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RESUMO

Escoliose é uma complexa deformidade da coluna vertebral, apresenta carater
tridimensional e ocorre em qualquer idade, entretanto, a literatura aponta que a
escoliose € mais predominante no género feminino, onde pode causar alteragdes
posturais com reflexo no equilibrio homeostatico de diferentes sistemas e até
comprometimento comportamental. O objetivo do presente estudo foi induzir
escoliose em ratos machos e fémeas por meio de metodologia n&do invasiva, a fim
de se conhecer as alteragdes angulares da coluna, o comportamento exploratério
ou ansiogénico, o perfil metabdlico e biomolecular que acompanham o quadro
escolidtico. Os animais foram distribuidos em grupos (n=10), a saber: controle
machos (CM), escoliose machos (EM), controle fémeas (CF) e escoliose fémeas
(EF). Os animais escolioticos receberam o dispositivo indutor, que foi trocado
semanalmente até o fim do periodo de indugao. Foi induzida a flexdo para o lado
direito, formando a curvatura, que foi avaliada em exames radiolégicos, a
exploracao e o perfil ansiogénico foram avaliados no campo aberto e labirinto em
cruz elevado e a concentracdo de peptideo hipotalamico (NPY) também foi
avaliado. O conteudo de glicogénio muscular foi avaliado pelo método do fenol
sulfurico e na avaliacdo biomolecular foram avaliadas as populagdes do Receptor
de Insulina (IR), GLUT4 e mTOR. Os dados foram submetidos a tratamento
estatistico, através do teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, ANOVA e
teste de Tukey, p<0,05. Os resultados mostraram que o peso corporal do EM e EF
foi 18% e 12% menores quando comparados aos seus respectivos controles, o
grupo EF apresentou valores 20% menores se comparado a EM. Em relagdo a
angulacédo da escoliose o grupo EM apresentou valor de 54° e EF de 45°. Na
avaliagao metabdlica, o grupo EM e EF apresentaram alteragdes significativas nas
reservas glicogénicas com maior intensidade na convexidade quando comparados
aos seus respectivos controles, onde o grupo EF apresentou alteragdes mais
severas. Houve diferenga no indice de ingesta quando comparados os grupos EM
e EF aos seus respectivos controles, entretanto, o mesmo nao ocorreu na
concentragao de peptideo hipotalamico. Tanto o perfil da fosforilagdo de IR, GLUT4
e mTOR, quanto a concentragcdo de proteinas totais seguiu distinto ao padréao
descrito nas reservas glicogénicas. Conclui-se que a escoliose, tanto em machos
quanto em fémeas é acompanhada de comprometimento na homeostasia
metabdlica e funcional da musculatura devido a alteragdes no perfil enzimatico e
molecular desencadeados concomitante ao processo de indugao da curvatura,
principalmente no lado cdncavo. Cabe ressaltar que as fémeas foram mais
susceptiveis as alteragdes que acompanham a deformidade da coluna.

Palavras-Chave: escoliose, ratos, ratas, metabolismo.



ABSTRACT

Scoliosis is a complex deformity of the spine, it presents three-dimensional
character and occurs at any age, however, the literature suggests that scoliosis is
more prevalent in females, which can cause postural changes with reflection in the
homeostatic balance of different systems and until behavioral impairment. The
objective of this study was to induce scoliosis in male and female rats by a
noninvasive methodology, in order to know the spine angle alterations, the
exploratory or anxiogenic behavior, as well as the biomolecular and metabolic profile
inherent scolioses. The animals were divided into groups (n=10), namely: male
control (MC), male scoliosis (MS), females control (FC) and females scoliosis (FS).
The scoliotic animals worn the inductor device, which was changed weekly until the
end of the induction period. Flexion were performed to the right side, forming the
curvature, which was evaluated in radiological studies. Exploratory and anxiogenic
behavior were evaluated in the open field and elevated plus maze. The
hypothalamic peptide (NPY) was also evaluated. Muscle glycogen was assessed
by the sulfuric phenol method. Insulin Receptor (IR), GLUT4 and mTOR were also
evaluated By biomolecular technics. The data passed through statistical analysis,
with Kolmogorov-Smirnov test, ANOVA and Tukey test, p<0,05. The results showed
that the body weight of the MS and FS was 18% and 12% lower compared to their
respective control. EF group showed values 20% lower than MS. Regarding the
angle of scoliosis the MS group showed a value of 54° and FS 45°. In the metabolic
evaluation, MS and FS group showed significant changes in glycogen reserves with
greater intensity in the convexity side when compared to their respective controls,
where the FS were committed more severely. There were significative differences
in ingestion rate when comparing MS and FS to their respective controls groups,
however, it did not occur in the concentration of hypothalamic peptide. Both profile
of IR phosphorylation, GLUT4 and mTOR, regarding to the concentration of total
protein followed different from the profile on glycogen reserves. Was conclude that
scoliosis in both, males and females, is accompanied by impairment in metabolic
homeostasis and in the muscles function due to changes in enzyme and molecular
profiles, consequence of curvature induction process. It notes that the females were
more susceptible to changes that accompany the column deformity.

Keywords: scoliosis, male rats, female rats, metabolism.
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1. INTRODUGAO

Escoliose é uma complexa deformidade da coluna vertebral, que apresenta
alteracbes em carater tridimensional, com desvios no plano frontal, sagital e
transversal. Essas alteragées no esqueleto axial sdo potencialmente progressivas
quando ndo tratadas, prejudicando de maneira degenerativa a biomecénica, o que
leva a dor, perda de mobilidade, deficiéncia cardiaca e até disfungao respiratoria,
dependendo do tempo de aparecimento da deformidade (Koumbourlis, 2006;
Bettany-Saltikov et al., 2015).

Na maior parte dos casos € diagnosticada clinicamente através do “teste de
Adams”, onde o componente rotacional & caracterizado pela presenga de uma
proeminéncia posterior no lado convexo da curvatura (gibosidade), essa
proeminéncia é formada pela rotagao das vértebras e do gradil costal e seu volume
pode ser associado com a magnitude da deformidade espinhal (Ferreira et al.,
2010).

Associado a avaliagao clinica, sao realizados exames radioldgicos para que
se possa quantificar a gravidade da escoliose por meio do método de Cobb ou
Ferguson. No método de Cobb, identifica-se a vértebra superior e inferior da
curvatura, uma linha é tragada paralela a borda superior da vértebra superior e
outra linha paralela a borda inferior da vértebra inferior, a mensuracado é feita
através do angulo formado pela intersecg¢ao dessas linhas (Dickson e Leatherman,
1988).

O meétodo de Ferguson, consiste em tracar duas retas unindo o centro das
duas vértebras limite superior e inferior com o centro da vértebra apical, mede-se o

angulo formado pela sua intersecc¢ao (Tribastone, 2001).



Considera-se escoliose o desvio lateral da coluna com 10° ou mais. Sendo
classificadas como escoliose leve as curvaturas com menos de 20°, curvas entre
20° e 45° moderadas, e grave 45° ou mais (Komeili et al., 2015).

Caso a escoliose ultrapasse o limiar critico, geralmente considerado como
30°, na fase final do crescimento, o risco de problemas de saude na idade adulta
aumenta significativamente, podendo estar incluidas alteragées como diminuigéo
na qualidade de vida, dor, deformidade estética, limitacdes funcionais, problemas
cardiopulmonares (Weinstein; Dolan e Spratt, 2003).

Geralmente as alteragdes proporcionadas pela escoliose envolvem a regiao
toracica e lombar, podendo apresentar-se em "S", tipicamente em destros com uma
curvatura para direita na regido toracica e esquerda na lombar, ou uma leve
curvatura em "C" para esquerda na regiao toracolombar. Podendo haver assimetria
nos quadris, pelve e membros inferiores (Kisner e Colby, 2005).

A escoliose pode ocorrer em qualquer idade, porém tende a ser clinicamente
evidente durante os chamados “picos de crescimento”, esses periodos de
aceleracdo do crescimento sao classicamente considerados como os dois
primeiros anos de vida e a fase de adolescéncia (Gorman; Julien e Moreau, 2012).

A prevaléncia desse tipo de escoliose no Brasil varia de 2 a 4%. Na
populagdo mundial varia significativamente entre 1 e 13%, baseada em estudos de
triagem em escolas que avaliam por meio da observagdo simples da coluna
vertebral. Quando a escoliose € definida em fungdo da medicao real da curva, a
prevaléncia € de menos de 3% para as curvas de mais de 10° e menos do que
0,3% para as curvas de mais de 30° (Koumbourlis, 2006; Souza et al., 2013).

A incidéncia de curvas de menor magnitude no género feminino, é cerca de

2:1, porém, em curvas maiores ha uma maior predominancia do género feminino,



aumentando para 10:1 ao longo de angulos de 30 ° (Durmala et al., 2015).

A frequéncia de curvas direita e esquerda € idéntica. Com relagéo a
localizagdo da curvatura, estd descrita uma frequéncia de cerca de 33% nas
curvaturas toracicas superiores, 31% nas curvaturas toracicas inferiores, 20% nas
toraco-lombares, 11% nas lombares e 5% nas lombo-sacrais (Rito, Marques e
Filipe, 2012).

Apesar de a escoliose ser motivo de um grande numero de pesquisas, sua
causa ainda nao foi totalmente elucidada. Existem diversas hipoteses na literatura,
mas nenhuma confirmou a génese desta doenga. Algumas teorias acreditam que
ocorre um disturbio intrinseco na coluna (natureza genética, desenvolvimento
anormal da coluna, do disco intervertebral e dos ligamentos vertebrais). Outras
teorias envolvem mecanismos extrinsecos como anomalias do sistema nervoso,
nos musculos paravertebrais e costelas (Kouwenhoven e Castelein, 2008).

Com relagao a classificacado, as escolioses podem ser dividas em estrutural
que inclui fatores: idiopaticos, congénitos, neuromusculares, degenerativos e
iatrogénicos; e nao estrutural que inclui fatores: posturais, inflamatérios,
metabdlicos, traumaticos e compensatorios. Sendo que a nao estrutural tem como
principal caracteristica a auséncia do componente rotatério, apresentando correcao
mediante flexao lateral do tronco (Koumbourlis, 2006; Bonorino, Borin e Silva, 2007,
Silva e Lenke, 2010; Evaniew et al., 2015).

A maioria dos casos de escoliose (85%) sao de origem “idiopatica",
significando que a causa subjacente € desconhecida. A escoliose idiopatica pode
ser classificada em trés subcategorias de acordo com idade em que tem inicio no
individuo: “infantil” que ocorre no momento do nascimento até 3 anos de idade;

“‘juvenil”, que ocorre durante a infancia; e “adolescente”, ocorrendo na puberdade,
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sendo essa, o tipo mais comum observado na populagdo. Quase 10% desses
jovens com escoliose, vao exigir alguma forma de tratamento, e até 0,1% acabara
por exigir uma cirurgia (Stokes et al., 1996; Lonstein, 2006).

Normalmente as alteragbes ndao causam quaisquer problemas de saude
durante o crescimento, porém a deformidade de superficie resultante tem impacto
negativo sobre os jovens, podendo originar problemas de qualidade de vida, e no
pior dos casos disturbios psicoldgicos (Durmala et al., 2015).

Apesar de existirem muitos estudos os mecanismos pelas quais as curvas
se desenvolvem sdo desconhecidos. O crescimento da curva esta relacionado com
o tamanho da curvatura, a taxa de crescimento, a idade de inicio, género, e o tipo
de curva (Hershkovic, et al.,2014).

Stokes (1997) constatou que a causa da progressdo da escoliose é
primariamente biomecanica. De acordo com sua tese, a curvatura lateral altera a
geometria muscular e vertebral e o padrao de ativagdo muscular, o que causa uma
assimetria na forca da musculatura vertebral intrinseca e extrinseca. Seu estudo
confirmou que a forgca mecanica influencia o crescimento e, portanto, a forma

vertebral em criangas.

O padrao de tratamento ndo mudou significativamente nas ultimas trés
décadas (Gorman; Julien e Moreau, 2012), consistindo essencialmente, no
reconhecimento precoce, correcao das posturas existentes e prevencéo a evolugao

da mesma (Hershkovic et al.,2014).

Porém como a condigdo é na maioria das vezes indolor, o diagnostico
precoce e dificil, especialmente em paises onde a triagem escolar da escoliose ndo
€ implementada. A mudanca estética do corpo € minima em fases iniciais, a maioria

das alteracbes na forma ocorre predominantemente na parte de tras do tronco, o
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que dificulta a visualizagao por parte dos pacientes, além disso, a mesma pode ser

escondida pelo vestuario (Bettany-Saltikov et al., 2015)

Em grande parte dos casos considerados moderados € indicado o uso
de orteses como Milwauke, Boston e Chenue, associadas ou ndo a exercicios, que
tem como objetivo reduzir e principalmente controlar a progressao da curva.
Geralmente os pacientes precisam utilizar por periodos de 20h/dia ao longo de
varios anos, o que afeta negativamente a qualidade de vida dos mesmos (Karimi e

Kavyani, 2015).

No intuito de conter e/ou reverter a curvatura escoliotica, utilizam-se
varios métodos e recursos dos quais se destacam: RPG (reeducagao postural
global), Schroth, Klapp e Pilates. Todos podem colaborar na redugao da dor e
melhora da flexibilidade, no entanto, com relagdo a contengdo da progressao da
escoliose, os mesmos tem apresentado baixa eficiéncia (Marques, 1996; Bettany-

Saltikov, et al. 2014; Romano et al., 2015).

Atualmente tem se desenvolvido um conceito denominado SEAS
(Scientific Exercises Approach to Scoliosis — Exercicios Cientificos na Abordagem
da Escoliose) que apresentou maior aplicabilidade e eficacia no que diz respeito a
contencdo da curvatura. Consistindo de uma avaliacdo criteriosa, a prescricao
individual de um programa de exercicios, aprendizado dos exercicios com o
terapeuta (2-3 vezes por semana) e posteriormente apds o aprendizado, o paciente
realiza os exercicios em sua casa diariamente (20 minutos), voltando somente a

cada 2 ou 3 meses para reavaliagao do terapeuta (Romano et al., 2015).

O tratamento cirurgico € indicado nos casos mais graves (que

ultrapassam 45° a 50°), quando os tratamentos anteriores falharam ou quando os
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sintomas provocam disfungdes cardiacas e/ou respiratérias. O ato cirurgico além
de ser uma experiéncia traumatica, esta associado a risco significativo, tanto a curto
como a longo prazo. Assim, é instigante que interveng¢des nao invasivas sejam mais
exploradas e estudadas, uma vez que os resultados alcangados por essa
modalidade podem ser satisfatérios (Aleissa et al., 2011; Bettany-Saltikov et al.,

2015).

Sabe-se que muitas das avaliagdes de fundo metabdlico ou moleculares
nao podem ser aplicadas em humanos devido as implicagbes éticas que tais
procedimentos trariam e o impacto destas na sociedade. Desta forma, e para
contribuir com o conhecimento cientifico, a opcao ainda viavel é a utilizacdo de

animais de experimentacao.

Arruda, Silva e Guirro (2008), destacaram que a escoliose tem sido alvo
de estudo por diferentes cientistas, em diferentes aspectos de analise e em
diferentes modelos experimentais. No entanto, todas as metodologias de indugéo
de escoliose existentes na literatura apresentam-se com carater invasivo. Assim,
notam-se variagbes apenas quanto ao grau de complexidade metodolégica. Tal
fato, além de dificultar a replicagdo de novos estudos, ainda pode comprometer

investigacdes de ordem quimiometabdlica.

No que diz respeito aos métodos de desenvolvimento da escoliose
experimental em animais, a literatura apresenta estudos que se basearam apenas
na curvatura. Assim, dentre os estudos realizados para se obter um modelo
escoliético, € possivel constatar uso de farmacos e quimicos para deformar os

tecidos (Nogami,Terashima e Tamaki, 1977; Tanaka et al., 1982).
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No intuito de desenvolver a curvatura escolidtica, outros estudos
utilizaram sutura muscular e estimulacdo elétrica unilateral na coluna de ratos
(Sarwark et al., 1988; Joe,1990; Kasuga, 1994). Destaca-se ainda o estudo de
Stokes et al. (2002), que comprometeram o crescimento dos condrdcitos, feito esse

que gerou alteragbes mecanicas nas vértebras.

Ainda mais invasivos, sdo os estudos que realizam pinealectomia
(retirada da glandula pineal) e também amputagdo dos membros anteriores para
induzir a postura bipede (Machida et al.,2005; Oyama et al., 2006). O estudo de Liu
et al. (2011), realizou sutura muscular e ainda amputagdo dos membros anteriores

e da cauda.

Janssen et al. (2011) investigaram metodologias voltadas para indugao
de escoliose na condigao experimental. Nesse sentido, galinha, coelho e rato sdo
0s animais em que a condigao escolidtica é investigada mais frequentemente. No
entanto, primatas, ovelhas, porcos, cabras, vacas, caes e ras, também sao usados
no intuido de se estudar a escoliose. O mesmo estudo dividiu os procedimentos em
pré natal e pés natal, sendo que a maioria foi realizado no periodo pés, de modo
que o procedimento de indugdo mais usual tem sido a imobilizagao (fixagdo de
estruturas dindmicas) associada a outros procedimentos invasivos como, sutura de

musculo e retirada de estruturas 6sseas.

Com base na proposta de Sarwark et al. (1988) de desenvolver escoliose
em ratos num periodo de 12 semanas, grupos de pesquisa buscaram desenvolver
uma metodologia que se diferenciasse das demais existentes. Assim, houve a
elaboracdo do modelo que considerou o tempo de execucgao, risco de perda de
animais, simplicidade na elaboragdo, e principalmente, a inexisténcia de ato

cirurgico, para evitar o comprometimento das estruturas anatémicas que circundam
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a coluna vertebral. Se as estruturas que margeiam a coluna sdo mantidas em
integridade entdo se tornam alvos da avaliagdo dos danos da escoliose sobre as
mesmas. Trata-se de um modelo de facil confec¢do, e que em curto periodo de
tempo (6 ou 12 semanas) permite aplicagdo em um grande numero de animais
(Silva et al., 2008, Silva et al., 2012).

Dentre os pesquisadores que se dedicam ao estudo e compreensao dos
multiplos fendmenos que acompanham a escoliose, observa-se que dentre os
trabalhos acima citados, o foco sempre esta direcionado a animais machos, no
entanto, a literatura aponta que a escoliose é mais predominante no género
feminino, onde pode causar alteragcbes posturais com reflexo no equilibrio
homeostatico de diferentes sistemas e até comprometimento comportamental.
Frente ao posto, ressalta-se a necessidade de maior atencao e estudos no ambito
experimental envolvendo os dois sexos. Assim, a hipotese que norteia o estudo é
que ratos machos e fémeas reagem diferentemente ao processo de indugao de
escoliose, fato que merece atencdo especial quando da escolha do modelo

experimental adequado ao padréao do estudo a ser realizado.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar e comparar o processo de indugao de escoliose experimental em
ratos machos e fémeas, a partir de padrdes quimiometabdlicos e comportamentais

no periodo de 12 semanas de inducao da curvatura.

2.2 Objetivos Especificos

Dentro dos objetivos especificos foram avaliados os seguintes
parametros: a) curva de crescimento dos animais, b) peso do dispositivo indutor, c)
o indice de ingesta alimentar, d) a progress&o da curvatura através de radiografia,
e) o angulo da curvatura mensurado com software, f) o comportamento ansiogénico
e exploratorio, g) as reservas de glicogénio dos musculos: peitoral, intercostal,
paravertebral, abdominal e diafragma, h) a concentragéo do peptideo hipotaldamico
(NPY), i) avaliacdo biomolecular da fosforilagdo do Receptor de insulina (IR),

GLUT4 e mTOR nos musculos paravertebrais do lado concavo e convexo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Parecer do Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Metodista de Piracicaba, sob adendo ao protocolo n°. 09/2012.
3.2 Desenvolvimento

O estudo foi dividido em duas fases: Primeiramente foi aplicado nos
animais o modelo indutor de escoliose, apds 6 semanas foram realizadas
avaliagdes prévias, a fim de se acompanhar parametros da curvatura escolidtica
sinistro convexa, haja visto que a literatura apresenta seis semanas como o tempo
minimo para que se obtenha um modelo experimental de forma invasiva. Na
segunda fase, apdés 12 semanas de indugdo da curvatura foram realizadas

avaliagdes e apds a eutanasia dos animais foram coletados tecidos para analise.

3.3 Grupos Experimentais

Foram utilizados ratos e ratas da linhagem Wistar (Rathus novergicus var,
albinus, Rodentia, Mamalia) adquiridos na empresa ANILAB® - Paulinia,SP. Os
animais foram divididos aleatoriamente em grupos e mantidos em gaiolas coletivas
com 5 animais no Biotério de pesquisa da Universidade Metodista de Piracicaba.
Na sequéncia, os animais dos grupos correspondente foram submetidos ao
processo de indugdo de escoliose a partir do 42° dia de vida (periodo pos-
desmame), com periodo de 12 semanas de experimentagdo. Durante o periodo
experimental, os animais foram alimentados com ragao (Purina para roedores) e
agua “ad libitum”, sendo submetidos a ciclo fotoperiddico de 12h claro/escuro. Os

cuidados experimentais seguiram recomendagbdes do Guide for Care Use of
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Laboratory Animals National Research Council, (1996). Para o desenvolvimento

experimental os animais foram distribuidos em grupos conforme tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo dos animais em grupos experimentais.

Grupos Experimentais N
Controle Machos (CM) 15
Escoliose Machos (EM) 15
Controle Fémeas (CF) 15
Escoliose Fémeas (EF) 15

*Os grupos experimentais foram divididos de acordo com o
procedimento experimental

3.4 Modelo Indutor de Escoliose

O baixo custo, facil manuseio e a leveza do material que ndo oferece
carga significativa ao animal, sdo fatores que facilitam a utilizagao do policloreto de
vinil (PVC). Inicialmente foram confeccionados moldes em papel, para posterior
confecgdo das orteses em filme de PVC com espessura de 0,5 mm, tendo as
circunferéncias perfuradas com caneta de baixa rotagao acoplada a um sistema de
desgaste e encapado com fita isolante da marca 3M®, no intuito de minimizar o

atrito do dispositivo com o corpo do animal (figura 1 A).

A ortese consistiu em dois coletes que foram posicionadas sobre a
regido pélvica e escapular, baseadas na morfologia do animal (figura 1B), a parte
anterior apresentava menor tamanho e circunferéncia, a parte posterior contou com
pequenos orificios centrais, cuja finalidade foi favorecer a drenagem de urina e

evitar irritacdo cutanea (figura 1 A).
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Figura 1. Dispositivo anterior e posterior (A), ajuste ao corpo do animal
(B), sistema de cinta regulavel (C e D).

A colocacgéao do dispositivo foi realizada por meio de um sistema de cinta
regulavel, que permite melhor ajuste, de acordo com a morfologia de cada animal

(figura 1 C e D).

3.5 Aplicagcao do Dispositivo

Tanto na parte anterior quanto na parte posterior do dispositivo, colocou-
se um anulo de arame no lado direito, para que fosse fixado um fio metalico de 0,30
mm de espessura e 10 cm de comprimento (figura 2 A e B), no intuito de induzir a

curvatura escolidtica sinistro convexa ao aproximar os coletes.
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Figura 2. Parte anterior e posterior do dispositivo fechado em sistema
de cinta regulavel (A), com destaque para o lado direito, que conta com
0 anulo de arame para a passagem da haste que induz a curvatura,
apos o dispositivo estar ajustado ao corpo do animal (B).

3.6 Instalagao da Curvatura

Os animais receberam o dispositivo indutor de escoliose, na fase pés
desmame (42 dias), de modo que fosse aplicada uma inclinagdo da coluna para o
lado direito de aproximadamente 55°, induzindo uma escoliose sinistro convexa ou
em “C” a direita (figura 3: A e B). A angulagao foi estabelecida com régua, de modo
que cada 0,5 cm de aproximacao das cinturas corresponde a aproximadamente 20°
de inclinagdo. Nesse interim, o dispositivo foi trocado a cada 07 dias, por um novo
e maior, acompanhando o crescimento do animal, sendo mantido até a 62 ou 122

semana de experimento.
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Figura 3. Dispositivo indutor pronto (A) e adaptado ao corpo do animal

(B).

3.7 Determinagao do peso corporal e do dispositivo

Os animais e os dispositivos foram pesados semanalmente, para que
fosse relacionado o peso do animal com o peso do dispositivo. A pesagem foi
realizada por meio de balanca digital da marca FILIZOLA ®. O procedimento de
pesagem foi realizado sempre nos dias em que ocorria a troca (por um novo e

maior) do dispositivo, sendo que os animais eram pesados sem este.

3.8 Controle de Ingesta

Na 6° e 122 semana de estudo, a ragao foi adicionada a gaiola em horario

previamente determinado e pesadas 24 horas apds, por cinco dias consecutivos.

3.9 Analise Radiografica

A analise radiografica foi feita em parceria com a clinica de Radiologia

da Faculdade de Odontologia da UNICAMP (FOP-PIRACICABA) sob a orientagéao
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do Prof. Dr. Francisco Haiter Neto. Os parametros para realizagdo dos exames
radiograficos foram: distancia foco-chassi 75 cm, intensidade 50 Kvp

(quilovoltagem pico) e 6 impulsos de tempo de exposigao.

Os grupos experimentais passaram por exposi¢ao radiografica na 62 e
122 semana, ambos imediatamente apoés a retirada do dispositivo. Para a realizagao
dos exames, foram sedados com Ketamina-Xilazina (35 mg/kg peso e 4 mg/kg

peso, i.m).

3.10 Mensuragao da curvatura escoliética

Apoés a realizagdo dos exames radiolégicos em todos os grupos, as
imagens foram digitalizadas e submetidas a analise no software ALCimagem 2.1®
para obtencdo da angulagdo da curvatura escoliética. O método possui como
primeira etapa a selegcao do apice da curvatura e na sequencia duas retas sao
tracadas e ajustadas em direcdo as vertebras terminais nos limites inferior e
superior da curvatura, e no lado céncavo é obtido a angulagéo escoliética, sendo

que o valor foi obtido a partir da subtragdo de um angulo de 180° (figura 4).
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[ClelH = EFEE F

Novo Estudo de Caso

& Novo Estudo de Caso le= | =] = |
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[
Figura 4. Obtengcédo dos dados referente a angulagdo da curvatura

escoliotica.
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3.11 Comportamento exploratério e determinagao da ansiedade

Os animais foram expostos ao teste de campo aberto “open field” na 52
e 112 semanas, a coleta de dados foi realizada no inicio da noite, por ser
considerado o periodo de maior atividade da espécie, permanecendo no ambiente
durante 3 minutos, sendo filmados para melhores analises. O “open field” consiste
em um quadrado com dimensao de 46x46x25cm, divididos em 9 quadrados com
dimensao de 225cm? cada (figura 5 A). Foi possivel avaliar o comportamento
exploratdrio utilizando como parametro o indice de deambulagao espontanea, onde
é feito a contagem total de deslocamentos a partir do posicionamento de trés

membros do rato em um quadrado (figura 5 B), conforme descrito por Royce (1977).

Figura 5: Campo aberto (A) e animal em teste (B).

Para avaliagao do estado de ansiedade, utilizou-se o teste de labirinto
em cruz elevado (LCE), que consiste em um aparato de duas superficies
horizontais de acrilico, medindo 50x10cm cada, cruzadas em angulo reto (figura 6

A). Uma das superficies apresenta bordas de acrilico de 1cm de altura (bragos
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abertos), a outra superficie é circundada por paredes de 40cm de altura (bragos
fechados) exceto na parte central onde os bragos se cruzam (figura 6 B). Todo o
aparato é posicionado a uma distancia de 50 cm do solo. Dessa maneira, 0s
animais sao filmados por 5 minutos e apds analise, considera-se a porcentagem de
preferéncia (tempo gasto) pelos bragos abertos e pelos fechados um indice
fidedigno de ansiedade. Quanto maior o nivel de ansiedade, menor a porcentagem

de tempo gasto nos bragos abertos (Cruz, Frei e Graeff, 1994).

Figura 6: Labirinto em cruz elevado usado na avaliacdo do grau de ansiedade (A);

animal em situacao experimental (B).

3.12 Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutanasia por meio da decapitagdo apés

anestesia profunda com Ketamina-Xilazina (50 mg/kg peso e 6 mg/kg peso, i.m).
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3.13 Glicogénio Muscular

Amostras dos musculos peitoral, paravertebral, intercostal, abdominal e
diafragma, foram coletadas apés eutanasia e submetidas ao processo digestdo em
KOH 30% a quente e o glicogénio foi precipitado a partir da passagem por etanol a
quente. Entre uma fase e outra da precipitacdo, a amostra foi centrifugada a 3000
rpom durante 15 minutos e o glicogénio foi submetido a hidrélise acida na presenca
de fenol, segundo a proposta de Siu, Russeau e Taylor (1970). Os valores foram

expressos em mg/100 mg de peso umido.

3.14 Concentracao de Proteinas Totais

Apos coleta dos musculos, as amostras foram processadas através do
método fotocolorimétrico de Biureto (BRADFORD, 1976), com os valores sendo

expressos em mg/100mg.

3.15 Determinacao da concentragao do peptideo hipotalamico NPY

Os hipotalamos dos animais foram extraidos e submetidos a
homogeneizagdo em tampao de extracdo, a 4 °C, utilizando-se para isso um
homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments,
Westbury, NY) operado em velocidade maxima por 30 segundos. Os fragmentos
celulares foram entéo centrifugados (15.500 x g, 20 minutos, 4 °C) para remogéao
do material insoluvel e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Parte deste foi
utilizado para determinacdo do conteudo das proteinas totais através do método
fotocolorimétrico de Biureto, enquanto que a outra parte foi submetida a
immunoblotting com anticorpos especificos para neuropeptidios hipotalamicos.
Esta parte do experimento foi realizado em parceria com o Laboratério de

Sinalizacao Insulinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp.
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3.16 Analise Biomolecular
3.16.1 Anticorpos e Reagentes

Foram utilizados Anticorpos anti-IRB, anti-phospho tirosina Irf3, anti-
GLUT-4 e anti-B actina foram obtidos da empresa Santa Cruz Biotechnology.
Anticorpos anti-mTOR foram obtidos da empresa Cell Signaling Technology.
Reagentes para determinagcdo das proteinas totais (Biureto), SDS/PAGE e
immunoblotting foram obtidos da Bio-Rad. Membranas de nitrocelulose foram
obtidas da Amersham Corp. Kit de quimioluminescéncia foi adquirido da empresa
Pierce Endogen (Rockford, IL). Os demais materiais utilizados foram adquiridos da

Sigma (St. Louis, MO, USA).

3.16.2 Extragao de tecidos

O musculo paravertebral esquerdo e direito foram rapidamente

removidos, lavados em salina e colocados em tampao de extragao.

3.16.3 Homogeneizagao e Determinagao do conteudo de proteinas
totais (Western Blot)

O material extraido foi submetido a homogeneizagdo em tampéao de
extragao (100 mM Trisma base, pH 7.5, 10 mM EDTA, 100 mM pirofosfato de sddio,
100 mM NaF, 10 mM NasVO4, 2 mM PMSF diluido em alcool etilico, 1% Triton X-
100 e 0,1 mg/ml aprotinina), a 4 °C, utilizando-se para isso um homogeneizador tipo
Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY)
operado em velocidade maxima por 30 segundos. Os fragmentos celulares foram
entdo centrifugados (15.500 x g, 20 minutos, 4 °C) para remogdo do material
insoluvel e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Parte deste foi utilizado para
determinacao do conteudo das proteinas totais através do método fotocolorimétrico
de Biureto (BRADFORD, 1976), enquanto que a outra parte foi submetida a

immunoblotting.
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3.16.4 Immunoblotting

Apos a determinacao do conteudo de proteinas totais, ao sobrenadante

foi acrescentado tampao de Laemmli (Laemmli, 1970) contendo 100 mM de DTT,
e entdo aquecido por 5-10 minutos. Em seguida, quantidades iguais de proteinas
(75 ng) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE em
aparelho de eletroforese BIO-RAD miniature slab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-
Rad Laboratories, Richmond, CA). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para
a membrana foi realizada em 120 minutos a 120 V em aparelho miniaturizado de
transferéncia da BIO-RAD, como descrito (Towbin; Staehelin e Gordon, 1979). A
ligacao dos anticorpos a proteinas nao-especificas foi reduzida por pré-incubagao
da membrana por 120 minutos com tampao de bloqueio a temperatura ambiente
(TA) (5% BSA dissolvido em solugdo basal). A membrana de nitrocelulose foi
incubada, overnight, com anticorpos especificos diluidos em solug&o para anticorpo
(3% BSA dissolvido em solugao basal), e entdo, lavada por 15 minutos com solugao
basal (150 mM NaCl, 10 mM Trisma base e 0.02% Tween 20). A deteccéo do
complexo antigeno-anticorpo fixo a membrana de nitrocelulose foi obtida por
quimiluminescéncia, utilizando-se kit comercial da Amersham e seguindo as
orientagcdes do fabricante. Apds a revelagdo das auto-radiografias, as bandas

identificadas foram quantificadas por meio de densitometria éptica.

3.17 Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada inicialmente pelo teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov seguido de ANOVA e teste de Tukey. Em todos

os calculos foi fixado um nivel critico de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 Peso corporal

O peso corporal dos grupos experimentais foi avaliado da 12 a 122
semana de experimentagdo sendo observado que o grupo escoliose machos
apresentou, em meédia, peso 18% menor se comparado ao grupo controle machos

(figura 7).
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Figura 7. Massa corporal dos animais em gramas (g), referente aos grupos controle
machos e escoliose machos, representados da 12 até a 122 semana. Os valores sao
expressos em média + dpm, n=10. *p < 0,05 se comparado ao controle.

Comparando-se a evolugao do ganho de peso durante as 12 semanas
com foco nos grupos de fémeas, observa-se que o0 grupo escoliose apresenta

valores 12% menores se comparado ao controle (figura 8).
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Figura 8. Massa corporal dos animais em gramas (g), referente aos grupos controle

fémeas (CF) e escoliose fémeas (EF), representados da 1? até a 122 semana. Os valores
sdo expressos em média £ dpm, n=10. *p < 0,05 se comparado ao controle.

4.2 Peso do dispositivo

Durante as 12 semanas de indugcdo de escoliose, 0 peso do dispositivo
mostrou-se em média 4,3% + 0,2 do peso do animal nos machos e nas fémeas
3,5% % 0,4. Cabe ressaltar que, o peso do dispositivo das fémeas mostrou-se em

média 11,5% menor quando comparado ao dos machos, conforme mostra a figura
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Figura 10. Peso médio em gramas (g) dos dispositivos utilizados durante a
indugdo da curvatura escolidtica, da 1 a 122 semana nos grupos
experimentais machos e fémeas. Os valores sao expressos em média £ dpm,
n=10. *p < 0,05 se comparado ao grupo correspondente.
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4.3 Controle de ingesta alimentar

A avaliacdo do indice de ingesta sodlida dos grupos experimentais foi
realizada na 6* e 12* semana. Na 6* semana podemos observar diminuigdo no
consumo do grupo escoliose machos (24%) quando comparado ao controle
machos. O grupo escoliose fémeas nao difere do grupo controle fémeas, porém ao

se comparar com o controle machos apresenta valores 34% menores (figura 11).
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Figura 11 Média da ingesta sdlida (g) por animal, dos grupos experimentais
durante a 62 semana de estudo. Os valores s&o expressos em média + dpm,
n=10. Grupo controle machos (CM); escolidticos machos (EM); controle
fémeas (CF) e escolidticas fémeas (EF). *p < 0,05 se comparado ao controle
machos (CM).

Quando a ingesta foi avaliada na 122 semana, podemos observar que o
grupo escoliose machos apresentou redugdo de 24% quando comparado ao
controle machos, entretanto o grupo escoliose fémeas apresentou valores 36% e
16% quando comparado aos grupos controle machos e escoliose machos

respectivamente (figura 12).
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Figura 12. Média da ingesta solida (g) por animal, dos grupos
experimentais durante a 122 semana de estudo. Os valores sdo expressos
em média + dpm, n=10. Grupo controle machos (CM); escoliéticos machos
(EM); controle fémeas (CF) e escolidticas fémeas (EF). *p < 0,05 se
comparado ao controle machos (CM), #p < 0,05 se comparado ao grupo
escoliose machos (EM).

4.4 Peptideo Hipotalamico

No intuito de correlacionar uma possivel alteracdo hipotalamica que
pudesse influenciar no peso dos animais, buscou-se avaliar o comportamento do
peptideo NPY, o qual foi quantificado em animais que foram submetidos a indugao
da curvatura até 122 semana, e nao foi observado diferenga entre os grupos

experimentais (figura 19).
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Figura 19. Quantificagdo da expressao génica do peptideo NPY em
hipotalamo dos grupos controle e escoliose machos (CM e EM) e controle
e escoliose fémeas (CF e EF). Os valores estdo expressos em médiat
dpm, n=5.
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4.5 Avaliacao da exploracao e ansiedade

Na 122 semana foi realizado a avaliagao da atividade exploratéria no open
field sendo observado que o grupo escoliose machos n&o diferiu do grupo controle
machos (CM). Por outro lado, o grupo controle fémeas (CF) apresentou valores
maiores quando comparado ao CM e EM, 27% e 34% respectivamente. O grupo
escoliose fémeas apresentou valores 14% maiores quando comparado ao grupo

EM e 23% menores quando comparado ao grupo CF (figura 13).
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Figura 13. Numero de campos deslocados na avaliagao exploratéria
dos grupos controle e escoliose. Os valores estdo expressos em
média + dpm, n=5. Grupo controle machos (CM); escoliose machos
(EM); controle fémeas (CF) e escoliose fémeas (EF). *p < 0,05 se
comparado ao grupo controle machos (CM), #p < 0,05 se comparado
e escoliose machos (EM), ¥p<0,05 comparado ao controle fémeas.

A sequir, os grupos experimentais foram submetidos ao teste do labirinto
em cruz elevada, sendo observado que nao houve diferengas significativas entre

os grupos (figura 14).
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Figura 14. Porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos ou
fechados dos grupos experimentais: Grupo controle machos (CM); escoliose
machos (EM); controle fémeas (CF) e escoliose fémeas (EF). Os valores estao
expressos em média £ dpm, n=5.

4.6 Exames radiolégicos

Na avaliacdo da coluna vertebral, a partir do exame de raio X, foi
utilizado o software ALCimagem 2.1® que tem aplicabilidade ideal para a espécie.
Na 6 semana foi realizado uma avaliacdo a fim de verificar a andamento da
curvatura, neste sentido, a tabela 2 mostra que nos machos o modelo proporcionou
escoliose com angulagao 22 vezes maior se comparado a condigao controle,

enquanto nas fémeas foi observado valores 5 vezes maiores.
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Tabela 2: Angulagéo escolidtica dos grupos controle e escoliose machos (CM e EM) e
controle e escoliose fémeas (CF e EF), na 62 semana, sendo que *p<0,05 difere do seu

respectivo controle, n=10.

Grupos CM6 EM6 CF6 EF6
Média + dpm 2°+1,9 44 4°+2 1* 7°+2 38,4°+10,4*
Valor de p <0,05* <0,05*

A avaliacao final foi realizada na 12 2 semana, sendo observado que nos
machos o modelo proporcionou escoliose com angulagdo 18 vezes maior se
comparado a condicdo controle, enquanto nas fémeas foi observado valores 6

vezes maiores (tabela 3).

Tabela 3: Angulagéo escolidtica dos grupos controle e escoliose machos (CM e EM) e
controle e escoliose fémeas (CF e EF), na 122 semana, de modo que *p<0,05 difere do seu

respectivo controle, n=10.

Grupos CM12 EM12 CF12 EF12
Média £ dpm 3°+1,0 54,6°+1,3* 8,8°t5,6 45°+3,4*
Valor de p <0,05* <0,05*

4.7 Glicogénio Muscular

A analise do conteudo muscular de glicogénio mostrou que o grupo
escoliose machos apresentou reservas de glicogénio menores representados por
21% no musculo intercostal direito, 40% no intercostal esquerdo, 26% no
paravertebral esquerdo, 42% no abdominal e 29% no diafragma, quando

comparados ao respectivo controle (figura 15).
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Figura 15. Conteudo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos; peitoral direito e
esquerdo (PD e PE), intercostal direito e esquerdo (ICD e ICE), paravertebral
direito e esquerdo (PVD e PVE), abdominal (A) e diafragma (D) dos grupos
controle machos (CM) e escoliose machos (EM). Os valores correspondem a
média+ dpm, n=5. *p<0,05 comparado ao seu respectivo controle.

O mesmo perfil de analise realizado no grupo de fémeas mostrou que o
grupo escolidticas apresentaram reservas de glicogénio menores representados
por 19% no musculo paravertebral direito, 32% no paravertebral esquerdo, 19% no
musculo intercostal direito, 33% no intercostal esquerdo, 32% no paravertebral
esquerdo, 44% no paravertebral direito, 31% no abdominal e 32% no diafragma,

quando comparada ao respectivo controle (figura 16).
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Figura 16. Conteudo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos; peitoral direito e
esquerdo (PD e PE), intercostal direito e esquerdo (ICD e ICE), paravertebral direito
e esquerdo (PVD e PVE), abdominal (A) e diafragma (D) dos grupos controle fémeas
(CF) e escoliose fémeas (EF). Os valores correspondem a média+ dpm, n=5. *p<0,05
comparado ao seu respectivo controle.
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4.8 Concentracao de Proteinas Totais

Na avaliagado da concentracéo de proteinas totais nos musculos da caixa
toracica e paravertebrais dos grupos macho controle e escoliose, observou-se que
0 grupo escoliose apresentou menores concentragdes atingindo 7% no musculo
peitoral direito, 21% no peitoral esquerdo, 12% no musculo intercostal direito, 17%
no intercostal esquerdo, 6% no paravertebral direito, 8% no paravertebral esquerdo,

9% no abdominal e 6% no diafragma, quando comparado ao respectivo controle

(figura 17).
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Figura 17. Concentracdo muscular de proteina total (mg/100mg) dos musculos;
peitoral direito e esquerdo (PD e PE), intercostal direito e esquerdo (ICD e ICE),
paravertebral direito e esquerdo (PVD e PVE), abdominal (A) e diafragma (D), dos
grupos controle machos (CM) e escoliose machos (EM). O lado esquerdo é convexo
e o direito & concavo. Os valores correspondem a médiat dpm, n=5. *p<0,05
comparado ao respectivo controle.

Por sua vez, na avaliagcdo da concentracdo de proteinas totais nos
mesmos musculos do grupo de fémeas controle e escoliose, observou-se que o
grupo escoliotico apresentou menores concentragdes atingindo 9% no musculo
peitoral direito, 15% no musculo intercostal direito, 8% no intercostal esquerdo, 7%
no paravertebral direito, 6% no paravertebral esquerdo, 10% no abdominal e 11%

no diafragma, quando comparado ao respectivo controle (figura 18).
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Figura 18. Concentragdo muscular de proteina total (mg/100mg) dos musculos;
peitoral direito e esquerdo (PD e PE), intercostal direito e esquerdo (ICD e ICE),
paravertebral direito e esquerdo (PVD e PVE), abdominal (A) e diafragma (D),
dos grupos controle fémeas (CF) e escoliose fémeas (EF). O lado esquerdo é
convexo e o direito &€ cdncavo. Os valores correspondem a médiat+ dpm, n=5.
*p<0,05 comparado ao respectivo controle.

4.9 Avaliagoes Biomoleculares

4.9.1 Receptor de insulina

A avaliacdo molecular da fosforilagdo do receptor de insulina realizada
em ratas controle ndo mostrou diferenga entre os musculos do lado direito e

esquerdo, como pode ser visto na figura 20.
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Figura 20. Porcentagem de fosforilagdo do receptor de insulina na tirosina IB:
IR em ratas controle com 6 € 12 semanas. D = lado direito e E = lado esquerdo,

6 e 12 semanas. Os valores correspondem a média + desvio padrao, n=3.
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A sequir foi avaliado a fosforilagao do receptor de insulina na tirosina, em

ratas escolidticas e pode-se verificar que se encontra diminuido na porgao cdéncava,

onde os valores apresentaram-se 6% e 12% menor, respectivamente no periodo

de 6 e 12 semanas (figura 21). Tal fato indica que possivelmente alguma fosfatase

ou proteina inibidora possa estar diminuindo sua atividade.
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Figura 21. Fosforilagdo do receptor de insulina na tirosina IB: IR (% Vs
CTL) em ratas escolidticas 6 e 12 semanas. C = cébncavo e CV =
convexo. Os valores correspondem a média + desvio padrdo, n=3,
*p<0,05 se comparado ao lado convexo.
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Quando o mesmo tipo de estudo foi direcionado a ratos controle, também
nao foi verificada diferenga significativa (figura 22), similar ao descrito no estudo
com fémeas controle, no entanto, quando se avaliou o grupo de ratos escoliéticos
foi verificado que a fosforilacdo do receptor de insulina encontra-se 5% e 8% menor
na porgao concava (figura 23) similar ao descrito nas fémeas, indicando diminui¢gao

na sensibilidade insulinica.
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Figura 22. Porcentagem de fosforilagdo do receptor de insulina na tirosina
IB: IR em ratos controle com 6 e 12 semanas. D = lado direito e E = lado
esquerdo, 6 e 12 semanas. Os valores correspondem a média + desvio
padrao, n=3.

B-actina

Figura 23. Fosforilagdo do receptor de insulina na tirosina IB: IR (% Vs. CTL)
em ratos escoliéticos 6 e 12 semanas. C = céncavo e CV = convexo. Os
valores correspondem a média * desvio padrao, n=3, *p<0,05 se comparado
ao lado convexo.
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49.2 GLUT 4
A avaliacdo molecular da fosforilacdo do receptor de GLUT4, realizada
em ratas controle ndo mostrou diferenga entre os musculos do lado direito e

esquerdo, como pode ser visto na figura 24.
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Figura 24. Porcentagem de fosforilacdo do GLUT 4 em ratas controle
com 6 e 12 semanas. D = lado direito e E = lado esquerdo, 6 e 12
semanas. Os valores correspondem a média + desvio padrao, n=3.
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A seguir foi avaliado a fosforilagdo do receptor de GLUT4 em ratas
escolidticas, sendo possivel verificar que se encontra diminuido na porgédo céncava,
onde os valores apresentaram-se 14% menores, tanto no periodo de 6 semanas

como no de 12 semanas (figura 25).
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Figura 25. Fosforilagdo do GLUT 4 (% Vs. CTL) em ratas escolidticas 6
e 12 semanas. C = coéncavo e CV = convexo. Os valores correspondem
a média * desvio padrao, n=3. *p<0,05 se comparado ao lado convexo.
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Quando a analise foi realizada em ratos controle, também nao foi
verificada diferenga significativa (figura 26), similar ao descrito no estudo com
fémeas controle, entretanto, quando se avaliou o grupo de ratos escolidticos foi
verificado que a fosforilacao do receptor de GLUT4 encontra-se 8% e 10% menor

na porgao concava (figura 27), redugao similar ao descrito nas fémeas escolidticas.
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Figura 26. Fosforilagdo do GLUT 4 (% Vs. CTL) em ratos controle 6 e 12
semanas. D = lado direito e E = lado esquerdo. Os valores correspondem a
meédia * desvio padrao, n=3.
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Figura 27. Fosforilagdo do GLUT 4 (% Vs. CTL) em ratos escolidticos 6 e
12 semanas. C= cbncavo e CV = convexo. Os valores correspondem a
média * desvio padrao, n=3. *p<0,05 se comparado ao lado convexo.
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4.9.3 mTOR

A avaliagdo molecular da fosforilagao do receptor de mTOR, realizada

no grupo controle ratas, ndo mostrou diferenga significativa como mostrado na

figura 28.
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Figura 28. Fosforilagdo da mTOR (% Vs. CTL ) em ratas controle 6 e 12
semanas. D = direito e E = esquerdo. Os valores correspondem a média +
desvio padrao, n=3.

Entretanto, quando a mesma avaliagcdo foi realizada em ratas
escolidticas mostrou diferenga significativa, onde a porgao cbncava apresentou

valores diminuidos de 33% na 62 semana e 22% nas 12% semana (figura 29).
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Figura 29. Fosforilagdo da mTOR (% Vs. CTL) em ratas escolidticas 6 e 12
semanas. C = codncavo e CV = convexo. Os valores correspondem a média
+ desvio padrao, n=3. *p<0,05 se comparado ao lado convexo
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Quando a analise foi realizada no grupo controle machos, ndo foram
verificados alteragbes (figura 30), porém nos ratos escoliéticos houve diferenga
significativa, sendo observados valores 12% e 16% menores, respectivamente no

periodo de 6 e 12 semanas (figura 31).
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Figura 30. Fosforilagdo da mTOR (% Vs. CTL) em ratos controle 6 e 12
semanas. D = direito e E = esquerdo. Os valores correspondem a média +
desvio padrao, n=3.
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Figura 31. Fosforilagdo da mTOR (% Vs. CTL) em ratos escoliéticos 6 e 12
semanas. C = céncavo e CV = convexo. Os valores correspondem a média
+ desvio padrao, n=3. *p<0,05 se comparado ao lado convexo.
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5. DISCUSSAO

Estudos dos eventos desenvolvidos na escoliose experimental, sdo de
importancia impar para se obter informagdes adicionais ligadas ao processo de
inducéo e consolidagao da deformidade, tendo a possibilidade de transposicdo dos
dados em humanos (Zhang et al., 2013; Zaina et al., 2015). Outro importante fator
a se considerar, € a constatagcdo que a escoliose nao € exclusiva dos humanos e
também n&o ocorre somente na condicido da postura bipede, mesmo assim, ha
modelos extremamente invasivos que estimulam o desenvolvimento da escoliose
forcando o animal a se manter na postura bipede (Gorman e Briden, 2009; Liu et

al. 2011).

O modelo de indugao de escoliose que foi utilizado neste estudo é
considerado simples, se comparado a outros modelos experimentais descritos na
literatura, e ainda, apresenta carater nao invasivo, tem facil replicabilidade e baixo
custo, fatores favoraveis ao uso em diferentes protocolos de estudo. E importante
destacar que a metodologia aqui apresentada se mostrou eficiente para indugao da

curvatura escoliética conforme demonstrado por Silva et al. (2012).

Dentro da proposta de realizar a analise em diferentes tempos, foi
determinado no presente estudo que a avaliacdo do processo de inducdo da
curvatura escolidtica fosse realizada apés 6 e 12 semanas. Esta proposta foi
baseada no fato que Sarwak et al. (1988) terem sugerido que no periodo de seis
semanas a curvatura escolidtica ja esta implantada, justificando que neste periodo
possivelmente a coluna ja esteja calcificada na curvatura, ndo havendo como dar

continuidade no processo de alteragdes na coluna.

No entanto, em 2008, Silva et al. empenharam-se e desenvolveram uma

metodologia ndo invasiva em forma de coletes (anterior e posterior) e aplicaram da



44

62 a 122 semana, resultando em curvatura escoliética sinistro convexa. No mesmo
estudo, foi demonstrado que a partir da 122 semana a curvatura n&do progride mais
e que na sexta semana de indugao, caso seja retirado os coletes de indugao da
curvatura, ha possibilidade de retorno as condigdes de normalidade e redugao na
curvatura devido a movimentagdo do animal na caixa, condicdo que pode
possibilitar a recuperagao até angulos médios observados em animais controle.
Convém ressaltar, que neste estudo acompanhamos o estudo acima citado, de
forma que, os dispositivos foram trocados semanalmente, a fim de acompanhar o
desenvolvimento corporal do animal, condigdo que n&o €& possivel em casos

cirargicos (invasivos).

Tendo como referencial o peso dos animais, foi verificado que os grupos
escoliético machos e fémeas, tanto 6 quanto 12 semanas, apresentaram peso
menor quando comparado ao seu respectivo controle, neste caso nao se refere a
perda de peso, uma vez que, em nenhum momento os animais escolidticos
apresentaram-se com peso corporeo superior ao controle. Foi avaliado a
possibilidade do peso do dispositivo estar influenciando no menor ganho de peso
dos animais, no entanto, o peso do colete equivale a apenas 4,3% do peso corporal
do animal quer seja nos machos ou nas fémeas, de modo que seja improvavel que
esse peso possa ter induzido ao maior gasto energético devido a sustentagdo do

dispositivo.

Baseado no estudo de Ueno et al. (2011), em humanos o peso maximo
do material transportado ndo deve ultrapassar 5% e 10% do peso corporal de
criangcas em idade pré-escolar e em nivel de 1° grau, respectivamente, haja visto
que é nessa fase que as alteragdes de ordem patoldgica podem ser mais facilmente

induzidas ou potencializadas. Neste aspecto, o conjunto de coletes, acompanha o
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perfil descrito na literatura quanto a relagao de peso do instrumento versus peso do

animal.

No que se refere ao indice de ingesta foi observado diferenga entre os
grupos avaliados na 112 semana de indugao escoliética. No intuito de nao induzir
estresse nesta fase, a coleta foi realizada antecedendo a 12% semana, no entanto,
nao foi constatada alteracdo na concentracédo do peptideo hipotalamico NPY, que
poderia ser a justificativa do ndo aumento do peso, uma vez que esses peptideos
sdo marcadores de ingesta alimentar (Mancini, Halpern, 2002). Este estudo indica
que as modificacées na ingesta ndo se referem a mudangas na homeostasia dos

peptideos hipotalamicos.

E sugestivo o fato do comportamento do peso corporal possa ser
originario de alteragdes no trato gastroentérico ou de modulagdo nas fungdes
reqguladoras dos processos envolvidos na absorcao, isso em consideragdo que a
parte posterior do dispositivo exerce pressao na regiao abdominal. Esta hipdtese
se embasa no estudo de Al-Jandalet al. (2011), em que os autores sugerem que
alteracdes na absorcdo intestinal podem interferir diretamente no peso corporal.
Mesmo frente a esta proposta, outros estudos devem ser realizados para dirimir

esta duvida.

Baseado no fato dos animais passarem por um processo que promove
modificagdo estrutural na coluna vertebral, optou-se por realizar um estudo
comportamental para verificar tanto a locomog¢ao quanto o grau de ansiedade (Prut,
Belzung, 2003). Nesta etapa do estudo optou-se por avaliar o deslocamento no
teste de campo aberto e nao foi constatado modificagdo comportamental quando
comparados os grupos controle e escoliético, quer seja no grupo macho ou no

grupo de fémeas, assim, frente aos resultados, descarta-se a agcdo do modelo
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enquanto mecanismo restritivo de deslocamento. Convém ressaltar que a
capacidade do sistema ésseo atingir seu crescimento maximo depende de fatores
hormonais, nutricionais, fisicos e das cargas axiais sobre o esqueleto, ndo
descartando que o modelo de indugdo da curvatura escolidtica possa interferir

parcialmente no crescimento do animal.

A seguir e dentro da analise comportamental, foi realizada a avaliagao
no labirinto em cruz elevada, condicdo que também nao indicou diferenga entre os
grupos, descartando a possibilidade do processo ser gerador de ansiedade e
corroborando com outros estudos do grupo (Silva et al., 2008; Arruda, Silva, Guirro

2008).

Como recurso para analise da coluna vertebral optou-se pelo exame
radiolégico por ser a base da avaliagdo e acompanhamento da angulagao
escolidtica (Navarro et al., 2008; Gotfryd et al., 2011). A fim de obter uma analise
fidedigna, no presente estudo foram mensuradas as curvaturas escoliéticas com o
auxilio do software Alcimagem®. Convém ressaltar que, muito embora Vertovec,
Pernus e Likar, (2009), apontem que ainda ndo ha consenso no que diz respeito a

quantificacdo da rotagao vertebral, o presente estudo atesta rotagao vertebral.

No estudo de Sarwak et al (1988), os autores justificaram a existéncia
de rotacao vertebral no modelo animal, ao correlacionarem a curvatura escoliética
com as articulagdes costovertebrais. Do ponto de vista biomecanico e funcional, a
metodologia de indugdo mostrou-se eficaz, ao passo que tanto o grupo 6 semanas,
quanto o grupo 12 semanas apresentaram curvatura escolidtica em “C”

sinistroconvexa, em nivel toracolombar.
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O grupo submetido a indugado escolidtica por 6 semanas, apresentou
angulacao que ndo se manteve apds a retirada do dispositivo. O estudo de Sarwak
et al., (1988) sugere a manutengao da angulagao escolidtica apds 6 semanas, mas
€ importante ressaltar que os autores utilizaram metodologia invasiva e atestaram

que a severidade da curvatura é diretamente proporcional ao tempo de inducgao.

Um diferencial relevante a destacar, € que a metodologia aplicada por
Arruda, Silva e Guirro (2008) e replicada no presente estudo € simples e permite
graduar a angulagao da curvatura, por meio da aproximagao das cinturas escapular
e pélvica, de modo que, esse procedimento se desenvolve em um tempo minimo
de 6 semanas, mas necessita de um maior tempo para se estabelecer, sendo

determinado o minimo de 12 semanas.

Cunha, Rocha e Cunha (2009), demonstraram que o padrdo ouro na
mensuragao da escoliose € o método de Cobb, que verifica o &ngulo da curvatura
a partir do exame radiolégico de maneira simples. No entanto, visto o tamanho,
bem como a morfologia das estruturas do animal, no presente estudo optou-se por
usar o método de Ferguson com o auxilio do software ALCimagem 2.1®, visando

oferecer menor margem de erro.

Sevastikoglou e Bergquist (1969) realizaram um estudo para avaliar a
precisdao de métodos radioldgicos no registro da escoliose e ndo houve nenhuma
diferencga significativa entre as mensuragodes realizadas pelos métodos de Cobb e

o de Ferguson.

Referindo-se a angulagao da curvatura escoliética, estudos apontam que

escolioses maiores que 45°, sdo consideradas graves e nao apresentam resultados
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satisfatorios frente a intervengao nao invasiva, sendo assim, a indicagao é cirurgica

(Zaborowska-sapeta et al., 2011; Sarwahi et al., 2011).

Na analise da curvatura escolidtica foi verificado que a curvatura de
maior intensidade ocorreu nas machos se comparado as fémeas, fato que pode ter
relacéo direta com os ajustes neuroenddcrinos descritos na literatura em humanos,
onde os hormdnios sexuais auxiliam no equilibrio homeostatico da musculatura que
sustenta a coluna. Mesmo frente a um recente estudo realizado com humanos que
reiterou a prevaléncia de escoliose em meninas, sugere-se que as ratas ainda
estavam em fase de maturagéo sexual e a progressao da curvatura possa ter sido
influenciada por este fator (Khaymina et al., 2012). Cabe ressaltar que, o aspecto
multifatorial que induz a curvatura escoliética bem como a razdo da prevaléncia em

mulheres, ainda ndo esta definido.

Quando se realiza uma investigacao do perfil metabdlico, as reservas
glicogénicas se revestem de fundamental importancia, uma vez que, pequenas
reservas sao indicativos de fadiga. O aspecto metabdlico da musculatura também
foi alvo de investigagdes, sendo que nos machos as reservas glicogénicas dos
musculos peitorais, intercostais, abdominal e diafragma do grupo escoliético
apresentaram reservas em média de 26% menores. Convém ressaltar que o
hemicorpo esquerdo (convexo) diferenciou-se da porgéo concava devido a tensao
passiva gerada pelo distanciamento entre as cinturas escapular e pélvica induzido

pelo modelo experimental.

A mesma analise de fundo metabdlico foi realizada no grupo de fémeas
e mostrou que as reservas foram comprometidas em média de 28%, sendo o efeito
mais significativo do que observado no grupo de machos. Este dado mostra que as

vias metabdlicas das fémeas foram mais afetadas e expressa uma maior
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susceptibilidade das fémeas a disfungédo da coluna vertebral, de uma forma geral
nao podemos descartar a hipotese que haja desuso no processo de indugao da
escoliose, gerando redugdo na atividade das vias de formagdo das reservas

glicogénicas.

Estudos de cunho metabdlico realizados em modelos experimentais de
desuso como a desnervagao ou imobilizagdo verificaram reservas glicogénicas
expressivamente baixas, se comparado a condicdo de normalidade, indicando
comprometimento na formacdo destas reservas, dados que acompanham
publicagdes que demonstraram reducdo na atividade da enzima glicogénio
sintetase e no sistema PKC, bem como no controle das vias responsaveis pela

formacgao das reservas glicogénicas (Norby et al., 2012; Bongers et al., 2013).

Com base em estudo sobre escoliose em carater experimental, Bylund
et al. (1987), induziram escoliose em coelhos e constaram alteragdes miopaticas
no lado céncavo e neuropaticas no lado convexo. Os animais escolidticos ainda
apresentaram menor porcentagem de fibra tipo | em ambos os lados, sendo que
essa alteracéo na tipagem pode acompanhar a deformidade. E importante salientar,

que no estudo supracitado a metodologia foi invasiva.

No estudo de Werneck et al. (2008), a escoliose experimental foi
desenvolvida por meio da costotransversectomia, sendo que a vertebra T8 foi
indicada como vértebra vértice. Nos achados histoquimicos e morfoldgicos,
destaca-se que na convexidade houve proliferacdo de conjuntivo e reagéo
inflamatdria. Dessa forma, os autores apontam que frente ao quadro escoliético, o
tecido muscular pode sofrer alteracdes importantes e isso pode ter influenciado no
comportamento das reservas glicogénicas dos grupos escoliéticos de ambos os

grupos avaliados no presente estudo.
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Do mesmo modo, outros estudos tinham sugerido que individuos
escolidticos podem apresentar anormalidade na tipagem das fibras musculares,
bem como no metabolismo muscular. No entanto, ainda ha dificuldade em
estabelecer pardmetros no aspecto metabdlico, assim, tal condigao pode inferir nas
dindmicas energéticas da musculatura, com efeito na eficiéncia neuromuscular,

condigao apontada por estudos de eletromiografia (Gaudreault et al., 2005).

No mesmo sentido de investigagao, Bassini et al. (2008) utilizaram a
eletromiografia de superficie para avaliar a eficiéncia neuromuscular e fadiga
muscular nos musculos extensores lombares de individuos com escoliose. Os
autores observaram que individuos escolidticos apresentaram menor eficiéncia
neuromuscular e menor for¢ca (42,6%) se comparada ao grupo controle.
Surpreendentemente, o grupo escolidtico apresentou simetria na ativagao
neuromuscular entre os lados direito e esquerdo (cdncavo/convexo), seguido de

maior resisténcia a fadiga.

Com relagéo a analise de proteina total da musculatura do grupo de
machos e fémeas, foi observado que o grupo escoliético apresentou menores
concentracdes se comparado com o controle, no entanto, a intensidade foi menor
no grupo de fémeas se comparado aos machos. Os dados aqui apresentados
podem ter relacdo com a razdo comprimento/tensao devido ao fato de um musculo
alongado (convexo) ser menos comprometido ou ainda estar em condigao favoravel
a sintese proteica, entretanto, necessariamente nao significa que essa condi¢do é

favoravel ao melhor aporte energético (Aquino et al., 2007; Udaka et al., 2008).

Ha muito tempo tem sido relatado que alteragbes no comprimento
muscular estdo associadas a deslocamentos da curva comprimento-tensdo. O

estudo de Tabary et al. (1972) sugeriu que o tecido muscular de animais, quando
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imobilizados em posigdo encurtada apresentam reducado de 40% do numero de
sarcdOmeros em série, e se imobilizados em posi¢ao alongada apresentam aumento
de 19% do numero de sarcOmeros em série. Este dado reitera a diferengca na

concentragao de proteinas totais entre os lados céncavo e convexo.

No contexto da indugéo da curvatura escolidtica julga-se que o estimulo
para a hipotrofia esta instalado, seja no lado concavo ou no lado convexo. A
relacdo comprimento/tenséo tanto do lado coéncavo quanto do lado convexo esta
alterada, comprometendo a capacidade de geracado de forca dos dois lados,
acentuando a perda de for¢a e massa muscular. No lado convexo, pelo principio da
adaptabilidade, o tecido muscular tera um estimulo para desenvolver
a hiperplasia (aumento dos sarcébmeros em série) e hipotrofia (reducgéo
da massa/volume por desuso). Como a concentragao de proteinas totais foi menor
na porcao cbncava, € sinal que houve hipotrofia, podendo haver perda dos

sarcOmeros devido ao encurtamento.

Na década de 90, Joe (1990) induziu escoliose em ratos, por meio da
estimulacao elétrica, condicdo que resultou em curvatura de 18°, ao fim de trés
semanas de estimulagdo. Observou-se que no lado estimulado (concavo), houve
aumento significativo de fibras tipo |, sendo que a convexidade apresentou maior
quantidade de fibras do tido Il. E sugestivo o fato de que esta condigéo possa ter
sido acompanhada de alteracdo metabdlica, conforme demonstrado no presente

estudo.

No intuito de caracterizar o comportamento molecular da musculatura
paravertebral na regi&do cncava e convexa, foram avaliados parametros indicativos
da atividade metabdlica. Iniciou-se o estudo avaliando a populacdo de receptores

de insulina e nao foi verificado diferenga entre as duas regides na condi¢g&o controle
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tanto machos quanto fémeas. No mesmo aspecto de analise, a avaliagao realizada
no grupo escoliético mostrou que a musculatura da regido céncava apresentou
menor populagao dos receptores insulinicos, se comparada ao lado convexo, efeito

observado nos machos, mas em maior intensidade no grupo de fémeas.

A reducéo na populagao de receptores insulinicos € um evento que pode
estar fundamentado em multiplos fatores tais como o processo de indugdo da
curvatura escoliética, onde este modelo por atuar restringindo a movimentagéo
muscular, propiciando o desuso e a consequente reducao na populacdo de
receptores principalmente na regido cdncava. Frente a possibilidade de ser
expressivo o desuso, sabe-se que este pode gerar alteracbes na homeostasia
metabolica caracterizadas pela redugdo na atividade das vias insulinicas e
comprometimento na dindmica de captacao e metabolizacédo da glicose, condigéo
que induz a formacao de menores reservas de glicogénio, redugao na expressao
génica dos transportadores GLUT 1 e GLUT 4 comprometendo o suprimento

energético e desencadeando o processo de hipotrofia (Dow et al., 2006).

Na avaliagao da populagao de transportadores de glicose GLUT 4 nao
foi observado diferengas entre os grupos controles (machos e fémeas), por outro
lado houve redugdo em ambos os grupos escoliéticos, no entanto, nas fémeas, a
populacdo foi significativamente menor. Possivelmente a menor populacdo de
GLUT 4 reflita nas menores reservas glicogénicas, indicando menor captagao da
glicose, fato que associa-se com a menor populagéo de receptores de insulina, uma
vez que a captacdo de glicose bem como a populagdo de GLUT 4 inserido na

membrana € modulado pelo sinal insulinico (Machado, Schaan, Seraphim, 2006).

Ainda na via insulinica, a avaliacdo da populagdo da enzima mTOR

seguiu o perfil demonstrado nas avaliagdes da populagao de receptores de insulina
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e GLUT4, sendo expressivamente menor no lado céncavo nos dois grupos, porém,
mais significativo nas fémeas. Se faz necessario ressaltar que, tem sido proposto
que a atrofia € um evento multifatorial que tem relagéao direta com as alteragdes
enzimaticas, mais especificamente representada pela reducdo expressiva na

eficiéncia enzimatica na via PI3K/Akt, p70S6K e mTOR (MacDonald et al., 2014).

Dentro do ambito génico/molecular e exemplificando a multifatoriedade
da escoliose, a literatura traz novas hipéteses que buscam justificar a ocorréncia
desta patologia, merecendo destaque: 1) As relagdes entre a redugao na expressao
génica de receptores de IGF1 e a severidade da curvatura escolidtica (Liu et al.,
2009); 2) A redugao na biogénese mitocondrial contribuindo para as alteracdes
metabdlicas musculares observadas e descritas nos pacientes com escoliose (
Ripolone et al., 2015 ); 3) A fibrose tanto no endomisio quanto no perimisio com
maior severidade no lado céncavo (Wajchenberg et al., 2015). 4) A elevagao na
concentracdo do hormébnio osteopontina contribuindo para a determinacdo e

progressao da curvatura escoliotica (Xie et al., 2015).

Por fim, o conhecimento das alteragdées quimiometabdlicas, morfolégicas
e moleculares das estruturas que sao influenciadas pela escoliose, pode ser uma
ferramenta importante para o refinamento dos protocolos permitindo influenciar
diretamente na qualidade de vida de pacientes que apresentam esta importante

deformidade.
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6. CONCLUSAO

O modelo de inducdo de escoliose foi eficiente na inducdo da
curvatura e o estudo mostrou que as fémeas tiveram maior susceptibidade a
deformidade da coluna. As avaliagdes metabdlicas e moleculares mostraram que
na escoliose sistemas ligados a via insulinica estdo comprometidos, sendo mais
significativos na parte concava, dessa forma torna-se sugestivo o fato que estas
alteracdes fazem parte do rol de sistemas que corroboram para o enfraquecimento

da musculatura e determinacao da severidade da curvatura.

Outros estudos se fazem necessarios para identificar o potencial de
protocolos da fisioterapia na minimizagao destas alteragdes, visando o bem estar

de individuos acometidos por esta patologia.
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