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RESUMO

BOARETTO, M. L. Efeitos da plataforma vibratéria na histomorfometria e
estresse oxidativo no musculo séleo em ratos wistar obesos. 96 paginas.
Dissertacdo (Mestrado). Programa de POs-Graduacdo em Biociéncias e Saude,
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude, Campus Cascavel, Unioeste, 2019.

A obesidade influéncia negativamente o sistema musculoesquelético e para prevenir
as comorbidades que esta doenca causa preconiza-se a pratica regular de exercicio
fisico. Uma modalidade de exercicio que vem sendo empregada é o treino em
plataforma vibratoria (PV), que busca melhorar a for¢ca e a poténcia muscular. Com
isto, o objetivo desta pesquisa foi verificar efeitos da plataforma vibratoria no
musculo s6leo em ratos com obesidade induzida por glutamato monossédico (MSG).
Para tanto foram utilizados 32 ratos Wistar aleatorizados igualmente em quatro
grupos: controle (GC), controle submetido a plataforma vibratéria (GCP), obeso (GO)
e obeso submetido a plataforma vibratoria (GOP). Para inducdo da obesidade foram
utilizadas inje¢des de glutamato monossodico do 1° ao 5° dia de vida dos animais.
Aos 70 dias de idade dos animais iniciou-se o treino em PV. O protocolo teve
frequéncia ajustada a 60 Hz e amplitude de dois milimetros e foi realizado trés vezes
por semana, durante 10 minutos, em um periodo de oito semanas consecutivas. Aos
130 dias de idade os animais foram eutanasiados e coletado os musculos soleos
para o processamento histolégico e andlise histomorfométrica quanto a area de
seccdao transversa, maior e menor diametro da fibra muscular, relacdo de nucleos e
vasos sanguineos por fibra muscular, porcentagem de tecido conjuntivo, area de
seccao transversa, maior e menor diametro da juncdo neuromuscular e tipos de
fiboras musculares, além da andlise da atividade das enzimas colinesterase (ChE),
superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e reacéo de lipoperoxidacao (LPO). Os
dados foram analisados estatisticamente quanto a sua homogeneidade, normalidade
e analise da variancia de dois fatores, adotando-se nivel de significancia de 5%. Na
analise morfologica os grupos obesos apresentaram hipotrofia muscular. Em relacao
a area de seccado transversa, maior e menor diametro, GC e GO apresentaram
médias maiores quando comparados com GCP e GOP. A densidade capilar e
namero de ndcleos foram menores nos animais obesos, contudo a média foi maior
nos animais submetidos a PV. A porcentagem de tecido conjuntivo foi maior nos
animais obesos, porém o GOP apresentou menor quantidade quando comparado
com o GO. Na andlise das jun¢Bes neuromusculares, em relagdo a area, maior e
menor diametro, GCP e GOP apresentaram médias maiores, quando comparado
com GC e GO, respectivamente. Houve predominio de fibras oxidativas no musculo
séleo, ndo havendo diferenciacédo das fibras em outros tipos. Em relagéo ao estresse
oxidativo, houve diminuicdo da LPO nos grupos obesos, nas demais enzimas SOD,
CAT e ChE nédo houve diferenca significativa. Conclui-se desta forma que a
plataforma vibratoria € capaz de promover alteracbes quanto a densidade capilar e
nuacleos por fibra, porcentagem de tecido conjuntivo, nas jun¢des neuromusculares e
na lipoperoxidagao.

Palavras-Chaves: obesidade; vibracdo; musculo séleo.



GENERAL ABSTRACT

BOARETTO, M. L. Effects of the vibratory platform on histomorphometry and
oxidative stress in the soleus muscle in obese wistar rats. 96 pages.
Dissertation (Master's degree). Programa de Pés-Graduagdo em Biociéncias e
Saude, Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude, Campus Cascavel, Unioeste,
2019.

Obesity negatively influences the musculoskeletal system and to prevent the
comorbidities that this disease causes it is recommended to practice regular physical
exercise. An exercise modality that is being used is the vibratory platform (PV)
training, which seeks to improve muscle strength and potency. With this, the
objective of this research was to verify effects of the vibratory platform in the soleus
muscle in rats with obesity induced by monosodium glutamate (MSG). For this
purpose, 32 Wistar rats were randomized equally to four groups: GC, GCP, GO,
GOP. For the induction of obesity monosodium glutamate injections were used from
the 1st to the 5th day of life of the animals. At 70 days old the training in PV was
started. The protocol had a frequency adjusted at 60 Hz and amplitude of two
millimeters, it was performed three times a week for 10 minutes over a period of eight
consecutive weeks. At 130 days old, the animals were euthanized and the soleus
muscles was collected for histological processing and histomorphometric analysis as
the cross-sectional area, larger and smaller diameter of the muscle fiber, ratio of
nuclei and blood vessels to muscle fiber, percentage of connective tissue, cross-
sectional area, greater and smaller diameter of the neuromuscular junction and types
of muscle fibers, besides the analysis of the activity of the enzymes cholinesterase
(ChE), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and lipoperoxidation reaction
(LPO). The data were statistically analyzed for their homogeneity, normality and
analysis of the variance of two factors, adopting a level of significance of 5%. In the
morphological analysis the obese groups presented muscular hypotrophy. In relation
to the cross-sectional area, larger and smaller diameter, the GC and GO had higher
avrage values when compared to the GCP and GOP. The capillary density and
number of nuclei were lower in obese animals, but the mean was higher in the
animals submitted to PV. The percentage of connective tissue was higher in obese
animals, however the GOP presented smaller amount when compared to the GO. In
the analysis of JNMs, concerning to the area, larger and smaller diameter, the GCP
and GOP presented larger means when compared with the GC and GO,
respectively. There was a predominance of oxidative fibers in the soleus muscle, with
no differentiation of fibers in other types. In relation to oxidative stress, there was a
decrease in lipoperoxidation in the obese groups, in the other SOD, CAT and ChE
enzymes there was no significant difference. Therefore, it is concluded that the
vibratory platform is able to promote changes in capillary density and nuclei by fiber,
percentage of connective tissue, neuromuscular junctions and lipoperoxidation.

Key-words: obesity; vibration; skeletal muscle.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é definida como um acumulo de gordura, em diferentes locais
anatémicos, que apresenta um elevado risco para a saude dos individuos e
predispondo ao surgimento de diversas doencas. A prevaléncia mundial da
obesidade, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), triplicou desde a
década de 1970, e o numero de pessoas afetadas continua aumentando em um
ritmo alarmante. Em 2016, mais de 1,9 bilhOes de pessoas apresentavam excesso
de peso, sendo que, destes, mais de 650 milhdes eram obesos, totalizando 39% da
populacdo mundial, com 18 anos ou mais, de ambos 0s sexos, acima do peso e
13% no estado de obesidade (WHO, 2018).

Devido ao acumulo de gordura, ocorrem alteracbes no metabolismo e
sobrecarga de todos os 6rgaos, trazendo como consequéncias o desenvolvimento
de alteracbes no sistema nervoso central (SNC) (CAMILLIO, KISS, DAMASCENO,
2017), doencas cardiovasculares, hipertensdo (CORRAL et al., 2006), doencas
renais (KOVESDY, FURTH, ZOCCALI, 2017), resisténcia a insulina, diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) (SILVEIRA, VIEIRA, SOUZA, 2018), distlrbios enddcrinos,
cancer (PEARSON-STUTTARD et al., 2018), entre outros agravos e complicacdes a
saude. Ainda, a obesidade também exerce influéncia negativa sobre o
remodelamento do tecido muscular, havendo perda de massa muscular e acimulo
de gordura subcutdnea e intramuscular, determinando a obesidade sarcopénica
(OS). Este fenbmeno é associado a diminuicdo da taxa metabdlica basal (TMB)
juntamente com a inatividade fisica (GADELHA et al., 2014; SILVA-NETO et al.,
2012).

A OS é caracterizada por perda de tecido muscular com simultaneo aumento
de tecido adiposo, ou seja, € uma combinac¢do de pequena reserva de massa magra
e grande acumulo de massa gorda. Ocorre em individuos sedentarios ou que

praticam pouco exercicio fisico, seja por fadiga, intolerancia ao esforco ou
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incapacidade, o que acaba gerando um desequilibrio entre 0 consumo e 0 gasto
energético (ROUBENOFF, 2004; ZAMBONI et al., 2008).

Uma forma de tratamento da obesidade é aumentar o gasto energético. Assim
0os exercicios fisicos vém sendo amplamente preconizados, pois minimizam o0s
efeitos maléficos do sedentarismo. Entre os exercicios, é crescente o uso da
plataforma vibratéria (PV). Este equipamento eletrbnico produz, por meio de uma
base vibratéria, vibracdes oscilatorias sinusoidais, que geram estimulos mecanicos
com diversas amplitudes e frequéncias (RITTWEGER, 2010).

Os beneficios do uso da plataforma vibratéria ainda sdo muito discutidos,
contudo, na literatura, esta descrito a melhora da qualidade é6ssea (DALTRO,
BARRETO, ROSA, 2016), da funcdo neuromuscular, do ganho de forca, poténcia e
trofismo muscular (CASIMIRO et al., 2015), além da melhora do equilibrio (SILVA,
SCHNEIDER, 2011), reducao da dor articular e muscular (BALADELI et al., 2015) e
melhora do controle postural (BOGAERTS et al., 2007).

Assim sendo, a plataforma vibratoria pode ser considerada um recurso
terapéutico alternativo, podendo atuar na prevencdo, promocdo e reabilitacdo da
salde desta populacdo obesa, além de contribuir com atenuacdo dos custos
publicos destinados ao tratamento das comorbidades decorrentes da obesidade.
Porém ainda € preciso um maior nimero de investigacdes sobre este recurso, pois
seus efeitos no tecido muscular ainda ndo estéo totalmente elucidados. Com isso, 0s
estudos cientificos nesta tematica sao relevantes na tentativa de esclarecer quais 0s
efeitos morfofisiolégicos no tecido muscular esquelético sdo causados pela
plataforma vibratoria, fornecendo evidéncias para que 0 Seu uso Seja uma OpGao
segura de exercicio fisico para a populacdo obesa e possa ser amplamente
difundida.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos da plataforma vibratoria no musculo s6leo em ratos com

obesidade induzida por glutamato monossaodico.

2.2 Objetivos Especificos

Em ratos Wistar com obesidade induzida por MSG, verificar a influéncia do
tratamento com plataforma vibratéria:
¢ Nos parametros morfolégicos e morfométricos, com relacéo a area de seccao
transversa, maior e menor didmetro da fibra muscular;
¢ Nos diferentes tipos de fibras musculares;
e Nas juncBes neuromusculares (JNMs), com relacdo a area, maior e menor
diametro.

e No estresse oxidativo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Musculo estriado esquelético e jungcbes neuromusculares

Nos seres humanos, aproximadamente 40% da massa corporal total é
formada por musculos esqueléticos (FRONTERA, OCHALA, 2015; LAUMONIER,
MENETREY, 2016; TROVATO et al.,, 2016). Os musculos sdo compostos por
proteinas, principalmente por feixes de fibras contrateis (GILLIES, LIEBER, 2011,
LAUMONIER, MENETREY, 2016) e, sao responsaveis por diversas fun¢des, como
por exemplo, os movimentos corporais (KARALAKI et al.,, 2009) e a locomogéao
(TROVATO et al., 2016).

O tecido muscular estriado esquelético € composto por feixes de células
cilindricas, muito longas, multinucleadas, que apresentam estriacdes transversais, e
contém muitos filamentos, as miofibrilas (FRONTERA, OCHALA, 2015). Essas
células, ou fibras contrateis, estdo sujeitas ao controle voluntario, e 0s seus
componentes recebem nomenclatura especial: a membrana celular é chamada de
sarcolema; o citoplasma, de sarcoplasma; e o reticulo endoplasmatico liso, de
reticulo sarcoplasmético (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2017).

O musculo é revestido por tecido conjuntivo, chamado de epimisio. A
penetracdo deste tecido para o interior do musculo forma o perimisio, que separa as
fibras em fasciculos. Por fim, cada fibra muscular é envolvida individualmente pelo
endomisio (Figura 01), que € constituido pela lamina basal da fibra muscular, fibras
reticulares, e principalmente, por fibroblastos (GILLIES, LIEBER, 2011; TROVATO et
al., 2016). Este tecido € responséavel pela transmissdo da forca de contracdo do
musculo a outras estruturas, como tenddes e ossos (GILLIES, LIEBER, 2011) e pela
manutencdo da unido das fibras musculares, além de permitir passagem para 0s
nervos, vasos sanguineos e linfaticos, auxiliando na manutengcdo do metabolismo
celular (TROVATO et al., 2016; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2017).
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PERIMIiSIO

. EPIMiSIO 0SSO
ENDOMISIO
NUCLEO
e
MIOFIBRILA )
FASCicULO TENDAO
SARGRLEMA VASOS SANGUINEOS
Figura  01: llustracdo da  estrutura  do musculo esquelético (Acesso em:

<https://br.depositphotos.com/105991088/stock-illustration-illustration-of-structure-skeletal-
muscle.html>).

As fibras musculares contém no sarcoplasma as miofibrilas, e possuem
diversos nucleos situados na periferia. As miofibrilas consistem-se de miofilamentos
de proteinas, dispostos em ordem bem definidas, formando os sarcémeros, 0s quais
correspondem a unidade contrati dos musculos (PIOVESAN et al, 2009;
FRONTERA, OCHALA, 2015; TROVATO et al.,, 2016). Sendo que as quatro
principais proteinas sdo a miosina, actina, tropomiosina e troponina, que sao
responsaveis pela aparéncia estriada do masculo (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2017).

De acordo com a estrutura e a composicdo molecular das fibras, estas
podem ser classificadas como lentas (tipo 1) e rapidas (tipo Il). As lentas, também
chamadas de oxidativas, contém muitas mioglobinas e mitocéndrias, possuem cor
vermelha, sdo responsaveis por contracdes continuas, resistentes a fadiga e obtém
energia dos 4cidos graxos. Ja as rapidas, também chamadas de glicoliticas, contém
pouca mioglobina e mitocondrias, possuem cor branca e sdo adaptadas as
contracdes rapidas (FRONTERA, OCHALA, 2015). Contudo, estas ainda sédo
diferenciadas, com base na cadeia pesada de miosina, em dois subtipos. Tipo IIA,
que possui propriedades intermediarias, tendo potencial para producédo de forca,
utiizando o metabolismo oxidativo e glicolitco e tipo [IB que utiliza,
predominantemente, o metabolismo glicolitico, sendo assim a mais rapida e fatigavel
(PIOVESAN et al., 2009; SCHIAFFINO, REGGIANI, 2011; TALBOT, MAVES, 2016).

A composicédo das fibras no muasculo depende da sua funcdo. Aqueles que
sdo predominantemente posturais, como por exemplo, o musculo soOleo, possui

maior quantidade de fibras tipo I, enquanto os que exigem movimentos rapidos e de



17

forca, como por exemplo, o musculo biceps braquial, possui em sua maioria fibras
tipo Il (PIOVESAN et al., 2009; TALBOT, MAVES, 2016).

A contracdo dessas fibras musculares ocorre por meio da propagacao do
potencial de acdo pelos tubulos T. O sistema de tubulos T séo cisternas no
sarcolema, que permitem a excitagdo uniforme das fibras (FRONTERA, OCHALA,
2015; TROVATO et al., 2016). Quando a acetilcolina é liberada na fenda sinaptica, o
potencial de acdo é conduzido pelos tabulos T atingindo todo o musculo, fazendo
com que o reticulo sarcoplasmatico libere os ifons de calcio (Ca*"), que estavam
armazenados, ocorrendo assim, a contracdo pela interacdo entre os filamentos de
miosina e actina. Apds, os ions calcio sdo bombeados de volta para o reticulo
sarcoplasmatico, cessando a contracdo. Eles permanecem armazenados, até que
um novo potencial de acéo inicie (Figura 02) (GUYTON, HALL, 2017). Para ocorrer a
contracdo muscular, a acetilcolina é liberada nas juncées neuromusculares (JNMs).
A JNM é um sitio sinaptico, que representa a comunicag¢ao entre o sistema nervoso
periférico e a fibra muscular. E composta pelo axénio pré-sinaptico, a fenda
sinaptica, a parte pos-sinaptica (fibra muscular), vesiculas e receptores de
acetilcolina e também enzima colinesterase. Estas ainda sofrem influéncia dos
estimulos nervosos e de qual fibora muscular pertencem (SCHIAFFINO, REGGIANI,
2011; GONZALEZ-FREIRE et al., 2014; KRAUSE-NETO et al., 2015).

Terminal
sinaptico

Axénio do
neurdnio motor

Tabulo T
Mitocdndria

Reticulo
sarcoplasmatico

Miofibrila

Membrana
plasmatica da
fibra muscular
= Ca?* liberado do reticulo

Sarcomero sarcoplasmatico

Figura 02: llustragéo dos componentes da fibra muscular (REECE et al., 2015).

O tecido muscular € capaz de se adaptar a diversos estimulos, sendo
considerado um tecido dinamico, com alta plasticidade (PIOVESAN et al., 2009;
KRAUSE-NETO et al.,, 2015). As fibras musculares podem ser remodeladas por

meio do exercicio fisico, como o treinamento contra-resistido e de endurance



18

(FRONTERA, OCHALA, 2015; KRAUSE-NETO et al., 2015; TROVATO et al., 2016).
O reparo muscular € capaz de ocorrer devido a presencga de células satélites (CS),
localizadas entre a membrana sarcoplasmatica das miofibrilas e a lamina basal.
ApdOs uma lesdo ocorre ativacdo das células satélites, que se proliferam e formam
mioblastos, provocando a remodelacdo e regeneragdo muscular (LAUMONIER,
MENETREY, 2016), contudo, estados patologicos, como as lesGes traumaticas e

obesidade, também estédo associados as alteracfes das fibras (WOLFE, 2006).

3.2 Obesidade

A obesidade é definida como um acumulo de gordura, em diferentes locais
anatdbmicos, que traz impactos negativos sobre o organismo dos individuos e
apresenta riscos a saude, podendo causar deficiéncias fisicas e problemas
psicolégicos, aumentando o risco de desenvolvimento de doencas crbnicas nao
transmissiveis (DCNTSs), incluindo doengas cardiovasculares, cancer e diabetes
(WHO, 2018).

A obesidade atingiu proporcdes epidémicas globalmente, com
aproximadamente 2,8 milhdes de pessoas morrendo a cada ano em decorréncia do
excesso de peso ou obesidade. Ha algumas décadas esta doenca estava associada
aos paises desenvolvidos, com alto poder aquisitivo, porém, atualmente, a
obesidade também € prevalente em paises em desenvolvimento, com baixa e média
renda. A obesidade é uma condicdo complexa, que traz sérias dimensdes sociais e
psicolégicas, afetando praticamente todos o0s grupos etarios e socioecondmicos
(WHO, 2018).

O tecido adiposo é um érgao complexo, com profundos efeitos no organismo
dos individuos, sendo a obesidade uma doenca associada a diversas complicagdes.
Dentre as comorbidades, esta a resisténcia a insulina, diabetes, hipertenséo arterial
sistémica, doencas cardiacas, acidente vascular encefalico, apneia do sono,
osteoartrite, doenca hepatica gordurosa néo alcoodlica, doenca da vesicula biliar,
alteracbes endocrinas, problemas osteomusculares, alguns tipos de céancer e
alteracdes psicologicas, com o desenvolvimento de estados depressivos (BRAY,
2004).
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O estudo da obesidade coloca em evidéncia que o acumulo do tecido
adiposo implica em uma complexa gama de alteragdes fisiologicas e patolégicas no
organismo, visto que este desempenha diversas funcdes, e exerce influéncia na
homeostase dos nutrientes, na homeostase energética, nas respostas imunoldgicas,
nas funcdes enddcrinas e reprodutoras e na termogénese (ROSEN, SPIEGELMAN,
2014).

Uma forma de mensurar a obesidade é por meio da analise do Indice de
Massa Corporal (IMC), que é amplamente utilizado para o diagndéstico da obesidade
em adultos. Ele foi reformulado e definido em 1972, pelo cientista Ancel Keys. Esse
indice é obtido pela equacdo: peso em quilogramas dividido pela altura em metros
ao guadrado e a partir do resultado obtém-se a classificacdo da massa corporal do
individuo. A primeira faixa é de 18,5 a 24,9, sendo os individuos que permanecem
dentro desta faixa considerados eutroficos; individuos com indices de IMC abaixo de
18,5 séo classificados como “baixo peso”. Valores entre 25 e 29,9 sao classificados
como “sobrepeso”; individuos que apresentam indices de 30 a 34,9 sao classificados
como “Obeso grau 17; 35 a 39,9, “Obeso grau 2”; e IMC maior que 40, “Obeso grau
3”. Porém, o IMC néao fornece informagdes sobre distribuicdo ou porcentagem de
gordura, nem mesmo informagdes sobre a massa livre de gordura (KEYS et al.,
2014).

A obesidade esta associada a um baixo grau de inflamacdo sistémica
crdnica no tecido adiposo, a qual € induza pela ativacdo do sistema imunolégico que
sintetiza algumas citocinas pro-inflamatérias como o TNF-q, IL-1 e IL-6, desta forma
mantém um estado inflamatoério sistémico. O excesso de tecido adiposo também
induz aumento do estresse oxidativo sistémico, produzindo maior quantidade de
espécies reativas de oxigénio (EROs) por macréfagos e mondcitos (MARSEGLIA et
al., 2015). Quando a capacidade antioxidante de um organismo é superada pela
maior producdo de EROs pode-se ter como consequéncia niveis de peroxidagao
lipidica aumentados, que resulta em dano celular em alguns tecidos corporais, como
o0 adiposo, cérebro e tecido muscular (FRANCA et al., 2013).

Paralelamente, ao aumento da obesidade e das comorbidades
desenvolvidas por ela, também se elevaram os custos com saude em nivel mundial.
Estima-se que nos EUA, os custos anuais em saude, com a populacdo obesa, se
aproximam dos 215 bilhGes de délares; valores cerca de 100% a mais do que o

gasto com individuos ndo obesos. Ja no Brasil, o gasto anual do SUS, para o
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tratamento da obesidade, é cerca de 3,6 bilhdes de reais, destes, 68% gastos com o
tratamento hospitalar e 32% com o tratamento ambulatorial (BAHIA; ARAUJO,
2014). Contudo, as consequéncias econdmicas da obesidade e doencas associadas
nao se limitam ao sistema de saude, também incluem os custos sociais, tais como:
diminuicdo da qualidade de vida, problemas de perda de produtividade e mortes
precoces. Assim, este problema mundial exige estratégias preventivas na tentativa
de controlar e tratar essa doenca e suas complicacbes (BAHIA, ARAUJO, 2014;
WHO, 2018).

3.3 Modelo experimental para inducao da obesidade

A obesidade hipotalamica pode ser induzida pela administracdo de
glutamato monossodico (MSG) em animais recém-nascidos, cuja barreira hemato-
encefélica ainda ndo se encontra totalmente formada (OLNEY, 1971; SCLAFANI,
1984). A substancia produz efeitos neurocitotdxicos e induz a destruicdo de corpos
celulares e morte neuronal, ocorrendo lesdes, principalmente, no nucleo arqueado
do hipotalamo, lesando aproximadamente 75% dos neurénios (ROMAN-RAMOS et
al., 2011).

O hipotdlamo desempenha papel chave no controle da homeostase
energética, regulacdo do metabolismo de glicose e lipidios, e sinalizacdo da
saciedade. A obesidade hipotalamica gera uma desordem neuroenddcrina, refletindo
em uma desregulacdo no controle da ingestdo alimentar e do gasto energético, ou
seja, ocorre um excesso de consumo alimentar, especialmente de acidos graxos,
que repercute em resposta inflamatéria sistémica (SMITH, 2018).

Assim a obesidade provocada pelo MSG causa aumento do tecido adiposo
central (visceral), intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia,
prejuizo no controle da temperatura corporal, diminuicdo do crescimento, alteracéo
da funcédo sexual, infertilidade, alteracdes no controle cardiovascular (ROMAN-
RAMOS et al., 2011), entre outras alteragcbes, como modificagcdes nas estruturas
celulares (OLNEY, 1971).



21

3.4 Efeito da obesidade no musculo estriado esquelético

O tecido muscular é um tecido metabolicamente ativo e consome cerca de
70% do oxigénio de todo organismo, exercendo grande influéncia no gasto
energeético. Porém as alteragdes no tecido muscular, associadas com baixo nivel de
atividade fisica contribuem para o acumulo do tecido adiposo. Consequentemente, a
manutencdo de uma grande massa muscular e consequente renovacao de proteina
muscular pode contribuir para a prevencao da obesidade (WOLFE, 2006).

Na literatura s&o encontrados estudos que demonstram a influéncia da
obesidade sobre o tecido muscular. O tecido adiposo armazenado é capaz de
aumentar, substancialmente, as citocinas pré-inflamatérias circulantes, como TNF-q,
IL-1, IL-6 e proteina C reativa, as quais desempenham papel importante na
sinalizacdo celular e na resposta a inflamacéo sistémica, aguda e crbnica, e podem
ter impacto prejudicial no musculo esquelético, estimulando a degradacdo da
proteina muscular, levando a reducdo da sintese proteica muscular e perda de
massa magra (TOMLINSON, 2016). A obesidade esta relacionada a resisténcia a
insulina no musculo esquelético, assim, quando ha essa associacao, ocorre reducao
das fibras tipo | e remodelacdo das fibras do tipo lla para o lIx, com consequente
reducdo da atividade enzimatica oxidativa (TALBOT, MAVES, 2016).

O excesso de tecido adiposo promove alteragbes negativas no tecido
muscular, levando a perda de massa magra, denominada de sarcopenia. Com isto, a
populacao obesa sofre, concomitantemente, com o acumulo de gordura e diminui¢ao
da massa magra, condicdo conhecida como OS (SCHRAGER et al., 2007). A OS
esta relacionada a inflamacéo sistémica crénica, rigidez das aponeuroses, estresse,
encurtamento e oposicdo a expansdo lateral das fibras musculares e alteracao
neurologicas, como desnervacado das fibras (RAHEMI, NIGAM, WAKELING, 2015);
além do declinio da atividade fisica com déficit de mobilidade, e diferentes niveis de
incapacidade na execucdo das atividades de vida diaria (BAUMGARTNER et al.,
2004; SCHRAGER et al., 2007).

O remodelamento que ocorre no tecido muscular favorece a diminuicdo da
taxa metabdlica basal (TMB), ou taxa metabdlica de repouso (TMR). Ainda, h4 um
consenso que os obesos exibem pior qualidade muscular e menor forca relativa a
sua massa corporal (HILTON et al., 2008; TOMLINSON, 2016).
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A maior parte da populacdo obesa ndo é classificada como sarcopénica,
pois a classificagdo do IMC ndo é capaz de promover esta definicdo (KEYS et al.,
2014). No entanto, na OS ocorre o desenvolvimento da insuficiéncia da massa
muscular em relacdo ao tamanho corporal total destes individuos. Assim, esta
condicdo sinérgica da obesidade associada a sarcopenia esta relacionada com
piores fungdes fisicas, trazendo muito mais riscos a saude destes individuos do que
qguando estas condicbes aparecem isoladas, levando a desfechos ndo favoraveis

para o quadro clinico desta populacdo (GADELHA et al., 2014).

3.5 Exercicio fisico e plataforma vibratéria

7

A crescente taxa de prevaléncia da obesidade é atualmente um dos
principais desafios da saude publica em todo o mundo. Tendo conhecimento da
gama de doencas que estdo associadas a obesidade e das suas consequéncias,
torna-se necessario a criacdo de novas politicas publicas que envolvam a promocao,
prevencdo e recuperacdo da saude desta populagdo, incentivando o
desenvolvimento de habitos de vida saudaveis, com alimentacdo adequada e pratica
de exercicios fisicos (ALMEIDA et al., 2017; SCHUH et al., 2017).

Uma estratégia economicamente vidvel para o tratamento da obesidade e
das suas complicacbes € a pratica regular de exercicio fisico. A atividade fisica
ajuda a prevenir e tratar doencas nao transmissiveis (DNTSs), doencas cardiacas,
acidente vascular encefélico, diabetes, hipertenséo arterial sistémica, o excesso de
peso e a obesidade, e ainda, pode melhorar a satde mental, a qualidade de vida e o
bem-estar dos individuos (WHO, 2018).

O exercicio fisico causa modificagcbes na composi¢cao corporal e no tecido
muscular. O treino de endurance e de forca induzem ativagcdo de grandes grupos
musculares e diferentes vias moleculares, aumento da densidade de capilares,
aumento do tamanho das mitocondrias, ativacado de células satélites, hipertrofia e
hiperplasia das fibras musculares e plasticidade neuromuscular (FRONTERA,
OCHALA, 2015). Também podem mediar efeitos anti-inflamatorios, atenuando a

atrofia das fibras e a sinalizacdo pré-apoptotica, por meio do aumento da atividade
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das enzimas mitocondriais e diminuicAdo do TNF-a no musculo esquelético
(TROVATO et al., 2016).

Ainda, sabe-se que a contracdo muscular e as adaptacdes musculares
proporcionadas pelo exercicio geram producdo de EROs, contudo quando o mesmo
é realizado de forma regular proporciona aumento do sistema antioxidante, ou seja,
confere protecdo ao organismo contra os danos oxidativos nas moléculas proteicas
(FIUZA-LUCES et al., 2013).

Dentre as modalidades de exercicio fisico esta o uso da plataforma
vibratoria, ou vibracdes do corpo inteiro, ou ainda Whole-Body Vibration, que séo
recursos que vém sendo utilizados e estudados nas intervencdes terapéuticas
(EDWARDS, REILLY, 2015). A utilizacédo da vibracdo como ferramenta terapéutica é
uma pratica antiga, relatos demonstram que a vibracdo ja era usada na Grécia
Antiga. Nesta época era utilizada para acelerar a recuperacdo de lesdes por meio de
um artefato que ligava um membro lesionado, enfaixado por tecido, a uma lamina
metalica flexivel que provocava a vibracdo (BOARO et al., 2011). Na década de 70,
a vibracdo foi utilizada com objetivo de minimizar a perda da massa 0ssea e
muscular de astronautas, durante a permanéncia no espac¢o. Com isto, verificou-se
que as vibracdes combatiam os efeitos da hipogravidade, por meio da aceleracao
causada pela vibracao corporal (CASIMIRO et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Na literatura estdo descritos varios beneficios do uso da plataforma
vibratéria, dentre eles esta a melhora da qualidade 6ssea, com uso de protocolos de
10 e 30 minutos de treino a 37 Hz, trés vezes na semana, por 15 dias (DALTRO,
BARRETO, ROSA, 2016). Aumento do recrutamento muscular, por meio da melhora
da funcdo neuromuscular, verificada por eletromiografia de diferentes musculos,
durante treino com variadas frequéncias (10 — 40 Hz) (LEE, 2017), hipertrofia
(CORBIERE et al., 2018) e aumento do numero de fibras musculares (KOMRAKOVA
et al., 2013), assim como promove aumento da densidade capilar (KOMRAKOVA et
al., 2013, KANEGUCHI et al.,, 2014; PARK, SON, KWON, 2015). Também ha
melhora na dor e na capacidade funcional de pacientes com diagndstico de
lombalgia crbnica, que realizaram 15 sessdes de 45 minutos, compostas por
exercicios cinesioterapéuticos em plataforma vibratéria a 30 Hz (BALADELI et al.,
2015). Além da melhora do equilibrio e da marcha em idosas, que realizaram treino
de 30 minutos, com 40 Hz, trés vezes por semana, durante 12 semanas (CASIMIRO
et al., 2015).
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O equipamento é constituido por uma base vibratdria que gera movimentos
oscilatorios sinusoidais com amplitudes e frequéncias variaveis, provocando assim
estimulos mecanicos de intensidades variadas, que sdo propagados por todo o
corpo (HALLAL, MARQUES, GONCALVES, 2010; PARK, SON, KWON, 2015). A
vibracdo gerada pela plataforma vibratoria produz uma alteracdo periddica da
aceleracdo e do deslocamento, ao longo do tempo de treinamento sobre a
plataforma (RUBIO-ARIAS et al., 2018). Os principios deste tipo de exercicio podem
ser explicados pela Segunda Lei de Isaac Newton, a qual diz que a forca (F) de um
objeto é igual a massa (M) multiplicada pela sua aceleracdo (A) (F = M x A),
resultando assim em aumento da forgca por meio de aplicacdo de uma aceleragao
mesmo com a quantidade de massa constante (PARK, SON, KWON, 2015).

Algumas situacfes sao critérios para contraindicacdo do uso da plataforma
vibratéria como: marca-passo cardiaco, diagnoéstico de descolamento de retina,
gestantes de risco, individuos com trombose aguda ou embolia, individuos em pos—
operatorio com quadro infeccioso, osteoporose em estagio avancado, neoplasias,
labirintite e fraturas mal consolidadas (CASIMIRO et al., 2015; DALTRO, BARRETO,
ROSA, 2016).

3.6 Plataforma vibratéria no musculo estriado esquelético

Os resultados obtidos por meio da utilizacdo da plataforma vibratéria
sugerem que sozinha, a vibracdo pode aumentar a forca e poténcia muscular,
podendo ser utilizada em qualquer faixa etaria. Este método de treinamento pode
ser considerado alternativo para melhorar a forca muscular, visto que produz efeitos
semelhantes quando comparados aos treinamentos compostos somente por
exercicios contra-resistidos em intensidades moderadas (SILVA et al.,, 2015;
JACOBSON et al., 2017; RUBIO-ARIAS et al., 2018).

As vibracdes produzidas pela plataforma vibratoria alteram o comprimento
musculotendineo, por meio da transmissdo dos estimulos mecéanicos para
receptores sensiveis ao reflexo de estiramento, estes quando estimulados ativam o0s
fusos musculares que sdo sensiveis a mudancas no comprimento das fibras
musculares (PARK, SON, KWON, 2015; BACHA et al., 2016).
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O estimulo de vibracdo induz alteragbes constantes no comprimento das
fibras musculares, que sdo determinadas pela integracao entre os estimulos neurais
excitatérios e inibitérios. Enquanto as vibracbes aumentam o disparo das fibras
fusais aferentes por meio das fibras do tipo la, excitam os motoneurdnios alfa,
havendo assim a ativagdo proprioceptiva do sistema sensorial, resultando em
contracdo muscular, por meio do reflexo de vibrag&o tonico (RVT). Entretanto elas
também emitem comandos para as fibras inibitorias aferentes do tipo Ib dos 6rgéos
tendinosos de Golgi (OTG) que séo sensiveis as variacfes nas tensdes, havendo
assim contracdes sincronicas da musculatura concéntrica e excéntrica (Figura 03)
(HALLAL, MARQUES, GONCALVES, 2010; CERCIELLO et al., 2016).
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Figura 03: Mecanismo do Reflexo Ténico de Vibragdo (Adaptado de: HALLAL, MARQUES,
GONGCALVES, 2010).

A vibracdo mecéanica também pode induzir a estimulacdo da medula,
levando assim a um controle nervoso mais eficiente do recrutamento destas fibras
musculares (CERCIELLO et al., 2016). O resultado final € percebido por aumento da
forca e poténcia muscular, sendo que quanto maior o recrutamento e ativacdo dos
motoneurdnios maior a producdo de forca e poténcia (BALADELI et al., 2015;
BACHA et al., 2016; GIRAO-NETA).

Esse tipo de treinamento pode induzir a adaptacao neural (o recrutamento, a

taxa de disparo e a sincronizacdo), aumentando consequentemente a forca e a



26

poténcia muscular. O mecanismo principal estd associado a regulacdo neural. A
vibragdo mecénica induz a contracdo muscular reflexa, ou seja, ndo séo voluntérias,
e estimula ainda adaptacdes neuromusculares (BALADELI et al., 2015; BACHA et
al., 2016; GIRAO-NETA; JACOBSON et al., 2017; RUBIO-ARIAS et al., 2018;
SPIELMANNS et al., 2017).

O treinamento em plataforma vibratoria pode desenvolver efeitos cronicos
positivos, sendo mais vantajoso quando comparado a outros tipos de treinos, pois
apresenta menor risco de lesées e aumenta a forca muscular em periodos de tempo
mais curtos e pode ainda ser realizado sem carga externa, sendo assim um meétodo
alternativo de exercicios (LEE, 2017; RUBIO-ARIAS et al., 2018).
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4. METODOLOGIA

A metodologia utilizada na presente pesquisa esta descrita nha metodologia
dos artigos cientificos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo contempla os resultados da pesquisa, 0S quais seréao
apresentados e discutidos no formato de dois artigos cientificos que serédo enviados
para publicacdo nas revistas Motriz Journal e Muscle & Nerve, cujas normas estao
anexadas nesta dissertacédo (ANEXO 2 e ANEXO 3).

Artigo 01. Efeitos do treino em plataforma vibratéria nos parametros

histomofométricos do musculo séleo de ratos Wistar obesos.

Artigo 02: Alteracdes nas jungbes neuromusculares e no estresse oxidativo do
musculo soleo de ratos Wistar obesos causadas pelo treino em plataforma vibratoria.
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ARTIGO CIENTIFICO 01

EFEITOS DO TREINO EM PLATAFORMA VIBRATORIA NOS PARAMETROS
HISTOMORFOMETRICOS DO MUSCULO SOLEO DE RATOS WISTAR OBESOS

REVISTA MOTRIZ
NORMAS DA REVISTA: ANEXO 02
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RESUMO

Objetivos: avaliar os efeitos que o treino em plataforma vibratéria causa na
histomorfometria e nos tipos de fibra do musculo séleo de ratos Wistar com
obesidade induzida por glutamato monosédico (MSG). Métodos: foram utilizados 32
filhotes machos de ratos Wistar, sendo que 16 deles sofreram inducéo da obesidade
com injecdes intradérmicas de MSG, igualmente randomizados em quatro grupos:
controle (GC), controle com intervencdo (GCP), obeso (GO) e obeso com
intervencdo (GOP). Aos 70 dias de idade dos animais iniciou-se 0 treino em
plataforma vibratéria adaptado a uma frequéncia de 60 Hertz e amplitude de 2
milimetros, realizado 3 vezes na semana, com duragdo de 10 minutos, durante 8
semanas consecutivas. Aos 130 dias de vida, os animais foram pesados e foi
mensurado o comprimento nasoanal, em seguida foram eutanasiados e os musculos
sb6leos coletados e processados para andlises. Os dados foram analisados
estatisticamente quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, quanto a
homogeneidade por meio do teste de Bartlett, ANOVA de dois fatores e teste de
acompanhamento de Tukey-HSD, sendo adotado o nivel de significancia de 5%.
Resultados: morfometricamente, 0s grupos obesos apresentaram hipotrofia
muscular e o treinamento provocou aumento no numero de fibras, aumento da
contagem de nucleos, diminuicdo do tecido conjuntivo. Entretanto ndo houve
distincdo dos tipos de fibras musculares apds o treino em plataforma vibratéria.
Concluséo: o treinamento em plataforma vibratoria induziu efeitos benéficos no
tecido muscular de ratos obesos, contudo tanto a obesidade quanto o treino néo
influenciaram no tipo de fibra do musculo séleo.

Palavras-chave: obesidade; vibracdes; musculo sdéleo; morfologia; fibras
musculares esqueléticas.
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INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca epidémica, com aproximadamente 650 milhdes de
pessoas obesas em todo o mundo, sendo caracterizada como um acumulo de
gordura corporal que predispde o desenvolvimento de diversas doencas cronicas
ndo transmissiveis (DCNTs)™.

O excesso de tecido adiposo secreta citocinas pré-inflamatérias que
desenvolvem uma inflamacgédo sistémica cronica e estimulam a degradacdo de
proteina muscular, além de reduzir a sintese proteica, gerando perda de massa
magra, o que corrobora para a condicéo de obesidade sarcopénica (OS)?. A OS esta
relacionada com fraqueza muscular, rigidez do tecido conjuntivo, limitacdo a
hipertrofia do musculo esquelético e também causa alteracbes neuromusculares,
como desnervacdo das fibras®, sendo que a obesidade ainda est4 associada com a
reducéo das fibras tipo | e remodelacao das fibras do tipo lla’.

A crescente taxa de obesidade € um dos principais desafios da saude
publica, tornando-se necessario a criacdo de novas politicas que envolvam a
recuperacdo da saude desta populacdo, com incentivo ao desenvolvimento de
héabitos de vida saudaveis e pratica de exercicios fisicos®®. O exercicio fisico regular
causa modificacbes na composi¢cdo corporal e no tecido musculoesquelético, por
meio da ativacdo e contracdo de grandes grupos musculares gera-se adaptacfes
funcionais e remodelacdo do tecido muscular, incluindo aumento do tamanho das
mitocbndrias, ativacdo de células satélites, além de promover hipertrofia e
hiperplasia das fibras musculares”®.

Buscando recuperar as alteracdes do tecido muscular causadas pela
obesidade, vibracées de corpo inteiro sdo empregadas como uma modalidade de
exercicio fisico que pode promover ganho de forca®!?, hipertrofia'!, aumento do

12-14 & ainda estimular

1,15-18

namero de fibras musculares, aumento da densidade capilar
adaptacdes neuromusculares apoés ativacdo dos fusos musculares

Diante do exposto, constata-se a necessidade de pesquisas que assegurem
recursos de tratamento aos individuos mais suscetiveis, dentre eles, a populagéo
com obesidade que por muitas vezes apresenta grandes limitacOes fisicas, assim
sendo, busca-se por informacdes relevantes para o tratamento de desordens
decorrentes da obesidade no sistema muscular, a fim de aprimorar e facilitar a
promocao e reabilitagdo da populacdo que apresenta esta doenca. Desta forma, o

presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do treino em plataforma
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vibratéria na histomorfometria do musculo séleo de ratos Wistar com obesidade

induzida por glutamato monossadico.

METODOS

O presente estudo teve carater experimental, transversal e quantitativo,
desenvolvido no Laboratério de Estudo de LesBes e Recursos Fisioterapéuticos
(LELRF) e no Laboratorio de Biologia Estrutural e Funcional (LABEF) da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), Campus de Cascavel -
Parana. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal
(CEUA) da UNIOESTE (protocolo n° 08/18).

Para o presente modelo experimental foram utilizados 32 ratos Wistar
machos, destes 16 eram obesos (com obesidade induzida por glutamato
monossadico [MSG]), que foram igualmente randomizados em quatro grupos: Grupo
Controle (GC — controle sedentario/sem intervencéo), Grupo Controle + Plataforma
Vibratoria (GCP - controle plataforma vibratéria), Grupo Obeso (GO - MSG
sedentario/sem intervencao), Grupo Obeso + Plataforma Vibratéria (GOP — MSG +
plataforma vibratoria). Os animais foram mantidos no LELRF, em caixas padrdo de
polipropileno, em ambiente com temperatura de 22 + 1° C, com fotoperiodo de 12
horas, recebendo agua e racéo (BioBase, Santa Catarina, SC, Brasil) ad libitum.

O protocolo para a inducdo da obesidade foi realizado durante os primeiros
cinco dias de vida dos animais. Nesse periodo foi aplicada uma injecao intradérmica
por dia de MSG, na dose de 4 mg/g de peso corporal para os animais do GO e GOP.
Para o restante dos animais foi administrada solucédo salina hiperosmatica, a uma
dose diaria de 1,25 mg/g de peso corporal, de maneira semelhante para simular o
mesmo estresse™®.

Aos 70 dias de idade dos animais, iniciou-se a intervengéo. Para o treino em
plataforma vibratoria foi utilizada a plataforma Vibro Oscilatéria comercial da marca
Arktus® triplanar profissional (Santa Tereza do Oeste, Parana, Brasil) e foi realizado
trés vezes na semana, com duracdo de 10 minutos, durante oito semanas
consecutivas. O protocolo utilizado foi adaptado a uma frequéncia de 60 Hz, com
amplitude de vibracdes de 2 mm®. Para posicionar e conter os animais sobre a
plataforma vibratoria foi utilizado um suporte de madeira MDF adaptado, aberto na
parte inferior, da cor branca, compartimentado, que permitiu posicionar

separadamente oito animais, concomitantemente, em baias que possuiam 13
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centimetros de largura, 19 centimetros de comprimento e altura de 25 centimetros,
confeccionado de acordo com as dimensbes do aparelho, de modo que nao
mantivesse contato com a base da plataforma e desta forma néo interferisse nas
vibracBes. Em cada treino foi realizado rodizio no posicionamento dos animais nas
baias, para minimizar vieses decorrentes da diferenca da amplitude de vibragédo em
areas distintas da plataforma (Figuras 01A, 01B e 01C).

Aos 130 dias de idade apo6s o término do periodo de treinamento, todos os
animais tiveram o peso corporal e o comprimento nasoanal mensurados para
verificar a incidéncia da obesidade por meio da analise do indice de Lee, calculado
pela raiz cubica do peso corporal, dividido pelo comprimento nasoanal, multiplicado
por 1000%?2, Os animais apresentaram massa corporal (GC: 412+41 g; GCP:
396+62 g; GO: 326+18 g; GOP: 302+37 g) e indice de Lee (GC: 282+34 g/cm?®; GCP:
285+14 g/cm® GO: 311+13 g/cm®; GOP: 298+8 g/cm®) compativeis com a inducéo
da obesidade nos animais do GO e GOP.

Imediatamente apds as mensuragdes, os animais foram eutanasiados por
overdose de anestésicos, com aplicacdo de xilazina 30 mg/kg e ketamina 300
mg/kg, intraperitonealmente, e na sequéncia foi realizada a coleta do musculo séleo
do membro pélvico direito. O tecido muscular foi dissecado, removido, pesado e
seccionados em fragmentos, com uma lamina de inox para posterior realizacdo das
analises.

Para mensuracdo das fibras musculares e do tecido conjuntivo, o0s
fragmentos proximais foram removidos, fixados em metacarn e armazenados em
alcool 70%. Posteriormente, foram submetidos ao procedimento histolégico com
desidratacdo em série crescente de alcool, diafanizacdo em alcool N-butilico,
inclusdo e emblocamento em parafina histologica, apdés os mesmos foram cortados
transversalmente em 7 pm.

As secgOes transversas foram coradas em Hematoxilina-Eosina (HE). As
laminas foram analisadas em microscépio de luz, fotomicrografados os campos
visuais no aumento de 400x e, em seguida, as fibras musculares foram analisadas
guanto a area de seccéo transversa, 0 maior e o menor diametro da fibra muscular,
sendo tais avaliagbes realizadas em 100 fibras por animal. Também foram
analisadas as relacdes capilares e nucleos por fibra. Para isto estes foram
morfologicamente identificados, marcados e contabilizados a partir de dez imagens

com area de 2246,1 cm?, por animal, somente daquelas fibras que eram visualizadas
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por inteiro no campo visual e foram excluidos vasos e fibras que tocaram as
margens direita e inferior da imagem, para evitar vieses e erros de contabilizagao.
As analises foram realizadas com auxilio do programa Image-Pro-Plus 6.0. Ja as
laminas coradas em Tricrémico de Masson e fotomicrografadas no mesmo aumento
foram utilizadas para mensuracéo da porcentagem de tecido conjuntivo por meio da
porcentagem de pixels, com auxilio do programa GIMP 2.0.

Para analise histoenzimoldgica foram utilizados os fragmentos distais, sendo
os musculos mantidos em temperatura ambiente durante 40 minutos®. Apés esse
periodo, o material foi coberto com talco neutro, para a preservacao do tecido, de
acordo com a técnica de Moline e Glenner?*. Posteriormente foram congelados em
nitrogénio liquido durante dois minutos e acondicionados em criotubos, sendo logo
em seguida armazenados em Biofreezer a -80°C. Para montagem das laminas, os
segmentos musculares congelados foram transferidos para camara de criostato
(LUPETEC CM 2850 Cryostat Microtome) a -20°C, sendo mantidos no equipamento
por 30 minutos. Em seguida, os segmentos tiveram uma extremidade colada em um
suporte metdlico, utilizando Tissue Freezing Medium (Leica) e apos foram
seccionados transversalmente a 7um de espessura.

Para analise do metabolismo oxidativo e glicolitico das fibras musculares, as
seccOes transversais foram submetidas a reacdo NADH-TR (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo - Tetrazolium Reductase) conforme técnica de Pearse®, modificada
por Dubowitz e Brooke®. Essa andlise quantifica os diferentes tipos de fibras
musculares (I, lla e lIb), de acordo com a tonalidade apresentada nas fibras apés a
reacao enzimatica. Para cada animal, foram escolhidos trés campos microscopicos
aleatoriamente no aumento de 200x para contabilizacdo dos tipos de fibras.

Os dados obtidos foram tabulados em planilhas no Microsoft Excel 2010 e
foram expressos e analisados por meio da estatistica descritiva e inferencial, foram
avaliados quanto a presenca de outliers por meio do diagnostico de exclusdo de
regressdo, cujos valores foram substituidos pela média do grupo. Apds foram
analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a
homogeneidade por meio do teste de Bartlett. Os resultados foram avaliados quanto
sua significancia por meio da Analise da Variancia (Anova) de dois fatores,
considerando o fator obesidade, com o0s niveis obeso e ndo obeso e o fator

exercicio, com 0s niveis exercicio e ndo exercicio. O teste de acompanhamento
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utilizado foi o teste Tukey-HSD. O nivel de significancia adotado foi de 5%, para

todos os testes foi utilizado o programa R 3.5.1.

RESULTADOS

Ao realizar a analise da massa do musculo so6leo por 100 gramas de massa
corporal, foi possivel observar que houve diferenga significativa entre os grupos (F=
22,69; p<0,01), sendo que o grupo GC e o GCP obtiveram médias de massa
muscular significativamente maiores quando comparadas com os grupos GO e o
GOP. Porém, ao avaliar os grupos quanto ao uso ou nao da plataforma, as médias
de massa muscular ndo diferiram estatisticamente (F=0,5170; p=0,47), ndo havendo
interacao significativa entre os fatores “OBESIDADE” e “PLATAFORMA” (F=0,6037;
p=0,44) (Tabela 01).

Andélise morfolégica do tecido muscular

Os muasculos so6leos do GC apresentaram o0 aspecto morfolégico
caracteristico do tecido, com fibras musculares com formato poligonal, dispostas em
fasciculos, com nucleos periféricos, além de apresentar tecido conjuntivo do
endomisio e perimisio integro, com vascularizacao preservada (Figura 02A).

Para o GCP, que realizou treinamento em plataforma vibratéria, os masculos
s6leos apresentaram aspectos morfolégicos semelhantes ao GC, porém com fibras
musculares aparentemente menores (Figura 02B).

Ja no GO foi possivel observar fibras poligonais e uma pequena quantidade
de fibras amorfas, além de desorganizacéao tecidual (as fibras perderam a disposicao
em fasciculos), havendo também presenca de infiltrado inflamatorio (Figura 02C).

Quanto ao GOP foi encontrada semelhanca morfolégica com o GC, porém

com as fibras musculares ainda aparentemente menores (Figura 02D).

Area de seccéo transversa, maior e menor diametro do musculo séleo

Quanto a analise da area de secc¢do transversa, houve diferenca significativa
entre os grupos (OBESIDADE - F=71,225; p<0,01; PLATAFORMA - F=5,874;
p=0,02). Demonstrando que os grupos controles (GC e GCP) obtiveram meédias
maiores de seccdo quando comparados com 0s grupos obesos (GO e GOP),
comprovando o efeito de hipotrofia causado pela obesidade. Porém, os grupos GCP

e GOP, que realizaram exercicios na plataforma vibratoria apresentaram médias de



37

seccdo ainda menores do que o GC e GO, que néo realizaram o exercicio, indicando
que este exercicio induziu a diminuicdo da area da fibra muscular. Ainda, houve
interacdo entre os fatores “OBESIDADE” e “PLATAFORMA” (F=5,013; p=0,03)
evidenciando que o exercicio em plataforma diminuiu o tamanho das fibras
musculares do séleo nos animais com obesidade (Figura 02E).

Para o maior didametro também houve diferenca significativa entre os grupos
(OBESIDADE - F=72,379; p<0,01; PLATAFORMA - F=7,244; p=0,01), com
resultados similares ao da variavel seccao transversa, sendo que 0s grupos controle
apresentaram meédias de maior didametro mais elevadas que 0s grupos obeso, assim
COMOo 0S grupos que realizaram exercicio apresentaram médias menores para esta
variavel. Também houve interacdo entre os fatores “OBESIDADE” e
‘PLATAFORMA” (F=4,625; p=0,04), indicando que o exercicio alterou os valores de
maior diametro nos grupos obesos que realizaram treinamento (Figura 02F).

Para o menor diametro houve diferenca significativa apenas entre 0s grupos
obesos e os grupos controle (F=45,981; p<0,01), sendo que 0s grupos obesos
apresentaram médias de menor diametro reduzidas quando comparado com 0s
grupos controle, comprovando que a obesidade influencia nesta variavel. Ja para os
grupos que foram submetidos a plataforma ou ndo, estes apresentaram médias
semelhantes, ndo havendo diferencas significativas entre eles (F=0,638; p=0,43).
Também ndo houve interacdo entre os fatores “OBESIDADE” e “PLATAFORMA”
(F=3,424; p=0,07) (Figura 02G).

Quanto a relacao de capilares por fibra houve diferenca significativa entre os
grupos (OBESIDADE - F=134,95; p<0,01; PLATAFORMA - F=55,03; p<0,01), sendo
gue 0s grupos obesos apresentaram menor relacdo de capilares por fibra quando
comparado com 0s grupos controle, demonstrando influéncia da obesidade nesta
variavel. J& os grupos que foram submetidos ao exercicio em plataforma vibratéria
apresentaram maior relacdo de capilares/fiboras quando comparados com 0s grupos
gue nao realizaram o treino, indicando que o exercicio é capaz de aumentar a
vascularizacdo do tecido muscular. Porém, ndo houve interacdo entre os fatores
“OBESIDADE” e “PLATAFORMA” (F=0,05; p=0,81) (Figura 03A).

Na relacéo de nucleos por fibra houve diferenca significativa entre os grupos
(OBESIDADE - F=22,23; p<0,01; PLATAFORMA - F=45,18; p<0,01), sendo que os
grupos obesos apresentaram menor relagdo de nucleos por fibra quando

comparados com 0s grupos controle, demonstrando que a obesidade promove
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influéncia nesta variavel. J4 os grupos submetidos ao exercicio apresentaram maior
relacdo de nucleos/fibras quando comparados com 0s grupos que nao realizaram o
treino, indicando que o exercicio é capaz de aumentar a quantidade de nucleos por
fibora muscular. Houve também interacdo entre os fatores “OBESIDADE” e
‘PLATAFORMA” (F=10,95; p<0,01), demonstrando que héa diferenca entre GOP e
GO, comprovando que o exercicio causa influéncia sobre a relacdo de nucleos/fibra
(Figura 03B).

Tecido Conjuntivo

Ao analisar a porcentagem de tecido conjuntivo do musculo séleo, houve
diferenca significativa entre os grupos (OBESIDADE - F=4,7205; p=0,03;
PLATAFORMA - F=8,1278; p<0,01). Os grupos GO e GOP quando comparados
com os grupos GC e GCP apresentaram médias mais elevadas, demonstrando que
a obesidade induz aumento do tecido conjuntivo. Os grupos GCP e GOP,
submetidos ao exercicio em plataforma vibratéria, apresentaram médias menores
gquando comparada aos grupos GC e GO, que nao realizaram o treinamento,
indicando que o exercicio foi eficiente em diminuir o tecido conjuntivo do musculo
séleo. Entretanto, ndo houve interagao significativa entre os fatores “OBESIDADE” e
‘PLATAFORMA” (F=1,5591; p=0,22), comprovando que n&o houve diferenca entre
0s grupos GOP e GO (Figura 04).

Tipo de fibras musculares

Ao analisar os tipos de fibras do musculo séleo por meio da técnica de NADH-
TR, foi observado que nao houve diferenciacéo entre as fibras musculares oxidativas
(tipo 1), fibras intermediéarias (tipo Ila) e fibras glicoliticas (tipo 1lb), pois ndo houve

alternancia entre a intensidade das coloragfes caracteristicas da técnica (Figura 05).

DISCUSSAO

Sobre os modelos de indugéo da obesidade, Gomes et al.?’

, verificaram que o
modelo MSG € capaz de promover mudangas no peso corporal e no indice de Lee
dos animais, resultados que sdo semelhantes ao encontrado no presente estudo, no
qual os animais MSG apresentaram peso corporal reduzido e diminuigcdo do
comprimento nasoanal, que pode ser explicado pela leséo hipotalamica e o déficit de

GH corporal®®. Devido ao decréscimo de secrecdo de GH nestes animais ocorre
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diminuicdo do crescimento corporal, com consequente diminuicdo do comprimento e

29,30

massa do tecido muscular guando comparado com individuos saudaveis, sendo

que estas alteracbfes também ocorrem em outros modelos de obesidade como
encontrado por Paturi et al.*.

A obesidade causou alteragdes no musculo séleo, com reducdo na area de
seccao transversa, maior e menor diametro da fibra muscular, resultados
morfometricamente significativos no GO. Segundo Bollinger®?, em uma revisdo
sistematica, a obesidade provoca diversas alteracGes fisioldgicas e estruturais que
exercem influéncia negativa no tecido muscular, desenvolvendo diminuicao de forga,
poténcia relativa e maior propensdo & fadiga. Tamilarasan et al.**, demonstraram
gue devido ao acumulo ectépico de lipidios em animais obesos ocorre inducéo de
apoptose e dano ao musculo esquelético, levando a lesdo dos sarcbmeros e das
estruturas miofibrilares, além de regeneracdo muscular reduzida, evidenciada pela
reducdo da area de seccao transversa de miofibrilas apds lesdo. Ainda, Matsakas et
al.**, obtiveram achados de alteracées no desenvolvimento muscular embrionario de
ratos que tiveram inducao de obesidade materna por dieta hiperlipidica, os embrides
apresentaram redugcdo no numero total e na area de secgdo transversa das
miofibrilas, além de exibirem grande numero de fibras com ndcleos centrais
indicando remodelacdo e regeneracdo das mesmas, fatos também relatados na
revisdo de Akhmedov e Berdeaux®.

Na literatura estudos que também avaliaram os efeitos do uso de vibracdes
corporais no tecido muscular identificaram diminuicdo da area de seccéo transversa
com o treinamento a uma frequéncia de 35 e 70 Hz'* e ainda observaram diminuicéo
da forca de contracdo muscular em animais treinados por 3 ou 6 meses com
vibragdes a uma frequéncia de 50 Hz com amplitude de 2,5 mm®®, resultados que
sdo semelhantes ao do presente estudo em que 0s animais submetidos ao treino
apresentaram diminuicdo da area de seccao transversa, maior e menor diametro da
fibra muscular. Krajnak et al.*’, em uma revisdo sistematica encontraram que,
animais expostos a vibragbes em frequéncias superiores a 20 Hz tiveram lesdo na

estrutura e funcdo dos musculos periféricos. No estudo de Yan et al.*®

, 0S roedores
gue foram submetidos a vibracdes corporais a 60 Hz, 5 horas diarias durante 10 dias
também apresentaram intensa atrofia muscular com profundas deterioracdes.

A pratica regular de exercicio intenso associada a processos reparadores

inadequados induz aumento de enzimas musculares proteoliticas gerando um
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processo de les&o estrutural das miofibrilas®®, além de causar danos no DNA celular
que implica em efeitos negativos significativos na divisdo celular®®, ainda,
movimentos repetitivos em esforco excessivo também levam a graves lesbes
musculares*, tendineas** e cartilaginosas**. De acordo com estes achados a
hipotrofia muscular dos animais neste estudo pode estar relacionada a intensidade
do exercicio e o tempo de duracéo, visto que as vibragbes corporais a 60 Hz sao
exercicios de alta frequéncia e o treinamento pode ter provocados efeitos deletérios
nas miofibrilas, sendo que conforme aumenta o tempo de exposicdo dos animais as
vibragdes piores sao os efeitos no tecido muscular.

J& alguns autores encontraram efeitos positivos das vibragcfes sobre as fibras

musculares, Corbiere et al.}

utilizaram vibracdes corporais em 45 ou 90 Hz, durante
sete ou 14 dias, em animais imediatamente apds lesdo do musculo gastrocnémio e
encontraram hipertrofia das fibras musculares. Chen et al.** também identificaram
melhora da forga muscular e diminuigdo da fadiga em animais que realizaram treino
5 dias consecutivos por 4 semanas com vibracdes a uma frequéncia de 5,6 Hz
associado a carga. Contudo, estas pesquisas diferem do presente estudo, visto que
em uma foi provocada uma lesdo muscular que € um fator mais agressivo do que a
obesidade e na outra as vibragdes foram utilizadas em frequéncias muito mais
baixas, sugerindo que os efeitos lesivos das vibracbes sdo provocados pela
associacao de altas frequéncias e tempos prolongados de treinamento.

Apesar de haver aumento no numero de estudos experimentais no que tange
0 uso da plataforma vibratéria e seus efeitos no tecido muscular, ainda sdo poucas
as pesquisas que demonstram os efeitos do seu uso na morfologia do musculo de
animais obesos. Contudo, sabe-se que a obesidade causa impacto negativo no
musculo esquelético apresentando diminuicdo na capacidade de resposta a sinais
de crescimento, dificuldade de adaptacdo muscular frente a imposicao de cargas
mecanicas e atenuacédo da hipertrofia provocada por exercicios contra-resistidos®>*°.

A respeito da densidade capilar houve diferenca entre os grupos, sendo que a
contagem de numeros de capilares por fibra muscular dos animais obesos foi menor
quando comparado com 0s animais dos outros grupos. No trabalho de Gavin et al.*°,
foi demonstrado menor densidade capilar e menor razdo de capilares por fibra no
musculo esquelético de homens obesos. H4 estudos que demonstram influéncia
positiva do exercicio fisico na capilarizacdo do tecido muscular, refletindo em

aumento do numero de capilares, proporcionando melhora da capacidade
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14
l.

metabdlica no musculo esquelético*’. O estudo de Komrakova et al.**, aponta para

um aumento da densidade de capilares em animais submetidos as vibracoes

.13, também encontraram

mecanicas diarias a 70 Hz por 30 dias, Kaneguchi et a
efeitos da vibragcdo mecanica na angiogénese do musculo séleo com aumento dos
nameros de capilares em animais submetidos a um modelo de atrofia muscular,
corroborando com os achados do presente estudo em que houve diferenca
significativa entre os grupos que realizaram o treino em plataforma vibratéria e os
demais animais, demonstrando que o exercicio melhora a capilarizacdo muscular,
entretanto sabe-se que o0 aumento da vascularizacdo também € o primeiro passo
para o processo de reparo tecidual sendo necessario para promover maior aporte
sanguineo ao musculo esquelético®®, assim sendo as vibragcbes mecanicas, por
aparentemente terem exercido efeito maléfico no musculo esquelético, podem ter
induzido aumento da rede de capilares na tentativa de gerar o reparo tecidual.

A contagem de nucleos celulares apresentou diferencas significativas nos
animais obesos, outra alteracdo que é provocada pelo acumulo de gordura corporal.
Gundersen®®, em uma revisdo sobre atrofia e hipertrofia muscular relatou que na
presenca de atrofia os nucleos sofrem apoptose e que para o desenvolvimento da
hipertrofia é necessario o aumento da sintese proteica e maior quantidade de
namero de nucleos na fibra muscular, que precede o crescimento radial. No
presente estudo o treino em plataforma vibratoria foi capaz de aumentar a
quantidade de nucleos por fibras musculares, demonstrando a plasticidade do tecido
muscular no GOP.

Na literatura os estudos realizados com plataforma vibratéria séo escassos no
gue se refere a esta analise. Porém acredita-se que o0 aumento na contagem de
ndcleos nos animais treinados ocorreu devido ao processo de recuperacao do tecido

muscular que, por meio da ativacéo do sistema imunolégico*®>°

, promove a fusao de
ndcleos provenientes das células satélites com proliferacdo e diferenciacao celular,
consequéncias que ocorrem pela ativacdo de vias anabdlicas®> em resposta as
microlesdes causadas pelo exercicio®®>®. Com este achado sugere-se que a alta
frequéncia proporcionada pelo exercicio durante 8 semanas foi maléfica provocando
microtraumas e atrofia das miofibrilas, contudo a plataforma também foi capaz de
desencadear o processo de reparagao tecidual. Desta forma estudos futuros com

periodos de treinamento maiores e com mais tempo de adaptacdo ao exercicio
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podem encontrar resultados diferenciados ao do presente estudo em relacédo a
remodelagdo muscular.

O tecido conjuntivo tem papel na transmissdo da forca entre os musculos e 0s
0SS0S, ha manutencdo da organizacao tecidual, na protecdo e reparacao de lesdes
musculares, contudo quando estd presente em excesso ou apresenta rigidez
tecidual pode influenciar de maneira negativa a funcdo muscular™®. Pode-se
perceber que a obesidade elevou a porcentagem de tecido conjuntivo nos animais
do GO fato que pode estar associado e ser explicado pela diminuicdo da atividade
fisica® a qual promove imobilidade, desuso e atrofia muscular. Este tecido pode
sofrer alteragbes como migracdo e proliferagédo de fibroblastos, mediante diversos
estimulos®®, podendo ser provocado pelo imobilismo®’, lesdo muscular, lesdo
nervosa e exercicio fisico®, achados estes que sdo semelhantes ao encontrado
nesta pesquisa, em que 0S grupos que realizaram treinamento em plataforma
vibratéria apresentaram diminuicdo significativa da porcentagem de tecido
conjuntivo.

Em relacdo a diferenciacdo dos tipos de fibras, estudos confirmam que o
sbleo é um musculo postural profundo e possui fibras predominantemente
oxidativas®®®°. Neste estudo ndo foram observadas diferencas entre os grupos, ndo
sendo encontradas distingdes entre os tipos de fibras, com predominio apenas de

|.61

fibras oxidativas, achados semelhantes ao de Camargo Filho et al.”", que verificaram

por meio a reacao de NADH-TH o predominio de fibras oxidativas no masculo séleo.

O estudo de Deschenes et al.®?

, também verificou que o muasculo séleo é composto
por cerca de 95% de fibras tipo |, ndo havendo mudancas no tipo de fibra mesmo
frente a um modelo de atrofia muscular. Contudo, estudos demonstram que as
alteracdes metabdlicas e a obesidade provocam modificacbes na composicdo do
tecido musculo esquelético®®. Ocorre diminuicdo de fibras tipo | as quais sdo

transformadas em sua maioria em fibras tipo 11a°*%°

, com consequente reducao da
atividade de enzimas oxidativas e aumento da atividade enzimatica glicolitica®.
Assim sugere-se a realizagdo de novos estudos com diferentes grupos musculares

gue tenham outras caracteristicas contrateis.

CONCLUSAO
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Com isto conclui-se que a obesidade, no modelo proposto, causou alteracdes
na morfologia da musculatura de ratos Wistar, com fibras musculares de menor
tamanho, reducdo no numero de ndcleos e relacdo capilares/fibras e ainda maior
porcentagem de tecido conjuntivo. J& o treinamento em plataforma vibratéria
produziu efeitos benéficos no tecido muscular com aumento do numero de fibras
musculares, aumento na relacdo de nudcleos e capilares por fibra, bem como
diminuicdo da quantidade de tecido conjuntivo. Ainda, nem a obesidade e nem a
plataforma vibratéria foram capazes de mudar a constituicdo dos tipos de fibras

musculares permanecendo um musculo predominantemente com fibras oxidativas.
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Figura 01: Fotografias da plataforma vibratdria (A) e do suporte adaptado utilizado, em vista frontal
(B) e vista superior (C).

Tabela 01: Andlise do massa do musculo séleo por 100 gramas de massa corporal.
p-valor da interacao

Massa do
mu§culo OBESIDADE PV OBESIDADE
soleo + PV
(9/1009)
GC 0,043+0,0042
GCP 0,045%0,0022 <0,01 0.47 0.44

GO  0,038+0,003°
GOP  0,038+0,005"
Legenda: GC: Grupo Controle; GCP: Grupo Controle Plataforma; GO: Grupo Obesos e GOP: Grupo

Obesos + Plataforma. Valores expressos em médiatdesvio padrdo. Letras minlUsculas e diferentes
representaram diferenca estatisticamente significativa isolada do fator OBESIDADE.

GRUPOS
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Figura 02: Fotomicrografias do musculo séleo de ratos Wistar, coloragdo em Hematoxilina e Eosina,corte
transversal. Em A, Grupo Controle (GC), apresentando fibras poligonais (Fpg), nucleos periféricos (ponta da
seta) e vasos sanguineos (seta cheia); B, Grupo Controle Plataforma (GCP), apresentando fibras poligonais
(Fpg) e hipotréficas (Fhpo), nacleos periféricos (ponta da seta) e vasos sanguineos (seta cheia); C, Grupo Obeso
(GO), apresentando fibras poligonais (Fpg) e também fibras amorfas (Fam), ambas as fibras hipotréficas (Fhpo),
com nucleo central (estrela) e periférico (ponta da seta), vasos sanguineos (seta cheia) e infiltrado inflamatorio
(asterisco); D, Grupo Obeso + Plataforma (GOP), apresentando fibras poligonais (Fpg), nucleos periféricos
(ponta da seta) e vasos sanguineos (seta cheia). Em E) andlise da area, F) maior e G) menor diametro da fibra
do muisculo soleo de ratos Wistar. Valores expressos em médiatdesvio padrdo. * representam diferenca
estatisticamente significativa isolada do fator OBESIDADE. # representam diferenca estatisticamente significativa
isolada do fator PLATAFORMA. § representam diferenga estatisticamente significativa da interagdo do fator
OBESIDADE e PLATAFORMA.
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Figura 03: Média dos valores das relacdes capilares e nlcleos por fibra do masculo séleo de ratos
Wistar. Em A) Capilares e B) Nucleos. Grupo Controle (GC); Grupo Controle Plataforma (GCP);
Grupo Obeso (GO) e Grupo Obeso + Plataforma Vibratéria (GCP). Valores expressos em
médiatdesvio padrdo. *representaram diferenca estatisticamente significativa isolada do fator
OBESIDADE. # representam diferenca estatisticamente significativa isolada do fator PLATAFORMA.
§ representam diferenga estatisticamente significativa da interagdo do fator OBESIDADE e
PLATAFORMA.



53

%

*

GC GCP GO GOP

Figura 04: Porcentagem de tecido conjuntivo do musculo séleo de ratos Wistar. Em A) Grupo
Controle (GC); B) Grupo Controle Plataforma (GCP); C) Grupo Obeso (GO) e Grupo Obeso +
Plataforma Vibratéria (GCP). % expressas em médiatdesvio padrdo. * representaram diferenca
estatisticamente significativa isolada do fator OBESIDADE. # representam diferenca estatisticamente
significativa isolada do fator PLATAFORMA.

(&) et 1A\
Figura 05: Fotomicrografias do musculo séleo de r reacao enziméatica
NADH. Em A) Grupo Controle (GC); B) Grupo Controle Plataforma (GCP); C) Grupo Obeso (GO) e
Grupo Obeso + Plataforma Vibratéria (GCP). Nao houve diferenciacdo entre a coloracao das fibras
musculares nesta técnica, com as fibras apresentando-se em tua totalidade como fibras do tipo I.
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RESUMO

Objetivo: verificar alteragdes nas jungdes neuromusculares e no estresse oxidativo
do musculo soOleo, de ratos Wistar obesos, causadas pelo treino em plataforma
vibratoria. Métodos: foram utilizados 32 filhotes machos de ratos Wistar, sendo que
16 deles sofreram inducdo da obesidade com injecOes intradérmicas de MSG,
igualmente randomizados em quatro grupos: controle (GC), controle com
intervencdo (GCP), obeso (GO) e obeso com intervencdo (GOP). O treino em
plataforma vibratoria foi realizado com frequéncia de 60 Hz, amplitude de 2
milimetros, 10 min/dia, 3x/sem, durante 8 semanas. ApOs 0s animais foram
eutanasiados e o0 musculo soéleo coletado. Os dados foram analisados
estastisticamente adotando o nivel de significancia de 5%. Resultados: na analise
das jun¢Bes neuromusculares houve aumento da &rea, maior e menor diametro em
animais treinados, contudo ndo houve diferenca na quantidade de colinesterase. Ja
no estresse oxidativo 0s grupos obesos apresentaram menor lipoperioxidagédo, sem
alteracdes significativas para as atividades da superoxido dismutase e catalase nos
animais obesos ou submetidos a plataforma vibratoria.

Palavras-chave: obesidade; vibra¢des; musculo séleo; juncdo neuromuscular;
estresse oxidativo.
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INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca mundial que implica em diversas consequéncias
psicoldgicas, sociais e econdmicas, além de também provocar declinio na qualidade
de vida dos individuos®. O acimulo de tecido adiposo promove uma complexa gama
de alteracdes fisiolégicas e patolégicas no organismo?, incluindo aumento da
quantidade das citocinas inflamatérias, como TNF-q, IL-1, IL-6 e proteina C reativa
gue sao prejudiciais ao musculo esquelético, promovendo degradacéo e reducdo da
sintese de proteina muscular®.

Dentre as estruturas do tecido musculoesquelético encontra-se a juncao
neuromuscular (JNM) que representa a interacdo entre o sistema nervoso periférico
e o tecido muscular?, sendo composta pelo axdnio pré-sinaptico, fenda sinaptica,
fibora muscular, vesiculas, receptores de acetilcolina e também pela enzima
colinesterase® que é a enzima chave da transmissdo do impulso nervoso e
responsavel por encerrar a neurotransmissdo por hidrélise, clivando a acelticolina
em é&cido acético e colina®. A JNM possui alta plasticidade e o exercicio fisico é
capaz de promover modificagdes’ na quantidade, comprimento e complexidade de
ramificacbes, no perimetro da fenda sinaptica e na dispers&o das placas terminais®.

O acumulo de tecido adiposo também est& envolvido no aumento de produtos
inflamatorios que elevam o estresse oxidativo, o qual induz superproducdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs)**°. A lipoperoxidacédo é um dos importantes
marcadores do estresse oxidativo, sendo que as EROs, particularmente o
superoxido e a hidroxila, possuem preferéncia para oxidacdo dos acidos graxos.
Além disso, esta atividade enzimatica esta envolvida no dano do conteudo do DNA e
das estruturas celulares, com lesdo da membrana, permitindo influxo de célcio,
edema mitocondrial, lise e morte celular***2.

A superoxido dismutase faz parte do sistema antioxidante, ela € uma enzima
intracelular que esta presente nas células metabolizadoras de oxigénio. Essa enzima
dismuta o radical superéxido em peréxido de hidrogénio que apresenta um potencial
menos toxico. O perdxido de hidrogénio é gerado por meio da reducdo incompleta
de oxigénio em sistemas de transporte de elétrons ou como subprodutos
enzimaticos e ainda, o mesmo pode reagir formando uma série de outras EROs.
Outras enzimas antioxidantes, como a catalase, geram uma complexa cascata de
reagbes para converter as EROs em moléculas mais estaveis, como agua e

oxigénio™®.
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A suscetibilidade ao dano oxidativo é maior em obesos por causa do sistema
antioxidante insuficiente, incluindo diminuicdo da superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), vitaminas E, A, C e B-caroteno®®. Contudo, os marcadores de dano
oxidativo e inflamatérios além de sofrerem influéncia da idade e da composicdo
corporal, também se alteram de acordo com a atividade fisica*. O sedentarismo e
inatividade fisica levam ao desuso muscular e provocam aumento na producéo das
enzimas oxidativas™®. Entretanto o exercicio fisico, por meio da atividade contratil

cronica, também produz continuamente EROs'®'®

, porém a pratica regular de
exercicio fisico em individuos obesos, diminui 0s niveis de estresse oxidativo
sistémico e no musculo esquelético a partir de trés meses de treinamento contra-
resistido™**°.

O emprego de vibragcdes mecanicas corporais € uma modalidade de exercicio
fisico que vem sendo amplamente utilizada para promover melhoras no tecido
muscular. As vibra¢gdes produzidas por plataformas vibratorias provocam alteracfes
no comprimento musculotendineo e desta maneira induzem hipertrofia muscular,
melhora na forca e poténcia muscular, sendo um método alternativo para combater
as alteracBes musculares causadas pela obesidade®®?2. Contudo, na literatura ainda
nao estao totalmente definidas as modificagcbes do tecido muscular e no sistema
oxidativo e antioxidante que sdo causadas pelo exercicio em plataforma vibratoria,
principalmente em relacdo a modelos de obesidade. Com isto, o presente estudo
teve como objetivo verificar as alteracdes nas juncdes neuromusculares e no
estresse oxidativo do musculo soleo, de ratos Wistar obesos, causadas pelo treino

em plataforma vibratéria.

METODOS

O presente estudo teve carater experimental, transversal e quantitativo,
desenvolvido no Laboratério de Estudo de LesBes e Recursos Fisioterapéuticos
(LELRF) e no Laboratorio de Biologia Estrutural e Funcional (LABEF) da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), Campus de Cascavel -
Parana. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal
(CEUA) da UNIOESTE (protocolo n° 08/18).

Para o presente modelo experimental foram utilizados 32 ratos Wistar
machos, destes 16 eram obesos (com obesidade induzida por glutamato

monossodico [MSG]), que foram igualmente randomizados em quatro grupos: Grupo
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Controle (GC — controle sedentario/sem intervenc¢éo), Grupo Controle + Plataforma
Vibratéria (GCP - controle plataforma vibratéria), Grupo Obeso (GO - MSG
sedentario/sem intervencao), Grupo Obeso + Plataforma Vibratéria (GOP — MSG +
plataforma vibratoria). Os animais foram mantidos no LELRF, em caixas padréao de
polipropileno, em ambiente com temperatura de 22 + 1° C, com fotoperiodo de 12
horas, recebendo agua e racdo (BioBase, Santa Catarina, SC, Brasil) ad libitum.

O protocolo para a inducdo da obesidade foi realizado durante os primeiros
cinco dias de vida dos animais, com aplicacdo de uma injecao intradérmica por dia
de MSG, na dose de 4 mg/g de peso corporal, para o restante dos animais foi
administrada solugéo salina hiperosmatica, de forma semelhante a uma dose diaria
de 1,25 mg/g de peso corporal®.

Aos 70 dias de idade dos animais iniciou-se a intervencéo, para o treino em
plataforma vibratoria foi utilizada a plataforma Vibro Oscilatéria comercial da marca
Arktus® triplanar profissional (Santa Tereza do Oeste, Parand, Brasil), trés vezes na
semana, com duracdo de 10 minutos/dia, durante oito semanas consecutivas. O
protocolo utilizado foi adaptado a uma frequéncia de 60 Hz, com amplitude de
vibragdes de dois milimetros®. Para posicionar e conter os animais sobre a
plataforma vibratéria foi utilizado um suporte de madeira MDF, com baias,
confeccionado de acordo com as dimensfes do aparelho, de modo que nao
mantivesse contato com a base da plataforma e desta forma néo interferisse nas
vibragbes. Em cada treino foi realizado rodizio no posicionamento dos animais nas
baias, para minimizar vieses decorrentes da diferenca da amplitude de vibragdo em
areas distintas da plataforma.

Aos 130 dias de idade, ap6s o término do periodo de treinamento, todos 0s
animais foram eutanasiados por overdose de anestésicos, com aplicacédo de xilazina
30 mg/kg e ketamina 300 mg/kg, intraperitonealmente, e na sequéncia foi realizada a
coleta do muasculo s6leo do membro pélvico esquerdo. O tecido muscular foi
dissecado, removido, pesado e seccionado em fragmentos, com uma lamina de
INOX.

Para o estudo das JNMs, os fragmentos proximais foram imersos em
Karnovisky?> em temperatura ambiente. Para montagem das laminas, os musculos
foram seccionados longitudinalmente, em pequenas por¢des, com auxilio de laminas
de inox. ApoGs a realizacdo dos cortes, os mesmos foram submetidos a reacéo de

Esterase Inespecifica?®®. Posteriormente, foi realizada a confeccdo das laminas e
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mensurados os parametros morfométricos, analisados em microscépio de luz,
fotomicrografados os campos visuais ho aumento de 200x e foram medidas a area,
0 maior e 0 menor diametro de 150 JNMs por animal, e analisadas com auxilio do
programa Image-Pro-Plus 6.0.

Para andlise do estresse oxidativo os fragmentos distais foram removidos e
imediatamente homogeneizadas em 1 mililitro (mL) de tamp&o Tris HCI pH 7.4 e
centrifugadas a 12.000 rotagbes por minuto (rpm) por 10 minutos, a 4°C. O
homogenato foi congelado a -80°C para posterior dosagem proteica. A quantificacao
de proteina das amostras foi determinada pelo método de Bradford?’, utilizando
albumina de soro bovino como padrdo. Todas as amostras foram entao
normalizadas para 1 miligrama (mg) de proteina/mL.

Para avaliar a dosagem enzimatica, associada ao sistema antioxidante, foi
analisada a atividade da superoxido dismutase (SOD), atividade da catalase (CAT) e
reacao de lipoperoxidacéo (LPO).

Para a primeira, foi utilizado o método proposto por Crouch et al.,
modificado. O principio dessa analise consiste em quantificar o complexo formado
entre superéxido e azul de tetrazolium (NBT), mensurada a 560 nm 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 reacdo foi preparado em microplaca de 96 pocos. Em
triplicatas, em volume final de 200 pL, contendo 0,1 mg de proteina.mL™, 0,09 mM
de NBT, 0,015 mM de EDTA, 34,78 mM de sulfato de hidroxilamina, 79 mM de
tampéo carbonato de sddio pH 10,2 e a placa lida a 22°. Uma unidade de SOD em
nmol. min™®.mg de proteina™.

A atividade da Catalase (CAT) foi acompanhada pelo decréscimo da
absorbancia a 240 nm?, a partir do principio de dismutacdo do peréxido, cujo
coeficiente de extingdo molar é de 40 M™*.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 reacéo 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™*.mg de proteina™.

A determinacdo da reacdo de lipoperoxidacao (LPO) foi realizada com
objetivo de quantificar indiretamente os peréxidos, refletindo assim a intensidade da

peroxidacdo lipidica. Foi realizado o método de &cido tiobarbitirico (TBARS)®
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realizando comparagfes de absorbancia com curva de padrdoes de Malondialdeido
(MDA), principal subproduto de peroxidacao lipidica celular. Para preparacdo da
amostra, o meio, contendo aliquota de 0,33 mg/mL de proteina da amostra em acido
tricloroacético (TCA) 6,7% em volume final de 180 L, foi agitado em vértex, 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 TBARS, 40 uL do sobrenadante, assim
como de diferentes concentracdes de MDA foram adicionados em microplaca, em
triplicata, a meio de reacdo, contendo 21,42 mM de TBA, 17,86 mM de NaOH
(utilizado para solubilizagédo do TBA), 0,73 M de TCA, 0,032 mM de BHT, etanol 3%
(utilizado para solubilizagdo do BHT) em PBS. A leitura da reacg&o foi realizada a
22°C; apo6s 60 minutos de incubacédo, a 60°C, em uma absorbancia de 535 nm. Os
resultados da peroxidacdo lipidica foram expressos em nmol de MDA.mg de
proteina™.

Foi realizada a dosagem enzimética, associada a neurotoxicidade pela
atividade da enzima colinesterase (ChE), andlise pelo método de Ellman et al.*!,
modificado, cujo principio € a mensuracdo da producdo da tiocolina quando a
acetiltiocolina € hidrolisada. Isso € feito pela reacdo continua do tiol com o ion 5:5-
ditiobis-2-nitrobenzoato para produzir o anion de coloracdo amarelada do 4cido 5-tio-
2-nitrobenzéico. A reacdo foi realizada em triplicata, em 300 pL de solucéo,
contendo 0,05 mM de acido 5.5'-Ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) e 1,5 mM de
Acetiltiocolina (ATC). Foi calculada a atividade da ChE, em relagdo a concentracao
de proteina (mg/mL), usando o coeficiente de extincdo molar do DTNB (1.36mM-
1.cm-1). A gquantificacdo da proteina foi calculada a partir da amostra bruta e a

leitura realizada a 22°C. Os resultados foram expressos em nmol.minl.mg proteina
1

Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em planilhas no Microsoft Excel 2010 e
foram expressos e analisados por meio da estatistica descritiva e inferencial, foram
avaliados quanto a presenca de outliers por meio do diagnostico de exclusdo de
regressdo, cujos valores foram substituidos pela média do grupo. Apds foram
analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a
homogeneidade por meio do teste de Bartlett. Os resultados foram avaliados quanto

sua significancia por meio da Analise da Variancia (Anova) de dois fatores,
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considerando o fator obesidade, com o0s niveis obeso e ndo obeso e o fator
exercicio, com 0s niveis exercicio e ndo exercicio. O teste de acompanhamento
utilizado foi o teste Tukey-HSD. O nivel de significAncia adotado foi de 5%, para

todos os testes foi utilizado o programa R 3.5.1.

RESULTADOS

Em relagdo a andlise das jun¢Bes neuromusculares (Figura 01A-01D) pode-
se observar que no quesito area de seccdo houve diferenca significativa entre os
grupos (OBESIDADE - F=291,048; p<0,01; PLATAFORMA - F=10,225; p<0,01). Os
grupos obesos, GO e GOP, apresentaram médias menores de area de seccao,
guando comparados com os grupos controle (GC e GCP), demonstrando alteracdes
causadas pela obesidade. Ja os grupos GCP e GOP, submetidos ao exercicio em
plataforma vibratéria apresentaram médias maiores quando comparados com 0sS
grupos que nao realizaram o treino (GC e GO), indicando que o exercicio € capaz de
aumentar o tamanho da area de seccdo da JNM. Porém, ndo houve interacédo
significativa entre os fatores “OBESIDADE” e “PLATAFORMA” (F=3,381; p=0,07), ou
seja, a plataforma néo foi capaz de normalizar esses valores no grupo GOP (Figura
01E).

Em relacao ao diametro maior das jun¢des neuromusculares, também houve
diferenca significativa entre os grupos (OBESIDADE - F=257,518; p<0,01;
PLATAFORMA - F=10,371; p<0,01). Os grupos GO e GOP guando comparados
com os grupos GC e GCP apresentaram médias de maior diametro menores,
demonstrando o efeito adverso da obesidade. Ainda, os grupos GCP e GOP,
submetidos ao exercicio em plataforma vibratéria, apresentaram médias de maior
diametro mais elevadas, quando comparada aos grupos GC e GO, que nao
realizaram o treinamento. Também houve interacdo significativa entre os fatores
‘MSG” e “PLATAFORMA” (F=11,98; p<0,01), demonstrando que h& diferenca entre
GOP e GO (Figura 01F).

Ao avaliar o menor diametro das jun¢des neuromusculares também foi
possivel observar diferenca significativa entre os grupos (OBESIDADE - F=108,057;
p<0,01; PLATAFORMA - F=37,990; p<0,01). Os grupos obesos, GO e GOP

apresentaram meédias reduzidas de menor diametro quando comparadas as dos
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grupos controle (GC e GCP), e também, os grupos submetidos ao exercicio em
plataforma vibratéria (GCP e GOP), apresentaram médias mais elevadas quando
comparados aos grupos que nao realizaram o treinamento, GC e GO, indicando que
o treinamento foi capaz de aumentar este diametro. Porém n&do houve interacao
significativa entre os fatores “OBESIDADE” e “PLATAFORMA” (F=1,337; p=0,25),
demonstrando que o treinamento ndo foi capaz de normalizar esses valores no
grupo GOP (Figura 01G).

Em relacédo ao estresse oxidativo para a enzima SOD, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (OBESIDADE - F= 0,53, p=0,47; PLATAFORMA -
F=2,29, p=0,13), assim como nao houve interagédo entre os fatores “OBESIDADE” e
‘“PLATAFORMA” (F=1,81; p=0,18). Para a enzima catalase também ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (OBESIDADE - F= 0,68, p=0,41;
PLATAFORMA — F=0,68, p=0,41), bem como ndo houve interacdo entre os fatores
“‘OBESIDADE” e “PLATAFORMA” (F=0,45; p=0,50), ou seja, ndo houve diferenca
entre 0S grupos para esta atividade enzimatica e para a perioxidacdo de lipideos,
houve diferenca significativa entre os animais obesos e ndo obesos (F= 4,67,
p=0,03), havendo uma maior taxa de lipoperioxidacdo nesses animais, porém nao
houve diferenga entre os animais que realizaram o treino em plataforma vibratoéria e
aqueles que nao realizaram (F= 1,10, p = 0,29) e entre os fatores “OBESIDADE” e
“‘“PLATAFORMA” (F= 0,06, p= 0,80). Quanto a atividade da enzima ChE n&o houve
interacdo significativa entre os grupos (OBESIDADE - F= 0,31, p= 0,57,
PLATAFORMA - F= 0,80, p= 0,37) e entre os fatores (F= 2,44, p=0,12) (Figura 02).

DISCUSSAO
As juncdes neuromusculares podem sofrer modificacbes em quantidade e
tamanho frente a diversas situacdes, como transtornos psiquiatricos®, doencas

3.3% o doencas genéticas®®, assim como o desuso

metabdlicas®*, envelhecimento
muscular induzido pela inatividade fisica também €& capaz de reduzir
significativamente as dimensfes da é&rea e 0 comprimento das juncdes
neuromusculares®’, no entanto o exercicio é importante para reverter essas
alteracoes®®,

Como resultado foi possivel observar que tanto a obesidade quanto o uso da
plataforma vibratoria foram capazes de promover alteragbes no tamanho das

juncdes neuromusculares, principalmente no quesito maior diametro. Entretanto, ndo
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existem na literatura estudos especificos da acdo da obesidade na juncéo
neuromuscular, bem como ndo ha pesquisas que demonstrem as alteracdes
provocadas pelas vibraces mecanicas nesta estrutura.

A fim de identificar os efeitos do exercicio nas JNMs, Deschenes et al.*°,
avaliaram a influéncia do treinamento de endurance na morfologia da JNM da
musculatura de ratos jovens e idosos, 0s animais que foram treinados em esteira por
um periodo de 10 semanas, cinco dias nha semana com duracdo de 60 minutos de
exercicio, apresentaram apos a intervencdo adaptacfes induzidas pelo exercicio,
como aumento da quantidade e do comprimento dos ramos terminais das JNMs,
porém este achado foi encontrado apenas nos ratos mais jovens. Os resultados do
presente estudo vao de encontro com o que foi averiguado nesta pesquisa, visto que
0s animais estudados também eram jovens, com aproximadamente 20 semanas de
idade, os quais possuem alta capacidade de adaptacdo aos estimulos metabdlicos.
Krause Neto et al.>, em uma reviséo sistemética encontraram diferentes protocolos
de exercicios, com variadas intensidades e duragcdes e concluiram que
independentemente da idade, do tipo e frequéncia do exercicio, a atividade fisica é
capaz de modificar os componentes da JNM ao longo da vida.

Seene, Umnova e Kaasik?, investigaram as diferencas nas JNMs em
diferentes tipos de fibras de animais jovens apés seis semanas de treinamento de
exercicios de resisténcia. Os autores encontraram que ha diferenca nas estruturas
sinpticas de acordo com os tipos de fibras musculares esqueléticas, sendo que nas
fibras oxidativas elas s&o predominantemente curtas, redondas ou ovais e 0
sarcoplasma contém grande numero de mitocondrias, jA as estruturas das fibras
glicoliticas séo elipticas e mais longas. Quanto ao treinamento de endurance o
mesmo aumentou a area terminal do axdénio nos dois tipos de fibra, porém este
resultado esta mais evidente nas fibras oxidativas, que possuem uma taxa de
renovacdo de proteinas musculares mais rapida, além de maior quantidade de
mitocdndrias e também maior niumero de vesiculas para a ressintese de acetilcolina
ap0s a sinapse. Salienta-se que no presente estudo foi utilizado um musculo
composto basicamente por fibras oxidativas, assim o tipo de fibra ndo influenciaria
na analise dos resultados.

As alteracbes nas jungBes neuromusculares causadas pelo exercicio fisico
também sdo capazes de induzir modificagbes na quantidade e na atividade da

enzima colinesterase, sendo que a hiperatividade ou aumento da quantidade da
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enzima pode impedir uma concentragcdo suficiente do neurotransmissor capaz de
desencadear o potencial de acdo que transmite o impulso adiante, assim como a
reducdo ou hipoatividade pode permitir um excesso de acetilcolina na juncédo, o que
pode causar paralisia da fibra muscular®.

Quanto a atividade da colinesterase ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos, demonstrando que a intervencdo foi capaz de
modificar a quantidade de jun¢des neuromusculares sem, no entanto, produzir
aumento na quantidade de ChE na fenda sinaptica, ndo sendo capaz de produzir
alteracbes na neurotransmissdo, por outro lado, também n&o promoveu
neurotoxicidade pelo excesso de acetilcolina no tecido musculo esquelético dos
ratos neste modelo de obesidade. Em uma pesquisa que analisou a atividade da

ChE em diferentes tecidos e diversas idades, Strauss et al.*?

, observaram que em
animais mais velhos com idades de 11 a 16 semanas ocorre diminuigdo da atividade
enzimatica no musculo gastrocnémio, assim sendo, a detec¢cdo de alteracbes na
acao desta enzima se torna dificultada devido a pouca atividade da mesma neste
tecido, desta forma correlaciona-se estes resultados aos encontrados neste estudo,
no qual os animais na data da eutandsia possuiam mais de 16 semanas, porém
outras técnicas mais especificas poderiam detectar minimas alteracbes da
colinesterase com maior precisao.

No que tange a atividade das enzimas oxidativas houve diferenca significativa
apenas na peroxidacao lipidica, sendo encontrada diminuicdo da atividade da LPO
nos animais obesos quando comparado com os animais ndo obesos, demonstrando
gue o estresse oxidativo esta minimizado nos obesos. Uma pesquisa obteve
achados préximos aos encontrados neste estudo, porém nao significativo, em que
animais com obesidade induzida por dieta hiperlipidica e tratados com exercicio
fisico em esteira associado ao choque térmico, tiveram diminuicdo da
lipoperoxidagcdo no musculo séleo. Para a SOD os mesmos autores também n&o
encontraram diferencas nesta atividade enzimatica igual ao presente estudo. Ainda,
observaram gue os animais obesos submetidos ao exercicio apresentaram aumento
da CAT, diferindo dos resultados do presente estudo onde ndo houve diferenga
desta atividade enzimatica, fato que pode estar relacionado com a diferenca do
modelo de inducdo a obesidade dos animais e também pelo tipo, intensidade e
duracéo do exercicio®®, demonstrando que o protocolo utilizado no presente estudo

nao promoveu alteracdes no sistema antioxidante.
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Em outro estudo com animais obesos, por dieta hiperlipidica, que também
realizaram treino em esteira houve diminuicdo da LPO e também da SOD*, sendo
que a reducao desta ultima difere dos achados do presente estudo. Considera-se
gue esta ocorréncia pode ter sido causada pela diferenca do tempo de duracdo do
exercicio e frequéncia semanal, uma vez que foi realizado por 60 minutos e cinco
dias na semana caracterizando um exercicio com maior intensidade do que o
realizado pelos animais do presente estudo, demonstrando que exercicios mais
intensos, que induzem a exaustdo do sistema musculoesquelético, inicialmente
culminam no aumento do estresse oxidativo devido a geracdo de EROS, as quais
excedem a capacidade de defesa no muisculo esquelético®, fato que nao foi
observado pelo treino em plataforma vibratoria, ou seja, acredita-se que a duracao
de 8 semanas de protocolo foi suficiente para o sistema antioxidante entrar em
equilibrio .

Em contrapartida, um estudo realizado com homens obesos submetidos a 12
semanas de treinamento em cicloergbmetro, trés sessdes por semana com duracao
de 60 minutos, apesar de observarem que nem a obesidade e nem o treinamento de
resisténcia alteraram o conteldo proteico da CAT, encontraram que a concentracao
de LPO em individuos obesos foi mais elevada que em individuos magros, e apés
serem submetidos ao exercicio fisico houve diminuicdo da lipoperoxidacdo nos
obesos, além disso, também evidenciaram aumento da atividade da SOD', atribui-
se a esta diferenca as hipéteses de que os modelos animais de inducdo de
obesidade promovem alteracdo no metabolismo dos acidos graxos refletindo em
resultados contrarios aos encontrados em estudos com humanos*®**%; essas
diferencas também podem ter sido determinadas pelo musculo esquelético
analisado (vasto lateral), desta forma entende-se que outros estudos futuros com
diferentes modelos animais e diferentes grupos musculares poderiam encontrar
resultados que diferem do presente estudo, sendo necesséarios para confrontar
esses dados controversos.

S&o0 escassos na literatura estudos que tenham analisado os efeitos da
utilizacdo da plataforma vibratéria na atividade das enzimas oxidativas, em uma
pesquisa que investigou os efeitos do exercicio de vibracdo corporal sobre o
metabolismo lipidico e o estresse oxidativo em animais diabéticos e obesos,
submetidos ao treino em plataforma vibratéria a frequéncia de 45 Hz, 60 minutos/dia

por 12 semanas, também n&o encontrou diferencas na atividade enzimatica da CAT
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e SOD, mas o exercicio foi capaz de diminuir a LPO*°, resultados semelhantes ao do
presente estudo, demonstrando que mesmo com diferengcas na duragdo e
intensidade do exercicio, a plataforma ndo promoveu estresse oxidativo que é
induzido pelo exercicio fisico.

Alguns autores demonstraram que o exercicio fisico promove desequilibrio

50-52

entre o sistema oxidante e antioxidante , achados também relatados ha décadas

1.>% e na revisdo de Powers et al.>*, desta forma, verifica-se

no estudo de Davies et a
que o0 exercicio proposto por meio da utilizacdo das vibracdes corporais nao
promoveu estresse oxidativo no musculo so6leo, uma vez que néo alterou a atividade
das enzimas CAT e SOD, demonstrando que h& perfeito equilibrio entre as enzimas
antioxidantes para a manutencdo da integridade celular mesmo frente ao

treinamento em plataforma vibratéria.

CONCLUSAO

O treino em plataforma vibratéria promove alteracbes benéficas como
aumento das medidas das estruturas das junc¢des neuromusculares, mas ndo €
capaz de promover modificagées na concentragdo da enzima colinesterase na fenda
singptica. Ainda, o exercicio proposto ndo promoveu estresse oxidativo no tecido
muscular, mantendo o equilibrio entre as enzimas estudadas. Também foi verificado
gue o modelo de inducédo de obesidade utilizado neste estudo promove diminui¢ao

da lipoperoxidacdo muscular de ratos Wistar.
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Figura 01: Fotomicrografias das juncdes neuromusculares do musculo séleo de ratos Wistar apds
Reacédo de Esterase Inespecifica. Em A) Grupo Controle (GC); B) Grupo Controle Plataforma (GCP);
C) Grupo Obeso (GO) e Grupo Obeso + Plataforma Vibratéria (GCP). Ponta de seta representa as
juncBes neuromusculares marcadas com a técnica. Em E) andlise da area, F) maior e G) menor
diametro das JNMs do musculo séleo de ratos Wistar. Valores expressos em médiatdesvio padréo. *
representaram diferenca estatisticamente significativa isolada do fator OBESIDADE. # representaram
diferenca estatisticamente significativa isolada do fator PLATAFORMA. § representam diferenca
estatisticamente significativa da interagéo do fator OBESIDADE e PLATAFORMA.
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Figura 02: Média dos valores das atividades enzimaticas do musculo séleo de ratos Wistar. A)
Colinesterase (ChE); B) Lipoperoxidagdo (LPO); C) Superéxido dismutase (SOD); D) Catalase (CAT).
Unidades de medidas da ChE em nmol.min-1. mg proteina-1; LPO em nmol de MDA. mg de 205
proteina-1; SOD U/mg de proteina; CAT em mmol.min-1. mg proteina-1. Grupo Controle (GC); Grupo
Controle Plataforma (GCP); Grupo Obeso (GO) e Grupo Obeso + Plataforma Vibratéria (GCP).
Valores expressos em médiatdesvio padrdo. *representaram diferenca estatisticamente significativa
isolada do fator OBESIDADE.
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CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo desta pesquisa permitiu avaliar os efeitos de um modelo de
obesidade sobre o tecido muscular e o tratamento desta doenca com vibracdes
corporais. Obeservou-se que 0s animais obesos obtiveram aumento do indice de
LEE, demonstrando efetividade da inducéo da obesidade pelo modelo MSG. Além
disso, apresentaram aumento da porcentagem do tecido conjuntivo. diminuicdo da
massa do musculo séleo, da densidade capilar, do niumero de nucleos por fibra
muscular, das jun¢des neuromusculares e da lipoperoxidagéo.

Ja o treino em plataforma vibratoria promoveu diminuicdo da porcentagem de
tecido conjuntivo, aumento da densidade capilar, do niamero de nudcleos por fibra
muscular, aumento do tamanho das jun¢gbes neuromusculares. No entanto nao
causou mudancgas no sistema antioxidante e na enzima colinesterase. Ainda, nem a
obesidade, nem o treinamento em plataforma vibratéria modificaram os tipos de
fibras musculares do musculo soleo.

Com o exposto ressalta-se que o modelo MSG induz lesbes hipotalamicas e
consequentemente promove alteragbes diretas no sistema musculoesquelético.
Deste modo, o modelo pode nédo ter sido ideal para esclarecer os efeitos da
plataforma vibratoria no musculo séleo. Assim, sugere-se que outros modelos de
obesidade e diferentes protocolos, como alteragdes na intensidade, duracdo de
sessao e tempo de treinamento sejam utilizados em futuros estudos para elucidar as

guestBes hipotetizadas pelo presente estudo.
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ANEXO 01

unioeste
Universidade Estadusl do Osste do Parand
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAD
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - PRPPG

Certificado Experimental no Uso de Animais em Pesquisa N°
08/18 - CEUA

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos da plataforma vibrat6ria em ratos Wistar
obesos — andlises funcionais e morfolégicas”, registrada com o numero “17/17°, sob a
responsabilidade de "Gladson Ricardo Flor Bertolini®, que envolve a produgio, manutengéo ou
utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8
de outubro de 2008, do decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), e foi apravado pelc COMITE
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO
PARANA (UNIOESTE), em reunigio de 08/06/2018.

Finalidade Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagio 01/07/2017 - 31/03/2018

Espécie/linhagem/raga Ratos: Rattus norvegicus Rato heterogénico

Wistar

N2 de animais 10

Peso/idade 250g/60 dias

Sexo Feminino

N¢ de animais 40

Peso/Idade 10g/filhotes

Sexo Masculino

Origem Biotério Central da Unioeste, campus de
~_ | Cascavel

Prof. Dra, Duciana Oliveira de Farifia
Coordenadora do CEUA UNICESTE
Portaria n°3730/2016




ANEXO 02
NORMAS REVISTA 01
Motriz Journal (Artigo 01)

Basic information

Motriz is a Scientific Journal launched in 1995, which is published quarterly by
the Department of Physical Education, Institute of Biosciences, S&o Paulo State
University, at Rio Claro, State of Sdo Paulo, Brazil. Since 2016, Motriz has published
articles exclusively in electronic format using ScholarOne submission system and

English-only manuscripts are accepted.

Scope

Motriz was designed to disseminate the knowledge of exercise science that is
relevant to all researchers and professional involving either basic or applied
researches. Motriz encourages manuscript submissions from different field in
exercise science including sports training, adaptative sports, sports psychology,
biomechanics and neural control of movement, physical activity and health,sports
coaching,and adventure sports and leisure.

Motriz uses the "Open Access" policy, allowing free-of-charge and unrestricted
access to its contents. Online-only submission is required, and, after successful
registration in the Journal’'s website, it is the author's responsibility to update
documents and personal information.

The abbreviated title of Motriz Journal is Motriz: J. Phys. Ed., which can be used in

citations, footnotes and in the list of references. eISSN: 1980-6574.
INSTRUCTIONS TO AUTHORS
Language: Only English manuscripts are accepted.

All submissions will be screened for plagiarism using Turnitin software

Organization of the manuscript:



Present your manuscript in the order below:
1. First Page:
title: First letter capitalized, subsequent letters in lower case. Avoid
abbreviations.
Short title.
All authors name and affiliations. If necessary, use superscripted lowercase
letters after the author's name to distinguish affiliations
Author to whom proofs and correspondence should be sent, including
name, mailing address, and e-mail address.

2. A structured abstract has to be submitted for original articles (not for mini
reviews). No more than 250 words with the following headings: Aims; Methods;
Results; and Conclusion.

3. Main text: Manuscript should include the following sections: Abstract,
Introduction, Methods (insert the process number of Ethics Committee), Results,
Discussion, and Conclusions. The manuscript shall be double-spaced, Times font,
size 12 pt., text left justified, with number of pages limited as the sections above.
Page margin size is 2.5 cm top, bottom, left and right sides. Figures and Tables must
be inserted at the end of the manuscript, properly numbered and labeled. If the
manuscript is approved, a jpg or tiff file for each figure will be requested. Each page

must be nhumbered, with lines numbered in order to facilitate the review process.

Reference style
The abbreviated title of Motriz Journal is Motriz: J. Phys. Ed., which can be

used in citations, footnotes and in the list of references. elSSN: 1980-6574.

Text

Use Arabic numerals in the text in numerical order superscript separated by
comma 1,2,3,4,5,6. The authors can be referred to, but the reference number(s) must
always be given. Example:

‘...as demonstrated3,6 . Engles and Jones8 obtained a different ...’

Reference list
At the end of the paper in the same order in which they were cited in the text,

the complete reference with author(s) name(s), journal title/book title, chapter



title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present.
Please follow the examples below to format the references of your manuscript.

Examples:

ARTICLES

1. Cayres SU, de Lira FS, Machado-Rodrigues AM, Freitas Junior IF, Barbosa
MF, Fernandes RA. The mediating role of physical inactivity on the relationship
between inflammation and artery thickness in prepubertal adolescents. J Pediatr.
2015;166(4):924-9.

If the work you need to reference has more than six authors, you should list
the first six authors,

followed by ‘et al.’:

2. Antunes M, Christofaro DG, Monteiro PA, Silveira LS, Fernandes RA, Mota
J, et al. Effect of concurrent training on gender-specific biochemical variables and
adiposity in obese adolescents. Arch Endocrinol Metab. 2015;59(4):303-9.

BOOK: PRINT

3. Zanesco A, Puga G, editors. Doencas cardiometabdlicas e exercicios
fisicos. Ed. Rio De Janeiro, Revinter, 2013.

CHAPTER BOOK

4. Santos DM, Pesquero JL. Exercicio fi-sico e Sistema renina-angiotensina.
In: Doencgas cardiometabolicas e exercicios fisicos. Rio de Janeiro, Revinter; 2013.
p. 69-80.

Use of DOI is highly encouraged.

Proofs

All manuscripts will undergo some editorial modification, so it is important to
check proofs carefully.The corresponding author will be sent an email asking them to
check their proofs. The email will either have a link for authors to access their PDF
proofs online, or will have a PDF proof attached.

To avoid delays in publication, proofs should be checked and returned within 2
working days. The preferred method of correction is by annotated PDF. Extensive

changes to the text may be charged to the author.



Copyrights

Copyrights of published articles are the property of Motriz, and under no
circumstance will the Journal transfer rights of published work. Reproduction of
portions of published articles in other publications, or for any other use, is subject to
written permission by the Editors-in-Chief. Upon acceptance of an article, authors will
be asked to complete a "Journal Publishing Agreement.” Acceptance of the
agreement will ensure the widest possible dissemination of information. An email will
be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together
with a "Journal Publishing Agreement" form or a link to the online version of this

agreement.

Guiding Principles for Research Involving Animals and Human Beings

Animal research:

Research involving animals must adhere to Guiding Principles in the Care and
Use of Animals in Research in agreement with the Brazilian Council for using animal
in research (CONCEA/BR) and a statement of protocol approval from a Local
Committee must be included in the Methods section of the manuscript. Studies
involving surgeries or other painful procedures must include an explanation of steps
taken to mitigate pain and distress, including the types and dosage of anesthetics
and post-operative analgesics that were used.

These supplementary files must be attached in the Motriz electronic system.

Motriz reserves all rights of its published articles. Therefore, any duplication of
information conveyed in the journal or previously published in another publication--
from materials published by the authors themselves or from authorship of others--is
considered copyright infringement. This is a very serious breach of ethics, and, in
such cases, disciplinary measures will be taken (e.g., retraction of the article;
suspension of the implicated authors and co-authors for a minimum period of five

years, or upon discretion of the editorial board).

Peer review process

An original manuscript submitted for publication will be submitted to the review
process as long as it fits the following criteria:

\ the study was not previously published, nor has been submitted

simultaneously for consideration of publication elsewhere;



\ all persons listed as authors approved its submission to Motriz;

v any person cited as a source of personal communication has approved the
quote;

\ the opinions expressed by the authors are their exclusive responsibility;

v the author signs a formal statement that the submitted manuscript complies

with the directions and guidelines of Motriz.

The Editor-in-Chief and Associate Editors will make a preliminary analysis
regarding the appropriateness, quality, originality and written style/grammar of the
submitted manuscript. The editors reserve the right to request additional information,
corrections, and guideline compliance before they submit the manuscript to the "ad-
hoc" review process.

Minor changes in the text may be made at the discretion of the Editors-in-Chief
and/or Associate Editors. Changes can include spelling and grammar in the chosen
language, written style, journal citations, and reference guidelines. The author is
notified of changes at any point of the review process, or during the paper production
for publication. The final version is available to the author for his or her approval
before it is published.

Motriz uses "ad-hoc" reviewers, who volunteer to analyze the merit of the
study. Typically, one or more expert reviewers are consulted in a single-blind
process. Authors are notified by e-mail when their submission has been accepted (or
rejected).

Important: The Motriz Editorial Board believes that majority of research
authors who submit manuscripts to this journal expects positive and high quality
reviews of their peers. In addition, this board expects that all authors who consider
submitting a manuscript, have already submitted, or have a paper recently published
in Motriz must act, upon invitation, as "ad hoc" reviewer of manuscripts submitted to
this journal.

Published manuscripts are entirely the responsibility of the authors and do not

reflect opinions or personal views of Motriz Journal editors or associate editors.



Archiving
Motriz utilizes the LOCKSS system to create a distributed file system among
participating libraries and allows them to create permanent archives of the journal for

the preservation and restoration of files. href="http://lockss.stanford.edu/".



ANEXO 03
NORMAS REVISTA 02

MUSCLE & NERVE (Artigo 02)

Muscle & Nerve is an international and interdisciplinary publication of original
contributions, in both health and disease, concerning studies of the muscle, the
neuromuscular junction, the peripheral motor, sensory and autonomic neurons, and
the central nervous system where the behavior of the peripheral nervous system is
clarified. Appearing monthly, Muscle & Nerve publishes clinical studies and clinically
relevant research reports in the fields of anatomy, biochemistry, cell biology,
electrophysiology and electrodiagnosis, epidemiology, genetics, immunology,
pathology, pharmacology, physiology, toxicology, and virology. The Journal
welcomes articles and reports on basic clinical electrophysiology and
electrodiagnosis. We expedite some papers dealing with timely topics to keep up with

the fast-moving pace of science, based on the referees' recommendation.

MANUSCRIPT PREPARATION

» Word format preferred.

* Electronic versions in ASCII or PDF are not acceptable.

* Double Space entire manuscript, including reference section.

» Organize manuscript in the following order, with each component beginning
on a separate page and with a running title and page number in the upper right hand
corner of each page.

Title page (page 1)

* Article Title (80 spaces Maximum).

* Authors’ full name (first name, middle initial, surname) and graduate degree
(no more than 2)

» Author Affiliations (name of department if any, institution, city and state or
country where work was done) **Authors with multiple affiliations should provide only

their primary affiliation.



» Acknowledgments if applicable (grant support and individuals who were of
direct help in preparation of the study.

* Number of words in abstract.

* Number of words in manuscript (excluding abstract, references, table titles,
and figure legends).

* Name/address and email address of the author to whom reprint requests are
to be sent.

* Running title (30 spaces Maximum).

« If part or all of the material is contained within a presentation made at a
national meeting, the organization, city, and date of the presentation should be

included as a footnote, but details of any abstracts should not be cited here.

Ethical Publication Statement

* All papers must include the following statement to indicate that the authors
have read the Journal's Position on Issues Involved in Ethical Publication and affirm
that their report is consistent with those guidelines: “We confirm that we have read
the Journal’s position on issues involved in ethical publication and affirm that this

report is consistent with those guidelines.”

Disclosure of Conflicts of Interest

* One of the following sentences must be included: either “Author A has
received support from, and/or has served as a paid consultant for .... Author B has
received support from.... The remaining authors have no conflicts of interest.” Or
“None of the authors has any conflict of interest to disclose.” Note: Disclosure is
needed for financial income/payment from commercial sources, the interests of which
are relevant to this research activity. Please identify sources from which financial
assistance/income was obtained during the period of the research activity and
generation of the current report. Grants from government and/or private agencies
should be identified in the Acknowledgements section. For additional details see

Muscle and Nerve’s Position on Issues Involved in Ethical Publication below.

Abstract (page 2)
* Include title of article.

* No more than 150 words.



» Depending on type of article, the abstract should include sections labeled:
Introduction, Methods, Results, Discussion. For basic research publications a
statement of clinical relevance is encouraged. Authors who wish to have additional
information about the structured abstract format are referred to the National Library of
Medicine website: (http://www.nIm.nih.gov/bsd/poli-cy/structured_abstracts.html) and
to an article that reviews the subject: (Harbourt AM, Knecht LS, Humphreys BL.
Structured abstracts in MEDLINE, 1989-1991. Bull Med Libr Assoc. 1995;83:190-
195)

Key Words

» The authors should provide 5 key words on the bottom of the abstract page
pertaining to all major points of their contribution. This will help index the article for
reference citations. Authors are suggested to refer the below link for adding key
words: Search Engine Optimization: For Authors.

Text (starts on page 3)

* Organized in the following format; Introduction, Methods, Results, and
Discussion. Other descriptive headings and subheadings may be used if appropriate.
Every effort should be made to avoid jargon, to spell out all nonstandard
abbreviations the first time they are mentioned, and to present the contents of the
study as clearly and as concisely as possible.

* The methods, apparatus (including manufacturer’'s name and address), and
procedures should be identified in sufficient detail to allow other investigators to
reproduce the results. References should be given for all discussions of previous
studies and for all nonstandard methods used. For experiments in which humans or
animals were studied, see Muscle and Nerve’s Position on Issues Involved in Ethical
Publication below. For drugs and chemicals, the generic name should be used.
Patients’ names, initials, or hospital numbers should not be used.

* Be sure that all references and all tables and figures are cited within the text.
The tables and figures should be numbered according to the order in which they
appear. Data appearing in tables or figures should be summarized, not duplicated, in
the text. All data cited in the text should be checked -carefully against the
corresponding data in the tables to ensure that they correspond, and all names cited

in the text should be checked carefully against the references to ensure that the



spelling is correct. Any ambiguous symbols (e.g., the letter “O” versus the numeral
“0,” the letter “I” versus the numeral “1”) should be identified. Tables should be of a
size that can be printed in a vertical format on the page, thus the width should be no

more than 6 inches.

Abbreviations
« All abbreviations used in the text should be listed and defined in alphabetical

order on a separate page. This list should appear just before the references.

References

* Double-spaced.

* Listed and numbered in the order of citation and number them accordingly.

* Identify references in the text, tables, and legs by Arabic numerals typed as
superscripts.

* Include ALL author names (surnames followed by initials, use “et al”’ after the
sixth author in the case of multi-authored works).

* Include the title of the article with the same spellings and accent marks as in
the original.

* Include the journal title abbreviated as it appears in the Index Medicus or
spelled out if it is not listed there.

* Include the date of publication.

* Include the volume number.

* Include inclusive page numbers.

 For books be sure to include the chapter title, chapter authors, editors of the
book, title of the book (including volume or edition number), publisher's name and
location, date of publication, and appropriate page numbers.

» Unpublished observations,” “personal communications,” and information that
has been obtained from manuscripts “submitted for publication” but not yet accepted
should not appear in the references but should be cited in parentheses in the text.
Unpublished observations should include the authors, the year, and should be
accompanied by letters of permission from all individuals cited; quotations from
manuscripts that have been submitted for publication should include the authors, the
titte of the manuscript, and the date. Manuscripts that have been accepted for

publication but have not yet been published may appear in the references. Include



the authors, manuscript title, and name of journal, followed by “to be published” in
parentheses.

Tables

* Double-spaced.

» Separate pages.

* Word file, NOT photograph or image files.

« If table must exceed 1 typewritten page, duplicate headings on the second
sheet.

* Numbered in the order in which they are cited in the text.

* Include a title at top of table.

* Every column (including the left-hand (stub) column should have a heading.

* Define all abbreviations immediately below the table.

* Indicate the units of measurements for all values.

» Use commas for all numbers exceeding 999, and use zeros before decimals
for numbers less than 1.

* Organized so that like data are read vertically, not horizontally.

* Do not use internal horizontal or vertical lines to separate sections.

 Explain all empty spaces or dashes.

* Indicate footnotes to the table using the following symbols.

« * (asterisk), f(dagger), £ (double dagger), § (section mark), (parallels),
(paragraph mark), # (number sign).

* Letters of the alphabet, lower case and italic, should be used instead if there
are more than 7 footnotes.

» Symbols (or letters) should appear after commas and periods, before colons
and semicolons, and should be superscript.

« If data from any other source, published or unpublished, are used, obtain

permission for their use and cite the source in the legend.

Figure/Images

- JPEG, TIFF or EPS file format (Tagged Image File, Encapsulated
PostScript).

» Each file must include all subparts (A, B, C, etc.) to the figure. Subparts
should not be uploaded individually.



* Resolution.

* Halftones are to be scanned at 300 dots per inch (dpi).

* Line Art is to be scanned at 1200 dpi.

* Figures prepared in Word, Excel, Microsoft Publisher, Lotus 123, PowerPoint
and Corel Draw are not acceptable as digital files.

* If your files have been prepared in one of these formats and cannot be
converted you will be required to mail high quality hard copy figures.

 All images must be saved and submitted in final size. The final figure sizes
are: 1 column = 3-in. (8.25-cm) wide, 1.5 column = 5-in. (13-cm) wide, 2 columns = 6-
in. (17.15-cm) wide. Figures should not exceed 8-in. (21.6-cm) in height. All cropping
and manipulation must be completed before the images are submitted to the
publisher.

* Avoid use of fine lines (point and below) for graphs and charts.

* Use only Adobe Type 1 fonts in creating images, and limit the number for
fonts used.

* Do not reletter images in Photoshop. If relettering must be done, import the
image into either Freehand or lllustrator and reletter, then make an EPS file.

* Make sure all scanned images are “clean.” Look for and clean up dust
specks, scratches, tape marks, and anything that is not part of the actual image. Files
generated in Freehand should be saved in EPS format.

» Photomicrographs must include a calibration bar of appropriate length (e.g.,
Imm, 0.1 mm, etc.) Symbols used in micrographs should contrast with the
background.

» For photographs of persons, written permission from the subject must be
supplied.

* Unless specified otherwise, the subject’'s eyes will be masked to prevent

identification.

Figure Legends

* Less than 200 words.

* Double spaced.

* Numbered with Arabic numerals corresponding to the illustrations.

* When symbols, arrows, numbers, or letters are used to identify parts of the
illustration, each should be explained clearly in the legend.



» For photomicrographs, the internal scale markers should be defined and the
methods of staining should be given. If the figure has been previously published a

credit line should be included.



