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RESUMO

Escoliose é uma condi¢do caracterizada por uma disfuncdo da coluna vertebral
em carater tridimensional, sendo que afeta criancas e adolescentes no mundo
todo. Caso ndo seja tratada desde o inicio, torna-se uma condi¢gdo altamente
incapacitante. O objetivo do presente estudo foi induzir escoliose em ratos por
meio de metodologia ndo invasiva por seis e 12 semanas, a fim de se conhecer
as alteracdes angulares da coluna, os comportamentos exploratério, ansiogénico,
e metabdlico que acompanham o quadro escoliético, frente a 10 sessbes de
alongamento passivo. Os animais foram distribuidos em cinco grupos (n=6), a
saber; controle (C6) e escolidtico 6 semanas (E6), controle (C12), escolidtico 12
semanas (E12) e escoliético alongado (EA12). Os animais escolidticos receberam
o dispositivo indutor, que foi trocado semanalmente até o fim do periodo de
indugdo. Somente o grupo EA12 foi submetido ao alongamento passivo,
consistido de 10 sessfes (dias), sendo trés séries de 30 segundos (s), com 10 s
de intervalo. Foi realizada inclinacao e flexdo para o lado convexo da curvatura,
que foi avaliada em exames radiologicos. A exploracdo e ansiedade foram
avaliadas no campo aberto e labirinto em cruz elevado. A fisiologia do sistema
cardiovascular foi avaliada em exame eletrocardiografico. Os peptideos
hipotalamicos (NPY e PMOC) também foram avaliados, para identificar alteracao
no centro da fome. O glicogénio muscular foi avaliado pelo método do fenol
sulfdrico. O peso corporal dos animais E6 foi em média 16% menor que o C6,
sendo que o E12 foi 18% menor comparado ao C12. Os comportamentos
ansiolitico e exploratério ndo apresentaram diferenca. Em relacdo a angulacao da
escoliose, os grupos E6, E12 e EA12 apresentaram angulacao de 45°, 56° e 21°
respectivamente. O eixo elétrico ventricular apresentou um desvio de 11° por
conta da escoliose, sem alteracao funcional. Na avaliacdo metabdlica, o grupo E6
apresentou reservas (cébncavo/convexo) glicogénicas em média 26% (0,55 *
0,4mg/100mg C6 x 0,41 + 0,5mg/100mg E6) menor comparado ao C6. Nesse
sentido, o E12 comparado ao C12 apresentou comprometimento em média 44%
(0,45 £ 0,4mg/100mg C12 x 0,30 = 0,5mg/100mg E12), sendo que a convexidade
foi comprometida de forma mais severa. Por outro lado, o grupo EA12 néo
apresentou diferenca quando comparado ao C12 (0,45 + 0,4mg/100mg C12 x
0,49 = 0,4 EA12), sendo que comparado ao E12 houve elevagcdo em média de
39% nas reservas glicogénicas. Em relacdo aos valores de proteina total, os
grupos escoliéticos apresentaram maior comprometimento na concavidade. Nao
houve diferenca no indice de ingesta e nem na concentracdo de peptideos
hipotalamicos (NPY ou PMOC). Conclui-se que a escoliose em carater
experimental € acompanhada de comprometimento do sistema muscular, que
pode ser minimizado por meio do alongamento muscular.

Palavras-Chave: Escoliose, ratos, alongamento, musculo, metabolismo.



ABSTRACT

Scoliosis is a condition characterized by a three-dimensional spinal dysfunction,
and affects children and adolescents worldwide. If not treated since the beginning,
it is a highly disabling condition. The aim of this study was to induce scoliosis
in rats using non-invasive method for six and 12 weeks, to know
the angular changes of the spine, exploratory, anxiogenic and
metabolic behaviors, that come the scoliotic table, compared to 10 sessions of
stretching passive. The animals were divided into five groups (n= 6), control
(C6), 6 weeks scoliotic (E6), control (C12), 12 weeks scoliotic (E12)
and scoliotic stretched (EA12). The scoliotic animals received the device inductor,
which was changed weekly until the end of the induction period. Only the
group EA12 was subjected to passive stretching, consisting of 10 sessions (days),
three sets of 30 seconds (s), with 10 s intervals. It was performed inclination
and flexion for the convex side of curvature, which was assessed by radiological
exams. The exploration and anxiety were assessed in open field and elevated plus
maze, the physiology of the cardiovascular system was evaluated in
electrocardiographic examination. The hypothalamic peptides (NPY and PMOC)
were also evaluated to identify changes in hunger center. Muscle glycogen was
evaluated by the phenol sulfuric metho. The body weight of the EG6
animals was 16% lower thanthe C6, and the E12 animals wasl8%
lower compared to C12. The antigenic and exploratory behavior did not differ. In
relation to angle of scoliosis, the E6, E12 and EA12 groups showed angulation of
45, 56 and 21 respectively. The ventricular electrical axis has a deviation
of 11 ° because of the scoliosis, but did not alter the function. In the metabolic
evaluation, the E6 group showed glycogen reserves (concave / convex)
26% (0.55 £ 0.4 mg/100 mg C6 x 0.5 £0.41 mg/100 mg E6) lower compared
to C6. E12 compared to C12 showed impairment 44% (0.45 = 0.4 mg/100

mg x C12 E12 0.30 + 0.5mg/100 mgQ), and the convexity was more
severely compromised. On the other hand, the EA12 group showed no
difference when compared to C12 (0.45 +0.4 £ 0.49 mg/100

mg x C12 0.4 EA12), and compared to E12there was an increase of 39%
in glycogen  reserves. Inrelation to the amounts of total protein, the
groups scoliotic had more impairment in concavity. There was no difference in the
rate of intake, nor in gene expression in the hypothalamus. It was concluded that
experimental scoliosis is accompanied by involvement of the muscular
system, which can be mitigated and reversed through muscle stretching.

Keywords: scoliosis, rats, stretching, muscle, metabolism.



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
2.2 Objetivo Especifico

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Parecer do Comité de Etica
3.2 Desenvolvimento
3.3 Grupos Experimentais
3.4 Modelo Indutor de Escoliose
3.5 Aplicacéo do Dispositivo
3.6 Instalacdo da Curvatura
3.7 Pesagem
3.8 Comportamento exploratdrio e determinagéo da ansiedade
3.9 Analise eletrocardiogréfica
3.1.1 Radiografia
3.1.2 Alongamento
3.1.3 Mensuracao da curvatura escolittica
3.1.4 Controle de Ingesta
3.1.5 Eutanasia
3.1.6 Glicogénio Muscular
3.1.7 Concentracdo de Proteinas Totais
3.1.8 Determinacgéo da concentracdo de peptideos hipotalamicos

3.1.9 Anélise Estatistica

4 RESULTADOS

4.1 Peso corporal

13

20

20
20

21

21
21
21
22
24
24
26
26
27
29
29
31
31
32
32
32
32
33

34

34



4.2 Peso do dispositivo

4.3 Avaliagao da exploracao e ansiedade

4.4 Exames radiolégicos

4.5 Angulacéo da cifose

4.6 Exame radiolégico pos alongamento

4.7 Exame eletrocardiografico

4.8 Glicogénio Muscular

4.9 Concentracao de Proteinas Totais
4.1.1 Controle de ingesta

4.1.2 Expressao génica

5 DISCUSSAO
6 CONCLUSAO
REFERENCIAS
ANEXO 1

ANEXO 2

34
35
36
38
39
41
42
45
46
47

48

63

64

71

72



13

1 INTRODUCAO

Escoliose é uma condicdo potencialmente progressiva, caracterizada
pela deformidade da coluna vertebral, que sofre alteracdo em carater
tridimensional, com desvios no plano frontal, sagital e transversal, sendo que
essas alteracdes podem se apresentar de forma bastante varidvel. Isso faz com
que sejam necessarios estudos em diferentes esferas, no intuito de auxiliar na
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no inicio, progresséao,
contensdo e reversao da curvatura, além de ser base para tratamentos
conservadores ou cirurgicos (Ni et al., 2010).

Cerca de 3% da populacdo mundial classificada como adolescente esta
susceptivel aos efeitos prejudiciais que a escoliose pode instalar. Dentre esses
efeitos, destacam-se 0 comprometimento na homeostasia do sistema
cardiorrespiratério, desequilibrio na acdo integrada entre os musculos do dorso,
seguido de outras alteragOes organicas que tem merecido cada vez mais atencao
por parte das politicas publicas de saude, com a justificativa de se elucidar
estratégias de tratamento conservador nos casos de escoliose (Zaborowska-
Sapeta et al., 2011).

Sabe-se que o principal critério de diagndstico para escoliose, se da
por meio de exame radiolégico, no qual deve ser observado se a coluna
apresenta inclinacdo maior que 10° no plano frontal. No que diz respeito a
incidéncia e prevaléncia, trata-se de uma condicdo que acomete cerca de 3% da
populacdo (crianca/adolescente) mundial, sendo prevalente no género feminino
(Trobisch, Suess e Schwab, 2010).

Os sinais e sintomas mais comuns em criancas e adolescentes sao:

dor nas costas, discrepancia dos membros, deformagcdo da superficie dorsal,
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seguida de transtornos psicologicos. Em adultos, além da deformidade na
superficie corporea tem sido relatado dor nas costas, que interfere diretamente na
qualidade de vida. Sabe-se ainda, que a progressdo da deformacdo pode
culminar em comprometimento cardiopulmonar, haja vista as relacdes anatémicas
das estruturas envolvidas (Rowe et al., 2006; Liu et al., 2010; Neira et al., 2011).

Em sua forma de apresentacdo, a escoliose geralmente envolve a
regido 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 regido toracolombar. Pode haver
assimetria nos quadris, pelve e membros inferiores (Kisner e Colby, 2005).

Segundo sua etiologia, a escoliose pode ser classificada em estrutural
(idiopatica) e néo estrutural (possivel fato causal). Uma curvatura estrutural é fixa
e nao se altera com a flexao lateral do tronco, sendo que existe rotacao vertebral
e alteracdo na conformacéao toracica (gibosidade), de modo que a progressao seja
mais severa. Por outro lado, a escoliose ndo estrutural apresenta correcao
mediante flexdo lateral do tronco, podendo ser causada por assimetria de
membros inferiores, espasmo ou dor muscular, compressao de raiz nervosa,
traumatismos e maus habitos posturais (Bonorino, Borin e Silva, 2007).

Em relacdo ao grau de angulagcdo da curvatura escolibtica, curvas com
até 20° sdo consideradas como leve, curvas entre 20° e 45° sdo consideradas
moderadas, sendo que curvas com mais de 45° sdo consideradas como escoliose
grave, passivel de intervencéao cirdrgica (Neira et al., 2011).

Muito embora a maioria das escolioses sejam classificadas como
idiopaticas, estudos atribuem trés vertentes como fator causal: neuro-hormonal,

genética e musculo esquelética (Zaborowska-Sapeta et al., 2011).
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Nesse contexto, independentemente do fator causal, Shi et al. (2011)
atestam que cerca de 48% de voluntarios escolidticos que passaram por
intervengdo conservadora apresentaram contencdo na progressao da curvatura,
fato este que elucida a eficacia e significancia do tratamento conservador, mesmo
Nnos casos em que a etiologia ndo esta bem definida.

Por se tratar de uma condicdo de carater potencialmente progressiva, 0
diagnoéstico precoce antes de ocorrer a rotacdo vertebral significativa podera
prevenir ou minimizar as complicacdes que se instalam com a progressao. Assim,
sao necessarios estudos que viabilizem meios de intervir precocemente (Somazz,
2005).

Dentre os tratamentos disponiveis nos casos de escoliose, o ato
cirirgico pode ser uma experiéncia traumatica, visto que tal procedimento ocorre
na infancia ou adolescéncia e pode interferir na qualidade de vida (brincadeiras)
da crianca/adolescente. Assim, é instigante que intervencdes ndo invasivas sejam
mais exploradas e estudadas, uma vez que os resultados alcancados por essa
modalidade podem ser satisfatorios (Rigo e Grivas, 2010; Aleissa et al., 2011).

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 inducao
de escoliose existentes na literatura apresentam-se com carater invasivo. Assim,
nota-se variacbes apenas quanto ao grau de complexidade metodologica. Tal
fato, além de dificultar a replicacdo de novos estudos, ainda pode comprometer
investigagdes de ordem quimiometabdlica.

No que diz respeito aos métodos de desenvolvimento da escoliose

experimental em animais, a literatura apresenta estudos que se basearam apenas
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na curvatura. Assim, dentre os estudos realizados para se obter um modelo
escoliotico, é possivel constatar uso de farmacos e quimicos para deformar os
tecidos (Nogami, Terashima e Tamaki, 1977; Tanaka et al., 1982).

No intuito de desenvolver a curvatura escoliotica, outros estudos utilizaram
sutura muscular e estimulacédo 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 condrocitos, feito esse que gerou
alteracdes mecanicas nas vértebras.

Ainda mais invasivos, sao os estudos que realizam pinealectomia (retirada
da glandula pineal) e também amputacdo 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 amputacdo dos membros anteriores e da
cauda.

Janssen et al, (2011) investigaram metodologias voltadas para inducdo de
escoliose na condicdo experimental. Nesse sentido, galinha, coelho e rato sdo os
animais em que a condicdo escolidtica é investigada mais frequentemente. No
entanto, primatas, ovelhas, porcos, cabras, vacas, cdes e rds, também sé&o
usados no intuido de se estudar a escoliose. O mesmo estudo dividiu os
procedimentos em pré natal e pos natal, sendo que a maioria foi realizado no
periodo pds, de modo que o procedimento de inducdo mais usual tem sido a
imobilizacéo (fixacdo de estruturas dinamicas) associada a outros procedimentos
invasivos como, sutura de musculo e retirada de estruturas 0sseas.

Em andlise da literatura, é possivel observar que a inducédo da
curvatura escolidtica, em sua totalidade apresenta-se de forma invasiva. Outro

ponto importante se deve a questdo da reversdo (tratamento) da curvatura, fato
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este que tem se revelado escasso na condicdo experimental, conforme o estudo
de Janssen et al. (2011).

No intuito de conter e/ou reverter a curvatura escolittica, a fisioterapia
trata a escoliose com diferentes modalidade terapéuticas, como; o método
Klapp, reeducacdo postural global (RPG), hidroterapia, eletroterapia, pilates,
exercicios de fortalecimento e alongamento. Dentre as formas de tratamento, o
alongamento tem apresentado maior efetividade na pratica clinica. No entanto,
estudos atestam que a reversao da curvatura exige tratamento intenso, em torno
de seis horas por dia, de quatro a seis dias por semana (Penha et al., 2005;
Weiss e Goodall, 2008; lunes et al., 2010).

Dentre os efeitos fisioldgicos e clinicos do alongamento, destacam-se a
sintese protéica (sarcomeros), melhora da vascularizacdo, alivio de dor,
hipertrofia muscular e liberacdo de fatores de crescimento, mesmo nos casos
susceptiveis ao catabolismo (imobilizacdo/desnervacéo). Destaca-se ainda, que 0
alongamento pode minimizar a proliferacdo de tecido conjuntivo apés periodos de
restricdo funcional (Yang et al., 1997, Konno et al., 2008).

Alguns estudos aplicaram o alongamento estatico como protocolo de
tatamento e observaram: aumento macroscopico da amplitude de movimento
articular, seguido de alteracdbes morfofuncionais, como o0 aumento de
sarcébmeros em série, melhor disposicdo na formacao do complexo actomiosina,
alteracéo da disposicao das fibras colagenas, alteracdo na conformacao da titina
e proteinas do costameros (Whatman, Knappstein e Hume, 2006). Convém
ressaltar que as alteragcdes supracitadas, por sua vez, influenciam diretamente
as propriedades mecanicas do tecido muscular, podendo alterar a dinamica

contrétil (Peviani et al. 2007).
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Carvalho, Shimano e Picado (2008), estudaram a recuperacdo das
propriedade mecanicas de musculos imobilizados, sendo que evidenciaram a
restituicdo das propriedades mecanicas por meio do alongamento, no limite de
proporcionalidade, rigidez e resiliéncia a padrdes controle.

Sweeting et al. (2011), realizaram uma revisdo sistematica com o
intuito de investigar a aplicacdo do alongamento manual a fim de combater a
inflamacdo (tenddo, fascia e mausculo), encurtamento (muscular) e fibrose
(fascial e muscular) presentes na fasceite plantar. Convém ressaltar, que
algumas terapéuticas tiveram o alongamento enquanto recurso coadjuvante. No
entanto, o alongamento enquanto Unico recurso terapéutico foi eficaz em atenuar
de forma satisfatéria o quadro clinico nas condi¢cdes supracitadas.

Constata-se que € crescente o numero de intervencdes terapéuticas
qgue utilizam o alongamento enquanto principal recurso ou mesmo como um
recurso coadjuvante no tratamento de diversas patologias de ordem
osteomioarticulares (Coutinho et al., 2006; Konno et al., 2008). Assim, torna-se de
grande importancia conhecer seu potencial efeito no modelo (animal) escoliotico,
haja vista que ndo se encontram na literatura estudos que induziram e trataram a
condicao escolidtica de forma néo invasiva.

Entende-se que a escoliose em carater experimental configura-se como um
estado favoravel ao catabolismo do tecido muscular em condi¢cdo experimental,
sendo que o alongamento pode minimizar e/ou reverter 0s processos catabolicos
gue se instalam na condicdo de restricao, hipoatividade ou desuso (Konno et al.,
2008).

Com vistas aos outros estudos que desenvolveram escoliose de forma

invasiva, o presente estudo objetiva atestar a efetividade da metodologia em
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induzir escoliose e aplicar o alongamento enquanto intervencao terapéutica no
intuito de reverter as condicfes apresentadas na escoliose experimental. Assim,
presume-se que o alongamento possa se refletir de forma positiva nos animais

escolidticos.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar e validar o modelo de inducdo de escoliose experimental em

ratos, nos periodos de seis e 12 semanas de indugéo da curvatura.

2.2 Objetivo Especifico

Avaliar a efetividade de 10 sessbes diarias de alongamento passivo

aplicado na escoliose sinistro convexa em ratos, apos 12 semanas de inducao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Parecer do Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCAR), sob protocolo n°.

024/2006 — adendo, 2009).

3.2 Desenvolvimento

O estudo se divide em duas fases assim definidas: Primeiramente foi
realizada a avaliacdo apds seis semanas de inducdo da curvatura
(aproximadamente 45°) escolidtica, haja vista que a literatura apresenta seis
semanas como o0 tempo minimo para que se obtenha um modelo experimental de
forma invasiva. Na segunda fase foram realizadas avaliagbes de forma mais
abrangente apés 12 semanas de inducado e 10 dias de alongamento dos animais

escolioticos.

3.3 Grupos Experimentais

Foram utilizados 30 ratos da linhagem wistar, que foram submetidos
ao processo de inducdo de escoliose a partir do 42° dia de vida (periodo pos-
desmame), com periodo de 6 e 12 semanas de experimentacdo. Durante o
periodo experimental, os animais foram alimentados com rac¢do (Purina para
roedores) e agua “ad libitum”, sendo submetidos a ciclo fotoperiddico de 12h
claro/escuro. Os cuidados experimentais seguiram recomendac¢des do Guide for

Care Use of Laboratory Animals National Research Council, (1996). Para o
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desenvolvimento experimental os animais foram distribuidos em grupos

conforme tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo dos animais em grupos experimentais.

Grupos Experimentais N
Controle 6 semanas (C6) 06
Escoliético 6 semanas (E6) 06
Controle 12 semanas (C12) 06
Escoliético 12 semanas (E12) 06
Escoliético alongado 12 (EA12) 06

3.4 Modelo Indutor de Escoliose

Placas de policloreto de vinil (PVC) com espessura de 0,50 mm foram
utilizadas para a montagem dos modelos, visto que esse material confere grande
flexibilidade ao dispositivo indutor de escoliose, além de facilitar o ajuste ao
corpo do animal e ser leve.

O dispositivo indutor de escoliose foi desenhado, recortado, perfurado
com caneta de baixa rotacdo 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.

Com base na morfologia do animal, a parte anterior do dispositivo foi
menor tanto no tamanho, quanto na circunferéncia de passagem dos membros.
Por outro lado, a parte posterior teve as circunferéncias maiores e contou com
pequenos orificios centrais, cuja finalidade foi favorecer a drenagem de urina e

evitar irritacdo cutanea (figura 1 A e B).
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A colocacédo 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).

Figura 1: Dispositivo anterior e posterior (A), ajuste ao corpo do animal (B), sistema de

cinta regulavel (C e D).
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3.5 Aplicacao 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

metélico de 0,30 mm de espessura e 10 cm de comprimento, no intuito de induzir

a curvatura escolidtica a direita (figura 2 E e F).

Figura 2: Parte anterior e posterior do dispositivo fechado em sistema de cinta regulavel
(E), com destaque para o lado direito, que conta com o &nulo de arame para a passagem
da haste que induz a curvatura, ap6s o dispositivo estar ajustado ao corpo do animal (F).

3.6 Instalacdo da Curvatura

Os animais receberam o dispositivo indutor de escoliose, na fase pos
desmame (42 dias), sendo realizada uma inclinacdo da coluna de

aproximadamente 55° para o lado direito, de modo a induzir uma escoliose
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sinistro convexa ou em “C” a direita (figura 3: G e H). A angulacdo foi
estabelecida com régua, de modo que cada 0,5 cm de aproximacéo das cinturas
corresponde a aproximadamente 20° de inclinacdo. O dispositivo foi trocado a
cada 07 dias, por um novo e maior, de acordo com o crescimento do animal,
sendo mantido até a 62 ou 122 semana de experimento.

Na figura 3 | pode-se observar o animal com o dispositivo adaptado ao

corpo, durante atividade de deambulacéo.

Figura 3: Dispositivo indutor pronto (G) e adaptado ao corpo do animal (H), seguido da
condicdo de deambulacao (I).
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3.7 Determinacao do peso corporal

Semanalmente, os dispositivos e os animais foram pesados, 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 ©.

3.8 Comportamento exploratério e determinacdo da ansiedade

Os testes comportamentais foram aplicados na 112 semana de
inducdo, com o animal portando o dispositivo. O procedimento foi realizado apés
as 18 horas, por ser considerado o periodo de maior atividade da espécie. Os
animais foram filmados por 3 minutos durante a exposicdo ao teste de campo
aberto (Open Field). Assim, foi possivel avaliar o comportamento exploratorio
segundo a proposta de Royce (1977), que estabelece o niamero de campos
deslocados no periodo, considerando-se um campo deslocado quando o animal
colocar trés membros na area demarcada. O campo aberto, bem como o animal

na condi¢cédo de teste, podem ser observados na figura 4 A e B.

Figura 4: Campo aberto (A) e animal em teste (B).
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Para avaliacdo do estado de ansiedade, utilizou-se o teste de labirinto
em cruz elevado (LCE), que consiste em expor o animal a um labirinto elevado a
50 cm do solo, sendo formado por dois bragcos fechados com paredes laterais e
dois bracos transparentes e sem paredes, conforme observado na figura 5 A e B.
A tendéncia fisiologia da espécie é que o0s animais permanecam maior parte do
tempo nos bracgos fechados, enquanto ambiente protegido. Assim, considera-se a
porcentagem de preferéncia (tempo gasto) pelos bracos abertos e pelos fechados
um indice fidedigno de ansiedade: quanto maior o nivel de ansiedade, menor a

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

Figura 5: Labirinto em cruz elevada usado na avaliagdo do grau de ansiedade (A);

animal em situagéo experimental (B).

3.9 Analise eletrocardiografica

Para a avaliacdo das ondas e intervalos eletrocardiogréficos, os ratos

foram anestesiados com pentobarbital s6dico (40 mg/kg/ip), mantidos em posicéao
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supina, com respiracdo espontanea durante o registro do ECG (Figura 6). Os
eletrodos foram conectados aos canais do computador (Heart Ware System) e
registradas trés derivacdes bipolares (DI, DIl e DIll) e nas trés derivacbes
amplificadas (aVR, aVL e aVF), com sensibilidade N e velocidade de 50
mm/segundo. O intervalo QT foi medido em dez batimentos consecutivos, do
inicio do complexo QRS ao ponto de retorno da onda T isoelétrica definido como
segmento TP. O intervalo QT foi corrigido pela frequéncia cardiaca usando a
férmula de Bazett (QTc = QT/ VYRR). As andlises foram feitas por um unico

avaliador para minimizar as divergéncias na medida da disperséo.

Figura 6: Sistema de captacdo dos sinais eletrocardiogréafico através do ECG —
Heart Ware 98 (HW).
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3.1.1 Andlise Radiografica

Os parametros para realizacdo dos exames radiograficos foram:
distancia foco-chassi 75 cm, intensidade 50 Kvp (quilovoltagem pico) e 6 impulsos
de tempo de exposicao.

Os grupos experimentais de seis semanas passaram por exposi¢ao
radiografica na sexta semana. Por outro lado, 0os grupos experimentais de 12
semanas, foram submetidos a duas exposicfes ao exame, sendo que a primeira
ocorreu na 122 semana (imediatamente a retirada do dispositivo) e a segunda,
ocorreu apos 10 dias de alongamento, o que perfaz um tempo de 13 semanas e
trés dias de experimentacao.

Convém ressaltar que para a realizacdo dos exames, 0S animais
tiveram os dispositivos removidos e foram sedados com Ketamina-Xilazina (35

mg/kg peso e 4 mg/kg peso, i.m).

3.1.2 Alongamento

Somente seis animais passaram por esse procedimento, sendo
denominados de grupo escolidtico 12 semanas alongado (E12A). Convém
ressaltar que, para a realizacdo desse procedimento, 0os animais nédo foram
sedados e/ou anestesiados, visto que a acdo de um farmaco poderia influenciar
diretamente no tbnus muscular e na resposta ao alongamento.

No presente estudo, optou-se pela aplicacdo do alongamento estatico,
por ser de realizacdo passiva e facil aplicabilidade. O alongamento aplicado no

presente estudo, esta apresentado na tabela 2.
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Tabela 2 — Protocolo de alongamento utilizado no estudo.

RECURSO SERIE TEMPO PERIODO
Alongamento 3 30 s de aplicacao e 10 dias
passivo estatico 10 s de repouso

A cada sessao de alongamento, o animal teve o dispositivo removido,
para gue o experimentador segurasse o animal pelas cinturas escapular e pélvica
no sentido longitudinal, pressionando a convexidade toracolombar com os
polegares, de modo que a coluna ficasse em uma angulacdo de +/- 70° de
inclinacdo e discreta flexdo, posicdo contraria a inclinacdo induzida pelo
dispositivo conforme pode ser observado na figura 7.

A aplicacdo e mensuracédo da angulacdo do alongamento foi realizada
sempre pelo mesmo experimentador, com uso de gonidmetro, o qual teve o eixo
posicionado no vértice da curvatura estabelecida anteriormente em exame

radiolégico.

Figura 7: Aplicacdo do alongamento passivo
nos animais escolidticos, durante 10 dias
seguidos, apos a retirada do dispositivo na 122
semana. Observa-se duas curvas, sendo uma
da posicdo escoliotica (vermelha), e a outra
representa a inclinagdo induzida pelo

alongamento (azul).
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3.1.3 Mensuracao da curvatura escoli6tica

Para obtencdo da angulacdo da curvatura escolitica, os exames
radiolégicos foram digitalizados e submetidos a analise no software
ALCIMAGEM 2003. Assim, o0 vértice da curvatura foi o primeiro ponto a ser
marcado (Al), de modo que a partir desse ponto, duas retas foram tracadas no
sentido cranial (A2) e caudal (A3). No lado cdoncavo da curvatura é que se
obteve a angulacdo escolidtica, de modo que o valor foi obtido a partir da

subtracdo de um angulo de 180°, conforme figura 8.

Titulo [Esc
Local [LIP-Unimep
Data [25/8/2011 — 10:38 hs

Angulos

Figura 8: Obtenc¢éo dos dados referente a angulacdo da curvatura escolidtica.

3.1.4 Controle de Ingesta

Na 112 semana de estudo, a agua e a racao foram adicionadas a gaiola
em horario previamente determinado e pesadas 24 horas apds, por cinco dias

consecutivos.
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3.1.5 Eutanéasia

Os animais foram submetidos a eutanasia por meio da decapitacao.

3.1.6 Glicogénio Muscular

Amostras dos musculos peitoral, paravertebral, intercostal, abdominal e
diafragma, foram coletadas apds eutanasia e submetidas a digestdo em KOH
30% a quente e o glicogénio foi precipitado a partir da passagem por etanol a
guente. Entre uma fase e outra da precipitacdo, a amostra foi centrifugada a 3000
rpm durante 15 minutos e o glicogénio foi submetido a hidrolise 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.

3.1.7 Concentracédo de Proteinas Totais

Foi utilizado o Kit PROTAL da Laborlab®, com os valores sendo

expressos em mg/100mg.

3.1.8 Determinacéo dos peptideos hipotalamicos NPY e POMC

ApdOs eutandsia, o0 hipotdlamo dos animais foram extraidos e
submetidos a homogeneizacdo em tampao de extracao, 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 remocao do material insolivel 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
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submetida & imunoprecipitacdo e immunoblotting com anticorpos especificos para
neuropeptideos hipotalamicos. Este experimento foi realizado em parceria com o

Laboratério de Sinalizacdo Insulinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da

Unicamp.

3.1.9 Analise Estatistica

Foi realizada inicialmente pelo teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov seguido de ANOVA e teste de Tukey. Em todos os célculos foi fixado

um nivel critico de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Peso corporal

O peso corporal dos grupos experimentais foram avaliados durante
seis e 12 semanas de experimentacdo. Foi observado que até a sexta semana de
estudo, o peso corporal do grupo escolidtico apresentou-se em média 16% menor
quando comparados ao grupo controle. Por outro lado, o grupo escoliético 12
semanas apresentou em média peso 18% menor se comparado ao grupo controle

(figura 9).

12 28 38 42 58 62 78 8e 98 102 118 1228

Semanas H Controle [Escoliético

Figura 9: Peso corporal dos animais (g), referente aos grupos controle e
escolidtico, representados da 12 até a 122 semana. Os valores sdo expressos em

média = epm, n=6. *p < 0,05 se comparado ao controle.

4.2 Peso do dispositivo

Durante 12 semanas de inducdo de escoliose, o peso do dispositivo

mostrou-se em média 4,3% + 0,2 do peso do animal, conforme mostra a figura 10.
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Peso do dispositivo (g)
O =2 N W & OO N W © O

D1® D2* D3* D4* D5 De* D7* Dg Do D10° D11® D127

Figura 10: Peso médio em gramas (g) dos dispositivos (D) utilizados durante

a inducao da curvatura escoliética, da 12 a 122 semana.

4.3 Avaliacao da exploracao e ansiedade

Na avaliacdo da atividade exploratéria foi observado que ambos os
grupos deslocaram-se em média 25 campos, ndo havendo diferenca significativa,

conforme pode ser visto na figura 11.

30

25
20
15 -+
10 -
5
0 - T

Controle Escoliotico

Campos Deslocados

Figura 11: Numero de campos deslocados na avaliacdo exploratéria
dos grupos Controle e Escoli6tico. Os valores estdo expressos em

média + epm, n=6.
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Em relacdo ao teste de ansiedade realizado pelo método do labirinto
em cruz elevado, nao foi observado diferenca significativa no percentual do tempo

de permanéncia em cada braco do aparato, como mostra a figura 12.

100 -
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30 -

Tempo em Percentual %

20
10 +

CBA EBA CBF EBF

Figura 12: Porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos
abertos (BA) ou fechados (BF) dos grupos controle (C) e escoliético
(E). Os valores estdo expressos em meédia + epm, n=6.

4.4 Exames radioldgicos

A andlise radiogréaficica mostrou que na 62 semana do processo de
inducdo da escoliose foi constatada angulacdo de 45° (*p < 0,05 comparada ao
C6) e curvatura de 55° na 122 semana de estudo (*p < 0,05) comparada ao C12.
A diferenca angular de E12 e EA12 foi de 19% (#p < 0,05) comparada ao E6.
Convém ressaltar que os dados apresentados pelos grupos de 12 semanas, sao

referentes ao periodo pré-intervencao.
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Tabela 3: Angulacdo escolidtica dos grupos controle e escolidtico seis semanas (C6 e
E6), controle, escolibtico e escolidtico alongado 12 semanas (C12, E12 e EA12), de modo

que *p < 0,05 difere do controle (C6 e C12), e #p < 0,05 difere do E6.

Grupos C6 E6 C12 E12 EA12
Rato 1 3° 42° 40 53° 57°
Rato 2 0° 480 20 540 60°
Rato 3 40 46° o° 56° 52°
Rato 4 3° 430 20 58° 55°
Rato 5 0° 47° o° 540 58°
Rato 6 0° 450 o° 56° 56°
Média e Desvio padrao 15°+1 45°+2 1.2°+1 550+2  56°%2
Valor de p <0,05* <0,05*# <0,05*#

No que tange ao processo de inducdo da curvatura escoliotica no periodo

de seis semanas, pode-se observar na figura 13 a inclinacdo da coluna.

Figura 13: Exames radiograficos dos animais controle (C6) e

escolidtico (E6), ao fim de seis semanas de indugdo da curvatura.
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No mesmo sentido de analise, observa-se que 0s grupos submetidos ao
desenvolvimento da escoliose no periodo de 12 semanas (sem intervencao)
apresentaram maior severidade na angulacao da curvatura, como mostra a figura

14.

Figura 14: Exames radiograficos dos grupos controle (C12) e
escolidtico (E12), na 122 semana de estudo.

4.5 Angulacédo da cifose

Foi analisada ainda a angulacdo da cifose na 122 semana de estudo, e
como mostram as figuras 15 A e B, o grupo E12 apresentou cifose acentuada e
mais severa (136° £ 2.2 C12 x 103° + 2.6 E12), sendo que essa diferenca foi de

33° (p < 0,05).
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Figura 15: Exame radiol6gico em perfil, dos grupos C12
(A) e E12 (B).

4.6 Exame radiolégico p6s alongamento

Com base na tabela 4 observa-se que todos os grupos submetidos a
inducdo da curvatura escoliotica apresentaram-se diferente do controle, tanto na
pré quanto na pos intervencdo. No entanto, apds os 10 dias de retirada do
dispositivo indutor (E12) ou 10 dias de alongamento (EA10), ambos o0s grupos
apresentaram-se diferentes do E12 e EA12 pré intervencdo, de modo que a
angulacao apresentou reducéo de 26% (E12 e EA12 pré x E12 pos) e 60% (E12 e
EA12 pré x EA12 pds). Convém ressaltar que o grupo EA12 pds, quando

comparado ao E12 pas, apresentou reducao angular de 47%.
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Tabela 4: Angulacéo escolidtica dos animais dos grupos controle (C12), escoliético sem o
dispositivo (E12) e escoliético alongado (EA12), nos periodos pré e poés intervencao,
sendo *p < 0,05* diferente do C12, #p < 0,05 diferente do E12 e EA12 pré intervencéo e

€p < 0,05 diferente do E12 poés intervencgao.

Grupos C12 E12 EA12 E12 EA12
Pré intervencédo Pré intervencdo Pés intervencéo Pés intervencéo
Rato 1 3° 53° 57° 40° 21°
Rato 2 20 540 60° 37° 25°
Rato 3 50 56° 520 43° 17°
Rato 4 20 58° 55° 41° 19°
Rato 5 o° 540 580 39° 23°
Rato 6 o° 56° 56° 42° 250
Média e Desvio padrdo 2°+1 55042 56°+2 41°+2 22043
Valor de p <0,05* <0,05* <0,05*# <0,05*#,€

Ainda no aspecto da angulacao, a figura 16 possibilita a visualizacdo das

diferentes angulacdes obtidas no periodo pos intervencgao.

Figura 16: Imagens da mensuracdo da angulacdo da coluna dos
grupos controle (C12), escolidtico sem dispositivo por 10 dias (E12) e

escoliotico alongado por 10 dias (EA12).
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4.7 Exame eletrocardiografico

A avaliacao eletrocardiografica (ECG) foi realizada na 112 semana de
estudo, condicdo na qual os animais apresentavam-se na ultima semana de
inducdo da curvatura escoliotica. Nesta avaliacao foi verificado que a frequéncia
cardiaca (bpm) ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos sendo de
151 £ 30 bpm no C12 e 169 £ 22 bpm no E12.

Dentro do perfil de andlise cardiaca, determinou-se o eixo elétrico
ventricular por meio do SAQRS, onde foi verificado a angulacdo de 88° + 3 no
controle (C12) e 99° + 2° no escolidtico (E12), o que indica um desvio de 11°

(p<0,05) em decorréncia da escoliose (figura 17).

A B

Figura 17: Posi¢do anatdmica do coragdo no grupo controle (A) e escolidtico

12 semanas (B). A seta representa o eixo médio do coracgéo.

Ao analisar outros parametros eletrocardiograficos, constatou-se que
nao houve diferenga entre os grupos na duracdo da onda R ou no intervalo PR.
Assim, a duracao foi representada por 34 £ 7,5 ms no grupo C12 e 29,2 £ 2.0 ms
no E12. No que diz respeito ao intervalo PR, obteve-se os valores de 42 + 3.0 ms

no grupo C12 e 45 £+ 4.0 ms no E12.
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Em relacdo ao tempo do intervalo QRS (ms), nota-se que o grupo C12
apresentou 59 + 7,4 ms, enquanto que o grupo E12 apresentou valor de 69 + 1.1
ms, sendo que este padrdo ndo apresentou alteragdo. O mesmo perfil foi
observado ao se avaliar o intervalo QTc (a partir da correcdo pela formula de

Bazett), que apresentou 203 + 6.5 ms no grupo C12 e 216 + 5,5 ms no grupo E12.

4.8 Glicogénio Muscular

Os dados a respeito da avaliacao das reservas glicogénicas dos grupos
controle (C6) e escolidtico (E6) seis semanas mostraram que o0 grupo E6
apresentou reducao significativa de 16% no musculo peitoral direito e 30% no
musculo peitoral esquerdo. O musculo intercostal, também apresentou reducao
glicogénica de 22% no direito e 36% no esquerdo. O musculo paravertebral
apresentou reducédo de 24% no no direito e 29% no esquerdo, conforme pode ser

observado na figura 18.
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Figura 18: Contetudo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos; peitoral
(P), direito (D) e esquerdo (E), intercostal (IC) e paravertebral (PV), dos
grupos controle (C6) e escolidtico (E6) seis semanas. Os valores

correspondem a média + epm, n=6. *p < 0,05 comparado ao controle.
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Com base nos animais cuja experimentacdo seguiu o periodo de 13
semanas e trés dias (12 semanas de inducdo, seguido de 10 dias de
alongamento). Assim, o musculo peitoral direito ndo apresentou diferenca entre
0s grupos. Nesse sentido, o musculo peitoral esquerdo do grupo escolidtico
alongado (EA12), ndo apresentou diferenca significativa quando comparado ao
grupo controle (C12). Por outro lado, na comparacdo dos grupos EA12 e E12, o
grupo EA12 apresentou reserva glicogénica 12% maior, conforme figura 19.

Ao analisar o musculo intercostal direito foi observado que o grupo
E12 apresentou reservas glicogénicas 12% menor, quando comparada ao C12.
Ja o grupo EA12 apresentou valores 7% maiores que o controle e 18% maiores
gue o escolidtico (figura 19).

No mausculo ICE, as reservas glicogénicas foram 26% menores no
E12 quando comparado ao C12. Por outro lado, os animais que passaram pelo
procedimento de alongamento (EA12) apresentaram reservas glicogénicas 24%
maiores em relacdo ao E12, sendo que ndo ha diferenca do C12 (figura 19).
Convém ressaltar, que a concavidade estava a direita e a convexidade a

esquerda.
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Figura 19: Conteudo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos; peitoral (P),
direito (D) e esquerdo (E), e intercostal (IC) dos grupos controle 12 semanas
(C12), escolidtico 12 semanas (E12) e escolidtico alongado (EA12). Os
valores correspondem a média + epm, n=6. *p < 0,05 comparado ao C12 e

#p < 0,05 comparado ao E12.

Tendo como base a concavidade (direita) e convexidade (esquerda) da
curvatura escolittica, analisaram-se os musculos paravertebral (PV) direito (D) e
esquerdo (E), bem como o musculo diafragma (DIAF) dos grupos C12, E12 e
EA12. O musculo PVD nao demostrou diferenca entre C12 e E12, sendo que o
grupo EA12 apresentou valores de 12% e 10% maiores em comparagdo com 0s
grupos C12 e E12 respectivamente. No musculo PVE o grupo E12 apresentou
reducdo de 14% em relacdo ao C12, sendo que o0 mesmo musculo do grupo EA12
apresentou-se de forma similar ao C12, conforme figura 20.

O musculo diafragma também foi analisado, sendo constatada reducéo
de 18% no grupo E12. Em contrapartida, o grupo EA12 apresentou as reservas
glicogénicas em elevacédo de 10% comparada ao C12 e 26% comparada ao E12

(figura 20).
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Figura 20: Conteudo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos;
paravertebral (PV), direito (D) e esquerdo (E), bem como o musculo
diafragma (DIAF) dos grupos controle 12 semanas (C12), escoliético 12

semanas (E12) e escolidtico alongado (EA12). Os valores

correspondem a meédia + epm, n=6. *p<0,05 comparado ao C12 e

#p<0,05 comparado ao E12.

4.9 Concentracao de Proteinas Totais

Na avaliacdo da concentracdo de proteinas totais nos musculos da
caixa toracica e paravertebrais, observou-se que o grupo E12 apresentou
valores em média 11% menores (p<0,05) comparado ao C12. Ja o grupo EA12
apresentou valores em média 5% menores que o C12. Por outro lado, o grupo

EA12 apresentou valores em média 6% maiores que o E12, conforme tabela 5.



46

Tabela 5 - Concentracdo muscular de proteina total (mg/100mg) dos grupos
controle (C12), escoliético (E12) e escolidtico alongado (EA12). O lado esquerdo €
convexo e o direito & concavo. Os valores correspondem a média = epm, n=6. *p <

0,05 comparado ao controle e #p < 0,05 comparado ao escoliético.

Muasculos Cl12 E12 EA12

Abdominal 3,49+0,02 3,19+0,06° 3,39+ 0,01
Diafragma 3,88+0,02 3,63+0,02° 3,67 +0,03
Intercostal Direito 3,45+0,02 3,04+0,03 3,36+ 0,01
Intercostal Esquerdo 3,46 +£0,03 2,87 +0,02° 3,09 £ 0,02
Peitoral Direito 3,28+0,03 3,06 + 0,03 3,29 + 0,017
Peitoral Esquerdo 3,69+0,04 2,93+0,03 3,10 £0,01°*
Paravertebral Direito 3,41+0,03 3,22+0,03 3,47 +0,03"
Paravertebral esquerdo 3,39+£0,01 3,12+0,03 3,32+ 0,03

4.1.1 Controle de ingesta

A avaliacdo do indice de ingesta dos grupos estudados, ndo mostrou
diferenca no consumo liquido ou solido nos escolidticos se comparados ao grupo

controle, como mostra a tabela 6.

Tabela 6: Controle da ingesta sélida (g) e liquida (ml) dos grupos controle (C12),
escoliotico (E12) e escoliético alongado (EA12), na 112 semana de estudo. Os valores

estdo expressos em média + epm com significancia de p<0,05, n=6.

Ingesta C12 E12 EA12

Agua (ml) 35.3+4.2 30+3.3 31+2.2
Rag3o () 68.4+3.4 64.2+25 63.3+3.2
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4.1.2 Peptideos hipotalamicos

A fim de se correlacionar uma possivel causa central (hipotdlamo) ao
nao aumento de peso, dois peptideos (NPY e POMC) foram quantificados em
animais que foram submetidos a inducdo da curvatura até 12 semanas, nao

havendo diferenca entre controle e escolidtico (tabela 7).

Tabela 7: Quantificacdo da expresséo génica (NPY e POMC) em hipotalamo dos grupos
controle e escolidtico, 12 semanas. Os valores estdo expressos em média + erro padrao

da média, sendo considerado p<0,05, n=6.

Controle Escoliético

NPY 1,0 +0,05 1,0 + 0,06
POMC 1,0 +0,02 1,04 + 0,03
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5 DISCUSSAO

Estudos sobre escoliose na condicdo experimental podem ser de
grande importancia no que diz respeito a projecdo de estudos em humanos.
Assim, Gorman e Briden, (2009) reforcam o fato de que a escoliose nédo é
exclusiva dos humanos e nem tdo pouco da postura bipede, haja vista que
mamiferos, onivoros, répteis e anfibios podem apresentar essa condicdo. No
entanto, ainda sim alguns estudos empregam modelos extremamente invasivos,
que se esforcam em estimular o desenvolvimento da escoliose por meio da
postura bipede (Liu et al. 2011).

O modelo de inducéo aplicado no presente estudo € considerado simples
comparado a outros modelos experimentais apresentados na literatura. Tal fato
merece destaque, uma vez que, o desenvolvimento de um modelo de escoliose
nao invasiva € favoravel ao fator replicabilidade em todas as fases do estudo,
conforme pode ser observado no presente estudo.

Um fato importante a ser destacado sobre a metodologia, se deve a
relevancia da inducdo da curvatura escoliética, haja vista que os métodos
descritos na literatura, além de serem invasivos, ndo apresentam similaridade na
forma de aplicacdo, uma vez que a mesma metodologia pode nao ser replicada
da mesma forma, de modo que o carater invasivo influencia diretamente na
replicacdo do modelo (Janssen et al., 2011).

No que diz respeito ao tempo (seis e 12 semanas) de inducéo da
curvatura escolidtica empregado no presente estudo, Sarwak et al. (1988)
alegaram que no periodo de seis semanas ja se tem a curvatura escolidtica,
sendo que a partir da 122 semana de estudo a curvatura ndo progride mais, uma

vez que isso foi observado em condicdo de carater invasivo. Embora ndo seja um
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estudo atual, € o mais completo e preciso em descrever a metodologia, haja vista
que os animais foram acompanhados da 12 a 152 semana de estudo, em
diferentes angulacdes de curvatura.

Silva et al. (2008) empenharam-se em desenvolver uma metodologia nao
invasiva em forma de coletes (anterior e posterior) aplicados até a 62 e até a 122
semana, que resultou em curvatura escolidtica sinistro convexa. Convém
ressaltar, que os dispositivos foram trocados semanalmente, a fim de acompanhar
o desenvolvimento corporal do animal, fato este que ndo é possivel em casos
cirdrgicos (invasivos). No presente estudo, a mesma metodologia foi realizada
CcOm sucesso.

Com foco no peso dos animais, constatou-se que 0S Qrupos
escolioticos, tanto os de seis, quanto os de 12 semanas, apresentaram peso
menor. E importante salientar que isso ndo se refere & perda de peso, uma vez
gue em nenhum momento 0s animais escolidticos apresentaram-se com peso
corpOreo superior ao controle.

Por outro lado, tem-se o peso do dispositivo que equivale a apenas
4,3% do peso corporal do animal, de modo que seja improvavel esse peso induzir
a maior gasto energético devido a sustentacdo do dispositivo. Outro ponto
importante se deve a correlacdo do peso do dispositivo com a aplicacao pratica,
visto que Ueno et al. (2011) refere que o peso maximo do material transportado
nao deve ultrapassar 5% e 10% do peso corporal de criangcas em idade preé-
escolar e em nivel de 1° grau respectivamente, haja vista que € nessa fase em
que as alteracdes de ordem patoldgica podem ser mais facilmente induzidas ou

potencializadas.
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No que se refere ao peso corporal, o indice de ingesta também nao
apresentou diferenca entre os grupos avaliados na 112 semana de inducao
escoliotica. Nem mesmo em nivel hipotalamico foi constatada alteracdo na
concentracdo do NPY e POMC, que poderia ser a justificativa para a causa do
nao aumento do peso, uma vez que esses peptideos sdo marcadores de ingesta
alimentar.

Presume-se que o0 comportamento do peso corporal possa ser
originario de alteracdes no trato gastroentérico ou de modulacdo nas funcdes
reguladoras dos processos envolvidos na absor¢éo, isso em consideracao que a
parte posterior do dispositivo exerce pressao na regido abdominal. Esta hipotese
se embasa no estudo de Al-Jandal et al. (2011), estudo em que os autores
sugerem que alteracBes na absorcdo intestinal podem interferir diretamente no
peso corporal.

Os dados referentes a avaliacdo comportamental ndo demonstraram
diferenca entre os grupos controle e escoliético. Dessa forma, descarta-se a acao
do modelo enquanto restritiva de deslocamento ou gerador de ansiedade, fato
este que corrobora com outros estudos (Silva et al., 2008; Arruda, Silva, Guirro
2009).

O exame radiolégico digital ou convencional é considerado um
importante recurso, por ser a base da avaliacdo e acompanhamento da angulacao
escoliotica. No entanto, € sabido que a exposicdo constante a radiacdo pode
prejudicar sistemas organicos e desencadear mutacdes genéticas, bem como
neoplasias (Navarro et al., 2008; Gotfryd et al.,, 2011). Tal fato reitera a
necessidade de minimizar a exposicdo e até mesmo explorar outras formas de

avaliacao.
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A fim de obter uma analise fidedigna, o presente estudo mensurou as
curvaturas escoliotica no software Alcimagem. Convém ressaltar que, muito
embora Vrtovec, Pernus e Likar, (2009), apontem que ainda ndo ha consenso no
que diz respeito a quantificacdo da rotacdo vertebral, o presente estudo atesta
rotacao vertebral, com base no estudo de Sarwak et al (1988), que justificaram a
existéncia de rotacao vertebral no modelo animal, ao correlacionarem a curvatura
escoliotica com as articulagdes costovertebrais.

Do ponto de vista biomecéanico e funcional, a metodologia de inducao
mostrou-se eficaz, ao passo que tanto o grupo seis semanas, quanto o grupo 12
semanas apresentaram curvatura escoliética em “C” sinistroconvexa, em nivel
toracolombar.

O grupo submetido a inducéo escolidtica por seis semanas, apresentou
angulacado de 45° + 2.8, que se manteve mesmo apods a retirada do dispositivo. No
estudo de Sarwak et al., (1988) a angulacdo obtida apos esse mesmo periodo foi
de 30°. E importante ressaltar que, o mesmo estudo utilizou de metodologia
invasiva e atestou que a severidade da curvatura € diretamente proporcional ao
tempo de inducéao.

Um diferencial relevante a destacar, € que a metodologia aplicada por
Arruda, Silva e Guirro (2008), e replicada no presente estudo, de uma forma
simples permite graduar a angulagdo da curvatura, por meio da aproximacao das
cinturas escapular e pélvica, de modo que esse procedimento se desenvolve em
um tempo minimo de seis semanas.

Cunha, Rocha e Cunha (2009), demonstraram que o padrdo ouro na
mensuracao da escoliose tem sido o angulo de Cobb, que é realizado a partir de

exame radiologico. No entanto, visto o tamanho, bem como a morfologia das
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estruturas do animal, no presente estudo optou-se por usar O programa
ALCimagem 2.1, por se assemelhar com a metodologia Cobb e oferecer menor
margem de erro.

Referindo-se a angulagdo da curvatura escolidtica, estudos apontam
gue escolioses maiores que 45° sao consideradas graves e ndo apresentam
resultados satisfatorios frente a intervencdo ndo invasiva, sendo assim, a
indicacdo € cirargica (ZABOROWSKA-SAPETA et al., 2011; SARWAHY et al.,
2011).

Contrariamente aos estudos supracitados, na avaliacdo da angulacéo
na 122 semana de inducdo, constatou-se 55° + 2, que ap6s 10 dias sem o colete
passou para 40° + 3.2. Por outro lado, o grupo EA12 que apresentou angulacéo
de 56° + 2, imediatamente a retirada do dispositivo (122 semana), apés 10 dias
consecutivos de sessdes de alongamento em trés séries, uma vez ao dia com
énfase na concavidade, na reavaliacdo apresentaram angulacdo de 22° + 3, ou
seja, reversao de 34°. Tal fato expde que uma escoliose antes considerada grave,
em 10 sessdes de alongamento passou para moderada com tendéncia a ser leve.

Um dos fatores que indicam a intervencdo invasiva em casos de
escolioses com mais de 45°, se da em torno do sistema cardiorrespiratério, uma
vez que, quanto maior a angulacdo da curvatura, maior € o comprometimento
desse sistema. Isso se deve a conformacao da caixa toracia e sua relacdo com as
vertebras toracicas, que na condi¢cao escolidtica podem sofrer rotacao e alterar as
dindmicas ventilacao/perfuséo (Liu et al., 2010; Neira et al., 2011).

O sistema cardiorrespiratorio tem sido alvo de investigacdes frente a
escoliose, pelo fato de que as estruturas envolvidas na deformacdo estdo

diretamente correlacionadas anatomicamente e funcionalmente (Rowe et al.,
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2006). Nesse sentido, Liu et al. (2010), por meio de um estudo retrospectivo no
periodo de 2007 a 2009, atestaram anormalidades cardiacas no
eletrocardiograma em 36% dos individuos com escoliose idiopatica, sendo a
regurgitacdo tricaspide tida como anormalidade funcional mais comum (11,3%),
enquanto que a comunicacdo interatrial apresentou-se como a anormalidade
estrutural mais comum (8,7%).

O estudo supracitado aponta que muito provavelmente, o individuo
escoliotico que tenha alteracéo cardiaca, apds intervencao cirurgica para correcao
da curvatura podera apresentar descompensacdo no sistema cardiaco, fato este
gue deve ser levado em conta quanto a real necessidade da intervencdao cirdrgica.
Destaca-se ainda, que nos casos de escoliose em que o sistema cardiovascular
for examinado, a ecocardiografia € mais indicada por ser mais precisa que 0
eletrocardiograma.

Ao se investigar a funcionalidade do corac&o no presente estudo, nota-
se gue houve alteracdo no eixo elétrico ventricular, condicdo potencialmente
induzida pela curvatura escolidtica. No entanto, ndo houve diferenca na
frequéncia cardiaca e nem na propagacéao dos sinais elétricos do coracéo.

O aspecto metabdlico da musculatura também foi alvo de
investigacdes, sendo que no periodo de seis semanas, as reservas glicogénicas
dos mdasculos peitorais, intercostais e paravertebrais do grupo escoliético
apresentaram reducdo média de 26%. Convém ressaltar que o hemicorpo
esquerdo (convexo) apresentou reducdo em maior severidade. Muito
provavelmente, isso ocorreu devido a tensédo passiva gerada pelo distanciamento
entre as cinturas (escapular e pélvica), haja vista que por seis semanas o animal

permaneceu com a coluna inclinada para o lado direito (concavo).
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O fato de que no periodo de seis semanas, 0s animais escoliotico
apresentaram reservas glicogénicas reduzidas em menor severidade no
hemicorpo direito (céncavo), € sugestivo que o tecido muscular tenha ativado
mecanismos de adaptacdo com caracteristicas de menor gasto energético, haja
vista a capacidade plastica desse tecido.

E importante salientar que o musculo esquelético é dotado de uma
capacidade estrutural e metabdlica de se adequar as mais diversificadas
condi¢cBes impostas. Isso faz com que o musculo esquelético seja visto como o
tecido mais mutavel do corpo humano (Small et al., 2008).

Com base em estudo sobre escoliose em carater experimental, Bylund
et al. (1987), induziram escoliose em coelhos e constaram alteracdes 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 foi atribuida a deformidade. E importante salientar, que no estudo
supracitado a metodologia foi invasiva, mas nao foi expressa de forma clara.

No estudo de Werneck et al. (2008), a escoliose experimental foi
desenvolvida em coelhos por meio da costotransversectomia, sendo que a
vertebra T 8 foi tida como vértebra vértice. Nos achados histoquimicos e
morfoldgicos, destaca-se que na convexidade houve proliferacéo de conjuntivo e
reacdo inflamatdria, seguida de isquemia. Dessa forma, os autores apontam que
frente ao quadro escoliotico, o tecido muscular pode sofrer alteracdes importantes
induzidas por isquemia. Isso pode ter influenciado o comportamento das reservas
glicogénicas dos grupos escolioticos do presente estudo.

Do mesmo modo, estudos apontam que individuos escoliéticos podem

apresentar anormalidade na tipagem das fibras musculares, bem como no
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metabolismo muscular. No entanto, ainda ha dificuldade em estabelecer
parametros no aspecto metabdlico. Tal condicdo pode inferir nas dinamicas
energéticas da musculatura, com efeito na eficiéncia neuromuscular, condicéo
apontada por estudos de eletromiografia (Gaudreault et al., 2005).

No mesmo sentido de investigacdo, 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. Dessa
forma, foi possivel observar que individuos escoliéticos apresentaram menor
eficiéncia neuromuscular e nivel de forca 42,6% menor comparada ao grupo
controle. Surpreendentemente, o grupo escoliético apresentou simetria na
ativacdo neuromuscular entre os lados direito e esquerdo (cdncavo/convexo),
seguido de maior resisténcia a fadiga, fato este que contrariou 0s pressupostos
previamente estabelecidos.

Na avaliagcdo das reservas glicogénicas de amostras bilaterais dos
musculos; peitorais, intercostais, paravertebrais e amostra Unica do musculo
diafragma de ratos submetidos a inducéo de escoliose por 12 semanas, seguido
de 10 dias sem uso do dispositivo, os musculos: intercostal direito (concavo) e
esquerdo (convexo), paravertebral esquerdo (convexo) e diafragma (DIAF)
apresentaram glicogénico reduzido de forma mais severa. Isso evidencia a
alteracdo metabdlica do tecido muscular na condi¢éo escoliética, que se mostrou
em media 17,5% mais comprometida quando comparada ao controle.

Dessa forma, o comportamento metabdlico da musculatura
apresentado pelos animais dos grupos escolidtico (EA e EA12), certamente foi
uma resposta a modificagcbes do comprimento muscular, haja vista que isso pode

alterar o ponto O6timo em que o0 musculo gera tensdo maxima, conforme
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apresentado pelo estudo de Savelberg e Meijer, (2003), que avaliaram a
musculatura de ciclistas em diferentes condi¢des do ciclo contracédo/relaxamento.

Em relacdo a analise de proteina total, embora o musculo diafragma
tenha apresentado menores valores em ambos o0s grupos escolioticos
comparados ao controle, é importante destacar que ndo houve diferenca E12 e
EA12. No que diz respeito aos demais musculos analisados, tanto o grupo E12
quanto o EA12 apresentaram valores reduzidos em maior severidade do lado
esquerdo (concavo), sendo que consequentemente o lado direito apresentou-se
menos comprometido.

Esses achados merecem destaque, uma vez que a relagdo
comprimento tensdo pode explicar o fato de um musculo alongado (convexo) ser
favoravel a sintese proteica. Porém, isso ndo necessariamente significa que essa
condicdo é favoravel ao melhor aporte energético (Aquino et al., 2007; Udaka et
al., 2008).

Ha décadas ja é sabido que alteracdes do comprimento muscular
estdo associadas a deslocamentos da curva comprimento-tensdo. Assim, 0O
classico estudo de Tabary et al. (1972) apresentou que o tecido muscular de
animais, quando imobilizados em posi¢ao encurtada apresentam reducéo de 40%
do nimero de sarcémeros em série, sendo que quando imobilizados em posicao
alongada demonstraram aumento de 19% do numero de sarcOmeros em série.

Muito embora o presente estudo ndo tenha avaliado tipagem de fibra
muscular, é importante expor alguns achados da literatura, uma vez que a

estabilidade dinamica da coluna depende de musculos, cujas funcdes determinam

seu metabolismo (Arruda, Silva e Guirro, 2008).
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O estudo de Joe (1990), constistiu em desenvolver escoliose em ratos,
por meio da estimulacao elétrica, condicdo que resultou em curvatura de 18°, ao
fim de trés semanas de estimulacdo. Observou-se que no lado estimulado
(cdncavo), houve aumento significativo de fibras tipo I, sendo que a convexidade
apresentou maior quantidade de fibras do tido Il. Isso sugere que tal condicdo
possa ter sido acompanhada de alteracdo metabdlica, conforme os achados do
presente estudo.

Em relacdo a tipagem de fibra muscular, a analise histoquimica da
musculatura paravertebral de coelhos apresentou proliferacdo de conjuntivo,
infiltrado de tecido adiposo, excesso de nucleo central, reacdo inflamatoria,
seguida de hipertrofia de fibras tipo | e Il em ambos os lados da coluna
(cdncavo/convexo). Esse estudo cogitou a hipotese de que a metodologia
(transversectomia) de inducéo foi responsavel por esses achados (Werneck et al.,
2008). Vale destacar que Arruda, Silva e Guirro, (2008) apontam que o tipo de
fibra pode determinar o metabolismo.

Visto as deformidades, bem como as alteracbes sistémicas que a
escoliose pode causar, € mais do que necessario intervir de forma precoce e
eficaz. Nesse sentido, a literatura tem apresentado terapéuticas ndo invasivas,
gue mesmo nas escolioses mais graves possibilitam o retardo de uma intervencao
cirirgica. Destaca-se ainda, que as terapéuticas mais eficazes tem sido as
associadas ao alongamento e estabilizacdo (Small, Naughton e Matthews, 2008;
Zaborowska-Sapeta et al., 2011).

O alongamento enquanto recurso terapéutico apresenta-se bastante
eficaz, haja vista que o alongamento estatico e passivo tem sido amplamente

aplicado na pratica clinica, pelo fato de que o principal objetivo € aprimorar a
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excursao dos musculos relacionados a determinadas articulacdes (Kisner e Kolby,
2005).

Enquanto recurso terapéutico, o presente estudo utilizou do
alongamento muscular aplicado de forma passiva ou estatica, com destaque ao
fato de que os animais ndo foram sedados ou anestesiados, de modo que o
animal foi coberto por uma flanela, tendo o goniébmetro enquanto instrumento de
mensurac¢ao da inclinacdo durante o alongamento.

No que diz respeito ao lado cbncavo e convexo, estudos prévios
demonstraram que o musculo esquelético é dotado de uma capacidade plastica
que pode aumentar ou reduzir seu tamanho em comprimento. Com atencédo na
reducdo do comprimento muscular, € necessario elucidar que a manutencéo na
posicdo encurtada pode favorecer o aparecimento de contraturas musculares
(Endlich et al., 2009). Dessa forma, os animais submetidos a inducao escolidtica
podem estar sujeitos a alteracbes desencadeadas pela reducdo do ciclo
alongamento/encurtamento.

Gomes et al. (2004), atestam que contratura muscular é o
encurtamento de um musculo ou de outros tecidos moles que cruzam uma
articulacdo, fato este que resulta em limitacdo da mobilidade articular e
consequente hipotrofia muscular. Nesse contexto, sugere-se que no presente
estudo os achados referentes a proteina total, se devem a contratura e ndo a
imobilizacéo.

Como exposto anteriormente, houve reversdo na angulacdo da
curvatura escoliotica do grupo escolidtico alongado (EA12), que foi submetido ao
alongamento estatico por 10 dias apos a retirada do dispositivo nha 122 semana.

Nesse sentido, o glicogénio muscular do grupo EA12 demonstrou melhores
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condi¢cbes quando comparado aos grupos C12 e E12, visto que os valores foram
em média 9% e 18% maiores respectivamente. Destaca-se que a maior diferenca
entre EA12 e C12, se deu no musculo paravertebral direito (céncavo). Na
comparacao do EA12 com o E12 foi aferido teor glicogénico 26% maior (EA12) no
musculo diafragma.

Outro fato relevante a ser discutido sobre o alongamento, se deve a
sua aplicabilidade, que independe de recursos como gelo e/ou calor, uma vez que
o resultado final sera o aumento da flexibilidade (Signori et al., 2008). Isso deve
ser pontuado de forma positiva, visto que torna o recurso ainda mais viavel do
ponto de vista econémico.

De forma consensual, a literatura € vasta quanto aos efeitos da
imobilizacdo/contensdo no tecido muscular, que responde com hipotrofia,
alteracdes metabdlicas, bioquimicas e estruturais, tudo isso culminando em
alteracdo funcional da musculatura envolvida. Nesse sentido, a estrutura e funcéo
dos musculos esqueléticos estdo atreladas pela atividade proprioceptiva,
inervacdo motora, carga mecanica imposta ao tecido, ciclos de estira-
mento/encurtamento e mobilidade articular. O comprometimento de um dos
fatores citados, certamente ira impactar em atividade catabodlica que culmina em
hipotrofia/atrofia (Ferreira et al., 2004).

Nota-se que a metodologia aplicada no desenvolvimento da curvatura
escoliotica, interfere diretamente na atividade proprioceptiva, ciclos de
encurtamento/estiramento e mobilidade articular. E nesse contexto que a
atividade exploratoria deve ser ressaltada, haja vista que os pontos acima nao

interferiram na funcionalidade (explorac&o) do animal.
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O comportamento das reservas glicogénicas do musculo diafragma,
apresentou-se menor (E12 x C12) comparado ao controle. Isso certamente é
reflexo do procedimento de inducdo da curvatura por meio da contensdo. Porém,
0s animais submetidos ao alongamento apresentaram melhores condi¢cdes, uma
vez que a coluna em menor angulacéo pode favorecer o trabalho diafragmatico.

Santos Junior et al. (2010), avaliaram o musculo diafragma de ratos
submetidos a imobilizacdo da pata posterior, por um periodo de 14 dias. Ao fim do
periodo, os pesquisadores encontraram reducdo do peso muscular diafragmatico
e alteracdo morfométrica em carater catabdlico. E importante ressaltar, que no
presente estudo o musculo diafragma apresentou menor reserva glicogénica
(E12), sendo que mediante a aplicacdo do alongamento passivo (EA12), esse
muasculo apresentou-se em melhores condicdes até mesmo comparado ao
controle. Isso reforca que o alongamento pode ativar sistemas anticatabolicos.

A surpreendente melhora encontrada no grupo EA12, pode ter
embasamento no estudo de Peviani et al. (2007), que avaliaram 10 sessdes
intermitente de alongamento passivo do musculo séleo. Dessa maneira, foi
constatada elevacdo na expressao génica do fator miogénico de diferenciacao
(myoD), juntamente com elevacdo na expressdo da miostatina (regula a
expressdo de myoD). Assim, o estudo conclui que em curto periodo de
alongamento, é possivel estimular o remodelamento muscular por meio de
diferentes vias de sinalizagao.

Menon et al. (2008) avaliaram o efeito do alongamento passivo
aplicado no musculo séleo de ratos. O protocolo foi aplicado em trés repeticdes

de 30 segundos a cada 48 horas, por trés sessdes. Os autores concluiram que o
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alongamento foi eficaz na manutencdo do peso muscular e numero de
sarcomeros.

O alongamento estimula a sintese de proteinas, bem como, o aumento
do nimero de sarcémeros, conforme demonstrado no estudo de Yang (1997), no
qual muasculos mantidos em posicdo de encurtamento foram alongados e
apresentaram aumento da liberacao IGF-I e expressdo de RNAm para proteinas
musculares.

Um ponto importante a destacar, € que a melhora do aspecto
metabdlico da musculatura do grupo EA12, pode ter sido influenciada por uma
citocina pré inflamatéria denominada interleucina 6 (IL-6), que atua de forma
direta em estados catabdlicos, no intuito de manter a disponibilidade de
substratos metabolizaveis, conforme evidenciado por Silva et al. (2009), que
avaliaram essa citocina mediante ao desuso muscular.

Por fim, é notavel que esforcos tenham sido direcionados em
desenvolver um modelo experimental de escoliose. No entanto, a literatura é
escassa tanto em estudos que investiguem novas metodologias, quanto em
estudos que abordem a questéo da reversao de forma néo invasiva.

E importante salientar que no presente estudo, uma curvatura
classificada como grave, em um curto periodo de intervencdo foi classificada
como leve, fato este que reitera a necessidade de exploragcbes mais
aprofundadas, a fim de entender os mecanismos ligados ao processo de inducao
e reversao da escoliose.

Uma limitacdo apontada pela literatura e também encontrada no
presente estudo, € o fato de que os modelos experimentais desenvolvidos em

animais, ndo estado sujeitos a carga axial, conforme a coluna do ser humano.
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Mesmo que métodos se esforcem em reproduzir esse tipo de carga, por conta de
fatores morfolégicos e funcionais, as estruturas humanas e animais apresentam
respostas diferenciadas (Janssen el al., 2011).

Outros estudos podem ser desenvolvidos no mesmo seguimento, com
atencdo ao aspecto molecular, que pode explicar de forma mais clara os
acontecimentos relatados nos diferentes parametros de analise.

Ao correlacionar os achados do presente estudo com a pratica clinica
fica sugestivo que o alongamento muscular enquanto Unico recurso foi eficaz em
reverter a curvatura e melhorar/minimizar as alteracdes metabdlicas. A
metodologia utilizada favorece o estudo da escoliose experimental em diferentes
angulacdes, visto que a metodologia € de facil regulagem. Assim, com base na
gama de recursos que a fisioterapia oferece no tratamento da escoliose, o

alongamento merece destaque.
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6 CONCLUSAO

1- Os periodos de seis e 12 semanas promoveram a curvatura escoliética;

2- Na 122 semana o efeito apresentou-se de forma mais acentuada;

3- As alteracdes constatadas nos grupos escoliticos sugerem inibicdo das

vias de sintese energética e proteica,

4- O alongamento mostrou-se eficaz em reestabelecer as alteracdes
provocadas pela escoliose, sendo verificado uma expressiva acdo na

concavidade, que possivelmente ativou sistemas de sintese.

Por fim, o alongamento enquanto Unico recurso de tratamento na condicao
de escoliose, mostrou-se eficaz na fisioterapia experimental, de modo que pode
contribuir para a estruturacdo de protocolos que possam ser aplicados em

individuos que sofrem com as deformidades causadas pela escoliose.
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Parecer do comité de ética em experimentacdo animal da Universidade Federal

de Sao Carlos - UFSCar

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
- Comissao de Etica em Experimentagio Animal
UF[L:'IO-rﬂ Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones: (016) 3351.8109 / 3351.8110
Fax: (016) 3361.3176

CEP 13560-970 - Sd0 Carlos - SP - Brasil
propa@power.ufscar.br - www.propg.ufscar.br

Protocolo n°. 024/2006

A Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade Federal de Sao Carlos — CEEA/UFSCar analisou o
pedido formulado pelo pesquisador Carlos Alberto da Silva relativamente ao
projeto “Desenvolvimento de Ortese para promocdo de escoliose em ratos”.

Considerando as informa¢des e os documentos
encaminhadas em 09/01/2009 pelo pesquisador, APROVOU os adendos
seguintes: 1) Protocolo de estimulagdo elétrica neuromuscular aplicada na regido
convexa a regidio escolidtica. 2) Protocolo de alongamento muscular aplicado
durante o periodo de inducao da escoliose.

Sido Carlos, 17 de fevereiro de 2009.

ltow
fa Dra. Keico Okino Nonaka

Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal
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