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RESUMO GERAL

Durante a menopausa, ha um decréscimo na producdo e secrecdo do hormdnio
estrogénio, que pode atuar na fisiopatologia de doencas inflamatérias e crénico-
degenerativas, muitas das quais podem provocar altera¢cées no tecido muscular.
Buscando prevenir perturbacdes nesses tecidos, o uso de vibragcdes mecanicas vem
crescendo, visando promover o ganho de forgca muscular. Dessa forma, este trabalho
objetivou analisar e comparar os efeitos do tratamento com plataforma vibratéria, em
diferentes periodos, no tecido muscular de ratas Wistar ooforectomizadas, modelo que
simula a privacdo hormonal. Para tal, 72 animais foram randomizados nos grupos
Pseudooforectomia (GP) e Ooforectomia (GO). Decorridos 60 dias do pos-operatério,
os animais foram submetidos a intervencbes terapéuticas e divididos em oito
subgrupos: animais que nédo realizaram nenhum tratamento e eutanasiados, apés
quatro (GP4 e GO4) e oito (GP8 e GO8) semanas, e animais tratados durante os
mesmos periodos (GPT4, GOT4, GPT8 e GOT8) semanas. O tratamento consistiu no
uso de plataforma vibratoria, utilizando frequéncia de 60Hz e duracédo de 10 minutos,
trés vezes por semana, durante quatro ou oito semanas. Acabados os tratamentos,
0s animais foram eutanasiados e os musculos séleos coletados e processados. Os
dados foram analisados quanto a normalidade e analise da variancia de trés vias,
adotando-se nivel de significancia de 5%. Na analise morfolégica, os grupos
ooforectomizados, especialmente GOS8, apresentaram hipotrofia muscular; ja& os
grupos que realizaram o tratamento, revelaram fibras maiores que os que ndo o
realizaram, bem como GOT4 e GOT8 assemelharam-se aos animais dos grupos
pseudo-ooforectomia. Em relacdo a area de secc¢édo transversa, GPT4 teve valores
maiores que GP4 e GPT8, enquanto que GOS8 foi menor que GO4, GP8 e GOTS; para
maior e menor didmetros das fibras musculares, os animais que nao passaram pela
ooforectomia possuiram valores maiores que o0s que foram submetidos ao
procedimento, bem como os que realizaram o tratamento em relagéo aos que nao o
realizaram. Para a relacéo nucleos/fibra, GP4 e GO4 possuiram médias maiores em
relacdo a GPT4 e GOT4 e, ao comparar-se o tempo, a relacdo é maior, em quatro
semanas do que em oito. Nao houve diferenca estatistica entre a relacao
capilares/fibra e porcentagem de tecido conjuntivo. Em relacdo ao estresse oxidativo,
houve aumento da lipoperioxidacdo nos grupos GO8 e GOTS8, com o tratamento nao
sendo eficaz na reversao desse dano; para as demais variaveis SOD, CAT e ChE nédo
houve diferenca significativa. Para avaliacdo, apenas dos grupos de quatro semanas,
GO4 apresentou area das juncdes neuromusculares, menor que GP4, porém, o GOT4
igualou-se ao GPT4. Para o maior diametro das jun¢des, GO4 também se apresentou
diferente dos demais, porém, os animais do GOT4 foram maiores que GPT4. Houve
predominéancia de fibras oxidativas no muasculo séleo. Com este trabalho, pode-se
atribuir a privagcdo hormonal a hipotrofia muscular nos grupos ooforectomizados,
principalmente, em GOS8, e a reversdao desse processo e hipertrofia muscular nos
grupos que realizaram o tratamento com plataforma vibratéria.

Palavras-chave: privacdo hormonal; vibracdo de corpo inteiro; musculoesquelético.



GENERAL ABSTRACT

During menopause, there is a decrease in the production and secretion of the estrogen
hormone, which may act on the pathophysiology of inflammatory and chronic-
degenerative diseases, many of which can cause changes in muscle tissue. Seeking
to prevent disturbances in these tissues, the use of mechanical vibrations has been
increasing, aiming to promote the gain of muscle strength. In this way, the objective
was to analyze and compare the effects of the wholy body vibration treatment at
different periods in the muscle tissue of oophorectomized Wistar rats, a model that
simulates hormonal deprivation. For this, 72 animals were randomized into the
Pseudoophorectomy (GP) and Oophorectomy (GO) groups. After 60 postoperative
days, the animals were submitted to therapeutic interventions and divided into eight
subgroups: animals that did not undergo any treatment and euthanized after four (GP4
and GO4) and eight (GP8 and GO8) weeks and animals treated during the same
periods (GPT4, GOT4, GPT8 and GOT8). The treatment consisted of the use of
vibratory platform, using 60Hz frequency and duration of 10 minutes, three times a
week for four or eight weeks. At the end of the treatments, the animals were euthanized
and the soleus muscles were collected and processed. The data were analyzed for
normality and analysis of the three-way variance, adopting a significance level of 5%.
In the morphological analysis, the oophorectomized groups, especially GOS8,
presented muscular hypotrophy and the groups that performed the treatment
demonstrated larger fibers than those that did not, as well as GOT4 and GOTS8
resembled the animals of the pseudo-oophorectomy groups. Regarding the cross-
sectional area, GPT4 had values higher than GP4 and GPT8 whereas GO8 was lower
than GO4, GP8 and GOTS; for larger and smaller diameters of muscle fibers, animals
that did not undergo oophorectomy had higher values than those who underwent the
procedure, as well as those who performed the treatment in relation to those who did
not. For the number of nuclei/fiber, GP4 and GO4 had higher mean values in relation
to GPT4 and GOT4 and, when compared to time, the number was higher in four weeks
than in eight. There was no statistical difference between the number of capillary/fiber
and the percentage of connective tissue. In relation to oxidative stress, there was an
increase in lipoperoxidation in the GO8 and GOT8 groups, with the treatment not being
effective in reversing this damage; for the other SOD, CAT and ChE variables there
was no significant difference. For groups of only four weeks, GO4 presented a
neuromuscular junction area smaller than GP4, but GOT4 matched GPT4. For the
larger diameter of the junctions, GO4 also presented different ones than the others,
however, the GOT4 animals were larger than GPT4. There was predominance of
oxidative fibers in the soleus muscle. To sum up, this work can be attributed to the
hormonal deprivation muscular hypotrophy in the oophorectomized groups, mainly in
GOS8, and the reversion of this process and muscular hypertrophy in the groups that
performed the treatment with whole body vibration.

Key words: hormonal deprivation; whole body vibration; skeletal muscle.
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INTRODUCAO

A menopausa atinge mulheres no mundo todo, independentemente de origem
étnica, cor ou fatores socio-demograficos, com sua intensidade e sintomas variados
entre os individuos. Primordialmente, a funcdo do estrogénio era exclusivamente
sexual, porém, atribui-se a ele atuacdo na etiologia e fisiopatologia de diversas
doencas inflamatérias e crénico-degenerativas. Apds a menopausa, a reducdo da
secrecdo e producao dos hormdnios implica na alteracéo de diversas células do corpo
provocando modificagbes vasomotoras, sexuais e também queixas musculo-
articulares (CASTROGIOVANNI et al., 2016; MAKARA-STUDZINSKA; KRYS-
NOSZCZYK; JAKIEL, 2014; MARTIN-MILLAN; CASTANEDA, 2013).

As mudancas musculares evidenciam a reducdo da massa e forca, sendo
agravadas em mulheres ap6s a menopausa (BRAGGION et al. 2016) pois o
estrogénio controla a proliferacéo e diferenciacdo de mioblastos, diminui a apoptose
de células, atuando assim no desempenho e estrutura muscular em mulheres por
existirem receptores de estrogénio especificos nas células do tecido muscular
(MARTIN-MILLAN; CASTANEDA, 2013).

Com o aumento da expectativa de vida atual, presume-se que muitas mulheres
serdo atingidas por essas alteracfes, o que podera se tornar problema de saude
publica (BROTTO; BONEWALD, 2015). Ndo necessariamente todos os individuos na
menopausa irdo desenvolver essas alteracdes, todavia, mudancas no status hormonal
podem interagir com fatores de risco como idade, doencas hereditarias e a reducéo
da atividade fisica para induzir a doenca ou influenciar os sintomas
(CASTROGIOVANNI et al., 2016; REN et al., 2015; WATT, 2016). Dessa forma, é
necessaria a intervencdo nos fatores modificaveis, destacando-se a realizacdo de
atividade fisica, o que pode ser capaz de melhorar a gravidade e frequéncia de
quedas, forca e flexibilidade muscular (GUPTA; MARCH, 2016).

Ha evidéncias de que o exercicio de vibragdo de corpo inteiro pode auxiliar no
treino de forca, uma vez que, fisiologicamente, € capaz de potencializar a contracédo
muscular ao ativar o fuso muscular e 6rgao tendinoso de Golgi (CERCIELLO et al.,
2016; PARK; SON; KWON, 2015; ANWER et al., 2016). Esse tipo de terapia também

pode racionar tempo, sendo seguro e util para pacientes com agravos da idade e
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portadores de doencas, as quais os incapacitam de participar de modalidades ativas
de exercicio (PARK et al., 2013). O uso da plataforma vibratéria como tratamento para
osteoporose é conhecido (BUTEZLOFF et al., 2015; CASTROGIOVANNI et al., 2016;
CERCIELLO et al., 2016), no entanto, h4 escassez na literatura sobre seus efeitos no
tecido-alvo desse estudo, além de ndo haver um consenso sobre o melhor protocolo
a ser utilizado no tratamento dessas alteracoes.

O uso da plataforma vibratdria como tratamento para osteoporose é conhecido
(BUTEZLOFF et al., 2015; CASTROGIOVANNI et al., 2016; CERCIELLO et al., 2016),
no entanto, ha escassez na literatura sobre seus efeitos no tecido alvo desde estudo,
além de ndo haver um consenso sobre o melhor protocolo a ser utilizado no tratamento

destas alteracoes.
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Analisar e comparar os efeitos do tratamento com plataforma vibratéria,
aplicada durante 4 e 8 semanas, no tecido muscular e articular de ratas Wistar

ooforectomizadas.

Objetivos Especificos

- Avaliar os parametros morfologicos e morfométricos do musculo séleo, bem como
quantificar os tipos de fibras musculares e analisar quantitativamente os receptores
das juncbGes neuromusculares.

- Avaliar o estresse oxidativo no tecido em relacdo a privacdo hormonal e ao

tratamento com vibragdo mecanica.
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REVISAO DA LITERATURA

A revisdo de literatura deste trabalho esta organizada em topicos que irdo
abordar os temas relevantes a pesquisa. Inicialmente, ser& discorrido sobre o tecido
muscular de uma forma geral, abrangendo organizacao e funcionamento. Em seguida,
sera apresentado um tépico sobre a privacdo hormonal e posteriormente sobre as

alteracdes deste periodo e, por fim, sera abordado o uso da plataforma vibratoria.

Tecido muscular

A massa muscular magra representa de 35-40% da massa corporal em
mulheres e, em suma, o tecido € formado por um feixe de fibras musculares contréteis,
multinucleadas (CARSON; MANOLAGAS, 2015; LAMOUNIER; MENETREY, 2016).
O sistema musculo esquelético é responsavel pela locomocéao e atua no metabolismo
energético. Os musculos fornecem carga aos 0ssos, nos quais estao fixos (CARSON;
MANOLAGAS, 2015) e tal tecido é caracterizado por contracdes rapidas e voluntarias.
Seus componentes possuem nomenclatura especial, sendo a membrana celular,
denominada de sarcolema; o citoplasma, de sarcoplasma, e o reticulo endoplasmatico
liso de reticulo sarcoplasmatico. Os nucleos celulares localizam-se proximos ao
sarcolema (FRONTERA; OCHALA, 2015; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

As fibras musculares se organizam em grupos de feixes. O musculo como um
todo é recoberto por uma camada de tecido conjuntivo, o epimisio. Dividindo as fibras
em fasciculos h&a o perimisio, outra camada de tecido conjuntivo que se dirige para a
parte interna do musculo até outra camada denominada como endomisio, que reveste
cada fibra individualmente (figura 1), sendo esta formada por miofibrilas. Este tecido
conjuntivo que recobre o musculo é responsavel pela unido das fibras, permitindo a
transmissao das forcas para o musculo como um todo, fixando o masculo aos tenddes
e 0ssos, além de ser por entre ele que vasos sanguineos possam manter as
necessidades metabdlicas do tecido (FRONTERA; OCHALA, 2015; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).
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Misculo

Fibra muscular -
Epimisio
Sarcolema —

Capilares

Figura 1: llustragcéo da estrutura do muasculo esquelético (STAUGAARD-JONES, 2011).

Nas miofibrilas sédo encontrados os sarcémeros, as unidades contrateis do
musculo, nas quais estao dispostos filamentos de proteinas que atuam na realizacao
da contracdo muscular. As quatro principais proteinas sdo a miosina, actina,
tropomiosina e troponina. Para que a contracdo ocorra, ha a liberacao de acetilcolina
(figura 2) na fenda sinaptica, que ira iniciar a propagacao do potencial de acéo pela
membrana, induzindo o reticulo sarcoplasmatico a liberar calcio pelos tubulos T. A
troponina € responsavel por expor a actina que, ao se combinar com a miosina,
possibilita suas sobreposi¢cdes e formacao de pontes cruzadas, permitindo assim a
contracdo muscular. Os ions de calcio sdo novamente bombeados para o reticulo
sarcoplasmatico e armazenados, cessando a contragdo até um novo impulso
(FRONTERA; OCHALA, 2015; GUYTON; HALL, 2008).

Motoneurdnio

Acetilcolina \

Tabulos T

Reticulo
sarcoplasmatico

Miofibrilas

Figura 2: llustracéo dos componentes da fibra muscular (Acesso em:
<http://www.fmh.utl.pt/cinesiologia/PDFs/TD2_OCM_1.pdf>).

Para que ocorra a contracdo muscular descrita acima, é necessaria a liberacao
de acelticolina. Esse neurotransmissor € liberado na juncdo neuromuscular (JNM),

local em que ocorre a sinapse entre o sistema nervoso periférico e as fibras


http://www.fmh.utl.pt/cinesiologia/PDFs/TD2_OCM_1.pdf
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musculares. Nas juncdes neuromusculares (JNMs), ha uma fenda sinaptica, entre as
membranas pré (axbénio) e poés-sinaptica (fibora muscular). Os componentes das
juncBes sdo o axdnio, células de Schwann, vesiculas e receptores de aceltilcolina,
além da enzima acetilcolinesterase, que desencadeard a liberagdo do
neurotransmissor (GONZALEZ-FREIRE et al., 2014; NETO et al., 2015).

As JNMs sdo alvos de plasticidade, com o decorrer da idade, sofrendo
desnervacdo com o tempo e podendo ser estimuladas para prevenir ou reverter esse
processo, com base no exercicio fisico (NETO et al., 2015). As estruturas das JNMs
sao influenciadas pela inervacéo e pelo tipo de fibra muscular (GONZALEZ-FREIRE
et al.,, 2014). As fibras podem ser classificadas em sua estrutura e composi¢cao
molecular, de acordo com as isoformas da cadeia pesada de miosina e a atividade
metabdlica, podendo ser fibras do tipo | (lentas) e tipo Il (rdpidas). As primeiras séo
vermelhas, ricas em mioglobina e mitocondrias, responsaveis pelas contracdes
continuas, resistentes a fadiga e utilizando energia de acidos graxos. As fibras
musculares do tipo Il, responsaveis por contracdes rapidas, sao classificadas como
brancas, fadigaveis e utilizam a glicose como energia, sendo ainda subdivididas em
fibras do tipo lIA, IIB e lIx (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; PIOVESAN et al. 2009;
TALBOT; MAVES, 2016).

Nos grupos musculares, ha proporc¢des variaveis do tipo de fibra, podendo ser
remodeladas de acordo com o estimulo (TALBOT; MAVES, 2016). Esse sistema
muscular possui uma alta plasticidade, ou seja, possui capacidade adaptativa,
podendo ser regenerado depois de uma lesdo ndo destrutiva e hipertrofiar-se, apés
um estimulo (BROTTO; BONEWALD, 2015; CARSON; MANOLAGAS, 2015). Por
serem células pos-mitéticas, as fibras musculares fisiologicamente ndo possuem a
capacidade de diviséo celular, sendo o reparo, depois de uma leséo, realizado pelas
células satélites, localizadas entre a membrana sarcoplasmastica das miofibrilas e a
lamina basal (CORONA; GREISING, 2016; LAMOUNIER; MENETREY, 2016).

Essas células satélites sdo quiescentes no tecido, podendo representar de 5-
10% das células do tecido musculoesquelético, dependendo da idade, espécie e tipo
muscular. Quando ocorre um estimulo lesivo, primariamente, ira ocorrer um processo
inflamatorio, mediado por células inflamatorias, levando a formag¢éo de um hematoma.

ApoOs a fagocitose do tecido lesionado, havera a regeneracédo das miofibrilas, depois
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da ativacdo das células satélites que se proliferam e formam os mioblastos, seguida
da remodelacao e recuperacao das fibras (LAMOUNIER; MENETREY, 2016).

Menopausa e pés-menopausa

A menopausa € caracterizada pelo fim do periodo reprodutivo e funcéo
menstrual da mulher, resultando na involugcdo de células germinais e células
produtoras dos hormonios femininos (HALLAL, 2015), sendo a definicdo da
Organizacdo Mundial da Saude para este periodo como o término definitivo da
menstruacao provocado pela perda da atividade folicular do ovario (DAAN; FAUSER,
2015).

Durante o desenvolvimento embrionério, ha a formagéo das células germinais
femininas, porém, com interrup¢cdo da meiose dessas células até a puberdade. Nessa
fase, inicia-se a maturacao dos ovdcitos e a liberacdo dos gametas femininos a cada
menstruacdo. Ao longo do tempo, ocorre um declinio no nimero de ovocitos
femininos, que culmina na menopausa, quando o numero dessas células se finda. O
término da fase reprodutiva ndo é abrupto, e sim, gradativo, com declinio na
guantidade e qualidade dos ovdcitos. Entdo, o desenvolvimento folicular torna-se
ocasional até a progressao dos niveis hormonais estarem baixos (DAAN; FAUSER,
2015).

Esse periodo da vida da mulher pode iniciar entre os 40 até os 60 anos de
idade, confirmado, apds 12 meses de amenorréia, ou seja, a auséncia da
menstruacdo na exclusdo de causas fisiolégicas ou patoldgicas. Ap6s a fase
reprodutiva da mulher, irA ocorrer a transicdo da menopausa e, assim, a pos-
menopausa, sendo esse periodo de transicao caracterizado principalmente pelo inicio
dos sintomas vasomotores (DAAN; FAUSER, 2015; ROBERTS; HICKEY, 2016). Essa
transicdo atinge cerca de 1,5 milhdes de mulheres por ano, envolvendo, além dos
incbmodos vasomotores, alteracdes sexuais, distirbios do sono, alteracées mentais
e musculoesqueléticas, dependentes do estado psicoldgico, fisico e social, além dos
niveis de horménios sexuais das mulheres (MAKARA-STUDZINSKA; KRYS-
NOSZCZYK; JAKIEL, 2014; SANTORO; EPPERSON; MATHEWS, 2015).

A diminuicdo dos hormdénios sexuais femininos, presentes no organismo, leva
a perda da integridade e funcéo em qualquer tecido (CARSON; MANOLAGAS, 2015).

Em longo prazo, esse hipoestrogenismo atinge o sistema musculoesquelético, pois,
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uma vez que esses tecidos possuem receptores-alvo para o hormdnio, sua agao
também ira ser afetada (SIPILA; FINNI; KOVANEN, 2015).

As principais alteragdes provocadas sdo a diminuigcdo da massa muscular,
limitacdes funcionais e incapacidades fisicas (SIPILA; FINNI; KOVANEN, 2015). Além
disso, ha a influéncia hormonal na formacéo do esqueleto e sua homeostase, somado
a mecanismos intrinsecos, como a senescéncia das células no tecido 0sseo, atividade
celular na cartilagem articular e perturbagfes no volume de proteinas e metabolismo
energético dos musculos (CARSON; MANOLAGAS, 2015; WATT, 2016).

Estima-se que, em 2050, cerca de 20% da populacdo tera mais que sessenta
anos de idade. Com esse crescente aumento da expectativa de vida e buscando
diminuir as consequéncias para a saude publica e economia, faz-se necessario intervir
em doencas individuais, como a diminuicdo da forca e massa muscular, doencas
resultantes do envelhecimento e alteracbes hormonais (BROTTO; BONEWALD,
2015).

O estrogénio no tecido muscular

Embora o declinio da fungcdo muscular inicie por volta dos 35 anos de idade, o
envelhecimento do tecido pode levar a atrofia das fibras, perda de unidades motoras,
fibrose e acumulo intramuscular de gordura, influenciando a massa, além da forca
muscular ser acometida pela disfungéo mitocondrial, estresse oxidativo e senescéncia
celular (CARSON; MANOLAGAS, 2015). Essas alteracdes afetam a funcionalidade,
ja que se relacionam com deficiéncias fisicas, fragilidade, diminuicdo da mobilidade e,
ainda, aumentam as incidéncias de hospitalizacdo (EDWARDS et al., 2015).

Essas alteracbes podem associar-se com a reducdo dos hormoénios sexuais
circulantes (BRAGGION et al., 2016; CARSON; MANOLAGAS, 2015; MARTIN-
MILLAN; CASTANEDA, 2013). Os estrogenos sdo capazes de influenciar o
crescimento muscular, ap6s o periodo pos-natal, além de serem responsaveis pelo
dimorfismo sexual. Nao s6 fatores de crescimento, citocinas e o suporte de carga
influenciam a massa e fungcdo muscular, mas os horménios sexuais sao capazes de
promover efeitos benéficos na funcdo metabdlica e regeneracdo dos musculos
esqueléticos (CARSON; MANOLAGAS, 2015).

Existem receptores estrogénicos especificos, como o Receptor de Estrogénio
Alfa (ERa) e o Receptor de Estrogénio Beta (ER[), além do receptor de estrogénio-1,
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acoplado a G-proteina (GPER1) (SIPILA; FINNI; KOVANEN, 2015), expressos em
células do sistema muscular, como as células satélites, miofibrilas e células
endoteliais. Embora todos estejam presentes no tecido, atribui-se ao ERa as principais
mudancas na massa e propriedades contrateis musculares (CARSON; MANOLAGAS,
2015).

As células satélites expressam receptores para androgenos e estrégenos e
esses horménios podem estimular a atividade de tais células, dos fatores de regulacao
miogénica, como a proliferacdo e diferenciagdo dos mioblastos, dos fatores
regulatorios do ciclo celular, bem como diminuir a apoptose de células musculares e
atrofia, além de melhorar o desempenho e estrutura muscular em mulheres
(CARSON; MANOLAGAS, 2015; MARTIN-MILLAN; CASTANEDA, 2013).

O estrogénio pode interferir nos niveis de proteinas musculares, metabolismo
energético e funcdo mitocondrial. Como ha ER na membrana celular, citoplasma e
membrana nuclear, essa alteracdo nos niveis de estrogénio parece desregular os
niveis de proteina, pois, dentre outras, ele pode diminuir a fosforilagdo de AKT, uma
proteina que € capaz de regular o crescimento celular e sintese de glicogénio,
podendo afetar, assim, a recuperacdo do tecido apOs atrofia por desuso. Essas
alteracdes nos niveis de AKT, por consequéncia, podem afetar a sintese de proteinas
musculares, degradacéo e sobrevivéncias de células (CARSON; MANOLAGAS, 2015;
MESSIER et al., 2011).

Os efeitos negativos sobre a massa muscular desse hipoestrogenismo, embora
ndo bem compreendidos, podem relacionar-se com o0 aumento de citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa e interleucina-6, por exemplo, que
irdo coadjuvar o catabolismo muscular (MESSIER et al., 2011). Também é possivel
que ocorra 0 acumulo de radicais livres, potencializando o estresse oxidativo, assim
como alteracdes mitocondriais e aumento da atividade apoptoética. O metabolismo
energético depende do tipo de fibra, expresséo de enzimas metabdlicas e abundancia
de substratos, sendo afetado por essa deficiéncia hormonal e podendo resultar em
alteracbes no metabolismo oxidativo e volume de proteinas com ERa e ERS(,
regulando a sintese mitocondrial (CARSON; MANOLAGAS, 2015; MESSIER et al.,
2011).

Essa alteracdo nas proteinas parece afetar também a absor¢cdo das mesmas

e, dessa maneira, modificar a estimulagcdo neurogénica de fibras musculares tipo I,
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responsaveis pela contracdo rapida, provocando uma perda acelerada das unidades
motoras rapidas, com uma conversao para fibras do tipo I, fibras lentas (DUTRA et al.,
2016; ILICH et al., 2015). A perda da forca muscular ocorre de duas a cinco vezes
mais rapidamente do que a perda de massa muscular (MOKHTARZADEH;
ANDERSON, 2016), devido a esse aumento no namero de fibras lentas e perda das
fibras rapidas (MESSIER et al., 2011).

Embora as evidéncias néo sejam tao elucidadas, assume-se que as alteracoes
dos hormoénios sexuais femininos, somados ao envelhecimento, a diminuicdo da
atividade fisica e a nutricdo prejudicada possam atuar no desenvolvimento dessas
alteracdes (MESSIER et al., 2011). Outro fator a ser analisado no tecido muscular
gue mudancgas nesse tecido ainda podem ser consequéncia indireta da osteoporose
e suas morbidades, uma vez que a diminuicdo da densidade 6ssea de tal doenca pode
provocar fraturas, afetando a homeostase muscular, com declinio da sua funcéo,
devido ao desuso (EDWARDS et al., 2015).

Intervencdes terapéuticas e a plataforma vibratéria

Devido aos sintomas provocados pela entrada da menopausa e suas
consequéncias na pés-menopausa, € necessario diminuir ou tratar as manifestacées
desse periodo. Para tal, é necesséario compreender os sintomas e minimizar os fatores
de risco, para melhor entender e atuar no tratamento das mulheres que sao afetadas
(SANTORO; EPPERSON; MATHEWS, 2015). Dessas alteracdes, destacam-se
morbidades associadas a mobilidade e, dessa forma, o tratamento de tais doencas
gera beneficios econémicos para a sociedade (PARK; SON; KWON, 2015), visto que
alteracdes no sistema musculoesquelético também geram cuidados hospitalares por
longos periodos (EDWARDS; REILLY, 2015).

ApoOs a instalacdo de alguma patologia, h4 a comprovacao de que estimulos
mecanicos atuam na manutencao dos tecidos 0sseo, muscular, articular e nervoso
(CERCIELLO et al., 2016). Para manter ou entdo melhorar esses tecidos, ha casos
em que exercicios intensos sao contraindicados, pois ha o risco de provocarem
guedas ou fraturas, além do fato de individuos, que ja possuem mobilidade limitada,
nao poderem realizar determinados tipos de exercicio fisico (EDWARDS; REILLY,
2015; PARK; SON; KWON, 2015).

Dentre as modalidades utilizadas para o tratamento dessas alteracoes,
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destaca-se o crescimento do uso da plataforma vibratéria, em disturbios do sistema
musculoesquelético (EDWARDS; REILLY, 2015), sendo um método considerado com
menor tempo de tratamento que outros programas de treino de resisténcia (ANWER
et al., 2016).

O tratamento com a plataforma vibratoria pode ser explicado segundo as leis
de Isaac Newton, em que a forca (F) de um objeto € igual a sua massa (M),
multiplicado por sua aceleracgdo (A), expressa na férmula “F = M x A” e, dessa forma,
pode-se potencializar a forca desse corpo, aplicando-se aceleragdo ao manter a
massa constante. As plataformas vibratorias sdo capazes de promover oscilaces e
vibracBes senoidais, exigindo adaptacbes do corpo para manter o individuo
posicionado sobre a mesma, podendo, ainda, serem realizados exercicios estaticos e
dindmicos sobre ela (PARK; SON; KWON, 2015).

Os estimulos entregues que possuem maiores beneficios sdo feitos com
plataformas vibratorias de baixas magnitudes e altas intensidades. As vibracdes
podem ser entregues para o corpo inteiro ou de forma localizada, aplicada diretamente
sobre um determinado musculo, por exemplo. A estimulacdo mecéanica € dada com
uma determinada frequéncia em hertz (Hz), ou seja, a repeticdo de ciclos de
oscilacbes e amplitude de oscilacbes, dadas pelo deslocamento de pico a pico da
plataforma em milimetros, com diferentes valores para cada quadro clinico desejado
(CERCIELLO et al., 2016; EDWARDS; REILLY, 2015; PARK; SON; KWON, 2015).

As plataformas vibratérias, utilizadas atualmente, podem ter deslocamento
horizontal (com vibracdes lado a lado), vertical (vibracdes uniformes para cima e para
baixo) e rotacao ou triplanar (envolvendo os planos anterior e posterior, lado a lado e
para cima e para baixo) (PARK; SON; KWON, 2015). Sua aplicacéo pode ser variada,
como para a melhora da forca e flexibilidade muscular, controle da dor, reduzir o inicio
da fadiga e acelerar a reabilitacdo, bem como atuar na densidade mineral 6ssea
(CERCIELLO et al., 2016). Seu uso possui contraindicacdes em casos de canceres,
diabetes melittus grave e cirurgias ou implantacdes recentes (EDWARDS; REILLY,
2015).

Efeitos da plataforma vibratdria no tecido muscular
Os estimulos mecanicos da plataforma vibratoria séo capazes de alterar o

comprimento musculotendineo, apds a percepc¢ao dos estimulos por receptores, que
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irdo detectar os reflexos de estiramentos e ativar os fusos musculares, sensiveis as
alteracdes no comprimento das fibras musculares (PARK; SON; KWON, 2015). Essa
contracao voluntaria pode ser explicada pelo Reflexo de Vibragdo Ténico (RVT), em
que a vibracao ir4 promover estimulos aferentes nos fusos musculares (respondendo
com base nas fibras aferentes la), havendo a ativacdo proprioceptiva do sistema
sensorial e consequente contracdo muscular (CERCIELLO et al., 2016).

Além dos fusos musculares, motoneurdnios alfa irdo ser estimulados,
potencializando o recrutamento de fibras musculares. Assim, esses motoneurdnios
também poderéo inibir a coativacdo de antagonistas, aumentando, dessa forma, a
forca muscular do agonista. O estimulo da vibracdo também pode induzir uma
estimulacdo da medula e, com isso, proporcionar um melhor controle nervoso desse
recrutamento muscular. Com as contracdes e apds captar variagdes nas tensdes, 0s
orgaos tendinosos de Golgi (fibras aferentes Ib) também poderdo ser estimulados,
promovendo, portanto, uma atividade ciclica entre contracbes excéntricas e
concéntricas (figura 3) (CERCIELLO et al., 2016; HALLAL; MARQUES; GONCALVES,
2010; VEGAR; IMTIYAZ, 2014).
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Figura 3: llustracdo do mecanismo do Reflexo Ténico de Vibracéo (Adaptado de: HALLAL; MARQUES;
GONCALVES, 2010).

O RTV é dependente da duracéo e intensidade do estimulo. Em uma sesséo,
pode-se observar um acréscimo na forca muscular maxima, poténcia e salto,
entretanto, sessdes continuas e exposi¢cdes prolongadas podem ser nocivas ao

musculo e apresentar efeitos negativos, como a reducao da forca e a fadiga muscular
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(CERCIELLO et al., 2016).

Com o uso da plataforma vibratoria, o ganho de forca e poténcia muscular leva,
possivelmente, ao aumento da area de secc¢do transversa das fibras musculares,
denotando hipertrofia. A prépria estimulacdo proprioceptiva do RTV também é
responsavel pelo acréscimo na producédo dessa forca (PARK; SON; KWON, 2015).

E comprovado que o treino de vibracdo aumenta a atividade eletromiogréafica
e, por exigir contracdes, logo, o consumo de oxigénio, o fluxo sanguineo e a
temperatura muscular também serédo afetados, sendo proporcionalmente diretos a
vibracdo (VEGAR; IMTIYAZ, 2014). Ha indicios de que, devido as contracdes
musculares, a vibracdo pode atingir e promover modificagcdes nos vasos sanguineos,
visto que a vasodilatagcdo auxilia a nutricdo dos tecidos e remocao de produtos,
resultantes do metabolismo celular, além de aumentar a velocidade média do fluxo
sanguineo pela diminuicdo da viscosidade do sangue, promovida pela vibracao
(PARK; SON; KWON, 2015).

Tratamento das doencas relacionadas as perdas hormonais

Além das alteracdes descritas acimas, ha ainda a grande incidéncia de
osteoporose em mulheres na menopausa. As alteracdes no tecido muscular também
podem ser consequéncias indiretas da osteoporose e suas morbidades, uma vez que
a diminuicdo da densidade 6ssea dessa doenca pode provocar fraturas, afetando a
homeostase muscular, com declinio da sua funcéo, devido ao desuso (EDWARDS et
al., 2015). Assim, a prevencéo, controle e tratamento dessas doencas devem envolver
uma equipe interdisciplinar, com a atuacdo de varias profissdes, procurando uma
melhor qualidade de vida para os individuos afetados. Tanto médicos, fisioterapeutas
e educadores fisicos devem atuar na prevencao, diagnéstico e tratamento das
doencas, mas tal acompanhamento ainda deve estender-se a assistentes sociais e
psicolégicos, a fim de verificar as comorbidades de hospitalizacdes e alteracées no
ambito familiar, proporcionando contato com nutricionistas, 0s quais podem
especificar uma dieta adequada; além disso, é preciso haver outros profissionais e

areas, buscando maximizar os beneficios para as pacientes.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar as jun¢des neuromusculares e o tipo de fibras
musculares do soleo de ratas Wistar ooforectomizadas e submetidas a um protocolo
de vibracdo mecanica. Foram utilizadas 36 ratas randomizadas, nos grupos
pseudooforectomia sem (GP) e com tratamento (GPT) e ooforectomia sem (GO), além
de tratamento (GOT). O tratamento foi realizado com plataforma vibratoria, frequéncia
de 60 Hertz e duracdo de 10 minutos, trés vezes por semana, durante quatro
semanas. Ao término do periodo de intervencado, os animais foram eutanasiados e 0s
musculos soleos coletados e processados para analise das jun¢cdes neuromusculares
e tipo de fibra. Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-
Wilk e andlise da variancia de trés vias, utilizando o teste de acompanhamento de
Tukey-HSD, quando necessario, e adotado o nivel de significancia de 5%. Na analise
das juncdes neuromusculares, o GO apresentou area menor que GP, porém, o GOT
igualou-se ao GPT. Para o maior didametro das juncfes, GO também se apresentou
diferentes dos demais, todavia, os animais do GOT foram maiores que GPT. N&o
houve distincdo dos tipos de fibras, com o musculo apresentando fibras do tipo
oxidativas. Pode-se concluir que a privacdo hormonal reduziu a area e diametro das
juncdes neuromusculares, com reversdo desse processo nos grupos que realizaram
o tratamento com plataforma vibrat6ria, durante quatro semanas e, ainda, tanto
cirurgia quanto tratamento ndo influenciaram no tipo de fibra do musculo séleo,

composto por fibras oxidativas.

Palavras-chave: privacdo hormonal; vibracao de corpo inteiro; jun¢cdo neuromuscular;

tipo de fibra;

INTRODUCAO

A juncdo neuromuscular (JNM) permite a comunicacao entre o sistema nervoso
periférico e as fibras musculoesqueléticas, tendo como funcgéo transmitir os impulsos
elétricos dos neurdnios motores as miofibrilas conectadas, as quais sao responsaveis
pelo desenvolvimento da forca contréatil?. A JNM é composta pelos compartimentos

pré e pés-sinapticos, tendo como componentes 0 axonio periférico, sua bainha de
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mielina e células de Schwann, vesiculas e receptores de acetilcolina, a enzima
acetilcolinesterase e a membrana basal muscular?.

Em mamiferos, as fibras musculares podem ser divididas em oxidativas (ou tipo
), oxidativas-glicoliticas (ou tipo lla) e glicoliticas (ou tipo Ilb e 1Ix), classificadas de
acordo com a atividade metabdlica®*. As JNMs sdo dependentes do tipo de fibra
muscular e, como no caso do musculo soéleo, as fibras oxidativas sao inervadas por
motoneurdnios de velocidade de conducao lenta, capazes de sustentar a tenséo por
maiores periodos?.

Uma vez que o tecido muscular € um tecido plastico, 0 mesmo pode sofrer
modificacGes de caracteristicas e tamanho como resposta a estimulos®®. O estrogénio
€ um horménio presente em ambos 0S sexos, no entanto, mais caracteristico no
feminino. O sistema musculoesquelético também apresenta receptores de estrogénio
e, quando as concentracdes do horménio se encontram fora da homeostase, ha
efeitos celulares como alteracdo na transcricAo de proteinas, genes e efeitos
apoptoéticos, que irdo afetar, consequentemente, a estrutura, desempenho e forca
muscular?.

Outro estimulo, que interfere no tecido muscular, é o exercicio fisico, capaz de
promover modificacdes tanto no tipo de fibra quanto nas juncdes neuromusculares,
promovendo a conversao do tipo de fibra e aumentando o nimero de componentes
pré e pds-sinapticos, respectivamente®8. Em suma, o exercicio fisico é utilizado como
tratamento para mulheres no periodo pds-menopausa, a fim de melhorar a capacidade
funcional, coordenacéo, forca muscular e, consequentemente, a qualidade de vida’?.

Uma modalidade de tratamento de alteracbes no sistema muscular é a
utilizacdo de vibragbes mecanicas. Para ofertar essas vibragdes, séo utilizadas
plataformas vibratorias que se apresentam como um método de facil aplicabilidade e
menor tempo de duracéo, qguando comparado a outras modalidades de exercicio®. No
tecido muscular, essas vibracfes objetivam, apds alteracbes no comprimento
musculo-tendineo, o ganho de forca maxima, poténcia e hipertrofia muscular, ao exigir
a contracdo e manutencao da postura durante a realizacdo do exercicio, sendo um
método que pode ser eficaz no tratamento de alteracbes decorrentes da privacédo
hormonal no tecido muscular®t,

No entanto, ha uma escassez de dados na literatura referente aos efeitos da

privacdo hormonal nas juncdes neuromusculares e tipos de fibras musculares, assim
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como das possiveis alteracdes que a vibracdo mecéanica pode causar nessas
estruturas. Ainda, soma-se a busca por informacdes relevantes para o tratamento de
desordens provenientes da privacdo hormonal, processo inerente as mulheres, no
sistema muscular. Dessa forma, o0 presente estudo avaliou as juncgles
neuromusculares e o tipo de fibras musculares do soOleo de ratas Wistar
ooforectomizadas e submetidas a um protocolo de vibracdo mecéanica, durante quatro

semanas.

MATERIAIS E METODO

O presente estudo teve carater experimental, transversal e quantitativo,
desenvolvido no Laboratério de Estudo de LesBes e Recursos Fisioterapéuticos e no
Laboratorio de Biologia Estrutural e Funcional da Universidade Estadual do Oeste do
Parana (UNIOESTE), Campus de Cascavel — Parana.

Foi realizado um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2x2, com o0 grupo amostral composto por 36 ratas fémeas da linhagem Wistar,
nuliparas, com peso médio de 177 + 15.8 gramas e idade inicial de oito semanas,
obtidas do Biotério Central da UNIOESTE e mantidas no Laboratério de Estudo de
Lesbes e Recursos Fisioterapéuticos, em caixas padrdo de polipropileno, em
ambiente com temperatura de 23 + 1° C, com fotoperiodo de 12 horas, recebendo
agua e racao ad libitum.

Previamente ao inicio dos procedimentos desse trabalho, as ratas passaram
pelo periodo de aclimatacdo no biotério setorial, durante uma semana. O processo de
desenvolvimento do estudo foi realizado a partir da realizacdo da cirurgia de
ooforectomia e pseudo-ooforectomia nos animais, seguindo com o tratamento de
plataforma vibratoria, durante quatro semanas, findando com a eutanasia e coleta do
material biolégico para andlises.

Os animais foram randomizados em quatro grupos (n=9 cada), sendo eles:
grupo Pseudo-Ooforectomia (GP), animais submetidos apenas a cirurgia de pseudo-
ooforectomia; Pseudo-ooforectomia Tratamento (GPT), submetidos ao tratamento de
vibracdo mecanica; Ooforectomia (GO), cujas ratas passaram pela cirurgia de
remocdo dos ovarios e Ooforectomia Tratamento (GOT), animais submetidos a

cirurgia de ooforectomia e tratados com vibragdo mecanica.
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As cirurgias de pseudo-ooforectomia e ooforectomial? foram realizadas em
todos os animais, na oitava semana de vida dos mesmos. Para tanto, foram
devidamente anestesiados, com injecdo intraperitoneal de Dopalen® 80 mg/kg e
Anasedan® 20 mg/kg (Paulinea, Sdo Paulo, Brasil); para o procedimento cirargico,
realizou-se a tricotomia e a assepsia, com alcool iodado na regido de baixo ventre e,
em seguida, foi feita uma inciséo cirdrgica longitudinal, com lamina de bisturi nUmero
11. ApGs acessar a cavidade peritoneal, foi afastado o tecido adiposo até identificagéo
das tubas uterinas e ovarios e, posteriormente, efetivou-se sutura com fio catgut 4.0
simples, na area dos cornos uterinos, promovendo a resseccdo dos ovarios
bilateralmente. Ao final do procedimento, foram feitas suturas internas com fio
reabsorvivel catgut 4.0 simples e as externas com fio de nylon 4.0.

A pseudo-ooforectomia consistiu na realizacdo de todas as etapas cirirgicas,
semelhantes a ooforectomia, com excecdo da remocéo dos ovarios, sendo que tais
animais foram utilizados como grupo de controle. Subsequente a cirurgia, as ratas
permaneceram oito semanas sem qualquer intervencédo, livres na gaiola para o
periodo de inducédo dos efeitos da privacdo hormonal?.

Para o tratamento com vibracdo dos animais dos grupos GPT e GOT, foi
utilizado o modelo de plataforma Vibro Oscilatéria triplanar profissional, da marca
Arktus® (Santa Tereza do Oeste, Parana, Brasil) (Figura 9A). O protocolo utilizado foi
adaptado de Butezloff; Zamarioli; Leoni et al.'3, utilizando uma frequéncia de 60Hz e
vibrag6es alternadas com uma amplitude de 2 milimetros, durante 10 minutos, trés
vezes por semana. O tratamento iniciou a partir da 82 semana pos-operatoéria, quando
os 60 dias de privacdo hormonal foram completados e teve duracdo de quatro
semanas.

Para a realizagcdo do tratamento em plataforma comercial, utilizou-se um
suporte desenvolvido pelos pesquisadores, de acordo com as dimensdes do aparelho.
O uso de um suporte teve como finalidade conter o animal durante o tratamento com
a vibracdo e possibilitar a realizacdo do treinamento com varios animais, de forma
simultanea, otimizando-se o tempo!4. Esse suporte, confeccionado com madeira
MDF, da cor branca, permitiu posicionar oito animais concomitantemente em baias
com 13 centimetros de largura, 19 centimetros de comprimento e altura de 25
centimetros (figura 1B e 1C). Ainda, para minimizar um possivel viés sobre pontos

distintos de aceleracéo e amplitude sobre a plataforma vibratéria'®, foi elaborado um
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rodizio entre as baias, fazendo com que os animais alternassem o local em que foram

alojados durante o treino ao longo dos dias.

Figura 1: Fotografias da plataforma vibratdria utilizada (A) e suporte desenvolvido em uma vista frontal

(B) e superior (C).

Apos o periodo de tratamento, os animais foram devidamente anestesiados,
via intraperitoneal, e eutanasiados por overdose de anestésico, ao final da 122 semana
pos-operatoria, apds intervencdo ou ndo com a plataforma vibratoria. Os musculos
séleos direitos e esquerdos foram dissecados, limpos, pesados e seccionados em
fragmentos, com uma lamina de inox para posterior realizacdo das analises.

Para o estudo das JNMs, foram utilizados os fragmentos distais dos antimeros
direitos, removidos e imersos no fixador Karnovisky'®, em temperatura ambiente. Os
musculos foram cortados longitudinalmente em quatro ou cinco por¢ées com laminas
de inox e os cortes obtidos foram submetidos a reacdo Esterase Inespecifical’. Na
analise morfométrica das JNMs, foram mensuradas a area e maior diametro de 150
JNMs por animal estudado, obtidas a partir de imagens microscopicas no aumento de
200 vezes.

O fragmento distal do antimero esquerdo foi coletado e mantido em
temperatura ambiente durante 40 minutos'®. Ap6s esse periodo, para a preservagao
do tecido, o material foi coberto com talco neutro, de acordo com a técnica de Moline
e Glenner!®, congelado em nitrogénio liquido, durante dois minutos, acondicionados
em criotubos e armazenado em Biofreezer a -80 °C, para analise histoenzimoldgica.

Os segmentos musculares congelados foram transferidos para camara de criostato
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(LUPETEC CM 2850 Cryostat Microtome), a -30 °C e mantidos durante 30 minutos.
Em seguida, os segmentos tiveram a extremidade colada a um suporte metalico,
utilizando-se Tissue Freezing Medium (Leica - Jung - Germany), e foram seccionados
transversalmente a 7 um de espessura. Para analise do metabolismo oxidativo e
glicolitico das fibras musculares, as seccdes transversais foram submetidas a reacéo
NADH-TR (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo - Tetrazolium Reductase), conforme
técnica de Pearse?®, modificada por Dubowitz e Brooke?!. Essa andlise busca
guantificar e mensurar em porcentagem os diferentes tipos de fibras musculares (I, lla
e lIb), de acordo com a tonalidade apresentada nas fibras apds a reacdo enzimatica.
Para cada animal, foram escolhidos trés campos microscopicos, aleatoriamente, no
aumento de 200 vezes.

A andlise dos dados foi realizada por meio da estatistica descritiva, avaliacdo
da normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk, com posterior analise da
variancia de trés vias. Em caso de significancia estatistica (p<0.05), foi realizado o
teste Tukey-HSD, com auxilio do pacote ExpDes.pt do programa R (R Core Team,
2017).

RESULTADOS
Jung¢des neuromusculares

Quanto a area das JNMs, houve interacdo significativa entre ooforectomia e
tratamento (F= 4.99, p=0.03). Houve diferenca entre GP e GO, demonstrando que a
cirurgia de ooforectomia exerce efeitos, tal como esperado, com diminuicdo dos
valores da area das JNMs (F=15.07, p<0.001). J& o tratamento com plataforma
normalizou esses valores, uma vez que GOT e GPT possuem médias equivalentes
(F=0.52, p=0.4), também comprovado pela diferenca entre GO e GOT (F=5.44,
p=0.02).

Para o maior didametro das JNMs, também houve interacéo significativa entre
ooforectomia e tratamento (F=27.05, p<0.001). O grupo GO ¢é diferente de GP
(F=26.6, p<0.001) e GPT (F=7.06, p=0.01), significando que a privacdo hormonal
também influencia no didmetro das jungbes. Os grupos GO e GOT apresentaram
diferenca (F=22.09, p<0.001), sendo GOT maior que GO. Além disso, nessa variavel,
os valores de GOT foram maiores que os de GPT (F=26.6, p<0.001), reforcando um

possivel efeito da plataforma vibratoria no didmetro (tabela 1). Essas alteragfes
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morfométricas também sao visualizadas na figura 2, representando a morfologia
dessas JNMs.

Tabela 1: Area e maior didmetro dos receptores das juncdes neuromusculares do

musculo soéleo de ratas Wistar.

Area Maior diametro
n GP 5.80+0.22 4.25+0.1°
© GPT 5.65+0.42 4.03+0.17°
a GO 5.2+0.40°b 3.82+0.25¢
O GOT 5.54+0.22 5.544+0.132

Legenda: GP: grupo pseudo-ooforectomia; GPT: grupo pseudo-ooforectomia tratado; GO: grupo
ooforectomia; GOT: grupo ooforectomia tratado. Valores expressos em média + desvio padrao. Letras
diferentes representaram diferenca estatisticamente significativa.

A figura 2 ilustra as JNMs nos grupos utilizados neste trabalho, com as mesmas
possuindo formas elipticas e ovais. Morfologicamente, é possivel verificar a
diminuicdo da area e consequente menor diametro das JNMs do grupo GO (figura

2C), comprovado também pela morfometria (tabela 1).

Figura 2: Fotomicrografias dos receptores de jungdes neuromusculares do musculo séleo de ratas
Wistar ap0s Reacdo de Esterase Inespecifica. Em A, Grupo Pseudo-ooforectomia (GP); B, Grupo
Psedo-ooforectomia tratado (GPT); C, Grupo Ooforectomia (GO) com diminuicdo da area e diametro
das jun¢des neuromusculares quando comparado morfologicamente com os demais grupos; D, Grupo
Ooforectomia tratamento (GOT). Ponta de seta representa os receptores das jun¢gdes neuromusculares
marcados com a técnica.
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Tipo de fibras musculares

Analisando os musculos soOleos apos a técnica NADH-TR (figura 3), foi
evidenciado que n&o houve diferenciagdo das fibras musculares oxidativas (l),
intermediarias (lla) e glicoliticas (Ilb), uma vez que n&do houve alternancia entre a

intensidade das coloracdes caracteristicas da técnica.

Y=

Figura 3: Fotomicrografias do musculo sé6leo de ratas Wistar, corte transversal, reacdo enzimética
NADH. Em A, Grupo Pseudo-ooforectomia (GP); B Grupo Psedo-ooforectomia tratado (GPT); C grupo
Ooforectomia (GO) e D, grupo Ooforectomia tratado (GOT). N&o houve diferenciacédo entre a coloragéo
das fibras musculares nesta técnica, com as fibras apresentando-se em tua totalidade como fibras do
tipo I.

DISCUSSAO

Como resultado, foi possivel observar que a cirurgia de ooforectomia e o
tratamento com a plataforma vibratéria foram capazes de influenciar apenas a
morfometria e morfologia das jun¢des neuromusculares, ndo afetando o tipo de fibra
muscular do séleo das ratas. Em relacdo a analise das juncées neuromusculares, foi
possivel observar que o efeito da privacdo hormonal, obtido pela cirurgia de
ooforectomia, exerceu influéncia sobre essas estruturas, com diminuigdo dos valores,

tanto de &rea quanto didametro. Embora ndo haja estudos que avaliem especificamente
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as juncbes neuromusculares na privagcdo hormonal, a presenca de receptores
sensiveis ao estrogénio nos tecidos relacionados* pode justificar alteracées
observadas nesse modelo experimental.

Ainda ndo h& consenso sobre efeitos patol6gicos do estrogénio no tecido
nervoso e existe uma hipétese de que ele possa exercer influéncia, atuando no
processamento sensorial e na modulacédo da transmissédo nociceptiva??. Contudo, ndo
se pode afirmar que as alteragGes, encontradas nas JNMs nesse trabalho, séo
decorrentes do tecido nervoso, uma vez que as mesmas podem ser afetadas
fisiopatologicamente, tanto por entrada pré quanto pés-sinaptica?®2°, Dessa forma, a
propria degeneracdo da JNM pode ter sido desencadeada pela perturbacdo no
metabolismo muscular, seguida de alteracdes nas unidades motoras?627.

O déficit de estrogénio, causado experimentalmente pela cirurgia de
ooforectomia, pode estar relacionado com algumas perturbacdes no metabolismo
muscular, que culminam no aumento de marcadores inflamatorios e alteracdo no
metabolismo mitocondrial®®, podendo levar a uma sensibilizacéo e perda de unidades
motoras, diminuicdo da massa e atrofia muscular?®, pela degeneracéo das JNMs?627,
corroborando com os achados desse estudo.

Deschenes et al.? investigaram os efeitos do género e da diminuicdo da
descarga de peso, apdés duas semanas de elevacdo do membro posterior. Como
resultado, concluiram que as JNMs néo diferiram entre os sexos masculino e feminino,
nos grupos controle, com condicdes fisiol6gicas padrao, e o periodo de duas semanas
de intervencao nao influenciou a morfometria e morfologia das JNMs, nos musculos
s6leo, extensor longo dos dedos e plantar, sendo a transmissao sinaptica equivalente
nos dois sexos em condi¢des normais. De forma contraria, em nosso estudo, as JINMs
foram afetadas no grupo que sofreu privacdo hormonal. Assim, é possivel assumir que
as alteracdes sao dependentes do tempo em que o estimulo é mantido, uma vez que,
em um trabalho anterior do mesmo grupo de pesquisa, Deschenes et al.30 verificaram
gue quatro semanas de diminuicdo da descarga foi capaz de ocasionar mudancas nas
JNMs.

Também néo existem dados na literatura do comportamento das JNMs, frente
a vibragdo mecéanica. Entretanto, com esse estudo, foi possivel verificar que o
tratamento com a plataforma vibratéria foi eficaz na reverséo dos efeitos deletérios da

privacdo hormonal, uma vez que o GOT se apresentou semelhante aos grupos
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pseudo-ooforectomia, na variavel area e até maior que 0os mesmos em relacdo ao
diametro. Tanto a diminuicdo quanto o aumento da atividade fisica sdo capazes de
ocasionar mudancas nas JNMs, influenciando a area e o comprimento dos ramos e,
consequentemente, a relacdo pré e pds-sinaptica, havendo uma hipertrofia das JNMs
compensatéria ao exerciciol. O treinamento de resisténcia, realizado por Deschenes
et al.?>, com seis semanas de esteira, foi capaz de promover a remodelagdo das JNMs
do musculo plantar, mas nao do extensor longo dos dedos, ou seja, houve efeitos no
musculo mais recrutado durante o exercicio executado, sugerindo que os resultados
também séo dependentes do recrutamento muscular utilizado.

De acordo com Nishimune, Stanford e Mori?3, o musculo séleo é muito utilizado
em estudos para verificar as adaptacdes das JNMs, perante o exercicio fisico, devido
a homogeneidade na composicdo do tipo de fibra muscular e a funcéo
antigravitacionaria, com os resultados dependentes do tipo, intensidade e finalidade
do exercicio com o tipo de musculo. Seene, Umnova e Kaaski! buscaram avaliar as
diferencas entre as JNMs de fibras oxidativas e glicoliticas, bem como o
comportamento das mesmas durante o exercicio fisico. Nas fibras glicoliticas, os
terminais e fibras axénicas séo elipticas e maiores que os de fibras lentas, ocupando
uma maior area no sarcoplasma. Ja nas fibras oxidativas, mais presentes no musculo
séleo, os terminais axénicos sdo curtos, redondos e morfologicamente semelhantes,
com também maior nimero de mitocéndrias. Os dois tipos de fibras sao afetados com
o treinamento, todavia, para esse estudo de seis semanas de caminhada em esteira,
houve maior remodelacdo das JNMs nas fibras oxidativas, provavelmente, devido a
modalidade do exercicio escolhido exigir mais dessas fibras.

Ainda, esses mesmos autores'?® também utilizaram as técnicas de
imunofluorescéncia e citofluorescéncia, verificando que o exercicio fisico
proporcionou acréscimo no numero de vesiculas nos terminais axénicos, iSso
atribuido a ressintese de acetilcolina apos a sinapse, proporcionando a remodelacao
das juncBes. Apesar da modalidade de exercicio ter sido outra, os efeitos benéficos
do tratamento com a plataforma vibratéria também podem basear-se nessa hipotese
da literatura, entretanto, sdo necessarias metodologias mais especificas para
confirmac&o.

De acordo com Haizlip, Harrison e Leinwand#, ha uma prevaléncia de fibras

oxidativas no sexo feminino, quando comparado ao masculino. Essa caracteristica
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promove maior desempenho, resisténcia e melhor recuperacdo em resposta ao
exercicio e fadiga muscular. Embora apenas fémeas tenham sido avaliadas em nosso
estudo, a informacao citada reforga os resultados do tratamento. Ainda que o presente
artigo tenha sido realizado com modalidades diferentes de exercicio, o protocolo de
exercicio com a vibracdo mecanica utilizada exigia a manutencédo da postura dos
animais durante exposi¢cao a vibracdo mecanica e, consequentemente, esse padrao
de recrutamento pode explicar os resultados positivos encontrados.

Diante do exposto, é visto que o exercicio fisico possui demasiada importancia
na manutencdo da funcionalidade fisica das JNMs. Outra possivel explicacdo da
adaptacao das JNMs, frente ao tratamento com a plataforma vibratoéria, pode ser pelo
fato da contracdo muscular, exigida pelo exercicio interferir na regulacéo e expressao
proteica de moléculas e fatores de crescimento, como o fator neurotrofico, derivado
de células da glia (GDNF), fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e
interleucinas, como alL1-Ra, IL-10 e até mesmo a IL-6, levando a adaptacao, melhora
da transmisséo e hipertrofia das JNMs323:31,

Em relacdo ao tipo de fibra, o mlsculo s6leo € composto principalmente por
fibras do tipo I, em todos os grupos, tendo esse tipo de fibra maior capacidade de
respiracdo mitocondrial®, com a técnica de NADH-TR, sendo utilizada para determinar
o funcionamento oxidativo das mitocondrias, por meio da coloragcédo, apos a reagao
enzimatica®. A cirurgia de ooforectomia também néo afetou as porcentagens de cada
tipo de fibra no musculo séleo de camundongos, no trabalho de Moran et al.33, porém,
com analise imunohistoquimica, foram encontrados os diferentes tipos de fibras.
Haizlip; Harrison e Leinwand* também concluiram que, em modelos de ooforectomia,
nao houve alteracdes no tipo de fibra e somente mudangcas no tamanho e diametro
muscular. Embora em menor nimero, essa diferenciacéo poderia ter sido encontrada
utilizando técnicas mais especificas, como por exemplo, imunoflorescéncia e atividade
da ATPase.

Assim como a cirurgia de ooforectomia, o tratamento com a plataforma
vibratoria ndo alterou o tipo de fibra muscular com a analise utilizada, embora a
literatura aponte que o exercicio fisico também é capaz de promover alteracbes no
tipo de fibral. Camargo Filho et al.3* analisaram a resposta do musculo séleo frente
ao exercicio de esteira e exposi¢cao ao cigarro. Foram observados diferentes niveis de

atividade enzimatica das fibras, entretanto, assim como neste estudo, a reacdo de
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NADH-TH identificou, em sua maioria, fibras oxidativas. No trabalho de Deschene et
al.?, avaliando também o musculo séleo, ndo houve mudancas no tipo de fibra, uma
vez que, mais de 95% das fibras musculares desse musculo, para ambos 0s sexos,
eram compostas por fibras do tipo I. A pequena porcentagem de fibras do tipo Il do
s6leo ndo apresentou efeitos significativos para o sexo e tratamento.

Musculos posturais profundos podem expressar um maior namero de fibras
com fendtipo oxidativo (fibras | e Ila), diferentemente de masculos mais superficiais,
como o gastrocnémio (fibras IIx e IIb)*. No presente trabalho, utilizou-se o musculo
s6leo e atribui-se as caracteristicas dele ser o principal musculo postural e oxidativo

no rato3, dessa forma, nédo foram encontrados diferentes tipos de fibra.

CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo, foi possivel concluir que a area e
diametro das juncBes neuromusculares foram afetadas, tanto pela cirurgia de
ooforectomia quanto pelo tratamento com a plataforma vibratoria, sendo capaz de
reverter alteracdes morfométricas e morfologicas. Ainda, conclui-se que o muasculo
s6leo de ratas Wistar é predominantemente composto por fibras oxidativas que nao
foram alteradas com o modelo experimental de privacdo hormonal e tratamento com

vibracdo mecanica.
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RESUMO

Objetivou-se analisar os efeitos da vibracdo mecanica na histomorfometria e estresse
oxidativo de ratas ooforectomizadas. Setenta e duas ratas Wistar foram randomizadas
nos grupos Pseudooforectomia (GP) e Ooforectomia (GO) e subdivididas (n=9) em
animais sem tratamento e eutanasiados apos quatro (GP4 e GO4) e oito (GP8 e GO8)
semanas e animais tratados durante quatro (GPT4 e GOT4) e oito (GPT8 e GOT8)
semanas. O tratamento consistiu no uso de plataforma vibratoria, frequéncia de 60
hertz durante 10 minutos, trés vezes por semana. Ap0s a eutanasia, 0 musculo soéleo
foi coletado. Os dados foram analisados quanto a normalidade e analise da variancia
de trés vias e nivel de significAncia de 5%. Morfologicamente, 0s grupos
ooforectomizados apresentaram hipotrofia muscular e o tratamento nestes animais
denotou hipertrofia muscular. Em relacdo a area de seccao transversa, GPT4
apresentou valores maiores que GP4 e GPT8 enquanto que GOS8 foi menor que GO4,
GP8 e GOTS8; para os diametros das fibras, os animais ooforectomizados possuiram
valores menores que os pseudo-ooforectomizados e os tratamentos valores maiores
gue 0s que ndo tiveram tratamento. Para a relacdo nucleos/fibora, GP4 e GO4
possuiram médias maiores em relacdo a GPT4 e GOT4. Nao houve diferenca na
relacdo capilares/fibra e tecido conjuntivo. No estresse oxidativo, GO8 e GOTS8
apresentaram maior lipoperioxidagdo, sem alteragcbes para as atividades da
superéxido dismutase, catalase e colinesterase. Conclui-se que a privagdo hormonal
provocou hipotrofia muscular nos animais ooforectomizados de oito semanas, com
reversdo deste processo e hipertrofia muscular nos grupos que realizaram o

tratamento com plataforma vibratéria.

Palavras-chave: privacdo hormonal; plataforma vibratoria; musculoesquelético.

INTRODUCAO

A menopausa inicia entre os 45 e 55 anos de idade na vida da mulher,
ocorrendo de maneira gradual e marcando o declinio da fertilidade e producédo dos
hormdnios sexuais femininos. Além de outros horménios, h4 um declinio na sintese
do estrogénio, hormonio lipofilico que atua tanto no sistema reprodutor feminino

guanto em outros tecidos. Em menores concentragdes, ele € associado a efeitos
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nocivos cardiovasculares, vasomotores e no sistema musculoesquelético, tanto no
tecido 6sseo quanto musculart? As principais mudancas que a privacdo hormonal
provoca no sistema muscular sdo a diminuicdo da massa e forga muscular, pois o
estrogénio atua nos receptores (alfa e beta) presentes nas fibras musculares e, com
declinio da expressao do horménio, afeta a atividade de células satélites, fatores de
regulacdo miogénica, niveis de proteinas e funcdo mitrocondrial®*.

Com o déficit na producdo hormonal, a menopausa € acompanhada por
aumento no estresse oxidativo tecidual®. Os radicais livres sdo mediadores nas
transferéncias de elétrons em varias reacdes quimicas de funcdes biologicas e, em
excesso, essas espeécies reativas de oxigénio (EROS) podem levar a danos
oxidativos. Todavia, existem defesas antioxidantes no organismo para limitar e
controlar suas acdes e 0 estresse oxidativo ocorre quando ha falha entre os
compostos oxidantes e antioxidantes, devido ao excesso ha geracdo de EROS ou
diminuicdo na remocao dos mesmos, levando ao desequilibrio homeostatico e
potencial lesivo®’.

Buscando prevenir ou tratar as alteragbes no tecido muscular advindas da
privacdo hormonal, estratégias terapéuticas sdo utilizadas como o uso de exercicios®.
Para a realizacdo do exercicio fisico, € necessaria a contracdo muscular que,
associada a uma frequéncia de realizacdo, se torna estimulo para adaptactes
funcionais e remodelacédo®. Em virtude de algumas modalidades de exercicio serem
contraindicadas para individuos que ja apresentem limitacdes funcionais, séo
necessarias medidas que busquem prevenir novas perdas ou tratar disfuncdes®. Para
tal, a plataforma vibratéria pode ser indicada para disfungées do tecido musculari®.

Por meio de vibracdes mecanicas, as plataformas vibratorias tém sido citadas
para promover o ganho de forca apds ativacdo dos fusos musculares, exigindo a
contracdo muscular e adaptacdes do corpo para manter o posicionamento durante a
terapial®l. Entretanto, ainda ndo ha um consenso na literatura sobre os efeitos e
parametros deste tipo de tratamento. Desta forma, objetivou-se analisar e comparar
os efeitos do tratamento com plataforma vibratoria, aplicada durante quatro e oito
semanas, na histomorfometria e estresse oxidativo do tecido muscular de ratas Wistar

ooforectomizadas.
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MATERIAIS E METODO

O presente estudo teve carater experimental, transversal e quantitativo,
desenvolvido apés aprovagdo no Comité de Etica em Uso Animal da Universidade
Estadual do Oeste do Parand, sendo conduzido segundo as normas internacionais de
ética em experimentacéo animal.

Foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2x2x2. O grupo amostral foi composto por 72 ratas fémeas da linhagem Wistar,
nuliparas, com peso médio de 177 + 15.8 gramas e idade inicial de oito semanas,
mantidas em caixas padrdo de polipropileno, em ambiente com temperatura de 23 +
1° C, com fotoperiodo de 12 horas, recebendo agua e racéo ad libitum.

O célculo amostral foi realizado no programa GPower 3.1.9.2, assumindo para
o calculo a familia de testes de distribuicdo F, com tamanho de efeito de 0.4 (efeito
grande), erro tipo 1 de 0.05 e poder de 0.92, o que gerou uma amostra de 72
observacoes.

Previamente ao inicio dos procedimentos desse trabalho, as ratas passaram
pelo periodo de aclimatag&o no biotério setorial, durante uma semana. O processo de
desenvolvimento desse estudo foi realizado a partir da realizacdo da cirurgia de
ooforectomia e pseudo-ooforectomia nos animais, seguindo com o tratamento de
plataforma vibratéria, durante quatro e oito semanas, findando com a eutanasia e
coleta do material biolégico para andlises. Os animais foram aleatoriamente
distribuidos nos grupos pseudo-ooforectomia (GP) e ooforectomia (GO), ambos com
36 animais cada. Esses dois grupos ainda foram divididos em dois subgrupos (figura
1).

* GP (n=36): animais pseudo-ooforectomizados e subdivididos:

- GP4 (n=9): eutanasiados em quatro semanas.

- GP8 (n=9): eutanasiados em oito semanas.

- GPT4 (n=9): tratamento com plataforma vibratoria durante quatro semanas.

- GPT8 (n=9): tratamento com plataforma vibratéria durante oito semanas.

* GO (n=36) — submetidos a ooforectomia e subdivididos:
- GO4 (n=9): eutanasiados em quatro semanas.

- GOS8 (n=9): eutanasiados em oito semanas.
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- GOT4 (n=9): tratamento com plataforma vibratéria durante quatro semanas.

- GOT8 (n=9): tratamento com plataforma vibratoria durante oito semanas.

72 Ratas
Wistar
Grupo Pseudo- | Grupo
ooforectomia Ocforectomia
l ]
I I T 1 I T I 1

GP4 GP8 GPT4 GPT8 GO4 GOs8 GOT4 GOT8
Eutanasia Eutanasia  Tratamento Tratamento  Eutanasia Eutanasia Tratamento Tratamento
em 4 sem em 8 sem 4 sem 8 sem em 4 sem em 8 sem 4 sem 8 sem

Figura 1: Esquema de distribuicAo dos grupos experimentais. Legenda: GP - Grupo

Pseudooforectomia; GO — Grupo Ooforectomia; letra “T” refere-se ao tratamento com plataforma
vibratéria e os niumeros “4” e “8” ao tempo de intervengdo, em semanas.

Protocolo de Ooforectomia e Pseudo-ooforectomia

Para a realizacéo da cirurgia e eutanasia, as ratas foram pesadas e submetidas
a anestesia com injecao intraperitoneal de Dopalen® 80 mg/kg e Anasedan® 20 mg/kg
(Paulinia, Sao Paulo, Brasil).

Os procedimentos de ooforectomia e pseudo-ooforectomia foram realizados na
82 semana de vida dos animais. ApGs anestesia, realizou-se a tricotomia e a assepsia
com alcool iodado na regido de baixo ventre e, em seguida, foi feita a incisdo cirdrgica
longitudinal, com lamina de bisturi nimero 11. Apds acessar a cavidade peritoneal, foi
afastado o tecido adiposo até identificacdo das tubas uterinas e ovarios.
Posteriormente, foi realizada sutura com fio catgut 4.0 simples, na area dos cornos
uterinos, promovendo a resseccdo dos ovarios bilateralmente. Ao final do
procedimento, foram feitas suturas internas com fio reabsorvivel catgut 4.0 simples e
as externas, com fio de nylon 4.0%2,

A pseudo-ooforectomia consistiu na realizacdo de todas as etapas cirargicas
semelhantes a ooforectomia, com excecao da remoc¢ao dos ovarios. Subsequente a
cirurgia, as ratas permaneceram oito semanas, livres na gaiola sem qualquer

intervencéo para o periodo de indugéo dos efeitos do déficit hormonal.

Tratamento com plataforma vibratéria
Previamente ao inicio do trabalho, foi realizado um projeto piloto para

verificagdo do comportamento dos animais sobre a plataforma vibratoria, a fim de
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identificar possiveis vieses da pesquisa, sendo possivel adequar a plataforma
vibratoria com a confeccdo de um suporte e parametros de uso.

Para o tratamento com vibrag&o, foi utilizado o modelo de plataforma Vibro
Oscilatéria triplanar profissional da marca Arktus® (Santa Tereza do Oeste, Parand,
Brasil). O protocolo considerado foi adaptado de Butezloff et al.3, utilizando uma
frequéncia de 60 Hertz (Hz) e vibracGes alternadas, com uma amplitude de 2
milimetros, durante 10 minutos, trés vezes por semana. O tratamento iniciou a partir
da 82 semana pos-operatoria, quando o periodo de inducdo da privagdo hormonal foi
completado e teve duracdo de quatro semanas para o GPT4 e GOT4 e oito semanas
para o GPT8 e GOTS.

Para a realizacdo do tratamento, utilizou-se um suporte, desenvolvido pelos
pesquisadores, de acordo com as dimensdes da plataforma vibratoria. O suporte teve
a finalidade de conter o animal durante o tratamento e possibilitar a realizacdo do
treinamento com varios animais de forma simultanea, otimizando-se o tempo4. Esse
suporte permitiu posicionar oito animais concomitantemente em baias. Buscando
minimizar um possivel viés sobre pontos distintos de aceleracdo e amplitude sobre a
plataforma vibratéria'®> foi elaborado um rodizio entre as baias, fazendo com que os

animais alternassem o local em que foram alojados durante os treinos.

Eutanésia dos animais e analises

ApOs o periodo de tratamento, os animais foram eutanasiados por overdose de
anestésico, sendo os grupos GP4, GPT4, GO4 e GOT4 eutanasiados ao final da 122
semana poés-operatéria, apdés quatro semanas ou hao de intervencdo com a
plataforma vibratéria, e os animais dos grupos GP8, GPT8, GO8 e GOTS8
eutanasiados ao final da 162 semana pés-operatoria, apds 0ito semanas com ou sem
tratamento.

Os musculos séleos direito e esquerdo foram dissecados, limpos, pesados e
seccionados em fragmentos, com uma lamina de inox, para posterior realizacao das
analises. O fragmento proximal direito foi utilizado para processamento histologico;
para o antimero esquerdo, o fragmento proximal foi congelado para corte em criostato
e o distal congelado para analise do estresse oxidativo do tecido.

O fragmento distal do antimero esquerdo foi coletado e mantido em

temperatura ambiente durante 40 minutos. Apds esse periodo, para a preservacao do
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tecido, o material foi coberto com talco neutro, congelado em nitrogénio liquido,
durante dois minutos, acondicionados em criotubos e armazenado em Biofreezer, a -
80°C, para andlises histologicas e histoenzimoldgica.

Os segmentos musculares congelados foram transferidos para camara de
criostato (LUPETEC CM 2850 Cryostat Microtome), a -30°C, e mantidos durante 30
minutos. Em seguida, os segmentos tiveram a extremidade colada a um suporte
metalico, utilizando-se Tissue Freezing Medium (Leica - Jung - Germany) e foram
seccionados transversalmente a 7 um de espessura. Os cortes obtidos foram
submetidos a métodos de coloracdes e reacdes para o estudo das fibras musculares.

As secclOes transversas foram coradas em Hematoxilina-Eosina (HE). As
laminas foram analisadas em microscopio de luz e fotomicrografados os campos de
interesse no aumento de 400 vezes. Foi realizada a anélise morfolégica geral do tecido
e, em seqguida, as fibras musculares foram analisadas quanto a area de seccao
transversa, maior e o menor didmetro da fibra muscular em 100 fibras por musculo,
pelo programa Image-Pro-Plus 6.0.

Com a mesma coloragédo e aumento, foram mensuradas as relacdes nucleos e
capilares/fibra. Os nucleos celulares e capilares sanguineos foram morfologicamente
identificados, marcados e contabilizados. Essa analise abrangeu a razdo do nimero
de capilares e nacleos pelo nimero de fibras musculares, determinada a partir de dez
imagens por animal. Contabilizou-se o0 niumero de ndcleos celulares e fibras apenas
das fibras que aparecessem por inteiro no campo visual das fotomicrografias e, para
a contagem dos capilares, excluiram-se os vasos e fibras que tocassem as margens
direita, consideradas margens de exclusao.

Os fragmentos proximais dos antimeros direitos foram fixados em Formol 7% e
armazenados em alcool 70%, para posterior procedimento histolégico, com
desidratacdo em série crescente alcoOolica, diafanizacdo em xilol e inclusdo em
parafina histologica. Posteriormente, os musculos foram emblocados, cortados
transversalmente em 7 um e corados em Tricromico de Masson, para mensuragao do
tecido conjuntivo, que foi realizada por meio da porcentagem de pixels pelo programa
GIMP 2.0.

As amostras distais do antimero esquerdo foram congeladas; em seguida,
homogeneizadas em 1 mililitro (mL) de tamp&o Tris HCI| pH 7.4 e centrifugadas a

12.000 rotagdes por minuto (rpm) por 10 minutos, a 4°C. O homogenato foi congelado
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a -20°C para posterior dosagem proteica.

A quantificacdo de proteina das amostras foi determinada pelo método de
Bradford?®, utilizando albumina de soro bovino como padrdo. Todas as amostras foram
entdo normalizadas para 1 miligrama (mg) de proteina/mL. A determinacdo da
reacdo de lipoperoxidacdo (LPO) foi realizada com objetivo de quantificar
indiretamente os peroxidos, refletindo assim a intensidade da peroxidacéo lipidica. Foi
realizado o método de TBARS?’, realizando comparacdes de absorbancia com curva
de padrées de Malondialdeido (MDA), principal subproduto de peroxidacao lipidica
celular. Para preparacdo da amostra, 0 meio, contendo aliquota de 0,33 mg/mL de
proteina da amostra em acido tricloroacético (TCA) 6,7% em volume final de 180 pL,
foi agitado em vortex, deixado em banho de gelo por 5 minutos e centrifugado por 5
minutos a 12000 rpm a 4 °C. Para a dosagem das substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), 40 pL do sobrenadante, assim como de diferentes
concentracbes de MDA foram adicionados em microplaca, em triplicata, a meio de
reacao, contendo 21.42 mM de TBA, 17.86 mM de NaOH (utilizado para solubilizacéo
do TBA), 0.73 M de TCA, 0.032 mM de BHT, etanol 3% (utilizado para solubilizacéo
do BHT) em PBS. A leitura da reacédo foi realizada a 22°C; ap6s 60 minutos de
incubacéo, a 60°C, em uma absorbancia de 535 nm. Os resultados da peroxidacéo
lipidica foram expressos em nmol de MDA.mg de proteina™.

Para avaliar a dosagem enzimatica, associada ao sistema antioxidante, foi
analisada a atividade da superodxido dismutase (SOD), atividade da catalase (CAT) e
reacao de lipoperoxidacao (LPO). Para a primeira, foi utilizado o método proposto por
Crouch et al.'® modificado. O principio dessa andlise consiste em quantificar o
complexo formado entre superdxido e azul de tetrazolium (NBT), mensurada a 560nm
durante 1.5 hora. Uma aliquota de 0.75 mg/mL de proteina em etanol 25% foi
preparada em volume de 800 uL e centrifugada a 12000 rpm (4 °C), durante 20
minutos. A partir do sobrenadante, o meio de reacao foi preparado em microplaca de
96 pocos. Em triplicatas, em volume final de 200 uL, contendo 0.1 mg de proteina.mL"
1, 0.09 mM de NBT, 0.015 mM de EDTA, 34.78 mM de sulfato de hidroxilamina, 79
mM de tampao carbonato de sédio pH 10.2 e a placa lida a 22°C. Uma unidade de
SOD em nmol. min‘t.mg de proteina™.

A atividade da Catalase (CAT) foi acompanhada pelo decréscimo da
absorbancia a 240 nm?'% a partir do principio de dismutacdo do perdxido, cujo
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coeficiente de extincdo molar é de 40 M-1.cm™. As duplicatas, em 2 mL de solucéo,
em uma cubeta de quartzo, apresentaram concentracdo final de 0.01 mg de
proteina.mL, sendo que o meio de reacdo apresentou concentracdes finais de 13.5
mM de H202, 50 mM de TRIS-HCI pH 8.0 e 0.25 mM de EDTA. Os resultados da
atividade da enzima catalase foram expressos em mmol.min-t.mg de proteina™.

Foi realizada a dosagem enzimatica, associada a neurotoxicidade pela
atividade da enzima colinesterase (ChE), andlise pelo método de Ellman et al.?®
modificado, cujo principio é a mensuracdo da producdo da tiocolina quando a
acetiltiocolina é hidrolisada. Isso € feito pela reacdo continua do tiol com o ion 5:5-
ditiobis-2-nitrobenzoato para produzir o anion de coloracdo amarelada do acido 5-tio-
2-nitrobenzdico. A reacao foi realizada em triplicata, em 300 uL de solucéo, contendo
0.05 mM de acido 5.5'-Ditiobis-2-nitrobenzoéico (DTNB) e 1,5 mM de Acetiltiocolina
(ATC). Foi calculada a atividade da ChE, em relacdo a concentracdo de proteina
(mg/mL), usando o coeficiente de extincdo molar do DTNB (1.36mM-1.cm-1). A
quantificacdo da proteina foi calculada a partir da amostra bruta e a leitura realizada

a 22°C. Os resultados foram expressos em nmol.mint.mg proteina.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos por meio da estatistica descritiva e analisados
guanto a sua normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk, com posterior
analise da variancia de trés vias. Em caso de significancia estatistica (p<0,05), foi
realizado o teste Tukey-HSD, com auxilio do pacote ExpDes.pt do programa R (R
Core Team, 2017).

RESULTADOS

Analise morfolégica do tecido muscular e area de sec¢édo transversa

Os musculos séleos dos grupos GP4 e GP8 apresentaram 0 aspecto
morfoldgico caracteristico do tecido, com fibras musculares com formato poligonal e
homogéneas, dispostas em fasciculos, além de nucleos situados na periferia das
fiboras. O tecido conjuntivo apresentou-se integro, com presenca de capilares
sanguineos (Figura 2A e 2B).

Para os grupos que realizaram a pseudo-ooforectomia e tratamento com



54

plataforma vibratoria (GPT4 e GPT8), as caracteristicas morfoldégicas foram
semelhantes aos grupos GP4 e GP8, no entanto, aparentemente apresentavam
diametro maior, denotando hipertrofia muscular, causada pelo tratamento com a
plataforma vibratoria (Figura 2C e 2D). Esses resultados s&o corroborados com a
morfometria da area de seccao transversa das fibras (F=6.01, p=0.01), uma vez que
GPT4 foi maior que GP4 (p < 0.05). Por outro lado, para essa variavel, GPT8
apresentou-se menor que GPT4 (p < 0.05) (figura 3).

Os grupos que passaram pela cirurgia de ooforectomia (GO4 e GO08) nao
apresentaram numerosas alteracdes teciduais, no entanto, ao serem comparados
tanto com os grupos ooforectomizados tratados e os pseudo-ooforectomizados, as
fibras musculares apresentaram-se menores, indicando hipotrofia muscular (Figura
2E e 2F). Confirmando esses resultados, a anélise da area de seccao transversa das
fibras musculares demostrou diferenca de GO8 com GO4 e GP8 (p < 0.05), ou seja,
a ooforectomia influenciou esse parametro em relacdo ao controle e foi significativa,
dependendo do maior tempo de privacdo hormonal (figura 3). Embora nao tenha
ocorrido diferenca significativa na relagéo capilar/fibra, entre esses grupos, os calibres
dos vasos sanguineos possuiam calibre aumentado.

Por sua vez, tanto GOT4 e GOT8 apresentaram tamanho das fibras musculares
semelhantes aos grupos pseudo-ooforectomia (Figura 2G e 2H), também com aspecto
caracteristico do tecido. Essa semelhanca com os pseudo-oofectomizados pode
sugerir a eficicia do tratamento com plataforma vibratéria na reversao do processo de
hipotrofia, causado pela privacdo hormonal, porém, para a variavel area de secc¢ao
transversa, apenas GOT8 apresentou-se maior que GO8, representado na figura 3.

Em todos os grupos, as fibras musculares estavam envoltas por tecido
conjuntivo frouxo, formando o perimisio e endomisio, distribuido em feixes e, nesse

tecido, ndo houve alterac6es morfoldgicas e quantitativas (tabela 3).
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™. V'

Figura 2: Fotomicrografias dos mdusculos soleos de ratas Wistar, corte transversal, coloragao
Hematoxilina e Eosina. Em A, grupo Pseudo-ooforectomia 4 semanas (GP4) e em B, grupo Pseudo-
ooforectomia 8 semanas (GP8), apresentando fibras musculares com formato poligonal (Fpg), nicleos
de posigdo periférica (ponta de seta) e vasos sanguineos (seta cheia). C e D, grupos Pseudo-
ooforectomia tratados com plataforma vibratéria durante 4 (GPT4) e 8 (GPT8) semanas,
respectivamente, destacando-se além do aspecto caracteristico o tamanho da fibra muscular (*). E e
F, grupos Ooforectomia 4 (GO4) e 8 (GO8) semanas, respectivamente, com fibras hipotrofiadas (Fhpo)
e vasos sanguineos com calibre aumentado (seta cheia). G e H, grupos Ooforectomia tratados em 4
(GOT4) e 8 (GOT8) semanas, com fibras com aumento de tamanho (*), nlcleos periféricos (ponta de
seta) e vasos sanguineos com regular tamanho (seta cheia).
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Figura 3: Boxplot dos valores da area de seccédo transversa do musculo séleo de ratas Wistar.
Legenda: Em A, Grupo Pseudo-ooforectomia 4 semanas (GP4); B Grupo Pseudo-ooforectomia oito
semanas (GP8); C, Grupo Psedo-ooforectomia tratado em 4 (GPT4) e D em 8 (GPT8) semanas; E,
grupo Ooforectomia 4 semanas (GO4) e F 8 (GO8) semanas; G, grupo Ooforectomia tratado em 4

(GOT4) e Hem 8 (GOT8) semanas; * diferenca em relacdo ao GPT4; ** diferenca em relacdo ao GOS8.

Maior e Menor diametros

Para a variavel maior didmetro, ndo houve interacdo significativa entre
ooforectomia, tratamento e tempo (F=2.33, p=0.13), apenas para os fatores isolados.
Para o fator ooforectomia, quem realizou a cirurgia apresentou menores valores de
maior didmetro do que o0s que passaram pela pseudo-ooforectomia,
independentemente do tratamento (F = 13.1, p < 0.001). Em relacdo ao tratamento,
guem o fez apresentou maiores valores do que quem néo o fez (F = 28.8, p = 0.01),
independentemente da cirurgia.

Para a variavel menor diametro, também ndo houve interacdo entre os trés
fatores (F = 2.24, p = 0.13). Semelhante com a outra variavel de diametro, houve
diferencga estatistica apenas nos fatores sozinhos, com as ratas ooforectomizadas
possuindo menor diametro do que as nao-ooforectomizadas (F = 6.16, p=0.01) e 0
tratamento elevando os valores da variavel quando comparado aos animais que néo

o realizaram (F = 20.1, p < 0.01). Esses dados estéo representados na tabela 1.
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Tabela 1: Média dos valores de maior e menor diametro, em pm, das fibras do

musculo soéleo de ratas Wistar.

Maior diametro  Menor diametro

GP4 63.5 + 3.64 42,5+ 1.9%
GP8 61.4 + 5AP 42 +3.4m
©  GPT4 71+ 3.87 47 + 3.5
i  GPT8 66.2 + 4.57 44.4 + 3ma
2 GO4 63.1 + 5.88 42.8 + 3.4"
o GOS8 53.7 + 38b 40 £ 3.2°
GOT4 66.7 + 5.382 45.2 + 3.5
GOTS 62.1 + 6.3 42.5+ 4.8

Legenda: GP4 e GP8: grupos pseudo-ooforectomia de 4 e 8 semanas; GO4 e GO8: grupos
ooforectomia de 4 e 8 semanas; GPT4 e GPT8: grupos pseudo-ooforectomia tratados em 4 e 8
semanas; GOT4 e GOT8: grupos ooforectomia tratados em 4 e 8 semanas. Valores expressos em
meédia + desvio padrdo. Letras diferentes representaram diferenca estatisticamente significativa, sendo
o fator ooforectomia representado pelas mindsculas e tratamento pelas mailsculas.

Relacdes capilares sanguineos e nucleos por fibra.

Para a relacdo capilares/fibra, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (F=1, p=0.32). Para a contagem de nucleos celulares,
houve interacdo significativa entre tratamento e tempo (F=15.66, p<0.001), com a
influéncia da plataforma vibratéria no tempo de 4 semanas, sendo que GP4 e GO4
possuem médias maiores de contagem de nucleos em relacdo a GPT4 e GOT4
(p<0.001) (tabela 2).

Tabela 2: Média dos valores das relagdes nucleos/fibras e capilares/fibra do musculo

sbleo de ratas Wistar.

Capilares/Fibra Nucleos/Fibra

GP4 1.90 +0.33 3.60 + 0.542
GP8 1.63+0.18 2.50+0.42
8 GPT4 1.87 +2.22 2.83+0.2°
a GPT8 1.90+0.3 2.62+0.22
a GO4 1.78 £0.22 3.50+0.402
O GOS8 1.69+0.18 242 +0.18
GOT4 1.82+0.17 3.01+£0.44°
GOT8 1.79 +0.27 2.47 £0.28

Legenda: GP4 e GP8: grupos pseudo-ooforectomia de 4 e 8 semanas; GO4 e GO8: grupos
ooforectomia de 4 e 8 semanas; GPT4 e GPT8: grupos pseudo-ooforectomia tratados em 4 e 8
semanas; GOT4 e GOTS8: grupos ooforectomia tratados em 4 e 8 semanas. Valores expressos em
média + desvio padrdo. Letras diferentes representaram diferenca estatisticamente significativa.
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Tecido Conjuntivo
N&o houve interacdo significativa entre ooforectomia, tratamento e tempo

(F=0.005, p=0.9) para a porcentagem de tecido conjuntivo (tabela 3).

Tabela 3: Média dos valores de porcentagem de tecido conjuntivo das fibras do

musculo soleo de ratas Wistar.

Porcentagem de tecido conjuntivo

GP4 2.32 + 0.43
GPS8 2.45+0.3
» GPT4 1.74+0.3
S GPTS 1.75+0.3
z GO4 2.65+0.25
©  Go8 2.8+0.3
GOT4 1.9+0.25
GOTS 1.84 0.3

Legenda: GP4 e GPS8: grupos pseudo-ooforectomia de 4 e 8 semanas; GO4 e GOS8: grupos
ooforectomia de 4 e 8 semanas; GPT4 e GPT8: grupos pseudo-ooforectomia tratados em 4 e 8
semanas; GOT4 e GOTS8: grupos ooforectomia tratados em 4 e 8 semanas. Valores expressos em
média + desvio padréo.

Em relacdo a perioxidacao de lipideos, houve interacdo apenas entre os fatores
cirurgia e tempo (F = 23.16, p < 0.001), havendo uma maior taxa de lipoperioxidag&o
nos animais ooforectomizados no periodo de oito semanas (GO8 e GOT8). Nao
houve interacdo entre os fatores com a plataforma vibratéria (F = 0.001, p = 0.97),
significando que a o tratamento com a plataforma vibratéria néo foi capaz de reverter
essa lipoperioxidacao (tabela 4).

Para a enzima SOD, nao houve interacéo entre os trés fatores ooforectomia,
plataforma e tempo (F = 0.03, p = 0.85) e os mesmos isoladamente (F = 3.83, p =
0.05; F =3.99, p = 0.05; F = 0.92, p = 0.34, respectivamente). Ou seja, ndo houve
diferenca entre os grupos para esta atividade enzimética. Para a atividade da enzima
Catalase, também né&o houve interacao entre os mesmos fatores (F = 0.005, p = 0.94)
e para a enzima ChE os resultados se repetiram, ndo havendo interacdo significativa

entre os fatores (F = 1.09, p = 0.29), conforme tabela 4.
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Tabela 4: Média dos valores das atividades enzimaticas do musculo séleo de ratas

Wistar.
LPO SoD CAT ChE
GP4  11.9x4.1° 1.9+2.2 1.5+2.4 15.7£4.5
GP8  8.1+1.9° 1.6+2 27+35 15.2+25
@ GPT4 12285 41+33 55+4.9 153+3.1
i GPT8 7.6%7.0° 1.8+1.4 3.3+28 11.7+2.8
2 GO4 96%7.3° 25+1.9 1.9+2.9 15.7+2.9
O GO8 20.2%5.72 3.5+3.4 4.4+58 14.1£2.9
GOT4  9.4+4.7 5.5+5.4 42+7.1 16 +2.3
GOT8 19.1+8.22 4.1+3.3 3.2+6.1 14.1+2.3

Legenda: GP4 e GP8: grupos pseudo-ooforectomia de 4 e 8 semanas; GO4 e GO8: grupos
ooforectomia de 4 e 8 semanas; GPT4 e GPT8: grupos pseudo-ooforectomia tratados em 4 e 8
semanas; GOT4 e GOTS8: grupos ooforectomia tratados em 4 e 8 semanas; LPO: lipoperoxidacéo;
SOD: enzima superéxido dismutase; CAT: enzima catalase; ChE: enzima colinesterase. Unidades de
medidas da LPO em nmol de MDA. mg de 205 proteinal, para a SOD U/mg de proteina.; CAT em
mmol.min-1. mg proteina-1 e ChE em nmol.min-1. mg proteina-1. Valores expressos em média = desvio
padréo. Letras diferentes representaram diferenca estatisticamente significativa.

DISCUSSAO

Na simulagdo da privacdo hormonal, Ezzat-Zadeh et al.* afirmam que o
protocolo de cirurgia experimental de ooforectomia é o modelo mais popular e que
pode ser utilizado para simular os efeitos dessa privac¢do, assim como o utilizado no
presente estudo.

A cirurgia de ooforectomia promoveu alteracdes no muasculo séleo, com a
diminuicdo da area de seccédo transversa das fibras musculares, morfometricamente
significativo em GO8. O mesmo ocorreu no trabalho de Ywazaki et al.?! ao promover
a cirurgia de remocdo dos ovarios e Utero de ratas Wistar. Utilizando a remocao
bilateral ovariana, os resultados de Braggion et al.! afirmam que o estrogénio exerce
efeito protetor no sistema musculoesquelético, uma vez que 0s animais
ooforectomizados eram diferentes dos controles ou dos que passaram por algum tipo
de tratamento e, ainda, de acordo com Furnaletto Junior et al.??, a ooforectomia,
associada a modelo de artrite reumatoide, apresenta mais efeitos deletérios no tecido
muscular do que a artrite isoladamente. Embora ndo bem compreendido, esses
estudos sugerem que o estrogénio possa atuar na regulacdo de proteinas, exercendo
efeitos antiapoptoticos, com seu déficit afetando o tamanho da fibra, peso muscular e
regeneracao.

Para verificar o efeito do estrogénio no tecido muscular, Ezzat-Zadeh, et al.*

separaram ratas de cinco e dez meses de idade, em grupos ooforectomizados,
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tratados e ndo tratados com reposi¢cao do hormoénio (17B-estradiol). Como resultado,
verificaram que a privacdo hormonal aumentou a perda O0ssea e massa gorda,
diminuindo a proporgdo peso corporal e peso dos musculos séleo e gastrocnémio,
com resultados mais expressivos nas ratas de dez meses de idade. No trabalho, foi
observado que, conforme o aumento do tempo de ooforectomia, maiores Sao 0s sinais
de disfuncdo mitocondrial, em que, apds oito semanas, houve diminuicdo do nimero
de mitocéndrias, com consequentemente diminuicdo da capacidade respiratoria e
sintese de ATP nos musculos séleo e fibras fasicas do gastrocnémio.

Em nosso estudo, também foi observada essa dependéncia dos efeitos nocivos
do tempo. Embora a analise morfolégica do musculo séleo aponte hipotrofia nas ratas
do GO4, apenas as ratas do GO8 apresentaram diferenca, sendo sugerido assim que,
quanto maior o periodo de privacdo hormonal, maiores séo as alteracoes.

De acordo com os resultados, as ratas controles que passaram apenas pela
simulacdo da ooforectomia também responderam ao tratamento. Lochynski et al.?*
avaliaram o musculo gastrocnémio medial de ratos Wistar, apos trés ou seis meses
de vibracdo mecéanica (50 hz, todos os dias, quatro séries de 30 segundos, com alta
magnitude 4.9 g). Como resultado, verificaram que, tanto as unidades motoras de
fibras rapidas quanto lentas sofreram modificacdes, em trés meses de tratamento,
com aumento da forca em ambas. Segundo os autores, as unidades motoras sao
rapidamente ativadas durante o estimulo da vibracao, por meio do reflexo ténico de
vibracdo, e a atividade de disparo € mantida ao atuar na manutencdo da postura,
durante o exercicio e contra as forcas externas que atuam na articulacdo que o
musculo esta envolvido. Embora se trate de outro musculo, o gastrocnémio também
faz parte do grupo triceps sural, assim como o séleo, e atua como principal planti flexor
do tornozelo. Dessa forma, tais achados se assemelham ao encontrado em GPT4, no
qual as ratas pseudo-ooforectomizadas apresentaram aumento da area de seccéo
transversa nesse grupo, o que pode ser explicado pelo ganho de forca propiciado pelo
tratamento, uma vez que era solicitada a manutencao da postura dos animais sobre a
plataforma.

Ainda no trabalho de Lochynski et al.?*, os animais que passaram pelo
tratamento de vibragcdo durante seis meses apresentaram diminuicdo da forca de
contracdo das unidades motoras rapidas e lentas, com o tratamento a longo prazo

podendo ser nocivo ao tecido. Os animais do GPT8, no referido estudo, diferiram do
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GPT4, indicando que o tratamento em maior prazo para ratos-controle também difere
do de menor duracdo; entretanto, ndo foi nocivo, podendo ser explicado por uma
possivel adaptacdo das fibras musculares, ja que o estimulo néo foi alterado.

A vibracdo mecénica apresenta-se como uma terapia promissora, porém,
pesquisas experimentais envolvendo o tecido muscular ainda se encontram em menor
numero, quando comparadas com o tecido 6sseo!314.25,

De acordo com Komrakova et al.?8, tanto o tipo de plataforma vibratéria como
a frequéncia da vibragdo mecanica influenciam o tratamento, sendo esses parametros
muitas vezes negligenciados. De acordo com os autores, a plataforma horizontal ndo
exerceu efeitos positivos para o tecido muscular e 6sseo, como tratamento de fraturas
em ratas ooforectomizadas, sendo até nocivo na frequéncia de 70 Hz. Com resultados
opostos, a plataforma vertical exerceu efeitos positivos, sendo os melhores resultados
tanto para o tecido 6sseo quanto muscular, em frequéncias mais baixas (35 e 50 Hz)
do que altas (70 e 90Hz), embora ndo tenham sido consideradas nocivos nesse tipo
de vibragdo, uma vez que os niveis séricos da enzima creatina quinase, indicadora de
lesdo muscular, ndo foram alterados. A frequéncia utilizada no presente estudo foi de
60 Hz, proxima aos resultados benéficos encontrados no trabalho de Komrakova et
al.?® e, nesse trabalho, utilizou-se a plataforma triplanar, uma nova modalidade de
vibracdo, ainda pouco estudada.

Como citado, a escassez de pesquisas experimentais interfere na realizagcao
de analises mais aprofundadas do tecido muscular, entretanto, ha muitos
experimentos com humanos. Bemben, Palmer e Bemben?’ verificaram que o exercicio
de resisténcia, associado a vibragdo mecanica, foi capaz de aumentar os efeitos
positivos do exercicio isolado; Dutra et al.?® ressalta que o tratamento com plataforma
vibratoria melhorou a forga muscular isométrica e dindmica de membros inferiores e
superiores, flexibilidade, mobilidade e equilibrio de mulheres pds-menopausicas, sem
efeitos colaterais. Revisdes de literatura e meta-andlises também suportam esses
dados?9:30,

No que tange ao tecido conjuntivo, responsavel pela manutencao da estrutura
do musculo, verificou-se que tanto a cirurgia quanto o tratamento ndo provocaram
alteracOes na quantidade do mesmo, que pode sofrer remodelagédo com migracéo e
proliferacdo de fibroblastos, mediante estimulos. Esses estimulos podem ser

processos inflamatérios e fatores de crescimento, todavia, como nao ocorreram
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mudancas frente a privacdo hormonal, assume-se que é necessario haver maior
perturbacdo no tecido para que ocorram alteracdes, como o0 acumulo de gordura e
tecido conjuntivo no muasculo, durante a senescéncia celular e doencas
musculares®%2 ou modalidades de exercicio mais intensas que provoquem a
remodelacdo do mesmo?L.

Em relacdo a densidade capilar, ou seja, nimero de capilares sanguineos por
fibra, também nao houve diferenca entre os grupos. No trabalho de Komrakova et al.?®,
0S grupos que realizaram a plataforma vibratoria tiveram densidade capilar
aumentada, provavelmente pelo estimulo da contracdo, aumentando o metabolismo
do tecido e, consequentemente, a angiogénese no tecido, porém, as sessdes de
tratamento para esses animais foram diarias, durante trinta dias. Kaneguchi et al.3?
também encontraram efeitos positivos para a angiogénese no tecido, contudo, ao
tratar com vibracdo mecanica em ratos que tiveram o membro posterior suspenso
durante duas semanas. Diante desses dados, pode-se verificar que o estimulo para a
angiogénese ocorreu quando houve uma maior frequéncia do uso do tratamento, bem
como a mesma € dependente da injdria no tecido, visto que a elevacao do membro
acarreta maiores alterac6es na vascularizacdo do que a privacao hormonal.

Em relacdo a contagem de nucleos celulares, houve diferenca apenas no
periodo de quatro semanas, sugerindo que o treinamento diminuiu a contagem
nuclear. Esse resultado pode ser explicado ndo pelo declinio do nimero de ndcleos e
sim pela hipertrofia muscular, confirmada pelo aumento da area de secgéo transversa.
A hipétese € que a hipertrofia da miofibrila promoveu o deslocamento do nucleo e,
pela contagem celular ser mensurada pelo total de nucleos identificados no campo
visual, houve essa diminuicdo. Como GPT8 apresentou menor area de seccao
transversa que GPT4, a diferenca de nucleos ndo foi observada nesse grupo.
Gundersen®* confirma os resultados, explicando que, tanto a hipertrofia quanto a
atrofia muscular, até certo ponto, ndo sofrem alteracdo do numero de ndcleos, sendo
dependentes do volume citoplasmatico que, apenas quando excedido, desencadeara
recrutamento de novos mionucleos.

No estresse oxidativo, houve um aumento da peroxidacéo lipidica nos grupos
ooforectomizados de oito semanas. Essa lipoperoxidagdo é um dos principais
marcadores do extresse oxidativo, pois os acidos graxos sao alvos favoritos de

oxidacdo pelos EROS, principalmente pelo superéxido e hidroxila. A partir da
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peroxidacao lipidica, as membranas sofrem perturbacdes na fluidez e permeabilidade
gue culminam na perda da homeostase e até mesmo morte celular’. Confirmando o
encontrado em outras variaveis, esse estresse também é dependente do periodo de
privagdo hormonal, porém, embora inferior, o GOT8 né&o foi diferente de GOS8,
indicando que o estimulo do tratamento ndo foi eficiente para reverter o dano na
membrana lipidica.

Liu et al.3® buscaram avaliar o comportamento da resisténcia a insulina de
camundongos submetidos a plataforma vibratoria durante 12 semanas, 45 Hz,
sessenta minutos por dia, e concluiram que esse tipo de tratamento diminuiu a insulina
em jejum, acumulacéo lipidica e o estresse oxidativo do figado em cerca de 30%. A
atividade enzimatica de SOD e CAT néo foi alterada, entretanto, outros marcadores,
como a glutationa reduzida e glutationa redutase, apresentaram significancia,
sugerindo que possiveis analises complementares pudessem ter dado significancia
no presente trabalho. No trabalho de Liu et al.®®, o tratamento com a plataforma foi
capaz de diminuir a lipoperoxidacdo e esse dado se deu provavelmente a maior
frequéncia do tratamento.

Outros dados referentes a esse tipo de tratamento, no estresse oxidativo, nhao
foram encontrados na literatura. Durante o exercicio fisico, o tecido muscular & mais
susceptivel ao estresse oxidativo, quando comparado a outros tecidos, como o figado
e coragdo, necessitando assim de maior protecdo antioxidante®. Entretanto, Rahal et
al.” afirmam que, quanto mais regular é o exercicio, melhor a adaptagéo e regulacéo
positiva no sistema antioxidante.

Sanchez-Rodriguez et al.’® avaliaram mulheres no periodo pré e poés-
menopausa e observaram que as mulheres no periodo pés-menopausa apresentaram
quase trés vezes maiores valores na LPO do que as pré-menopausicas, corroborando
com o achado nesse estudo. Ainda, houve maiores valores de SOD nessas mulheres
do que as pré-menopausicas; tal aumento da SOD, diferentemente do presente
estudo, pode ser explicado pela idade das mulheres, que tiveram um maior periodo
de privacado hormonal. Para as ratas, a significancia estatistica para o fator cirurgia foi
limitrofe (p = 0.05) e, possivelmente, em um maior periodo de estudo, haveria
diferenca na atividade da SOD.

As enzimas antioxidantes possuem acdes variadas, dependendo do o6rgao

analisado. Em suma, as enzimas antioxidantes primarias, como a SOD e catalase,
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catalisam cascatas complexas para transformar os EROS em moléculas estaveis,
como agua e oxigénio’. Pimenta et al.®> avaliaram o efeito do exercicio intervalado de
alta intensidade e da dieta hipercal6rica do gastrocnémio de ratas ooforectomizadas.
Como resultado, observaram que, para a atividade da catalase, tanto a ooforectomia
e 0 exercicio s6 diferiram nos grupos que fizeram uso da dieta hipercalérica. O
semelhante ocorreu para a atividade da SOD e, ainda, tanto a ooforectomia quanto o
tratamento exerceram efeitos nocivos e benéficos, respectivamente, para animais com
dieta padrdo. Em relacao a catalase, houve concordancia com o presente estudo, com
esse antioxidante ndo exercendo efeitos tanto na privacdo hormonal quanto o
tratamento. Entretanto, para a SOD, também pode ter diferido do trabalho de Pimenta
et al.®, devido a modalidade de exercicio intensa, quando comparada com a
plataforma vibratéria.

No que tange a atividade da ChE, as enzimas colinesterases tém como func¢éo
encerrar a neurotransmissao colinérgica por hidrdlise, clivando a acelticolina em acido
acético e colina®’. Nesse trabalho, a colinesterase ndo foi afetada por nenhuma
intervencéo, sugerindo que nenhuma delas ocasionou a neurotoxidade no tecido. No
trabalho de Strauss et al.®8, que objetivou analisar o comportamento da enzima em
diferentes tecidos e idade, foi encontrada pouca atividade da enzima no tecido
muscular do gastrocnémio, diafragma e coragéo, sendo tais resultados atribuidos a
pequena proporcao de junc¢des neuromusculares, quando comparadas com a massa
total das fibras musculares, sendo menor essa atividade em ratos mais velhos pela
mesma razao (filhotes possuem proporcdo maior em relacéo a ratos adultos), o que

também pode justificar os resultados encontrados no estudo.

Perspectivas

Por serem alteracdes fisioldgicas, todas as mulheres passardo pelo periodo de
privacdo hormonal, que altera o tecido muscular, afetando a mobilidade e gerando
impactos para a sociedade com os custos de tratamentos e internacdes3®40. A
inatividade fisica pode estar relacionada com a ocorréncia de fraturas e também, para
evita-las, devem ser utilizados programas que trabalhem com um menor risco de
lesdes e quedas®. Como os resultados comprovaram, o tecido muscular pode ser
afetado com a privacdo hormonal e o tratamento com a plataforma vibratoria pode ser

um meétodo alternativo para melhorar essas alteracbes, porém, tais efeitos séo
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dependentes dos parametros utilizados. Como observado, ainda sdo poucos 0s
estudos avaliando essa terapia no tecido muscular, sendo assim, sdo necessarias
mais pesquisas e padronizagdo dos parametros para melhor entendimento dessa
modalidade de tratamento.

CONCLUSAO

Diante do exposto, foi possivel concluir que a cirurgia de ooforectomia diminui
a area de seccéo transversa das fibras musculares e aumenta a perioxidacgéao lipidica
do musculo séleo de ratas Wistar. Contudo, o tratamento com a plataforma vibratoria
triplanar foi capaz de proporcionar a hipertrofia muscular nas ratas pseudo-
ooforectomizadas durante quatro semanas, assim COmMO conseguiu reverter as

alteracdes causadas pela cirurgia em oito semanas nessa variavel.

REFERENCIAS

1. Braggion GF, Ornelas E, Cury JCS, Lima NEA, Aquino RC, Fonseca FLA, Maifrino
LBM. Morphological and biochemical effects on the skeletal muscle ofovariectomized
old female rats submitted to the intake of diets with vegetable or animal protein and
resistance training. Oxid Med Cell Longev 2016; 2016.

2. Pollanen E, Sipila S, Alen M, Ronkainen PHA, Ankarberg-Lindgren C, Puolakka J
et al. Differential influence of peripheral and systemic sex steroids on skeletal muscle
quality in pre- and postmenopausal women. Aging Cell 2011; 10(4):650-660.

3. Carson JA, Manolagas SC. Effects of sex steroids on bones and muscles:
Similarities, parallels, and putative interactions in health and disease. Bone 2015;
80:67-68.

4. Ezzat-Zadeh Z, Kim JS, Chase PB, Arjmandi BH. The cooccurrence of obesity,
osteoporosis, and sarcopenia in the ovariectomized rat: a study for modeling
osteosarcopenic obesity in rodents. J Aging Res 2017; 2017.

5. Pimenta M, Bringhenti |, Souza-Mello V, Santos Mendes IK, Aquila MB, Mandarim-
De-Lacerda C. A.High-intensity interval training beneficial effects on body mass,
blood pressure, and oxidative stress in diet-induced obesity in ovariectomized mice.
Life Sciences 2015; 15(139):75-82.

6. Savini I, Catani MV, Evangelista D, Gasperl V, Avigliano L. Obesity-associated
oxidative stress: strategies finalized to improve redox state. Int J Mol Sci 2013;
14:10497-10538.

7. Rahal A, Kumar A, Singh V, Yadav B, Tiwari R, Chakraborty S, Dhama K.
Oxidative stress, prooxidants and antioxidants: the interplay. BioMed Res Int 2014;
2014.



66

8. Egan B, Zierath, J. R. Exercise Metabolism and the Molecular Regulation of
Skeletal Muscle Adaptation. Cell Metab 2013; 17:162-184.

9. Pedersen BK, Saltin B. Exercise as medicine — evidence for prescribing exercise
as therapy in 26 different chronic diseases. Scandinavian Journal of medicine &
Science in Sports 2015; 25(S3):1.72.

10. Cerciello S, Rossi S, Visona E, Corona K, Oliva F. Clinical applications of
vibration therapy in orthopaedic practice. Muscles, Ligaments and Tendons J 2016;
6(1):147-156.

11. Anwer S, Alghadir A, Zafar H, Al-Eisa E. Effect of whole body vibration training on
quadriceps muscle strength in individuals with knee osteoarthritis: a systematic
review and meta-analysis. Physiotherapy 2016; 102:145-151.

12. Khajuria DK, Razdan R, Mahapatra DR. Descricdo de um novo método de
ooforectomia em ratas. Rev Bras Reumatol 2012; 52(3):466-470.

13. Butezloff MM, Zamarioli A, Leoni GB, Sousa-Neto MD, Volpon JB. Whole-body
vibration improves fracture healing and bone quality in rats with ovariectomy-induced
osteoporosis. Acta Bras Cir 2015; 30(11):727-735.

14. Brouwers JEM, Rietbergen BV, Ito K, Huiskes R. Effects of vibration treatment on
tibial bone of ovariectomized rats analyzed by in vivo micro-CT. J Ortho Res 2010;
28:62-69.

15. Alizadeh-Meghrazi M, Zariffa K, Masana K, Popovic MR, Craven BC. Variability
of vibrations produced by commercial whole-body vibration platforms. Journal of
Rehabilitation Medice 2014; 46:937-940.

16. Bradford, M. M. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of Microgram
Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding. Anal Biochem
1976; 16(72):248-254.

17. Buege, J. A.; Aust, S. D. Microsomal Lipid Peroxidation. Methods Enzymol 1978;
52(569):302-310.

18. Crouch RK, Gandy SE, Kimsey G, Galbraith RA, Galbraith GMP, Buse MG. The
inhibition of islet superoxide dismutase by diabetogenic drugs. Diabetes 1981;
30:235-241.

19. Aebi H. Catalase in Vitro. Methods Enzymol 1984; 105:121-126.
20. Ellman GL, Courtney KD, Andresm V, Featherstone RM. A new and rapid
colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem Pharmacol1961;

7(49):88-95.

21. Ywazaki JL, Loureiro APC, Zotz TGG, Nascimento LR, Nobre DV, Gomes ARS.
Effects of resistive exercise and stretching on the soleus muscle of ovariectomized



67

rats. Fisioterapia e Pesquisa 2016; 23(1):74-83.

22. Furnaletto Junior R, Souza AP, Oliveira AA, Nunes PRP, Michelin MA, Chica
JEL, Murta EFC, Orsatti FLA. Acute resistance exercise reduces increased gene
expression in muscle atrophyof ovariectomised arthritic rats. Menopause 2016;
15(4):193-201.

23. Cavalcanti-De-Albuquerque JPA, Salvador IC, Martins EL, Jardim-Messeder D,
Weneck-De-Castro JPS, Galina A, Carvalho DP. Role of estrogen on skeletal muscle
mitochondrial function in ovariectomized rats: a time course study in different fiber
types. J Appl Physiol 2014; 116:779-789.

24. tochynski D, Kaczmarek D, Redowicz MJ, Celichowski J, Krutki P. Long-term
effects of whole-body vibration on motor unit contractile function and myosin heavy
chain composition in the rat medial gastrocnemius. J Musculoskelet Neuronal
Interact 2013; 13(4):430-441.

25. Xie P, Tang Z, Qing F, Chen X, Zhu X, Fan Y, Yangn X, Zhang X. Bone mineral
density, microarchitectural and mechanical alterations of osteoporotic rat bone under
long-term whole-body vibration therapy. J Mech Behav Biomed Mater 2016; 53:351-
349.

26. Komrakova M, Sehmisch S, Tezval M, Ammon J, Lieberwirth P, Sauerhoff C,
Trautmann L, Wicke M, Dullin C, Stuermer KM, Stuermer EK. ldentification of a
vibration regime favorable for bone healing and muscle in estrogen-deficient rats.
CalcifTissue Int 2013; 92:509-520.

27. Bemben DA, Palmer IJ, Bemben MG, Knehans AW. Effects of combined whole-
body vibration and resistance training on muscular strength and bone metabolism in
postmenopausal women. Bone 2010; 47:650-656.

28. Dutra MC, Oliveira ML, Marin RV, Kleine HCR, Silva OL, Lazaretti-Castro M.
Whole-body vibration improves neuromuscular parameters and functional capacity in
osteopenic postmenopausal women. Menopause: Menopause 2016; 23(8):870-875.

29. Montoro MVP, Montilla JAP, Aguilera EL, Checa MA. El entrenamiento vibratorio
como intervencion en la sarcopenia: repercusiones en el sistema neuromuscular de
los adultos mayores. Nutr Hosp 2015; 32(4): 1454-1461.

30. Ma C, Liu A, Sun M, Zhu H, Wu H. Effect of whole-body vibration on reduction of
bone loss and fall prevention in postmenopausal women: a meta-analysis and
systematic review. J Ortho Surg Res 2016; 11(24).

31. Serrano AL, Mufioz-Canoves P. Regulation and dysregulation of fibrosis in
skeletal muscle. Exp Cell Res 2010; 316:3050-3058.

32. Frontera WR, Ochala J. Skeletal muscle: a brief review of structure and function.
Calcif Tissue Int 2015; 96(3):183-195.

33. Kaneguchi A, Ozawa J, Kawamata S, Kurose T, Yamaoka K. Intermittent whole-



68

body vibration attenuates a reduction in the number of the capillaries in unloaded rat
skeletal muscle. BMC Musculoskelet 2014; 15(315).

34. Gundersen K. Muscle memory and a new cellular model for muscle atrophy and
hypertrophy. J Exp Biol 2016; 2019:235-242.

35. Liu Y, Zhai M, Guo F, Shi T, Liu J, Wang X, Zhang X, Jing D, Hai C. Whole Body
Vibration Improves Insulin Resistance in db/db Mice: Amelioration of Lipid
Accumulation and Oxidative Stress. Appl Biochem Biotechnol 2016; 179:819-829.

36. Sanchez-Rodrigues MA, Zacarias-Flores M, Arronte-Rosales A, Correa-Mun E,
Menzonza-Nunes VM. Menopause as risk factor for oxidative stress. Menopause
2012; 19(3):361-367.

37. Gupta VK, Kumar A, Siddigi NH, Sharma B. Rat brain acetyl cholinesterase as a
biomarker of cadmium induced neurotoxicity. J Toxicol 2016; 1(1).

38. Strauss V, Moreno MCR, Vogt J, Dammann M, Schneider S, Gréters S,
Ravenzwaay BV. Acetylcholinesterase measurement in various brain regions and
muscles of juvenile, adolescent and adult rats. Toxicol Mech Methods 2017,
27(9):666-676.

39. Park S, Son WM, Kwon OS. Effects of whole body vibration training on body
composition, skeletal muscle strength, and cardiovascular health. Journal of Exercise
Rehabilitation 2015; 11(6):289-295.

40. Edwards JH, Reilly GC. Vibration stimuli and the differentiation of
musculoskeletal progenitor cells: Review of results in vitro and in vivo. World Journal
of Stem Cells 2015; 7(3):568-582.



ANEXOS

ANEXO 1 — APROVACAO NO COMITE DE ETICA

imprease ns LBEOESTE - hemns fanna

unioeste

Universidode Ectodvnl do Oerte do Pardnn

FPri-Reitoria de Pesquisa ¢ Pos-Gradaagdn
Comité de Erice no Uso e Animuis - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intiiulado “Avaliagao e comparagiao dos efeitos da
plataforma vibratéria aplicada durante 1 e 2 meses em ratas
ooferectomizadas”, sob wossa coordenacgdo, foi avaliado pelo CEUA

como APROVADO para execucac.
ATENCAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente serd emitido
apos o encemramento das atividades previstas ¢ apés o encaminhamento
do Relatério Final ao CEUA. Este Parecer NAD tem valor como Certificado

Experimantal,

Cascavgl \24/08/2018

Profa. Dra. LOElana Oliveira de Farina
Coordenadora do CEUA
Foraria n® 2728/2014 - GRE

69



70

ANEXO 2 — NORMAS REVISTA 01
Revista Brasileira de Reumatologia (Artigo 01)
Escopo e politica

A Revista Brasileira de Reumatologia (RBR) publica artigos sobre temas
reumatoldgicos e correlatos, apés andlise por seu Conselho Editorial. A RBR é
catalogada no Web of Science, PUBMED/MEDLINE, Lilacs (Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude), Scopus, Index Copernicus e Scielo
(Scientific Electronic Library Online).

Ao submeter o manuscrito, os autores assumem a responsabilidade de o
trabalho néo ter sido previamente publicado nem estar sendo analisado por outra
revista. Os manuscritos devem ser inéditos, ter sido objeto de analise e com anuéncia
de todos os autores.

Artigos aceitos para publicacdo passam a ser propriedade da revista, nao
podendo ser reproduzidos sem consentimento por escrito.

A abreviatura de seu titulo € Rev Bras Reumatol, que deve ser usada em
bibliografias, notas de rodapé e em referéncias bibliograficas.

N&o ha taxas para submisséo e avaliagdo de artigos.

A Revista adota o sistema iThenticate para todos os manuscritos submetidos;
na identificacdo de alto indice de pareamento os arquivos sdo submetidos a avaliagéo
pelos editores.

Os manuscritos serdo avaliados inicialmente por editor-chefe e/ou editor
associado, e se considerado em conformidade com formato e escopo da Revista,
seguirdo para avaliagdo por no minimo dois revisores com conhecimento cientifico na
area de pesquisa, de procedéncia nacional ou estrangeira. Apos as devidas correcdes
e possiveis sugestbes, 0 manuscrito receberd os pareceres favoraveis ou
desfavoraveis dos revisores, que subsidiardo a subsequente reavaliacdo e
recomendacao de aceite ou rejeicao pelo editor associado. As decisdes finais serao
de responsabilidade do editor-chefe”.

Forma e preparacdo de manuscritos

APRESENTACAO DO MANUSCRITO

O manuscrito pode ser submetido em portugués ou inglés, em espaco duplo,
com margens de 2,5 cm. No texto ndo devem ser empregadas abreviaturas nao
convencionais, girias (jargdes) médicas ou redacao tipo telegrafica. A citacdo de
medicamentos e produtos farmacéuticos deve ser feita utilizando-se apenas a
nomenclatura farmacolégica, sem menc¢éao do nome comercial.

ESTRUTURA DO MANUSCRITO

Manuscript*, Title Page*, Cover Letter e Author Agreement* devem ser
enviados em arquivos individuais. Tabelas e figuras devem ser numeradas
conforme citadas no texto e enviadas em arquivos separados, com titulos e
legendas correspondentes. (*arquivos obrigatorios)

Pagina do titulo
Deve conter: a) titulo do artigo; b) nome completo dos autores e sua titulacéo



71
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Articles accepted for publication will be published in our e-only section -
and not in print.

Manuscripts should be submitted at ScholarOne Manuscripts. Instructions for using
the system can be found on the site. Furthermore, an author guide is available in the
“User Tutorials”area of the site if assistance is needed.

Manuscripts can be submitted as either “original” or “review”. In addition, book reviews,
abstracts of sports medicine interest, and announcement of consensus statements or
meeting reviews and other topics of interest can be submitted to the “sports medicine
update” section.

The submission should include a letter stating that the manuscript contains original
material only that has not previously been published, and is not currently under
consideration elsewhere, nor will be submitted elsewhere until a final decision has
been made by the journal.

Please note that we now accept .doc and .docx files.

Copyright

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for
the paper will receive an email prompting them to login into Author Services; where via
the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able to complete the license
agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented
with the copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the
CTA can be previewed in the samples associated with the Copyright FAQs below:
CTA Terms and Conditions

Manuscript Preparation

When preparing manuscripts for submission, authors should follow the style of the
journal:

1. Manuscripts should be divided into:

- Title page (including contact name and address including phone, fax and e-mail, and
with a title not exceeding 120 characters and a running head of not more than 45
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http://mc.manuscriptcentral.com/SJMSS
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp

75

- Introduction - Materials and methods (including statement that informed consent and
local ethics committee approval has been provided for human studies)

- Results, discussion, perspective and acknowledgements (if any)

- References*

- Tables, figure legends and figures - units should be SI and metric

2. It is mandatory that all manuscripts include a brief perspective paragraph at the end
of the discussion in which the findings are put into perspective in the relevant area of
sports medicine. This includes reference to possible previous articles in this and other
journals and the potential impact of the present findings. This paragraph should not
exceed 200 words.

3. As a general rule, no more than 40 references should be cited in a full text original
article (120 in reviews). References*

All references should be numbered consecutively in order of appearance and should
be as complete as possible. In text citations should cite references in consecutive order
using Arabic superscript numerals. Sample references follow:

Journal article:

1. King VM, Armstrong DM, Apps R, Trott JR. Numerical aspects of pontine, lateral
reticular, and inferior olivary projections to two paravermal cortical zones of the cat
cerebellum. J Comp Neurol 1998;390:537-551.

Book:

2. Voet D, Voet JG. Biochemistry. New York: John Wiley & Sons; 1990. 1223 p.
Please note that journal title abbreviations should conform to the practices of Chemical
Abstracts.

For more information about AMA reference style - AMA Manual of Style

4. Tables should be typed on separate sheets numbered with Arabic numerals, and
have self-explanatory headings. Authors are strongly recommended to include
illustrative figures in their manuscripts instead of large tables. The detailed tables
themselves can instead be submitted as 'supporting information'.

5. Figures should have a title, be accompanied by a legend on a separate sheet and
be self-explanatory.

Data Sharing and Data Accessibility

The journal encourages authors to share the data and other artefacts supporting the
results in the paper by archiving it in an appropriate public repository. Authors should
include a data accessibility statement, including a link to the repository they have used,
in order that this statement can be published alongside their paper.

Proofs
The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site. A
working e-mail address must therefore be provided for the corresponding author. The
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proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file from this site.
Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be
downloaded (free of charge) here.

This will enable the file to be opened, read on screen and printed out in order for any
corrections to be added. Further instructions will be sent with the proof. Hard copy
proofs will be posted if no e-mail address is available. Excessive changes made by the
author in the proofs, excluding typesetting errors, will be charged separately.

The Scandinavian Journal of Medicine and Science in Sports is covered by Wiley-
Blackwell's Early View Service. Early View articles are complete full-text articles
published online in advance of their publication in a printed issue. Articles are therefore
available as soon as they are ready, rather than having to wait for the next scheduled
print issue. Early View articles are complete and final. They have been fully reviewed,
revised and edited for publication, and the authors' final corrections have been
incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after online
publication. The nature of Early View articles means that they do not yet have volume,
issue or page numbers, so Early View articles cannot be cited in the traditional way
.They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to
be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI
remains valid and can continue to be used to cite and access the article.

Online production tracking is available for your article through Wiley-
Blackwell's Author Services. Author Services enables authors to track their article -
once it has been accepted - through the production process to publication online and
in print. Authors can check the status of their articles online and choose to receive
automated e-mails at key stages of production so they don’t need to contact the
production editor to check on progress. Visit Author Services for more details on online
production tracking and for a wealth of resources including FAQs and tips on article
preparation, submission and more.

* We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference
management and formatting. Reference Manager reference styles can be searched
for here.

Supporting Information

Scandinavian Journal of Medicine and Science in Sports Online gives authors the
opportunity to include data that would be inappropriate or impractical to include in the
printed version. These data may substantially enhance the importance of the research
and may also be of benefit to readers. Authors are encouraged to include data such
as videos, 3-D structures/images, large tables and any other supporting data too large
for print publication. All supporting information must be submitted as 'supplementary
files for review' with the original manuscript via ScholarOne Manuscripts. 'Supporting
Information’ will be made available alongside the online version (only) of the published
article. Please note that supporting information will not be copy-edited or typeset, but
be made available online in exactly the form it is received and approved. Supporting
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information guidelines including acceptable file formats and sizes are available here.

Page Charges

Any article which exceeds 6 pages (in the final published version) will be charged.
Excess pages, over and above 6 pages, must be paid for at a rate of GBP 125 per
page. A page contains about 5,400 letters on average, space between words included
(but not tables and figures).

Production Tracking

Online production tracking is now available for your article through Blackwell’s Author
Services. Author Services enables authors to track their article — once it has been
accepted — through the production process to publication online and in print. Authors
can check the status of their articles online and choose to receive automated e-mails
at key stages of production. The author will receive an e-mail with a unique link that
enables them to register and have their article automatically added to the system.
Please ensure that a complete e-mail address is provided when submitting the
manuscript. Visit Author Services for more details on online production tracking and for
a wealth of resources including FAQs and tips on article preparation, submission and
more.
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If you would like to send suggestions for artwork related to your manuscript to be
considered to appear on the cover of the journal, please follow these general
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