UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FISIOTERAPIA

LUCIANO JULIO CHINGUI

AVALIACAO DO CONTROLE AUTONOMICO
CARDIOVASCULAR, DO GLICOGENIO MUSCULAR E DE
CITOCINAS PLASMATICAS EM RATOS ESCOLIOTICOS

SAO CARLOS
2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FISIOTERAPIA

Luciano Julio Chingui

AVALIACAO DO CONTROLE AUTONOMICO
CARDIOVASCULAR, DO GLICOGENIO MUSCULAR E DE
CITOCINAS PLASMATICAS EM RATOS ESCOLIOTICOS

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduagdo em
Fisioterapia da Universidade Federal de S&o Carlos,
para obtencdo do Titulo de Doutor em Fisioterapia.
Area de Concentracdo: Processo de avaliagdo e
intervencdo em  fisioterapia cardiovascular e
respiratoria.

Orientadora: Profa. Dra. Aparecida Maria Catai
Co-orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/lUFSCar

C539ac

Chingui, Luciano Jdlio.

Avaliacao do controle autondmico cardiovascular, do
glicogénio muscular e de citocinas plasmaticas em ratos
escoliéticos / Luciano Jalio Chingui. -- Sdo Carlos : UFSCar,
2014.

124 1.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sdo Carlos,
2013.

1. Fisioterapia. 2. Escoliose. 3. Exercicios de

alongamento. 4. Interleucinas. 5. Frequéncia cardiaca. 6.
Presséo arterial. I. Titulo.

CDD: 615.82 (20%)




FOLHA DE APROVACAO

Membros da Banca Examinadora para Defesa de Tese de Doutorado de

LUCIANO JULIO CHINGUI, apresentada ao programa de Pés-Graduagio
em Fisioterapia da Universidade Federal de Sdo Carlos, em 06 de junho de

2013.

Banca Examinadora

Profa. Dra. Aparecida Maria Catai
(UFSCar)

r. Nivaldo Antm

Prof.
(
(UFSCar)
e
Profa. Dra. Aludrey Borghi e Silva
(UFSCar)

Prof. Dr. Claudio Alexandre Gobatto
CAMP)

Prof. Dr. Rifaldo Roberto dé Jes uirro

(USP)



Estudo realizado no programa de Pds-Graduacdo em
Fisioterapia da Universidade Federal de Sdo Carlos,
em parceria com o Laboratério Interdisciplinar de
Pesquisa da UNIMEP e o Laboratério de fisiologia do
Exercicio Experimental da USP/RP.



VI

Ao meu amado filho Matheus Chingui, a quem
desejo conduzir pelos caminhos do saber
cientifico para que ele desde ja se apaixone pela
diversidade e beleza da criacdo divina, e possa
apreciar tamanha grandiosidade macro e
microcosmica por meio da janela do
conhecimento cientifico. Dedico!



Vil

“Meco o valor de um homem pela medida em que
ele se liberta de seu préprio eu.”
Albert Einstein.


http://pensador.uol.com.br/autor/albert_einstein/

VI

AGRADECIMENTOS

Penso que agradecer é reconhecer a pequenez, a fragilidade e a incapacidade de
elaborar e materializar qualquer pensamento estruturado sozinho.

Por isso gostaria primeiramente de agradecer a Deus que é a fonte de fomento a
toda forma de intelectualidade. Agradeco a Deus por me livrar da guerra, da morte, por me
colocar num solo longinquo, porém, seguro, por me apresentar a tantas pessoas diferentes,
por me ensinar que os lagos familiares vao muito além daqueles transcritos pelo mRNA.
Te agradeco Deus por me conduzires por veredas ora sinuosas, ora retilineas, repletas de
desafios de toda natureza, te agradeco por me alimentares de sabedoria e forca
cotidianamente, te agradeco pela possibilidade de realizar mais um trabalho intelectual,
pelo valor inestimavel de mais uma defesa, sei muito bem de onde me tiraste e onde me
colocas hoje. Sei que ndo estou pronto, sou uma pedra, ndo tdo bruta quanto antes, ja
possuo algum esplendor, mas, tenho plena clareza de que estou no teu processo de
lapidacdo sem fim. Tenho a certeza de que esta na hora de voltar as origens e doar daquilo
que me foi dado.

Quero agradecer ao meu pai Jalio e a minha méezinha Dorcas pela criacdo, pelo
apoio incondicional em todos os momentos, ainda que a grandes distancias. Agradeco aos
meus irmaos e aos meus primos por adocao pelas oracbes e todo suporte em todos 0s
momentos.

Quero agradecer aos meus amigos lIsaias e Margareth pelo apoio imensuravel, por
terem sonhado comigo o sonho da academia, do mestrado e do doutorado, hoje os trés
sonhos se concretizam.

Agradeco a minha orientadora professora Catai por todo o zelo na orientacéo, pelos
ensinamentos, pelo apoio, pela paciéncia, e pela amizade.

Meu agradecimento ao meu co-orientador professor Carlos. Pelos ensinamentos que
transcendem o saber cientifico, pela paciéncia, por ter me conduzido pelos caminhos da
ciéncia com tanto zelo e criatividade, por ter me ensinado a contemplar com olhos de aguia
toda a natureza que me margeia, e a valorizar todas as nuances que emanam de um ser
humano.

Agradeco & minha amiga de todos os momentos, a Eza, pelo apoio, pela parceria e
pela amizade.

Meus agradecimentos aos meus bons amigos e companheiros do grupo de pesquisa

Daia, Eder e Adriano, pela parceria, amizade, oracGes e contribui¢fes nesse trabalho.



Agradego ao prof. Hugo Celso Dutra Filho pelo acolhimento, ensinamentos, pela
disponibilizagdo de seu Laboratdério na USP/RP e materiais utilizados na coleta de dados
dos experimentos de VFC e barorreflexo. E, ao Jodo Henrique pelo suporte na realizagdo
dos experimentos de VFC e barorreflexo.

Agradeco a amiga Silvinha pela sua importante contribuigdo e amizade.

Agradeco aos membros da banca, prof. Nivaldo, profa. Anielle, prof. Gobatto e
prof. Rinaldo por aceitarem contribuir com a construcéo dessa tese, sdo professores pelos
quais tenho muito respeito e estima, e que vém contribuindo de forma muito relevante no
meu processo de formacdo cientifica.

Por fim, agradeco a todos os meus amigos pelas oracGes, pelo apoio em todos 0s
momentos, a todas as pessoas que contribuiram para meu crescimento profissional e

pessoal, eu sou o resultado da confianca, da forca e das oracGes de cada um.



RESUMO

As alteracOes anatdbmicas da coluna vertebral tém sido investigadas em estudos clinicos e
experimentais. O presente trabalho concentrou suas analises em trés vertentes: A escoliose
e suas alteragdes no perfil metabolico da musculatura paravertebral e peitorais (estudo 1),
as influéncias da escoliose e do exercicio de alongamento sobre a concentragao de
citocinas plasmaticas (estudo II) e o status da fungdo autondmica cardiovascular frente a
implantacao da escoliose (estudo III). Os trés estudos foram realizados com ratos machos
divididos em diferentes grupos experimentais, com n total de 68 animais. Para a
implantacdo da escoliose foi utilizado um modelo ndo invasivo constituido por um colete
de filme de policloreto de vinil (PVC). Os dados foram apresentados em média +epm. Para
a avaliacdo estatistica os dados foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov, sendo que nos estudos I e II foi seguido da andlise de variancia ANOVA e post
hoc de Tukey (p<0,05), no estudo III teste t-Student ou pela soma dos ranks no teste de
Mann-Whitney (p<0,05). No primeiro estudo o grupo escolidtico recebeu a aplicagdo do
colete desde as fases iniciais de crescimento (pos-desmame) até a sexta semana de
crescimento, e nos estudos II e III a aplicacdo do colete foi até a décima segunda semana.
Para a realizacdo do primeiro estudo os animais foram distribuidos em 2 grupos
experimentais de n=6: controle (C) e escolidtico (E). Os resultados desse estudo revelaram
reducdo na relacdo proteina total/ DNA, no contetido de glicogénio e no peso total dos
animais escolidticos. Com esse estudo foi constatado comprometimento homeostatico de
musculos peitorais e paravertebrais durante o processo de indugdo de escoliose. No
segundo estudo os animais foram distribuidos em quatro grupos de n=8: controle (C),
alongado (A), escolidtico (E) e escoliotico alongado (EA). O alongamento consistiu de 3
séries de 30 segundos com intervalos de 10 segundos entre as séries. Os resultados
revelaram importante aumento das concentragdes de IL-2, IL-6 e TNF-o no grupo
escolidtico, por outro lado a intervencdo com exercicio de alongamento foi capaz de
reduzir em 4, 9 e 6% respectivamente esse aumento. Esse resultado sugere que a indugdo
de escoliose com o modelo proposto promove desuso muscular e o alongamento se
mostrou capaz de minimizar os efeitos decorrentes desse desuso. No terceiro estudo os
animais foram divididos novamente em 2 grupos experimentais, grupo controle (C, n=12) e
grupo escoliose (E, n=12). Nesse estudo a aten¢ado foi voltada para possiveis alteracdes no
sistema de controle autondmico cardiovascular. Foram realizadas avaliagcdes da
variabilidade da frequéncia cardiaca, do tonus autondmico cardiaco e da sensibilidade
barorreflexa cardiaca. Com os resultados foi possivel constatar que a escoliose promove
uma alteracdao no controle autonémico, de forma que o grupo escolidtico apresenta maior
modulacdo simpatica, maior tonus vagal e maior sensibilidade baroreflexa cardiaca. Os
dados sugerem que a escoliose promove alteracdes na funcdo autondmica do sistema
cardiovascular. No geral, os resultados desse trabalho revelam que os animais escolioticos
possuem menores reservas glicogénica e menor relagdo proteina total/DNA; maiores
concentragfes das citocinas IL-2, IL-6 e TNF-a, ao passo que os ratos escolidticos e
alongados possuem menor concentracdo das mesmas citocinas; quanto a modulagédo
autondmica cardiovascular a escoliose levou a maior variancia total maior modulacéo
simpatica cardiaca, maior tonus vagal e maior sensibilidade baroreflexa mostrando melhor
condicdo da funcdo autondmica cardiovascular pela maioria dos indices avaliados nos ratos
escolidticos.

Palavras-chave: Escoliose, exercicios de alongamento muscular, interleucinas, frequéncia
cardiaca, pressdo arterial, analise espectral.
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ABSTRACT

The anatomical alterations of spine have been researched in experimental and clinical
studies. The present study focused the analysis on the three aspects. The scoliosis and the
alterations on the metabolic profile of the paravertebral and pectoral muscles (study 1), the
scoliosis and stretching influence in the plasma citocines concentration (study I1) and the
status of cardiac autonomic function front the scoliosis implantation (study I11). The three
studies were performed with male rats, which were divided into different experimental
groups, with a total n of 68 animals. For the scoliosis induction were applied a non-
invasive model composed by vests made of polyvinyl chloride (PVC). All data were
expressed as mean = epm. For the statistical analysis the Kolmogorov-Smirinov test was
applied to investigate the normality of the data, whereas studies | and Il were followed by
the variance analysis — ANOVA and Tukey post hoc (p<0,05), in the study Il were used
the Student-t test or the sum of rank in the Mann-Whitney test (p<0,05). In the first study
were applied vests to the scoliotic group since the initial growth phase (post weaning)
until the sixth week of growth, however in the studies Il and 111 the vests application went
up to the twelfth week. To the achievement of the first study the rats were divided into 2
experimental groups with n=6: control (C) and scoliotic (S). The outcomes from this study
showed a reduction on the relation total protein/DNA, in the glycogen content and in the
total weight of the scoliotic animals. This study established a homeostatic impairment of
the pectoral and paravertebral muscles during the scoliosis induction process. In the second
study the animals were distributed into 4 groups with n=8: control (C), stretched (S),
scoliotic (SG) and stretched scoliotic (SS). The stretching consisted in 3 series of 30
seconds with 10 seconds of interval among the series. The results revealed an important
increase in the concentration of IL-2, IL-6 and e TNF-a. in the scoliotic group, whereas the
intervention with stretching exercises could achieve a decrease of 4, 9 and 6% respectively
on the concentration increase. These results suggest that the proposed model used to induce
the scoliosis lead to a muscular disuse and the stretching has showed to be effective to
minimize the deriving consequences of this disuse. In the third study the animals were
divided into 2 groups again, control group (C, n=12) and scoliosis group (S, n=12). On this
study the attention referred to possible alterations in the cardiovascular autonomic control
system. Evaluations of heart rate variability, cardiac autonomic tonus and cardiac
baroreflex sensitivity. From these results was possible to certify that scoliosis causes an
alteration in the autonomic control, being that the scoliotic group presented best
sympathetic modulation, greater vagal tone and greater cardiac baroreflex sensitivity. The
outcomes suggest that scoliosis promote alterations in the autonomic function of the
cardiac system. In general, the results from this study demonstrated that the scoliotic
animals have smaller glycogen reserves and lower ratios of total protein/DNA; higher
concentration of the citocines IL-2, IL-6 and TNF-a, while the scoliotic and stretched rats
have lower concentrations from the same citocines; referring to the autonomic modulation
the scoliosis led to a higher total variance, greater sympathetic cardiac modulation, greater
vagal tono and best baroreflex sensitivity proving a better condition in the cardiovascular
autonomic function through the most part of the evaluated items in the scoliotic rats.

Keywords: Scoliosis, skeletal muscle stretching exercises, interleukin, heart rate, arterial
pressure, spectrum analysis
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1. CONTEXTUALIZACAO

As alteracdes anatdmicas da coluna vertebral tém sido investigadas em estudos
clinicos e experimentais especialmente com o intuito de nortear a criacdo 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 compreensdo acerca da etiologia e das consequéncias que essas alteragdes podem
provocar nos diferentes sistemas bioldgicos.

Escoliose € a alteracdo funcional, progressiva, que atinge a coluna vertebral e
compromete a postura corporal. Apresenta deformidade nos trés planos anatémicos,
frontal, sagital e transversal, especialmente o plano frontal onde ocorre um desvio
lateral (WINTER, 1994; LOPEZ, 1995).

Estudo antigo postulou que a escoliose atinge todas as faixas etarias, porém,
possui uma evidente predilecdo por criancas e adolescentes. Diversos pesquisadores
caracterizam a escoliose como uma modificagdo estrutural que atinge e compromete a
funcionalidade da coluna vertebral, acomete vértebras e costelas e assim gera
transtornos estéticos e funcionais, (DICKSON e LEATHERMAN, 1988).

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

Nesse contexto Bernard et al. (2005), em estudo realizado com 115 criangas e
adolescentes portadores de escoliose, revelaram a ocorréncia de deformagdo do gradil
costal, rigidez das estruturas moveis, e limitacdo da funcionalidade pulmonar, o que
predispde essa faixa etaria a serios comprometimentos respiratorios.

Na mesma linha Chow et al. (2005) avaliaram o carregamento de mochilas em
adolescentes estudantes, e puderam constatar que os estudantes portadores de escoliose
possuiam uma funcionalidade pulmonar reduzida, além disso observaram também que
0 uso de mochilas com peso igual ou superior a 10% do peso corporal piorou a fungédo
pulmonar dos estudantes escoliéticos.

Segundo ponderagdes de Karachalios et. al. (1999) e Velezis, Sturm e Cobey
(2002), as alteracGes escolioticas acometem de 1 a 3% da populacdo de adolescentes.
De acordo com a proposta de Stokes (1994) e Sevastik et al. (1995) além do desvio
lateral, outra deformidade importante presente na escoliose estrutural é a rotacdo dos
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corpos vertebrais, que ocorre sempre para 0 lado da convexidade da curvatura
escolidtica, a rotacéo € responsavel por outra deformidade chamada de gibosidade.

No ambito da pesquisa experimental ha uma diversidade de modelos indutores
de escoliose. Os animais mais utilizados nos modelos experimentais sdo galinhas,
cabras, coelhos e ratos, contudo, ha preponderancia no uso de ratos (JOE, 1990;
MACHIDA, 1993; BRAUN, 2006).

Dentre os modelos, mais importantes salienta-se 0 de Nogami et al. (1977) que
administraram em ratas beta-aminopropionitrila intraperitoneal para alterar o0s
ligamentos vertebrais; 0 modelo de Beguiuristain et al. (1980) que consistiu na inducao
de alteracdes na cartilagem intervertebral de ratos; o modelo de Sarwark et al. (1988)
em que os autores propuzeram um modelo de inducdo em ratos, que consiste da sutura
do angulo inferior da escapula a pelve ipsilateralmente préxima a base da cauda; o
modelo de Dabney et al. (1988) que consistiu na separacdo mecanica das vertebras dos
ratos para limitar a movimentacdo; de Machida et al. (1999) fizeram pinealectomia nos
ratos e sugeriram relacbes entre melatonina e postura; de Machida (2005), que
realizaram a extirpagcdo dos membros anteriores e da cauda de ratos , no intuito de que
esse assumisse a posicdo bipede, porém, os resultados ndo evidenciaram nenhuma
diferenca estrutural na coluna tanto dos animais que passaram pela cirurgia quanto aos
que permaneceram quadrupede; de Braun et al. (2006) que estudaram a modulacao do
crescimento vertebral ap6s fusdo das vértebras; e mais recentemente Schwab et al.
(2009) propuseram um modelo experimental em porcos, de forma que a escoliose foi
induzida por meio da aplicacdo de parafusos na coluna vertebral.

Em todos esses modelos destacam-se 0s procedimentos invasivos necessarios
para a indugéo da escoliose. S&o metodologias que necessitam de grandes habilidades
por parte dos pesquisadores, tempo para execucao, além de envolver um alto custo nas
suas realizagdes. Alem disso, sdo modelos que promovem grande perda de animais em
decorréncia do ato cirargico.

Com base na proposta de Sarwark et al. (1988) de desenvolver escoliose em
ratos num periodo de 1 a 12 semanas, nosso grupo de pesquisa buscou desenvolver uma
metodologia que se diferenciasse das demais existentes. A elaboragdo do modelo
considerou o tempo de execucéo, risco de perda de animais, simplicidade na elaboracéo,
e principalmente, a inexisténcia de ato cirdrgico, para evitar o comprometimento das
estruturas anatdmicas que circundam a coluna vertebral. Se as estruturas que margeiam

a coluna sdo mantidas em integridade entdo se tornam alvos da avaliagdo dos danos da
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escoliose sobre as mesmas. Trata-se de um modelo de facil confeccdo, e que em curto
periodo de tempo (6 ou 12 semanas) permite aplicacdo em um grande ndmero de
animais (SILVA et al., 2008, SILVA et al., 2012).

Vale evidenciar que utilizando esse modelo, Silva et al., (2008) avaliaram o
comportamento dos animais escoliéticos por meio do teste de exploragdo em campo
aberto e pelo teste de labirinto em cruz elevado, além dos indices de ingesta liquida e
solida, os resultados do estudo mostraram que 0s animais escolidticos ndo apresentam
nenhuma alteracdo comportamental, contudo, os indices de ingesta liquida e solida sdo
menores em relacdo ao controle. Ja o Trabalho realizado por Silva et al., (2012) teve o
seu foco na analise do perfil metabdlico, bem como na relagdo proteina total/ DNA dos
musculos paravertebrais, abdominais, intercostais e peitorais. Os resultados
evidenciaram que todos os musculos tanto da concavidade como da convexidade
tiveram reducdo da concentracdo de glicogénio, bem como da relacdo DNA/Proteina
total, a avaliacdo da sensibilidade periférica a insulina também revelou resisténcia
insulinica no grupo escolidtico.Nesse contexto, o presente estudo focou suas anélises
em trés vertentes inerentes ao status de escoliose. A primeira vertente foi a compreenséo
do perfil quimiometabdlico da musculatura paravertebral; a segunda foi a utilizacdo do
exercicio de alongamento como um protocolo terapéutico, associado a analise de
citocinas no processo de inducdo da escoliose; e a terceira se constituiu na andlise de
possiveis influéncias da escoliose na modulacdo autonémica do sistema cardiovascular.

O primeiro estudo realizado se baseia na avaliagdo do perfil metabolico da
musculatura paravertebral por meio da analise das concentracbes musculares de
glicogénio. Essa analise foi escolhida pelo fato de o sistema muscular utilizar a glicose
como seu principal substrato energético, conforme ponderacdes de Klip e Marette
(1992). Dessa maneira, a concentracdo do glicogéncio muscular é um importante
indicador do perfil metabdlico das fibras musculares.

Outro fator importante, a ser ressaltado a esse respeito, é o fato de que a
capacidade das fibras musculares em captar glicose € interdependente da sensibilidade
insulinica, da atividade metabdlica e da sua capacidade contratil (BELL et al., 1990;
RICHARSON etal., 1991; GOODYEAR et al., 1991).

Ha na literatura uma diversidade de trabalhos que avaliaram a concentracdo de
glicogénio para constatar o perfil energético muscular em diferentes condi¢des, com
destaque para Severi et al. (2007) que estudaram os efeitos da desnervagdo e do

tratamento com estrégeno no perfil metabdlico de musculos desnervados; Chingui et
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al., (2008) que analisaram as reservas glicogénicas do mdusculo soleo de ratos
imobilizados durante 3 dias; e Silva et al. (2009) que estudaram os efeitos da
estimulagdo elétrica sobre a concentracao de glicogénio de musculos imobilizados.

A respeito do primeiro estudo cabe uma elucidagdo, os autores avaliaram o
efeito da escoliose sobre a concentracdo muscular de glicogénio apds um periodo de 6
semanas de inducdo de escoliose, pois as avaliacbes glicogénicas no periodo de 12
semanas ja haviam sido compreendidas com base no trabalho realizado por Silva et al.,
(2012). O estudo da escoliose no periodo de 6 semanas também tem base nas
consideracGes de Sarwark et al., (1988) ao considerar que a escoliose pode ser
implantada num periodo de 1 a 12 semanas.

A partir da compreensdo dos efeitos metabdlicos da escoliose na musculatura
paravertebral, o grupo partiu para a utilizacdo de uma proposta terapéutica muito
utilizada na préatica clinica em situacdes de distlrbios posturais, o exercicio de
alongamento muscular. O segundo estudo realizado se baseia na aplicacdo da técnica de
alongamento ap06s 12 semanas de escoliose, e na analise das citocinas plasmaticas.

A manipulacdo com exercicio de alongamento tem sido muito utilizada na
pratica clinica (SALVINI et al. 2012). Seus efeitos no tecido muscular estdo muito bem
documentados em trabalhos realizados com animais. Entre os principais efeitos
destacam-se a hipertrofia muscular decorrente do aumento de sarcOmero em série
(GOMES et al. 2006), e a reorganizacdo da matriz de colageno muscular (COUTINHO,
DELUCA e SALVINI 2006).

Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, que tem um importante papel
no controle e mediacdo das respostas imunologicas. Na literatura cientifica ha uma
diversidade de estudos que observaram oscilagdes nas concentragdes de citocinas
frente ao exercicio fisico, (SOTHERN et al. 1999, CURI, 2000, e SHARON, 2000).
Contudo, ndo foi encontrado nenhum trabalho que tenha estudado as possiveis
relagdes entre muasculos esqueléticos, exercicio de alongamento e citocinas.

No terceiro trabalho a preocupacdo foi observar se a escoliose gerada pelo
modelo experimental proposto por Silva et al. (2008) poderia provocar algum tipo de
comprometimento na fungdo autonémica cardiovascular. Para a realizag&o do terceiro
estudo foi adotada a analise da variabilidade da frequéncia cardiaca e da sensibilidade
do barorreflexo.

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) tem sido muito utilizada para

avaliar a modulacdo autonémica do sistema cardiovascular tanto em estudos
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experimentais com animais (FAZAN, 1999), como em ensaios clinicos com humanos
(TASK FORCE, 1996).

Pode-se caracterizar a VFC como o conjunto das oscilagdes (variagoes)
periddicas dos intervalos R-R do eletrocardiograma. A VFC é mensurada pela avaliagdo
dos intervalos R-R. A analise pode ser realizada no dominio do tempo, analise temporal,
ou no dominio da frequéncia, analise espectral (TASKE FORCE, 1996).

Além do estudo da VFC é possivel avaliar o controle autonémico por meio do
estudo da sensibilidade do barorreflexo, que se baseia em bloquear os receptores
simpatico e parassimpatico no no sinusal (FRANCHINI e KRIEGER, 1989).

Nesse sentido, a sensibilidade barorreflexa pode ser mensurada por meio de
respostas bradicardicas ou taquicardicas induzidas pela infusdo de fenilefrina e
nitroprussiato de sodio (DIAS da SILVA et al., 2009).

H& escassez na literatura cientifica de trabalhos que tenham avaliado relagdes
entre alteracdes posturais e funcionalidade do sistema autonémico cardiovascular.
Contudo, um recente estudo realizado por Tsuchie et al. (2011) observou em humanos
relacbes entre a postura cifdética lombar e os componentes de BF e AF. Os autores
observaram que 0s componentes de BF e AF se mostraram reduzidos na situacdo de
cifose lombar em relacdo a posicdo neutra, fato que evidencia alteracdo na modulacao

autondmica frente a alteracdo postural.

1.1. HIPOTESE
As hipoteses do presente estudo sdo:
1. O processo de inducdo de escoliose no periodo de 6 semanas podera
promover reducdo da massa corporal bem como do contedo de glicogénio e

da relacéo proteina total/ DNA dos masculos paravertebrais e peitorais;

2. A escoliose pode gerar danos na musculatura paravertebral, danos esses que
podem ser acentuados em presenga de algumas citocinas, ao passo que a
manipulacdo com alongamento poderd reverter os danos decorrentes da

escoliose;

3. Considerando que a escoliose experimental promove alteragédo estrutural na

coluna vertebral do rato, e que a literatura cientifica apresenta apenas um
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estudo com relacdo causal entre alteracdo postural e modulacéo autonémica,
compreende-se que a alteracdo escoliodtica gerada na coluna do rato pode ser
acompanhada por prejuizos na modulagdo autondmica do sistema

cardiovascular.

1.2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da escoliose, sobre o perfil metabdlico das fibras musculares e
sobre a variabilidade da frequéncia cardiaca e sensibilidade baroreflexa, e avaliar o
efeito do exercicio de alongamento sobre a concentracdo de citocinas plasmaticas.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar o perfil das reservas glicogénicas, dos musculos
paravertebrais e peitorais, frente a escoliose;

b. Avaliar o efeito da escoliose e do alongamento sobre as citocinas
plasmaticas;

c. Avaliar a influéncia da escoliose sobre a variabilidade da freqliéncia

cardiaca, variabilidade da pressao arterial e sensibilidade baroreflexa.
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2. Estudo |
AlteracOes metabdlicas em musculos esqueléticos de ratos
portadores de escoliose induzida por colete de PVC

2.1. RESUMO

Objetivo: Avaliar alteracfes quimiometabdlicas em musculos esqueléticos de ratos
portadores de escoliose induzida por colete de filme de policloreto de vinil (PVC).
Métodos: foram utilizados 12 ratos machos, distribuidos em dois grupos: controle (C), e
escolidtico (E), de forma que o grupo (E) recebeu um dispositivo ortético desde as fases
iniciais de crescimento (p6s-desmame) até a sexta semana de crescimento. Apdés a fase
experimental os animais foram eutanasiados e encaminhados para as seguintes
avaliaces: peso corporal, contetdo de glicogénio dos musculos paravertebrais e
peitorais bem como a relacdo proteina tota/DNA. Os dados obtidos foram submetidos
ao teste de normalidade, seguidos de ANOVA e post hoc de Tukey (p<0,05).
Resultados: houve reducdo tanto na relacdo proteina tota/lDNA dos masculos
paravertebrais e peitorais, bem como no conteudo de glicogénio, sendo que as reducdes
ocorreram tanto no lado concavo, quanto no lado convexo. No que tange massa corporal
dos animais, foi observado que o grupo escolidtico apresentou menor massa em relacéo
ao controle. Conclusées: O modelo experimental utilizado provocou alteragdes
metabolicas dos musculos peitorais e paravertebrais bilateralmente. A relacdo proteina
total/DNA muscular também sofreu um balanco protéico negativo.

Palavras-chave: Escoliose, glicogénio, musculo esquelético, metabolismo.
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2.2. INTRODUCAO

A estabilizacdo dindmica da coluna vertebral é assegurada pela musculatura
intrinseca e extrinseca da coluna, sendo evidente que alteracdes de forga e resisténcia
podem resultar em desordens posturais, (REAMY E SLAKEY 2001).

A escoliose € caracterizada como uma alteracdo da coluna vertebral em carater
tridimensional, onde se nota curvatura lateral maior que 10° de inclinacdo no plano
frontal, rotacdo vertebral no plano axial e alteracdo das curvaturas fisiolégicas no plano
sagital, (STOKES, 1997; DEL CURTO, 2010).

A curvatura escolidtica pode ser classificada como: leve ao apresentar curvatura
entre 10° e 20° moderada entre 20° e 45° e grave acima de 45° de inclinagdo, entre as
suas causas estdo aspectos multifatoriais que envolvem alteragdes musculares e ou
genéticas (COILLARD e RIVARD, 1996; STOKES, 1997).

De forma geral a escoliose se manifesta na infancia ou adolescéncia, e pode
afetar qualquer regifo da coluna e resultar em processo algico. E importante salientar
que para o diagnostico da condicdo escolidtica, bem como a quantificagdo da ou das
curvaturas, faz-se necessario exame radiologico. Dessa forma é possivel obter o maior
namero de informacdes e estabelecer a melhor forma de tratamento (HEBERT et al.,
1998; FERREIRA e DEFINO, 1999).

Goto et al. (2003) atestam que frente ao quadro escolidtico existe fraqueza e
hipotonia muscular difusa, com maior predominancia nos musculos respiratorios e
paravertebrais, fato este merecedor de destaque por predispor o individuo escoliotico a
complicacdes secundarias.

Estudos ressaltam que a progressdo da curvatura escolidtica, pode ocorrer de
forma répida e repentina, e assim pode predispor o individuo a uma condicao altamente
incapacitante; outro fator relevante apontado por esses estudos é a constatacdo de que se
0 diagndstico e o tratamento forem realizados de forma precoce, 0s custos serdo
menores e podera haver estabilizacdo ou até mesmo reversdo da curvatura escoliotica
(FERREIRA e DEFINO, 1999; SMITH e FERNIE, 1991).

Na busca do entendimento dos mecanismos associados a condi¢éo escoliotica, 0
uso de modelos animais pode se configurar como uma poderosa ferramenta, tendo a
possibilidade de mimetizar condi¢bes de dificil abordagem e homogeneidade da
amostra, além de proporcionar resultados em menor tempo e facilitar o entendimento de
inimeros mecanismos (AMAR e LEVY, 1999).
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Em uma analise dos métodos experimentais, apresentados na literatura, no
intuito de induzir escoliose em ratos, pode-se constatar a predominancia do carater
invasivo e de dificil realizacdo por parte dos pesquisadores como € possivel notar;
Nogami et al. (1977) administraram beta-aminopropionitrila intraperitonial alterando os
ligamentos vertebrais; Tanaka et al. (1982) produziram osteolatirismo com o farmaco
carbazida; Sarwark et al. (1988) estudaram trauma na coluna dos ratos; Joe (1990)
estimulou eletricamente e unilateralmente ratos, a fim de gerar escoliose; Kasuga
(1994) fez sutura nos musculos préximos as vértebras para instalar a curvatura
escolidtica e limitar a movimentagdo; ( Machida et al. (2005) fizeram pinealectomia em
ratos e correlacionaram a concentracdo plasmatica de melatonina com alteracdes
posturais; Stokes et al. (2002) estudaram alteracdes mecanicas das vértebras, na
intencdo de comprometer o crescimento dos condrocitos.

Assim, a maioria dos métodos utilizados pode levar ao comprometimento de
estruturas teciduais circundantes da coluna vertebral e que podem interferir nos
parametros que poderdo ser analisados tanto no desenvolvimento quanto no tratamento
da escoliose.

De acordo com Bell et al. (1990) e Goodyear et al. (1991) o glicogénio é o
principal substrato energético metabolizado pelo sistema muscular. Albanes et al.
(1990) afirmam que a relagdo proteina total/lDNA € um importante indice para
determinar o tamanho e o numero de células em um tecido. Nesse sentido, o glicogénio
muscular tem sido eleito como um importante indicador da homeostasia metabolica
muscular (SEVERI et al. (2007), SILVA et al. (2012), enquanto a relacdo proteina
total/DNA tem sido utilizada para indicar a densidade de massa muscular (CHUINGUI
et al. (2008).No intuito de estabelecer melhor entendimento e abordagem da condigéo
escolidtica, o presente estudo teve como objetivo usar uma facil metodologia para
implantar escoliose em ratos, por meio de um dispositivo de policloreto de vinil (PVC)
(SILVA et al., 2008 e 2012).

Dessa forma foram investigadas as seguintes variaveis: massa corporal,
angulacdo da curvatura, concentracdo das reservas glicogénicas dos musculos
paravertebral e peitoral, bem como a relacdo proteina total/DNA ap0és seis semanas de
aplicacdo do dispositivo de PVC indutor de escoliose.

A hipotese do presente estudo € que a metodologia utilizada para induzir
escoliose serd adequada para obter reducdo da massa corporal bem como do contetdo
de glicogénio e da relacdo proteina total/DNA de musculos dos animais estudados.
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2.3. METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar), protocolo n.° 024/2006.

2.3.1. Animais

Foram utilizados 12 ratos albinos Wistar a partir de 42 dias de vida (periodo de
desmame) até a 6° semana. Assim foram distribuidos em dois grupos experimentais
(n=6, cada) sendo; Controle (C) e Escoliotico (E). Durante todo periodo experimental 0s
animais foram alimentados com rag¢do (Purina para roedores) e agua “ad libitum”,
submetidos a ciclo de 12 horas claro/escuro.

Os mausculos analisados foram assim denominados: paravertebral esquerdo
(Pve), paravertebral direito (Pvd), peitoral direito (Pd) peitoral esquerdo (Pe).

2.3.2. Inducéo da escoliose

Os dispositivos indutores de escoliose foram confeccionados em filme de
policloreto de vinil (PVC) e constitui-se de duas partes, sendo uma adaptada a cintura
escapular e outra na cintura pélvica. Esse dispositivo tem 0,5 mm de espessura, sendo
gue cada parte conta com duas circunferéncias para passagem dos membros. Para que
o0 animal n&o seja ferido, as circunferéncias sao revestidas com fita adesiva.

Tanto na parte da cintura escapular, quanto na parte da cintura pélvica, um
anulo de arame é colocado do lado direito do dispositivo permitindo assim, a
colocacdo de um fio metélico de 0,5 mm de espessura com 20 cm de comprimento,
que tem como finalidade aproximar as cinturas de forma unilateral, a fim de instalar a
curvatura escoliotica conforme a figura 2A e B.

Ressalta-se que, o dispositivo foi colocado em sistema de cinta regulavel, o que

permite e facilita um ajuste individual de acordo com o tamanho de cada animal.
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A figura 1 corresponde a representacdo esquematica do periodo experimental.

Analise:
Peso corporal,
Glicogénio,
t Indugio da escoliose I Realizagdo da radiografia Proteina total/DNA
I Periododa1? 3 62 semana I 1¢diada7 2 semana I 2¢dia da 72 semana I
Semana 1 Semana6
TEMPO (semanas)

Figura 1. Representacéo esquematica do periodo experimental.

Figura 2. Pecgas que constituem o dispositivo de PVC (A) e a adaptacdo na cintura escapular e pélvica,
bem como a aproximac&o dessas, a fim de provocar concavidade no lado direito do animal (B).

A cada sete dias os dispositivos foram retirados, para que 0s animais passassem
por um processo de higienizagdo com salina. Logo em seguida a massa foi aferida em
balanca digital e por fim, os animais recebiam novos dispositivos de acordo com o

crescimento.

2.3.3. Angulacéo da Curvatura

Para obtengdo dos dados referentes a angulagéo da curvatura na sexta semana, 0S
animais foram sedados e submetidos a exames radioldgicos. As radiografias foram
realizadas com a distancia foco-chassi de 75 cm, intensidade 50 Kvp (quilovoltagem
pico) e 6 impulsos de tempo de exposic¢éo.

Posteriormenteos exames radiogréficos foram fotografados e analisados no
software ALCIMAGEM 2003. Vale ressaltar que esse procedimento garante a

qualidade e reprodutibilidade da mensuragéo.
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2.3.4. Eutanasia e processamentos

Ao termino do periodo de 6 semanas, 0s animais foram eutanasiados com
pentobarbital sodico (50 mg/Kg, i.p.). A seguir, amostras bilaterais dos musculos
paravertebral e peitoral, foram coletadas e prontamente encaminhadas para avaliagcdo
bioquimica do conteddo glicogénico, de acordo com o método do fenol sulfarico
proposto por Siu, Russeau e Taylor (1970).

A determinagdo do contetdo de DNA seguiu 0 método proposto por Giles e
Myers (1965). No que diz respeito as proteinas totais, utilizou-se kit laboratorial da
marca Bio Diagnostica®.

A andlise estatistica foi composta pelos testes de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov, seguido da analise de variancia ANOVA e post hoc de Tukey, com nivel de

significancia de 5% (p<0,05).
2.4. RESULTADOS

Inicialmente o estudo foi direcionado a avaliar a massa corporal dos animais,
durante as 6 semanas experimentais. Observou-se que o grupo escolidtico apresentou
valores médios 22+1.6% (p<0,05) menor quando comparado ao grupo controle (Figura
3).
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Figura 3. Massa (g) dos ratos controle (C) e escolidticos (E) da 12 a 62 semana de acompanhamento. Os
valores correspondem a médiatepm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle.
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Na analise do exame radioldgico, nota-se que o grupo escoliotico (E)
apresentou escoliose que se configura em “C” sinistro convexa, angulo de 45,5+3°
(p<0,05) de inclinacdo. Por outro lado, o grupo controle (C) ndo apresenta alteracdo na

angulacdo da coluna. (Figura 4).

Figura 4 — Os exames radiograficos dos grupos controle (C) e escoliotico (E) evidenciam a inclinagdo
da coluna, o que caracteriza o quadro escoliotico.

A seguir foram avaliadas as reservas de glicogénio dos musculos paravertebrais
direito (Pvd) e esquerdo (Pve) comparando o grupo controle (C) com o escoliético (E).
Os dados mostram que houve diferengas estatisticamente significativas nas reservas de
glicogénio dos musculos paravertebrais, atingindo 57% no mdsculo paravertebral
esquerdo (0,56+0,01 mg/100mg Ce x 0,24+0,01 mg/100mg Pve, p<0,05) e 38,5% no
musculo paravertebral direito (0,57+0,04 mg/100mg Cd x 0,35+0,01 mg/100mg Pvd,
p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5. Conteudo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos paravertebrais (Pv) direito (d) e
esquerdo (e) dos ratos controle (C) e escolidticos (E) ap6s 6 semanas de escoliose. Os valores
correspondem a médiatepm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle.

Dentro dos mesmos parametros o muasculo peitoral também foi avaliado,
observando-se uma reducéo significativa nas reservas de glicogénio atingindo 43% no
musculo peitoral esquerdo (0,51 £0,02 mg/100mg Ce x 0,29 +0,02 mg/100mg PE) e
35% no mausculo peitoral direito (0,54 +0,03 mg/100mg Cd x 0,35 +0,03 mg/100mg

PD) como mostra a figura 6.
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Figura 6. Contetido de glicogénio (mg/100mg) do musculo peitoral (P) direito (d) e esquerdo (e) dos ratos
controle (C) e escolidticos (E) ap6s 6 semanas de escoliose. Os valores correspondem a
médiatepm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle.

Por fim, avaliou-se a relacdo proteina total/ DNA da musculatura paravertebral,
onde verificou-se reducdo de 50% no musculo paravertebral direito e 17% no musculo

paravertebral esquerdo (p<0,05), conforme pode ser observado na figura 7.
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Figura 7. Relagdo proteina total/DNA (mg/100mg) do musculo paravertebral (Pv) direito (d) e esquerdo
(e) dos ratos controle (C) e escolidticos (E) apds 6 semanas. Os valores correspondem a
médiatepm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle.

2.5. DISCUSSAO

Os principais achados do presente trabalho envolvem as concentracdes de
glicogénio muscular e a relagdo proteina total/DNA. Assim, observa-se que a reserva de
glicogénio encontra-se em menor quantidade nos grupos escolioticos, tanto no masculo
paravertebral como no musculo peitoral, e a relagdo proteina total/DNA também esta
reduzida nos grupos escolidticos

A literatura é escassa no que diz respeito a estudos sobre escoliose em animais
se utilizando de metodologias ndo invasivas. E 0 que se encontra, sdo estudos de
metodologias que se apdiam em técnicas invasivas de dificil realizacdo que podem
dificultar e até mesmo comprometer os resultados de uma avaliagdo quimiometabdlica.
Os métodos cirargicos e o uso de farmacos para a inducdo da curvatura escoliotica
afetam ndo s6 a coluna vertebral, mas também os tecidos adjacentes como os tecidos
musculares, vasculares e neurais. Assim, o0 modelo usado no presente estudo, modelo
proposto por Silva et al. (2008 e 2012), preserva todos os tecidos/estruturas que podem
ser analisadas ap0s o periodo de imobilizagdo ou mesmo apos intervencdes terapéuticas
que visem minimizar a escoliose.

As analises biomecanicas que se tem no presente estudo, estdo fundamentadas
em exame radiol6gico e configura-se como, uma escoliose sinistro convexa a nivel
toraco-lombar, com 45,5+3° (p<0,05) de inclinacdo. Na literatura ha relatos de que se
nesse tipo de curvatura os tratamentos conservadores ndo apresentarem resposta
satisfatoria em um curto periodo, a melhor opc¢éo sera a intervencdo invasiva por meio

de técnicas cirurgicas que podem nao obter o resultado esperado (REZENDE et al.
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2010).

Com base no contexto supracitado, fazem-se necessarios estudos em diferentes
desenhos experimentais, a fim de contribuir com a prética clinica em pacientes que
apresentem a condicdo escolidtica, antes que esta comprometa outros sistemas
orgénicos além do aparelho locomotor. Dessa forma, sabe-se que com tratamento
precoce tem-se maiores chances de se obter resultados satisfatorios, no entanto, é
necessario embasamento para subsidiar uma intervencdo o mais precoce possivel
(ARRUDA et al., 2008; REZENDE et al., 2010; IUNES et al., 2010).

As concentracdes de glicogénio entre os grupos indicam um comprometimento
da inter-relacdo funcional entre a manutengdo da atividade contrétil e a efetividade das
vias metabdlicas.

Nesse sentido, sabe-se que variagdes no teor glicogénico, influenciam
diretamente o perfil da dindmica contratil do tecido musculoesquelético, dada a
importancia desse substrato enquanto fonte energética do tecido muscular. Dessa
maneira, quando os niveis de glicogénio sofrem alteracdes, o rendimento muscular é
diretamente influenciado. Altas concentracbes de glicogénio muscular estdo
relacionadas ao aumento da resisténcia a fadiga, por outro lado, em baixas
concentracdes propiciam a ativacdo de mecanismos geradores de fadiga muscular e
catabolismo (MCARDLE et al., 1998; CODERRE et al., 2007).

Um ponto merecedor de destaque é o fato de que, o masculo paravertebral
esquerdo apresentou concentracGes de glicogénio 19% menores, do que 0 mesmo
musculo do lado direito. Esse mesmo efeito foi observado no musculo peitoral
esquerdo, que apresentou reducdo de 8% se comparado ao lado direito (p<0,05). Vale
salientar que a concavidade é direita e a convexidade é esquerda. Nesse sentido,
esperava-se que a concavidade apresentasse maior comprometimento.

O fato do conteudo glicogénico dos muasculos analisados no grupo escoliotico ter
apresentado significativa reducdo, pode ter correlacdo com o tipo de fibra envolvida na
avaliacdo, visto que Ploug et al. (1995) relacionaram maior susceptibilidade a atrofia
musculos que possuem predominancia de fibra tipo I.

N&do se descarta a hipdtese de que estes resultados possam ter influéncia do
fator desuso, no entanto o dispositivo permite motricidade e exploracdo por parte do
animal. Além do mais, ja& foi mostrado que o dispositivo ndo interfere no
comportamento motor do animal, conforme o estudo de Silva et al. (2008).

Vale elucidar que no lado da concavidade a musculatura sofre uma importante
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retracdo, dessa maneira, tal retracdo poderia gerar as alteracfes metabdlicas observadas
nesse estudo.

Outro aspecto relevante que possa sustentar o aumento das concentracfes
glicogénicas na concavidade é o fato de que o lado direito do animal, ou seja o lado
concavo aparenta possuir certa mobilidade. A figura 1 sugere essa observacgao, pois 0
lado convexo parece relativamente imovel, enquanto, o lado concavo parece possuir
alguma amplitude de movimento.

Constatou-se ainda que os animais do grupo escolidtico, apresentaram massa
corporal 22+1.6% (p<0,05) menor em relacdo ao grupo controle. Esse valor ndo é
referente a perda, mas sim ao menor desenvolvimento, visto que em nenhuma semana o
peso do grupo escolidtico foi maior que do grupo controle. A restricdo imposta pelo
dispositivo pode ter contribuido para este achado.

Cabe ainda destacar a acdo da insulina, em suas acdes como reguladora e
moduladora do metabolismo dos carboidratos, com influéncia na sintese de proteina e
de RNA, além da formacéo e armazenamento de lipidios (BRANQUINHO et al., 2008).

A insulina facilita e eleva o transporte de glicose e de aminoécidos para as
células musculares e para os adipdcitos, dessa maneira aumenta a sintese e
armazenamento de proteinas celulares, de glicogénio muscular e de triglicerideos nas
células adiposas, além de reduzir o catabolismo protéico. Com essas func¢des a insulina
se configura como uma importante molécula para a manutencdo do sistema musculo-
esquelético (BRANQUINHO et al., 2008).

De acordo com Coderre et al. (2007) e Branquinho et. al. (2008) os efeitos da
insulina e da contracdo muscular sdo aditivos, para que ocorra a ativacdo de
transportadores de glicose por diferentes mecanismos, o que influencia diretamente o
aporte nutricional muscular. A aplicacdo do dispositivo indutor de escoliose poderia
interferir diretamente no metabolismo energético, porém, pode haver uma adaptagédo por
parte do animal se o colete for aplicado por um periodo maior, fato que mimetiza a
condicéo de desuso gerada pela imobilizacéo.

O presente estudo tem como limitacdo a auséncia de uma andlise da fungéo

pancreatica versus insulina nesses animais.
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2.5. CONCLUSOES
O modelo experimental utilizado provocou comprometimentos metab6licos
tanto nos musculos paravertebrais, como nos peitorais bilateralmente. A relacdo

proteina total/DNA muscular também sofreu um balango protéico negativo.
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3.Estudo I
Influéncia do alongamento muscular passivo sobre a concentracédo
de citocinas de ratos escolioticos

3.1 RESUMO

Objetivo: Analisar a concentracdo sérica das citocinas interleucina-2, interleucina-6, e
fator de necrose tumoral-alfa apds 36 sessdes de alongamento muscular, em animais
com escoliose. Métodos: Ratos machos foram distribuidos em quatro grupos de n=8,
cada: Controle (C), Alongado (A), Escolidtico (E) e Escoliético Alongado (EA). O
alongamento consistiu de 3 séries de 30 segundos com intervalos de 10 segundos entre
as séries. A coleta de sangue foi realizada na veia renal, com o rato sob anestesia com
pentobarbital sédico (40 mg/Kg). O sangue foi encaminhado para avaliagdo das
citocinas. A andlise estatistica foi realizada por meio da ANOVA, seguido do teste t-
Student e os resultados expressos em média + erro padrdo da média, p<0,05.
Resultados: O grupo A nédo apresentou alteragdes de IL-2, contudo, no grupo E a IL-2
foi maior em 8%, ao passo que , no grupo EA a IL-2 foi maior em 6%. Quanto as
concentracdes de IL-6, o grupo A apresentou valores 9% menores, ao passo que no
grupo E os valores foram maiores em 15%, porém, no grupo EA os valores foram
apenas 4% maiores. A avaliacdo da TNF-a no grupo A ndo mostrou diferenca do
controle, contudo, no grupo E os valores foram 10% maiores e no grupo EA foram
apenas 4% maiores. Conclusdes: As variagdes nas concentracdes séricas de citocinas
sugerem que o processo de inducdo da escoliose promove desuso muscular enquanto
que o alongamento passivo constitui-se em um tipo de manipulagdo capaz de se
contrapor aos danos decorrentes do processo escoliotico.

Palavras-chave: Escoliose, exercicios de alongamento muscular, interleucina-6, fator
de necrose tumoral alfa



41

3.2. INTRODUCAO

Escoliose é o termo utilizado para designar o desvio lateral da coluna vertebral.
Frequentemente, essa alteracdo estrutural e funcional promove deformidades também
nos planos frontal e sagital, e pode comprometer a funcionalidade corporal (LOPES et
al., 1995).

A incidéncia mundial de escoliose na populacdo de adolescentes esta em torno
de 3%, o que é considerada alta (TROBISCH et al., 2010). Em adultos a deformidade
também se expressa em grandes propor¢Ges com severos prejuizos na qualidade de vida
(NEIRA et al., 2011).

A partir da concepcao de que a escoliose promove na musculatura paravertebral
um status de desuso (SILVA et al.2008), torna-se sugestivo pensar que algumas
citocinas inflamatorias possam estar envolvidas nesse processo, pois de acordo com a
revisdo realizada por Kandarin e Stenverson (2002), as citocinas inflamatorias IL1 e
TNF-a estdo entre as moléculas capazes de desencadear hipotrofia muscular em
situacbes de desuso. Parte desses achados foram confirmados por Chopard, Hillock e
Jasmin (2009), em trabalho de revisdo, em gque 0s autores observaram a participacao da
TNF-a nos mecanismos indutores de hipotrofia muscular em ratos.

No aspecto fisioldgico sabe-se que as citocinas sdo proteinas de baixo peso
molecular, as quais auxiliam no controle e mediacdo das interacdes entre as células
responsaveis pelas respostas imunes. Neste sentido, tem sido descrito que concomitante
a pratica de exercicio fisico ha modificacbes na liberacdo seqlencial de citocinas
proinflamatdrias (TNF-a e 1L-6) e antiinflamatorias (IL-10 e IL1ra). Varios estudos tém
relatado que atividade fisica altera a competéncia do sistema imunitario, tal interferéncia
varia de acordo com o tempo e intensidade do exercicio fisico. Apesar dos mecanismos
envolvidos ainda ndo estarem totalmente elucidados, ha& indicios de interacdes
neuroendocrinas participantes do processo de ativacéo das citocinas (SHARON, 2000).

Na terapéutica para escoliose em humanos, diversas tecnicas podem ser
empregadas, entre as quais pode-se destacar a técnica de Klapp, a reeducagéo postural
global e o alongamento. Vale salientar que na pratica clinica a técnica de alongamento
esta entre as mais utilizadas (IUNES et al., 2010).

Em um recente trabalho de revisdo realizado por Salvini et al. (2012), com o
objetivo de se verificar os efeitos moleculares da estimulacdo elétrica e do exercicio de

alongamento em casos de desnervacao, também foi observado na literatura cientifica
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que o alongamento € uma técnica vastamente utilizada, tanto em individuos saudaveis,
como nos processos de reabilitacdo e também em estudos experimentais com animais.
Nesse sentido, Gomes et al. (2006) observaram em mdsculos de ratos, que o
alongamento desencadeia um importante estimulo em mRNA de proteinas musculares,
e dessa forma promove hipertrofia por aumento de sarcbmeros em série.

E nesse contexto que uma diversidade de estudos experimentais que abordam
alongamento em animais tém sido desenvolvidos, especialmente com a finalidade de
se buscar melhor compreensao dos diferentes mecanismos moleculares desencadeados
pelo exercicio de alongamento.

Dessa maneira, Yang et al. (1997) ao estudarem o efeito do alongamento nos
musculos extensor longo dos dedos, tibial anterior e séleo de coelho observaram que
o alongamento é uma manipulacdo capaz de melhorar a funcionalidade muscular pela
capacidade de aumentar a vascularizacdo, induzir mecanismos de sintese protéica, por
estimular a liberacdo de fatores de crescimento, por reduzir a proliferacdo de tecido
conjuntivo e consequentemente minimizar fibrose. Esses resultados foram observados
e ratificados por Konno et al. (2008), Nesse estudo os autores induziram imobilizagéo
do masculo s6leo de ratos, e posteriormente promoveram a remobilizacdo por meio de
alongamento estatico.

Além dos efeitos do alongamento no tecido muscular, estudos recentes tém
dedicado esforcos no sentido de entender também as acGes da técnica no tecido
conjuntivo intramuscular. Assim, Coutinho, DeLuca e Salvini (2006) observaram em
masculo s6leo de ratos que a imobilizacdo promove reducdo tanto nas proteinas
musculares quanto na matriz de tecido conjuntivo intramuscular, a0 passo que o
alongamento do soleo encurtado se contraple a esses efeitos e promove reorganizagdo
molecular das ldaminas de colageno, além de hipertrofia do musculo séleo encurtado.

Ainda nesse contexto, em trabalhos com humanos, Whatman, Knappstein e
Hume (2006) observaram melhora da amplitude de movimento em mausculos
iosquitibiais em resposta ao exercicio de alongamento enquanto Gallon et al. (2011)
observaram que a préatica dos exercicios de alongamento melhorou a flexibilidade e o
desempenho muscular em mulheres idosas.

Considerando que, a escoliose promove na musculatura paravertebral um status de
desuso, que algumas citocinas inflamatdrias possam estar envolvidas nesse processo
(KANDARIN e STENVERSON,2002; CHOPARD, HILLOCK e JASMIM, 2009, e que

o alongamento muscular pode propiciar modificacGes dessa musculatura é que justifica
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0 presente trabalho. Ressalta-se que, no nosso conhecimento, na literatura cientifica
pesquisada ndo foram encontrados estudos que abordassem de forma conjunta
escoliose, alongamento muscular e citocinas.

Nesse contexto, a hipétese do presente trabalho é de que a escoliose pode gerar
danos na musculatura paravertebral, que podem ser acentuados em presenca de
algumas citocinas, ao passo que a manipulacdo com alongamento pode reverter o grau
de producéo de citocinas decorrentes do processo de escoliose.

Os objetivos do presente trabalho foram: avaliar a concentracdo serica das
citocinas IL-2, IL-6 e TNF-a apds 12 semanas de indugdo de escoliose por meio de
colete de PVC e analisar a influéncia de 36 sessbes de alongamento sobre a

concentracdo das mesmas citocinas.

3.3. METODOS

3.3.1. Animais

Foram utilizados 32 ratos albinos Wistar adquiridos da empresa ANILAB -
Paulinia, SP. Os animais foram alimentados com racdo e agua ad libitum, submetidos a
ciclo fotoperiddico claro/escuro de 12h e mantidos em gaiolas coletivas (4 animais) a
temperatura ambiente controlada em torno de 23 + 2°C. O tratamento dos animais
seguiu o “Guide for Care use of Laboratory Animals (National Research Council,

1996)”. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal

(Parecer n° 024/2006.).

3.3.2. Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais, com n=8 em
cada e denominados: Controle (C), Alongado (A), Escolidtico (E) e Escolidtico
Alongado (EA).

3.3.3. Aplicacéo do dispositivo

Os animais receberam o dispositivo de PVC (policloreto de vinil) na fase pos
desmame (42 dias), o dispositivo exerce inclinacdo da coluna para a direita, com
inducdo de escoliose sinistro convexa ou em “C” a direita. O dispositivo foi trocado a
cada 07 dias até a 122 semana de experimento, de acordo com o modelo proposto por
Silva et al. (2012).
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A figura 1 ilustra as etapas do periodo experimental.

Indugio da escoliose Indugdo da escoliose
Exercicio de alongamento no grupo EA I Exercicio de alongamento no grupo EA i Coleta de sangue I Analise das citocinas
I Periodo da 12 3 62 semana I Periodo da 62 & 122 semana I 12dia da 132 semana I 2¢diada 132 semana I
Semana 1 Semana6 Semana 12
TEMPO (semanas)

Figura 1. Representacéo esquematica do periodo experimental.

3.3.4. Alongamento

Foi utilizado um protocolo de alongamento estatico, por ser de realizacéo
passiva e de facil aplicabilidade. Esse constituiu-se de 3 séries de 30 segundos com
intervalo de 10 segundos entre as séries (BANDY e IRION, 1994. O procedimento foi
realizado 3 vezes por semana no periodo de 12 semanas totalizando 36 sessdes, ou
seja, 0 alongamento foi realizado comcomitante ao desenvolvimento da escoliose.

A cada sessao de alongamento, o animal teve o dispositivo de PVC removido
para que o experimentador segurasse o animal pela cintura escapular e pélvica no
sentido longitudinal, e pressionasse a convexidade toracolombar com os polegares, de
modo que a coluna ficasse em uma angulacdo de + 65° de inclinacdo e discreta
inclinacdo contraria a inclinacdo induzida pelo dispositivo. Os animais ndo foram
anestesiados. Convém ressaltar que a mensuracdo da angula¢do do alongamento foi
realizada com uso de gonidmetro, de forma que o eixo foi posicionado sobre a
vértebra vértice que teve a sua superficie cutanea tricotomizada. Essa posi¢do de
alongamento foi idealizada pelo nosso grupo de pesquisa, sendo essa a primeira vez
em que € utilizada, ndo h& na literatura cientifica estudos que tenham alongado
musculos paravertebrais de ratos. Imediatamente ao término da sesséo o dispositivo de
inducdo foi recolocado, vide figura 1.

Ressalta-se que, a medida com o goniémetro foi utilizada como critério para

garantir a mesma angulagéo em todos os animais alongados.

3.3.5. Coleta da amostra sanguinea
A coleta do sangue foi realizada no final da décima segunda semana, por meio

da veia renal sob anestesia com pentobarbital sédico (40 mg/Kg, intra peritoneal). De
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cada animal foram coletados em torno de 4ml de sangue. Em seguida o sangue foi
centrifugado por 10 minutos e o plasma separado foi acondicionado em eppendorf,

armazenado em freezer -70° e posteriormente encaminhado para a analise de citocinas.

3.3.6. Dosagem sérica de IL-2, IL-6 e TNF-a

Para determinag8o das citocinas séricas foi utilizado o método ELISA, seguindo
as especificacBes correspondentes ao Kit (Bio Source International) (NISHIYAMA et
al., 2000).

3.3.7. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi inicialmente realizada pelo teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov. Uma fez constatada a distribuicdo normal das variaveis, 0s
dados foram submetidos a ANOVA de uma via. Sempre que a diferenca foi apontada,
deu-se continuidade a analise por meio do teste t-Student. Os resultados foram

expressos como media + erro padrdo da média, p<0,05.

Figura 2. Procedimento utilizado durante o experimento para alongar a musculatura do lado cbncavo dos
animais. Em A e B pode-se verificar a determinacdo da vértebra vértice sendo: em A na radiografia do
animal e em B no proprio animal; C e D mostram a aplicacdo do método de alongamento em que a
cintura pélvica é a base fixa e a cintura escapular € a parte movel.
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3.4. RESULTADOS

A concentracdo sérica da Interleucina-2 (IL-2) ndo apresentou diferenca
estatistica entre 0s grupos controle e o submetido as sessdes de alongamento, enquanto
no grupo escoliotico foram verificados valores 8% maiores, sendo as diferencas
estatisticamente significantes se comparadas ao controle. O grupo escoli6tico submetido
a alongamento também apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo escolidtico
ndo tratado e as concentragdes séricas ainda permaneceram 6% maiores que 0s valores

constatados no grupo controle, como mostra a figura 3.
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Figura 3. Concentragdo sérica de Interleucina 2 (pg/mL) dos grupos controle (C), alongados (A),
escolioticos (E) e escolidticos alongados (EA). Os valores correspondem a média + epm, n=8.
*p<0,05 comparado ao controle; # p<0,05 comparado ao escoliotico.

Quanto a concentracdo sérica de interleucina 6, os resultados também mostram
diferencas estatisticas; observa-se que o0s valores foram 9% menores no grupo
alongado comparativamente ao controle. Um fato importante foi observado no grupo
escolidtico onde as concentracdes séricas apresentaram valores 15% maiores em relacéo
ao controle, ao passo que no grupo escolidtico alongado as concentracbes foram
somente 5,7% maiores, que as do grupo controle ( figura 4). Na comparacéo entre 0s
grupos escolidticos, observa-se que o alongado (EA) apresenta valores estatisticamente

menaores.
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pg/mL

Figura 4. Concentragdo sérica de Interleucina 6 (pg/mL) dos grupos controle (C),
alongados (A), escolioticos (E) e escolidticos alongados (EA). Os valores correspondem a
média = epm, n=8. *p<0,05 comparado ao controle; # p<0,05 comparado ao escolidtico.

Na avaliacdo das concentracdes séricas do fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), ndo foram verificadas diferengas entre os grupos alongados e controle. Quanto ao
grupo escolidtico verificou-se valores 10% maiores que o controle, enquanto 0 grupo
escolidtico alongado apresentou valores somente 4% maiores nas concentracdes séricas

de TNF-a, comparativamente ao controle, como pode ser observado na figura 5.
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Figura 5. Concentrag8o sérica de TNF-a (pg/mL) dos grupos controle (C), alongados (A),
escolidticos (E) e escolidticos alongados (EA). Os valores correspondem a média + epm,
n=8. *p<0,05 comparado ao controle; # p<0,05 comparado ao escolidtico.



48

Na analise geral entre os grupos escolioticos, observa-se que o escoliotico
alongado apresentou menores valores de IL2 (Fig2), IL6 (Fig3) e TNF-a (Fig4), em
relacdo ao grupo escolidtico, com diferencas estatisticamente significantes.

Na avaliacdo da variacdo da massa corporal dos animais durante as 12 semanas
de inducdo de escoliose, por colete de PVC, foi observado que os ratos escolioticos
apresentaram valores médios 29,4% menores se comparados ao controle, como pode ser

observado na figura 6.
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Figura 6. Massa corpdrea (g) dos ratos controle (cinza, C) e escolioticos (preto, E) durante o
periodo de inducdo de escoliose(1° a 12° semana). Os valores correspondem a média+epm,
n=8. *p<0,05 comparado ao controle.

3.5. DISCUSSAO

O principal achado do presente estudo é que o grupo de ratos jovens com
escoliose induzida por colete de PVC e submetidos a 36 sessdes de alongamento de
musculatura paravertebral apresenta menores valores das concentragdes plasmaticas de
IL-2, IL6 e TNF- a, comparativamente ao grupo escoliotico.

De acordo com Pedersen (2001), a frequéncia, a intensidade e a duracdo da
atividade do exercicio fisico podem induzir modificagGes no perfil sérico das citocinas.
Contudo, ndo foram encontrados estudos avaliando a concentracdo de citocinas frente

ao exercicio de alongamento em ratos escolioticos.
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As citocinas pro-inflamatorias favorecem a producdo de reacdes inflamatorias no
organismo. S&o elas: IL-1, IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral-o. (TNFa) e aquelas
produzidas por células Thl (IL-2 e interferon-y). As citocinas com acgdo anti-
inflamatdria favorecem a producdo de imunoglobulina E, e ativacdo e/ou producéo de
eosinofilos, nesse grupo se encontra o receptor antagonista de IL-1, o fator de
crescimento de transformacao-p (TGF-p), e as citocinas produzidas por células Th2 (IL-
4, IL-5 e IL-10). Um desequilibrio entre as citocinas prd e anti-inflamatorias pode

induzir respostas inflamatorias (KELLY et al., 2001).

A 1L-2 exerce efeito regulador na maioria das células corporais, especialmente
células do sistema imune, ela é primariamente produzida pelos linfocitos T e linfécitos
NK, e exerce um importante papel nas respostas celulares humorais e inflamatdrias
(JANEWAY et al., 1996).

As acles da IL-2 incluem a estimulacéo da proliferacdo e diferenciacdo de células
B e T, elevacdo da citotoxidade de linfdcitos tanto pelas células NK como pelas células
citotoxicas, ativacdo de mondcitos/macrofagos, e a liberacdo de outras citocinas como
TNF-a e IFNy (STEENSBERG et al., (2002).

No que se refere as concentragdes de IL-2, observa-se que os valores sdo maiores
nos grupos escolidticos comparativamente ao controle, contudo, o alongamento
promoveu importante modificacdo, uma vez que o grupo escoliético alongado
apresentou menor concentracdo dessa interleucina em comparagdo com 0 grupo
escolidtico.

A comparacéo entre o grupo apenas alongado com o grupo controle ndo mostrou
diferencas significativas na concentracdo de IL-2. Esse evento pode ter ocorrido pela
auséncia de qualquer processo inflamatério no grupo apenas alongado, pois de acordo
com Kelly et al., (2001), a IL-2 e o TNF-a sdo citocinas pro-inflamatérias, ou seja,
estdo entre as citocinas que favorecem as reagdes inflamatorias. Nesse sentido, acredita-
se que as concentracdes dessas duas citocinas ndo sofreram alteracdo devido a auséncia

de processo inflamatorio no grupo que foi somente alongado.

Quanto & concentracdo plasmatica da IL-6 foi observado que o alongamento
também reduziu suas concentracbes, esse efeito ocorreu tanto no grupo apenas

alongado, quanto no grupo escoliético alongado.



50

A IL-6 é uma molécula de sinalizacdo intercelular tradicionalmente associada ao
controle de respostas imunoldgicas. Ela é secretada pelos macrdfagos e linfocitos em
resposta a lesdo ou infeccdo (PEDERSEN e TOFT, 2000).

Com relagdo ao masculo esquelético, sabe-se que a elevacdo de citocinas pro-
inflamatdrias como a IL-6, geralmente ocorre em consequéncia de lesdo no tecido
muscular induzida por atividades de alta intensidade (KELLER et al., 2001).

No entanto, cabe salientar que, ja foi descrito que a producdo da IL-6 durante o
exercicio ocorre mesmo na auséncia de lesdo muscular induzida pelo exercicio ou em
exercicios de intensidade leve em que a concentracdo de IL-6 apresenta-se reduzida
(STARKIE et al 2001). Esses fatos poderiam corroborar os achados do presente estudo
onde foram encontradas menores concentracdes de IL-6 apds sessdes de alongamento.

A partir dos resultados observados, bem como da compreensdo do papel das
citocinas no metabolismo muscular, compreende-se que o processo de indugdo de
escoliose pode ser um método que promove desuso muscular, devido a imobilizacdo da
musculatura paravertebral sob os coletes (SILVA et al.,, 2012). Por outro lado, a
intervencdo com o exercicio de alongamento mostrou resultados importantes no sentido
de reduzir as citocinas IL-2 e IL-6, nos grupos escoliéticos submetidos a alongamento.

Outra observacéo de grande valor é que a aplicacdo da técnica em ratos normais,
ou seja, em ratos que foram apenas alongados, também resultou na reducéo significativa
da concentragdo da IL-6. Evidentemente, esse fato sugere que o alongamento néo
provocou lesdo muscular e que trata-se de uma técnica que pode ser utilizada também
como meio de prevencdo dos efeitos do desuso muscular.

Os resultados também mostram que a massa corporea do grupo escoliético foi
significativamente menor que a massa do grupo controle. Classicamente 0s processos
de desuso promovem reducéo na sensibilidade insulinica, reducdo na eficiéncia das vias
responsaveis pela geracdo de reservas de substratos metaboliziveis e aumento no
catabolismo, e assim promovem hipotrofia (HIROSE et al., 2000). Este
comprometimento no desenvolvimento da massa muscular poderia explicar a menor
massa corporal dos animais escolidticos.

Neste aspecto, possivelmente o desuso promovido pelo colete, possa ter
promovido catabolismo pela reducéo e limitacdo na capacidade contrétil. Sabe-se ainda
que elevacdo na concentracdo sérica de IL-6 também tem relacdo com o maior estresse
mecanico muscular, fato que pode ter ocorrido, por imposi¢do do colete utilizado no

processo de indugdo da curvatura escolidtica (SUZUKI et al., 2003).
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Por outro lado, o estudo de Silva et al. (2008) mostrou por meio dos testes de
exploracdo do campo aberto e do labirinto em cruz elevado, que os animais escolioticos
ndo possuem nenhuma alteragdo no comportamento, mas os indices de ingesta liquida e
solida sdo menores.

Segundo observacoes de Keller et al. (2001), musculos esqueléticos de humanos
sob atividade fisica ativaram a transcricdo do gene de IL-6, e esta resposta foi
particularmente aumentada quando o conteudo de glicogénio muscular era baixo. A
partir destes achados os mesmos autores estabeleceram que o tecido muscular é uma
fonte de producdo de IL-6, e que a concentracdo de glicogénio muscular pode ser um
determinante critico que regula a resposta desta molécula glicoproteica ao exercicio.

Pedersen et al. (2001), sugeriram que a interleucina-6 ¢é produzida
setorizadamente pelo musculo esquelético e secretada na circulacdo em grandes
quantidades, assim, é sugestivo o fato de que a IL-6 pode exercer um importante papel
na manutencdo da homeostasia da glicose, fato que caracteriza acdo similar a um
horménio, e otimiza a resposta metabolica durante a atividade muscular.

No aspecto deste trabalho observa-se que a musculatura escolidtica apresenta
crise energética que pode ter sido gerada por baixas reservas glicogénicas ou possiveis
microlesdes teciduais, as quais possibilitam a sinalizacdo para producdo e liberacdo
aumentada de IL-6. O trabalho realizado por Silva et al. (2012) observou baixas
reservas glicogénicas em musculos da curvatura escoliotica.

Quanto & concentracdo serica de TNF-a, foram observadas concentracfes
séricas maiores no grupo escolidtico, as quais se apresentam reduzidas no grupo
escolidtico alongado. Nesse sentido, pode-se inferir que o imobilismo gerado pelo
colete pode proporcionar um status geral estressor marcado por elevacdo nas
concentragfes de glicocorticoides. Vale lembrar que a TNF-a. € muito sensivel aos
glicocorticéides, fato que indica que as variagGes fisiologicas neste horménio podem
exercer importante papel na regulacdo da producdo de TNF-o e também de outras
citocinas como a IL-1p e IL-6 (DERIK et al., 1997).

O fator de necrose tumoral (TNF-a) esta inserido no grupo de citocinas pro-
inflamatorias e atua de maneira significativa na coordenacgéo das respostas inflamatorias
do organismo. A partir da compreensdo de que o exercicio fisico pode romper a
homeostasia celular, ndo é surpreendente que este possa elevar as concentracfes

plasmaticas de varias citocinas.
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Sabe-se que 0 TNF-a0, também ¢ expresso no musculo esquelético humano
(STARKIE et al, 2001), e estd associado também a resisténcia insulinica e a diabetes
tipo 2 (KERN et al, 2001). Possivelmente, o status energético do musculo esquelético
pode ter relagcbes com o aumento do TNF-a (STEENSBERG et al, 2002). Apesar de
altas concentracdes do RNAmM de TNF-a terem sido demonstradas no tecido muscular
em pacientes com resisténcia a insulina, ndo se pode afirmar a existéncia de uma relagéo
causal entre insulina e TNF-a (KROGH-MADSEN et al., 2004).

E importante salientar que o alongamento é um recurso terapéutico manual de
alta efetividade, trata-se de uma técnica que tem sido amplamente aplicada na pratica
clinica de reabilitacdo, e seus efeitos tém sido fundamentados em diferentes trabalhos
experimentais com animais (YANG et al., 1997; COUTINHO, DELUCA e SALVINI,
2006 ; GOMES et al., 2006; SALVINI et al., 2012). Contudo, ndo encontramos relatos
na literatura cientifica entre alongamento e interleucinas.

Diante de todas as consideracfes € importante ressaltar que o trabalho em tela,
bem como o modelo experimental utilizado traz contribui¢fes ao evidenciar alteracdes
nas citocinas frente ao status de escoliose e ao exercicio de alongamento.

O presente estudo apresenta algumas limitacGes. A primeira delas é que o
protocolo de alongamento foi realizado sem anestesia, com isso, ndo foi possivel avaliar
presenca ou ndo de dor durante o procedimento; a segunda é o fato de que uma
avaliacdo bioquimica de enzimas da via de sinalizacdo insulinica, poderia expressar de
forma mais precisa eventos deflagrados pela escoliose no sistema muscular, bem como
os beneficios decorrentes do processo de alongamento; e a terceira limitacdo é a

auséncia de uma avalicao da tipagem das fibras musculares.

3.6. CONCLUSOES

A intervencdo com alongamento passivo, aplicada durante 36 sessoes,
concomitantemente & inducdo de escoliose, promoveu uma significativa redugdo das
concentragdes das citocinas IL-2, IL-6 e TNF-a, em ratos escolidticos. Dessa maneira,
esse trabalho sugere que o processo de indugéo de escoliose promove uma situagéo de
desuso muscular, ao passo que o alongamento passivo se configura como um tipo de

manipulacdo capaz de se contrapor aos danos decorrentes do processo escoliotico.
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Adicionalmente, a aplicacdo da técnica em ratos que foram apenas alongados, também
resultou em reducdo significativa da IL-6. Esse fato sugere que o alongamento passivo
pode ser utilizado também como técnica de prevencao dos efeitos do desuso muscular.
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4. Estudo I

Alteracbes na variabilidade da frequéncia cardiaca e
na sensibilidade barorreflexa em ratos escolioticos

Luciano Julho Chingui, Carlos Alberto da Silva, Jodo Henrique Dutra Blanco, Silvia C. G.

Moura, Hugo Celso Dutra de Souza, Aparecida Maria Catai
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4.Estudo 11
AlteracOes na variabilidade da frequéncia cardiaca e na
sensibilidade barorreflexa em ratos escolioticos

4.1 RESUMO

A escoliose é uma alteracdo na coluna vertebral que tem se configurado como
foco de pesquisa no ambito clinico e experimental. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar o efeito da escoliose na variabilidade da frequéncia cardiaca e na sensibilidade
barorreflexa. Foram utilizados ratos Wistar machos divididos em 2 grupos
experimentais grupo controle (C) n=12 e grupo escoliose (E) n=12, ap6s 12 semanas de
inducéo de escoliose com Ortese de PVC. Foram realizados registros dos intervalos de
pulso (IP) e de pressdo arterial sistélica (PAS), e as seguintes avaliacdes: a) medida do
tébnus autondmico cardiaco; b) analise espectral das séries temporais de IP e PAS, a qual
quantifica os componentes de baixa frequéncia (BF) e alta frequéncia (AF) e a razéo
BF/AF; c) a sensibilidade barorreflexa (BRS) induzida por drogas vasoativas ou a SBR
espontanea. A VFC e a PAS foram mensuradas sobre o registro basal de 60 minutos e
processadas por um programa de computador. Os resultados foram apresentados em
média + epm. Para a avaliacdo estatistica foi utilizado o teste t-Student e o teste de
Mann-Whitney, conforme necessario. A significancia foi fixada em p<0,05. Os
resultados mostram que a variancia total, e os componentes espectrais de BF, AF em
unidades absolutas e a razdo BF/AF foram maiores no grupo E, mas em unidades
normalizadas a BF foi maior no grupo E e a AF maior no grupo C, o tdnus autondmico
vagal foi maior no grupo E, e a SBR também se mostrou maior no grupo E. Os
resultados indicam que o modelo experimental de escoliose utilizado nesse estudo foi
capaz de provocar alteracGes na funcdo autonémica do sistema cardiovascular sendo
que essas alteraces podem ter sido geradas pelo estresse induzido pela implantacéo da

escoliose, bem como pela deformacdo mecénica provocada pela escoliose.

Palavras-chave: Escoliose, frequéncia cardiaca, analise espectral, barorreflexo
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4.2 INTRODUCAO

A escoliose é uma alteragdo anatdmica da coluna vertebral, caracterizada por
deformidade de intensidade variavel. A alteracdo na curvatura da coluna possui carater
progressivo, e pode se apresentar com desvios nos planos frontal, sagital e transversal
(Nl etal., 2010) .

Atualmente o tema escoliose tem se configurado como uma vertente importante
tanto no &mbito clinico como na pesquisa experimental. Pelo fato de possuir carater
progressivo, e principalmente por ser desencadeado nas fases de crescimento
(ZABOROWSKA-SAPETA et al. 2011), e por acometer de 1 a 3% da populacdo de
adolescentes (KARACHALIOS et. al. 1999); (VELEZIS, STURM e COBEY, 2002), a
escoliose exige uma atencéo especial por parte dos profissionais da saude.

Ha na literatura diversos trabalhos dedicados ao estudo da escoliose em modelos
animais, entre os principais se destacam os estudos de Joe (1990) que estimulou
eletricamente e unilateralmente musculatura de ratos na tentativa de gerar alteraces na
coluna vertebral; Machida et al. (1999) observaram altera¢des na coluna em decorréncia
de pinealectomia em ratos; e Schwab et al. (2009) que retiraram 0s ligamentos
posteriores da coluna vertebral de porcos e fizeram uma fixacdo ipsilateral com
parafusos.

Com vistas a um modelo ndo invasivo, recentemente nosso grupo de pesquisa
validou um modelo indutor de escoliose em ratos, modelo baseado na fixacdo de um
colete feito de PVC (SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2012).A variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) se constitue como um sensivel indicador do status da satde
cardiaca, pois é um método que possibilita o entendimento dos mecanismos reguladores
da modulagéo do sistema cardiaco em diferentes condi¢des (BERGER, 2006).

De acordo com Montano et al., (2009) a interacdo simpato-vagal € responsavel
pela regulacdo neural da fungédo cardiovascular, essa interacdo pode ser estudada pela
avaliacdo da ritmicidade cardiovascular. A anéalise espectral da variabilidade do sinal
cardiovascular, e em especial do intervalo R-R & um procedimento amplamente
utilizado para se investigar o controle autondmico cardiovascular, bem como suas
alteracdes funcionais.

O estudo da VFC no dominio da frequéncia se caracteriza pela analise dos

intervalos R-R convertidos em bandas espectrais, ou seja, a VFC se decompde em seus
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componentes oscilatorios fundamentais que possuem frequéncias variaveis de 0 a 0,4
Hz em humanos TASK FORCE, 1996) e de 0 a 3 Hz quando mensuradas em modelos
experimentais. Sendo que, em ratos a banda de baixa frequéncia (BF) varia de 0,20 a
0,75 Hz ao passo que a de alta frequéncia (AF) tem oscilagdo de 0,75 a 3 Hz (PAGANI
e MALLIANNI, 1994).

O componente de alta frequéncia é um marcador da modulacdo vagal e recebe
influéncias da respiracdo, ao passo que o componente de baixa frequéncia é indicador
tanto da modulacéo vagal como da simpatica, porém, h& predominéncia do componente
simpatico, por essa razdo, considera-se que essa banda é marcadora da modulagédo
simpatica (MALLIANI et al., 1991 e LONGO, 1995).

Trabalhos realizados com animais (ratos) tém avaliado o perfil autonémico
cardiaco por meio da VFC, em vérias condi¢cdes, como na insuficiéncia cardiaca
congestiva TOBALDINI et al., 2009); o efeito da ovariectomia em ratas (DIAS da
SILVA, et al, 2009); o efeito do bloqueio da sintese de 6xido nitrico sobre as adaptacdes
autondmicas induzidas pelo exercicio aerébio (SOUZA et al., 2009); a influéncia do
dominio vagal no comprometimento de doencas cardiacas cronicas em ratos KAWADA
et al., 2013); o controle autondmico cardiaco nas condi¢cdes pré e durante o tratamento
crénico com fluoxetina HENZE et al, 2013).

A sensibilidade barorreflexa também se constitui em um importante
indice para avaliacdo da funcdo autondmica cardiaca, avaliada tanto em humanos
(TASK FORCE, 1996) quanto em estudos com animais (DIAS da SILVA et al. 2009;
KARLEN-AMARANTE et al. 2012-; SANT’ANA et al. 2011). Estudos da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e a sensibilidade baroreflexa cardiaca (SBR)
tem sido usados na avaliagdo indireta do balan¢o simpato-vagal cardiaco e no controle
reflexo parassimpatico cardiaco, respectivamente  (MALLIANNI et al, 1994,
MONTANO et al, 1994; TASK FORCE, 1996; LA ROVERE et al, 2001) , em varias
condicBes experimentais, e em diferentes estados de salde, como situacdo de repouso
CATAI et al, 2002) ou em mudancas posturais (MALLIANNI et al. 1997), no processo
de envelhecimento (MELLO et al. 2008), ou em situacdes de infarto do miocardio
MENDES et al, 2010); SANTOS-HISS et al. (2011). No entanto, ndo foi encontrado na
literatura avaliagdes da funcdo autonémica cardiovascular em situagcdes de escoliose,
seja em humanos ou animais. Porém, um estudo realizado por Tsuchie et al., (2011),
observou em humanos que uma alteracdo cifotica lombar pode reduzir a modulagédo

autondmica cardiaca dos componentes de BF e AF.
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Nesse contexto, a hipotese do presente trabalho €: considerando que a escoliose
experimental promove uma alteracdo estrutural na coluna do rato, tal alteracdo pode
estar acompanhada por alteragfes na modulagdo autonémica do sistema cardiovascular.

Diante dessas consideracdes, os objetivos desse estudo foram avaliar a influéncia
da escoliose sobre a variabilidade da freqliéncia cardiaca, e sobre a sensibilidade

barorreflexa em ratos.

4.3 METODOS

4.3.1 Animais

Foram utilizados 24 ratos albinos Wistar a partir de 42 dias de vida (periodo de
desmame) até a 12° semana de vida. Foram divididos em dois grupos experimentais
(n=12), Controle (C) e Escolidtico (E). Durante todo periodo experimental os animais
foram alimentados com ragéo (Purina para roedores) e agua “ad libitum”, submetidos a
ciclo de 12 horas claro/escuro. Todo o protocolo experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCAR), sob protocolo n.° 024/2006.

4.3.2 Inducdo da escoliose
Os dispositivos indutores de escoliose foram confeccionados em filme de
policloreto de vinil (PVC) e constitui-se de duas partes, sendo uma adaptada a cintura
escapular e outra na cintura pélvica. Esse dispositivo tem 0,5 mm de espessura, sendo
que cada parte conta com duas circunferéncias para passagem dos membros. Para que o
animal n&o seja ferido, as circunferéncias séo revestidas com fita adesiva.
Tanto na parte da cintura escapular, quanto na parte da cintura pélvica,
um anulo de arame é colocado do lado direito do dispositivo permitindo assim, a
colocacdo de um fio metalico de 0,5 mm de espessura com 10 cm de comprimento, que
tem como finalidade aproximar as cinturas de forma unilateral, a fim de instalar a
curvatura escoliotica conforme descrito por Silva et al. (2012).
Ressalta-se que, o dispositivo foi colocado em sistema de cinta regulavel,
0 que permite e facilita um ajuste individual de acordo com o tamanho de cada animal.
A figura 1 corresponde a representacao esquematica do protocolo experimental

da avaliacdo da funcdo autonémica cardiovascular.



59

Basal variabilidade e SBR esp. SBR (FCe VPS) Duplo bloqueio SBR (FCe VPS)

I I I I
0 60 75 105

TEMPO (min)

Figura 1. Representacéo esquematica da avaliagdo autondmica.

4.3.3 Protocolo Experimental

Ao final das 12 semanas de inducdo da escoliose os ratos foram anestesiados
com tribromoetanol (250 mg/kg, ip, Sigma Aldrich, USA) e cateteres de polietileno
foram implantados na artéria e veia femoral para posterior registro da pressdo arterial e
administracdo de drogas, respectivamente . Os cateteres foram fixados e transpassados
subcutaneamente e exteriorizados na nuca. Para impedir a coagulacdo sanguinea, 0s
cateteres foram preenchidos com solucédo salina de heparina (500ui/ml). Os ratos foram
entdo enviados para recuperagdo por 24 horas antes da aplicacdo do protocolo de
avaliagdo simpatovagal, o qual foi realizado sem anestesia.

Apb6s o periodo de recuperacdo da cirurgia de canulacdo, com o0s animais
acordados, foi realizado o registro da pressdo arterial por meio de um transdutor de
pressdo (ADInstruments — MLTO0380, Bela Vista, Australia), e um amplificador
(ADInstruments — ML110, Australia) acoplados a um sistema computadorizado de
aquisicdo de dados (ADInstruments — PowerLab 8/30, Australia). A frequéncia de
amostragem do sinal de PA foi de 2KHz. A FC e a PA meédia (PAM) foram calculadas
a partir da pressao arterial de pulso por meio de um software (PowerLab-Chart7-
ADlInstruments, Australia).

Utilizando-se desse registro, foi realizado o protocolo experimental para
avaliacdo da variabilidade cardiovascular, da sensibilidade baroreflexa e bloqueio

autondmico farmacologico.
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4.3.4 Analise da variabilidade cardiovascular: analise espectral

A linha de base das séries de PA e frequéncia cardiaca (intervalo de pulso),
obtidas de registro de 60 minutos, foram processadas por um programa de computador
(LabChart v7.0, ADinstruments, Bella Vista, Australia) que aplica um algoritmo para
detectar os pontos de inflexdo, ciclo a ciclo, do pulso arterial determinando os valores
sistolicos da PA. A série temporal do intervalo de pulso (IP), foi determinada a partir
do sinal pulsétil da PA medindo-se o intervalo entre picos adjacentes da pressao
sistélica batimento a batimento. As séries de IP e PA sistdlica (PAS), batimento a
batimento, foram convertidas usando interpolacdo spline cubica (reamostragem em 10
Hz). As séries com valores interpolados foram divididas em segmentos sequenciais de
512 pontos (51,2 s) cada, com taxa de sobreposicdo de 50%. As analises de
variabilidade do IP e da PAS foram realizadas utilizando um programa de computador,
personalizado (CardioSeries v2.0 http://sites.google.com/site/cardioseries),
desenvolvido no Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (Universidade de Sao Paulo - Brasil). Antes do célculo da densidade espectral de
poténcia, os segmentos foram inspecionados visualmente, sendo utilizados aqueles com
relativa estacionariedade e os dados ndo estacionarios ndo foram considerados. Um
janelamento do tipo Hanning foi usado para atenuar os efeitos secundarios e o espectro
foi calculado usando um algoritmo FFT para séries temporais discretas. Os espectros
foram integrados na banda de baixa freqiiéncia (LF; 0,2-0,75 Hz) e de alta frequéncia
(HF; 0,75-3 Hz). A razdo LF/HF da variabilidade do IP foi calculada a fim de avaliar o
balanco simpato-vagal, (MONTANO et al., 1994, MALLIANI et al. 1996; TASK
FORCE, 1996).

4.3.5 Analise da sensibilidade barorreflexa espontanea

A sensibilidade barorreflexa (SBR) foi avaliada no dominio de tempo por meio
da técnica de sequéncia, descrita por Di Rienzo et al. (1985). Um programa
personalizado de computador (CardioSeries V2.0 -

http://sites.google.com/site/cardioseries) o qual digitaliza series temporais de PAS e IP

batimento a batimento, procurando por sequéncias de pelo menos 4 batimentos
consecutivos o qual aumentos na PAS sao seguidos por aumentos de IP (sequéncia para
cima) e diminui¢cbes na PAS sdo seguidas por encurtamento de IP (sequéncia para
baixo), com correlacdo linear maior que 0.8. O slope das linhas de regressao linear entre

PAS e IP sdo tomadas como medida de SBR.


http://sites.google.com/site/cardioseries
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4.3.6 Analise farmacoldgica da sensibilidade barorreflexa

A PA foi registrada por 40 minutos nos grupos controle (n=12) e escoliose
(n=12). A sensibilidade do barorreflexo foi entdo determinada antes e ap6s 15 minutos
do bloqueio farmacolégico dos componentes autonémicos com metilatropina (n=6) ou
propranolol (n=6) para separadamente avaliar a participacdo dos sistemas simpatico e
parassimpatico (vagal) na resposta reflexa da frequéncia cardiaca respectivamente.
Mudangas em PAM foram induzidas por injecGes alternadas de fenilefrina (PHE) (0,1-
16,0 mg / kg) que promoveu respostas reflexas de taquicardia e nitroprussiato de sodio
(NPS) (0,4-64,0 mg/kg) que promoveu respostas reflexas bradicardicas. PAM e
frequéncia cardiaca foram medidas antes e imediatamente apos as injecGes de PHE ou
NPS quando a PA alcancou um novo nivel de estado de equilibrio. Apés o retorno dos
dois parametros a linha de base, novas injecdes foram dadas. Um total de, pelo menos,
cinco aumentos e cinco decréscimos na PAM em diferentes graus foram suscitados em
cada rato. A sensibilidade do barorreflexo foi quantificada pelo slope da linha de
regressdo obtida pelo melhor ajuste dos pontos mostrando mudangas na frequéncia
cardiaca e PA em relacdo aos valores basais.

4.3.7 Ténus simpatovagal e frequéncia cardiaca intrinseca de marca-passo

Dez minutos apos o teste de SBR farmacoldgica, foi realizada a avaliacdo da
influéncia do tdnus autonémico, simpéatico e parassimpatico, na determinacdo da
frequéncia cardiaca. Essa foi investigada por meio da administracdo de propranolol
(5mg/kg, iv, Sigma Aldrich) e metilatropina (4mg/kg, iv. Sigma Aldrich),
respectivamente. Apos 60 minutos de registro da frequéncia cardiaca basal, a
metilatropina foi injetada na metade dos ratos de cada grupo, e a frequéncia cardiaca foi
registrada durante os proximos 15 minutos para avaliar o efeito do bloqueio vagal na
frequéncia cardiaca. O propranolol foi entdo injetado nos mesmos ratos, e a frequéncia
cardiaca foi registrada por outros 15 minutos para determinar a frequéncia cardiaca
intrinseca. Na outra metade dos ratos, a sequéncia de metilatropina-propranolol foi
invertida para propranolol- metilatropina, para avaliar o efeito do bloqueio simpatico da
frequéncia cardiaca, seguido do mesmo procedimento de registro (15 minutos cada) por
droga como na sequéncia anterior, utilizada para determinar a frequéncia cardiaca
intrinseca. Os dados das sequéncias de metilatropina-propranolol e propranolol-
metilatropina foram somados para se obter a frequéncia cardiaca basal (antes de cada

droga) e a frequéncia cardiaca intrinseca.
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4.3.8 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média £ EPM. Os resultados dos bloqueios
farmacologicos com metilatropina e propranolol, analise espectral da frequéncia
cardiaca e sensibilidade baroreflexa da frequéncia cardiaca foram, analizados pelo teste
t-Student ou pelo teste de Mann-Whitney Rank Sum, conforme necessidade. O nivel de

significancia foi fixado em p<0.05 em todas as anélises.
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4.4 RESULTADOS
Na Figura 2 e na Tabela 1 estdo representados os valores basais da presséo

arterial média, frequiéncia cardiaca, e frequéncia cardiaca intrinseca de marcapasso em
resposta a duplo bloqueio autondmico cardiaco. Nao foram observadas quaisquer

diferencas, nessas variaveis, entre 0s grupos estudados.
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Figura 2. Pressdo arterial média (PAM, A), frequéncia cardiaca basal (FC, B) e frequéncia cardiaca
intrinseca (FCI, C) nos grupos controle e escolidtico. Valores expressos em média + epm. *P<0.05
comparado ao controle.

A Tabela 1 também mostra o efeito do blogueio autonémico farmacoldgico
sobre a FC em todos os grupos estudados, tanto em valores absolutos, quanto em
valores percentuais (Figura 3). A administracdo de metilatropina e de propranolol no
grupo escoliose promoveu maiores variagdes absolutas da FC em relacdo ao grupo
controle, entretanto, em valores percentuais, as diferengas ndo atingiram significancia

estatistica.



64

Tabela 1. Efeito da escoliose na PA e FC basais, e resposta da FC a administracao de

bloqueadores autonémicos.

Grupos

Controle Escoliose
Valores Basais
PAM, mmHg 86.8 2 859+ 4
FC, bpm 355+7 344 + 4
Controle do tdnus autonémico
A FC apds metilatropina, bpm 55+6 79+5°
% FC ap6s metilatropina 61+6 55+ 5
A FC ap6s propranolol, bpm 35+7 64+7"
% FC ap6s propranolol 39+7 45+ 7
FCI, bpm 336+5 3325

Valores expressos em média £ epm. PAM, presséo arterial média; FC, frequéncia cardiaca, FCI,
frequéncia cardiaca intrinseca. *P<0.05 comparado ao controle.
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Figura 3. Resposta da frequéncia cardiaca a metilatropina (valores positivos) ou propranolol (valores
negativos) nos grupos controle (C) e escoliose (E). VariacGes absolutas (A), valores percentuais (B).

Dados expressos em média + epm. *P<0.05 comparado ao controle.
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Na Figura 4 e na Tabela 2 estao representados os parametros da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC), obtidos por meio do IP (intervalo de pulso) nos dois grupos
estudados. Os resultados mostraram que o grupo escoliose apresentou maiores valores
de variancia total, nas oscilacdes de BF e AF em unidades absolutas e na razéo BF/AF.
Por outro lado, em valores normalizados, 0 grupo controle apresentou 0s maiores
valores somente nas oscilacdes de AFun. Por outro lado, ndo houve diferencas entre os
grupos estudados em relacdo aos pardmetros espectrais da analise da variabilidade da
PAS (Figura 5).
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Figura 4. Variabilidade do intervalo de pulso (IP): variancia (ms2, A), poténcia espectral das oscilagdes do
IP no espectro de baixa frequéncia (BF), expressa em unidades absolutas (mSZ, B) e normalizadas (nu,
D) e poténcia espectral do PI no espectro de alta frequéncia (AF), banda expressa em unidades absolutas
(ms?, C) e normalizadas (nu, E) nos grupos controle e escolidtico. Valores expressos em média +
epm. *p<0.05 comparado ao controle.
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A tabela 2 também mostra os valores da variabilidade da PAS, que néo
apresentou diferenca entre os grupos (Figura 5). Quanto a SBR espontanea (Figura 6) e
SBR obtida por meio farmacoldgico, através da administracdo de fenilefrina e
nitroprussiato de soédio, promovendo respostas bradicardicas e taquicardicas,
respectivamente (Figura 7). Os resultados nos dois grupos mostraram que a SBR
espontanea estava aumentada no grupo escoliose, e a analise da SBR por meio

farmacoldgico mostrou que esse aumento foi decorrente das respostas bradicardicas.

Tabela 2. Efeitos da escoliose na variabilidade de intervalo de pulso, variabilidade da pressao arterial e
sensibilidade barorreflexa.

Grupos

Controle Escoliose
Variabilidade do IP

Variancia, ms’® 124+37 255+44°
BF, ms® 095+05 387+07"
BF, un 26+34 4289+34°
AF, ms® 207+09 481+08°
AF, un 7434 5711+34°
BF/AF 0.38+0.06 0.88+0.1"

Variabilidade da PAS
Variancia, mmHg? 143+18 16+ 1.6
BF, mmHg® 35+07 4104

SBR esponténea
Ganho, ms/mmHg 076 0.1  1.3%0.1°

SBR invasiva
Ganho bradic, bpm/mmHg 08+03 -205+03"
Ganho taquic, bpm/mmHg 23+03 244+01

Valores expressos em média £ epm. intervalo de pulso (IP), presséo sistolica arterial (PAS),
sensibilidade barorreflexa (SBR), baixa frequéncia (BF), alta frequéncia (AF), unidades normalizadas
(un). *P<0.05 comparado ao controle.



67

[ 1 Controle
B Escoliose

20 - 6 -
154 |
a1

;Tn 10 1
E ——
E & 2 A
= 5 1
3 £
g £

[
2, 2,

Figura 5. Variabilidade da Pressdo arterial sistolica (PAS): variancia (mmHg?, A), poténcia da PAS no
espectro de baixa frequéncia (BF), banda expressa em unidades absolutas (mmHg?, B) nos grupos

controle e escoliose. Valores expressos em média = €pm. *p<0.05 comparado ao controle.
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Figura 6. Valores da sensibilidade baroreflexa espontanea nos grupos controle e escoliose. Valores
expressos em média + epm. *P<0.05 comparado ao controle.
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Figura 7. Valores médios da sensibilidade baroreflexa (SBR), obtidos por meio de mudanca na frequéncia
cardiaca (FC) induzida por mudangas na pressdo arterial média (PAM), apds a infusdo de nitroprussiato
de sodio e fenilefrina nos grupos controle (C) e escoliose (E). *P<0.05 comparado ao controle.

4.5 DISCUSSAO

Os principais achados do presente trabalho sdo: A variancia total, ou seja, a
variabilidade total foi maior no grupo escoliotico, assim como 0s componentes de LF e
HF e a relacdo LF/HF em valores absolutos, contudo, em valores normalizados o grupo
controle apresentou maior valor no componente de AF; a andlise farmacoldgica do
tébnus autondémico revelou maiores variagdes absolutas no grupo escoliotico, sem
mostrar diferencas nos valores percentuais; a sensibilidade baroreflexa espontanea e a
obtida por meio farmacolégico, foi maior no grupo escoliético.

A variancia total, ou seja, a variabilidade total da frequéncia cardiaca esta
significativamente maior no grupo escolidtico em relacdo ao controle, fato que pode

indicar um maior controle autondmico no grupo escolidtico em relacdo ao grupo
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controle, pois de acordo com concepgdes de Pumprla et al. (2002) altos valores de VFC
sdo indicativos de maior capacidade de adaptacdo e consequentemente predispdem a
melhor funcionalidade autonémica.

Na andlise dos componentes espectrais tanto a BF como a AF em unidades
absolutas sdo maiores no grupo escolidtico, o que pode indicar uma predominancia da
modulacdo simpatica e parassimpatica, respectivamente nesse grupo. Entretanto, ao se
observar, os mesmos valores em unidades normalizadas o componente de BF é maior no
grupo escolidtico ao passo que o componente de AF é maior no grupo controle.
Portanto, essas varidveis evidenciam uma maior modulacdo simpatica no grupo
escolidtico, e parassimpatica no grupo controle. Essa interpretacdo acompanha as
ponderacBes do Task Force (1996) ao descreverem que o componente de BF é aceito
como indicador da modulagdo simpatica, enquanto que o de AF estd associado a
modulacdo parassimpatica. As consideracdes de Montano et al. (1994) também
reforgcam essa interpretacdo ao postularem que os componentes de BF e AF representam
com maior precisdo a modulacdo autonémica quando apresentados em unidades
normalizadas, pois nessa condicdo ha a exclusdo da contribuicdo das oscilaces de
muito baixa frequéncia.

Quanto a variavel razdo BF/AF observa-se que foi significativamente maior no
grupo escoliotico em relacdo ao grupo controle. Algumas consideracGes sobre essa
variavel sdo importantes. De acordo com Malliani et al. (1991) a razdo BF/AF € uma
importante medida indicativa do equilibrio simpato-vagal, nesse sentido, é um indice
capaz de reproduzir a predominancia simpatica ou vagal.

Porém, € importante também ressaltar que a literatura cientifica mostra
divergéncias na interpretacdo da razdo BF/AF, que tem sido considerada por alguns
autores como apenas indicadora de um balanco simpato-vagal, contudo, outros autores a
consideram como indicadora de uma modulagéo simpatica (TASK FORCE, 1996).

Com base nas ponderagdes anteriores a analise da variancia total mostra uma
melhor condi¢do autondmica em favor do grupo escoliotico, contudo, o estudo da
variabilidade em bandas espectrais por meio dos seus componentes de BF absoluto, BF
em valores normalizados, bem como a razdo BF/AF sugerem que a escoliose provocou
um desequilibrio autonémico com predominancia da modulacdo do sistema nervoso
simpatico cardiaco.

De acordo com o Task Force (1996), o aumento da BF em unidades

normalizadas pode indicar uma diversidade de situacGes entre as quais se destacam
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situacOes de estresse mental. O estresse mecanico gerado pela utilizacdo do colete
durante o periodo de 12 semanas pode ter provocado estresse mental a ponto de alterar
essa varidvel. Essa interpretacdo acompanha um trabalho realizado por Nagaki et al.
(2004) em que os autores estudaram em ratos os efeitos do medo e ansiedade sobre o
controle autondémico. Os resultados revelaram aumento na frequéncia cardiaca basal, no
componente de BF e na razdo BF/AF. Porém nédo foi observada nenhuma alteracdo no
componente de AF. Diante dos resultados os autores concluiram que em situacdes de
ansiedade e medo o desequilibrio do balanco autonémico ocorre em favor de uma
predominancia simpatica. No presente estudo ndo realizamos analise do nivel de
estresse dos animais, o0 que poderia trazer informacdes adicionais.

Por outro lado, alteracGes de postura podriam gerar alteragdes autonémicas.
Salienta-se entretanto, que ndo foram encontrados na literatura trabalhos com modelos
experimentais animais com alteragdes nas curvaturas da coluna vertebral, seja escoliose
ou cifose lombar ou toracica, e que tenham avaliado distrbios autondémicos
relacionados. Portanto, esse € o primeiro estudo com animais a observar alteracbes da
funcdo autondmica cardiaca diante de uma condicdo escoli6tica. Em estudo prévio,
realizado por Tsuchie et al., (2011), em humanos saudaveis submetidos a um modelo
experimental de deformidade cifética lombar (individuo avaliado em duas condicdes: a)
sentado, postura neutra e b) ainda sentado, com postura de flexdo anterior de tronco) foi
observado reducdo da modulacdo autondmica cardiaca dos componentes de BF e AF
com o individuo em flexdo anterior do tronco.

Em relacdo a medida do tdnus autonémico cardiaco, Ferrer et al. (1991)
ressaltam que essa avaliacdo permite quantificar a influéncia simpaética e vagal sobre o
coracdo, bem como a determinacédo da frequéncia cardiaca intrinseca, que representa a
ritmicidade esponténea cardiaca.

Assim, a resposta da FC a administragdo de bloqueadores autonémicos, como a
bradicardia observada apds administracdo de propranolol, representa o efeito simpatico
cardiaco enquanto a taquicardia observada apos a administracdo de metilatropina indica
o efeito vagal cardiaco (GAVA et al., 1995).

A FC intrinseca é aquela observada apds a administracdo conjunta dos
bloqueadores autondmicos. Ressalta-se que, na quantificagdo do tonus autondmico
cardiaco, ainda por meio de bloqueio farmacoldgico, o tbnus simpatico € resultante da

diferenca entre a FC apds a administracdo de metilatropina e a FC intrinseca. Enquanto
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0 ténus vagal é resultante da diferenca entre a FC ap06s administracdo de propranolol e a
FC intrinseca (VASQUEZ, KRIEGER, 1982; GOLDBERGER, 1999).

A andlise farmacoldgica feita por bloqueio simpéatico com propranolol e vagal
com metilatropina revelou que em valores absolutos a variacdo da frequéncia cardiaca
(A HR) foi maior no grupo escoliotico, durante o bloqueio vagal, contudo, quando em
valores percentuais a A HR ndo apresentou nenhuma diferenga entre os grupos, assim
como a frequéncia cardiaca intrinseca de marca-passo também ndo apresentou
diferencas. Esses dados sugerem uma resposta autondmica, expressa no grupo
escolidtico, a qual promoveu maiores deltas da frequéncia cardiaca diante do bloqueio
vagal. Essa resposta pode ter ocorrido em decorréncia do processo adaptativo
relacionado ao tempo de inducdo da escoliose. No entanto, ndo foi encontrado na
literatura cientifica nenhuma publicacdo que possa dar sustentacéo a esse resultado.

Conforme o Task Force (1996) a modulacdo autondmica também pode ser
avaliada por meio da sensibilidade barorreflexa (SBR). A anélise da SBR mostrou que
0 grupo escolidtico possui maior sensibilidade em relacdo ao controle. Os resultados
mostram que a sensibilidade aumentou em decorréncia das respostas bradicardicas, fato
que sugere maior resposta de controle pressorico na funcdo autonémica no grupo
escolidtico. Diversos estudos encontrados na literatura cientifica ratificam a utilizacéo
da SBR como indice de equilibrio autonémico tanto em condi¢des clinicas
(MACATRAO COSTA et al.,2013), como em condi¢des experimentais com ratos
(SOUZA et al., 2009), contudo, nao foi encontrado nenhum trabalho com avaliacdo da
SBR na condicdo escolidtica.

Diante da inexisténcia de trabalhos que tenham estudado a variabilidade da
frequéncia cardiaca, bem como a sensibilidade do barorreflexo em animais escolioticos,
compreende-se que o0 presente estudo tem importante valor para a literatura cientifica, a
medida que desperta e incentiva estudos que se preocupem em avaliar possiveis
interferéncias no sistema cardiovascular no processo de implantacdo da escoliose bem
como em situaces em que a mesma ja se encontra instalada.

Como limitagdo do estudo tem-se a auséncia de uma analise do nivel de estresse
dos animais. Além disso, analises ndo lineares da variabilidade da freqiiéncia cardiaca

poderia trazer informagdes adicionais.
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4.6 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo sugerem que a escoliose promove uma
alteracdo na homeostasia do sistema autondmico, com aumento da modulagio
autondmica simpatica cardiaca, uma maior variacdo da frequéncia cardiaca, no grupo
escolidtico, no bloqueio farmacologico do tonus vagal (maior ganho bradicardico); bem
como maior sensibilidade espontanea do barorreflexo.

Essas respostas podem ter ocorrido em decorréncia do processo adaptativo
relacionado ao tempo de inducéo da escoliose.

O presente trabalho abre caminhos para uma nova linha de analise dedicada a
compreensdo das possiveis relacdes entre a escoliose com o controle autonémico do

sistema cardiovascular.
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5.Consideracoes
finais
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5.Consideracoes finais

Os resultados desse trabalho revelam que concomitante a implantacdo da
escoliose ocorre, importante alteracdo da homeostasia metabolica da musculatura
paravertebral e peitoral, gerando reducdo nas reservas glicogénicas e nas proteinas
musculares.

Os danos musculares causados durante a implantacdo da escoliose tém
importante participacdo das citocinas IL-2, IL-6 e TNF-a, por outro lado a manipulagéo
com exercicios de alongamento se mostrou capaz de reduzir a concentracdo de
interleucinas. Fato que sugere a importancia do exercicio de alongamento como recurso
de prevencéo nos casos de desuso.

Quanto ao status da funcdo autonémica cardiovascular, foram observadas ap6s a
implantacdo da escoliose, varias respostas positivas comoo aumento da variancia total,
maior tonus vagal e simpatico cardiaco avaliados por bloqueio farmacolégico, e maior
sensibilidade barorreflexa. Por outro lado, os componentes de BF, AF bem como a
razdo BF/AF da analise espectral sugerem um predominio do sistema nervoso autdbnomo
simpatico cardiaco. A compreensdo das alteracdes metabdlicas na musculatura
esquelética, bem como as oscilacdes nas concentracdes de citocinas inflamatoérias abrem
perspectivas para a otimizacao dos métodos ja utilizados na terapéutica da escoliose.

O presente estudo também abre novas possibilidades de exploracéo cientifica
dedicadas ao estudo das possiveis interacdes entre escoliose e o padrdo de controle
autondmico cardiovascular.

Como desdobramentos do presente trabalho, espera-se avaliar em estudos
futuros a utilizagdo de analises ndo lineares no estudo da modulagdo autonémica frente
a escoliose; bem como as possiveis relacdes entre escoliose, VFC, VPA, alongamento e

citocinas.
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RESUMO

Objetivo: avaliar alteragGes quimiometabolicas em musculos esqueléticos de ratos portadores de escoliose
induzida por colete de filme de policloreto de vinil (PVVC). Métodos: foram utilizados 12 ratos machos,
distribuidos em dois grupos: controle (C), e escolidtico (E), de forma que o grupo (E) recebeu um
dispositivo ortotico desde as fases iniciais de crescimento (p6s-desmame) até a sexta semana de
crescimento . Apos a fase experimental os animais foram eutanasiados e encaminhados para as seguintes
avaliacdes: peso corporal, contetdo de glicogénio dos musculos respiratérios bem como a relacdo
proteina total/DNA. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade, seguidos de ANOVA e
post hoc de Tukey (p<0,05). Resultados: Os resultados mostram que houve reducdo tanto na relacdo
proteina total/DNA dos musculos respiratorios bem como no contelido de glicogénio,. No que tange ao
peso dos animais, foi observado que o grupo escolidtico apresentou menor peso em relagdo ao controle.
Conclusdes: Os resultados indicam que a alteragcdo na homeostasia metabdlica da musculatura faz parte
dos eventos deflagrados durante o processo de indugdo de escoliose. Dessa maneira, compreende-se que 0
conhecimento destes eventos podera abrir novas perspectivas para avaliagdo de métodos fisioterapéuticos
aplicados no tratamento da escoliose.

DESCRITORES: Escoliose, glicogénio, musculo esquelético, metabolismo.

ABSTRACT

Objective: to evaluate chemical and metabolic alterations in respiratory skeletal muscles of rats with
scoliosis induced by polyvinyl chloride jackets. Methods: twelve male rats were distributed in two
groups: control (C), and scoliotic (S); the S group was fitted with an orthotic device from the beginning of
the growth phase (post-weaning) until the sixth week of growth. After the experimental period, the
animals were euthanized and the following evaluations were performed: body weight, glycogen content
of the respiratory muscles and total protein/DNA ratio. The obtained data were submitted to normality
testing and Tukey’s post hoc test (p<<0.05).Results: The results show that there were reductions in both the
total protein/DNA ratio of the respiratory muscles and glycogen content. The scoliotic group weighed less
than the control group. Conclusions: The results indicate that alterations in the metabolic homeostasis of
the musculature are among the events triggered during scoliosis inducement. Knowledge of these events
can open new perspectives on physiotherapy methods used to treat scoliosis.

KEY WORDS: Scoliosis, glycogen, skeletal muscle, metabolism.
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INTRODUCTION:

The dynamic stabilization of the spine is ensured by its intrinsic and extrinsic musculature. It is
evident that alterations in strength and resistance can result in postural disorders *.  Scoliosis is
characterized as a tridimensional alteration of the spine, presenting lateral curvature greater than 10° of
inclination in the frontal plane, vertebral rotation in the axial plane, and alteration of physiological
curvatures in the sagittal plane .

Scoliotic curvature can be classified as: slight, i.e., curvature between 10 and 20°; moderate, 20
to 45°; and severe above 45° of inclination. Multifactorial aspects that involve muscular or genetic
alterations are among its causes >*.

In general, scoliosis manifests itself in childhood or adolescence, can affect any spinal region
and results in pain. It is important to point out that radiological exams are necessary to diagnose scoliosis
and quantify the curvature or curvatures. Only with this information can the best form of treatment be
determined >°.

Goto et al.” report that scoliosis patients present weakness and diffuse muscular hypotonia that
predominate in the respiratory and paraspinal muscles. It is important to underscore this fact since it
predisposes the individual to secondary complications.

Studies have indicated that the onset of scoliotic curvature can occur suddenly and progress
quickly, thus predisposing the individual to a highly incapacitating condition. Another relevant factor that
has been pointed out is that if diagnosis and treatment occur at an early stage, the costs are lower and
there is the possibility of stabilizing or even reverting the curvature 2.

In the search to understand the mechanisms associated with scoliosis, the use of animal models
can be a powerful tool, allowing difficult conditions to be mimicked, sample homogeneity and quick
results providing insight into a number of mechanisms °.

The experimental methods found in the literature for inducing scoliosis in rats are predominantly

invasive and difficult to execute: Nogami et al.*

applied intraperitoneal beta-aminopropionitrile, in order
to alter the spinal ligaments; Tanaka et al.'* produced bone lathyrism with the drug carbazide; Sarwark et
al.? studied rat spine trauma; Joe™ induced scoliosis in rats electrically and unilaterally; Kasuga™

sutured the muscles close to the vertebrae to cause scoliotic curvature and limit movement; Machida et

al.™® carried out a pinealectomy in rats and correlated the plasmatic concentration of melatonin with
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postural alterations; Stokes et al.*® mechanically altered vertebrae in order to compromise the growth of
chondrocytes.

Most of these methods can compromise the tissue structures around the spine, which could
interfere in both the development and treatment of scoliosis.

In an effort to advance approaches to scoliosis research, the objective of this study was to test an
easy methodology for inducing scoliosis in rats that involved a polyvinyl chloride (PVC) device. The
following variables were investigated: body weight, curvature angle, concentrations of glycogen reserves
in the paraspinal and pectoral muscles, as well as the total protein/DNA ratio after six weeks of applying
the PVC device to induce scoliosis.

The hypothesis of this study was that the presented methodology would be appropriate for inducing
scoliosis. Reductions in body weight, glycogen content and the protein/DNA ratio of the evaluated

muscles were also expected.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Animal Experimentation Ethics Committee of the Universidade

Federal de Sao Carlos (UFSCAR) (protocol 024/2006).
Animals: Twelve albino Wistar rats approximately 42 days old (weaning period) were distributed in two
experimental groups (n=6): Control (C) and Scoliotic (S). Throughout the experimental period, the
animals received rodent chow (Purina) and water ad libitum and were submitted to 12 hour light/dark
cycles.

Scoliosis induction: The device for inducing scoliosis was made of 0.5 mm thick PVC and
included two parts, one fitted around the scapular girdle and the other around the pelvic girdle. Each part
had two limb openings. In order to avoid skin lesions, the openings were covered with electrical tape.

The scapular and pelvic girdle segments were drawn together unilaterally on the right side
with a 0.5 mm by 10 cm wire to foster scoliotic curvature (Figures 1A and B).

The device was designed with an adjustable strap system that allowed individual adjustment
according to each animal’s size.

Figure 1

Every seven days the devices were removed so that the animals could be washed with saline

solution. The animals’ weight was then measured using a digital scale and afterwards, depending on
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growth, a larger device was provided.

Curvature Angle: In order to obtain the curvature angle data in the sixth week, the animals were
sedated and submitted to radiological exams. The exams were then photographed and analyzed using
ALCIMAGEM 2003 software. It is important to point out that this procedure ensures the quality and
reproducibility of the measurement.

Euthanasia and Procedures: At the end of the six weeks, the animals were euthanized with
sodium pentobarbital (50 mg/Kg, i.p.). Bilateral samples from the paraspinal and pectoral muscles were
then collected and promptly sent for biochemical evaluation of glycogenic content according to the
phenol-sulfuric acid method proposed by Siu, Russeau and Taylor .

The determination of DNA content followed the method of Giles and Myers *°. A Bio

Diagndstica® lab kit was used to determine total proteins.
Kolmogorov-Smirnov was used to test normality, followed by ANOVA and Tukey’s post hoc test, with a

significance level of 5% p<0.05).

RESULTS
Initially, the focus of the study was to evaluate the body weight of the animals during the 6
weeks of the experiment. The S group presented a mean weight 22+1.6% lower than the control group
(p<0.05) (Figure 2).
Figure 2
The radiological exam revealed that the S group presented “c” shaped right-convex scoliosis,
with a 45.5+0.3° (p<0.05) angle of inclination. On the other hand, the C group presented no alterations

in spine angle.

Figure 3

The glycogen reserves in the right paraspinal muscle (rPs) and the left Paraspinal muscle (IPe)
were analyzed in the C and S groups. The data showed that there were statistically significant differences
in the glycogen reserves of the paraspinal muscles, reaching 57% in the left paraspinal muscle (0.56+0.01

mg/100mg Ce x 0.24+0.01 mg/100mg IPs, p<0.05) and 38.5% in the right paraspinal muscle (0.57+0.04
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mg/100mg Cd x 0.35+0.01 mg/100mg rPs, p<0.05) (Figure 3).

Figure 4

The pectoral muscle was also evaluated using the same parameters, and a significant reduction in
the glycogen reserves was observed, reaching 43% in the left pectoral muscle (0.51 £0.02 mg/100mg CE
x 0.29 +£0.02 mg/100mg LP) and 35% in the right pectoral muscle (0.54 +0.03 mg/100mg CD x 0.35

+0.03 mg/100mg RP) as shown in Figure 5.

Figure 5

Finally, the total protein/DNA ratio of the paraspinal musculature was evaluated, and reductions
of 50% in the right paraspinal muscle and 17% in the left paraspinal muscle (p<0.05) were observed, as
shown in Figure 6.

Figure 6

DISCUSSION

It is important to clarify that the main findings of the present study involve muscle glycogen
concentrations and the protein/DNA ratio. The glycogen reserve was smaller in the S group, both in the
paraspinal and the pectoral muscles. The total protein/DNA ratio was also reduced S group as well.

Studies on scoliosis in animals are scarce in the literature. The methodologies of extant studies
involve invasive techniques that are difficult to perform and may complicate or even compromise the
results of a chemical and metabolic evaluation *° since surgery and the use of drugs to induce scoliotic
curvature affect not only the spine but also adjacent muscle, vascular and neural tissues. The model used
in the present study preserves the tissues/structures, which can either be analyzed after the immobilization
period or after therapeutic interventions to minimize the induced scoliosis.

The biomechanical analysis of the present study was based on radiological exams and indicated
moderate right convex scoliosis at the thoracic-lumbar level with 45.5+0.3° (p<0.05) of inclination. There
are reports in the literature that this type of curvature did not respond satisfactorily to traditional
treatments over a short period of time and that the best option would be surgical techniques that might not
obtain the expected results %.

Due to the aforementioned considerations, studies with different experimental designs are
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needed to advance clinical practice for patients who present scoliosis before other organic systems are
compromised. It is known that there is a better chance of satisfactory results with early treatment.
However, a basis for supporting intervention as early as possible is necessary %%,

The differences in glycogen concentrations between the groups show that the functional
interrelation between continued contractile activity and the effectiveness of metabolic pathways were
compromised.

Accordingly, it is known that variations in glycogenic content have a direct influence on the
contractile dynamics profile of musculoskeletal tissue, given the importance of this substrate as a source
of energy for muscle tissue. Thus, when the levels of muscle glycogen are altered, muscle performance is
directly affected. High concentrations of muscle glycogen are linked with increased resistance to fatigue;
on the other hand, low concentrations cause the activation of mechanisms that generate muscle fatigue
and catabolism %%,

It is important to stress that the left paraspinal muscle presented 19% lower glycogen
concentrations than the same muscle on the right side. This same effect was observed in the left pectoral
muscle, which presented a reduction of 8% compared to the right side (p<0.05). Since the right side was
concave and the left side convex, it was expected that the right side would be more compromised.

The fact that the S group’s glycogen content was significantly reduced may be related to the type

of fiber involved in the variation, considering that Ploug et al. 2

reported greater susceptibility to atrophy
in muscles with predominantly type 1 fibers.
These factors could have influenced the disuse factor; however, the device allowed motor

function and locomotion by the animal. Furthermore, it has been proven in a previous study by Silva et al.

that the device does not interfere in motor behavior 2.

The musculature suffered a significant retraction on the concave side, which could have been
responsible for the metabolic alterations observed in this study.

Accordingly, several studies have observed physiological and morphological alterations in
muscles immobilized in different models, such as denervation, musculoskeletal injuries, joint
immobilization, prolonged repose, treatment using glucocorticoids, sepsis, cancer and even aging .

It was also observed that the S group’s body weight was 22+1.6% lower than the C group’s

(p<0.05). This value does not refer to loss, but to underdevelopment, since there was no week in which
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the weight of the S group was higher than the C group. The restriction imposed by the device may have
contributed to this result.

It is important to point out the action of insulin as a regulator and modulator of carbohydrate
metabolism, which influences the synthesis of protein and RNA in addition to the formation and storage
of lipids %", Insulin facilitates and increases the transport of glucose and amino acids to muscle cells and
adipocytes, and thus increases the synthesis and storage of cell proteins, muscle glycogen and
triglycerides in the adipose cells, in addition to reducing protein catabolism. Due to these functions,
insulin is an important molecule for musculoskeletal system maintenance '.

|23,27

According to Branquinho et. al*>“‘, the effects of insulin and muscle contraction contribute to

the activation of glucose transporters by different mechanisms, which has a direct influence on the
nutritional supply to the muscle. The use of the presented device to induce scoliosis could directly
interfere in metabolism; however, the animal might adapt if the jacket is applied for a longer period,

which would be analogous to disuse conditions from immobilization.

CONCLUSIONS

The experimental model used in this study induced scoliosis as well as bilateral metabolic
alterations of the pectoral and paraspinal muscles. The total protein/DNA ratio of the muscle also
presented a negative protein balance. These results demonstrate that the immobilization method used was
appropriate. Knowledge of these events can open new perspectives on physiotherapy methods used to

treat scoliosis.
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Figures

Figure 1. (A) Components of the PVC device. (B) Device adjusted and in use, drawing together the
scapular and pelvic girdles to cause concavity on the animal’s right side .
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Figure 2. Weight (g) of the control rats (C) and scoliotic rats (S) from the 1% through the 6™ week of
follow up. The values correspond to the mean + sem (standard error of the mean), n=6.
*p<0.05 compared to the control.
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Figure 3 — Radiographic exams of the control (C) and scoliotic (S) groups show an inclination of the
spine characteristic of scoliosis.
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Figure 4. Glycogen content (mg/100mg) of the right (r) and left (I) paraspinal muscles (Ps) of control (C)
and scoliotic (S) rats after 6 weeks. The values correspond to the mean + sem, n=6. *p<0.05 compared to
controls.
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Figure 5. Glycogen content (mg/100mg) of the right (r) and left (I) pectoral muscle (P) of control (C)
and scoliotic (S) rats after 6 weeks of scoliosis. The values correspond to the mean £ sem,
n=6. *p<0.05 compared to controls.
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Figure 6. Total protein/DNA ratio (mg/100mg) of the right (r) and left (I) paraspinal muscle (Ps) of
control (C) and scoliotic (S) rats after 6 weeks. The values correspond to the mean + sem, n=6. *p<0.05
compared to controls.
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Anexo C

Versao submetida do estudo 11
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RESUMO

Obijetivo: Analisar a concentracdo sérica das citocinas interleucina-2, interleucina-6, e fator de necrose
tumoral-alfa apos 36 sessdes de alongamento muscular, em animais com escoliose. Métodos: Ratos
machos foram distribuidos em quatro grupos de n=8: Controle (C), Alongado (A), Escolidtico (E) e
Escolidtico Alongado (EA). O alongamento consistiu de 3 séries de 30 segundos com intervalos de 10
segundos entre as séries. A coleta de sangue foi realizada na veia renal, com o rato sob anestesia com
pentobarbital soédico (40 mg/Kg). O sangue foi encaminhado para avaliacdo das citocinas. . A analise
estatistica foi realizada por meio da ANOVA, seguido do teste t-Student e os resultados expressos em
média + erro padrdao da média, p<0,05. Resultados: O grupo A ndo apresentou alteraces de IL-2,
contudo, no grupo E a IL-2 foi maior em 8%, ao passo que , no grupo EA a IL-2 foi maior em 6%.
Quanto as concentracdes de IL-6, 0 grupo A apresentou valores 9% menores, ao passo que o grupo E os
valores foram maiores em 15%, porém, no grupo EA os valores foram apenas 4% maiores. A avaliacio
da TNF-a no grupo A nao mostrou diferenga do controle, contudo, no grupo E 0s valores foram 10%
maiores e no grupo EA foram apenas 4% maiores. Conclusdes: As variagdes nas concentragdes séricas
de citocinas sugerem que o processo de inducdo da escoliose promove desuso muscular enquanto que o
alongamento constitui-se em uma intervencdo capaz de se contrapor aos danos decorrentes do processo
escoliético.

ABSTRACT

Obijective: to analyze serum concentrations of cytokines interleukin-2, interleukin-6, and tumor necrosis
factor- alpha after 36 sessions of muscle stretching in animals with scoliosis. Methods: Male rats were
divided into four groups, n = 8: Control (C), stretching (S) scoliotic (L) and scoliotic stretching (LS).
The stretching consists of three sets of 30 seconds with 10 seconds intervals between them. While the rats
were under the effect of the sodium pentobarbital (40 mg / kg), the blood was collected through the renal
vein and then sent for evaluation of cytokines. Statistical analysis was performed using ANOVA followed
by the t-Student test and the results expressed by mean + standard error of the mean, p <0.05. Results: In
spite of the group S does not provide alterations of IL-2, the groups L and LS show larger values
represented by 8% and 6%, respectively. Regarding concentrations of IL-6, the group S were 9% lower,
while the group L 15% higher, however, the group LS values were only 4% higher. The assessment of
TNF-a in the group S showed no difference from the control, even so, the group L values were 10% and
LS group were only 4% higher. Conclusions: Changes in serum cytokines suggest that the induction of
scoliosis promotes muscle disuse while stretching consists in an intervention that can counteract the
damage caused by scoliotic process.
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INTRODUCAO

Escoliose é o termo utilizado para designar o desvio lateral da coluna vertebral.
Frequentemente, essa alteracdo estrutural e funcional promove deformidades também
nos planos frontal e sagital, e pode comprometer a funcionalidade corporal.

A incidéncia mundial de escoliose na populacdo de adolescentes esta em torno
de 3%, o que é considerada alta’>. Em adultos a deformidade também se expressa em
grandes proporgées com severos prejuizos na qualidade de vida®.

A partir da concepgéo de que a escoliose promove na musculatura paravertebral
um status de desuso”, torna-se sugestivo pensar que algumas citocinas inflamatérias
possam estar envolvidas nesse processo, pois de acordo com a revisao realizada por
Kandarin e Stenverson®, as citocinas inflamatérias I1L1 e TNF-a estdo entre as moléculas
capazes de desencadear hipotrofia muscular em situagdes de desuso. Parte desses
achados foram confirmados por Chopard, Hillock e Jasmin®, em trabalho de revisdo, em
que os autores observaram a participacdo da TNF-a nos mecanismos indutores de
hipotrofia muscular em ratos.

No aspecto fisioldgico sabe-se que as citocinas sdo proteinas de baixo peso
molecular, as quais auxiliam no controle e mediacdo das interacGes entre as células
responsaveis pelas respostas imunes. Neste sentido, tem sido descrito que concomitante
a pratica de exercicio fisico ha modificacbes na liberacdo seqlencial de citocinas
proinflamatdrias (TNF-a e IL-6) e antiinflamatorias (IL-10 e IL1ra). Varios estudos tém
relatado que atividade fisica altera a competéncia do sistema imunitéario, tal interferéncia
varia de acordo com o tempo e intensidade do exercicio fisico. Apesar dos mecanismos
envolvidos ainda ndo estarem totalmente elucidados, h& indicios de interacdes
neuroendécrinas participantes do processo de ativagio das citocinas’.

Na terapéutica para escoliose em humanos, diversas tecnicas podem ser
empregadas, entre as quais pode-se destacar a técnica de Klapp, a reeducacao postural
global e o alongamento. Vale salientar que na pratica clinica a técnica de alongamento
tem sido considerada a de maior efetividade®.

Um recente trabalho de revisdo realizado por Salvini et al.® observou que o
alongamento € uma técnica vastamente utilizada, tanto em individuos saudaveis, como
nos processos de reabilitacdo e também em estudos experimentais com animais. Nesse

sentido, Gomes et al.,'® observaram em musculos de ratos, que o alongamento
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desencadeia um importante estimulo em mRNA de proteinas musculares, e dessa
forma promove hipertrofia por aumento de sarc6meros em série.

E nesse contexto que uma diversidade de estudos experimentais que abordam
alongamento em animais tém sido desenvolvidos, especialmente com a finalidade de
se buscar melhor compreensao dos diferentes mecanismos moleculares desencadeados
pelo exercicio de alongamento.

Dessa maneira, Yang et al.'’ ao estudarem o efeito do alongamento nos
musculos extensor longo dos dedos, tibial anterior e soleo de coelho observaram que
o alongamento é uma manipulacdo capaz de melhorar a funcionalidade muscular pela
capacidade de aumentar a vascularizacéo, induzir mecanismos de sintese protéica, por
estimular a liberacdo de fatores de crescimento, por reduzir a proliferacdo de tecido
conjuntivo e consequentemente minimizar fibrose. As ponderacdes de Yang et al."*
foram também observadas e ratificadas por Konno et al.*>. Nesse estudo os autores
induziram imobilizacdo do musculo séleo de ratos, e posteriormente promoveram a
remobiliza¢&o por meio de alongamento estéatico.

Além dos efeitos do alongamento no tecido muscular, estudos recentes tém
dedicado esforcos no sentido de entender também as acBes da técnica no tecido
conjuntivo intramuscular. Assim, Coutinho, DeLuca e Salvini® observaram em
musculo séleo de ratos que a imobilizacdo promove efeito redutor tanto nas proteinas
musculares quanto na matriz de tecido conjuntivo intramuscular, ao passo que o
alongamento do soleo encurtado se contraple a esses efeitos e promove reorganizacdo
molecular das laminas de colageno, além de hipertrofia do musculo séleo encurtado.

Ainda nesse contexto, em trabalhos com humanos, Whatman, Knappstein e
Hume* observaram melhora da amplitude de movimento em iosquitibiais de humanos

em resposta ao exercicio de alongamento enquanto Gallon et al.’®

observaram que a
pratica dos exercicios de alongamento melhorou a flexibilidade e o desempenho
muscular em mulheres idosas.

Considerando que, a escoliose promove na musculatura paravertebral um status de
desuso, e que algumas citocinas inflamatorias possam estar envolvidas nesse
processo>®, e que o alongamento muscular propicia modifica¢bes dessa musculatura é
que justifica o presente trabalho. Ressalta-se que, no nosso conhecimento, na literatura
cientifica levantada ndo foram encontrados estudos que abordassem de forma conjunta

escoliose, alongamento muscular e citocinas.
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Nesse contexto, a hipdtese do presente trabalho é de que a escoliose pode gerar
danos na musculatura paravertebral, danos esses que podem ser acentuados em presenca
de algumas citocinas, ao passo que a manipulacdo com alongamento pode reverter 0s

danos decorrentes da escoliose.

OBJETIVO

Os objetivos do presente trabalho foram: avaliar a concentracdo sérica das
citocinas IL-2, IL-6 e TNF-a apds 12 semanas de indugdo de escoliose por meio de
colete de PVC e analisar a influéncia de 36 sessbes de alongamento sobre a

concentracdo das mesmas citocinas.

MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS: Foram utilizados 32 ratos albinos Wistar adquiridos da empresa ANILAB -
Paulinia, SP. Os animais foram alimentados com racdo e agua ad libitum, submetidos a
ciclo fotoperiddico claro/escuro de 12h e mantidos em gaiolas coletivas (4 animais) a
temperatura ambiente controlada em torno de 23 + 2°C. O tratamento dos animais
seguiu o “Guide for Care use of Laboratory Animals (National Research Council,

1996)”. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(Parecer 024/2006).

GRUPOS EXPERIMENTAIS: Os animais foram distribuidos em quatro grupos
experimentais, com n=8 em cada e denominados: Controle (C), Alongado (A),
Escolidtico (E) e Escoliético Alongado (EA).

Aplicacédo do Dispositivo: Os animais receberam o dispositivo de PVC (policloreto
de vinil) na fase pos desmame (42 dias), o dispositivo exerce inclinacdo da coluna para
a direita, com inducgéo de escoliose sinistro convexa ou em “C” a direita. O dispositivo
foi trocado a cada 07 dias até a 122 semana de experimento, de acordo com o modelo

proposto por Silva et al,*.



105

Alongamento: Foi utilizado um protocolo de alongamento estatico, por ser de
realizacdo passiva e de facil aplicabilidade. Esse constituiu-se de 3 series de 30
segundos com intervalo de 10 segundos entre as séries'’. O procedimento foi realizado
3 vezes por semana no periodo de 12 semanas totalizando 36 sessdes.

A cada sessdo de alongamento, o animal teve o dispositivo de PVC removido para que
0 experimentador segurasse o animal pela cintura escapular e pélvica no sentido
longitudinal, e pressionasse a convexidade toracolombar com os polegares, de modo
que a coluna ficasse em uma angulacdo de + 70° de inclinagdo e discreta flexdo
contraria a inclinacdo induzida pelo dispositivo. Os animais ndo foram anestesiados.
Convém ressaltar que a mensuracdo da angulacdo do alongamento foi realizada com
uso de goniémetro, de forma que o eixo foi posicionado sobre a vértebra vértice
(juncdo das semi-retas) que teve a area de superficie tricotomizada. Essa posicao de
alongamento foi idealizada pelo nosso grupo de pesquisa, sendo essa a primeira vez
em que € utilizada, ndo h& na literatura cientifica estudos que tenham alongado
musculos paravertebrais de ratos. Imediatamente ao término da sessdo o dispositivo de

indugé&o foi recolocado, vide figura 1.

Ressalta-se que, a medida com o gonidmetro foi utilizada como critério para garantir a

mesma angulacdo em todos os animais alongados.

Coleta da amostra sanguinea:

A coleta do sangue foi realizada por meio da veia renal sob anestesia com pentobarbital
sodico (40 mg/Kg, intra peritoneal). De cada animal foram coletados em torno de 4ml
de sangue. Em seguida o sangue foi centrifugado por 10 minutos e o plasma separado
foi acondicionado em eppendorf, armazenado em freezer -70° e posteriormente

encaminhado para a anélise de citocinas.

Dosagem sérica de IL-2, IL-6 e TNF-a

Para determinacdo das citocinas séricas foi utilizado o método ELISA, seguindo

as especificacdes correspondentes ao Kit (Bio Source International)™.
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ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi inicialmente realizada pelo teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov. Uma fez constatada a distribuicdo normal das variaveis, 0s
dados foram submetidos a ANOVA de uma via. Sempre que a diferenca foi apontada,
deu-se continuidade & andlise por meio do teste t-Student. Os resultados foram

expressos como media + erro padrdo da média, p<0,05.

RESULTADOS

A concentracdo sérica da Interleucina-2 (IL-2) ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos controle e o submetido as sessbes de alongamento, enquanto
no grupo escolidtico foram verificados valores 8% maiores, sendo as diferencas
estatisticamente significantes se comparadas ao controle. O grupo escoliético submetido
a alongamento também apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo escolidtico
ndo tratado e as concentracOes séricas ainda permaneceram 6% maiores que 0s valores
constatados no grupo controle, como mostra a figura 2.

Quanto a concentracao sérica de interleucina 6, os resultados também mostram
diferencas estatisticas; observa-se que o0s valores foram 9% menores no grupo
alongado comparativamente ao controle. Um fato importante foi observado no grupo
escoliético onde as concentracdes séricas apresentaram valores 15% maiores em relacéo
ao controle, ao passo que no grupo escolidtico alongado as concentracGes foram
somente 5,7% maiores, que as do grupo controle (vide figura 3). Na comparacdo entre
0s grupos escolidticos, observa-se que o alongado (EA) apresenta valores
estatisticamente menores.

Na avaliacdo das concentracOes séricas do fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), ndo foram verificadas diferengas entre os grupos alongados e controle. Quanto ao
grupo escoliotico verificou-se valores 10% maiores que o controle, enquanto 0 grupo
escolidtico alongado apresentou valores somente4% maiores nas concentracdes sericas
de TNF-a, comparativamente ao controle, como pode ser observado na figura 4.

Na analise geral entre os grupos escolioticos, observa-se que o escoliotico
alongado apresentou menores valores de IL2 (Fig2), IL6 (Fig3) e TNF-a (Fig4), em
relacdo ao grupo escolidtico, com diferencas estatisticamente significantes.

Na avaliacdo da variacao do peso corporal dos animais durante as 12 semanas de

inducdo da escoliose, por colete de PVC, foi observado que os ratos escolioticos
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apresentaram pesos médios 29,4% menores se comparados ao controle, como pode ser

observado na figura 5.

DISCUSSAO

O principal achado do presente estudo é que o grupo de ratos jovens com
escoliose induzida por colete de PVC e submetidos a 36 sessGes de alongamento de
musculatura paravertebral apresenta menores valores das concentraces plasmaticas de
IL-2, IL6 e TNF- a, comparativamente ao grupo escoliético.

De acordo com Pedersen®, dentre as multiplas dinamicas que podem induzir
modificagdes no perfil sérico das citocinas a frequéncia da atividade muscular, a
intensidade e a duracdo do exercicio fisico merecem destaque. Contudo, ndo foram
encontrados estudos avaliando a concentracdo de citocinas frente ao exercicio de
alongamento.

As citocinas pro-inflamatorias favorecem a producdo de reacdes inflamatdrias no
organismo. S&o elas: IL-1, IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral-a (TNFa) e aquelas
produzidas por celulas Thl (IL-2 e interferon-y). As citocinas com agdo anti-
inflamatdria favorecem a producdo de imunoglobulina E, e ativacdo e/ou producéo de
eosinofilos, nesse grupo se encontra o receptor antagonista de IL-1, o fator de
crescimento de transformacéo-p (TGF-p), e as citocinas produzidas por células Th2 (IL-
4, IL-5 e IL-10). Um desequilibrio entre as citocinas prd e anti-inflamatorias pode

induzir respostas inflamatérias®.

A 1L-2 exerce efeito regulador na maioria das células corporais, especialmente
células do sistema imune, ela € primariamente produzida pelos linfocitos T e linfocitos
NK, e exerce um importante papel nas respostas celulares humorais e inflamatérias®.
As acgdes da IL-2 incluem a estimulagdo da proliferacdo e diferenciacdo de células B e
T, elevacdo da citotoxidade de linfocitos tanto pelas células NK como pelas células
citotoxicas, ativacdo de mondcitos/macrofagos, e a liberacdo de outras citocinas como
TNF-a e IFNy*,

No que se refere as concentragdes de IL-2, observa-se que os valores sdo maiores
nos grupos escolidticos comparativamente ao controle, contudo o alongamento

promoveu importante modificacdo, uma vez que o grupo escolidtico alongado
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apresentou menor concentragdo dessa interleucina em comparagdo com O grupo
escolidtico.

A comparagdo entre o grupo apenas alongado com o grupo controle ndo mostrou
diferencas significativas na concentragdo de IL-2. Este dado tem suporte em diversos
estudos realizados com humanos que se exercitaram (uma Unica sessdo por uma hora)
onde também ndo foram observadas alteracdes estatisticamente significativas na

concentragéo sérica de 1L-2%°,

Quanto a concentracdo plasmatica da IL-6 foi observado que o alongamento
também reduziu suas concentracBes, esse efeito ocorreu tanto no grupo apenas
alongado, quanto no grupo escolidtico alongado.

A IL-6 é uma molécula de sinalizagdo intercelular tradicionalmente associada ao
controle de respostas imunoldgicas. Ela é secretada pelos macrdfagos e linfocitos em
resposta a lesdo ou infeccdo®. Com relagdo ao musculo esquelético, sabe-se que a
elevacdo de citocinas pré-inflamatérias como a IL-6, geralmente ocorre em
conseqiiéncia de lesdo no tecido muscular induzida por atividades de alta intensidade?.
No entanto, cabe salientar que, ja foi descrito que a producdo da IL-6 durante o
exercicio ocorre mesmo na auséncia de lesdo muscular induzida pelo exercicio ou em
exercicios de intensidade leve em que a concentracdo de IL-6 apresenta-se reduzida.
Esses fatos poderiam corroborar os achados do presente estudo onde foram encontradas
menores concentracdes de IL-6 apos sessdes de alongamento.

A partir dos resultados observados, bem como da compreensdo do papel das
citocinas no metabolismo muscular, compreende-se que 0 processo de inducdo de
escoliose pode ser um método que promove desuso muscular, devido a imobilizacdo da
musculatura paravertebral sob os coletes'®. Por outro lado, a intervencdo com o
exercicio de alongamento mostrou resultados importantes no sentido de reduzir as
citocinas IL-2 e IL-6, nos grupos escolidticos submetidos a alongamento.

Outra observacéo de grande valor € que a aplicacdo da técnica em ratos normais,
ou seja, em ratos que foram apenas alongados, também resultou na reducéo significativa
d aconcentracédo da IL-6. Evidentemente, esse fato sugere que o alongamento pode ser
utilizado também como técnica de prevencao dos efeitos do desuso muscular.

Os resultados também mostram que a massa corporea do grupo escoliotico foi
significativamente menor que a massa do grupo controle. Classicamente 0S processos

de desuso promovem reducdo na sensibilidade insulinica, reducdo na eficiéncia das vias
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responsaveis pela geracdo de reservas de substratos metabolizaveis e aumento no
catabolismo, e assim promovem hipotrofia®’. Este comprometimento no
desenvolvimento da massa muscular poderia explicar a menor massa corporal dos
animais escolidticos.

Outro estudo que pode acrescentar o entendimento da razao pela qual os animais

1.8 onde foi

escolidticos apresentaram menor massa corpdrea é o de Wallenius et a
observada reducdo significativa no peso corporal de ratos tratados com infusdo de IL-6
durante 18 dias.

Neste aspecto, possivelmente o desuso promovido pelo colete, possa ter
promovido catabolismo pela reducéo e limitagdo na capacidade contréatil. Sabe-se ainda
que elevacgdo na concentragdo sérica de IL-6 também tem relacdo com o maior estresse
mecanico muscular, fato que pode ter ocorrido, por imposi¢do do colete utilizado no
processo de inducdo da curvatura escoliética®.

Segundo observacdes de Keller et al®®, misculos esqueléticos de humanos sob
atividade fisica ativaram a transcricdo do gene de IL-6, e esta resposta foi
particularmente aumentada quando o conteudo de glicogénio muscular era baixo. A
partir destes achados os mesmos autores estabeleceram que o tecido muscular é uma
fonte de producdo de IL-6, e que a concentracdo de glicogénio muscular pode ser um
determinante critico e regula a resposta desta molécula glicoproteica ao exercicio.

Pedersen et al'®

, sugeriram que a interleucina-6 é produzida setorizadamente
pelo musculo esquelético e secretada na circulagdo em grandes quantidades, assim, é
sugestivo o fato de que a IL-6 pode exercer um importante papel na manutencdo da
homeostasia da glicose , fato que caracteriza acdo similar a um hormonio, e otimiza a
resposta metabdlica durante a atividade muscular.

No aspecto deste trabalho observa-se que a musculatura escolidtica apresenta
crise energética que pode ter sido gerada por baixas reservas glicogénicas ou possiveis
microlesdes teciduais, as quais possibilitam a sinalizagdo para producdo e liberagdo

1.1® observou baixas reservas

aumentada de IL-6. O trabalho realizado por Silva et a
glicogénicas em musculos da curvatura escoliotica.
Quanto a concentracdo sérica de TNF-a, foram observadas concentragdes
séricas maiores no grupo escoliotico, as quais apresentam-se reduzidas no grupo
escolidtico alongado. Nesse sentido, pode-se inferir que o imobilismo gerado pelo

colete pode proporcionar um status geral estressor marcado por elevagdo nas
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concentragOes de glicocorticoides. Vale lembrar que a TNF-a é muito sensivel aos
glicocorticéides, fato que indica que as variagGes fisiologicas neste horménio podem
exercer importante papel na regulacdo da producdo de TNF-o e também de outras
citocinas como a IL-1p e IL-6%,

O fator de necrose tumoral (TNF-o) esta inserido no grupo de citocinas pro-
inflamatorias e atua de maneira significativa na coordenacgéo das respostas inflamatorias
do organismo. A partir da compreensdo de que o exercicio fisico pode romper a
homeostasia celular, ndo é surpreendente que este possa elevar as concentracfes
plasméticas de varias citocinas. O TNF-a induz efetivamente respostas inflamatorias
locais e auxilia no controle de infec¢des. No entanto, a producéo sistémica de TNF-a
pode levar a sepse, choque, e morte®.

32’ e

Sabe-se que 0 TNF-a, também ¢é expresso no musculo esquelético humano
esta associado também A resisténcia insulinica e a diabetes tipo 2%. Possivelmente, o
status energético do musculo esquelético pode ter relagdes com o aumento do TNF-o?2.
Apesar de altas concentracdes do RNAmM de TNF-a terem sido demonstradas no tecido
muscular em pacientes com resisténcia a insulina, ndo se pode afirmar a existéncia de
uma relagdo causal entre insulina e TNF-0%. E importante salientar que o alongamento
€ um recurso terapéutico manual de alta efetividade, trata-se de uma técnica que tem
sido amplamente aplicada na pratica clinica de reabilitacdo, e seus efeitos tém sido
fundamentados em diferentes trabalhos experimentais com animais®. Contudo ndo
encontramos relatos na literatura cientifica entre alongamento e interleucinas.

Diante de todas as consideracdes é importante ressaltar que o trabalho em tela,
bem como o modelo experimental utilizado traz contribui¢Oes ao evidenciar alteragdes
nas citocinas frente ao status de escoliose e ao exercicio de alongamento.

O presente estudo apresenta algumas limitacdes. A primeira delas é que o
protocolo de alongamento foi realizado sem anestesia, com isso, nao foi possivel avaliar
presenca ou ndo de dor durante o procedimento; segunda, uma avaliacdo bioquimica de
enzimas da via de sinalizacdo insulinica, poderia expressar de forma mais precisa
eventos deflagrados pela escoliose no sistema muscular, bem como os beneficios

decorrentes do processo de alongamento.
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CONCLUSOES

A intervencdo com alongamento, aplicada durante 36 sessfes, promoveu uma
significativa reducdo das concentracOes das citocinas IL-2, IL-6 e TNF-o, em ratos
escolidticos. Dessa maneira, esse trabalho sugere que o processo de indugdo de
escoliose promove uma situacdo de desuso muscular, ao passo que o alongamento se
configura como uma intervencdo capaz de se contrapor aos danos decorrentes do
processo escolidtico.

Adicionalmente, a aplicacdo da técnica em ratos que foram apenas alongados,
também resultou em reducao significativa da IL-6. Esse fato sugere que o alongamento

pode ser utilizado também como técnica de prevencao dos efeitos do desuso muscular.
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Figuras

Figura 1. Procedimento utilizado durante o experimento para alongar a musculatura do
lado cdncavo dos animais. Em A e B pode-se verificar a determinacdo da vértebra
vértice sendo: em A na radiografia do animal e em B no proprio animal; C e D mostram
a aplicacdo do método de alongamento em que a cintura pélvica € a base fixa e a

cintura escapular é a parte mével.
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Figura 2. Concentracdo sérica de Interleucina 2 (pg/mL) dos grupos controle
(C), alongados (A), escolidticos (E) e escolioticos alongados (EA). Os valores
correspondem a média + epm, n=8. *p<0,05 comparado ao controle; # p<0,05

comparado ao escolidtico.
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Figura 3. Concentracdo sérica de Interleucina 6 (pg/mL) dos grupos
controle (C), alongados (A), escolidticos (E) e escolidticos alongados (EA).
Os valores correspondem a média + epm, n=8. *p<0,05 comparado ao

controle; # p<0,05 comparado ao escolidtico.
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Figura 4. Concentragdo sérica de TNF-a (pg/mL) dos grupos controle (C),
alongados (A), escolioticos (E) e escoliéticos alongados (EA). Os valores

correspondem a média £ epm, n=8. *p<0,05 comparado ao controle; #

p<0,05 com

parado ao escoliotico.
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Figura 5. Massa corpérea (g) dos ratos controle (cinza, C) e escolidticos

(preto, E) durante o periodo de inducdo de escoliose(1° a 12° semana). Os

valores correspondem a médiatepm, n=8. *p<0,05 comparado ao controle.
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