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Resumo

A obesidade afeta diversos tecidos corporais, no entanto ainda nédo esta claro se
o sistema neuromuscular também pode sofrer alteragdes. O objetivo deste estudo foi
analisar aspectos morfologicos das junc@es neuromusculares (JNM) e adaptacGes dos
musculos vasto lateral (VL), vasto medial (VM) e tibial anterior (TA) e concentracdo de
citocinas seéricas em ratos Wistar, ap6s um periodo de 28 semanas alimentados com
dieta indutora de obesidade. Dois grupos de ratos machos com idade de 6 semanas
foram analisados: DIO (dieta indutora de obesidade, n = 5) e controle (dieta padrdo, n =
5). Ap0s a eutanasia foram analisados no soro os niveis circulantes de 1L-6, TNF-a,
leptina e adiponectina. Os musculos VL, VM e TA foram removidos para anlise de
parametros morfométricos. Foram feitas medidas da area de secdo transversal (CSA) da
fibra muscular, quantificacdo da gordura e tecido conjuntivo intramuscular. Também
foram realizadas medidas da area total, do perimetro e didmetro maximo das JNMs dos
masculos supracitados. Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk e posteriormente foi feita comparacao entre 0os grupos. Nos casos
em que 0s pressupostos paramétricos foram atingidos (p>0,05) foi utilizado o test t de
Student e quando ndo, o teste de Mann Whitnney. Para andlise da relacdo entre as
citocinas pro-inflamatérias (IL-6 e TNF-a) e o indice de sarcopenia foi utilizado o
coefiente de Correlacéo de Spearman. O grupo DIO demonstrou aumentos nos niveis de
leptina (p=0,033) e diminuicdo nos niveis de adiponectina (p=0,002). O musculo VM
mostrou aumento na area, perimetro e didmetro maximo da JNM, assim como aumento
de gordura intramuscular (p=0,001) e tecido conjuntivo (p=0,005). Foi observada
também reducdo na CSA da fibra muscular do VM, no grupo DIO (p=0,021). Podemos
concluir que a obesidade, no modelo testado, promoveu , um remodelamento das JNMs
dos musculos estudados, acompanhada por atrofia muscular, bem como aumento da
gordura intramuscular e adipocinas circulantes, mostrando que a obesidade pode afetar

a funcdo do tecido muscular.

Palavras chave: sistema nervoso periférico, tecido adiposo, atrofia, musculo
esquelético, citocinas, inflamag&o sistémica.



Abstract

Obesity affects several body tissues, however it is not yet clear whether the
neuromuscular system can also change. The objective of this study was to analyze
morphological aspects of the neuromuscular junctions (NMJ) and adaptations of the
vastus lateralis (VL), vastus medialis (VM) and anterior tibialis (TA) muscles and
serum cytokine concentration in Wistar rats, after a period of 28 weeks fed an obesity-
inducing diet. Two groups of male rats aged 6 weeks were analyzed: DIO (obesity-
inducing diet, n = 5) and control (standard diet, n = 5). After euthanasia, circulating
levels of IL-6, TNF-a, leptin and adiponectin were analyzed in the serum. The VL, VM
and TA muscles were removed for analysis of morphometric parameters. Measurements
were made of the cross-sectional area (CSA) of the muscle fiber, fat quantification and
intramuscular connective tissue. Measurements of the total area, perimeter and
maximum diameter of the NMBs of the aforementioned muscles were also performed.
All data were assessed for normality using the Shapiro-Wilk test and later a comparison
was made between groups. In cases where the parametric assumptions were reached
(p=0.05), Student's t test was used and when not, the Mann Whitnney test. Spearman's
correlation coefficient was used to analyze the relationship between pro-inflammatory
cytokines (IL-6 and TNF-a) and the sarcopenia index. The DIO group demonstrated
increases in leptin levels (p = 0.033) and decreases in adiponectin levels (p = 0.002).
The VM muscle showed an increase in the area, perimeter and maximum diameter of
the NMN, as well as an increase in intramuscular fat (p = 0.001) and connective tissue
(p = 0.005). A reduction in the CSA of the muscle fiber of the VM was also observed in
the DIO group (p = 0.021). We can conclude that obesity, in the tested model, promoted
a remodeling of the NMBs of the studied muscles, accompanied by muscle atrophy, as
well as increased intramuscular fat and circulating adipokines, showing that obesity can

affect the function of muscle tissue.

Key-words: systemic inflammation, atrophy, peripheral nervous system, adipose tissue,

muscle.



Dedicatoria

A minha m&e e meu pai, pois tudo o que sou ou pretendo ser devo a eles.



Agradecimento especial
A Deus.
Obrigada Senhor pelo teu amor para comigo.
Por todas as béncaos a mim concedidas, sem merecimento.
Pela oportunidade de concluir esse trabalho.

Por todas as pessoas que 0 Senhor colocou em meu caminho. Sei que houve um

propdsito em cada uma.

Pelas lutas enfrentadas. Foram elas que me permitiram te conhecer e entender como €

bom estar ao Seu lado.

Por tua graca e misericordia que me permitiu receber a Jesus Cristo.

“Tu que habitas sob a protecdo do Altissimo, que moras a sombra do Onipotente, dize ao Senhor: Sois
meu reflgio e minha cidadela, meu Deus, em quem eu confio.”
Salmo 90



Agradecimentos

A minha mae,

Por ser minha luz! Por ser fonte de seguranca e alegria, minha maior incentivadora e
amiga! O meu eterno agradecimento por seu amor, dedicacao e cuidado. Por ter me

aconselhado a seguir pelo lindo caminho da fisioterapia!

Ao meu pai,

Por ter me ensinado a importancia do empenho e da dedicacdo ao trabalho, vocé é o
meu exemplo. Obrigada por sempre cuidar tdo bem de mim. Por ter dedicado sua vida a

nossa familia!

Ao meu irmao,

Por tornar minha vida mais leve e divertida. Por ser exemplo de inteligéncia e

esperanga. Por sempre me encorajar e me fazer sentir segura!

Ao meu nhamorado,

Por todo amor e cuidado em todos 0s momentos nesses anos. Pela paciéncia nos meus
piores momentos. Por nossa amizade e companheirismo. Por sempre me incentivar e

acreditar em mim. Por tornar minha vida mais feliz a cada dia!

“Caiu a chuva, transbordaram os rios, sopraram os ventos e deram contra aquela casa, e ela ndo caiu,
pois seus alicerces estavam sobre a rocha. “ Matheus 7:27

Aos meus avos,

Pelo exemplo de honestidade, simplicidade e alegria! Por terem me ensinado o

significado da fé. Saudades imensas, vVOCcés estardo pra sempre em meu coragao



Aos meus tios,

Por todos os conselhos, incentivo e apoio desde sempre. Vocés sdo minha inspiracao,

obrigada!

A Profa. Stela Marcia Mattiello,

Por ter aberto as portas de seu laboratdrio e pela orientacdo. Pela paciéncia com minhas
teimosias. Pela disponibilidade e compreenséo. Por sempre nos fazer sentir seguros e

protegidos!

Ao Prof. Thiago Luiz de Russo,

Por ter me apoiado nos momentos que mais precisei. Por todos os conselhos e por

sempre ter acreditado em mim!

Ao Jonathan Emanuel Cunha,

Por sempre ter sido luz durante a execucgéo desse trabalho e me colocar na direcéo

corretal

A Paula Aiello Tomé de Souza Castro,

Pela dedicacéo a essa pesquisal! Sua paixao por essa area do conhecimento me inspirou!

A Cristina Arrais Lima,

Por sempre ensinar com tanta paciéncia e me fazer rir! Com certeza aprendi muito sobre

a vida com vocé!



A Jéssica Bianca Aily,

Por nunca poupar esforcos em ajudar. Por sempre estar presente, ser minha amiga e
confidente. Por ter sido luz desde o inicio. Sua dedicacdo a pesquisa sempre me

inspirou!

A Glaucia H. Goncalves e Maria Gabriela Pedroso,

Como era bom ter vocés por perto! Vocés sao exemplo. A alegria e bom humor de

vocés sempre tornava tudo mais leve!

A Alyssa Conte e Ricardo M. Liberatori,

Pela companhia divertida no laboratério e por nunca medirem esforcos em ajudar!

A Angélica V. Ferrari,

Por sempre estar ao meu lado, amiga querida! Com certeza vocé foi um anjinho enviado
por Deus. Obrigada pela amizade, por me ouvir, pelos sabios conselhos e pela
companhia divertida e alegre.

As professoras Patricia Driusso e Ana Carolina S. Beleza,

Pela oportunidade de conhecer uma area linda da fisioterapia. Por sempre terem

confiado e acreditado em mim. VVocés séo exemplo de dedicagdo e amor a profisséo!

As companheiras: Tereza Fattori, lolanda, Fabiana e Andreia,

Por todo o apoio nesse periodo, amizade e conselhos. A companhia de vocés fez a

diferenca nessa jornada.



A todos os professores,

Hoje sou um pouquinho de cada um que passou pela minha vida. Vocés contribuiram
para minha formacé&o profissional e pessoal. O amor e dedicagéo de vocés pela profisséo

me inspiram. Levo cada um no coragé&o!

A Universidade Federal de Sdo Carlos,

Pelo universo de possibilidades a mim apresentado. Pela oportunidade de formacéo na
graduacao e pos-graduacdo em Fisioterapia. Com orgulho, posso dizer que é a melhor!

Aos membros da banca,

Por aceitarem o convite e por todas as contribui¢cdes que enriquecem o trabalho!

A CAPES,

Pelo apoio financeiro.



Lista de Figuras

Figura 1- Jungdo Neuromuscular

.............................................. Erro! Indicador n3o definido
Figura 2 - Massa Corporal e Gordura Corporal............ccccociiiiiiiieiiieeseese e 33
Figura 3— Massa Muscular, indice de Sarcopenia e Area de Sec¢do Transversa da fibra

10 o1 B ] - T N 345
Figura 4- Tecido Conjuntivo e gordura intramuSCUIAT . .....cccveeeiiiieeeiiisinnesiissinnesssssseeenes 36

Figura 5 — Morfologia da Jungdo Neuromuscular



Lista de Tabelas

Tabela 1 - Citocinas e adipoCings SEFICAS. .......cccccevveveeieeiieeieeie e e e sre e 35
Tabela 2 - Massa muscular, indice de sarcopenia e area de sec¢ao transversa da

FIDFA MUSCUIALE ..ot 38
Tabela 3 - Relagdo entre o indice de sarcopenia e citocinas inflamatorias ......... Erro!

Indicador ndo definido.



SUMARIO

L. PREFACIO ...ttt sttt 16
2. CONTEXTUALIZACAO ...t ee e eses st ses s sass st s s 17
2. REVISAO DA LITERATURA ....coooioieteteeetee et ees s ss s s 18
2.1.  Obesidade e comprometimentos na integridade MusCUlar .......cccceeveeerriivneeerinnes 18
2.2.  Caracteristicas da JUNGA0 NEUrOMUSCUIAT .....cccccvveeeriecreerrecssnnesescsneessessnnessscnnns 20
2.3.  Plasticidade da Jung&o NEUFrOMUSCUIAN ........c.ccoevierieiieieirinenereeseseeeeeee e 23
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ocovoiveveveterieeteseeerse s ssessesseeses s, 25

A, ESTUDOD ...ttt e r et n e s 28



Epigrafe

“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que ninguém ainda
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1. PREFACIO

Essa dissertacdo esta organizada da seguinte forma: uma breve contextualizacdo do
tema com a lacuna existente na literatura, uma reviséo da literatura e um manuscrito. O
estudo “Obesity induces neuromuscular junction remodelling in the vastus medialis,
vastus lateralis and tibialis anterior muscles of rats” submetido a periddico da area,

como determinado pelo regimento interno do programa para defesa de mestrado.
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2. CONTEXTUALIZACAO

Essa dissertacdo foi desenvolvida com o proposito de avaliar caracteristicas do
sistema neuromuscular em um modelo de obesidade, visto que esse disturbio atinge
grande parte da populacdo, sendo considerado um dos maiores problemas de salde
publica mundial. (ABESO, 2019).

As alteracdes metabolicas advindas da obesidade tem demonstrado comprometer a
estrutura e funcdo do tecido musculo esquelético. O musculo desempenha um
importante papel no equilibrio biomecanico durante 0 movimento, assim modificacfes
em sua funcdo predispdem a disfuncdes fisicas e doengas, uma vez que se torna
vulneravel em um estado inflamatdrio (COLLINS, 2018). As propriedades contrateis do
musculo esquelético também tem se mostrado alteradas em modelos de obesidade.
(TALLIS, et al., 2017) Estudos tém mostrado que a obesidade afeta a transmissdo
neuromuscular nos muasculos lisos. (BHATTARAL ET AL., 2016)

No entanto, ha diversas lacunas no entendimento atual de como a obesidade pode
afetar esse sistema, especialmente a Jungdo Neuromuscular (JNM). Permanece incerto
na literatura se os distlrbios metabolicos presentes na obesidade modificam o sistema
neuromuscular do masculo esquelético. Para a fisioterapia, investigar tais aspectos é
importante no sentido de direcionar e auxiliar no desenvolvimento de tratamentos que

contribuam para prevenir as consequéncias funcionais decorrentes da obesidade.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Obesidade e comprometimentos na integridade muscular

A obesidade pode ser definida como uma doenca crénica ndo transmissivel
caracterizada pelo excesso de gordura corporal, que causa prejuizos a saude do
individuo (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004). E identificada através do indice de
massa corporal (IMC). Esse indice é calculado através do peso em quilogramas dividido
pela altura em metros quadrados. Um IMC de 25,0 a 29,9 kg / m2 em adultos é definido
como sobrepeso e um IMC de 30 kg / m2 ou superior é definido como obeso.
(APOVIAN, 2016)

Essa doenca foi apontada como um dos maiores problemas de salde pablica no
mundo, segundo a Organizacdo Mundial da Salde. Estima-se que, em 2025, mais de
700 milhdes de adultos estejam obesos. No Brasil, a obesidade aumenta
progressivamente, sendo que no ultimo levantamento oficial feito pelo IBGE entre
2008/2009 a obesidade atingia mais de 50% da populagéo adulta (ABESO, 2019).

Tal condi¢do tem sido caracterizada como um estado inflamatério sistémico
cronico de baixo grau. As alteracfes metabdlicas advindas desse processo afetam a
integridade e funcdo de tecidos como o musculoesquelético. Um tecido plastico como o
musculo, passa constantemente por remodelamentos e se torna vulneravel em um estado
inflamatério (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011; TIDBALL, J.G. 2005).

As alteracdes na integridade do musculo envolvem a atrofia muscular, aumento
de lipidios intramusculares e deposicdo de tecido conjuntivo (LEE et al., 2012). Esses
prejuizos predispdem a disfuncbes fisicas como osteoporose, tendinopatias e
osteoartrite, condi¢des que contribuem para a perda de funcionalidade e afastamento do
trabalho (COLLINS et al., 2018).

O acumulo de lipidios em sistemas como o musculo esquelético € conhecido
como acumulo ectopico de lipidios. Esse processo demonstrou estar associado ao
aumento de acidos graxos na circulagdo sanguinea (UNGER ET AL., 2010 VAN
HERPEN E SCHRAUWEN-HINDERLING, 2008; GOODPASTER ET AL., 2000;
SINHA ET AL., 2002; BONEN ET AL., 2004). O tecido adiposo intermuscular se
encontra localizado entre as fibras musculares e tem sido relacionado a reducdo do

desempenho muscular. O tecido adiposo intramuscular se encontra localizado no
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interior das fibras musculares, em goticulas lipidicas (COLLINS, 2017; FUJIMOTO et
al., 2008; THIELE e SPANDL, 2008).

A inflamacdo do tecido adiposo esta associada ao acumulo de macréfagos do
tipo pro-inflamatério e hipertrofia de adipocitos. Esses armazenam e secretam
adipocinas como leptina, adiponectina, Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) (WU & PAE, 2007). Ha evidéncias de que a
inflamacédo derivada dos adipdcitos contribui para a atrofia das células musculares em
modelos de obesidade (PELLEGRINELLI et al., 2015).

No processo de atrofia muscular o sistema proteolitico é ativado, proteinas e
organelas contrateis sdo removidas, promovendo a diminui¢do das fibras musculares. O
Sistema Ubiquitina Proteossoma € principal via da atrofia muscular e envolve genes
como o Muscle RING Finger-1 (MuRF1) e Atrogina-1. Esse sistema é regulado por
uma complexa rede de vias de sinalizacdo, sendo as principais: IGF-1-Akt-FoxO,
miostatina, glicocorticoides e Nuclear Factor Kappa B (NFKB) (BONALDO &
SANDRI, 2013).

Em resposta a fatores inflamatdrios, a principal via ativada é a NFkB mediante a
sinalizacdo de citocinas como TNF- e IL-1B, através da regulacdo do MuRF1
(PETERSON; BAKKAR; GUTTRIDGE, 2011). Além disso, 0 TNF-a demonstrou ter
efeitos inibitorios sobre a via IGF-1 (P13K Akt mTOR), resultando na inibicdo do
crescimento muscular AKHMEDOV E BERDEAUX, 2013; BROWN et al., 2015).

As propriedades contrateis do masculo esquelético também tem se mostrado
alteradas em modelos de obesidade (TALLIS, et al., 2017). No estudo de Lee, et al.,
2015, camundongos C57BL/6 alimentados com dieta rica em gordura, indutora da
obesidade, demonstraram menor forca de preensédo (-15%) e de coordenacao sensorio
motora (-11%) comparado ao grupo controle. Considerando as alteracdes na funcdo
muscular é esperado que outras estruturas musculares possam estar alteradas na

obesidade.

A Juncdo Neuromuscular (JNM) é uma estrutura fundamental para a fungéo
muscular (NUDELL; GRINNELL, 1983). Ha evidéncias de que a transmissao

neuromuscular nos musculos lisos é afetada em modelos de obesidade. No estudo de
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Bhattarai, et al., 2016 a obesidade, induzida por dieta hiperlipidica, promoveu alteracoes

na transmissao neuromuscular do c6lon distal de camundongos.
2.2.Caracteristicas da Juncdo Neuromuscular

A contracdo do musculo esquelético é regulada pelo sistema nervoso central, por
meio de uma sinapse quimica altamente especializada, denominada Juncdo
Neuromuscular (TINTIGNAC; BRENNER; RUEGG; 2015). Trata-se de uma sinapse
responsavel por transmitir impulsos elétricos do terminal nervoso ao mdasculo
esquelético através de um neurotransmissor quimico, a acetilcolina (ACh) (HUGHES;
KUSNER; KAMINSKI, 2006).

Estruturalmente, a JNM possui trés componentes principais: a regido pré-
sindptica composta pelo terminal nervoso e a célula de Schwann; a regido pds-sinéptica
formada pelo sarcolema e o sarcoplasma da fibra muscular e o espaco sinaptico situado
entre as regides pré e pos-sinaptica que é preenchido pela l1damina basal sinaptica (Figura
1) (ENGEL, 2003). Na regido pré-sinaptica, o neurénio motor perde sua bainha de
mielina ao atingir a fibra muscular alvo e se ramifica em um complexo de 100-200
terminacbes nervosas ou botBes sinapticos (OMAR, 2019). Cada botdo sinaptico
contém neurofilamentos, microtibulos, reticulos endoplasmatico liso, varidvel nimero

de mitocondrias e vesiculas sinpticas (ENGEL, 2003).
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Figura 1. Juncdo Neuromuscular. Porcao terminal do axénio motor formando a regido
pré-sinaptica, onde estdo contidas as vesiculas sinapticas que armazenam o

neurotransmissor quimico, a acetilcolina (ACh). A regido pds-sinaptica é formada pelo
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sarcolema e sarcoplasma da fibra muscular, onde estdo concentrados os receptores da
ACh, os nNAChRs. Adaptado de Campanari, et al., (2016).

As vesiculas sindpticas apresentam em média 50 a 60nm de didmetro e
armazenam o neurotransmissor ACh, além de ATP e proteoglicanas (Figura 1)
(ENGEL, 2003). Essas vesiculas se concentram na regido da membrana do terminal
nervoso, voltadas para as fibras musculares, num local chamado zona ativa (SANNES
& LICHTMAN, 1999). Nesse local ocorre a fusdo da vesicula sinaptica com a
membrana da regido pré-sinaptica permitindo a liberacdo de ACh no espaco sinaptico
(HUGHES; KUSNER; KAMINSKI, 2006).

O espaco sinaptico se localiza entre as membranas pré e pos-sinapticas e tem
aproximadamente 50nm de largura. Esse espaco € preenchido com a lamina basal
sinaptica e se encontra dividido em duas fendas sindpticas (ENGEL, 2003 & PLOMP,
2018). A fenda sinaptica primaria € limitada de um lado pela membrana da terminacgéo
nervosa e do outro pelas projecfes das dobras juncionais. A fenda sinéptica secundéria
encontra-se entre as projecdes das dobras juncionais e esta em contato com a fenda
priméria (Figura 1) (ENGEL, 2003).

O interior do espaco sinaptico € preenchido pela lamina basal sindptica essa
contém importantes proteinas da estrutura e funcdo da sinapse, como colageno IV
(cadeias a2, a4 e a5), laminina-4, laminina-9 e laminina-11 e acetilcolinesterase
(AChE) (PLOMP, 2018; RUFF, 2003). As lamininas desempenham um importante
papel na organizacdo e manutencdo da zona ativa da regido pré-sinaptica (ROGERS &
NISHIMUNE, 2017). Elas formam uma rede ancorando outras proteinas do espaco
sinaptico, como agrina, perlecan e entactina (RUFF, 2003). Os diferentes tipos de
colageno séo importantes no desenvolvimento e estabilidade da JNM (SINGHAL,
2011). A AChE é uma enzima chave na fenda sinaptica, sendo responsavel por catalisar
a hidrolise da ACh em 4&cido acético e colina, encerrando assim o efeito do

neurotransmissor sobre os receptores pés-sinapticos (ARAUJO, 2016).

A regido pos-sinaptica é formada pelo sarcolema da fibra muscular e pelo
sarcoplasma juncional. Nesse estdo contidas organelas que fornecem suporte estrutural e
metabolico para essa regido, como mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso e rugoso,
Complexo de Golgi, lisossomos, microtabulos, granulos de glicogénio e nucleos

sinapticos. As fungBes metabodlicas do sarcoplasma incluem sintese e degradacdo de
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receptores colinérgicos nicotinicos (NAChRs) e de AChE (ENGEL, 2003; HALL,;
SANES 1993).

O sarcolema se apresenta em pregas formando depressdes na fibra muscular.
Essas pregas sdo denominadas dobras juncionais. No &pice dessas, estdo aglomerados 0s
nAChRs em uma densidade de aproximadamente 15.000 a 20.000 receptores/pum?® além
de proteinas como a a-distrobrevina-1, rapsina e utrofina. Na base das dobras juncionais
estdo concentrados os canais de sodio (Na*) sensiveis a tensdo, anquirina e moléculas de
adesao neuronal (N-CAM) (RUFF, 2003; FLUCHER & DANIELS, 1989; COVAULT
& SANES, 1986).

Os nAChRs séo formados por cinco subunidades proteicas que formam um poro
aquoso central. Esses receptores sdo considerados ionotrépicos, ou seja, canais idnicos
dependentes de ligantes. Quando uma molécula de ACh se liga aos mesmos, eles
adquirem a forma de canal aberto, se tornando permedveis aos ions Na" e potassio (K*).
(COX, 2008) Os nAChRs da fibra muscular embrionaria ou desnervada sdo formados
pelas subunidades a1(2), B1, 8 ¢ y (y-nAChR) e na fibra muscular madura inervada, sao
formados pelas subunidades al(2), Bl ,6 e € (e-nAChR). Cada subunidade é constituida
de um componente extracelular N-terminal hidrofilico e quatro componentes que
abrangem a membrana plasmatica, designados a-hélice (M1 a M4) hidrofébicos, sendo
gue o M2 limita a regido do poro (HUGHES; KUSNER; KAMINSKI, 2006).

A transmissdo sindptica tem inicio com a chegada do impulso nervoso no
terminal do axonio. Os canais de Na' se abrem despolarizando a membrana terminal e
causando a abertura dos canais voltagem-dependentes de calcio (Ca™). O influxo de
Ca*? na célula ativa as proteinas SNAREs (sinptobrevina, SNAP-25 e sintaxina)
promovendo a fusdo das vesiculas sinapticas com a membrana pré-sinaptica (SEAGAR
et al., 1999). As moléculas de ACh difundem-se através do espaco sinaptico e se ligam
aos NAChRs na membrana pés-sinaptica, permitindo a entrada de Na* e Ca*? e saida de
K™ Esse processo promove “resumidas” despolarizacbes da membrana pés-sinaptica
que irdo estimular a abertura dos canais de Na" presentes na base das dobras juncionais,
promovendo um potencial de acdo das fibras musculares. Esse se propaga ao longo da
fibra muscular, atingindo os Tubulos-T e desencadeia a liberacdo do Ca*? presente no
reticulo sarcoplasmatico ativando o mecanismo de contracdo da fibra muscular, de
forma uniforme (PLOMP, 2018).
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2.3. Plasticidade da Junc@o Neuromuscular

Ap0s o desenvolvimento pds-natal, a JNM alcanca o aspecto de sinapse madura,
com a conformagdo semelhante a um “pretzel”. Essa esta constantemente em processo
de remodelamento, passando por alteracdes morfoldgicas e funcionais no decorrer da
vida (SIECK, 1997). Trata-se de uma reforma estrutural suave, porém constante,
conferindo a sinapse um estado de “equilibrio dindmico” entre fases de expansdo e

regressao, brotamento e retracdo (WILSON & DESCHENES, 2005).

Esse equilibrio dindmico pode ser modificado por diversos fatores como
crescimento, senescéncia e mudancas nos padrdes de atividade muscular (desuso,
treinamento fisico, desnervacdo e lesdo medular) (SIECK, 1997). Além de patologias
genéticas, como a Sindrome Miasténica Congénita e de origem adquirida (HUGHES;
KUSNER; KAMINSKI, 2006).

Durante o processo de envelhecimento hd atrofia e diminuicdo da funcédo
muscular, acompanhado de degeneracdo de neur6nios motores e alteracbes nas
caracteristicas morfoldgicas e funcionais das JNMs. Essas alteracdes variam de acordo
com o tipo de fibra e o nivel de atividade muscular (JANG &VAN REMMEN, 2011;
NARICI & MAFFULLI, 2010). Os axdnios se tornam mais delgados, had maior nimero
de vesiculas e pregas sinapticas, bem como aumento da éarea total, perimetro e
comprimento dos terminais nervosos (FAHIM, 1993). Além disso, a densidade dos
receptores de nAChR ¢é reduzida em camundongos idosos (<2 anos de idade)
(VALDEZ, et al 2010).

As fibras musculares passam por processos de desnervacdo e reinervagao
durante o envelhecimento (JANG &VAN REMMEN, 2011). No processo de
desnervacdo hd maior expressdo de proteinas e sinais quimiotaticos por parte dos
neurdnios motores residuais, promovendo o surgimento de novos dendritos, levando a
expansao das unidades motoras pré-existentes, com o objetivo de retornar a funcao das
fibras musculares (GONZALEZ-FREIRE, et al., 2014). No entanto, permanece incerto
na literatura se 0s prejuizos musculares promovem as alteragdes nas JNMs ou se
resultam delas (LI; XIONG; MEI, 2018).

A obesidade tem demonstrado afetar o masculo esquelético de diversas formas.

No entanto faltam evidéncias na literatura se o sistema neuromuscular também é afetado
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nessa condicao. Especialmente a JNM, uma importante estrutura de comunicacao entre
0 sistema nervoso periférico e o musculo esquelético, fundamental para a funcéo

muscular.
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4. ESTUDO

A obesidade induz o remodelamento da juncdo neuromuscular no musculo vasto

medial, vasto lateral e tibial anterior de ratos

Isabela Piazzi, Paula Aiello Tome de Souza Castro; Cristina Arrais lima; Jonathan Emanuel
Cunha; Jéssica Bianca Aily; Cynthia Aparecida de Castro; Thiago Luiz de Russo; Stela Marcia
Mattiello.

Palavras chave: sistema nervoso periférico; tecido adiposo; atrofia; musculo
esquelético; citocinas; inflamacéo sistémica.

Resumo

A obesidade afeta diversos tecidos corporais, no entanto ainda néo esta claro se
0 sistema neuromuscular também pode sofrer alteracfes. O objetivo deste estudo foi
analisar aspectos morfoldgicos das juncbes neuromusculares (JNM) e adaptacdes dos
musculos vasto lateral (VL), vasto medial (VM) e tibial anterior (TA) e concentracdo de
citocinas sericas em ratos Wistar, ap6s um periodo de 28 semanas alimentados com
dieta indutora de obesidade. Dois grupos de ratos machos com idade de 6 semanas
foram analisados: DIO (dieta indutora de obesidade, n = 5) e controle (dieta padréo, n =
5). Apos a eutanasia foram analisados no soro os niveis circulantes de IL-6, TNF-o,
leptina e adiponectina. Os musculos VL, VM e TA foram removidos para analise de
parametros morfométricos. Foram feitas medidas da area de secéo transversal (CSA) da
fibra muscular, quantificacdo da gordura e tecido conjuntivo intramuscular. Também
foram realizadas medidas da area total, do perimetro e didmetro maximo das JNMs dos
musculos supracitados. Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk e posteriormente foi feita comparacdo entre os grupos. Nos casos
em que os pressupostos paramétricos foram atingidos (p=>0,05) foi utilizado o test t de
Student e quando ndo, o teste de Mann Whitnney. Para andlise da relagdo entre as
citocinas pro-inflamatdrias (IL-6 e TNF-a) e o indice de sarcopenia foi utilizado o
coefiente de Correlacdo de Spearman. O grupo DIO demonstrou aumentos nos niveis de
leptina (p=0,033) e diminui¢do nos niveis de adiponectina (p=0,002). O mdsculo VM

mostrou aumento na area, perimetro e diametro maximo da JNM, assim como aumento
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de gordura intramuscular (p=0,001) e tecido conjuntivo (p=0,005). Foi observada
também reducdo na CSA da fibra muscular do VM, no grupo DIO (p=0,021). Podemos
concluir que a obesidade, no modelo testado, promoveu um remodelamento das JNMs
dos musculos estudados, acompanhada por atrofia muscular, bem como aumento da
gordura intramuscular e adipocinas circulantes, mostrando que a obesidade pode afetar

a funcdo do tecido muscular.

Introducgéo

A obesidade pode ser definida como uma doenga cronica ndo transmissivel
caracterizada pelo excesso de gordura corporal, que causa prejuizos a saude do
individuo (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004). A obesidade tem sido caracterizada
como um estado inflamatorio sistémico cronico de baixo grau, com leve aumento de
citocinas pré-inflamatorias como I1L-1B3, IL-6 e TNF-alfa (GREGOR & HOTMISLIGIL,
2011). Os comprometimentos metabdlicos causados pela obesidade afetam diferentes
sistemas corporais, entre eles o musculoesquelético, um tecido que sofre constantemente
remodelamento e que se torna suscetivel frente a um estado inflamatorio como a
obesidade (COLLINS et al., 2018; GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011; TIDBALL,
J.G. 2005).

Os prejuizos musculares decorrentes da obesidade incluem isquemia tecidual,
infiltracdo de macrdéfagos, diminuicdo de células satélites, deposito de lipidios
intramusculares, e atrofia muscular (LEE et al., 2012; ZHANG et al., 2013; BROWN et
al., 2015; MENG, et al.,2015, D’SOUZA, et al., 2015). Essas alteracbes musculares
aumentam o risco de doencas musculoesqueléticas, como a obesidade sarcopénica,
osteoporose, tendinopatia e osteoartrite, condi¢cdes que contribuem para incapacidade e
afastamento do trabalho (COLLINS et al., 2018).

Estudos tém demonstrado que as propriedades contrateis do musculo esquelético
sdo alteradas em modelos de obesidade (TALLIS, et al.,, 2017). Os mecanismos
envolvidos nesse processo sdo semelhantes aos que ocorrem durante o envelhecimento e
inclui interrupcdo da sinalizacao de calcio, diminuicdo da massa contratil, alteragdes no
tipo de fibra muscular, acimulo de lipidios e inflamacao sistémica (TALLIS; JAMES;
SEEBACHER; 2018; AKHMEDOV & BERDEAUX, 2013). Durante 0 processo de
envelhecimento também tem sido descritas alteragcGes na juncdo neuromuscular (JNM),

como a quantidade de liberacdo de neurotransmissores nas sinapses e alteracdes
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morfoldgicas, como aumento do ndmero de pregas e vesiculas sindpticas (JANG &
VAN REMMEN, 2011).

A obesidade é uma doenca cronica sistémica e que afeta diferentes tecidos do
corpo entre eles os sistema musculoesquelético, no entanto faltam evidencias se o sistema
neuromuscular também pode ser comprometido pela mesma. Assim, o objetivo desse
estudo foi analisar adaptac6es do sistema neuromuscular, sob aspectos morfoldgicos da
JNM e conteldo de tecido adiposo muscular, bem como a relagdo com citocinas

circulantes.

A hipoétese do estudo foi que a obesidade altera a morfologia das JNMs dos
muasculos do membro inferior de ratos e promove atrofia muscular, podendo estar

relacionada com a circulagdo de citocinas inflamatorias, decorrentes da obesidade.

Meétodos

Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) (N° 6435181218) e
seguiram as diretrizes contidas no The ARRIVE guidelines.

Dez ratos machos, Wistar, com idade inicial de 5-6 semanas, foram alocados em
gaiolas plasticas (dois animais por gaiola) a 24°C + 1°C, e luz artificial (12h claro/12h
escuro), com acesso livre a alimentacdo e agua tratada. Para definir o tamanho da
amostra, foram utilizados os dados do estudo de Bonilla, et al., 2018 (dados néo
publicados). Assim, através do programa G*POWER 3.1.9.2, Alemanha, obteve-se que
para atingir um poder de 95%, com tamanho do efeito da amostra de 2,56 e nivel de
significancia de 5%, a amostra deveria ser de 10 animais, divididos igualmente entre os
dois grupos, ou seja, 5 animais por grupo. Os animais foram randomizados entre 0s
grupos: DIO (dieta indutora da obesidade) e controle (dieta padrdo), ambos por 28
semanas. O periodo de 28 semanas tem sido descrito como o periodo necessario para a

inducdo da obesidade de forma cronica em ratos. (COLLINS, 2017)

Para a dieta padrédo foi utilizada a racdo da marca PRIMOR® (Sao Paulo,
Brasil), composta por 23g de proteina; 49g de carboidrato; 4g de gordura; 5g de fibra;
79 de cinza; e 6g de vitaminas, em cada 100g. A dieta indutora da obesidade foi

composta por 20g de proteina, 20g de gordura, 48g de carboidratos e 4g de fibras. A
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densidade calorica das dietas foi determinada através do calorimetro adiabatico (IKA-
C400) sendo de 5,12 Kcal/g para a dieta hiperlipidica e 4,07 Kcal para a dieta padrao.
(SENE-FIORESE, et al., 2008).

Coleta de amostras e experimentos

A massa corporal de cada animal foi registrada semanalmente por meio de
pesagem em balanca digital. Para analise de composi¢do corporal os animais foram
anestesiados com Cetamin® e Xilazin® (Syntec), de forma intraperitoneal (12mg/kg e
95mg/kg). Para coleta do material bioldgico foi realizada a eutanasia dos animais com
overdose de Barbitdrico, também de forma intraperitoneal (95mg/kg). O sangue de cada
animal foi coletado e armazenado em tubos com sistema a véacuo (Labor Import,
China). Apo6s um periodo de 30 minutos, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a
3.500 rpm (Sorval ST 8, Thermo Scientific) e armazenados em -80° até 0 momento da

analise.
Composic¢ao Corporal

A porcentagem de gordura corporal foi mensurada utilizando a Absorciometria
de Raios-X de Dupla Energia e analisada com Software para analise de pequenos
animais (DXA, Hologic Discovery A, Bendford, MA). As anélises foram realizadas apds

0 periodo 28 semanas do inicio do consumo da dieta.
Medidas de citocinas e adipocinas

Os niveis de citocinas e adipocinas foram quantificados através do método
Sandwich-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), em amostras de soro
homogeneizadas. Foram analisados os niveis de adiponectina (Rat ADP/Acrp30,
Elabscience, USA), leptina (Rat Leptin, AE335754RA, Abebio, China), IL-6 (BD
OptEIA (BD Biosciences) e TNF-o (BD OptEIA (BD Biosciences). Todas as analises

seguiram as recomendag0es dos fabricantes.
Histologia

Coleta de amostras musculares
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Ap0s a eutanasia, 0os musculos vasto lateral (VL), vasto medial (VM) e tibial
anterior (TA) das patas traseiras direita e esquerda foram isolados, removidos e pesados.
Os musculos retirados da pata esquerda foram fixados em solugdo Karnovsky e
utilizados na técnica de esterase inespecifica (LEHRER; ORNSTEIN, 1959). Os
musculos retirados da pata direita foram imediatamente envoltos em talco, congelados

em nitrogénio liquido e armazenados a -80°.
Preparacao de laminas

Os musculos colhidos da pata direita foram utilizados para mensurar a area da
fibra muscular, quantificar a gordura intramuscular e a porcentagem de tecido
conjuntivo. Foram realizados cortes histologicos desses musculos, de forma seriada em
um micrétomo criostato (Leica, CM1860, Alemanha), na espessura de 10 pm para a

confeccdo de laminas.
Area de seccéo transversa da fibra muscular

As laminas foram coradas com Tricomico de Masson (Exodo Cientifica, Brasil)
e capturadas imagens através de um microscopio de luz (Axiovision 3.0.6 SP4 - Carl
Zeiss, Alemanha). A area da fibra muscular de cada musculo foi obtida medindo 100
fibras localizadas na regido central de cada imagem, utilizando o software Image J,
versdo 1.43u, National Institutes of Health, EUA e normalizada pelo valor do peso
muscular (CUNHA, et a., 2019).

Quantificacao do tecido conjuntivo

Foram utilizadas as imagens coradas com Tricdmico de Masson (Exodo
Cientifica, Brasil) e analisadas por meio do software Image J, versdo 1.43u, National
Institutes of Health, EUA. Foram aplicadas sobre as imagens capturadas, em aumento de
20X, uma grade contendo linhas verticais e horizontais (13 linhas verticais e 13 linhas
horizontais). Foi contado o nimero de intersec¢fes das linhas, que estivessem sobre o
tecido conjuntivo. Posteriormente foi realizado um calculo para obter a porcentagem de
tecido conjuntivo de cada musculo (nimero de interseccbes sobre o tecido

conjuntivo/total de interse¢Oes da grade x 100).

Porcentagem de gordura intramuscular
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As laminas foram incubadas em solucdo de propilenoglicol (100%) (LABSYNTH,
Brasil) por dois minutos e em Solucdo de Oil Red O de 2 a 3 horas em temperatura
ambiente. Essa solucdo foi preparada com 1g de Oil Red O (Sigma, Aldrich, USA) +
100 ml de propilenoglicol. Apos esse periodo as laminas foram lavadas suavemente
com propilenoglicol (85%) por 1 minuto e montadas em meio aquoso. Foram
capturadas 10 imagens de cada musculo através de um microscépio de luz, em aumento
de 20x (Axiovision 0.6 SP4 - Carl Zeiss, Alemanha) e analisadas utilizando um programa
MatLab personalizado. (COLLINS, 2016)

Indice de Sarcopenia

O indice de sarcopenia foi calculado por meio da razdo entre a massa muscular

(valor em gramas) e o massa corporal (valor em quilogramas) (COLLINS, et al., 2016).

Analise INM — Esterase Inespecifica

Para a identificacdo das juncbes neuromusculares, os musculos foram cortados
longitudinalmente em trés ou quatro fatias. Foram confeccionadas laminas, as quais
foram submetidas a reacdo de Esterase Inespecifica para caracterizacdo da JNM
(LEHRER; ORNSTEIN, 1959; CONFORTIM, et al., 2015)

Anélise Morfométrica

Foram capturadas imagens por meio do microscépio de luz Axiovision 3.0.6 SP4
- Carl Zeiss, Alemanha e mensurado area total, perimetro e didmetro méximo de 50
JNMs de cada musculo, por animal. As imagens foram analisadas com o software
Image J (version 1.43u, National Institutes of Health, USA) por um pesquisador em

estudo cego.
Andlise Estatistica

As variaveis foram apresentadas como média + desvio padrdo. Para verificar a
normalidade dos dados foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk e observada assimetria dos
dados. Para a comparacgéo entre os grupos foi utilizado o teste t de Student, nos casos
em que 0s pressupostos paramétricos foram atingidos (p>0,05). Quando ndo, foram
utilizados os testes U de Mann-Whitney. Para analisar a relacdo entre as citocinas pro-
inflamatdrias (IL-6 e TNF-a) e o indice de sarcopenia foi utilizado o coefiente de

Correlacdo de Spearman. Todas as analises foram feitas com o Software Statistical
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Package for the Social Science versdo 20.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). As figuras
foram produzidas no Software Graphpad Prism, versdo 5.0. Para todas as analises foi
considerado o nivel de significancia de 5 % (p<0,05). Para interpretacdo da forca do
coeficiente de correlacdo foi utilizada a Proposta de Munro.

Resultados

Porcentagem de gordura corporal e massa corporal

Apb6s 28 semanas do inicio da dieta, os animais DIO demonstraram
estatisticamente maior massa corporal (DIO 902,02g + 44,509 vs controle 596,48g +
50,89¢; p=0,001) e gordura corporal (DIO 28,789 + 4,459 vs 15,389 + 1,59¢; p=0,001)

guando comparado aos animais controle (Fig. 1A e 1B p <0,05).

Massa Corporal (g)

A
1000 4 ]
T mm [0
800 - Ea Control
600 4 -
400 -
200+
0~ T
DID Control
B Gordura corporal (%)
40
[
L
304 = Control
204
10 =
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Figura 2 — Massa Corporal e gordura corporal (A) A massa corporal é aumentada
para animais DIO em comparagdo com animais controle (p <0,05). Os dados séo
expressos como média £ DP. * p <0,05, grupo DIO comparado aos controles. (B) A
gordura corporal estd aumentada para animais DIO em comparagdo com animais
controle (p <0,05). Os dados sdo expressos como media £ DP. * p <0,05, grupo DIO
comparado aos controles.

Citocinas e adipocinas
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O grupo DIO apresentou maiores niveis de leptina comparado ao grupo controle
(p=0,033), enquanto os niveis de adiponectina foram maiores no grupo controle quando
comparados ao grupo D10 (p=0,002). N&o foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos para as medidas de IL-6 e TNF-a (Tabela
1).

Tabela 1 - Citocinas e adipocinas séricas

Citocinas e Adipocinas séricas

(pg/ml) Controle (n=5) DIO (n=5) p value
IL-6 5048,37 + 1577,31 6999,13 £ 1242,52 0,062
TNF-a 650,24 £ 111,50 588,92 +101,32 0,363
Adiponectina 47,06 £ 3,39 38,27 £ 2,54 *0,002
Leptina 0,04 + 0,01 0,07 + 0,009 *0,033

Os dados sdo expressos como média + DP. * p <0,05, grupo DIO comparado ao
controle.

Massa Muscular, Indice de Sarcopenia e Area de Seccdo Transversa da

Fibra muscular

O grupo DIO apresentou reducdo de massa do musculo VM em comparagdo ao
grupo controle (controle 1,499 + 0,289 vs DIO 0,991 + 0,33g; p=0,006). O musculo VL
apresentou valores semelhantes entre os dois grupos (controle 2,25g + 0,79g vs DIO
2,089 + 0,34¢; p=0,207). O mesmo ocorreu com 0 musculo TA (controle 1,549 + 0,309
vs DIO 1,699 £ 0,25g; p=0,548) (Figura 2Ap<0,05).

O grupo DIO apresentou um menor indice de sarcopenia comparado ao grupo
controle, para os musculos VM (DIO 1,07 £ 0,34 vs controle 3,40 + 2,53; p=0,008) e
TA (DIO 2,38 + 0,33 vs controle 3,14 + 1,34; p=0,034). Para o0 muasculo VL os valores
continuaram semelhantes entre os dois grupos (DIO 2,50 + 0,64 vs controle 4,35 £+ 1,19,
p=0,070).

O animais do grupo DIO demonstraram uma diminui¢do nas medidas de area de
seccdo transversa normalizada, quando comparado ao grupo controle para os musculos
VL (controle 0,70 £ 0,09 vs DIO 0,66 + 0,10; p=0,038) e VM (controle 0,76 £ 0,32 vs
DIO 0,50 + 0,10; p=0,021). As medidas do musculo TA foram semelhantes entre os
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dois grupos (controle 1,72 + 0,53 vs DIO 1,43 £ 0,26 vs; p=,0119) (Figura 2C p < 0,05).

As medidas foram normalizadas pela peso corporal do animal.
Parametros morfométricos das JNMs

O musculo VM apresentou um aumento nas medidas de area, perimetro e
didmetro méximo no grupo DIO comparado ao grupo controle (p=0,001), enquanto o
musculo VL, apresentou aumento apenas nas medidas do perimetro da JNM (p=0,001)
no grupo DIO. No musculo TA as medidas foram maiores apenas para a area total da
JNM (p=0,001) do grupo DIO (Tabela 2) (Figura 4).
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Figura 3 — Massa muscular, indice de sarcopenia e area de sec¢do transversa da
fibra muscular (A) Massa muscular dos musculos VL, VM e TA. Os dados sdo
mostrados como valores brutos dentro dos grupos e expressos como média £ DP. * p
<0,05, grupo DIO comparado aos controles. (B) indice de sarcopenia dos musculos VL,
VM e TA. Os dados séo expressos como meédia + DP. * p <0,05, grupo DIO comparado
aos controles. (C) Area de seccio transversa da fibra muscular VL, VM e AT. Os dados
sdo expressos como média £ DP. * p <0,05, grupo DIO comparado aos controles.

Porcentagem de tecido conjuntivo e de gordura intramuscular

Os animais do grupo DIO demonstraram maior quantidade de tecido conjuntivo

comparado ao grupo controle para o musculo VM (DIO 14,18 + 3,29 vs controle 6,26 +
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2,50; p=0,005) e VL (DIO 8,97 = 3,18 vs controle 4,33 £ 1,78; p=0,047). Para o
musculo TA os grupos DIO e controle demonstraram quantidades semelhantes de tecido
conjuntivo (DIO 6,03 £ 1,69 vs controle 8,05 + 1,62; p=0,11). O grupo DIO demonstrou
um aumento da porcentagem de gordura intramuscular comparado ao grupo controle,
para o musculo VL (DIO 3,24 £ 1,72 vs controle 1,07 £ 0,87; p=0,001), VM (DIO 2,43

+ 1,51 vs controle 0,73 + 0,54; p=0,001) e TA (DIO 2,17 £ 1,35 vs controle 0,84 + 0,44;
p=0,001) (Figura 3).
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Figura 4 — Tecido Conjuntivo e gordura intramuscular. (A) Coloragdo com Tricémico de
Masson e aplicacdo de grade para quantificar a porcentagem de tecido conjuntivo (%) no
musculo vasto medial. Uma imagem representativa para cada grupo. Os dados sdo expressos
como média + DP. * p <0,05, grupo DIO comparado aos controles. (B) Coloracdo com Oil-
RedO para quantificar a porcentagem de gordura intramuscular (%) no muasculo vasto medial.
Uma imagem representativa para cada grupo. Abreviacdo: DIO = Obesidade Induzida pela
Dieta. Os dados sdo expressos como média + DP. * p <0,05, grupo DIO comparado aos
controles.

Tabela 2 — Parametros morfométricos da JNM

Parédmetros morfométricos JNM  Controle (n=5) DIO (n=5) p value
Vasto lateral
Area Total (nm?) 18,81 (8,53) 18,52 (6,36) 0,503
Perimetro (um) 20,09 (4,86) 19,18 (3,77) *0,001
Diametro Maximo (pum) 7,16 (1,66) 6,88 (1,49) 0,061
Vasto medial
Area Total (um?) 17,33 (9,54) 23,03 (7,82) *0,001
Perimetro (um) 18,30 (4,54) 20,87 (4,33) *0,001
Didmetro maximo (um) 6,67 (1,78) 7,29 (1,61) *0,001
Tibial anterior
Area Total (nm?) 16,28 (9,43) 17,70 (7,02) *0,001
Perimetro (um) 17,78 (4,71) 18,28 (3,99) 0,096
Diametro maximo (um) 6,44 (1,76) 6,69 (1,83) 0,11

Os dados sdo expressos como média + DP. *p <0,05, grupo DIO comparado aos

controles.

Relacdo entre sarcopenia e citocinas pro-inflamatorias Houve uma relacéo

significativa positiva forte entre concentracao sérica de IL-6 com o indice de sarcopenia
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do mdsculo VM (r=0,733, p=0,003), moderada com o VL (r=0,638, p=0,047) e
moderada, negativa com o TA (r=-0,676, p=0,032). (Tabela 3)
Tibial Anterior

Controle

Vasto Lateral

Controle
Vasto Medial

Controle

Figura 5. Morfologia da juncdo neuromuscular (Técnica de Esterase Inespecifica). Musculo
tibial anterior, vasto lateral e vasto medial. Uma imagem representativa para cada grupo. Escala

de barras: 10 um. Aumento 40x.

Tabela 2 — Relacéo entre o indice de sarcopenia e citocinas inflamatdrias. Efeito do

Modelo: Indice de sarcopenia.

Vasto Lateral Vasto medial Tibial Anterior
Variaveis Spearman pvalue Spearman p value Spearman p value
IL-6 (pg/ml) -0,638 0,047* 0,733 0,003* -0,676 0,032*
TNF-(pg/ml) 0,274 0,444 0,067 0,788 -0,165 0,650
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Os dados sdo expressos com o valor do coeficiente de correlacdo. A forca do coeficiente foi
analisada de acordo com a proposta de Munro.* p <0,05. A citocina IL-6 apresentou correlacdo
moderada nos 3 musculos analisados.

Discussao

Esse € o primeiro estudo demonstrando o remodelamento das JNMs em animais
obesos. Nosso principal achado revelou que os comprometimentos metabolicos
advindos da obesidade promovem a expansdo da JNM dos musculos VL, VM e TA.
Esses resultados demonstram o potencial da obesidade de estar associada a alteragdes no

sistema neuromuscular.

Foi observado um intenso remodelamento das JNMs do mdsculo VM do grupo
DIO, representado pelo aumento de area total, perimetro e didmetro maximo dessas
sinapses. O processo de expansdo das JNMs, encontrado em nosso estudo, é semelhante
ao encontrado em situacOes de envelhecimento. No estudo de Deschenes, et al., 2010
ratos Fischer idosos (21 meses, n=10) apresentaram maiores dimensdes de area total e
perimetro das JNMs dos musculos plantares, comparado a animais jovens (10 meses,
n=10)

As alteracBes no sistema neuromuscular durante o envelhecimento tém sido
associadas ao estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial uma vez que esses danos
reduzem a eficiéncia de diversos processos celulares (JANG, et al., 2010). Da mesma
maneira, modelos de obesidade tém sido associados a disfungdes mitocondriais
principalmente devido ao processamento excessivo de nutrientes, gerando aumento de
espécies reativas de oxigénio e menor producdo de ATP (WEISS et al., 2013; revisado
em COLLINS, et al., 2018).

Na regido pds-sinéptica das JNMs as mitocondrias fornecem suporte metabolico,
auxiliam na regulacdo de calcio e na transmisséo sinaptica. Dessa forma, disfungdes
mitocondriais nessa regido levam a um tamponamento do calcio e alteragcbes em
moléculas importantes da JNM, como a rapsina (JANG & REMMEN, et al., 2011). O
estudo de Opalach et al., 2010, demonstrou que a restricdo calorica reduz os danos

resultantes do estresse oxidativo nos axénios motores periféricos em animais idosos.
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Os resultados do nosso estudo corroboram com o estudo de Valdez, et al., 2010,
em que foram avaliados os efeitos da restricdo caldrica nas alteragBes sinépticas de
animais idosos. O grupo de animais idosos que teve o contetdo calérico da dieta
reduzido em 40% apresentou preservacdo das JNMs e reducdo da incidéncia de
distensao das dobras, diferentemente do grupo controle. Estes dados fornecem
evidéncias que, intervengdes na dieta, podem reverter mudancas sinépticas relacionadas

a idade.

Dessa maneira, a expansdao das JNMs observadas em nosso estudo pode estar
associada as disfuncGes mitocondriais observadas na obesidade. No entanto, outros
estudos sdo necessarios para avaliar os mecanismos moleculares envolvidos na

remodelacdo da JNM e os possiveis efeitos na funcionalidade em modelos de obesidade.

Nesse estudo as concentracdes séricas das citocinas pré-inflamatoria IL-6 e
TNF-alfa ndo foram significativamente diferentes entre os grupos DIO e controle. Esses
achados estdo de acordo com estudos prévios de obesidade induzida por dieta, que
mostram alteragOes significativas de aumento na inflamagdo do tecido adiposo, mas
aumentos leves na concentracdo sisttmica. No estudo de Griffin, et al., 2010
camundongos fémeas C57BL/6J alimentadas com dieta hiperlipidica (45% de gordura)
e padréo (10% de gordura) por 45 semanas, ndo demonstraram alteracfes significativas
nas concentracdes séricas de IL-lo, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17,

comparado ao controle.

Embora ndo tenham sido observadas diferencas na concentracdo séricas de 1L-6
entre 0s grupos, foi observada uma relagdo positiva entre o indice de sarcopenia e IL-6.
A CSA e o indice de sarcopenia foram menores no grupo DIO comparado ao grupo
controle, sugerindo alteracBes relacionadas a atrofia muscular. Esses resultados
corroboram com estudos prévios que demonstraram que citocinas inflamatorias
secretados pelo tecido adiposo podem afetar a estrutura interna dos sarcomeros, através
da modulacdo de proteinas como a miogenina e MyoD do musculo esquelético e de
proteinas da juncdo neuromuscular como tirosina quinase especifica do musculo
(MuSK) (PELLEGRINELLI, et al., 2015).

As citocinas TNF-alfa e IL-6 sdo capazes de inibir o crescimento muscular

através da inibicdo do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), o principal
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ativador do mechanistic target of rapamycin (mTOR), uma proteina-chave envolvida na
iniciacdo da traducdo e sintese de proteinas (SCOTT; LAWRENCE, 1998, YOON,
2017; AKHMEDOV & BERDEAUX, 2013; KATO et al., 1994). Além disso, 0 TNF-a
pode levar a inducdo da atrofia muscular atraves da ativacdo da via classica Nuclear
Factor Kappa B(NFKB), (CAI et al., 2004). No estudo de Collins, et al., 2016, ratos
Sprague-Dawley machos que consumiram dieta rica em gordura e alto teor de sacarose,
apresentaram diminui¢do nos niveis de mRNA para MAFbx/atrogina comparado ao

grupo controle , indicando alteracdes musculares como sarcopenia.

O grupo DIO apresentou 0s niveis sericos de leptina aumentados e de
adiponectina reduzidos. Esses resultados estdo de acordo com literatura, pois tem sido
demonstrado que a concentragcao de adiponectina diminui com o aumento de tecido
adiposo, apresentando atividade anti-inflamatdria, enquanto a leptina é produzida
essencialmente pelo tecido adiposo e apresenta atividade pro-inflamatdria. Além disso,
a leptina tem demonstrado influéncia negativa na fase de proliferacdo do crescimento
muscular (AKHMEDOV & BERDEAUX, 2013; GRIFFIN, et al., 2010).

O grupo DIO demonstrou uma maior porcentagem de tecido conjuntivo, ou seja,
de fibrose muscular, comparado ao grupo controle. Esses resultados estdo de acordo
com estudos D'SOUZA, et al (2015), que demonstraram que a obesidade induzida por
dieta pode interromper o0s processos de reparo muscular. A fibrose é o ultimo estagio do
processo de reparo tecidual tipico, assim a fibrose muscular, observada em nosso
estudo, pode indicar um dano muscular induzido pela dieta e uma interrupcdo no

processo de cicatrizagdo adequada do tecido (MANN, et al., 2011).

Os niveis de gordura intramuscular foram maiores no grupo DIO comparado ao
grupo controle. Esses niveis estdo de acordo com estudos prévios e estdo relacionados a
maior absorcéo de acidos graxos da circulagdo (UNGER ET AL., 2010 VAN HERPEN
E SCHRAUWEN-HINDERLING, 2008; GOODPASTER ET AL., 2000B; SINHA ET
AL., 2002; BONEN ET AL., 2004; COLLINS, 2016) Esses resultados demonstram a
potencial implicacdo do acumulo de gordura na estrutura e fungdo muscular, uma vez
que a gordura intramuscular pode substituir a por¢do contratil do muasculo, diminuindo
assim sua efetividade (COLLINS, 2017; FUJIMOTO et al., 2008; THIELE e SPANDL,
2008).
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Dessa maneira, a expansdo das JNMs observadas em nosso estudo pode estar
estar relacionada aos prejuizos da integridade muscular como aumento de gordura
intramuscular, tecido conjuntivo e atrofia muscular. No entanto, outros estudos sdo
necessarios para avaliar os mecanismos moleculares envolvidos na remodelacdo da

JNM e os possiveis efeitos na funcionalidade em modelos de obesidade.

As limitacdes do presente estudo foram a auséncia de andlises funcionais e de
proteinas envolvidas na JNM. Os achados desse estudo apontam a importancia e
necessidade de medidas de intervencdo, que busquem estimular a modulacdo da
inflamacdo, uma vez que estdo envolvidas com alteracdes das JNMs. Desta forma,
novos programas de reabilitacdo devem ser investigados, a fim de incorporar exercicios
que envolvam a funcdo muscular, além dos ganhos de massa e forga e eliminacdo da

gordura intramuscular.

Concluséao

No modelo de obesidade em ratos, utilizado neste estudo, pudemos identificar
que a obesidade promoveu um remodelamento das JNMs dos musculos vasto medial,
vasto lateral e tibial anterior de ratos, a qual foi acompanhada por atrofia muscular. Da
mesma forma, houve aumento da quantidade de gordura intramuscular e de tecido
conjuntivo, sugerindo que o aumento tecido adiposo em decorréncia de uma dieta rica
em gordura e agucar, modificam as juncdes neuromusculares, adipocinas circulantes e

citocinas inflamatorias, podendo afetar a funcéo do tecido muscular.
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normas editadas pelo Conselha Nacional de Contrale da Experimentacio Animal (OONCEA), e fol aprovada pela Comissio de Btica
o Ui de Animais da Universidade Federal de 530 Carlos (CEUAUFSCAR) na reunido de 21022019,

We certify that the proposal "Effects of the hyperiipidic, obesity-inducing diet on the reuromuscular junction morphalogy in the
skeletal muscle of rats®, utilizing 10 Heterogenics rakts (10 males), protecel number CEUA 6435181216 po corize), under the
responsibility of Stela Marcia Mattiello and f=am; lsabela Pazz; Thisge Luiz de Ausso - which involves the praduction,
maintenance andior use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes of teaching - s in accordance with Law 11.7%4 of October 8, 2008, Decree 699 of July 15, 2009, as well as with
the rules issusd by the Mational Council for Contral of Animal Experimentation {COMCEA), and was apprased by the Ethic
Cormmittes on Animal Use of the Fedsral University of Sao Carlas (CELAUFSCAR) in the meeting of 02/21,/20149.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 02/2019 a 082019 Area: Fisioterapia

Origam: Biatérka Central da UFSCar
Espéries  Ratos heteroodnicos sewn:  Machas idade: 40 & 60 dias N: 10
Linhagern: Wistar Pesc: 220825049

Local do experimento: 05 experimentos serao reglizados no Laboratdrio de Biclzgia Malecular & Imunn-Higmqurmlta, da
Departamentn de Fisioberapia, da UFSLar.

S5d0 Carlas, 28 de jansin e 2020
1
Qg;.,j}:_;(_:,.nﬂ.r
"
Profa. Dra. Luciana Thee Saki Dias Profa. Dra. Cleoni das Santos Candalno

Presidente da Comissio de Btica no Uso de Animais Yice-prasigenta da Comissao de Etica no Lsa de Animais
Universidade Federal de 530 Carlos Universidade Federal de Sao Canos



