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RESUMO

Escoliose é a condicdo caracterizada pela disfuncdo da coluna vertebral em
carater tridimensional, sendo que afeta criangas e adolescentes no mundo todo.
Caso ndo seja tratada desde o inicio, torna-se uma condicdo altamente
incapacitante. O objetivo do presente estudo foi induzir escoliose em ratos por
meio de metodologia ndo invasiva, a fim de se conhecer as altera¢cdes angulares
da coluna, o comportamento metabdlico que acompanham o quadro escoliético,
bem como o perfil proteico das enzimas fosforiladas mTOR, AKT, P70S6K, IRS-1
e AMP, além da densidade alveolar e padroes eletrocardiograficos. Os animais
foram distribuidos em grupos (n=10), a saber: controle e escoliético. Os animais
escoliéticos receberam o dispositivo indutor, que foi trocado semanalmente até o
fim do periodo de indugéo de 12 semanas. Foi realizada inclinagéo e flexdo para o
lado direito, formando a curvatura em “C“ que foi avaliada em exames
radiolégicos. O comportamento elétrico do coracdo foi avaliado em exame
eletrocardiografico e o glicogénio muscular pelo método do fenol sulfarico. Houve
analise histolégica do tecido pulmonar e do musculo paravertebral. A fosforilacdo
das enzimas AKT, MAP, mTOR e P70S6K também foram avaliadas e apds a
revelagdo das autorradiografias, as bandas identificadas foram quantificadas por
meio de densitometria 6ptica. Os dados passaram pelo tratamento estatistico,
iniciando pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk seguido da analise de
variancia de duas vias (Two-way ANOVA) e teste de Sidak. Em todos os calculos
foi fixado um nivel critico de 5%. Os resultados mostraram que o peso corporal
médio dos animais escoliéticos foi 18% menor comparado aos animais controles.
Em relacdo a angulacao da escoliose, 0 grupo escoliotico apresentou angulacao
de 56° acompanhado de um desvio de 11° no eixo elétrico cardiaco, sem
alteracao funcional na dinamica cardiaca. Na avaliacdo metabdlica, o grupo
escoliético comparado ao controle, apresentou alteracao significativa nas reservas
glicogénicas com maior intensidade na convexidade, onde os musculos
paravertebrais foram comprometidos de forma mais severa, 0 mesmo ocorreu
com a concentracao de proteinas totais. Em relacao a densidade da area alveolar,
o grupo escoliético demonstrou valores significativamente inferiores, algo que nao
ocorreu em relacdo a quantidade de fibras do musculo paravertebral. O perfil da
fosforilacdo das enzimas da via insulinica seguiu o perfil de modificagcdes nas
reservas glicogénicas, bem como das proteinas totais. Conclui-se que a escoliose
€ acompanhada de comprometimento na homeostasia metabdlica e funcional da
musculatura devido a alteragdes no perfil enzimatico e molecular desencadeados
concomitante ao processo de inducao da curvatura.

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



ABSTRACT

Scoliosis is a condition characterized by dysfunction of the spine in three-
dimensional character, and affects children and adolescents worldwide. If not
treated early, it is highly disabling condition. The aim of this study was to induce
scoliosis in rats using noninvasive methodology, in order to know the angular
changes of the spine, the metabolic behavior that accompany the scoliotic
framework as well as the protein profile of phosphorylated enzyme mTOR , AKT,
p70S6K, IRS-1, AMP and electrocardiographic profile. The animals were divided
into groups (n = 10), namely: control and scoliotic. The scoliotic animals received
the inductor device, which was changed weekly until the end of the induction
period of 12 weeks. Inclination and bending to the right was made, forming the
curvature, which was evaluated in radiological examinations. The electrical
behavior of the heart was assessed by electrocardiographic examination and
muscle glycogen by the phenol sulfuric method. There histological analysis of lung
tissue and paravertebral muscle. Phosphorylation of AKT, AMPK, mTOR and
p70S6K enzymes were also evaluated and after the revelation of the
autoradiographs, the identified bands were quantified by densitometry. The data
passed through the statistical treatment, starting with the Shapiro-Wilk normality
followed by analysis of variance two-way (two-way ANOVA) and Sidak test. In all
calculations a critical level of 5% was set. The results showed that the average
body weight of scoliotic animals was 18% lower compared to the control animals.
Regarding the angle of scoliosis, the scoliotic group showed angulation of 56
accompanied by a deviation of 11 in cardiac electrical axis without functional
changes in cardiac dynamics. The metabolic assessment, the scoliotic group
compared with controls, had a significant change in glycogen reserves with greater
intensity in the convexity, where the paraspinal muscles were more severely
compromised, so did the total protein concentration. Regarding the density of the
alveolar area, the scoliotic group showed lower values, something that not
occurred on the amount of paraspinal muscle fibers. The profile of the
phosphorylation enzymes of insulin signaling has followed the modifications of the
profile of glycogen reserves and total protein. It is concluded that scoliosis is
accompanied by metabolic and functional impairment in muscle homeostasis due
to changes in enzyme profiles and the concomitant induction process triggered
molecular curvature.

Keywords: scoliosis, rats, insulin, muscle, metabolism.
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1 INTRODUGCAO

As alteracbes anatbmicas da coluna vertebral tém sido investigadas
em estudos clinicos e experimentais, especialmente com o objetivo de nortear a
geracao de novos protocolos de tratamento ou aprimorar os ja existentes. Para
tanto, se faz necessario o desenvolvimento de conhecimento cientifico capaz de
fornecer subsidios que permitam a compreensao acerca da etiologia e das
consequéncias que essas alteracbes podem provocar nos diferentes sistemas
biolégicos.

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 alteracbes podem se apresentar de forma bastante variavel. Isso faz com
que sejam necessarios estudos em diferentes esferas, no intuito de auxiliar na
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no inicio, progressao,
contensdo e reversdo da curvatura, além de ser base para tratamentos
conservadores ou cirargicos (Ni et al., 2010).

Em sua forma de apresentacdo, a escoliose geralmente envolve a
regiao toracica e/ou lombar, podendo apresentar-se em uma curva no formato de
"S" ou em leve curvatura em "C" para na regidao toracolombar. Pode haver
assimetria nos quadris, pelve e membros inferiores (Kisner e Colby, 2005).

Sabe-se que o principal critério de diagnéstico para escoliose, se da
por meio de exame radiolégico, no qual deve ser observado se a coluna
apresenta inclinagcdo maior que 10° no plano frontal, quando medida pelo método
de Cobb (Anand e Baron, 2011; Silva e Lenke, 2010). No que diz respeito a

incidéncia e prevaléncia, trata-se de uma condicdo que acomete cerca de 3% da
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populacao (crianca/adolescente) mundial, sendo prevalente no género feminino
(Trobisch, Suess e Schwab, 2010).

Em relacdo ao grau de angulagao da curvatura escoliética, curvas com
até 20° sdo consideradas como leve, curvas entre 20° e 45°, sdo consideradas
moderadas e curvas com mais de 45° sdo consideradas como escoliose grave,
sendo passivel de intervencao cirurgica (Neira et al., 2011).

Segundo sua etiologia, a escoliose pode se apresentar por diferentes
tipos, como a idiopatica, a congénita e a degenerativa.

A escoliose idiopatica é a forma mais comum de desvio lateral da
coluna, sua prevaléncia é de aproximadamente 3% na populacdo em geral
(Lonstein, 1995). Geralmente, ocorre em criangas saudaveis e neurologicamente
normais. Porém essa deformidade acarreta repercussdoes estéticas e
psicossociais graves, além de alteragdes na funcao pulmonar e degeneracao na
coluna vertebral, sendo sua etiologia ainda desconhecida, mas indica ser
multifatorial: fatores genéticos, de crescimento, bioquimicos, mecanicos e
neuromusculares (Boachie-Adjei e Lonner, 1996; Lonstein, 1995).

Fatores que acarretam em uma rotacdo dos corpos vertebrais no
sentido da convexidade que € melhor visualizada quando o paciente realiza flexao
de tronco, produzindo uma gibosidade (Stokes, Armstrong e Moreland, 1988).

Na escoliose degenerativa sua deformidade, geralmente, tem inicio
durante a vida adulta em decorréncia de alteracbes que envolvam o disco
intervertebral ou as articulagdes zigopofisarias, conduzindo a perda do equilibrio
biomecéanico e sobrecarregando regides assimétricas, local o qual as alteracdes

se desenvolvem (Benner e Ehni, 1979).
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A escoliose congénita é causada por modificacbes embrioldgicas no
periodo de formacdo da coluna vertebral, sendo sua etiologia desconhecida,
resultando em deformidades vertebrais e progresséo da curvatura no plano frontal
(Benacerraf, Greej e Barss, 1986).

A escoliose pode ser classificada como estrutural e ndo estrutural,
sendo que a primeira pode ser hereditaria na maioria dos casos, ha presenca de
rotacéo das vertebras sendo que ao individuo realizar a flexdo de tronco, ocorrera
a gibosidade (Dimeglio, 1990).

A escoliose nao estrutural é mais frequente em adolescentes, sendo
que suas curvas sao leves e desaparecem por completo com a flexdo da coluna
vertebral, ndo apresentando gibosidade. Geralmente é causada por diferenca de
longitude dos membros inferiores, levando a uma obliquidade pélvica, espasmos,
dores musculares, compressao de raiz nervosa, traumatismos e maus habitos
posturais (Bonorino, Borin e Silva, 2008).

A populacdo mundial classificada como adolescente esta susceptivel
aos efeitos prejudiciais que a escoliose pode instalar. Dentre esses efeitos,
destacam-se o comprometimento na homeostasia dos sistemas cardiovascular e
respiratério, desequilibrio na acao integrada entre os musculos do dorso, seguido
de outras alteragdes organicas que tem merecido cada vez mais atengao 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).

Os sinais e sintomas mais comuns em criangcas e adolescentes sao:
dor nas costas, discrepancia dos membros inferiores, deformagédo da superficie

dorsal, seguida de transtornos psicologicos. Em adultos, além da deformidade na
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superficie corpérea tem sido relatado dor nas costas, que interfere diretamente na
qualidade de vida. Sabe-se ainda, que a progressdao da deformagdo pode
culminar em comprometimento cardiopulmonar, haja vista as relacées anatébmicas
das estruturas envolvidas (Rowe et al., 2006; Liu et al., 2010; 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 musculoesquelética (Zaborowska-Sapeta et al., 2011).

Nesse contexto, independentemente do fator causal, Shi et al. (2011)
atestam que cerca de 48% de voluntarios escolibticos que passaram por
intervengca@o conservadora apresentaram contengdo na progressao da curvatura,
fato este que elucida a eficacia e significancia do tratamento conservador, mesmo
nos casos em que a etiologia ndo esta bem definida.

Por se tratar de uma condicédo de carater potencialmente progressiva, o
diagnéstico precoce, ou seja, antes de ocorrer a rotacao vertebral significativa
podera prevenir ou minimizar as complicacées que se instalam com a progressao.
Assim, sdo necessarios estudos que viabilizem meios de intervir precocemente
(Costa, Sousa e Oliveira, 2002).

Estudos ressaltam que a progressao da curvatura escolidtica, pode
ocorrer de forma rapida e repentina, e assim pode predispor o individuo a uma
condicao altamente incapacitante; outro fator relevante apontado por esses
estudos € a constatagdo de que se o diagnéstico e o tratamento forem realizados
de forma precoce, os custos serdo menores e podera haver estabilizacao ou até
mesmo reversao da curvatura escolidtica (Ferreira e Defino, 1999; Smith e Fernie,

1991).
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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 e nas
atividades ludicas da crianga/adolescente. Assim, intervengdes ndo invasivas
devem ser exploradas e estudadas, uma vez que os resultados alcancados por
essa modalidade podem ser satisfatérios (Rigo e Grivas, 2010; Aleissa et al.,
2011).

Em razdo do seu carater progressivo, e especialmente por se
desenvolver nas fases de crescimento, a escoliose tem chamado a atencao de
diferentes grupos de pesquisa, tanto aqueles que atuam predominantemente no
ambito clinico, quanto aos que trabalham com modelos experimentais.

Arruda, Silva e Guirro (2008), destacaram que a escoliose tem sido
alvo de estudo por cientistas, em diferentes aspectos de anélise e em diferentes
modelos experimentais. No entanto, todas as metodologias de inducdo de
escoliose existentes na literatura apresentam carater invasivo. Assim, observa-se
variagdes apenas quanto ao grau de complexidade metodologica. Tal fato, além
de dificultar a replicacdo de novos estudos, ainda pode comprometer
investigacbes 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
escolidtico, 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 escolidtica, outros estudos

utilizaram sutura muscular e estimulacao elétrica unilateral na coluna de ratos
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(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 alteracées mecanicas nas vértebras.

Ainda mais invasivos, sdo 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 inducao
de escoliose na condigcdo experimental. Nesse sentido, animais como galinha,
coelho e rato sdo mais indicados para investigar a condicao escoliotica condigao
escoliética 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 pds natal,
sendo que a maioria foi realizado no periodo p6s, de modo que o procedimento
de indugdo mais usual tem sido a imobilizacao (fixacdo de estruturas dinamicas)
associada a outros procedimentos invasivos como, sutura de musculo e retirada
de estruturas désseas.

Com base na proposta de Sarwark et al. (1988) de desenvolver
escoliose em ratos num periodo de 1 a 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
execucao, risco de perda de animais, simplicidade na elaboracdo, e
principalmente, a inexisténcia de ato cirurgico, para evitar o comprometimento das

estruturas anatémicas que circundam a coluna vertebral. Se as estruturas que
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margeiam a coluna s&o mantidas em integridade entdo se tornam alvos da
avaliagdo dos danos da escoliose sobre as mesmas. Trata-se de um modelo de
facil confeccado, e que em curto periodo de tempo (6 ou 12 semanas) permite
aplicacado em um grande numero de animais (Silva et al., 2008, Silva et al., 2012).

Com a metodologia de inducdo da escoliose de uma maneira nao
invasiva, se torna possivel realizar avalicdes histolégicas e metabdlicas sem o
comprometimento das estruturas associadas ao quadro patolégico em animais,
quando utilizado o modelo de Silva et al. (2012).

Entendendo que o tecido muscular € um tecido altamente adaptavel a
estimulos ou a falta deles, quaisquer alteracbes na dindmica contratil dos
musculos motores primarios e secundarios da coluna vertebral, de forma direta,
pode se refletir em alteracdo funcional, como as observadas nos casos de
escoliose, onde se tem hipotonia, fraqueza muscular difusa e dor de intensidade
variada (Mordeicai e Dabke, 2012; Flunk, 2006). Estudos que investigam a
escoliose relatam que a restricdo funcional da coluna impacta diretamente os
musculos paravertebrais e respiratérios, uma vez que esses musculos estao
intimamente ligados a funcionalidade dos movimentos do tronco. (Roso et al.,
2003; Tangsrud et al., 2001; Posadzki e Ernst, 2011).

A caixa toracica esta ligada de uma maneira intima com os pulmdes
devido a estrutura anatémica das pleuras viscerais e parietais e por ligamentos
que as ligam aos musculos intercostais e diafragma as costelas, de tal forma que
o ciclo respiratério exige sincronismo entre a caixa toracica, pela articulacéo
costovertebral e costotransversa, pulmdes e pela musculatura postural e

respiratéria, os quais devem atuar de forma coordenada (Silva, 1991).
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A complacéncia pulmonar sofre influencia da postura corporal, como
resultado dos efeitos da gravidade sobre a mecanica respiratéria (Feltrin e Jardim,
2004). A ventilacdo pulmonar esta diretamente relacionada com as curvaturas da
coluna vertebral ou com alteracbes da mobilidade toracica, como uma ma
formacao ou escoliose. Entre essas alteracdes as adaptacdes antalgicas por dor
se destacam (Costa, 2004).

Dessa maneira, € possivel que o quadro de escoliose mude as
estruturas anatbmicas do pulmao, podendo comprometer a dindmica respiratoria,
ja que é necessario um trabalho conjunto entre as estruturas do térax como as
costelas, vértebras e musculos estabilizadores da coluna, sendo o musculo
paravertebral o principal, junto com os componentes do sistema respiratério.

Para compreender o funcionamento das vias metabdlicas glicoliticas e
consequentemente o metabolismo da musculatura paravertebral, € necessario
observar a sinalizagao insulinica da célula.

A sinalizacéao intracelular da insulina comeca com a sua ligacdo a um
receptor especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade
quinase, composta por duas subunidades a e duas subunidades B, que atua
como uma enzima alostérica. A ligacao da insulina a subunidade o permite que a
subunidade B adquira atividade quinase levando a alteracdo conformacional e
autofosforilagdo, que aumenta ainda mais a atividade quinase do receptor (White,
1998; Saad, 1995).

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios substratos
protéicos em tirosina. Atualmente, ja foram descritos inUmeros substratos do
receptor de insulina, porém, merece destacar que quatro desses pertencem a

familia dos substratos do receptor de insulina, as proteinas IRS. Outros substratos
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incluem Shc, Gab-1, p60°* Cbl, JAK2 e APS. A fosforilagdo em tirosina das
proteinas IRS cria sitios de reconhecimento para moléculas contendo dominios
com homologia a Src 2 (SH2). Dentre estas se destaca a fosfatidilinositol 3
quinase (Pl 3-quinase). As fungbes fisioldgicas do IRS-1/2 foram recentemente
estabelecidas através da producao de camundongos sem 0s genes que codificam
o IRS-1 e IRS-2 (camundongos knockout para IRS-1 e IRS-2). O camundongo
que nao expressa IRS-1 apresenta resisténcia a insulina e retardo de
crescimento, mas nao é hiperglicémico (Carvalheira et al., 2002b; Saad et al.,
1995).

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também
pode ser fosforilado em serina, o que reduz a transmissdo do sinal através da
diminuicdo da capacidade do receptor em se fosforilar em tirosina apds estimulo
com insulina. Essas fosforilacbes inibitérias causam feedback negativo na
sinalizagao insulinica e podem provocar resisténcia a insulina. A Pl 3-quinase é
importante na regulagdo da mitogénese, diferenciagdo celular e transporte de
glicose estimulada pela insulina. A PI-3 quinase foi originalmente identificada
como um dimero composto de uma subunidade catalitica (p110) e uma
subunidade regulatéria (p85). A ligacdo dos sitios YMXM e YXXM (onde Y=
tirosina, M= metionina e X= qualquer aminoacido) fosforilados das proteinas IRS
ao dominio SH2 da subunidade p85 da Pl 3-quinase ativa o dominio catalitico
associado. A enzima catalisa fosforilacdo dos fosfoinositideos na posicao 3 do
anel de inositol produzindo fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-difosfato
e fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato. Atualmente, a Pl 3-quinase é a Unica molécula
intracelular considerada essencial para o transporte de glicose. As proteinas alvo

conhecidas dessa enzima sdo a AKT e as isoformas atipicas da aPKC, porém a
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funcdo destas proteinas no transporte de glicose ainda nao esta bem estabelecida
(Carvalheira et al., 2002a).

Além da ativacdo da Pl 3-quinase, outros sinais também sao
necessarios para que a insulina estimule o transporte de glicose. Essa segunda
via envolve a fosforilagdo do protooncogene Cbl a associado com a proteina
adaptadora CAP formando o complexo Cbl-CAP que ao migrar para a membrana
celular interage com a proteina Crkll que fica associada com a proteina C3G que
€ uma proteina trocadora de nucleotideos que catalisa a troca de GDP por GTP
da proteina TC10 ativando-a. Uma vez ativada, TC10 causa um sinal para a
translocacao da proteina GLUT4, em paralelo a ativagao da via da Pl 3-quinase.

A insulina também estimula a mitogen-activated protein (MAP) quinase,
que é uma via iniciada com a fosforilacdo das proteinas IRS e/ou Shc, que
interagem com a proteina Grb2. A Grb2 esta constitutivamente associada a SOS,
proteina que troca GDP por GTP da Ras ativando-a. A ativagdo da Ras requer a
participacao da SHP2. Uma vez ativada, Ras estimula a fosforilagdo em serina da
cascata da MAPK que leva a proliferacdo e diferenciacao celulares. A insulina
aumenta a sintese e bloqueia a degradacao de proteinas através da ativacdo da
mTOR. mTOR controla a translagdo de proteinas diretamente através da
fosforilagdo da p70- ribossomal S6 quinase (p70™%), que ativa a sintese
ribossomal de proteinas através da fosforilacdo da proteina. A mTOR também
fosforila a PHAS1, que aumenta a sintese proteica via aumento da translacao de

proteinas.
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Oxidagdo de
acidos graxos
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Figura 1 — Representacdo esquematica das vias intracelulares da sinalizagéo insulinica.

INS: Insulina ,IRS: Substrato de receptor de insulina, T: Tirosina, S: Serina, PI3K:
Fosfoinositol 3 kinase, AKT: Proteina Quinase B, GSK-3: Proteina quinase da glicogénio,
mTOR: Alvo da rapamicina de mamiferos, P70S6K: Proteina quinase S6 ribossémica e

AMPK: Proteina quinase ativada por AMP.

Nao existe um consenso sobre o comportamento das vias metabdlicas
ao se tratar de escoliose, sendo que esse dado poderia nortear a geragao de
protocolos segmentados na melhora das vias sinalizadoras insulinicas. Aventa-se
a possibilidade de modificagdes significativas no aspecto estrutural da coluna
vertebral, bem como na sua funcionalidade podem estar acompanhadas de
desajustes nas vias de controle metabdlico da musculatura esquelética que

sustenta e organiza as acdes inerentes a coluna.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivos gerais

Este estudo visa analisar o perfil das vias de sinalizagao intracelular
insulinica na porgao cdncava e convexa da musculatura paravertebral de ratos
escoliéticos e ainda, buscar informacdes sobre o perfil histolégico da densidade
alveolar e comparar o eletrocardiograma de ratos normais com ratos induzidos a

escoliose.

2.2 Objetivos especificos

Dentro dos objetivos especificos foram avaliados o0s seguintes
parametros: a) reservas glicogénicas dos musculos paravertebrais, b)
concentracdo de proteina total dos musculos paravertebrais, c¢) avaliacdo da
fosforilagdo das enzimas AKT, mTOR; p70S6k e AMPK nos musculos
paravertebrais do lado cdncavo e convexo, d) densidade alveolar dos pulmdes do
lado cdncavo e convexo, €) Area de secgdo transversa da fibra muscular do
musculo paravertebral do lado concavo e convexo e f) perfil elétrico cardiaco

através do eletrocardiograma.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Parecer do Comité de Etica

O projeto teve aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo
Animal da Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP), sob protocolo n®

07/2012.

3.2 Desenvolvimento

O estudo se divide em trés fases assim definidas: Primeiramente foi
realizada a inducdo da curvatura escoliética (aproximadamente 3 meses). No
segundo momento, foi realizado o eletrocardiograma e a radiografia dos animais
e, no terceiro momento, foram feitas avaliacdes histoldgicas do tecido pulmonar e
dos musculos paravertebrais, analises de glicogénio, da proteina total e

biomoleculares, como demonstra na figura 2.

Analise:
Glicogénio, Proteina
Realizagdo do Total/DNA,
eletrocardiograma e das Biomalecular e
| Indugdo da escoliose I radiografias Histolégica.

| Periodo da 12 a 122 semana | 1? dia da 132 semana 22 dia da 132 5emana|

Figura 2 — Representacao esquematica do periodo experimental.

3.3 Grupos Experimentais

Foram utilizados ratos machos albinos Wistar (Rathus novergicus var,
albinus, Rodentia, Mamalia) com 42 dias de idade adquiridos da empresa
ANILAB® - Paulinia, SP. Os animais foram mantidos no Biotério em gaiolas
coletivas contendo 4 animais em cada, recebendo agua e alimentacao ad libitum
e mantidos em ambiente com temperatura controlada de 23 °C + 2 °C e

iluminacdo adequada, ciclo claro/escuro de 12 horas, com luz acesa a partir das 6
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horas. Os cuidados experimentais seguiram recomendacgdes do Guide for Care
Use of Laboratory Animals National Research Council, (1996).

Os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais, com
n=10, denominados controle (CON) e escolidticos (ESC), que passaram pelo

processo de inducao da curvatura escolibtica.

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 rotagdo 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 irritacao cutanea (figura 3 A e B).

A colocacao 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 3 C e D).
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Figura 3 - Dispositivo anterior e posterior (A), ajuste ao corpo do animal (B), sistema de
cinta regulavel (C e D).

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 4 A e B).
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Figura 4 - Parte anterior e posterior do dispositivo fechado em sistema de cinta regulavel
(A), com destaque para o lado direito, que conta com o anulo de arame para a passagem
da haste que induz a curvatura, ap6s o dispositivo estar ajustado ao corpo do animal (B).

3.6 Inducao da Curvatura

Os animais receberam o dispositivo indutor de escoliose, na fase pos
desmame (42 dias), sendo realizada uma inclinagdo da coluna de
aproximadamente 55° para o lado direito, de modo a induzir uma escoliose
sinistro convexa ou em “C” a esquerda (figura 5: A e B). A angulagéo foi
estabelecida com régua, de modo que cada 0,5 cm de aproximacédo das cinturas
corresponde a aproximadamente 20° de inclinagcdo. O dispositivo foi trocado a
cada 07 dias, por um novo e maior, de acordo com o crescimento do animal,
sendo mantido até a 122 semana de experimento. Todo o protocolo de inducéo
da curvatura escolidtica seguiu os parametros de Silva et al. (2012).

Na figura 5 C pode-se observar o animal com o dispositivo adaptado ao

corpo, durante atividade de deambulacao.
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Figura 5 - Dispositivo indutor pronto (A) e adaptado ao corpo do animal (B), seguido da
condicao de deambulagéo (C).

3.7 Determinacao do peso corporal, do dispositivo e dos alimentos

Semanalmente, os dispositivos e 0os 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 ©.

A ragcdo e a agua foram pesadas antes e depois da alimentacdo dos

animais para realizar a verificagdo da quantidade de ingesta alimentar.
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3.8 Estudo Radiografico

A avaliagdo radiografica foi realizada na clinica de Radiologia da
Faculdade de Odontologia da UNICAMP (FOP-PIRACICABA) sob orientagédo do
Prof. Dr. Francisco Haiter Neto. Os parametros para obtencao das radiografias e
sequente analise radiolégica foram distancia foco-chassi 75cm, intensidade 50Kvp
e 6 impulsos de tempo de exposicao.

Os grupos experimentais foram submetidos a exposicdo ao exame,
sendo que ele ocorreu na 122 semana (imediatamente apds a retirada do
dispositivo). Convém ressaltar que para a realizagdo dos exames, 0S animais
foram sedados com Ketamina-Xilazina (35 mg/kg peso e 4 mg/kg peso) via

intramuscular.

3.9 Mensuracao da angulacao escoliética

Para obtencdo da angulacdo da curvatura escoliética, os exames
radiolégicos foram digitalizados e submetidos a analise no software
ALCIMAGEM 2003. Assim, o vértice da curvatura foi o primeiro ponto a ser
marcado (A1), de modo que a partir desse ponto, duas retas foram tragcadas no
sentido cranial (A2) e caudal (A3). No lado céncavo da curvatura é que se
obteve a angulagcdo escolidtica, de modo que o valor foi obtido a partir da

subtracdo de um angulo de 180¢, conforme figura 6.
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Figura 6 — Obtencado dos dados referente a angulacdo da curvatura escolidtica pelo
software ALCIMAGEM 2003, mostrando o grupo controle (A) e o grupo escolitico (B).

3.10 Analise eletrocardiografica

Para a avaliagdo das ondas e intervalos eletrocardiograficos, os ratos
foram anestesiados com pentobarbital sddico (40 mg/kg) via intraperitoneal
baseado em estudos nos quais foram demonstrados que os barbitdricos néo
alteram o perfil elétrico cardiovascular (Kumar, 1995), mantidos em posicao
supina, com respiragdo espontanea durante o registro do ECG (Figura 7). Os
eletrodos foram conectados aos canais do computador (Heart Ware System) e

registradas trés derivacdes bipolares (DI, DIl e DIll) e nas trés derivacdes



29

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/ VRR). As andlises foram feitas por um Unico

avaliador para minimizar as divergéncias na medida da disperséo.

Figura 7 - Sistema de obtencao do registro eletrocardiogréafico. A) Aparelhagem utilizada
para a realizacao do registro (Heart Ware System); B) Eletrodo com agulha acoplada; C)
Posicionamento dos eletrodos no corpo do animal

3.11 Amostragem

Para coleta das amostras, os ratos foram anestesiados com
pentobarbital sdédico (40 mg/Kg) via intraperitoneal, sendo que as aliquotas dos
musculos paravertebrais coletadas de ambos os lados e prontamente

encaminhadas para avaliacdo bioquimica e histologica.

3.12 Avaliacao das proteinas fosforiladas (Western Blot)

Os animais foram anestesiados pentobarbital sédico (40 mg/Kg), e em
seguida decapitados, amostras do musculo, ambos os lados, foram rapidamente

retiradas, lavadas em solucao salina e alocadas em tampao de extracdo. O
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material extraido foi submetido a homogeneizagdo em tampao de extracao (100
mM Trisma base, pH 7.5, 10 mM EDTA, 100 mM pirofosfato de sédio, 100 mM
NaF, 10 mM NazVO4, 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 remo¢do do material
insolUvel e o sobrenadante 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 ao Western
Blot.

Os reagentes para determinacdo das proteinas totais (Biureto),
SDS/PAGE e Western Blot foram obtidos da Bio-Rad (Richmond, CA, USA). As
membranas de nitrocelulose foram obtidas da Amersham Corp. (Aylesbury, UK).
Ap6s a determinacdo 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. A ligacado dos anticorpos a proteinas nao-especificas foi reduzida por
pré-incubacdo da membrana por 120 minutos com tampdo de bloqueio a

temperatura ambiente (5 % BSA dissolvido em solugcao basal). A membrana de
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nitrocelulose foi incubada, overnight, com anticorpos especificos (anti-pSer473)
AKT (#4058), anti-pAMPK (#2537), anti-pmTOR (#2971), os quais foram obtidos
da empresa Cell Signaling Technology (Beverly, MA), diluidos em solucéao para
anticorpo (3 % BSA dissolvido em solucao basal), e entao, lavada por 15 minutos
com solugao basal (150 mM NaCl, 10 mM Trisma base e 0.02 % Tween 20). A
deteccao do complexo antigeno-anticorpo fixo a membrana de nitrocelulose foi
obtida por quimioluminescéncia, utilizando-se kit comercial da Amersham e
seguindo as orientagcdes do fabricante. Para controle interno da amostra foi
utilizado a B-Actina. Apbés a revelacdo das auto-radiografias, as bandas

identificadas foram quantificadas por meio de densitometria éptica.

3.13 Glicogénio Muscular

Amostras do musculo paravertebral foram coletadas e submetidas a
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 rpm 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

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

expressos em mg/100mg.
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3.15 Analise Histoldgica

3.15.1 Musculo Paravertebral

O musculo paravertebral foi retirado e fixado em suporte de madeira
com tragacanth gum, imerso em isopentano a -80°C por 40 segundos e
imediatamente foi colocado em nitrogénio liquido a -159°C. Os musculos foram
retirados do nitrogénio e mantidos em Biofreezer a -70°C.

Para obtencado dos cortes, os musculos foram descongelados por
aproximadamente 30 minutos até atingirem a temperatura de -23°C, seccionados
transversalmente, com espessura de aproximadamente 10 um, utilizando criostato
e foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE). Para cada animal, foram
selecionados 5 cortes e em cada um deles foram captadas aleatoriamente,
imagens de 5 é&reas, utilizando o software Image Pro-plus 6.2 (Media
Cybernects®) e uma camera digital (JVC) acoplada a um microscépio (Zeiss) com
integracdo a um microcomputador. Todas as imagens foram captadas com uma
objetiva 10x, sendo que o software permitiu visualizar as imagens em uma area
da tela (area de flame) de 190.464,12 pm?. Para a andlise da secgédo transversa
das fibras foram analisadas 15 fibras por area em cada corte, totalizando 375
fibras por animal, de forma aleatéria, segundo técnica morfométrica de Mandarin

de Lacerda et al. (2010).

3.15.2 Pulmao
Andlise da é&rea alveolar, foi procedida por fixacdo em solucao
tamponada de formol a 10%, fragmentos do parénquima pulmonar passaram por
desidratagdo em alcool etilico, diafanizagcao em xilol e inclusdo em paraplast.
Cortes nao seriados de 6 ym de espessura foram obtidos e apos

desparafinizacdo em xilol e hidratacdo em solugdes decrescentes em alcool e
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agua, foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e Picrosirius em uma
concentracdo de 1% (Sirius red em solucdo saturada de &acido Picrico), e
montados em laminas permanentes com Entellan®, as laminas foram cegadas
antes das analises.

Em seguida, as imagens do pulmao foram captadas por uma camera
Olympus BX41 acoplada a um microscépio (Olympus U-KPA), integrado a um
microcomputador, dotado do software Image Pro-plus 6.2 (Media Cybernects®).

Para avaliacdo da densidade de area da porcdo do parénquima
pulmonar, foram obtidas imagens somente da parte aérea, alvéolos, sacos
alveolares e ductos alveolares, excluindo-se os brénquios, bronquiolos e grandes
vasos sanguineos.

Foram selecionados cinco fragmentos de pulm&o por animal, 5 cortes
por fragmentos, 5 areas por corte. Totalizando 125 imagens por animal. A
densidade de area alveolar foi obtida por meio de planimetria por contagem de

pontos segundo Mathueu et al. (1981) e Mandarin de Lacerda et al. (2010).

Os dados em porcentagem foram calculados da seguinte forma:

N2 de interseccoes sobre area alveolar X100

N? total de interseccbes de retas = 88
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Figura 8 - Grade aplicada sobre a imagem do tecido pulmonar no Software Image Pro-

plus 4.0, para a realizacdo da planimetria. Os pontos de intersecgdo das retas

coincidentes sobre a area alveolar foram contados

3.16 Analise Estatistica

Os dados coletados foram tabulados e posteriormente analisados pelo
software estatistico “Graphpad Prism 6”. A andlise estatistica foi procedida pela
aplicacao do teste Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade.

Os dados de peso do dispositivo indutor de escoliose e do
eletrocardiograma, foram considerados paramétricos, assim houve analise de
variancia (ANOVA), seguido de Tukey-Kramer, enquanto os demais dados
passaram pela avaliacdo da analise de variancia de duas vias (Two-way ANOVA),

seguido do teste de Sidak. Em todos os calculos foi fixado um nivel critico de 5%.
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4 RESULTADOS

O peso corporal dos grupos experimentais foram avaliados durante as
12 semanas de experimentacao sendo observado que o grupo escoliético, ao final
do experimento apresentou em média peso 18% menor se comparado ao grupo

controle (figura 9).

500
% * % - ESC

400 S - CON

peso (g)
N w
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*
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-*rTTTTTT T T T T
1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10°11°12°

periodo experimental (semanas)

Figura 9 - Massa corporal dos animais em gramas (g), referente aos grupos controle e
escoliético, representados o periodo experimental da 12 até a 122 semana. Os valores
sao expressos em média + epm, n=10. *p < 0,05 se comparado ao escoliético.

4.1 Peso do Colete

Durante 12 semanas de inducéo de escoliose, 0 peso do dispositivo foi
avaliado no intuito de buscar informacbes sobre uma possivel interferéncia no
procedimento de inducao da curvatura e mostrou-se em média 4,3 = 0,2% do

peso do animal, conforme mostra a figura 10.
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Figura 10 - peso médio em gramas (g) dos dispositivos (D) utilizados durante a
inducéo da curvatura escolittica, da 12 a 122 semana. *p < 0,05 se comparado a

semana anterior.
4.2 Exames radioldgicos

A analise radiografica mostrou que no processo de inducao da
escoliose foi constatada angulacdo de 55° + 2 na 122 semana de estudo
comparada ao controle 1.2° + 1 indicando valores 4583% maiores.

Foi observado que o grupo submetido ao desenvolvimento da escoliose
no periodo de 12 semanas apresentou severidade na angulacdo da curvatura
comparado ao controle, como mostra a figura 11.

Observando a radiografia, foi feito circulos ao redor dos processos
espinhos com o intuito de verificar rotacdo das vertebras, algo visto nos animais

submetidos a escoliose (figura 11).
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Figura 11 — Exames radiograficos com marcacao dos processos espinhosos nos grupos
experimentais, sendo controle (CON) e escoliético (ESC), na 12° semana do estudo para

demonstrar as rotacoes vertebrais.
4.3 Controle de ingesta

Tendo em vista as alteragdes no peso dos animais foi avaliado o indice
de ingesta e nao foi observado diferenga no consumo liquido (4gua) ou sélido
(ragdo) no grupo escolidtico se comparados ao grupo controle, como mostra a
tabela 1.

Tabela 1 - Controle da ingesta sélida (g) e liquida (mL) dos grupos controle (CON) e
escoliotico, durante as 122 semana de estudo (ESC). Os valores estdo expressos em
média + epm.

Ingesta CON ESC
Agua (mL) 35.3+4.2 30+3.3
Racao (g) 68.4 +3.4 64.2+2.5
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4.4 Exame eletrocardiografico

A avaliacao eletrocardiografica (ECQG) foi realizada na 122 semana de
estudo, condicdo na qual os animais apresentavam-se depois da ultima semana
de inducdo da curvatura escolidtica. Nesta avaliacdo foi verificado que a
frequéncia cardiaca (bpm) ndo apresentou diferencga significativa entre os grupos
sendo de 151 £ 30 bpm no controle e 169 + 22 bpm no escolidtico.

Dentro do perfil de andlise cardiaca, determinou-se o eixo elétrico
ventricular por meio do SAQRS, onde foi verificado a angulagdo de 88° + 3 no
controle (CON) e 992 + 2° no escolidtico (ESC), o que indica um desvio de 112

(p<0,05) em decorréncia da escoliose (figura 12).

Figura 12 - Posicao anatdbmica do coragao no grupo controle (A) e escolidtico (B). A
seta representa o eixo médio do coracgao.

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

+ 3.0 ms no grupo controle e 45 + 4.0 ms no escoliético.



39

Em relacdo ao tempo do intervalo QRS (ms), nota-se que o grupo
controle apresentou 59 + 7,4 ms, enquanto que o grupo escoliético apresentou
valor de 69 £ 1.1 ms, sendo que este padrdao nao apresentou alteragdo. O mesmo
perfil foi observado ao se avaliar o intervalo QTc (a partir da correcao pela féormula
de Bazett), que apresentou 203 + 6.5 ms no grupo controle e 216 = 5,5 ms no

grupo escoliotico.

4.5 Glicogénio Muscular

Tendo como base a concavidade (direita) e convexidade (esquerda) da
curvatura escolidtica foram analisadas as reservas glicogénicas dos musculos
paravertebral (PV) direito (D) e esquerdo (E). No grupo controle, os musculos
PVD e PVE nao diferiram, por outro lado, os musculos do grupo escoliético
apresentaram reservas menores se comparados ao controle atingindo valores

17% e 22% respectivamente no PVD e PVE, conforme figura 13.



40

=
(3

(=]

KN
i
&
O

o
(X

o
N

mg/100mg

=
-

0.0

|
PVD
Amostras

Figura 13 - Conteudo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos; paravertebral (PV), direito
(D) e esquerdo (E) dos grupos controle (CON) e escolidtico (ESC). Os valores

correspondem a média = epm, n=10. *p<0,05 comparado ao CON ipsilateral.

4.6 Concentracao de Proteinas Totais

Na avaliagdo da concentracdo de proteinas totais dos musculos
paravertebrais, observou-se que o0 grupo escolidtico apresentou valores em
média 11% e 13% menores se comparado ao controle, do lado direito e
esquerdo respectivamente, além de uma diferenca significativa na comparacao

intragrupo dos animais escoliéticos.
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Figura 14 - Concentragdo muscular de proteina total (mg/100mg) dos grupos controle
(CON) e escolidtico (ESC), sendo do lado convexo (esquerdo, E) e céncavo (direito, D).
Os valores correspondem a média = epm, n=6. *p < 0,05 comparado ao CON ipsilateral

e #p < 0,05 comparado ao ESC contralateral.
4.7 Anadlise das Proteinas Fosforiladas

Tendo em vista que o musculo esquelético responde a estimulos
fisiologicos remodelando-se para se adaptar as demandas impostas pelo
estimulo, é consenso na literatura que estimulos extracelulares que chegam a
membrana celular interagem com receptores ativando vias de sinalizacao
intracelular, as quais resultam em alteracées na transcricdo génica e sintese
proteica e consequentemente promovem o remodelamento da musculatura.

Observando o perfil enzimatico foi avaliado a fosforilacdo da
subunidade do receptor de insulina IR sendo observado que houve fosforilagéo
27% maior na fosforilagcdo da IRS1 do musculo paravertebral convexo (esquerdo)
do grupo escolidtico em relacao ao lado direito do mesmo grupo. O grupo controle
apresentou um aumento de 34,96% e 7,70% maiores em relacdo ao grupo

escolidtico do lado direito e esquerdo, respectivamente. (figura 15).
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Figura 15 - Porcentagem de fosforilagdo da enzima IRS1 no mdsculo
paravertebral (PV) do lado convexo (esquerdo, E) e céncavo (direito D) dos
grupos controle (CON) e escoliético (ESC). Os valores correspondem a média *
epm, n=3. *p < 0,05 comparado ao CON ipsilateral e #p < 0,05 comparado ao
ESC contralateral.

Para avaliar o comportamento das vias sinalizadoras da insulina,
hormonio responsavel tanto pelo equilibrio da homeostase metabdlica quanto pelo
controle da interface anabolismo/catabolismo, continuou-se avaliando o
comportamento da enzima AKT e foi observado que a fosforilacdo da enzima
apresentou-se 73% maior no musculo paravertebral esquerdo em relacdo ao
musculo paravertebral direito do grupo escoliético e dos musculos do grupo

controle ( figura 16).
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Figura 16 - Porcentagem de fosforilagdo da enzima AKT no mdusculo
paravertebral (PV) do lado convexo (esquerdo, E) e céncavo (direito, D) dos
grupos controle (CON) e escoliético (ESC). Os valores correspondem a média +
epm, n=3. *p < 0,05 comparado ao CON ipsilateral e #p < 0,05 comparado ao
ESC contralateral

Acompanhando a atividade das enzimas, passou-se a avaliar a
fosforilacdo da enzima AMPK sendo observado que no musculo paravertebral
esquerdo do grupo escolidtico, a fosforilagdo da enzima foi 33,03% menor se
comparado ao paravertebral direito do mesmo grupo, no entanto o grupo controle
demonstrou atividade de fosforilagdo da enzima 27,36% e 59,63% maiores em

relacdo ao lado direito e esquerdo do grupo escoliético, como mostra a figura 17.
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Figura 17 - Porcentagem de fosforilagdo da enzima AMPK no mdusculo
paravertebral (PV) do lado convexo (esquerdo, E) e cbncavo (direito D) dos
grupos controle (CON) e escoliético (ESC). Os valores correspondem a média +
epm, n=3. *p < 0,05 comparado ao CON ipsilateral e #p < 0,05 comparado ao
ESC contralateral.

Baseado na integracdo entre os sistemas homeostaticos passou-se a
avaliar a porcentagem de fosforilagdo da enzima mTOR (proteina alvo/sensivel a
rapamicina) sendo observado reducao de 25,43% na fosforilacdo da enzima no
musculo paravertebral direito comparado com o esquerdo do grupo escoliético e
26,66% se comparado ipsilateralmente em relagdo ao grupo controle, como
mostra a figura 18. Neste mesmo perfil de anélise foi avaliado a fosforilacdo da
enzima p70S6K sendo observado que no lado convexo (esquerdo) do grupo
escolidtico a fosforilagdo foi 8% maior se comparado ao lado concavo (direito) do
mesmo grupo. O grupo controle apresentou valores superiores em relagcao ao
grupo escolidtico em 59,97% e 40,01% do lado direito e esquerdo,

respectivamente, acompanhando o comportamento da enzima mTOR, uma vez
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que, a mTOR funciona como sensor da disponibilidade de nutrientes e também

atua no crescimento celular junto com p70s6k (figura 19).
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Figura 18 - Porcentagem de fosforilagdo da enzima mTOR no musculo
paravertebral (PV) do lado convexo (esquerdo, E) e cbncavo (direito D) dos
grupos controle (CON) e escoliético (ESC). Os valores correspondem a média +
epm, n=3. *p < 0,05 comparado ao CON ipsilateral e #p < 0,05 comparado ao
ESC contralateral.
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Figura 19 - Porcentagem de fosforilagdo da enzima p70S6K no musculo
paravertebral (PV) do lado convexo (esquerdo, E) e céncavo (direito D) dos
grupos controle (CON) e escoliético (ESC). Os valores correspondem a média *
epm, n=3. *p < 0,05 comparado ao CON ipsilateral e #p < 0,05 comparado ao
ESC contralateral.

4.8 Analise Histoldgica

Com intuito de verificar a anatomia pulmonar dos ratos induzidos a
escoliose, foi analisado a planimetria do pulmao, observando a densidade de area
alveolar, a qual se mostrou superior no grupo controle com valores 39,47% e
44 38% em relacdo ao grupo escolidtico nos pulmdes direito e esquerdo,

respectivamente, como visto na figura 20.
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Figura 20 - Porcentagem de densidade da area alveolar no pulméao (PU) do lado convexo
(esquerdo, E) e céncavo (direito D) dos grupos controle (CON) e escoliético (ESC). Os
valores correspondem a média + epm, n=10. *p < 0,05 comparado ao CON ipsilateral.

Para finalizar, foi realizado a analise histologia do musculo
paravertebral do grupo escoliético, a fim de observar se houve comprometimento
no tamanhos e no area de seccao transversa das fibras, no entanto nado houve

diferencga estatisticas entre os lados, conforme visto na figura 21.
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Figura 21 — Histologia do musculo paravertebral (PV) do lado convexo (esquerdo, E) e
cbncavo (direito D) do grupo escolidtico. Sendo, n a quantidade de fibras. Os valores
correspondem a média £ epm, n=10.
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5 DISCUSSAO

Estudos sobre escoliose na condi¢gdo experimental podem ser de grande
importadncia no que diz respeito a projecao de estudos em humanos. Assim,
Gorman e Briden (2009) reforcam o fato de que a escoliose nao € exclusiva dos
humanos e nem tdo pouco da postura bipede, haja vista que mamiferos, onivoros,
répteis e anfibios podem apresentar essa condicao. 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 é favoravel ao fator replicabilidade em todas as fases, conforme
pode ser observado no presente estudo.

Um fato importante a ser destacado sobre a metodologia, se deve a
relevancia da inducdo da curvatura escolidtica, 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, ou seja, 12 semanas de inducdo da
curvatura escolidética empregado no presente estudo, Sarwak et al. (1988)
alegaram que no periodo de seis semanas ja se tem a curvatura escoliotica,
sendo que a partir da 122 semana de estudo a curvatura nao progride mais, uma

vez que isso foi observado em condicao 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 122 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 nao é possivel em casos
cirurgicos (invasivos). No presente estudo, a mesma metodologia foi realizada
COm sucesso.

Com foco no peso dos animais, constatou-se que 0S Qrupos
escolidticos, apresentaram peso menor. E importante salientar que isso ndo se
refere a perda de peso, uma vez que em nenhum momento 0s animais
escoliéticos apresentaram-se com peso corpéreo superior ao controle. Por outro
lado, tem-se o0 peso do dispositivo que equivale a apenas 4,3% do peso corporal
do animal, de modo que, seja improvavel esse peso induziu o maior gasto
energético devido a sustentagao 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 ndo deve ultrapassar
5% e 10% do peso corporal de criancas em idade pré-escolar e em nivel de 1°
grau respectivamente, haja vista que € nessa fase em que as alteragbes de
ordem patoldgica podem ser mais facilmente induzidas ou potencializadas.

No que se refere ao peso corporal, o indice de ingesta também nao
apresentou diferenca entre os grupos avaliados na 112 semana de inducéo

escolidtica. Nem mesmo em nivel hipotalamico foi constatada alteragdo na
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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 (Parametro avaliado, mas nao inserido nesta dissertacao).

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

O exame radiolégico convencional reitera a indugdo da curvatura
escoliética e bem como a manutencao desta em periodos posteriores a retirada
da coleta, como publicado por Silva et al. (2012). Do ponto de vista biomecanico e
funcional, a metodologia de indugdo mostrou-se eficaz, ao passo que o grupo
escoliético apresentou curvatura escoliética em “C” sinistro convexa com rotagao
vertebral, em nivel toracolombar.

A fim de obter uma anadlise fidedigna, o presente estudo mensurou as
curvaturas escoliéticas no software Alcimagem 2.1, por se assemelhar com a
metodologia do angulo de Cobb, que é o padrdo ouro na mensuracao da
escoliose (Cunha, Rocha e Cunha, 2009).

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 rotacdo vertebral no
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modelo animal, ao correlacionarem a curvatura escolidética com as articulagdes
costovertebrais.

Referindo-se a angulagdo da curvatura escolidtica, estudos apontam
que escolioses maiores que 45° sao consideradas graves e nao apresentam
resultados satisfatorios frente a intervencdo nao invasiva, sendo assim, a
indicacao é cirurgica (Zaborowska-Sapeta et al., 2011; Sarwahy et al., 2011),
situacdo encontrada no presente estudo, o qual avaliou a angulacdo na 122
semana de inducao, constatando-se 55° + 2 de curvatura sinistro convexa no
grupo escoliotico.

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 conformagao da caixa toracica e sua relagdo com
as vértebras toracicas, que na condigdo escolidtica podem sofrer rotacao e alterar
as dindmicas ventilagao/perfusao (Liu et al., 2010; Neira et al., 2011).

O sistema cardiorrespiratério tem sido alvo de investigacdes frente a
escoliose, pelo fato de que as estruturas envolvidas na deformacédo estédo
diretamente correlacionadas anatomicamente e funcionalmente (Rowe et al.,
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
regurgitacao tricuspide tida como anormalidade funcional mais comum (11,3%),
enquanto que a comunicacao interatrial apresentou-se como a anormalidade
estrutural mais comum (8,7%).

Ainda é necessario considerar que a literatura esta focada na avaliacao



53

de humanos, assim, na década de 80, um grande estudo avaliou o perfil
cardiovascular de 802 humanos escoliéticos e ndo encontrou diferenga entre
diferentes parametros das ondas eletrocardiograficas (Hwang et al.,1982). Neste
periodo, também foi realizada uma avaliagdo eletrocardiografica em pacientes
com escoliose severa e com cifose e ndo foi verificado diferenga significativa
sugerindo que mudancas eletrocardiograficas nao tem correlacdo com as
deformidades ciféticas ou escoliéticas (Peter, 1987).

Ha estudos que sugerem que desordens cardiovasculares
frequentemente sdo detectadas em pacientes escoliéticos, no entanto, estas
alteracoes, sempre acompanham sindromes como por exemplo, a sindrome de
Marfan’s, ataxia de Friedreich’s indicando uma forte relacdo génica (Godfrey,
1970). Esta sugestao foi reiterada no estudo de Choudhry et al. (1988) onde foi
verificada a presenca de potencial evocado indutores de artefatos
eletrocardiograficos representados por taquicardia supraventriculares, no entanto,
este padrao ocorreu somente em criangas com a sindrome de Goldenhar .

Mais recentemente, Durmala et al. (2006) avaliaram 90 criancas
portadoras de escoliose com idade variando de 7 a 18 anos e observaram que
44% dos pacientes apresentavam elevacdo no tempo do intervalo QRS e
sugeriram que as alteragdes podem ter relacées com desvios no eixo do coragédo
induzido pela deformidade.

Stubgen (2008) relatou anormalidades na conducédo de potenciais
elétricos na camara ventricular direita em humanos portadores de sindrome da
rigidez da coluna e sugeriram que esta alteracdo acompanha outros eventos

como a taquiarritmia supraventricular em hipdxia ou a hipercapnia.
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Para observar se ha alteracdes cardiacas em ratos submetidos a escoliose,
sem o comprometimento metabdlico de técnicas invasivas, o presente estudo
investigou o perfil elétrico do coracdo, nota-se que houve alteracdo no eixo
elétrico ventricular, condicao potencialmente induzida pela curvatura escolibtica.
No entanto, ndo houve diferenca na frequéncia cardiaca e nem na propagacao
dos sinais elétricos nas camaras cardiacas.

O aspecto metabdlico da musculatura também foi alvo de
investigacdes, sendo que apos a instalacao da curvatura escolibtica, as reservas
glicogénicas dos musculos paravertebrais apresentaram-se reduzidas e convém
ressaltar que o hemicorpo esquerdo (convexo) apresentou redugdo em maior
severidade, porém sem significancia estatistica se comparada ao lado direito
(cbncavo). Isso evidencia a alteracao metabdlica do tecido muscular na condicao
escoliética, que se mostrou em média 19,5% mais comprometida quando
comparada ao controle.

E importante salientar que o musculo esquelético é dotado de uma
capacidade estrutural e metabdlica de se adequar as mais diversificadas
condicdes 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 alterac6es miopaticas
no lado céncavo e neuropaticas no lado convexo. Os animais escoliéticos ainda
apresentaram menor porcentagem de fibra tipo | em ambos os lados, sendo que
essa alteragdo foi atribuida a deformidade. E importante salientar, que no estudo

supracitado a metodologia foi invasiva, mas nao foi expressa de forma clara.
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No estudo de Werneck et al. (2008), a escoliose experimental foi
desenvolvida em coelhos por meio da costotransversectomia, sendo que a
vertebra T8 foi tida como vértebra vértice. Nos achados histoquimicos e
morfolégicos, destaca-se que na convexidade houve proliferacdo de conjuntivo e
reacao inflamatoéria, seguida de isquemia. Dessa forma, os autores apontam que
frente ao quadro escolidtico, o tecido muscular pode sofrer alteracées importantes
induzidas por isquemia. Isso pode ter influenciado o comportamento das reservas
glicogénicas dos grupos escolidticos em comparacdo ao grupo controle do
presente estudo.

Do mesmo modo, estudos apontam que individuos escoliéticos podem
apresentar anormalidade na tipagem das fibras musculares, bem como no
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, condi¢ao
apontada por estudos de eletromiografia (Gaudreault et al., 2005).

No mesmo sentido de investigacao, 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, o0 grupo escolidtico apresentou simetria na
ativacdo neuromuscular entre os lados direito e esquerdo (concavo/convexo),
seguido de maior resisténcia a fadiga, fato este que contrariou os pressupostos

previamente estabelecidos.
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Dessa forma, o comportamento metabélico da musculatura dos animais
escolidticos, foi uma resposta a modificagbes do comprimento muscular, haja
vista que isso pode alterar o ponto em que o musculo gera tensdo maxima,
conforme apresentado pelo estudo de Savelberg e Meijer, (2003), que avaliaram a
musculatura de ciclistas em diferentes condi¢g6es do ciclo contragao/relaxamento.

Em relagédo a analise de proteina total, foi observado valores reduzidos
no grupo escolidtico, tendo diferenca entre os musculo paravertebrais, com maior
acometimento do mdusculo paravertebral esquerdo. Esses achados merecem
destaque, uma vez que a relacdo comprimento tensdo pode explicar o fato de um
musculo alongado (convexo) ser favoravel a sintese proteica. Porém, isso nao
necessariamente significa que essa condicdo €& favoravel ao melhor aporte
energético (Aquino et al., 2007; Udaka et al., 2008).

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

O estudo de Joe (1990), constituiu em desenvolver escoliose em ratos,
por meio da estimulacao elétrica, condicdo que resultou em curvatura de 18°, ao
fim de trés semanas de estimulagcdo. Observou-se que no lado estimulado
(cbncavo), houve aumento significativo de fibras tipo |, sendo que a convexidade
apresentou maior quantidade de fibras do tido Il. Isso sugere que tal condicédo
possa ter sido acompanhada de alteracdo metabdlica, conforme os achados do

presente estudo.
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Em relagdo 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
(cbncavo/convexo). Esse estudo cogitou a hipétese de que a metodologia
(transversectomia) de inducéo foi responsavel por esses achados (Werneck et al.,
2008). Ainda que o tipo de fibra pode determinar o metabolismo.

No que diz respeito ao lado cdéncavo 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 atencao na
reducdo do comprimento muscular, € necessario elucidar que a manutencao na
posicdo encurtada pode favorecer o aparecimento de contraturas musculares
(Endlich et al., 2009). Dessa forma, os animais submetidos a indugéo escolidtica
podem estar sujeitos a alteragcdes desencadeadas pela reducdo do ciclo
alongamento/encurtamento, possivelmente diminuindo a concentracdo de
proteina total, algo visto no grupo escoliético em comparacao ao controle.

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 nao a
imobilizagéo.

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

animais, nao estdo 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 et al., 2011).

De forma consensual, a literatura é vasta quanto aos efeitos da
imobilizacdo/contensdo no tecido muscular, que responde com hipotrofia,
alteracoes metabdlicas, bioquimicas e estruturais, tudo isso culminando em
alteracao 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 catabdlica que culmina em
hipotrofia/atrofia (Ferreira et al., 2004).

Ao integrarmos os dados deste estudo podemos verificar que houve
aumento na fosforilagdo do IRS1 em serina e pode ser uma das causas na
reducao da funcionalidade do GLUT 4, diminuindo a translocagao de glicose em
adipdcitos e em musculos esquelético (Tanti et al., 1994), consequente reduzindo
o conteudo de glicogénio observado no musculo paravertebral convexo com maior
severidade, quanto no céncavo do grupo escoliético, considerando-se que este
musculo se encontra encurtado e em um status metabdlico diferenciado. Essa
situacdo pode ser encontrada com taxas baixas de fosforilacdo de IRS-1, algo
encontrado no grupo escoliético, sendo que a alta fosforilacdo em serina pode
levar a uma condi¢do patolégica ou mesmo a quadros de resisténcia insulinica
(Gual, Le Marchand-Brustel e Tanti, 2004).

Ainda, uma ativacédo constante do IRS-1 por tirosina pode promover o

crescimento celular e desencadear respostas contra a apoptose, condigdo



59

encontrada frequentemente em individuos com cancer, os quais utilizam
medicamentos para promover a fosforilacdo em serina (Mamay et al., 2003; Gual,
Le Marchand-Brustel e Tanti, 2005).

Neste contexto, foi observado que a fosforilagdo da enzima AKT, a qual
se demonstrou alta no muasculo paravertebral esquerdo (convexo) em
comparacao ao musculo paravertebral direito (céncavo) e ao grupo controle, uma
vez que a regulacao da sintese de glicogénio necessita da fosforilagdo da enzima
AKT que pode fosforilar e inativar a GSK-3 diminuindo a ativagao da glicogénio-
sintetase (Cross et al., 1995), resultando em baixas taxas de glicogénio, afim de
realizar ativacdo da p70S6K para iniciar a cascata da mTOR e iniciar o processo
de sintese de proteinas, uma vez que os niveis das enzimas p70S6K e mTOR
estao elevados no musculo paravertebral esquerdo.

Com relacao a fosforilagdo da enzima AMPK foi observado menor
fosforilacdo no musculo paravertebral convexo contribuindo para as menores
reservas glicogénicas, em consequéncia da ativacdo rapida da AMPK ser
originada de estresses metabdlicos como exercicios fisicos, estados de hipdxia,
hiperosmolaridade, a fim de recuperar os valores da glicemia através do equilibrio
metabdlico musculo esquelético, hepatico e adiposo (Long e Zierath, 2006).
Possivelmente, tais situagdes estressoras nao ocorreram pelo estado de
imobilizacdo muscular ocasionado pelo colete, ainda demonstra ndo realizar
ativacao da enzima mTOR.

Quando a fosforilagdo da enzima p70S6K foi observado maiores
valores no lado convexo indicando que acompanha a dindmica da enzima mTOR
responsavel pelo crescimento e proliferacdo celular, sendo que os valores altos

da mTOR podem ser justificados em decorréncia da fosforilagdo em serina do
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IRS-1, uma vez que esse mecanismo envolve caminhos de sinalizagdo da mTOR,
aumentando sua fosforilacdo (Carlson, White e Rondinone, 2004). O valor
elevado da mTOR, ainda pode ser explicado pelo aumento da atividade da
enzima AKT.

Observando a area de seccao transversa do musculo paravertebral
dos ratos escolidticos, ndo foi evidenciado situagdo de atrofia muscular, algo
encontrado na imobilizacdo ou desnervacdo muscular (Fernandes et al., 2005;
Smith et al., 2000), demonstrando que o método de indugao por Silva et al. (2012)
nao gera alteracoes deletérias além das ocasionadas pela escoliose.

Ja é sabido que pacientes com escoliose, 0os quais apresentam
quadros de rotacdo vertebral, tém uma deficiéncia no sistema respiratério
diminuindo os volumes pulmonares (Takahashi et al., 2007; Newton et al., 2005),
porem nao ha analises histolégicas do tecido pulmonar em modelos
experimentais ndo invasivos desta patologia, assim o presente estudo observou a
densidade de area-alveolar. Visto que o grupo escolidético demonstrou valores
inferiores na area alveolar em relacdo ao grupo controle, conclui-se que o0s
animais apresentam comprometimento tanto nos volumes pulmonares como nos

tecidos alveolar responsaveis pela perfusao.

CONSIDERACOES ADICIONAIS
1. Em relagdo ao rato escoliético ndo crescer é importante ressaltar que a
capacidade do sistema ésseo atingir seu crescimento maximo depende de
fatores hormonais, nutricionais e fisicos (cargas axiais). As cargas axiais
sobre o esqueleto que sao proporcionadas pela gravidade e pelas

contracbes musculares (gerando o efeito piezoeléctrico sobre os cristais de
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hidroxiapatita do 0sso). Se ele se desloca menos com o colete, é possivel
que o esqueleto esteja sendo menos estimulado.

Se o colete é colocado em uma fase de grande estimulo para o
crescimento deve-se considerar que o colete (a 6rtese) engloba cerca de
+/- 80% do corpo todo do animal, o que pode ter grande repercussao no
crescimento dele como um todo (a estrutura esquelética sofrendo menores
influéncias das forcas fisicas). Assim mesmo, se ele se deslocar igual aos
outros ratos, é possivel que o seu esqueleto ainda esteja sendo menos
estimulado. Por outro lado, o musculo cresce por estimulos de tragdo que
0S 0ss0s em crescimento exercem sobre eles. Se 0s 0ssos crescem
menos, 0s musculos irdo acompanhar essa tendéncia. Segundo a lei de
Wolf, a estrutura menos estimulado ira ter menor desenvolvimento.

Em relacdo aos musculos, a proteogénese muscular proporciona hipertrofia
e hiperplasia, o que certamente resultaria num indice maior na relagao
proteinas totais/DNA. No animal escoliético, acredita-se que possa ocorrer
0 seguinte:

- Vamos lembrar que o colete trara imobilizagdo. Portanto o estimulo para a
hipotrofia esta instalado, seja no lado céncavo ou no lado convexo. A
relagdo comprimento/tensao tanto do lado céncavo quanto do lado convexo
esta alterada, comprometendo a capacidade de geracao de forca dos dois
lados, acentuando a perda de forca e massa muscular. No lado convexo e
pela principio da adaptabilidade, ele tera um estimulo para desenvolver a

hiperplasia (aumento dos sarcémeros em série).
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4. O lado cbéncavo acaba sendo mais funcional para o rato pela maior
facilidade que ele encontrard em atuar a favor do lado céncavo, o que

podera também gerar diferencas em algumas analises entre os lados.
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6 CONCLUSAO

1- O periodo de 12 semanas promoveu a curvatura escolibtica;
comprovado pela presenca da curvatura com rotacdo vertebral mesmo sem o

colete.

2-As alteracdes constatadas nos grupos escoliéticos sugerem alteracao no
padrao energético da musculatura paravertebral, fato que indica um diferencial

metabdlico entre as curvaturas concavos e convexos.

3- As alteracdes metabdlicas acompanham as diferencas na atividade das
vias insulinicas sendo um fator adicional na alteragcdo vertebral classica da
escoliose.

4- Na escoliose o tecido pulmonar apresentou alteracbes na densidade
alveolar, indicando comprometimento na homeostasia respiratéria.

5- Sugere-se que novos estudos possam reavaliar as diferentes
metodologias aplicadas no tratamento da escoliose podendo contribuir para o
aprimoramento de protocolos aplicados em individuos que sofrem com as

deformidades causadas pela escoliose.
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