonal foi analisada
sem a presenca de danos prévios no tecido nervoso.

Assim, é possivel observar que a vibragcdo, aplicada por pequeno
periodo diario e frequéncia semanal, e a deficiéncia estrogénica apdés
ooforectomia, isoladamente ou associada a vibracdo, ndo alteraram o0s
parametros analisados. Contudo, sugere-se a realizacdo de estudos que
verifiguem a seguranca de protocolos de vibracdo a longo prazo, em uma
pratica terapéutica, sobre o nervo periférico, avaliando a expressdo de fatores
de crescimento e de citocinas inflamatorias, sendo essa a limitacdo deste

estudo.

CONCLUSAO

A vibragdo mecanica ndo alterou o limiar nociceptivo e 0s aspectos
morfolégicos da fibra nervosa. Assim, ndo houve alteracdo da espessura da
fibora nervosa mielinica, do axénio, e bainha de mielina, quociente G,
porcentagem de tecido conjuntivo, nimero de fibras nervosas e de nucleos de

células de Schwann do nervo isquiatico de ratas Wistar ooforectomizadas.
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Envio de Manuscrito via Gerente Editorial

Os autores devem enviar seus manuscritos a JBMM online. Faga login
diretamente em: https://www.editorialmanager.com/jbomm e envie seu manuscrito
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Requisitos do Gerente Editorial:

Declaracéo dos Direitos Humanos e dos Animais

Ao relatar estudos que envolvam participantes humanos, os autores devem
incluir uma declaracdo que deve ser adicionada em uma sec¢ao separada antes da lista
de referéncia que os estudos foram aprovados pelo comité de ética de pesquisa
institucional e / ou nacional apropriado e foram realizados de acordo com a normas
éticas estabelecidas na Declaracdo de Helsinque de 1964 e suas alteracdes
posteriores ou normas éticas comparaveis. Se essas declaracbes nao forem
aplicaveis, os autores devem indicar: O manuscrito ndo contém estudos clinicos ou
dados do paciente.

Se houver duvida sobre se a pesquisa foi realizada de acordo com o Helsinki D
de 1964 declaracdo ou padrdes comparaveis, os autores devem explicar os motivos
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de sua abordagem e demonstrar que o comité de ética independente ou a placa de
revisdo institucional aprovou explicitamente os aspectos duvidosos do estudo. As
seguintes declaracées devem ser incluidas no texto antes da secdo de referéncias:
Etica aprovacdo: "Todos os procedimentos realizados em estudos envolvendo
participantes humanos estavam de acordo com os padrfes éticos do comité de
pesquisa institucional e/ou nacional e com a declaracdo de Helsinki de 1964 e suas
alteracdes posteriores ou padrbes éticos comparaveis." O bem-estar dos animais
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institucionais e/ou nacionais para o cuidado e uso de animais foram seguidas. Para
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institucionais e / ou nacionais aplicaveis para a O cuidado e o uso dos animais foram
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Se os artigos ndo contém estudos com participantes humanos ou animais por
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ndo contém estudos com participantes humanos ou animais realizados por qualquer
um dos autores".

Para estudos retrospectivos, adicione a seguinte frase:" Para este tipo de
estudo, o consentimento formal ndo é necessario”.

Manuscritos

Os manuscritos devem ser de dois espacos. Deixe margens de
aproximadamente 3 cm nos lados, topo e parte inferior da pagina. Trés paginas de
manuscritos correspondem a cerca de uma pégina impressa. A pagina de titulo deve
incluir os nomes, enderecos e afiliacbes dos autores. Indique o nome, endereco,
numero de telefone, nimero de fax e endereco de e-mail do autor que recebera a
correspondéncia. Forneca até cinco palavras-chave. Os artigos devem ter o seguinte
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Todas as tabelas e figuras devem ser citadas em ordem no texto. Se uma
figura foi publicada anteriormente, reconheca sua origem e envie permissao por escrito
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do autor e editor. A fonte anteriormente publicada também deve ser incluida na lista de
referéncias.

Abreviaturas e Nomenclatura

As abreviaturas e a nomenclatura devem seguir as recomendacdes da Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada e da Unido Internacional de Bioquimica nos
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Referéncias
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* Forneca todas as figuras eletronicamente.

* Indique qual programa grafico foi usado para criar a arte.

 Para gréficos vetoriais, o formato preferido € EPS; para meios-tons, use o formato de
uso. Os arquivos do MS Office também sao aceitaveis.

* Os gréficos vetoriais que contém fontes devem ter as fontes incorporadas nos
arquivos.

* Nomeie seus arquivos de figuras com "Fig" e o numero da figura, por exemplo,
Figl.eps.Line Art

* Definigao: grafico preto e branco com sem sombreamento
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figuras s&o legiveis no tamanho final.
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* Desenhos de linhas digitalizados e linha os desenhos no formato bitmap devem ter
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* Os gréficos vetoriais que contenham fontes devem ter as fontes incorporadas nos
arquivos.
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Arte colorida

* A arte colorida é gratuita para publicac&o on-line.

* Se preto e branco sera mostrado na versdo impressa, certifique-se de que a as
informagdes principais ainda serdo visiveis. Muitas cores ndo séo distinguiveis entre si
guando convertidas em preto e branco. Uma maneira simples de verificar isso é fazer
uma copia xerogréfica para ver se as diferencas necessérias entre as diferentes cores
ainda sdao visiveis.

* Se as figuras serdo impressas em preto e branco, ndo se refiram a cores nas
legendas.

Rotulaco de figuras

* Para adicionar letras, é melhor usar Helvetica ou Arial (fontes sem serif).

* Mantenha as letras com tamanho consistente ao longo de suas obras de arte de
tamanho final, usualmente cerca de 2-3 mm (8-12 pt).

* A variancia do tamanho do tipo dentro de uma ilustragdo deve ser minima, por
exemplo, ndo use o tipo de 8 pts em um eixo e o tipo de 20 pts para a etiqueta do eixo.
* Evite efeitos como sombreamento, letras de contorn , etc.

* Ndo inclua titulos ou legendas em suas ilustracdes.

Numeracdao de figuras

* Todas as figuras devem ser numeradas usando algarismos arabicos.

* As figuras devem sempre ser citadas no texto em ordem numérica consecutiva.

* As partes da figura devem ser denotadas por letras minusculas (a, b, c, etc.).

* Se um o apéndice aparece no seu artigo/capitulo e contém uma ou mais figuras,
continue a numeracdo consecutiva do texto principal. Ndo numerar os nameros do
apéndice, "Al, A2, A3, etc." As figuras em apéndices on-line (material suplementar
eletrénico) devem, no entanto, ser numeradas separadamente.

Legendas de figura

» Cada figura deve ter uma legenda concisa que descreva com precisao o que a figura
retrata. Inclua as legendas no arquivo de texto do manuscrito, ndo no arquivo de
figura.

* As legendas das figuras comegam com o termo Fig. Em negrito, seguido do nimero
da figura, também em negrito.

* Nenhuma pontuacao deve ser incluida apés a nimero, nem qualquer pontuacao a
ser colocada no final da legenda.

* Identifique todos os elementos encontrados na figura na legenda da figura; e usar
caixas, circulos, etc., como pontos de coordenadas em gréficos.

* Identificar material previamente publicado fornecendo a fonte original sob a forma de
uma referéncia de referéncia no final da figura.

Posicionamento e tamanho da figura
* Ao preparar suas figuras, tamanho para caber na largura da coluna.

 Para a maioria dos periodicos, as figuras devem ter 39 mm, 84 mm, 129 mm ou 174
mm de largura e ndo superior a 234 mm.

 Para livros e revistas em tamanho de livro, os nimeros devem ser 80 mm ou 122 mm
de largura e ndo superior a 198 mm.

Permissfes

Se vocé incluir figuras que ja foram publicadas em outro lugar, vocé deve obter
permissdo do (s) proprietario (s) dos direitos autorais para o formato impresso e on-
line. Lembre-se de que alguns editores ndo concedem direitos eletrdnicos de graca e



83

gue a Springer ndo poderd reembolsar os custos que possam ter ocorrido para
receber essas permissdes. Em tais casos, o material de outras fontes deve ser usado.

Acessibilidade

Para dar acesso a pessoas de todas as habilidades e deficiéncias ao contetudo
de suas figuras, certifique-se de que:
* Todas as figuras tenham legendas descritivas (os usuarios cegos podem entdo usar
um texto para software de fala ou um hardware de texto para Braille)
* Os padroes séo usados em vez disso ou além de cores para transmitir informacgdes
(os usuarios color-cegos poderiam entdo distinguir os elementos visuais)
* Qualquer letra de figura tem uma relagao de contraste de pelo menos 4.5: 1.

Politica de Conflitos de Interesse

Os agentes sdo obrigados a divulgar relagbes comerciais ou similares a
produtos ou empresas mencionadas ou relacionadas ao assunto do artigo sendo
submetido. As afiliagbes dos autores devem incluir compromissos corporativos
relacionados ou em conexdo com produtos ou empresas mencionadas no artigo, ou de
outra forma sobre 0 assunto em questéao.

As fontes de financiamento para o artigo devem ser incluidas nos
agradecimentos. Outras relagbes financeiras pertinentes, como consultorias,
propriedade de a¢gdes ou outros interesses patrimoniais ou acordos de licenciamento
de patentes, devem ser divulgadas na carta de apresentacdo ao Editor-Chefe, em uma
pagina de conflito de interesse em separado no manuscrito (veja abaixo para
exemplos de como formatar a pagina de conflito de interesse em seu manuscrito) e no
formulario de conflito de interesse que acompanha o artigo no momento da submissao.

O formulario de conflto de interesse, que esta disponivel em:
http://www.springer.com/774, deve ser assinado, escaneado e enviado através do
Gerente Editorial. Os conflitos de interesse divulgados na forma de conflito de
interesse devem ser os mesmos que os divulgados na pagina de conflito de interesse
no manuscrito. As perguntas sobre esta politica devem ser direcionadas ao Editor-
chefe. Por favor, note: quando considerado necessario, os dados brutos de um
manuscrito serdo solicitados a ser submetidos e examinados por um terceiro.

Nao ha conflitos de interesse.
* Se nenhum autor tiver um conflito, a declaragdo deve ler "Todos os autores n&o tém
conflitos de interesse”.

RESPONSABILIDADES ETICAS

A revista estd empenhada em manter a integridade do registro cientifico. Como
membro do Comité de Etica em Publicacdes (COPE), a revista seguira as diretrizes da
COPE sobre como lidar com possiveis atos de ma conduta. Os autores devem abster-
se de deturpar os resultados da pesquisa que possam prejudicar a confianga no jornal,
o profissionalismo da autoria cientifica, e, finalmente, todo o esforgo cientifico. Manter
a integridade da pesquisa e sua apresentacao pode ser alcangada seguindo as regras
da boa pratica cientifica, que incluem:
* O manuscrito ndo foi submetido a mais de um periddico para consideragao
simultanea.
» O manuscrito ndo foi publicado anteriormente (parcialmente ou na integra), a menos
gue o novo trabalho se refira a uma expanséo do trabalho anterior (por favor, forneca
transparéncia sobre a reutilizacdo de material para evitar a sugestéo de reciclagem de
texto ("autoplagio™).
* Um unico estudo ndo é dividido em varias partes para aumentar a quantidade de
envios e submetidos a varias revistas ou a uma revista ao longo do tempo (por
exemplo, "publicacéo de salame™).
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* Nenhum dado foi fabricado ou manipulado (incluindo imagens) para apoiar suas
conclusoes.

* Nenhum dado, texto ou teorias por outros sao apresentados como se fossem
proprios do autor ("plagio”).

* Os agradecimentos adequados a outras obras devem ser fornecidos (isto inclui
material que é copiado de perto (quase textual), resumido e / ou parafraseado), aspas
sdo usadas para copia de material e as permissdes séo garantidas para material com
direitos autorais.

Nota Importante: o periédico pode usar o software para visualizar o plagio. O
consentimento para enviar foi recebido explicitamente de todos os co-autores, bem
como das autoridades responsaveis - tacitamente ou explicitamente - na instituicao/
organizacado onde o trabalho foi realizado antes o trabalho € submetido.

Os autores cujos nhomes aparecem na apresentacdo contribuiram
suficientemente para o trabalho cientifico e, portanto, compartilham a responsabilidade
coletiva e a responsabilidade pelos resultados. Os lideres sdo fortemente
recomendados para garantir o grupo de autores correto, 0 autor correspondente e a
ordem dos autores na submisséo.

As mudancas de autoria ou na ordem dos autores ndo sdo aceitas apds a
aceitacdao de um manuscrito. Adicionar e / ou excluir autores e / ou alterar a ordem dos
autores na fase de revisdo podem ser justificadamente justificados. Uma carta deve
acompanhar o manuscrito revisado para explicar o motivo da (s) mudanca (s) e o (s)
papel (éis) de contribuicdo dos autores adicionados e / ou deletados. Pode ser
necessaria documentacdo adicional para apoiar o seu pedido. Solicitacdes de adicdo
ou remocédo de autores como resultado de disputas de autoria apos a aceitacdo séo
homenageadas apés a notificacdo formal pelo instituto ou 6rgao independente e / ou
quando houver acordo entre todos os autores.

Para os autores da solicitagdo deve estar preparado para enviar documenta¢éo
ou dados relevantes para verificar a validade dos resultados. Isso pode ser na forma
de dados brutos, amostras, registros, etc. Informagdes confidenciais sob a forma de
dados proprietarios confidenciais sdo excluidas. Se houver suspeita de ma conduta, a
revista realizara uma investigacao seguindo as diretrizes da COPE.

Se, ap6s a investigacdo, a alegacdo parece suscitar preocupacdes validas, o
autor acusado sera contatado e tera a oportunidade de abordar a questédo. Se a falta
de conduta foi estabelecida além de qualquer duvida razoavel, isso pode resultar na
implementacéo do Editor-em-chefe das seguintes medidas, incluindo, entre outras: Se
0 artigo ainda esta em consideracéo, ele pode ser rejeitado e devolvido ao autor. Se o
artigo jéa tiver sido publicado on-line, dependendo da natureza e gravidade da infragao,
uma errata sera colocada com o artigo ou, em casos graves, a retracdo completa do
artigo ocorrera.

A raz&o deve ser dada na errata ou na nota de retragdo publicada. Por favor,
note que a retracao significa que o papel € mantido na plataforma, com a marca de
agua 'retraida" e a explicagéo para a retracdo € fornecida em uma nota vinculada ao
artigp com marca de agua. A instituicdo do autor pode ser informada. Apds a
aceitacdo. Em caso de aceitacdo do seu artigo, vocé recebera um link para o aplicativo
de consulta de autor especial na pagina da Web de Springer, onde vocé pode assinar
a Declaracéo de transferéncia de direitos autorais on-line e indicar se deseja ordenar
impressdes ou imprimir figuras em cores. Uma vez que o Pedido de Consulta do Autor
tenha sido concluido, seu artigo sera processado e vocé recebera as provas.

A transferéncia de direitos autorais sera solicitada a transferéncia de direitos
autorais do artigo para a Sociedade Japonesa de Pesquisa Ossea e Mineral e
Springer. Isso garantira a maior protecéo possivel e divulgacao de informagdes sob as
leis de direitos autorais. As impressfes off prints podem ser ordenadas pelo autor
correspondente. llustragdes coloridas A publicacdo em linha de ilustracdes a cores €
gratuita. Para a cor na versao impressa, espera-se que 0s autores contribuam para 0s
custos extras (€ 950 por artigo). Se preto e branco seréo exibidos na versdo impressa,
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certifique-se de que as informac@es principais ainda seréo visiveis. Muitas cores nao
sdo distinguiveis entre si quando convertidas em preto e branco. Uma maneira simples
de verificar isso é fazer uma cdépia xerografica para ver se as distingdes necessarias
entre as diferentes cores ainda s&o evidentes.

Teste de leitura: O objetivo da prova é verificar erros de composicdo ou
conversao e a integridade e precisdo do texto, tabelas e figuras.

Alteracbes substanciais no contetdo, por exemplo, novos resultados, valores
corrigidos, titulo e autoria, ndo sdo permitidos sem a aprovacdo do Editor. Apos a
publicacdo on-line, outras mudancas podem apenas seja feito sob a forma de um
Errata, que sera hiperlink para o artigo.

O artigo sera publicado on-line ap6s o recebimento das provas corrigidas. Esta
€ a primeira publicacdo oficial citada com o DOI. Apés o lancamento da versdo
impressa, o papel também pode ser citado por nimeros de nimeros e nimeros. A
impressao em massa comercial do site de publicagdo on-line é estritamente proibida.
O Springer esta implementando certas restricbes técnicas em arquivos PDF
publicados on-line para impedir a impressao de cépias em massa comercialmente.
Seremos obrigados a agir legalmente, ou seja, processar por danos, se a evidéncia de
tal uso indevido de publicacdes on-line for descoberta.
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Anexo C

Motriz € uma Revista Cientifica lancada em 1995, que é publicada
trimestralmente pelo Departamento de Educacdo Fisica, Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual de Sao Paulo, em Rio Claro, Estado de Sao Paulo, Brasil.
Desde 2016, a Motriz publicou artigos exclusivamente em formato eletronico usando o
sistema de submissdo de ScholarOne e 0s manuscritos somente em inglés sao
aceitos.

Escopo da Revista

A Motriz foi projetada para disseminar o conhecimento da ciéncia do exercicio
gue é relevante para todos os pesquisadores e profissionais envolvendo pesquisas
basicas ou aplicadas. Motriz incentiva envios manuscritos de diferentes campos da
ciéncia do exercicio, incluindo treinamento esportivo, esportes adaptativos, psicologia
esportiva, biomecanica e controle neural de movimentos, atividade fisica e saude,
treinamento esportivo e esportes e lazer de aventura.

A Motriz usa a politica de "Acesso aberto”, permitindo acesso livre e irrestrito
aos seus contelidos. E necesséria a submissdo somente em linha e, apds o registro
bem-sucedido no site da Revista, é responsabilidade do autor atualizar documentos e
informagdes pessoais.

O titulo abreviado de Motriz Journal é Motriz: J. Phys. Ed., Que pode ser usado
em citagcOes, notas de rodapé e na lista de referéncias. elSSN: 1980-6574.

Lingua: somente 0os manuscritos em inglés séo aceitos.

Organizagdo do manuscrito:

Presente seu manuscrito na ordem abaixo:

1. Primeira pagina:

Titulo: Primeira letra mailscula, letras subsequentes em minlsculas. Evite
abreviaturas.

Todos os autores nomeiam e afiliacbes. Se necessario, use letras mindsculas com
letras finais apds o0 nome do autor para distinguir afiliagdes

Autor a quem devem ser enviadas provas e correspondéncias, incluindo nome,
endereco postal, nimeros de telefone e fax e endereco de e-mail.

2. Um resumo estruturado deve ser enviado para artigos originais (ndo para mini
comentérios). Nao ha mais de 250 palavras com o0s seguintes titulos: Objetivos;
meétodos; resultados; e concluséo.

3. Texto principal: O manuscrito deve incluir as seguintes sec¢des: Introducéo,
Métodos, Resultados, Discussédo e Conclusées. O manuscrito deve ser de dois
espacos, fonte Times, tamanho 12 pt., Texto justificado a esquerda, com numero de
paginas limitado como as sec¢fes acima. O tamanho da margem da péagina é de 2,5
cm, superior, inferior, lado esquerdo e direito. Figuras e tabelas devem ser inseridas
no final do manuscrito, devidamente numeradas e rotuladas. Se o manuscrito for
aprovado, sera solicitado um arquivo jpg ou tiff para cada figura. Cada pagina deve ser
numerada, com as linhas numeradas para facilitar o processo de revisao.

Estilo de referéncia
Texto

Use algarismos arabicos no texto em sobrescrito de ordem numérica
separados por virgula 1,2,3,4,5,6. Os autores podem ser encaminhados, mas o
namero (s) de referéncia deve ser sempre dado. Exemplo:
'... como demonstrado®®. Engles e Jones® obtiveram um diferente ... "
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Lista de referéncia

No final do artigo, na mesma ordem em que foram citados no texto, a
referéncia completa com o (s) nome (s) do autor, titulo do diério / titulo do livro, titulo
do capitulo / titulo do artigo, ano de publicacdo, numero do volume / capitulo do livro e
a paginacéo deve estar presente.
Siga os exemplos abaixo para formatar as referéncias do seu manuscrito.
Exemplos:
Artigos
1. Cayres SU, de Lira FS, Machado-Rodrigues AM, Freitas Junior IF, Barbosa MF,
Fernandes RA. O papel mediador da inatividade fisica na relacdo entre inflamacéo e
espessura da artéria em adolescentes pré-puberes. J Pediatr. 2015; 166 (4): 924-9.

Se o trabalho que vocé precisa fazer referéncia tem mais de seis autores, vocé
deve listar os seis primeiros autores, seguido por ‘et al.”:

2. Antunes M, Christofaro DG, Monteiro PA, Silveira LS, Fernandes RA, Mota J, et al.
Efeito do treinamento concorrente em variaveis bioguimicas especificas de género e
adiposidade em adolescentes obesos. Arch Endocrinol Metab. 2015; 59 (4): 303-9.

LIVRO: IMPRESSO
3. Zanesco A, Puga G, editores. Doencgas cardiometabdlicas e exercicios fisicos. Ed.
Rio De Janeiro, Revinter, 2013.

CAPITULO DO LIVRO

4. Santos DM, Pesquero JL. Exercicio fisico e sistema renina-angiotensina. Em:
Doencas cardiometabdlicas e exercicios fisicos. Rio de Janeiro, Revinter; 2013. p. 69-
80.

E-BOOK: ONLINE / ELETRONIC

5. Simons NE, Menzies B, Matthews M. Um breve curso de engenharia de solo e
rocha. Londres: Thomas  Telford Publishing; 2001. Disponivel em:
http://iwww.myilibrary.com?ID=93941 [Acessado em 18 de junho de 2015].

WEB PAGE / WEBSITE
6. Agéncia Espacial Europeia. Rosetta: rendezvous com uma cometa. Disponivel em:
http://rosetta.esa.int [Acessado em 15 de junho de 2015].

DISSERTACOES E TESES
7. Souza AP. Participacao de selénio na resisténcia a cardiopatia chagasica. Rio de
Janeiro. Tese [Doutorado em Biologia Parasitéria] - "Instituto Oswaldo Cruz; 2003.

8. Ribeiro H. llha de calor na cidade de Sao Paulo: sua dindmica e efeitos na saude da
populacdo. Sdo Paulo. Tese [Livre-Docéncia em Saude Publica] - Faculdade de Saude
Pudblica da USP; 1996.

O uso do DOI é altamente encorajado.

Todos os manuscritos passardo por uma modificacdo editorial, por isso €
importante verificar cuidadosamente as provas. O autor correspondente recebera um
e-mail pedindo-lhes que verifiguem suas provas. O e-mail terd um link para que os
autores acessem suas provas PDF on-line, ou terdo uma prova de PDF anexada.

Para evitar atrasos na publicacdo, as provas devem ser verificadas e
devolvidas dentro de 2 dias Uteis. O método preferido de correcao € por PDF anotado.
Alteragcdes extensas ao texto podem ser cobradas ao autor.
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Direitos autorais

Os direitos autorais de artigos publicados séo propriedade da Motriz, e em
nenhuma circunstancia o Jornal transferira os direitos do trabalho publicado. A
reproducéo de porgdes de artigos publicados em outras publicagdes, ou para qualquer
outro uso, estd sujeita a permissdo por escrito dos Editores em Chefe. Apés a
aceitacdo de um artigo, os autores serdo convidados a concluir um "Acordo de
publicacdo de jornal". A aceitacdo do acordo assegurara a divulgagcdo mais ampla
possivel de informagdes. Um e-mail sera enviado ao autor correspondente,
confirmando o recebimento do manuscrito junto com um formulario "Acordo de
publicagcéo de jornal" ou um link para a verséo on-line deste contrato.

Diretrizes e éticado jornal

« A Motriz publica estudos que foram aprovados por uma Instituicdo Comité de Etica
(quando um estudo envolve humanos ou animais). Falha em fornecer essas
informacgdes para evitar a publicagdo do manuscrito. Para garantir esses requisitos, é
essencial que a documentacao de inscricdo esteja completa com os trés documentos
necessarios: Aprovacdo do Comité de Etica Institucional; Declaragdo de conflito de
interesse; Acordo de publicacdo de jornal assinado pelo autor correspondente em
nome de co-autores. Esses arquivos suplementares devem ser anexados no sistema
eletrbnico Motriz. A Motriz reserva todos os direitos de seus artigos publicados.
Portanto, qualquer duplicacédo de informagdes transmitida na revista ou publicada
anteriormente em outra publicacdo - a partir de materiais publicados pelos proprios
autores ou de autoria de outros - € considerada infracdo de direitos autorais. Esta
uma violagdo muito grave da ética e, nesses casos, serdo tomadas medidas
disciplinares (por exemplo, retracdo do artigo, suspensdo dos autores e co-autores
implicados por um periodo minimo de cinco anos, ou mediante discricdo do conselho
editorial).

Processo de revisdo do usuario

Um manuscrito original submetido para publicacdo sera submetido ao processo
de revisdo, desde que se ajuste aos seguintes critérios:
* O estudo néao foi publicado anteriormente, nem foi submetido simultaneamente para
consideracgao de publicagéo em outro lugar;
* Todas as pessoas listadas como autores aprovaram sua submisséo a Motriz;
* Qualquer pessoa citada como fonte de comunicagdo pessoal aprovou a citagao;
* As opinibes expressas pelos autores sdo de sua exclusiva responsabilidade;
* O autor assina uma declaracdo formal de que o manuscrito submetido cumpre as
instrucdes e diretrizes da Motriz.

O Editor

Os Editores, Chefe e Associados fardo uma analise preliminar sobre a
adequacéo, qualidade, originalidade e estilo / gramatica escrita do manuscrito enviado.
Os editores se reservam o direito de solicitar informagdes adicionais, correcfes e
conformidade de diretrizes antes de enviar 0 manuscrito para o processo de revisao
"ad hoc".

As mudancas no texto podem ser feitas a critério dos Editores Chefe e/ou
editores associados. As mudancas podem incluir ortografia e gramatica no idioma
escolhido, estilo escrito, citagdes de jornais e diretrizes de referéncia. O autor é
notificado de mudancas em qualquer ponto do processo de revisdo ou durante a
producao de papel para publicacéo.

A versdo final esta disponivel para o autor para sua aprovacdo antes de ser
publicada. A Motriz usa revisores "ad hoc", que se voluntariam para analisar 0 mérito
do estudo. Normalmente, um ou mais revisores especialistas sdo consultados em um
processo Unico cego. Os autores sdo notificados por e-mail quando o seu envio foi
aceito (ou rejeitado).



