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RESUMO

O traumatismo raquimedular é responsavel por diversos tipos de sequelas que alteram a
motricidade. As complicagcbes desse traumatismo causam espasticidade, sendo esta a
alteracdo muscular que mais compromete a funcionalidade do individuo. O entendimento
sobre 0 mecanismo de acdo dessa hipertonia gera novas pesquisas com o Ziclague®, e este
medicamento, derivado do 6leo essencial da Alpinia zerumbet, modula os canais de célcio do
tipo L. Assim, objetivou-se avaliar as alteragbes musculares em modelo murino de
Traumatismo Raquimedular apés tratamentos agudo e subagudo com Ziclague®. A pesquisa
foi experimental com ratos (Wistar) divididos em seis grupos de seis animais, tratados durante
3 e 14 dias, totalizando 72 animais divididos em grupo Ziclague® Topico (uso topico), Ziclague
Oral (gavagem), Baclofeno (uso tépico), Controle (submetido a lesdo medular sem tratamento),
Laminectomia e Sadio (sem serem submetidos a procedimento cirirgico). Foram realizadas
analises comportamentais e avaliagdo histomorfolégica dos musculos gastrocnémios
espésticos. Foi aplicado ANOVA ONE e TWO WAY com pos teste de Tukey, considerando
p<0,05. O grupo Ziclague Oral mostrou melhores escores de Basso Beattie e Bresnaham em
relacéo aos grupos Baclofeno (p<0,01) em 7 dias e Controle (p<0,01) em 14 dias. Os escores
da Escala de Ashworth mostraram que em 14 dias, os tdnus musculares dos grupos tratados
apresentaram diferenca significativa em relacdo aos grupos Sadio e Laminectomia (p<0,001).
Na descricdo qualitativa, os grupos Controle e Baclofeno apresentaram tecido conjuntivo
espesso, enquanto que os grupos Sadio, Laminectomia, Ziclague® Tépico e Ziclague Oral
obtiveram tecido conjuntivo delgado. Os grupos Sadio, Ziclague® Topico e Ziclague Oral
apresentaram colageno frouxo e os grupos Controle e Baclofeno, coldgeno denso. Em relagéo
a organizacao de colageno, apenas o grupo Controle obteve tecido conjuntivo ndo modelado.
Na analise histomorfolégica, o grupo Ziclague Oral apresentou melhores resultados nas
variaveis largura de feixes musculares e miofibrilas, seguido do grupo Ziclague® Tépico. Para
a largura de endomisio o Ziclague Oral, Ziclague® Tépico e Baclofeno apresentaram menor
largura em relacdo ao Controle; e na invaginacéo do colageno o Ziclague Oral foi menor em
relacdo ao Controle. No tipo de coldgeno, Baclofeno (55,56% e 61,11%) e Ziclague® Todpico
(50 e 72,22%) apresentaram moderadamente colagenos tipo | e Ill. Ja o Ziclague Oral (61,11%
e 66,67%) apresentou escasso e moderado colagenos tipo | e lll, respectivamente. Assim,
provavelmente o Ziclague Oral apresenta melhores a¢des em relagdo a massa muscular e
menor depdsito de coldgeno com maior area fibrogénica. No entanto é preciso prolongar mais
o tempo de tratamento para melhor elucidacéo dos resultados.

Palavras-chave: Alpinia; Espasticidade muscular; Compressao da medula espinhal.
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ABSTRACT

The spinal cord injury is responsible for several types of sequelae que alter the motor. How
Complications From this trauma cause spasticity, a muscle Being THIS changes que More
committed to the individual functionality. The Understanding About Mechanism of Action This
generates hypertension New Research on the Ziclague®, and this Medicines Derived from the
essential oil of Alpinia zerumbet, modulates calcium channels L-Type.Thus, the objective was
to evaluate the muscle changes in murine model of Spinal Cord Injury after acute and subacute
treatments with Ziclague®. The research was experimental with rats (Wistar) divided into six
groups of six animals treated at 3 and 14 days, totaling 72 animals divided into Topic Ziclague®
group (topical), Oral Ziclague (gavage), Baclofen (topical) Control (submitted to spinal cord
injury without treatment), Laminectomy and Healthy (without being subjected to a surgical
procedure). Behavioral analysis and histomorphological evaluation of the gastrocnemius
spastic muscles were performed. It was applied ANOVA ONE WAY and ANOVA TWO WAY
with post Tukey test, considering p <0.05. The Oral Ziclague group showed better Basso
Beattie and Bresnaham scores compared to groups Baclofen (p <0.01) at 7 days, and Control
(p <0.01) at 14 days. The Ashworth Scale scores showed that in 14 days, the muscle tone of
the treated groups showed significant difference from the Healthy and Laminectomy groups (p
<0.001). In the qualitative description, the groups Control and Baclofen presented a thick
connective tissue, while groups Healthy, Laminectomy, Topic Ziclague® and Oral Ziclague
obtained thin connective tissue. The groups Healthy, Topic Ziclague® or Oral Ziclague showed
loose collagen and groups Control and Baclofen, dense collagen. Regarding to collagen
organization, only the Control group had connective tissue modeled. In the histomorphological
analysis, Oral Ziclague group presents better results in variable width of muscle bundle and
myofibrils, followed by Topic Ziclague® group. For the width of the endomysium of Oral
Ziclague, Topic Ziclague® and Baclofen showed smaller width in relation to the Control; and
collagen invagination in the Oral Ziclague was lower compared to the Control. Regarding to the
type of collagen, Baclofen (55.56% and 61.11%) and Topic Ziclague® (50 and 72.22%) showed
moderately collagen type | and Ill. However, the Oral Ziclague (61.11% and 66.67%) had low
and moderate collagen type | and lll, respectively. So probably the Oral Ziclague shows better
actions related to muscle mass and less collagen deposition with increased fibrogenic area.
However it takes more prolonged treatment time for the better elucidation of the results.

Keywords: Alpinia; Muscle spasticity; Compression of the spinal cord.
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1 INTRODUCAO

O processo desordenado de urbanizacdo associado a violéncia urbana, tais como
acidentes de transito e agressdes por armas de fogo, implicou no aumento de lesbes
traumaticas atribuidas as causas externas (PEREIRA; JESUS, 2011; MELLO-SILVA et al.,
2012). Nesse contexto, encontra-se o0 traumatismo raquimedular (TRM) como um dos
acometimentos que mais atingem a sociedade contemporanea e representa um problema
relevante de saude publica (BAUCHET et al., 2009; ANDRADE et al., 2010; NASSER et al.,
2014). Consiste em uma lesdo medular espinhal com inicio subito, que provoca danos
sensoriais e motores ao individuo afetado, apresentando quadro funcional provisério ou
irreversivel (ALENAZI et al., 2013; SILVA et al., 2014).

A andlise global estimou a incidéncia dessas lesfes entre 10,4 e 83 casos por milhdo
de habitantes ao ano (LONJON et al., 2012). O Brasil encontra-se em segundo lugar no
ranking mundial de maior incidéncia, sendo estimado que anualmente ocorram 50 novos
casos para cada milhdo de habitantes (SCHOELLER et al., 2012). Segundo Yang et al. (2014),
0s mais acometidos sdo os adultos jovens, com idade entre 16 e 30 anos e em sua maioria
(81,8%) do sexo masculino (MEYER et al., 2003; PEREIRA; JESUS, 2011), embora a
incidéncia feminina tenha aumentado nos ultimos anos (CAMPOS et al., 2008).

As manifestacdes clinicas e comprometimentos neurolégicos apdés o TRM estédo
diretamente ligados ao grau e nivel da leséo (DIETZ, 2012). Quanto ao grau, as lesfes sao
classificadas como completas, onde as perdas sensorio-motoras sdo evidenciadas abaixo do
nivel da lesdo; e incompletas, onde h& preservacdo parcial da medula espinhal
(TAGLIAFERRI et al., 2006; CEREZETTI et al., 2012). Os niveis das les6es medulares estdo
dispostos em prevaléncia da seguinte forma: 55% na regido cervical, 15% na toracica, 15%
na transicao toracolombar e 15% na lombossacral (MEYER et al., 2003; FERREIRA et al.,
2012; LONJON et al., 2012).

As consequéncias repercutem negativamente nas atividades de vida diaria dos
individuos, sendo a espasticidade uma das implicacbes que mais comprometem a
funcionalidade (SISCAO et al., 2007; CUFF et al., 2014). Trata-se de uma sequela responsavel
por complicacdes secundarias as lesbes do sistema nervoso central (SNC), evidenciadas por
exacerbacdo dos reflexos miotaticos, modificacdes nas fibras musculares, na contracao
muscular e clénus (AWAAD; RIZK, 2012).

Os fenémenos fisiopatolégicos da espasticidade envolvem o aumento da conduténcia
nas correntes de célcio do tipo L dependentes de voltagem em neurdnios medulares, e estes,
por sua vez, potencializam os canais de calcio do tipo L nos musculos estriados, que também
se encontram alterados apoés lesdo (SMITH et al.,, 2009). Com excesso de calcio no
sarcoplasma (ROY; EDGERTON, 2012), h& hiperativacdo da banda-M da titina, refor¢o das
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ligagbes cruzadas (OTTENHEIIM et al., 2009), exacerbagdo da tenséo passiva (OLSSON et
al., 2006), com posteriores alteracdes na matriz extracelular e coldgeno (SOUZA; PINHAL,
2011). Essa carateristica muscular, principalmente da titina, induzira a expressao da cadeia
pesada da miosina (CPM) do tipo llx, caracterizada por uma musculatura de baixo
metabolismo glicogénico, fibras de contracao rapida e facilmente fatigaveis (OLSSON et al.,
2006).

O tratamento proposto para a espasticidade visa amenizar os padrdes anormais do
movimento, influenciar o ténus, promover o relaxamento muscular, evitar contraturas e
deformidades. As propostas terapéuticas mais utilizadas sao: tratamento com toxina botulinica
A, Baclofeno, benzodiazepinicos, tizanidina e tratamento fisioterapéutico (CHINELATO et al.,
2010; AWAAD, RIZK, 2012). Outra forma de tratamento que tem sido alvo de pesquisas sao
as plantas medicinais, por ser uma alternativa eficiente na promocado, prevencdo e
recuperacao da saude do individuo (AZIMI et al., 2012; TROJAN-RODRIGUES, et al., 2012).
Dentre as plantas estudadas, tem-se a Alpinia zerumbet (A. zerumbet), planta herbacea, da
familia Zingiberaceae, originaria da Asia, encontrada comumente no nordeste brasileiro e
conhecida popularmente como “colénia” (ALMEIDA, 1993; CORREA et al., 2010; SANTOS et
al., 2011).

Estudos pré-clinicos tém demonstrado agdes benéficas relacionadas a atividade
antihipertensiva, diurética (SANTOS et al.,, 2011), sedativa (MENDONCA et al., 1991),
antioxidante (MASUDA et al., 2000), antiulcerogénica e antifingica (PRUDENT et al., 1993)
da A. zerumbet. Outros efeitos, estes considerados relevantes para o estudo da acao
antiespasmadica em musculos estriados, incluem a agdo moduladora dos canais de célcio do
tipo L, devido a presenca dos principios ativos 1,8 cineol e terpineno-4-ol capazes de promover
o relaxamento muscular; agdo anti-inflamatéria (MAIA et al, 2005) com
diferenciagdo/remodelagdo de tecido conjuntivo e influéncia nos fibroblastos
(SANTOSJUNIOR, 2013), proporcionando reducdo das alteracdes de colageno e
normaliza¢do do tbnus encontradas na hipertonia.

Assim, seus efeitos moduladores e miorrelaxantes reforcam a necessidade de estudos
pré-clinicos voltados para a sequela da espasticidade, de modo a verificar as alteracées
musculares em modelo murino de lesdo medular, a partir do uso do Ziclague®, bioproduto

derivado do 6leo essencial da Alpinia zerumbet (OEAZ).
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2 OBJETIVOS E HIPOTESES OU PRESSUPOSTOS DO PROJETO

2.1 Objetivo geral

Avaliar as modificagBes apds tratamentos agudo e subagudo com Ziclague® sobre as

alteragcdes musculares em modelo murino de traumatismo raquimedular.

2.2 Objetivos especificos

* Analisar altera¢cdes comportamentais apés uso do Ziclague® administrado de forma
aguda e subaguda;

* Investigar alteragbes histomorfologicas promovidas pelo Ziclague® administrados de
forma aguda e subaguda;

* Investigar neoformagédo de coladgeno promovida pelo Ziclague® administrados de
forma aguda e subaguda;

» Identificar o melhor resultado de acordo com a via de administragdo do medicamento
testado.

2.3 Hipé6teses

HO - A utlizagdo do Ziclague® n&o influenciard na melhora comportamental e

histomorfolégica independente da via de administracdo nos muasculos pés-lesédo medular.
H1 - A utlizagcdo do Ziclague® influenciard& na melhora comportamental e

histomorfolégica independente da via de administragdo nos muasculos pés-lesédo medular.

3 CAPITULO | — REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tecido Muscular e Fisiologia da Contracéo

O tecido muscular esquelético é responsavel pelos movimentos do corpo e esta
organizado em feixes de células alongadas, cilindricas, multinucleadas com estriacdes
transversais. Sua origem embrionéria € mesodérmica e ocorre a partir da fuséo de células

denominadas mioblastos. Devido as suas dimensdes sdo também chamadas de fibras
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musculares e estao envoltas por epimisio, perimisio e endomisio (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008; HALL; GUYTON, 2011).

As fibras musculares sédo formadas por um conjunto de miofibrilas, constituidas por
filamentos proteicos finos e grossos de actina e miosina, respectivamente, 0s quais se
organizam em unidades denominadas sarcémero (PIOVESAN, et al.,2009; HALL, GUYTON,
2011). Este é compreendido por duas linhas Z, que permitem a interacdo entre as proteinas
contrateis e constitui o limite entre um sarcomero e outro; duas bandas I, que se fixam a linha
Z e sao compostas predominantemente por filamentos de actina; e uma banda A, localizada
entre as bandas I, com prevaléncia de filamentos de miosina, sendo também uma regido onde
sobrepbem-se os filamentos contrateis (BOFF, 2008; PIOVESAN et al., 2009; GREIG, JONES,
2013).

Existe também um complexo proteico encontrado no filamento fino do sarcémero
denominado troponina tropomiosina, responsavel pela regulacdo da interagéo entre filamentos
finos e grossos da unidade contratil. Esse conjunto tem a fun¢éo de impedir a ligacéo entre a
actina e miosina durante o relaxamento muscular (NAVES, 2006; PIOVESAN, 2009).

Ainda sobre a estrutura muscular, no entorno das fibras sdo encontrados vasos
sanguineos e o sarcolema. Este Gltimo é circundado por tubulos T, dispostos em formato de
redes e préximos ao reticulo sarcoplasmatico, regido de armazenamento dos ions calcio
(Ca?"). Este fon é um mensageiro secundario envolvido em diversas funcdes fisioldgicas do
organismo tais como liberagéo de neurotransmissores, transcricdo de genes e ho mecanismo
de contracdo muscular (SILVA et al.,, 2012). Esta organizacdo permite que a onda de
despolarizagdo seja disseminada na superficie da fibra até as cisternas terminais,
comandando a dilatacédo do reticulo e liberacdo do Ca?* para dar inicio ao mecanismo de
contracdo muscular (NAVES, 2006; MAUGHAN; GLEESON, 2007).

Como mencionado acima, a despolarizacdo é propagada do sarcolema para o interior
da célula alcancando os tubulos T e cisternas terminais. Na membrana dos tlbulos T existem
as proteinas dihidropiridina (DHP), responsaveis pela inibicdo da abertura dos canais de
calcio. Com a transmissao do potencial de acao, essas proteinas sofrem modificacfes pelas
proteinas receptoras de Rianodina (RyR1), as quais permitem a abertura dos canais de calcio
e consequente passagem desse ion do reticulo para o citoplasma da fibra muscular. A
mudanca de conformacéo da proteina RyR1 é transmitida a proteina Triadina, mobilizando o
calcio ligado a Parvalbumina, Calsequestrina e Reticulina, aumentando ainda mais o nivel de
calcio no citosol (NAVES, 2006).

Esse ion célcio se liga a troponina C, desloca o complexo de tropomiosina, permitindo
a aproximacdo entre a actina e a miosina. Neste momento, ha uma diminuicdo da afinidade
da miosina pela adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico, fazendo com que os dois

produtos da hidrélise de adenosina trifosfato (ATP) se dissociem do sitio catalitico da miosina.
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Simultaneamente a dissociac¢ao do fosfato inorganico e do ADP, a cabeca da miosina se move
e puxa o filamento de actina permitindo seu deslizamento sobre o filamento de miosina. Essa
fixacdo entre os filamentos sé é rompida quando ha recaptacéo do calcio, iniciando-se um
novo ciclo (NAVES, 2006; MAUGHAN; GLEESON 2007).

Para a eficiéncia da contracdo muscular € necessario que haja uma tensao passiva do
musculo estriado. A estrutura envolvida neste processo € o fuso muscular, também conhecida
como titina. Segundo Kronbauer; Castro (2013) a titina sadia é responsavel pelo aumento da
forca apds alongamento ativo, resultando em inducédo da sua rigidez quando o musculo é
ativado. Sua rigidez esta relacionada com a tensdo de forma célcio-dependente (LABEIT,
2003). Estudos realizados por Ottenheijm et al. (2009) também demonstraram a influéncia de
miofilamentos ao célcio na dependéncia da regido M da titina nas pontes cruzadas na
regulacéo da contragdo muscular gerando forca.

O grau de contracdo muscular ira depender da intensidade do estimulo e quantidade
de fibras estimuladas. Assim, varios tipos de fibras sdo encontrados nos musculos
esqueléticos e dividem-se de acordo com o tipo de contracdo: lentas (tipo |) ou vermelhas,
devido a sua alta vascularizagéo; rapidas (tipo 1) ou brancas, com caracteristicas anaerébicas
e baixa vascularizacdo. As fibras rapidas ainda apresentam subdivisdo: lla (utilizam tanto o
metabolismo glicolitico quanto oxidativo), apresentam contracdo rapida e sédo resistentes a
fadiga,; fibras Ilb, utilizam metabolismo glicolitico para producéo de energia; e Ild ou llx, séo
as menos oxidativas, com contracdes rapidas fatigaveis (PIOVESAN et al., 2009, GREIG,
JONES, 2013).

3.2 Lesdo Muscular

O musculo esquelético apresenta alta capacidade regenerativa em resposta ao dano
grave. Quando lesado, diversos processos irdo resultar na reparacéo tecidual, sendo ele:
inflamacédo, ativacdo das células satélites, proliferacdo dos fibroblastos, miogénese e
reorganizacao do tecido conjuntivo e matriz extracelular. Dentre os varios fatores que podem
influenciar a estrutura muscular, merecem destaque o trauma direto (lesdo por compressao),
excesso de atividade, a propria contracdo do musculo e defeitos genéticos, todos eles
caracterizadas por duas fases: degenerativa e regenerativa (CHARGE; RUDNICKI, 2004).

O primeiro evento decorrente do processo lesivo é a degeneracdo muscular com inicio
nos primeiros minutos apés a lesdo e duracdo de até 2 semanas. Inicialmente, ha o
rompimento do sarcolema resultante do aumento da permeabilidade das miofibrilas, refletindo
niveis elevados de proteinas musculares, tais como a creatina quinase. O local afetado é
invadido por células inflamatérias, miogénicas, as quais secretam citocinas e fatores de

crescimento responsaveis pelo desenvolvimento do infiltrado inflamatoério. Os neutrofilos séo
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as primeiras células a atingirem a musculatura, seguidas por macréfagos, de modo a fagocitar
restos celulares da regido afetada (KARALAKI et al., 2009).

O processo degenerativo é seguido de reparacdo muscular e caracterizado por
proliferacdo celular. Nessa fase, novas fibras musculares sdo formadas a partir da
diferenciacdo de células miogénicas, seja para reparo ou formagdo de novas células
musculares. Além disso, essa etapa pode ser composta por fibras com alta sintese proteica,
a fusao celular pode ser focal para o local lesionado ou as fibras podem ser divididas em razao
da fusdo incompleta de fibras em regeneracéo. Apés a fusdo, ha o aumento dos nucleos das
fibras, os quais movem-se para a periferia e desse modo, o tecido muscular € restabelecido
CHARGE; RUDNICKI, 2004).

Vérios sdo os fatores contribuintes para o processo reparativo e de reconstrugcéo das
fiboras musculares: células satélite, células-tronco, fatores troficos e matriz extracelular. Um
dos fatores que permitem a eficiéncia do tecido muscular € a presenca de células
mononucleadas denominadas células-satélite (SIRABELLA et al., 2013). Estas séo
responsaveis pela origem dos mioblastos, os quais se fundem para gerar fibras musculares
adultas. Além das células satélite, as células-tronco também sdo consideradas precursoras
de células miogénicas de reparagdo celular, uma vez que a medula 6ssea e as células
estaminais adultas tém poder de diferenciacdo na linhagem miogénica (KARALAKI et al.,
2009).

Os fatores de crescimento excretados sdo de fundamental importancia para o
entendimento do processo lesivo da musculatura, pois sdo responsaveis pela liberacdo de
moléculas biologicamente ativas para o0 espaco extracelular. Estas moléculas podem ser
produzidas pelo proprio tecido lesivo ou sintetizada por outros tipos de células, incluindo
neutréfilos e macréfagos, com propésito de atuar no processo regenerativo. Dentre os fatores
de crescimento reguladores, merecem destaque pela importancia no presente estudo o fator
de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento transformante beta (TGF ()
(CHARGE; RUDNICKI, 2004).

O FGF controla a proliferacdo e diferenciagcdo celular, além de processos
morfogénicos. Dentre os varios tipos de FGF existentes, o FGF-6 é o Unico que participa da
reparacao muscular, pois é estimulado apos lesdo do musculo esquelético. Suas quantidades
elevadas séo indicativo de processo inflamatorio apés rompimento do tecido, o que leva a
proliferacdo através de células satélites, desencadeando quimiotaxia de outras células

musculares precursoras (KARALAKI et al., 2009).

J4 o TGF-B é formado por fatores de crescimento multifuncionais e é a citocina
profibrogénica existente em diferentes isoformas, realizando papel fundamental na deposicao
de matriz extracelular (CHERESH et al., 2013). Na fase aguda da leséo tecidual, o TGF-3

promove o processo inflamatério, aumentando a atividade local. Isso porque o TGF- é o
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principal indutor da transdiferenciagcéo de fibroblastos quiescentes em miofibroblastos (células
gue sintetizam proteinas efetoras a principio pré-fibréticas, tais como a-SMA, colageno tipo |,
e fibronectina), o que contribui para o acumulo e deposicdo de matriz extracelular através da
regulacdo das atividades celulares, tais como a proliferacao celular, diferenciacdo, adeséo,
migracao e apoptose (SHI et al., 2014; KIM et al., 2015).

As lesBes musculares sao também verificadas em muasculos espésticos, uma vez que
apresentam alteracdes nos canais de célcio. De acordo com Karalaki et al. (2009), o aumento
de influxo de célcio no sarcolema resulta em perda da homeostase, aumento da protedlise a
partir de enzimas que podem clivar as miofibrilas e proteinas do citoesqueleto,

desencadeamento, dessa forma, a degeneracao hidropica.

3.3 Tecido conjuntivo

O tecido conjuntivo tem como funcéo a manutencéo da forma do organismo, garantindo
seu estabelecimento e desenvolvimento correto. Origina-se a partir do mesoderma, porém, o
ectoderma também apresenta participagdo. O mesénquima, que consiste no tecido conjuntivo
embrionario, se origina a partir de camadas laterais do mesoderma esplanico e dos somitos
mesodérmicos, de modo que os demais tecidos conjuntivos se originam do mesénquima
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os componentes do tecido conjuntivo sdo divididos em constituintes celulares
(fibroblastos, macréfagos, mastécitos, plasmacitos, células adiposas e leucécitos), e da matriz
extracelular, de modo que o ultimo envolve fibras (colagenas, reticulares, elasticas) e
substancia fundamental amorfa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os fibroblastos sé@o as células mais abundantes do tecido conjuntivo, apresentando
uma forma quiescente, com menor taxa de sintese, os fibrocitos. Sdo células fixas e
alongadas, com citoplasma abundante, rico em reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi
bem desenvolvidos. Seu nucleo é fusiforme com um ou mais nucléolos evidentes e a principal
funcdo desta célula € sintetizar coldgeno e elastina, além de proteoglicanas,
glicosaminoglicanas e glicoproteinas, que fardo parte da matriz extracelular, sendo assim o
principal responsavel pela formagdo das fibras e substéncia fundamental amorfa. Os
fibroblastos também produzem fatores de crescimento que atuam no metabolismo celular,
participando dos processos de cicatrizacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os macrofagos se originam a partir dos mondcitos, células do sangue, que por
diapedese chegam ao tecido conjuntivo e sdo responsaveis pelo sistema monocitico
fagocitario. Apés a limpeza no tecido, os fibroblastos ativos no local preenchem o espaco com
colageno (ECHEVERR et al., 2004).
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Os mastécitos séo células grandes, livres, com presenca de granulos metacromaticos
em seu citoplasma. Sua principal funcdo é armazenar potentes mediadores quimicos da
inflamacéo, tais como a heparina, histamina, serotonina e fator quimiotatico dos eosindfilos,
gue quando liberados, promovem reacfes de sensibilidade imediata, atraindo leucdcitos até
a regido e provocando a vasodilatacdo (MACIEL; MORFIN, 2009).

Os plasmdécitos sao células ovoides, com citoplasma basdfilo, nucleo esférico com
presenca de cromatina em forma de raio. S&o originados a partir dos linfocitos B do sangue,
0s quais adentram o tecido conjuntivo e diferenciam-se em plasmécitos. Sua funcao é produzir
anticorpos que atuam nas respostas imunes do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os leucécitos sdo os glébulos brancos do sangue, suas células chegam ao tecido
conjuntivo por diapedese através de capilares ou vénulas e séo classificadas em granulécitos
(eosindfilos, neutrofilos, basofilos) ou agranuldcitos (linfécitos e mondcitos). Sua acdo se torna
mais intensa nos locais em que ocorre invasao por microrganismos, desencadeando assim, o
processo inflamatério (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Outro componente do tecido conjuntivo sdo as fibras, formadas por proteinas cujas
estruturas se polimerizam, de modo a formar estruturas alongadas. Estas se organizam em
dois sistemas: o sistema colageno, que engloba as fibras colagenas e reticulares; e o sistema
elastico, formando fibras elasticas, elaulinicas e oxitalanicas. Para o presente estudo, a
abordagem neste capitulo serd somente sobre as fibras colagenas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

O colageno é a proteina mais abundante no organismo, sintetizada por diferentes tipos
celulares e apresentam composicao quimica, caracteristicas morfolégicas, distribuicdo e
fungbes distintas. No musculo tipico, o colageno é altamente organizado em torno de
fasciculos ou grupos de miofibrilas e apresenta papel importante na transducdo de forga e
rigidez muscular, garantindo alinhamento através das ligag6es das fibras musculares (BOOTH
et al.,, 2001). A forca e tensdo do colageno decorrem das ligacdes cruzadas inter e
intramoleculares, da orientacdo de seus feixes, das forcas de friccdo, da densidade entre as
fibrilas e interagdo com componentes da matriz extracelular, o que permite o funcionamento
do musculo como uma unidade de for¢a de contracdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

J& a substancia fundamental amorfa é uma mistura de moléculas anidnicas altamente
hidratadas, as glicosaminoglicanas, proteoglicanas e glicoproteinas multiadesivas. Localiza-
se entre as células e as fibras e permite a difusao tissular e produtos do metabolismo entre os
capilares sanguineos, linfaticos e as células. Sua funcdo é preencher o espaco entre as
células, atuar como lubrificante e como barreira protetora contra microorganismos. Além do
papel estrutural da matriz, elas podem se ligar a fatores de crescimento, participando da
regulacédo do metabolismo celular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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Em relagdo aos tipos de tecido conjuntivo, as diferentes classificacdes refletem a
morfologia e funcionalidade do tecido, identificando a organizag&o estrutural, bem como seus
componentes principais. Assim, o tecido classifica-se em: tecido conjuntivo propriamente dito,
tecido conjuntivo de propriedades especiais e tecido conjuntivo de suporte. Para o presente
estudo, sera abordado a seguir apenas sobre o tecido conjuntivo propriamente dito, dividido
em frouxo e denso (modelado e ndo modelado) (KIERSZENBAUM, 2004).

O tecido conjuntivo frouxo fornece suporte as estruturas que normalmente ndo sao
submetidas a grandes pressdes ou atritos, sendo formado por células, fibras e matriz
extracelular. Apresenta consisténcia delicada, flexivel, vascularizada e pouco resistente a
tracOes. Esta presente ao redor dos vasos sanguineos e nervos, entre os feixes musculares
e as camadas de musculatura lisa dos 6rgéos ocos (KIERSZENBAUM, 2004).

Jéa o tecido conjuntivo denso é mais flexivel e resistente as tracoes e apresenta menos
células do que no tecido conjuntivo frouxo, dentre as quais merece destaque os fibroblastos
com predominio de fibras colagenas. Classifica-se em modelado (regular) ou ndo modelado
(irregular). O tecido modelado apresenta feixes colagenos orientados segundo, paralelos,
alinhados aos fibroblastos. Além disso, suas fibras oferecem grande resisténcia as forcas que
normalmente atuam sobre o tecido, sendo encontrados nos tenddes, ligamentos
cartilaginosos e elasticos. O tecido ndao modelado se dispbe em feixes arranjados sem
orientacdo fixa, o que permite ao tecido resisténcia as tracdes exercidas em qualquer direcdo
(KIERSZENBAUM, 2004).

3.4 Traumatismo Raquimedular

O TRM é um acometimento a medula espinhal consequente do trauma dos elementos
neuronais presentes no canal vertebral. A medula € parte do SNC responsavel pela conducao
dos impulsos nervosos e esta contida na coluna vertebral, protegida pelas vértebras,
ligamentos, musculos, além das meninges e do liquor. Apresenta substancia cinzenta e
branca, ambas lesadas durante o trauma medular (ALENAZI et al., 2013).

Estima-se que entre 9 e 50 casos /milhdo de habitantes sejam acometidos pelo TRM
e esse indice é mais frequente nas cidades (BRITO, 2011). No Brasil, esse nUmero representa
cinco a seis mil novos casos de TRM a cada ano, sendo de 30 anos a faixa etaria da populagéo
mais afetada (CEREZETTI et al.,, 2012). Quanto ao género mais afetado pelo TRM, o
masculino passa a ser predominante devido ao tipo de atividades desenvolvidas, por
exercerem profissées muitas vezes com alta periculosidade, maior exposi¢do e imprudéncia

no transito, além de envolvimento em brigas e agressées (PEREZ et al., 2012).
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De etiologia traumatica, o0 TRM ocorre em cerca de 20% das fraturas vertebrais e esta
associada a sintomas sensoério-motores (FRANZOI et al., 2009). Seus niveis de lesdo estédo
dispostos em prevaléncia como: 55% na regido cervical, 15% na toracica, 15% na transicao
toracolombar e 15% na lombossacra (MEYER et al., 2003; FERREIRA et al., 2012; LONJON
et al., 2012). Porém, estudos de Gaspar et al. (2003) evidenciaram o segmento da coluna
tordcica como a area mais acometida, tendo como principal etiologia as agressdes por arma
de fogo e os acidentes de transito. Para Mello-Silva et al. (2012), a violéncia urbana é
considerada um problema social dos paises em desenvolvimento que altera a qualidade de
vida da populagcédo e é fator contribuinte para a alta morbimortalidade, principalmente em
individuos jovens.

De acordo com Mello-Silva et al. (2012), o crescimento da violéncia urbana
proporcionou 0 aumento de vitimas com lesdo raquimedular e as fraturas da coluna vertebral
apresentam maior morbimortalidade na populacdo mundial. Assim, trazem repercussoes
negativas tanto para os individuos devido as deficiéncias e impactos psicossociais, como para
0 governo em relagdo aos altos custos envolvidos no tratamento, tais como internagdes e
permanéncias hospitalares prolongadas (VASCONCELOS; RIBEIRO, 2011; WANG et al.,
2014).

Sua fisiopatologia € decorrente da transferéncia da energia cinética do trauma para o
tecido nervoso (NICHOLLS; SAUNDERS, 1996; SCHWAB; BARTHOLDI, 1996). A depender
do mecanismo e intensidade do trauma, o TRM pode ser classificado em total ou parcial e
suas alteracdes sensorio-motoras estdo relacionadas ao nivel de comprometimento
neurolégico, com quadros funcionais caracterizados em leve, moderado ou grave (ALENAZI
etal., 2013; STROMAN et al., 2014). Divide-se em trés fases, apresentando a seguinte ordem
cronoldgica: aguda ou lesdo primaria, quando ocorrem segundos a minutos apos a leséo,
subaguda ou secundaria, entre minutos e semanas apds o0 acometimento; e crdnico, quando
passados meses ou anos apds o trauma (HYUN, KIM; 2010).

No momento do trauma (lesé@o primaria), ocorre o rompimento de neurbnios seguidos
de um bloqueio parcial ou total na conducdo do potencial de acdo. Os axbnios quando
rompidos apresentam dificil poder regenerativo devido a presenca do processo inflamatorio
(hemorragia, isquemia e edema) e formacao da cicatriz glial em decorréncia da hipertrofia,
uma vez que no centro da lesdo formam-se cistos inicialmente preenchidos por fluidos que
posteriormente, sdo circundados por tecido cicatricial, composto por astricitos reativos,
microglia e fibroblastos (FAWCETT; ASHER, 1999; MC DONALD; SADOWSKY, 2002;
SCHWAB et al.,, 2006). No SNC, este tecido cicatricial é responsavel pela producao de
moléculas inibitérias do crescimento axonal (BATCHELOR, 2008).

De acordo com Silva et al. (2014), essa lesdo primaria € conhecida também como

choque medular, definida como uma repentina perda de todas as fun¢des neurologicas abaixo
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do nivel da lesdo, mesmo que esta lesdo ndo seja completa e permanente no momento em
gue ocorre o dano neurolégico a medula espinhal. Nesta condi¢do, os musculos que sao
inervados pelos segmentos da medula abaixo do nivel da lesdo tornamse paralisados e 0s
reflexos ficam ausentes. Nesse estagio, também ocorre o rompimento dos vasos sanguineos
e axbnios, com consequente interrup¢cdo da microcirculacéo e presenca de vasosespasmos.

Apoés a leséo, 50% dos oligodendrdcitos presentes na substancia branca morrem nas
primeiras 24 horas e essa morte resulta em bloqueio dos impulsos nervosos pela
desmielinizacdo axonal existente, contribuindo para a incapacidade funcional. A leséo resulta
no acentuado rompimento e reorganizagdo de vias neurais ascendentes e descendentes,
criando modifica¢des substanciais nos aferentes primarios, interneurbnios e motoneurdnios,
influenciando assim a interagdo sensorio-motora (LYTLE et al., 2006).

A lesdo secundaria é caracterizada por um dano neurolégico maior, apresentando os
seguintes eventos: alteragbes vasculares que incluem a hemorragia, vasoespasmos e
infiltrados inflamatorios; formacdo de radicais livres que causam a morte em neurbnios
situados na medula espinhal; presenca de apoptose apos a lesdo medular evidenciadas em
andlise morfolégica e bioquimica; e resposta inflamatéria com o infiltrado de leucécitos que
vao liberar rapidamente uma quantidade aumentada de citocinas permitindo o maior
extravasamento desses leucdcitos e reparo ao dano tecidual. Além disso, o desequilibrio do
sodio, potéssio e calcio, leva a despolarizacdo das membranas celulares, insuficiéncia da
ATPase e aumento da concentracdo do calcio dentro da célula, desencadeando a hipertonia,
uma das sequelas presentes na fase crénica do TRM (GWAK; HULSEBOSCH, 2011).

Dentre as implicacdes do TRM, a espasticidade é o fator mais agravante para o
individuo em sua fase cronica, por se tratar de um comprometimento funcional que influencia
de maneira negativa na qualidade de vida. Trata-se de um achado importante da Sindrome
Piramidal (SP) decorrente da interrupgdo das vias inibitérias do arco reflexo do trato
reticuloespinal, apresentando aumento do ténus muscular, presenca de espasmos

musculares e clénus (SILVA et al., 2014).

3.5 Espasticidade

A espasticidade € o disturbio mais comum em lesdes congénitas ou adquiridas do
sistema nervoso central, que afeta milhdes de individuos em todo o mundo (PAVAN et al.,
2010). E definida como um estado de tens&o exacerbado do musculo, resultante de uma les&o
do neurbnio motor superior, em que ha uma ativacao muscular involuntaria devido ao conjunto
de sintomas caracterizados por hiperreflexia e aumento do ténus muscular (NITRINI et al.,

2005; SORIANO et al., 2012). Os motoneurdnios estéo distribuidos no cértex motor e corno
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ventral da medula. Na medula espinhal, s&o classificados em alfa e gama, exercendo papel
de comunicagdo de impulsos nervosos entre o sistema nervoso central e periférico (LUNDY-
ECKMAN, 2004).

A lesdo gera correntes persistentes de célcio do tipo L medulares e musculares
dependentes de voltagem, resultando em aumento da excitabilidade dos motoneurdnios alfa
e gama. Essa condicéo altera a fisiologia da contragcdo muscular, uma vez que, a auséncia de
ATP ou a concentragdo sustentada de calcio no sarcoplasma causa alteracdes nas
propriedades contrateis, eleva a tensdo passiva, reforca as ligacbes cruzadas e como
consequéncia, desencadeia a hipertonia do tipo elastica (SWEENEY; STULL, 1990; GORDON
et al., 2000; CHENG; LEDERER, 2008).

As lesBes do SNC sado causadoras de SP, comprometendo os impulsos quimicos
descendentes para a medula e unidades motoras. A acetilcolina se encontra interrompida ou
diminuida na juncdo neuromuscular. Entretanto, Smith et al. (2009) apresentou em um dos
seus trabalhos, que o gene de canais de potassio voltagem dependente de célcio intracelular
(KCNN3) apresentou-se com expressdo aumentada. Essa expressdo aumentada induz a pés-
hiperpolarizagédo e esse comportamento é caracteristico de musculos imaturos sendo anulada
apos a inervacao dos musculos.

As altas concentracdes crbnicas de Cloreto de potassio (KCI) induzem hiperpolarizagéo,
limitando o disparo da unidade motora. Esse achado é normalmente expresso em musculos
imaturos e inibida apds essa maturacdo (SMITH et al., 2009).

Ja nos musculos, Smith et al. (2009) relatam que os genes dos receptores rianodinicos
responsaveis pela liberacdo dos canais de calcio no reticulo sarcoplasmatico ndo foram
alterados, assim como houve regulacdo negativa dos genes FKBP1A e PDE4D (reguladores
do extravasamento desse calcio). Entretanto, o aumento crbnico do célcio intracelular ocorreu
por aumento da expressao do gene de regulacéo dos canais de calcio do tipo L (CACNBL1 e
CACNALS) estimulando os receptores rianodinicos (SMITH et al., 2009). O gene CACNA1S
€ expresso no inicio da excitagdo-contracdo muscular (CATTERALL, 2011), com mudanca
conformacional decorrente da alteracao de voltagem para a excitacao da célula primariamente
ao “gating” que é secundario (HERNANDEZ-OCHOA; SCHNEIDER, 2012).

As proteinas Parvalbumina (gene PVALB) e Triadina (gene TRDN) se apresentaram
drasticamente aumentadas de forma significativa. As tentativas musculares de regulag&o dos
canais de calcio do tipo L sdo demonstradas por esse aumento da regulagdo do TRDN (GUO;
CAMPBELL, 1995), com intuito de forcar o relaxamento muscular (WILWERT et al., 2006).

Nesse entendimento, os niveis de calcio cronicamente alterados subsequentemente
ativam as proteases que sao ativadas pelo calcio intramuscular, causando lesdes musculares
drésticas. Também foi encontrado aumento da regulacdo da expressdo de ubiquitina

justificando ainda mais a degradag¢@o muscular (SMITH et al., 2009), por ser essa a proteina

26



responsavel pelo processo enzimatico que envolve a degradagéo e apoptose celular (ADAMS,
2003)

Embora os mecanismos fisiopatoldgicos ndo sejam completamente elucidados,
estudos comprovam que 0os musculos hiperténicos apresentam altera¢cdes que vao além do
excesso de célcio. Outros achados morfolégicos envolvidos na espasticidade séo a titina,
colageno, matriz extracelular e cadeia pesada da miosina do tipo 11X (BOOTH et al., 2001;
LIEBER, 2003; LI; LI; BENNET, 2003; OLSSON et al., 2006; SMITH et al., 2011).

A titina, proteina situada no interior dos sarcomeros e responséavel pela regulacédo do
comprimento sarcomérico e interacdo com as proteinas actina e miosina, também representa
a descricdo de mudanga no comprimento do sarcémero em repouso no musculo espastico
(FRIDEN; LIEBER, 2003; CASTRO-FERREIRA et al., 2011). Segundo Fridén e Lieber (2003),
as variacoes das isoformas da titina promovem alteragdes na rigidez muscular, principalmente
nos musculos esqueléticos. Ela também representa a descricdo de mudanga no comprimento
do sarcémero em repouso no musculo esquelético espastico.

Foran et al. (2005) em seu estudo de revisao relata que ndo existem demonstragoes
definitivas de alteracao da titina secundariamente a espasticidade, mas sugere que é possivel
diferencas no sequenciamento de &acido desoxirribonucleico (DNA) da titina do musculo
espastico, possibilitando a expresséo de varias isoformas musculares. Portanto, é razoavel
especular que a isoforma titina pode ser alterada no muasculo esquelético em paciente
espasticos.

Ja os realizados de Smith et al. (2011) mostraram que, embora o tamanho da isoforma
titina esteja relacionada com a tensdo muscular passiva, ndo foram encontrados achados
guanto a sua alteracdo em isquiostibiais de criancas com paralisia cerebral espastica. Olsson
et al. (2006) em seu estudo mostrou que o tamanho molecular da proteina titina manteve-se
inalterada em espasticidade ao examinar o musculo vasto lateral de pacientes lesados
medulares com espasticidade.

Entretanto Kellermayer e Grazier (1996) em experimento in vitro sugere haver fungéo
da titina sadia, além da tensdo passiva, atuando na contracdo muscular na forma
célciodependente dos filamentos actina-miosina do sarcémero. Essa ideia é compartilhada
por Joumaa et al. (2007) e Kronbauer e Castro (2013) quando relatam que a titina sadia é
responséavel pelo aumento da for¢ca apds alongamento ativo, resultando em inducéo da sua
rigidez quando o musculo é ativado. A rigidez da titina esta relacionada com a tensédo de forma
calcio-dependente (LABEIT, 2003). Estudos realizados por Ottenheijm et al. (2009) também
demonstraram a influéncia de miofilamentos ao calcio na dependéncia da regidao M da titina

nas pontes cruzadas na regulacdo da contracdo muscular gerando forga.
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Ja Mateja et al. (2013) afirma que na auséncia de titina sadia haveréa reducéo de tenséo
por diminuicdo na sensibilidade ao calcio, afetando a cinética das pontes cruzadas que
influenciam o mecanismo basico do comprimento dos musculos estriados.

A compreensao dos mecanismos a nivel celular e bioquimico sobre a espasticidade
deve ser estudada, principalmente no que diz respeito ao tecido conjuntivo. Nesse sentido,
merece destaque o coldgeno e matriz extracelular. Em estudos realizados em criangcas com
Paralisia Cerebral (PC), foi comprovado que na hipertonia ha o acimulo do teor de colageno,
com alteracdes nas propriedades mecanicas do musculo, ocasionando o desenvolvimento de
contraturas, 0 que confirmou a correlacdo existente entre aumento do colageno de acordo
com o grau da espasticidade (BOOTH et al., 2001).

Smith (2011) em seu estudo baseado em bidpsias dos musculos isquiotibiais de
criangas com PC demonstrou existéncia de alteragdes dentro da matriz extracelular com o
aumento da quantidade de teor de colageno, que contribuem para 0 aumento da contratura e
rigidez passiva do musculo espastico.

O aumento da rigidez passiva devido as altera¢gdes no tecido do colageno também foi
evidenciado por Sinkjaer et al. (1993) e Sinkjaer; Magnussen (1994). O’Dwyer (1996) e
Gracies (2005) relataram que a rigidez intrinseca das fibras musculares e a perda de
sarcOmeros sdo fatores contribuintes para o aumento da rigidez passiva. Reforcando esta
afirmacéo, Dietz; Sinkjaer (2007) relataram que as alteracdes secundarias nas propriedades
mecéanicas da fibra muscular sdo importantes no mecanismo de espasticidade.

A vinculag&o da rigidez passiva com o coladgeno € melhor entendida pela afirmacéo de
Franken (2010) quando demonstraram que a flexibilidade muscular fornecida pelo colageno
esta relacionada com as ligagfes cruzadas. Sendo estes inversamente proporcionais, quanto
maior sintese de colageno novo, menor o numero de ligagBes cruzadas, e como resultado,
maior flexibilidade. Gordon et al. (2000) e Cheng; Lederer (2008) completam que a menor
angulacdo das pontes cruzadas gera forga proporcional a tensdo passiva de acordo com a
concentracéo do célcio.

Ja a matriz extracelular € uma substancia secretada pelas células que funciona para
instruir o fendtipo celular, tendo assim uma fungéo dindmica, ndo sendo apenas uma estrutura
passiva. E composta por uma rede de moléculas como as proteinas e polissacarideos,
responsaveis pela interagdo da matriz extracelular e receptores da superficie celular,
permitindo a participagdo desta em varios eventos como adesdo, migracao, proliferacédo,
diferenciacéo celular e apoptose e angiogénese. (SOUZA; PINHAL, 2011; JUNQUEIRA, L.C.;
CARNEIRO, J., 2008).

Um estudo realizado por Smith (2011) demonstrou que a rigidez na matriz extracelular
em musculos isquiostibiais de criangas com PC leva a um aumento da tensdo passiva. Em

contrapartida, de acordo com os achados de Lieber et al. (2003), as alteracbes na matriz
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extracelular sdo evidentes, porém, com diminuicdo da tensdo passiva em feixes de fibras de
pacientes hipertdnicos. Essa modificagdo no tecido conjuntivo é acordada por Olsson et al.
(2006), entretanto, segundo ele, é decorrente da resisténcia passiva.

Bakheit et al. (2011) relata que o aumento da resisténcia passiva se deve a lesdo de
motoneurbnios superiores e é reconhecida como um dos fatores de influéncia para a
espasticidade. De acordo com Olsson et al. (2006), a resisténcia passiva ha espasticidade
esta vinculada ao remodelamento ultra estrutural, expressando cadeia pesada da miosina de
fibra do tipo lIx, indicando assim, um aumento da tensé@o passiva em musculos espasticos por
comprometimento da matriz e das fibras musculares.

Nos musculos, as proteinas mais influenciadas pelo célcio para geracéo de forcas sdo
as cadeias de miosina (MILLER et al., 1985; SCHIAFFINO et al., 2007), principalmente a
cadeia pesada da miosina do tipo lIx, além de miosinas imaturas. Essas mudangas geram
perda da atividade metabodlica com transcrigdo vinculadas as mitocondrias. Mesmo Smith et
al. (2009) relatando mudancas do fendtipo de fibras musculares lentas para rapidas, foi
também observado aumento da transcricdo génica vinculada ao fenoétipo de fibras lentas,
especificamente Calmodulina (gene CALM1) e Calcineurina (PPP3CA) (SCHIAFFINO et al.,
2007).

De acordo com Olsson et al. (2006), foi observada uma alteracdo relevante na
mecéanica do movimento nas fibras musculares, expressando cadeia pesada da miosina
(CPM) quase 10 vezes a mais. Essa expressao € encontrada nas fibras musculares rapidas
expressando CPM de isoformas do tipo lIx em comparacdo com as fibras que expressaram
CPM de isoforma do tipo I. Ainda de acordo com Olsson et al. (2006), as fibras de contracdo
rapida apresentaram um aumento significativo da tenséo passiva, ou por mudanca das fibras
para a CPM isoforma tipo 11X, ou em combinacédo dela com a CPM lla. Resultado semelhante
foi encontrado por Pontén, Stal (2007) em um estudo feito nos musculos biceps braquial em
adultos jovens com paralisia espastica. Verificou-se maior expressao das fibras CPM lIx e
menor expressao para as fibras CPM I. Outras alteragfes encontradas por Olsson et al. (2006)
foram a reducdo dos capilares e do volume mitocondrial. Uma pesquisa comparativa do
musculo vasto lateral parético e ndo parético em pacientes com Acidente Vascular Cerebral
(AVC) realizada por Mackenzie et al. (2008), também demonstrou mudancga para CPM IIx do

musculo vasto lateral na perna hemiparética quando comparada com a perna sadia.

Para Foran et al. (2005), a hipertonia muscular tem graves efeitos negativos sobre
desempenho motor e qualidade de vida em pacientes com lesdo do motoneurdnio superior e
varias sao as alteracdes associadas a capacidade funcional que englobam a mecanica do
movimento, do tecido e da morfologia muscular. Desta forma, tanto os canais de calcio quanto

as estruturas dos musculos espésticos encontram-se alterados de forma tipica a leséo do trato
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cortico- espinhal. Neste contexto, os modelos murinos se mostram importantes para averiguar

as alteracdes desses mecanismos.

3.6 Modelos murinos

Para melhor compreenséo do processo de espasticidade, foram descritos os seguintes
modelos experimentais: compressdo medular gerada a partir de um clipe de aneurisma,
hemisseccdo medular, trauma medular através de um impactador ligado a um software e
utilizacdo de um estereotaxico modificado para reproducéo da lesdo medular aguda (ONIFER
et al., 2007; TORRES et al., 2010).

O modelo murino de lesdo medular a partir do clipe de aneurisma foi descrito
inicialmente por Rivlin e Tator (1978), produzindo uma compressao extradural a nivel de T6T7
com um grampo de aneurisma e for¢ca de fechamento pré-determinada com tempo variavel.
Demonstrou ser um modelo clinicamente relevante e reprodutivel de lesdo medular,
principalmente por apresentar correlagdo com resultados funcionais e histologicos (DOLAN et
al., 1980; POON et al., 2007; IMPELLIZZERI et al., 2012).

Outro método utilizado é o da hemisseccdo medular, em que metade da medula
espinhal é preservada e sua por¢cao contralateral € seccionada utilizando microtesouras.
Acredita-se que esse mecanismo cirdrgico possa bloquear as vias ascendentes e
descendentes em diferentes niveis de lesdo medular, além de permitir o estudo dos
mecanismos que comandam a inibicao ou regeneracdo axonal em todo ou em torno da injuria,
bem como dos déficits funcionais e potencial de recuperacéo (ONIFER et al., 2007; YING et
al., 2008).

O avango das pesquisas em TRM levou ao desenvolvimento de um sistema
computadorizado, desenvolvido pela Universidade de Nova lorque chamado Multicenter
Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS). Trata-se de uma contusdo cinética a partir da
gueda de peso com alturas alternadas de 6.25, 12.5, 25.0 e 50.0 mm. As vantagens desse
dispositivo sdo: monitoramento de parametros de prejuizo tais como a velocidade de impacto
e deslocamento do tecido e a capacidade de provocar a lesdo sem previamente ter tocado na
medula espinhal, uma vez que qualquer contato com esta antes do golpe pode alterar o
resultado pretendido (ONIFER et al., 2007).

Como o método descrito acima apresenta elevado custo, um modelo mais acessivel e
semelhante ao impactador denominado estereotéxico adaptado vem sendo utilizado. O
aparelho, confeccionado pela Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais,
tem a capacidade de reproduzir o trauma por meio da colocacéo de pesos de 50,5g e 70,59 a

nivel de T13 por um periodo de 5 minutos (SILVA et al., 2008). Foi observado que o peso de
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50,59 a nivel de T13 durante 5 minutos causou um trauma medular de grau moderado em
ratos e que 70,59 resultou em paraplegia bilateral grave simétrica dos membros inferiores.
Assim, representa um modelo murino capaz de reproduzir uma lesdo medular aguda através
de um método eficiente, simples, econémico e por esta razdo, executado no presente estudo
(TORRES et al., 2010).

3.7 Testes comportamentais

ApOs o procedimento cirurgico, os animais devem ser submetidos a testes
comportamentais e neurolégicos, de modo a verificar o grau e evolucéo da lesdo. Dentre os
mais utilizados estdo a escala Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) e escala de Ashworth
modificada (EAM).

A escala BBB foi desenvolvida e validada para avaliar a capacidade locomotora
péslesdo medular. Suas vantagens incluem a facilidade de execucdo, auséncia de
ambiguidades dos termos e observagdo da fungdo motora do animal que vai da completa
paralisia @ movimentag&do normal. Para isso, o animal € colocado em um campo aberto durante
4 minutos, podendo ser avaliado por mais de um examinador que em caso de discordancia
dos resultados, o escore mais baixo é o adotado (WANG et al., 2009). O teste apresenta
escores que variam de 0 a 22, quantificando de maneira convincente a recuperagao motora
no TRM (MOLINA et al., 2004).

Para avaliacdo da espasticidade, optou-se por utilizar a EAM. Trata-se de uma escala
para medir a anormalidade de tbnus seja de origem mecanica ou neural, através da resisténcia
a movimentacao passiva. Apresenta 5 escores com classificacdo de 0 (sem aumento do ténus)
a 4 (membro rigido em flexdo ou extensdo) (BLACKBURN et al., 2002). Apesar de seus
escores ndo fornecerem uma medida direta da atividade reflexa muscular, é a mais utilizada
para avaliar o efeito de tratamentos com farmacos para espasticidade (CAMPANINI et al.,
2011).

3.6 Tratamentos

3.8.1 Tratamento alopético para a espasticidade

O tratamento para o TRM vem se modificando e evoluindo ao longo dos anos. O custo

anual médio no Brasil € de aproximadamente 660 milhées de reais com progressado desse
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valor, devido & maior expectativa de vida do lesado medular e aumento de sua incidéncia
(TEDESCO et al., 2012).

Apés a injuria, o tratamento mais utilizado tem sido a metilprednisolona, atuando como
inibidor da peroxidacéo lipidica (LAURINDO et al., 2009). Ja as formas de tratamento voltadas
para a sequela da espasticidade envolvem procedimento cirdrgico, uso de medicamentos
alopéticos (baclofen, diazepam, dantrolene, clonidina, tizanidina, clorpromazina, morfina) e
tratamento local.

Os medicamentos citados diminuem a excitabilidade dos reflexos espinhais, reduzindo
temporariamente a hipertonia e a chance dos pacientes realizarem cirurgias ortopédicas
(TEIVE et al., 1998). Como o baclofen foi utilizado no presente estudo em um dos grupos
experimentais, faz-se necessario uma maior abordagem deste. Atua de forma centralizada,
ligando-se aos receptores de GABA-B no cérebro e membranas espinais, restringindo o fluxo
de calcio para os terminais nervosos pré-sinapticos, reduzindo, assim, a espasticidade. O
baclofen é indicado quando a espasticidade é de origem medular e seus efeitos clinicos
incluem diminuigdo da resisténcia a amplitude de movimento passivo, da hiperreflexia e
reducédo da espasticidade e clonus (AWAAD, RIZK, 2012).

Como qualquer medicamento apresenta efeitos colaterais e adversos, suas
indicagBes séo limitadas por produzirem sedagéo, cansago, sonoléncia, déficit de atencéo e
memoria, relacionadas a depressdo do SNC e existe uma preocupacdo com os efeitos
colaterais cognitivos que séo dependentes das doses indicadas (TILTON, 2006;
QUAGLIATO et al., 2006). Além disso, de acordo com Hefferan et al. (2006), a modulagéo da
espasticidade com uso do Baclofeno acontece somente na fase inicial.

O tratamento local é através da Toxina Botulinica aplicada em musculos espasticos,
com objetivo de melhorar a capacidade funcional, uma vez que atua na jun¢ao neuromuscular,
bloqueando a liberagdo do neurotransmissor acetilcolina a nivel présinptico, levando a
paresia muscular. (TEIVE, 1998; TEDESCO et al., 2012).

3.8.2 Fisioterapia

A fisioterapia neuroldgica € outro destague em tratamento e preocupa-se com reducao
de atividades dos musculos espasticos. Deve ser iniciado o mais breve possivel e tem como
objetivo inibir a atividade reflexa patoldgica para influenciar o tbnus muscular obtendo assim,
o reaprendizado motor. Entende-se por inibicdo da atividade reflexa patolégica o combate a
padrBes anormais de movimento e para isso, tem-se a adoc¢ao de posicionamento e aquisicao
de novas posturas, desencadeando estimulos que favorecem os padrdes normais (TEIVE,

1998). A mobilizag&o articular vem sendo amplamente inserida no tratamento fisioterapéutico
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e consiste em movimentos passivos que visam a recuperagdo da artrocinematica, além de
promover reducdo da dor e edema, aumento da amplitude de movimento e melhora a funcéo
motora (ZUARDI et al., 2010).

De acordo com Sartori et al. (2009), o papel da fisioterapia tem como objetivo promover
a independéncia e qualidade de vida ao individuo portador da lesdo medular, de modo a
prevenir deformidades e complica¢des, treinar equilibrio, maximizar fungdo muscular e
respiratoria e treinar marcha de modo a reinserir o individuo a sociedade em suas atividades
de vida diaria (SARTORI et al., 2009; BERTOLDI et al., 2011).

3.8.3 Fitoterapia

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) revelam que em torno de 80% da
populacdo mundial utilizam alguma planta medicinal no alivio dos sintomas. Somente a partir
dos levantamentos etnofarmacolégicos, as plantas medicinais comecaram a ter respaldo
cientifico. Atualmente, com apoio da OMS, a medicina tradicional vem sendo resgatada, uma
vez que sempre constituiu uma alternativa terapéutica utilizada e culturalmente difundida na
busca da promocédo da saude (RUTKANSKIS; CRUZ-SILVA, 2009; SAHRANAVARD et al.,
2014).

Os medicamentos fitoterapicos possuem diferentes formas de apresentacdo e podem
ser usados por variadas vias de administracdo. Comumente 0s encontramos para uso por via
oral, na forma de po6 para diluicdo, decoc¢des, infusGes ou chas. Ja por via topica apresentam-
se na forma de preparacdes a base de agua ou 6leo (WAGNER; WISENAUER, 2006). Uma
das formas de utilizacao terapéutica das plantas é através dos seus 6leos essenciais, também
chamados de Oleos volateis, obtidos de diferentes materiais vegetais como flores, folhas,
frutos e raizes originam-se do metabolismo secundario destes vegetais, sendo uma excelente
forma de aplicacdo topica, por apresentarem bom indice de absorcao (GEROMINI et al.,
2012).

Assim como os tratamentos convencionais, o tratamento fitoterapico apresenta alto
custo de pesquisa e produtividade e ndo podem ser confundidos com a medicina popular ou
alternativa. Apesar de serem baseados pelos conhecimentos etnofarmacolégicos, séo
submetidos ao controle da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para
comprovacao dos seus beneficios cientificos (REZENDE; COCCO, 2002). Apesar dos altos
custos associados a fitoterapia, quando comparados aos medicamentos convencionais, estes
apresentam vantagens econdmicas relevantes. Além disso, os efeitos adversos e colaterais
dos produtos naturais sdo menos agressivos, o que proporcionam melhor condicéo de saude

para populacdo. Isso ndo significa que os fitoterapicos ndo causem riscos ao organismo,
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fazendo-se necessério pesquisas que reproduzam sua qualidade, eficacia e seguranca do seu
uso (VIEIRA et al., 2010).

A inclusdo da fitoterapia nos servicos de salde publica brasileiros incentiva as praticas
naturais de cuidado a saude, bem como a integracdo do conhecimento popular ao cientifico.
A base operante do Sistema Unico de Satude (SUS) é a Estratégia da Satde da Familia (ESF),
em gue o maior foco € a atencao primaria a saude, ocorrendo a inversao de valores, uma vez
gue a doenca era anteriormente, a maior preocupac¢éao do individuo (SAHRANAVARD et al.,
2014). Desta forma, a promocéo da saude ndo apresenta responsabilidade em apenas um
setor, mas sim de uma esfera que envolve governos municipal, estadual e federal. Dentre as
71 plantas listadas e utilizadas no SUS, encontra-se a A. zerumbet, utilizada no presente

estudo e sera abordada a seguir.

3.8.3.1 Alpinia zerumbet

A Alpinia zerumbet é uma planta herbacea, perene e aromatica conhecida
popularmente como “colbénia”, “agua de alevante”, “bastao do imperador’. Pertencente a
familia Zingiberaceae, é originaria da Asia e encontrada em abundancia no nordeste brasileiro,
em climas tropicais e subtropicais, podendo atingir de 2 a 3 metros de altura (BEZERRA et al.,
2000; ALBUQUERQUE; NEVES, 2004).

Essa espécie apresenta como constituintes quimicos os alcaloides, flavonoides,
catequina, epicatequina evidenciados inicialmente por Kimura et al., (1966). JaA o Oleo
essencial possui mono e sesquiterpenos, sendo o cineol, terpinol, rutina e dois derivados
glicosidicos do Kaempferol os constituintes encontrados em maior concentracao.

Desde a década de oitenta séo realizados estudos pré-clinicos para determinacdo de
sua toxicicidade, agbes farmacoldgicas e fisioldgicas. Partes da planta como sementes, folhas,
rizoma e flores apresentam possibilidade fitoterapica por apresentar em suas evidéncias
cientificas as acgbGes antifungica, antiulcerogénica, relaxante, anti-hipertensiva,
antiespasmadica, efeito relaxante do tdnus basal e anti-inflamatério (BEZERRA et al., 2000;
ALBUQUERQUE; NEVES, 2004).

Mendonca et al., (1991) obtiveram varios resultados em suas pesquisas. Em relagdo
ao extrato hidroalcoolico da A. zerumbet, foi verificada dose letal (DLso) em 10g/Kg, enquanto
gue o extrato aquoso foi praticamente atoxico. Ao se estudar o tempo de indugéo e duracéo
do sono, obteve-se como resposta 0 aumento do tempo de sono nos animais. Além disso,
outros estudos evidenciaram inibicdo de acetilcolina, bradicinina, ocitocina, cloreto de bario,
diminuicéo do ritmo cardiaco e presséo arterial, aumento do colesterol do tipo HDL e aumento

da TGO e TGP ao ser ingerido o extrato hidroalcodlico (5 g/kg) e cha (15 mL/kg).
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Em pesquisas realizadas por Albuquerque e Neves (2004), os rizomas tiveram eficacia
no tratamento de diarreia, artrite, Ulcera e tosse. Ja suas folhas, apresentaram efeitos
vermigugos, anti-hipertensivo, atividade relaxante e antiestresse. Recebe também o destaque
dessa planta com a finalidade de inibir processos edematosos em até 66%. Um estudo
realizado por Leeman et al. (2009) sobre o 6leo essencial do rizoma da A. zerumbet relataram
acdo anti-inflamatéria e antinociceptiva em ratos com artrite, associadas a modificacées no
hipocampo no cérebro. Na literatura, também foram encontrados resultados a partir de
estudos em ratos, inibindo o edema, sendo tratados com 6leos essenciais ou extrato etandlico
da planta (ALBUQUERQUE; NEVES, 2004).

O principio ativo do terpeno 1,8 cineol é capaz de melhorar a absorcdo dos
medicamentos transdérmicos, pois interagem com os lipidios e queratina, permitindo maior
solubilidade aos medicamentos (SAPRA et al., 2008). Além disso, apresentou efeito
antiinflamatdrio, mucolitico de vias aéreas, observando-se acao em mondcitos, com inibicdo
de leucotrienos Bs, prostaglandina 2, inibigcdo na produgéo de TNF, interleucina 1, leucitrieno4
e tromboxano (JUERGENS et al., 1998)

Ja o terpeno-4-ol na concentragdo de 60 nM apresentou atividade relaxante de
duodeno, inibindo a sua contragéo fasica em decorréncia do antagonismo de célcio de forma
dose-dependente (NASCIMENTO et al., 2005). Outros efeitos como controle da dor na medula
espinhal também sé&o relatados nos estudos de Khalil et al. (2004), ao atuarem na reducgéo
dos niveis da substancia P.

Em pesquisas clinicas, com 21 voluntarios, foi observado por Koh (2002) que o
processo inflamatério passou a ser inibido pela presenca do terpeno-4-ol, 1,8 cineol e
aterpineol. Em 2004, Khalil et al., demonstrou que houve reducéo do processo inflamatério
em 18 voluntérios nos tempos de 50, 60 e 70 minutos devido a presenca do terpene-4-ol, 1,8
cineol e a-terpineol e que o terpeno-4-ol quando isolado, apresentou a mesma agéo nesses
trés tempos. Em relacéo ao tempo de atividade farmacocinética houve semelhante resultado
tanto para Koh (2002) como para Khalil et al. (2004) com leitura de 1 hora apds a aplicacao.

Nas pesquisas com A. zerumbet, em relacdo a contragdo muscular, sdo citados os
seguintes resultados: acao anticolinérgica competitiva que inibe a contracdo muscular,
vasorelaxante por apresentar uma atividade reduzida do tdnus simpético, além de moduladora
da concentracao do célcio no musculo liso, de forma dose dependente (BEZERRA et al., 2000;
NASCIMENTO et al., 2005).

Candido et al. (2013) realizou um estudo sobre a triagem farmacolégica
comportamental do OEAz de modo a verificar os efeitos de forma sistémica de sua aplicacdo
em camundongos adultos. Ao analisar as doses 0,5y, 5,5ul e 8,3pl obteve-se como resultado

ambulacdo diminuida nos primeiros 30 minutos. Além disso, foi evidenciada melhora
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significativa na maior dose, embora tenha ocorrido diminuicdo na intensidade da ambulagéo
guanto maior o tempo de aplicacdo das doses.

Pesquisas clinicas com OEAz e Ziclague® foram realizadas por Candido (2010)
demonstrando que tanto o OEAz doseado como o Ziclague® foram capazes de modular a
espasticidade. As dissertacdes de mestrado realizadas por Cerqueira (2014) e Candido (2014)
evidenciaram que a utilizacdo do bioproduto em longo prazo mostrou-se eficaz para reverter
as alteracdes na espessura e organizacdo do coldgeno causadas pela espasticidade, bem
como presenca de miofibrilas comportamento neuroldgico funcional e espaco de endomisio

adequados, assemelhando-se ao grupo sadio.
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4 CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho da Pesquisa

O presente estudo caracteriza-se como preé-clinico, experimental, prospectivo e

intervencional.

4.2 Local da Pesquisa

A pesquisa foi realizada no Biotério da Universidade Tiradentes (UNIT) e nos
Laboratérios de Estudos Biolégicos e Produtos Naturais (LBPN) e Laboratério de
Morfologia e Biologia Estrutural (LMBE) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP) de
Sergipe (SE).

4.3 Submisséo do estudo & Comissao de Etica no Uso de Animais

O estudo foi submetido a analise pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UNIT e aprovado com protocolo de nimero 060514 (ANEXO I).

4 .4 Fitofarmaco

As amostras do fitofarmaco Ziclague® foram doadas pela empresa Hebron
Farmacéutica, Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacédo Tecnoldgica Ltda, com sede em
Pernambuco. O bioproduto foi confeccionado a partir da coleta das folhas verdes da A.
zerumbet, transportadas em carro climatizado, tendo seu 6leo essencial extraido por
arraste a vapor com rendimento de 1% e utilizacdo de éleo vegetal como veiculo.

Para identificagdo de sua composicdo quimica, o bioproduto foi submetido a uma
andlise por cromatografia gasosa no Instituto de Quimica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. Foi utilizado um detector de massa (Shimadzu, Japao, QP 2010-
plus) operando com energia de ionizacdo de 70 eV com uma massa contida no intervalo
de 45-450 Da. Para identificagdo da constituicdo quimica, foi empregada uma coluna
capilar DB5 (Agilent Technologies, EUA) com 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 mm de filmes de espessuras de fase estacionaria. Foi

empregado um fluxo de gas de 1 mL/min de hélio (ultrapura, Linde Gases, Brasil). A
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temperatura do detector e do injetor foi mantida a 250°C, iniciando o aquecimento a
40°C, com acréscimo de 3°C/min, até atingir 220°C.

A composicao relativa dos 6leos foi obtida partindo do principio de que a soma
de todas as areas do composto foi de 100% e fatores de resposta ndo foram tomados
em consideracao devido a falta de padrdo comercial disponivel. Os compostos foram
identificados por tentativa, comparando seus indices de retencdo, obtidos
experimentalmente pela temperatura linear programada (LPTRI), como relatados na
literatura. Os espectros de massa dos compostos de 6leos essenciais também foram
comparados com os relatados no NIST (versao 107) e Wiley (versédo 229) da biblioteca
espectros de massa e utilizando a descricdo de espectro de massa de Adams (2007)
como uma ajuda adicional na identificagao.

O registro do Ziclague® foi realizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), publicado no Diario Oficial da Unido (DOU) no dia 5 de maio de
2014, registrado na pagina 7 do suplemento da Sec&o 1 sob nimero 1697 — FITOTERAPICO,
REGISTRO DE MEDICAMENTO 1.1557.0069.002-5
25351207153/2012-85 05/2019 (ANEXO II).

4.5 Animais

Foram utilizados 72 ratos da ragca Wistar (Rattus norvegicus albinus)
provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes, com 5 semanas de idade, ambos
0S sexos e peso entre 150 a 200 gramas, 0S quais permaneceram em gaiolas de
polipropileno padréo, agrupados em numero de 3, mantidos em ambiente controlado,
com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo agua e racéo balanceada ad libitum.

Na conduta clinica, teve-se o cuidado de realizar massagem abdominal como
auxiliadora mecénica no esvaziamento da bexiga e defecacao, ja que a lesdo medular
espinhal causa transtornos vesicais e esfincterianos e estas alteracdes ndo foram
objetivos deste estudo. Assim, essa acédo favoreceu o bem-estar fisiol6gico do animal
diante das alteracoes.

Ao final de cada experimento, os animais foram eutanasiados por cAmara de gas
e apods a coleta do material biolégico (musculos gastrocnémios) foram incinerados no
Biotério da referida universidade.

4.6 Procedimento cirurgico

O modelo de lesdo medular utilizado neste estudo foi baseado no experimento

de Torres et al. (2010) pelo método de compressdo. Os animais foram inicialmente
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pesados e, em seguida, pré-anestesiados com Cloridrato de Ketamina a 10% (95mg/kg)
e anestesiados com Cloridrato de Xilazina a 2% (12mg/kg) com aplicacédo

intraperitoneal.

Apds anestesia, 0os animais foram posicionados em decubito external com o
dorso exposto. Foi realizada a tricotomia e antissepsia da regido toracica, com solucao
de polivinil pirrolidona iodo. Em seguida, realizou-se incisdo de aproximadamente 5 cm
de pele e tecido subcutédneo sob a linha média da regido toracica, com afastamento
subperiostal da musculatura perivertebral, objetivando exposi¢céo da coluna vertebral.

Para exposicao do canal medular, foi feita a localizacéo das vértebras T9 e T10
através da palpacao e realizada a laminectomia destes seguimentos. Neste momento
foi reproduzido o trauma mecéanico utilizando um aparelho estereotaxico modificado,
confeccionado pelos pesquisadores e composto de uma haste fina de ponta romba
(01mm?) com peso acoplado de 70g por 05 minutos.

Posteriormente, suturou-se a camada muscular e a pele com fio 3.0 de poliamida
monofilamento absorvivel, sendo aplicado antibioticoterapia profilatica com Pentabiol a
0,1ml/100g. Ao final da cirurgia, os animais foram acomodados em gaiolas, com agua,

racdo e em ambiente climatizado.

4.7 Grupos experimentais e doses

Os 72 animais foram divididos em 12 grupos, com 2 tempos de tratamento a
seguir: 6 grupos experimentais contendo 6 animais em cada grupo tratados por 3 dias
(MEYER et al., 2003); e 6 grupos experimentais contendo 6 animais por grupo tratados
por 14 dias (LI; BENNET, 2003).

Os grupos pesquisados foram: Sadio, Laminectomia; Controle; e 0s grupos
testes Baclofen (0,15mg/gel), Ziclague Oral (0,05ml/2Kg) e Ziclague® Tépico
(0,05ml/2Kg). Os tratamentos foram diarios, de segunda a sabado e somente iniciados
apos 24 horas do procedimento cirargico.

No quadro abaixo, segue a organizacado dos dois tempos de tratamento, com seus

respectivos grupos experimentais e doses:
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Quadro 1. Organizacao das fases experimentais com ratos induzidos a lesdo medular, N= 72
animais.

Dose Grupos experimentais Tempo de
tratamento
0,05 1 | Ziclague® Topico/ Lesdo
ml/2Kg _ _
2 | Ziclague Oral/ Leséo
0,15mg/ | 3 | Baclofen/ Lesao
gel
- 4 | Laminectomia 3 dias de
tratamento
- 5 | Controle
- 6 | Sadio
0,05 7 | Ziclague® Tépico/ Lesao
ml/2Kg . =
8 | Ziclague Oral/ Leséo
0,15mg/ 9 | Baclofen/ Lesao
gel
- 10 | Laminectomia 14 dias de
tratamento
- 11 | Controle
- 12 | Sadio

4.8 Protocolo de Tratamento

Os animais submetidos ao tratamento com Ziclague Oral, Ziclague® e Baclofen
tépicos iniciaram o tratamento diario 24 horas apds o procedimento cirdrgico de modo a
nao potencializar o efeito do anestésico, uma vez que o terpeno-4-ol é indutor do sono
e redutor da presséo arterial. Os animais dos grupos Baclofen e Ziclague® tdpicos foram
submetidos a aplicacdes tépicas diretamente nos musculos gastrocnémios de ambas as

patas e o grupo Ziclague Oral pelo método de gavagem.

4.9 Protocolo de avaliacéo

Para os grupos com 3 dias de tratamento, foram realizadas avaliacbes com 1 e
3 dias. Para os grupos com 14 dias de tratamento, foram realizadas avaliagbes com 1, 3, 7 e
14 dias. Essas avaliacbes permitiram a observacdo dos comprometimentos funcionais e
comportamentais nas lesdes aguda e subaguda respectivamente, quadro correspondente a
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hipotonia e inicio de hipertonia, semelhantes aos individuos acometidos por traumatismo
raquimedular. As avaliacdes foram realizadas pelo mesmo avaliador, amenizando possiveis
variacoes.

Os testes realizados para andlise comportamental foram o protocolo descrito por
Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) e a escala de Ashworth (EA).

O protocolo descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) (BASSO et al., 1995)
utiliza uma escala de avaliacao locomotora padronizada. Os itens a serem avaliados sédo
0s movimentos das patas, sua coordenacao, firmeza e comportamento do tronco. Seus
subitens s&o: movimento do membro posterior, posi¢do do tronco, abdémen, posicéo da
pata, caminhada, posi¢cao predominante da pata, instabilidade do corpo e rabo. A escala
apresenta 22 escores, variando de 0 (auséncia total de movimentos) a 21
(movimentag&o normal). Para sua realizag&o, o animal € colocado em um campo aberto
para que os avaliadores tenham total visualizacdo e avaliem por um periodo de 2 a 4
minutos (ANEXO I11).

Para avaliacdo do grau de espasticidade, utilizou-se a EAM (HAHM et al., 2015).
E composta por 6 escores que variam de 0 a 4, onde 0 indica tdnus normal e 4, presenca
de rigidez em flexao ou extensdo (ANEXO 1V). Para o presente estudo, além dos graus
dessa escala, foi acrescentado o escore -1 para indicar tdnus flacido, decorrente do
procedimento de lesdo medular.

Todos os testes realizados foram filmados para evitar erros nas determinacdes
de seus escores. Apos analisados, os valores foram organizados em um banco de dados
para melhor visualizagcdo dos resultados, sempre levando em consideracdo a pata com

maior acometimento.

4.10 Andlise histomorfol6gica

Para analises histologicas, foi necessario utilizar coloracdes de
hematoxilinaeosina, Picrossirius e Tricrdbmico de Masson. Os procedimentos
histol6gicos descritos a seguir foram realizados no LMBE do ITP.

Apds o 3° e 14 dias, os ratos foram eutanasiados, os gastrocnémios retirados e
embebidos em solucdo tamponada de formol a 10%. O material biolégico passou por
um processo de desidratacdo e clareamento em alcool e xilol por um periodo total de 6
horas. Posteriormente, fez-se a inclusdo em parafina para confeccdo de 5 seccbes
histoldgicas seriadas de 5um de espessura. Para analise histomorfolégica do tecido

muscular analisou-se as secc¢bes histoldgicas coradas em Hematoxilina-Eosina,
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Picrossirius (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009) e Tricrémico de Masson (CALVI et
al., 2012).

Para caracterizacao histopatoldgica do tecido muscular, as laminas histologicas
foram coradas em Hematoxilina e Eosina (HE), segundo Albuquerque Janior et al.
(2009), onde foram analisadas as seguintes variaveis: miofibrilas, endomisio, perimisio
e feixe muscular. As laminas foram analisadas e fotografadas com microscopio
(Olympus, BX51, Tokio, Japao) equipado com uma camera digital (Olympus, DP71,
Tokio, Jap&o). As imagens foram adquiridas com resolugcdo de 2040 x 1536 pixels e
salvadas em arquivo no formato TIF.

Para andlise do padrédo de neoformacédo do colageno, seccdes histolégicas de 5
pm de espessura foram corados pela técnica histoquimica do Picrossirius e analisados
sob luz polarizada (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009). Para tanto, foi utilizado um
polarizador para luz transmitida (45MM U-POT, Olympus) acoplado a um microscopio
trinocular CX31 (Olympus), com sistema de captura de imagens C-70070 WIDE ZOOM
(Olympus). Para essa analise descritiva do padrédo de formagdo do colageno foi
analisada as seguintes variaveis: birrefringéncia (esverdeada ou amareloesverdeada
para colageno tipo Il imaturo; e alaranjada ou avermelhada para colageno tipo |
maduro).

Fez-se ainda a mensuracao da espessura do colageno muscular, localizado no
perimisio e no endomisio, nas imagens capturadas através do software AxioVision 105

color, expressas em micrdmetro a partir das laminas coradas em Tricrémico de Masson.

4.11 Andlise estatistica

A tabulacdo de dados e tabelas foram confeccionadas pelo Programa Microsoft
Excel 2010 e mensuragdo das laminas pelo AxionVision Release 4.9.1. SE 64. O
programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prism 6.01. Para as andlises de
comparacGes multiplas foi utilizado o ANOVA ONE WAY (para andlise de miofibrilas,
endomisio, perimisio e feixe muscular) e TWO WAY (para andlise das escalas BBB e

EAM) seguido do poés-teste de Tukey, considerando significativo p<0,05.
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RESUMO

A espasticidade é o disturbio mais comum em lesdes congénitas ou adquiridas do sistema
nervoso central. Sendo assim, 0 objetivo do presente estudo foi evidenciar fenémenos
fisiopatoldgicos da espasticidade muscular através de revisdo sistemética de acordo com
os critérios do Prisma-Statement. Foram utilizados 46 artigos publicados nas bases de
dados indexadas no Medline, Lilacs, PubMed e Scielo. Os descritores utilizados foram:
espasticidade, muscle spasticity, titina, titin, myosin heavy chain (MyHC), calcium
(Ca?"), extracellular matrix, colageno e collagen, pesquisados nas formas isolada e
conjugada. Os artigos foram identificados inicialmente por trés pesquisadores. Apés a
selecdo inicial, foi realizada uma nova analise por um quarto pesquisador que, de forma
independente, determinou os estudos a serem incluidos na revisdo. Para a andlise
estatistica, utilizou-se o Software GraphPad Prism 6.01 e o teste Qui-quadrado,
considerando significativo p<0.05. Dentre os fendmenos fisiopatoldgicos existentes,
verificou-se que os canais de calcio do tipo L estdo alterados, sendo estes responsaveis
pela liberagdo em excesso do célcio no sarcoplasma muscular. Como consequéncia, as
ligagOes cruzadas séo potencializadas, produzindo rigidez ou tenséo passiva exacerbada.

A tensdo passiva aumentada induzira titina alterada, uma vez que a banda-M da titina
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apresenta filamentos sensiveis ao Ca*2. Havera também modificacdes no colageno e na
matriz extracelular que induzirdo maior tenséo e rigidez passiva e como resultado, uma
hipotrofia muscular. Assim, os musculos espasticos sao rigidos e fracos perifericamente
e expressam CPM em fibras do tipo IIx. A compreensdo dos fendmenos fisiopatologicos
da espasticidade pode dar diretrizes para novas estratégias terapéuticas, quer sejam
farmacologicas ou fisioterapéuticas, para melhora funcional de individuos com

espasticidade.

INTRODUCAO

A espasticidade é o disturbio mais comum em les6es congénitas ou adquiridas do
sistema nervoso central, que afeta milhdes de individuos em todo o mundo [1]. Trata-se
de uma desordem motora associada a varias condi¢des clinicas geradas por hipertonia e
fraqueza muscular, afetando individuos com traumatismo crénio-encefalico (TCE),
tumor, acidente vascular cerebral (AVC), traumatismo raquimedular (TRM), paralisias
cerebrais (PC) e esclerose multipla (EM). Sua prevaléncia é de aproximadamente 25% no
TCE, tumor e AVC; 65-78% para TRM e cerca de 85% nas PC e EM [1,2].

A espasticidade, também conhecida como hipertonia espéstica, estd presente
quando a les@o ocorre nos neurdnios motores superiores [3] e provoca uma alteragdo no
mecanismo 1nibitorio supra espinal do “reflexo miotatico” [4]. Embora existam
controvérsias em torno da definicdo de espasticidade, ela é definida como uma desordem
motora caracterizada por aumento velocidade-dependente da resisténcia dos musculos ao
alongamento ou ao movimento passivo, dos reflexos ténicos e pela presenca de Babinski
[5,6,7,8].

A influéncia dos reflexos de estiramento muscular exagerado no mausculo
hipertdnico tem efeitos negativos sobre o desempenho motor e qualidade de vida em
pacientes com uma lesdo do neurdnio motor superior [9]. Uma vez que afeta o sistema
musculo-esquelético, as consequéncias da espasticidade tém um efeito direto, ainda que
em diferentes graus de gravidade, sobre a vida dos pacientes, prejudicando sua capacidade
de realizar atividades da vida diaria, causando dor, contraturas e deformidades, os quais
dificultam o processo de reabilitacdo [1].

Atualmente, os estudos se concentram em pesquisas experimentais pre-clinicas e

clinicas que tentam elucidar os comprometimentos fisiopatoldgicos da espasticidade
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muscular. Assim, o objetivo geral é construir uma sequéncia logica dos fendmenos
fisiopatologicos da espasticidade muscular periférica baseada em uma revisao

sistematica.

METODOLOGIA

Critérios de inclusdo e excluséo

Os estudos foram selecionados a partir dos seguintes critérios de elegibilidade: (1)
revisdo sistematica; (2) estudos realizados com seres humanos e animais em decorréncia
da caréncia de estudos com seres humanos envolvendo o calcio na espasticidade,
importante para entendimento da sua fisiopatologia; (3) estudos experimentais com
modificacOes fisioldgicas e auséncias estruturais induzidas e (4) estudos apresentando
como desfecho principal o conceito de espasticidade, sua incidéncia na populacdo, as
alteracdes existentes nos canais de célcio, na titina, no colageno, na matriz extracelular,
nas fibras musculares, na cadeia pesada da miosina e no metabolismo dos musculos
espasticos.

Foram excluidos do estudo artigos de: (1) ensaios clinicos que envolvessem apenas
estratégias terapéuticas sem envolvimento dos descritores escolhidos, sdo elas: aplicagdo
de toxina botulinica, administracdo de medicamentos canabindides, estimulacdo elétrica

transcutanea e tratamento com érteses e (2) espasticidade hereditéria.

Tipo de estudo e estratégia de busca

O estudo foi realizado entre 2014 e 2015 e trata-se de uma Revisdo sistematica de
acordo com os critérios da declaracdo Prisma-statement, que consiste em uma lista de 27
itens e um diagrama de fluxo dividido em 4 fases. Os itens tém o objetivo de guiar os
autores de revisdes sistematicas sobre as informacdes que devem ser claramente descritas
no manuscrito [10].

O diagrama de fluxo descreve o fluxo de informagGes através das diferentes fases
de uma revisao sistematica. Ele mapeia o0 numero de registros identificados, incluidos,
excluidos e as razdes para exclusdes. Dos 27 itens, 14 foram excluidos por ndo se
aplicarem a revisdo, se enquadrando em meta-analises e descricdo de fontes de
financiamento para a revisao sistematica. Dessa forma os critérios considerados foram: 1-
Title, 2- Structured summary, 3- Rationale, 4- Objectives, 6- Eligibility criteria, 7-
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Information sources, 8- Search, 9- Study selection, 14- Synthesis of results , 17- Study
selection, 21- Synthesis of results, 24- Summary of evidence, 26- Conclusions.

O estudo foi constituido por artigos publicados nas bases de dados indexadas no
Medline (Literatura Internacional em Ciéncias da Saude), Lilacs (Literatura
LatinoAmericana e do Caribeem Ciéncias da Saude), Scielo (Scientifc Eletronic Library
Online) e PubMed (Publicacbes Médicas), sem restricdo de ano de publicacédo e idioma.
Os descritores utilizados foram: espasticidade, muscle spasticity, titina, titin, myosin
heavy chain (MyHC), calcium, extracellular matrix, coldgeno e collagen, pesquisados de
forma isolada ou conjugada.

Os artigos foram identificados inicialmente por trés pesquisadores que analisaram
os titulos e resumos dos estudos listados pelas bases de dados pesquisadas. Quando estes
ndo foram esclarecidos, o contetdo foi lido na integra para que os estudos relevantes nao
fossem excluidos da reviséo.

Apbs a selecdo inicial, uma nova analise mais criteriosa em relacéo as informacdes
relevantes envolvendo os descritores para melhor entendimento da neurofisiopatologia da
espasticidade foi realizada por um quarto pesquisador, cuja funcdo iniciava desde o

principio do processo de escolha.

Extracdo das informacodes

Para a extragéo das informacdes relevantes dos artigos, foi elaborada uma planilha
no programa Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corp, Estados Unidos) na qual
foram registrados, a principio, os seguintes dados: descritores, nimeros de artigos
encontrados, selecionados para analise, inacessiveis e artigos utilizados. No segundo
momento, os dados registrados na planilha foram: informacGes gerais (titulo, autores, ano
de publicacdo do estudo e descritores), nimeros de artigos selecionados para andlise e

informacéo de conteudo.

Analise estatistica

Para a analise estatistica, utilizou-se o Software GraphPad Prism 6.01.Esta sendo
utilizado o teste Qui-quadrado, verificando-se a frequéncia do valor estimado em relacéo
ao valor esperado, com os dados apresentados em frequéncia relativa, e considerado
p<0.05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas quatro bases de dados pesquisadas foram identificados 11.386 artigos. Destes,
11.207 foram excluidos pelos titulos e resumos, pois além de apresentarem os critérios de
exclusdo citados anteriormente, estavam relacionados a outras patologias. Sendo assim,
179 artigos foram selecionados para analise, dos quais 125 ndo estavam disponiveis para
0 publico, totalizando 54 artigos em texto completo para analise, sendo 46 utilizados e 8
excluidos por ndo apresentarem como desfecho principal as alteragdes no musculo
esquelético espaéstico.

Dos descritores buscados nos bancos de dados, verificou-se que espasticidade
muscular e titina foram os mais encontrados com 9227 e 2067 artigos encontrados,
respectivamente, correspondendo a 81,04% (p<0.001) e 18,15%. Seguida a anélise inicial,
apenas 121 e 12 (71,6 % - p<0.001 e 7,17%) foram selecionados para nova analise. Porém,
apos os critérios de inclusdo, 10 e 4 (8% - p<0.001 e 8,69%, respectivamente) foram
realmente utilizados (Tabela 1).

Quando comparados os artigos utilizados, foi encontrado que os descritores
espasticidade muscular conjugado com célcio foram os mais prevalentes com 30,43%
(p<0.001); sO espasticidade muscular 21,74% (p<0.001); espasticidade muscular
conjugado com colageno 17,38%; espasticidade muscular conjugado com matriz
extracelular 8,69%; e espasticidade muscular conjugado com titina e com cadeia pesada
da miosina com 6,52%, cada um (Tabela 2).

O total de artigos selecionados e utilizados nesta revisao sistematica descreve 0s

seguintes achados:

Espasticidade muscular:

Para Olsson et al. [9], os musculos hiperténicos apresentam alteracfes estruturais,
embora 0s mecanismos ndo sejam completamente compreendidos. Segundo Fridén;
Lieber [11], apesar de ndo serem completamente elucidadas, torna-se claro que as
estruturas musculares alteradas envolvidas sdo o comprimento do sarcémero, a variagao
na isoforma titina e colageno. Além disso, ha alteracdo no tamanho da fibra muscular e
uma menor extensdo no tecido do musculo espasticos [12].

Dias et al. [13] em concordancia com os achados de Fridén e Lieber [11],

Mirbagheri et al. [14], Bakheit et al. [8], Marque; Brassat [15], mostraram que apesar do
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mecanismo da espasticidade ndo ser totalmente compreendido, sabe-se que ha reducéo do
comprimento dos sarcomeros em série. Em contrapartida, Roy; Edgerton [16] observou
as alteracGes musculares associadas com espasticidade apds uma lesdo medular, as quais
incluem aumento na variabilidade do tamanho das fibras, no percentual de fibras do tipo
I1x e no aumento da tenséo passiva em todo masculo. Diante das evidéncias encontradas
por Dias et al. [13], a espasticidade pode promover também redu¢do no comprimento e
no volume do ventre muscular, aumento do nimero de fibras do tipo | e aumento de tecido
conjuntivo extracelular nos musculos espasticos.

Ito et al. [17] demonstrou na histopatologia da musculatura espéstica da paralisia
cerebral, usando bidpsia do gastrocnémio obtidas durante operagdes ortopédicas, que as
fibras do tipo | predominam sobre as tipo 11 e que estas s&o maiores que as fibras tipo I.
Lundy-Ekman [18] e Patten et al. [19] relatam essas transformagOes tanto em fibras
musculares do tipo I como em fibras tipo 11, contribuindo assim para a diminuicéo das
atividades funcionais dos pacientes.

Segundo Gao; Zhang [20], em estudo realizado com eletroestimulacdo no
gastrocnémio, ha reducdo no numero e na dimensdo de sarcomeros ao longo das fibras
dos musculos espasticos nos pacientes com AVC. Estas alteracbes também foram
evidenciadas no estudo de revisdo de Rose; Mcgill [21].

Malaiyar et al. [22] ao estudarem a morfologia dos musculos espasticos, utilizando
imagens de ultrassom em duas e trés dimensdes, demonstraram que o comprimento dos
fasciculos do musculo gastrocnémio medial de criancas com paralisia espastica ndo é

diferente quando comparado ao comprimento de fasciculos de sujeitos controles.

Calcio:

Em relacdo ao calcio foram encontradas varias citacdes envolvendo a
hiperexcitacdo e alteracfes nos canais de célcio. Bennett et al. [23], Bennett et al. [24]
and Bennett et al. [25]; Gorassini et al. [26], Harris et al. [27], Harris et al. [28], Harvey
et al. [29], Harvey et al [30], Harvey et al. [31], Li et al. [32], Norton et al. [33], Murray
etal. [34] and Rank et al. [35] relatam haver alteracdo nos motoneurdnios apds transecgdo
medular de ratos. Essa alteracdo seria por excitabilidade das vias reflexas espinhais com
periodos prolongados de despolarizacdo, causando espasticidade apds duas semanas da

lesdo [23,25], decorrentes das alteragBes no volume aumentado de sddio e célcio [32]. A
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inatividade do sddio e atividades dos canais do calcio do tipo L também justifica a fase
de choque medular [36].

A hiperatividade dos canais de calcio do tipo L citada pelos autores acima €
completada por Smith et al. [37] que relata regulacéo inadequada nos canais de célcio do
tipo L alterados nos musculos espésticos, levando aumento desse de forma crénica no
reticulo sarcoplasmaético. A transcri¢do génica também foi postulado por Smith [37] em
musculos espésticos de criangcas com Paralisia Cerebral (PC) juntamente com outras
varias expressdes génicas alteradas. As alteracdes dessas expressdes ja acontecem na
membrana citoplasmatica, nos canais de potassio (KCNN3) dependentes de Ca?*, que
estdo expressos significativamente induzindo despolarizacdo dos canais de tensdo f1 de
calcio do tipo L voltagem dependente (CACNPI) que estdo também expressos
drasticamente de forma significativa, apesar dos canais de receptores Rianodinicos
(RyR1) nédo estarem alterados. Estas mudancas de transcri¢do induziram perturbacao dos
componentes da matriz extracelular (MEC) do musculo espastico, juntamente com a
alteracdo de transcricdo génica envolvendo a miogenese, alterando sua expressdo com
isoforma de MyHC I1x gerando perfil metabolico especifico.

Do ponto de vista fisioldgico, Gordon et al.[38] and Cheng; Lederer [39] relatam
que o excesso de calcio causa lesdes extensas e alteracfes nas propriedades contrateis dos
musculos, além de aumentar a tensdo passiva e reforcar as ligacdes cruzadas. Como o
colageno ¢ diratamente dependente das ligacdes cruzadas para a flexibilidade muscular,
ird refletir em um musculo rigido.

Ainda do ponto fisiologico, para melhor entendimento das alteragfes do calcio no
masculo, sera abordado o processo normal da contracdo muscular.

O potencial pds-sindptico do motoneurénio induz, no masculo, influxo intenso de
sodio nos tubulos T, de acordo com Prado et al. [40] e Ribeiro et al. [41]. Esse estimulo
ativa os tibulos T e os canais rianodinicos (RyR). Os RyR localizados na membrana do
reticulo sarcoplasmatico (RS) ficam permeéavel ao calcio (Ca*?) por agdo da miosina Ca*?-
ATPase, aumentando a concentracdo desse no RS. Uma vez o célcio liberado no RS ira
se ligar ao complexo troponina-tropomiosina, mais especificamente a troponina C, o sitio
de ligacdo da actina para a miosina sera liberado, permitindo a producdo de tensdo e
contragcdo muscular [39,42,43].

Ainda seguindo a linha de raciocinio, Ruegg [44], Sweeney; Stull [45], Cheng;

Lederer [39] afirmam que a liberagdo da tensdo muscular, induzindo rigidez muscular e
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passiva, € produzida pela concentracio sustentada de Ca*® ou auséncia de ATP no
sarcoplasma. Essa atividade encontrada nos diferentes tipos de fibras musculares ira
determinar suas expressdes génicas, de acordo com Berchtold et al. [42]. Outro processo
de inducdo actina-miosina ¢é pela fosforilagdo da cadeia leve da miosina, produzindo
aumento da quantidade méxima de tens&o do musculo esquelético.

Assim, as ligacdes cruzadas, segundo Gordon et al. [38] e Cheng; Lederer [39] sdo
influenciadas por mecanismo puramente mecéanico, alterando a cinética de liberagdo de
ADP advindo do ATP [46]. A angulagdo das ligacOes cruzadas também acarretaré geracdo
de forga vinculada diretamente ao deslizamento das miofibrilas, diretamente proporcional
a tensdo passiva a concentragdo de calcio, ou seja, quanto mais célcio mais tensdo passiva
[38,39].

Esses eventos fisioldgicos sdo reforcados na espasticidade, quando alteracfes
musculares foram relatadas associadas com espasticidade apds uma lesdo medular,
incluindo aumento da tensdo passiva em todo musculo. O aumento da tensdo passiva
também ¢é reforcado por Bakheit et al. [8] diante de lesbes de motoneur6nios superiores
em musculos espasticos. Assim, se vincula diretamente as alteracdes do calcio nos canais

do tipo L as demais alteragcdes dos musculos espasticos.

Titin

Segundo Fridén; Lieber [11] as variaces das isoformas da titina promovem
alteracfes na rigidez muscular, principalmente nos musculos esqueléticos. Ela também
representa a descricdo de mudanc¢a no comprimento do sarcémero em repouso no musculo
esquelético espastico.

Foran et al. [47] em seu estudo de revisdo relata que ndo existem demonstragdes
definitivas de alteracdo da titina secundariamente a espasticidade, mas sugere que é
possivel diferencas no sequenciamento de DNA da titina do musculo espastico,
possibilitando a expressdo de varias isoformas musculares. Portanto, é razoavel especular
que a isoforma titina pode ser alterada no musculo esquelético em paciente espasticos.
Ja os realizados de Smith et al. [48] mostraram que, embora o tamanho da isoforma titina
esteja relacionada com a tensé@o muscular passiva, ndo foram encontrados achados quanto
a sua alteracdo em isquiostibiais de criangas com paralisia cerebral espastica. Olsson et

al. [9] em seu estudo mostrou que o tamanho molecular da proteina titina manteve-se
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inalterada em espasticidade ao examinar o musculo vasto lateral de pacientes lesados
medulares com espasticidade.

Entretanto, em experimento in vitro sugere haver fungdo da titina sadia, além da
tensdo passiva, atuando na contracdo muscular na forma célcio-dependente dos filamentos
actina-miosina do sarcémero. Essa ideia é compartilhada por Joumaa et al. [49] e
Kronbauer; Castro [50] quando relatam que a titina sadia é responsavel pelo aumento da
forca apds alongamento ativo, resultando em indugdo da sua rigidez quando o masculo é
ativado. A rigidez da titina esta relacionada com a tensdo de forma célciodependente
[51]. Esses dados séo sustentados por Ottenheijm et al. [52] os quais demonstraram a
influéncia de miofilamentos ao célcio na dependéncia da regido M da titina nas pontes
cruzadas na regulacdo da contracdo muscular gerando forca.

Ja Mateja et al. [53] afirma que na auséncia de titina sadia havera reducéo de tenséo
por diminuicdo na sensibilidade ao célcio, afetando a cinética das pontes cruzadas que

influenciam o mecanismo basico do comprimento dos musculos estriados.

Cadeia pesada da miosina:

Olsson et al. [9] pesquisaram a fibra muscular e encontraram aumento nas
proporcOes de fibras rapidas que expressam a CPM tipo lIx. As fibras tipo l1x estiveram
presentes em proporcdes maiores do que o normal nos muasculos espasticos, ao passo que
fibras tipo | foram reduzidas proporcionalmente. Essa expressao € devido ao
remodelamento ultraestrutural dos midcitos espasticos. Resultado semelhante encontrado
por Poten e Stal [54] em um estudo feito no musculo biceps braquial em adultos jovens
com paralisia espastica também verificou maior expressao das fibras CPM lIx e menor
expressao para as fibras CPM 1. Outras alteragdes encontradas por Olsson et al. [9] foram
diminuigdo dos capilares e do volume mitocondrial.

McKenzie et al. [55] em estudo comparativo do mdsculo vasto lateral parético e ndo
parético, em pacientes com AVC, observou mudanga da CPM lIx entre os dois musculos.
Verificou também relatos de expressao génica de isoformas para CPM embrionéaria do
tipo 3 e 8 (MyH3 e MyH8). Essa expressao apresentou aumento de 3,7 para MyH3 e 4,3
vezes para MyH8. J& a diminuicdo na expressdo de genes para a isoforma da cadeia leve
da miosina (MLC) ocorreu na miosina de cadeia leve 6B (MYL6B) e miosina reguladora

de cadeia leve 3 (MRLC3) na perna hemiparética espastica.
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Colageno

A compreensdo dos mecanismos a nivel celular e bioquimico sobre a espasticidade
deve ser estudada, principalmente no que diz respeito ao tecido conjuntivo. Nesse aspecto,
merece destaque o coldgeno, por ser uma proteina estrutural responsével pela manutengao
da fisiologia muscular [56]. Em seus estudos, feitos em criangas com Paralisia Cerebral,
com o objetivo de correlacionar o aumento do colageno com a gravidade da espasticidade,
mostrou que na hipertonia hd um acimulo do teor de coldgeno, alterando as propriedades
mecanicas do musculo, proporcionando o desenvolvimento de contraturas.

Smith [48] em seu estudo baseado em bidpsias dos musculos isquiotibiais de
criancas com PC demonstrou existéncia de alteracdes dentro da matriz extracelular com
0 aumento da quantidade de teor de colageno, que contribuem para 0 aumento da
contratura e rigidez passiva do musculo espastico.

O aumento da rigidez passiva devido as alteracdes no tecido do colageno também
foi evidenciada por Hufschmidt; Mauritz [57], Sinkjaer et al. [58] e Sinkjaer;
Magnussen [59]. O’Dwyer [60] e Gracies [61] relataram que a rigidez intrinseca das fibras
musculares e a perda de sarcomeros séo fatores contribuintes para o aumento da rigidez
passiva. Reforcando esta afirmacdo, Dietz; Sinkjaer [62] relataram que as alteragOes
secundarias nas propriedades mecénicas da fibra muscular sdo importantes no mecanismo
de espasticidade.

A vinculacdo da rigidez passiva com o colageno é melhor entendida pela afirmacéo
ao demonstrarem que a flexibilidade muscular fornecida pelo colageno esta relacionada
com as ligacGes cruzadas. Sendo estes inversamente proporcionais, quanto maior sintese
de colageno novo, menor o namero de ligacbes cruzadas, e como resultado, maior
flexibilidade. Reforcando essa afirmacdo, Gordon et al. [38] e Cheng; Lederer [39]
completam que a menor angulacéo das pontes cruzadas gera forca proporcional a tensao

passiva de acordo com a concentragdo do calcio.

Matriz extracelular:

A rigidez na matriz extracelular em musculos isquiotibiais de criangas com Paralisia
Cerebral leva a um aumento da tensdo passiva [48]. Em contrapartida, de acordo com o0s
achados de Lieber et al. [12], ha diminuicdo da tensdo passiva em feixes de fibras de

pacientes hipertonicos.
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Lieber et al. [63 descreveu que a proliferacdo de material de matriz extracelular é
decorrente da alta concentracdo de colageno, deixando as propriedades mecéanicas da
matriz extracelular inferiores nos masculos espasticos. As alteracdes existentes na matriz
extracelular sdo acordadas por Olsson et al. [9].

Bakheit et al. [8] relata que o aumento da resisténcia passiva se deve a leséo de
motoneurdnios superior e é reconhecida como um dos fatores de influéncia para a
espasticidade. De acordo com Olsson et al. [9], a resisténcia passiva na espasticidade, esta
vinculada ao remodelamento ultra estrutural, expressando cadeia pesada da miosina de
fibra do tipo I1x. Indicando assim, um aumento da tensdo passiva em musculos espéasticos
por comprometimento da matriz e das fibras musculares.

A resultante da resisténcia de forca para a extensibilidade € diretamente dependente
das condicgdes de elasticidade passiva, viscosidade e forcas de inércia. Uma vez que, a
resisténcia do tecido dependente da velocidade de estiramento muscular, induz o aumento
do tébnus muscular. Essa alteracdo muscular localizada perifericamente é conhecida como
rigidez passiva e decorrente da tensdo passiva dos musculos espasticos. Essa alteracdo
muscular localizada perifericamente € conhecida como rigidez passiva e decorrente da
tensdo passiva dos musculos espasticos Ranatunga [64] expdem a influéncia no aumento
da tensdo passiva como resultado das alteracdes da matriz extracelular e encurtamento do
musculo. Tendo essa alteracdo possibilidade de envolvimento do célcio em fibras normais
e espasticas. Entretanto, Ranatunga [64] afirma o envolvimento da tensdo passiva devido
as mudancas funcionais e rigidez da matriz extracelular, em vez de alteracGes
intracelulares.

Diante dos achados da revisdo sistematica, os fendmenos fisiopatol6gicos podem
se comportar da seguinte forma: o motoneurdnio quando lesionados ap6s duas semanas
apresenta hiperatividade nos canais de calcio do tipo L, e estes por sua vez, potencializam
os canais de calcio do tipo L nos musculos estriados, que também se apresentam alterados
apos a lesdo. Com excesso de célcio no sarcoplasma, serdo hiperativados a banda-M da
titina, que é sensivel aos canais de calcio, potencializando as ligagdes cruzadas e
induzindo tensdo passiva exacerbada. Com tensdo passiva e ligacdes cruzadas
aumentadas patologicamente, se tera matriz extracelular e colageno alterados (rigidos),
induzindo em ciclo viciosos tenséo passiva e ligacOes cruzadas aumentadas. Essa
carateristica muscular, principalmente da titina induzira a expressdo da CPM do tipo llIx,

que é uma musculatura de pouco metabolismo glicogénico caracterizado por contragcdo
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de répida e facil fadiga. Assim os musculos espasticos séo rigidos e fracos e caracterizam-

se como hipotroficos.

CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa se propds a construir a sequéncia dos fenémenos
fisiopatologicos da espasticidade, pois a sua compreensdo darad diretrizes para novas
estratégias terapéuticas, quer sejam farmacologicas ou fisioterapéuticas, para melhora do
quadro funcional de individuos com espasticidade decorrente da sindrome piramidal. Esta
por sua vez decorrente de doengas reconhecidas como problemas de salde publica, a
exemplo de AVC, PC, TRM.
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(Literatura Latino-Americana e do Caribeem Ciéncias da Saude), Scielo (Scientifc

Eletronic Library Online), e PubMed (Publicacbes Médicas).

Tabela 2: Prevaléncia dos descritores conjugados em relacdo aos artigos utilizados na

revisao sistematica.

Tabela 1
Descritores Artigos Artigos Artigos
encontrados | selecionados Artigo sem utilizados
para acesso
analises

N % N % N % N %
Modsculo espastico 0227 |81,04¢|129| 72,07 | 111 | 88,8° | 10| 21,74¢
Titina 2067 | 18,15 | 14| 7,82 10 8 4 8,69

Musculo espéstico;

9 0,07 | 3 1,67 0 0 3 6,52
Titina
Musculo espastico; 47 | 041 | 14| 782 | O 0 |14] 30,43€¢
Calcio

Musculo espastico; 10 0,08 | 3 1,67 0 0 3| 6,52
Cadeia pesada da

miosina

Musculo espastico; 18 0,15 | 12 6,7 4 32 (8] 17,38
Colageno
Musculo Espastico; 8 0,07 | 4 2,23 0 0 41 8,69
Matriz Extracelular
TOTAL 11386| 100 |179| 100 |125| 100 |46 100
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p<0.05; bn<0.01; °p<0.001
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Tabela 2
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Descritores conjugados

Musculo espastico; Titina

Musculo espéstico;

9,37

Cadeia pesada da miosina

Musculo espastico; Matriz
12,5

extracelular

p<0.05; "p<0.01; °p<0.001
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O Traumatismo Raquimedular é responsavel por sequelas tais como a espasticidade. O
entendimento sobre mecanismo de ac¢éo nessa espasticidade gera novas pesquisas com o
Ziclague® e este medicamento, derivado do 6leo essencial da Alpinia zerumbet, modula
a espasticidade. Assim, objetivou-se avaliar as alteragdes musculares em modelo
murino de Traumatismo Raquimedular apds tratamentos agudo e subagudo com
Ziclague®. A pesquisa foi experimental com ratos (Wistar) divididos em seis grupos de
seis animais, tratados em 3 e 14 dias, totalizando 72 animais divididos em grupo
Ziclague® Tdpico (uso topico), Ziclague Oral (gavagem), Baclofeno (uso tépico),
Lesdo (submetido a lesdo medular sem tratamento), Laminectomia e Sadio (sem serem
submetidos a procedimento cirurgico). Foram realizadas analises comportamentais e
avaliacdo histomorfoldgica dos musculos gastrocnémios espasticos. Foi aplicado
ANOVA ONE e TWO WAY com pés teste de Tukey, considerando p<0,05. O grupo
Ziclague Oral demonstrou melhores escores de Basso Beattie e Bresnaham em relacao
aos grupos Baclofeno (p<0,01) em 7 dias e Controle (p<0,01) em 14 dias. Os escores da
Escala de Ashworth mostraram que em 14 dias, os ténus musculares dos grupos tratados
apresentaram diferenca significativa em relacdo aos grupos Sadio e Laminectomia
(p<0,001). Na descricao qualitativa, os grupos Controle e Baclofeno apresentaram
tecido conjuntivo espesso, enquanto que o0s grupos Sadio, Laminectomia, Ziclague®
Tdpico e Ziclague Oral obtiveram tecido conjuntivo delgado. Os grupos Sadio,
Ziclague® Tdpico e Ziclague Oral apresentaram colageno frouxo e os grupos Controle e
Baclofeno, coldgeno denso. Em relacdo a organizacao de coladgeno, apenas o grupo
Controle obteve tecido conjuntivo ndo modelado. Na analise histomorfoldgica, o grupo
Ziclague Oral apresentou melhores resultados nas variaveis largura de feixe muscular e
miofibrilas, seguido do grupo Ziclague® Tépico. Para a largura de endomisio o
Ziclague Oral, Ziclague® Topico e Baclofeno apresentaram menor largura em relacéo
ao Lesdo; e na invaginacao do colageno o Ziclague Oral foi menor em relacéo ao Leséo.
No tipo de colageno, Baclofeno (55,56% e 61,11%) e Ziclague® Topico (50 e 72,22%)
apresentaram moderadamente colageno do tipo I e 111. J& o Ziclague Oral (61,11% e
66,67%) apresentou escasso € moderado colageno tipo | e 111, respectivamente. Assim,
provavelmente o Ziclague Oral apresenta melhores a¢des em relagdo a massa muscular
e menor depdsito de coldgeno com maior area fibrogénica. No entanto € preciso
prolongar mais o tempo de tratamento para melhor elucidagdo dos resultados.

Palavras-chave

Alpinia zerumbet, Espasticidade muscular, Compressédo da medulla espinhal Abreviagdes

A zerumbet: Alpinia zerumbet

BBB: Basso, Beattie e Bresnaham

HE: Hematoxilina e Eosina

EAM: Escala de Ashworth Modificada

OEAz: Oleo essencial de Alpinia zerumbet
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TRM: Traumatismo raquimedular

Introducéo

H& uma escassez de estudos e comprovacoes cientificas envolvendo tratamentos para
espasticidade por meio de plantas medicinais e fitoterapicos. A partir dos levantamentos
etnofarmacoldgicos a medicina tradicional vem sendo resgatada, uma vez que sempre
constituiu uma alternativa terapéutica utilizada e culturalmente difundida na busca da
promocao da salde [1]. Dentre as plantas estudadas, tem-se a Alpinia zerumbet (A.
zerumbet), planta herbacea, da familia Zingiberaceae, originaria da Asia, encontrada

comumente no nordeste brasileiro e conhecida popularmente como “colonia” [2, 3].

Estudos pré-clinicos tém demonstrado acGes benéficas relacionadas a atividade
antihipertensiva, diurética [2], sedativa [4], antioxidante [5], antiulcerogénica e
antifangica [6] da A. zerumbet. Outros efeitos, estes considerados relevantes para o
estudo da acdo antiespasmodica em musculos estriados, incluem a agcdo moduladora dos
canais de calcio do tipo L, devido a presenca dos principios ativos 1,8 cineol e
terpineno-4-ol capazes de promover o relaxamento muscular; acdo anti-inflamatoria [3]
com diferenciacdo/remodelacéo de tecido conjuntivo e influéncia nos fibroblastos [7],
proporcionando reducao das alteracdes de colageno e normalizacéo do tdnus

encontrados na hipertonia.

A busca de um tratamento auxiliar na normalizagdo do ténus muscular em pacientes
espasticos pode minimizar as consequéncias do Traumatismo Raquimedular (TRM).
Sendo assim, a utilizacdo de um fitofarmaco inovador, com potencial para melhorar a
funcionalidade destes individuos pode gerar impactos econdmicos e sociais [8]. Desse
modo, o0 objetivo desta pesquisa foi avaliar as modificacBes sobre as alteracdes
musculares em modelo murino de traumatismo raquimedular apds tratamentos agudo e
subagudo com Ziclague®, bioproduto a base do 6leo essencial da Alpinia zerumbet
(OEAZ).

Resultados
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A partir da realizacdo de analises macroscépicas e histomorfologicas, foram obtidos
resultados dos musculos espasticos relacionados a marcha, instalacdo da espasticidade,
trofismo muscular, contraturas, analises de miofibrilas, feixes musculares, larguras e

teor de coldgeno no endomisio e perimisio.

A figura 1 demonstra os escores de BBB adequados nos quatro tempos (1, 3, 7 e 14
dias) para os grupos Sadio e Laminectomia em relagcdo aos grupos experimentais
(p<0,001). Em relacéo aos grupos experimentais nos tempos 7 e 14 dias de tratamento,
o0 grupo Ziclague Oral demonstrou melhores escores do BBB em relacdo ao grupo
Baclofeno e em relacdo ao grupo Controle, respectivamente, de forma significativa
(p<0,01). Nesses mesmos periodos os escores da Escala de Ashworth mostraram que o
tonus muscular dos grupos Sadio e Laminectomia foram diferentes de forma

significativa (p<0,001) em todos os tempos dos grupos experimentais.

A analise dos feixes musculares apresentou em 3 dias 0 grupo Lesdo como o grupo com
menor diametro (0,61+0,05) em relagdo ao grupo Laminectomia (p<0,05); e Sadio,
Zcilague® Tépico e Ziclague Oral (p<0,001). Em 14 dias 0s grupos experimentais
Lesdo, Baclofeno, Ziclague® Tdpico foram diferentes em relacdo ao grupo Sadio e
Laminectomia (p<0,001). E o grupo Ziclague Oral foi diferente apenas em relagdo ao
grupo Sadio. O grupo Lesdo teve seu diametro menor (0,24+0,03) que todos os demais
grupos (Baclofeno, p<0,01; e Ziclague® Topico, Ziclague Oral, Laminectomia e Sadio,
p<0,001). Seguido pelo grupo Baclofeno, que obteve média 0,55+0,09 em relacdo aos
grupos Ziclague® Topico (p<0,05) e Ziclague Oral (p<0,001). E o grupo Ziclague®
Tépico foi menor apenas em relagdo aos grupos Laminectomia (p<0,05) e Sadio
(p<0,001). E o grupo Ziclague Oral foi o que obteve a melhor média do didametro das
fibras musculares em relacéo aos grupos experimentais (0,63 + 0,05) ficando diferente

apenas do grupo Sadio (p<0,01) (Figura 2).

Na coloragdo em HE, o tecido muscular do grupo Sadio se mostrou com células
angulosas e nucleos na periferia, sem a presenca de células inflamatorias ou estromais
(Figura 3A). O colageno se apresentou frouxo e modelado em epimisio e perimisio. Na
coloracdo em Tricrémico de Masson, o epimisio se apresentou delgado ou espesso

(Figura 4A) e o perimisio com frequéncia mais delgado que espesso, frouxo e modelado

80



(Figura 5A). A coloracéo se expressou ora azul ora azul com areas vermelhas

distribuidas em centro e periferias do colageno (Figuras 4A e 5A).

A andlise do grupo Laminectomia realizada na coloracdo em HE evidenciou tecido
muscular com células angulosas e ndcleos na periferia. H& presenca de células
inflamatdrias em perimisio, porém sem células estromais (Figura 3B). O colageno se
apresentou delgado/denso e modelado em epimisio (Figura 4B) e no perimisio se
apresentou delgado e espesso (Figura 5C). Na coloracdo em Tricrémico de Masson, 0
epimisio se apresentou espesso e perimisio com frequéncia mais delgado que espesso,
variando entre modelado e ndo modelado. A coloragdo em epimisio se apresentou
fracamente azul, enquanto que no perimisio se expressou com frequéncia maior em
vermelho e azul, ora tonalidade normal, ora fraca. As areas vermelhas estavam

distribuidas em centro e periferia do colageno (Figuras 4B e 5B).

O tecido muscular do grupo Controle na coloracdo em HE evidenciou células angulosas
com ndcleos na periferia. Entretanto, foram encontrados nucleos centrais com pouca
frequéncia. Foram observadas células inflamatorias, polimdrficas arredondadas,
atroficas, necroticas e sem nucleos, além de fibroblastos e fibrocitos na mesma
intensidade (Figura 3C). O colageno se apresentou espesso/denso e ndo modelado em
epimisio e perimisio. Na coloracdo em Tricrébmico de Masson, 0 epimisio se apresentou
espesso/ denso (Figura 4C) e perimisio com frequéncia mais densa, ambos se
apresentaram ndo modelado (Figura 5C). A coloracéo se expressou ora azul ora azul

com pequenas areas vermelha distribuidas em centro ou periferia do colageno.

Na coloracdo em HE, o tecido muscular do grupo Baclofeno mostrou células angulosas
e nucleos na periferia, sem a presenca de células inflamatdrias e poucos
fibroblastos/fibrocitos (Figura 3D). O colageno se apresentou espesso/denso e modelado
em epimisio (Figura 4D), enquanto que no perimisio este ndo encontrou-se modelado
(Figura 5D). Na coloracéo em Tricrémico de Masson, 0 epimisio se apresentou espesso
e em perimisio denso e ndo modelado. A coloracao se expressou ora azul, ora azul com

areas vermelhas distribuidas em centro e periferias do colageno.
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No grupo Ziclague® Topico na coloracdo em HE, o tecido muscular apresentou células
angulosas com nucleos periféricos. Porém, alguns ndcleos estavam aumentados em
tamanho, além de células polimérficas arredondadas. Nota-se pouca presenca de células
inflamatdrias e bastante fibroblastos (sugerindo fusdo mioblastica), ambos localizadas
em perimisio (Figura 3E). O colageno se apresentou espesso, frouxo e modelado em
epimisio e perimisio. Na coloracdo em Tricrébmico de Masson, 0 epimisio se apresentou
delgado ou espesso (Figura 4E) e no perimisio com frequéncia mais delgado que
espesso, frouxo e modelado (Figura 5E). A coloracéo se expressou em tonalidade de
azul normal ou fraca com vérias areas vermelhas distribuidas em centro e

principalmente na periferia do colageno.

No grupo Ziclague Oral na coloragdo em HE, evidenciou-se um tecido muscular sem
células inflamatorias, com células angulosas e nucleos na periferia. No entanto, ha
presenca de células polimorficas e intensa frequéncia de fibroblastos (Figura 3F). O
colageno se apresentou denso e modelado em epimisio e delgado/denso/frouxo e
modelado em perimisio. Na coloracdo em Tricromico de Masson, o epimisio se
apresentou delgado/espesso (Figura 4F) e perimisio frequéncia grande de
delgado/espesso e ambos modelado (Figura 5F). A coloragéo se expressou oras azul,

oras azul com intensas areas vermelha distribuidas na periferia do colageno.

Ao serem analisadas a largura de miofibrilas, ndo foram encontradas diferencas
significativas em 3 dias de tratamento. Apos tratamento subagudo, foram observadas
diferencas significativas dos grupos Laminectomia (p<0.01), Controle (p<0.001),
Baclofeno (p<0.01) e Ziclague® Tépico (p<0.05) em comparacdo com o grupo Sadio.
Dos grupos tratados, apenas o Ziclague Oral obteve diferenca significativa com relacao

ao grupo Controle (p<0.05) (Figura 6).

Os resultados da figura 7 mostram a largura de coldgeno no endomisio. Em 3 dias de
tratamento, ndo foram obtidas diferencas significativas entre os grupos. Ja em 14 dias,
nota-se que o grupo Controle apresentou diferenca significativa em relacdo aos grupos
Sadio, Laminectomia, Ziclague® tdpico e Ziclague oral (p<0,001). O teor de colageno
contido na area do endomisio mensurado se apresentou sem diferenca significativa em e

dias. Entretanto, em 14 dias de tratamento foi verificado mais largo esse teor de
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colageno no grupo Controle quando comparado aos grupos Sadio, Laminectomia,

Ziclague® Topico e Ziclague Oral (p<0,001).

A figura 8 mostra a quantidade de colageno no perimisio. Com 3 dias de tratamento, ndo
houve diferencas significativas entre os grupos. Em 14 dias, houve aumento da largura
do perimisio grupo Lesdo em relacdo ao grupo Sadio, Laminectomia e Ziclague Oral de
forma significativa (p < 0,001) e Ziclague® Tdpico com p < 0,01. E em relagdo ao teor
de colageno (p < 0,01) desse mesmo grupo. Ja na comparacdo do teor de colageno desse
grupo (Les&o), 0 mesmo se apresenta mais largo quando comparado ao grupo Sadio (p <
0,001) e Ziclague Oral (p <0,05).

Quanto a presenca de colageno tipo | em 14 dias, este mostrou-se mais predominante no
epimisio do grupo Laminectomia e Sadio e no perimisio do grupo Baclofeno e Controle.
Ja o colageno tipo Il apresentou maior predominancia nos grupos Ziclague® Tépico e

Ziclague Oral e no perimisio dos grupos Sadio e Ziclague Oral (Tabela 1).

Discussao

O modelo murino de lesdo medular utilizado no presente estudo baseou-se nos
experimentos de Torres et al. [9] a partir de um estereotaxico adaptado com um peso de
70 gramas, resultando em paraplegia bilateral simétrica. Dados semelhantes foram
encontrados neste trabalho, onde os grupos submetidos ao método de inducgéo a lesdo
medular apresentaram escores baixos no teste BBB com diferenga significativa em
relacdo aos grupos Sadio e Laminectomia, em ambos 0s tempos de tratamento
propostos. Segundo Evans e Davies [10], a escala BBB é baseada em observacao da
recuperacdo funcional do animal pds lesdo medular a partir da analise em campo aberto

por um determinado periodo de tempo.

Para comprovar a eficacia do procedimento cirdrgico, um dos grupos experimentais do
presente estudo foi submetido a Laminectomia, preservando a manutencao da
morfologia da medula espinhal. Quando ha um trauma da coluna vertebral sem
prejuizos a medula espinhal, dificilmente déficits neurolégicos serdo desenvolvidos.

Assim, nota-se neste trabalho escores elevados do grupo Laminectomia em relagédo aos
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grupos Lesdo e tratados. Por outro lado, esperava-se que este grupo apresentasse escores
semelhantes aos do grupo Sadio no teste BBB e isso ndo ocorreu. Resultados
semelhantes também foram encontrados na tese de Fukushima [11], onde foi avaliada a
concentracdo de glutamato no liquor, obtendo-se como resultado maior concentracéo
desse neurotransmissor nos grupos Laminectomia e Leséo, justificando assim a reducao
dos escores do teste BBB do grupo Laminectomia. Assim, a concentracdo desse
neurotransmissor pode ocorrer por estimulo nociceptivo, nesse caso, provocado pela

prépria intervencéo cirdrgica.

Além da analise comportamental, foi realizada avaliacédo tonica através da EAM, de
modo a verificar aumento da resisténcia passiva nos animais [12]. No presente estudo, a
instalacdo da espasticidade ocorreu a partir do 7°dia com escores acima de 2 e isso foi
mantido até o 14° dia. Estes resultados contrapdem aos estudos de Hahm et al. [12],
onde a hipertonia foi observada somente apds 4 semanas de lesdo e mantidos até 7
semanas apos o procedimento de lesdo medular. Em oposi¢do aos achados de Hahm et
al. [12], Bennett et al. [13] demonstraram que a espasticidade tornou-se presente logo

apos 2 semanas de procedimento cirdrgico de lesdo medular.

Outra alteracdo macroscépica identificada no presente estudo foi a reducdo da massa
muscular, que pode ser explicada pelo mecanismo fisiopatoldgico da sindrome
piramidal. No trauma medular, os motoneurdnios superiores encontram-se alterados e
h& uma reducéo da transmissao de acetilcolina. 1sso causa a redu¢do dos impulsos
nervosos que chegam ao musculo, capazes de impedir ou dificultar a contracdo
muscular. Neste trabalho, foi observado reducdo de feixes musculares dos grupos
tratados em relacdo ao grupo Leséo e esses dados corroboram com os estudos de Lieber
et al. [14], os quais relatam que musculos espésticos apresentam reducgdo de seus feixes
em 40%. Além disso, confirmando os achados da anaise macroscopica, as analises
histomorfoldgicas evidenciaram diferenca significativa da largura de miofibrilas do
grupo Ziclague Oral em relagéo ao grupo Les&o. Gordon et al. [15] e Cheng; Lederer
[16] relatam que o excesso de célcio causa lesdes extensas e alteracGes nas propriedades
contréateis dos musculos, além de aumentar a tensdo passiva e reforcar as ligacoes

cruzadas. Como o colageno é uma estrutura que depende diretamente das ligacfes
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cruzadas para a flexibilidade muscular, isso ira refletir em um mdsculo rigido, fraco e

hipotrofico.

Os resultados histomorfolégicos levam a uma melhor compreenséo do processo de lesao
tecidual, uma vez que este apresenta atividades celulares proprias quando ha processo
regenerativo avancado, como infliltrado inflamatorio, ndcleo centralizado e atividade
fagocitaria [17Essas caracteristicas foram evidenciadas na descrigdo qualitativa do
grupo Les3o e isso pode ser explicado pelo aumento dos niveis de Ca?* livres no
sarcoplasma sem o tamponamento pelo reticulo sarcoplasmatico, ocorrendo assim,
maior ativacdo de enzimas proteoliticas dependentes de Ca?*. Esse comportamento ativa
processo inflamatorio e ciclos de degeneracao e regeneracao dessas células [18]. Em
contrapartida, nota-se nessa pesquisa que 0s grupos tratados com Ziclague® Tépico e
Ziclague Oral apresentaram menor frequéncia de células inflamat6rias em comparacao
com o grupo Leséo e esse resultado indica a eficacia do 1,8 cineol, um terpinoide

constituinte do OEAz com propriedades anti-inflamatorias [19].

Na presenca da espasticidade, achado mais comum da Sindrome Piramidal, o musculo
fica hiperativo, por excesso de excitagdo neuronal, causando alteragdes nas fibras
musculares envolvendo o tecido conjuntivo e a matriz celular [14] resultando em
contracdo muscular inadequada por contraturas. Assim, mesmo sendo uma lesao
primaria no sistema nervoso central, o sistema nervoso periférico se adapta com
achados musculares que potencializam a espasticidade. Em relacdo aos resultados das
analises histomorfoldgicas, foi possivel observar que a variavel endomisio apresentou
alteracBes em seu espaco. Segundo Li Bennett [20], no mecanismo da espasticidade
ocorre a hiperatividade nos canais de calcio do tipo L medulares. Smith et al. [21]
também afirma que os musculos estriados espasticos apresentam expressao aumentada

desses canais.

O colégeno, proteina estrutural responsavel pela manutencéo da fisiologia muscular, é
um dos componentes que envolvem a compreensdo dos mecanismos a nivel celular e
bioquimico sobre a hipertonia [22]. A depender da sua quantidade e qualidade
encontrada no tecido, ele pode influenciar na contratilidade e elasticidade muscular

[23]. Na espasticidade, ha o aumento do teor de coladgeno, com alteragdes nas
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propriedades mecanicas do musculo, ocasionando o desenvolvimento de contraturas
[22]. No presente estudo foi evidenciada melhora significativa da quantidade colageno
no perimisio e endomisio em 14 dias de tratamento com uso do Ziclague®. Resultados
semelhantes foram encontrados no estudo de Cerqueira [24], em que foram verificadas
modificacOes e alteracdes significativas na espessura e organizacao de colageno
causadas pela espasticidade, porém, apds 30 dias de tratamento. Isso significa que o
tratamento iniciado precocemente apresenta tanto efeito neuroprotetor quanto

minimizador das sequelas da espasticidade.

O aumento da rigidez passiva devido as alteragcdes no tecido do colageno também foi
evidenciada por Hufschmidt e Mauritz [25], Sinkjaer e Magnussen [26] e O'Dwyer [27]
e Gracies [28]. Eles relataram que a rigidez intrinseca das fibras musculares e a perda de
sarcémeros sao fatores contribuintes para o aumento da rigidez passiva. Esses dados
corroboram com os resultados do presente estudo por apresentarem quantidade
significativa de fibras colagenas do tipo | no grupo Controle e escassez destas fibras de
modo significativo no grupo tratado por Ziclague oral semelhante resultado ao grupo
sadio. Assim, Dietz e Sinkjaer [29] relataram que as alteragcdes secundarias nas
propriedades mecanicas da fibra muscular sdo importantes no mecanismo de
espasticidade, em especial, predominéncia de fibras de colageno do tipo |, capazes de
reduzir a extensibilidade muscular, além de contribuir para 0 aumento da contratura e

rigidez passiva [30].

O musculo esquelético lesado passa por diversos processos que irdo resultar na
reparacao tecidual, podendo a lesdo desencadear inflamacdo, ativacao das células
satélites, miogénese, proliferacdo dos fibroblastos e reorganizacao do tecido conjuntivo
e matriz extracelular. A vinculacéo da rigidez passiva com o colageno é melhor
entendida pela afirmacédo de Hadlich et al. [31] ao demonstrarem que a flexibilidade
muscular fornecida pelo colageno esta relacionada com as ligagdes cruzadas, sendo
estes inversamente proporcionais, pois quanto maior sintese de colageno novo, menor o
numero de ligagOes cruzadas, e como resultado, maior flexibilidade. No presente estudo,
houve predominancia de colageno do tipo Il no epimisio do grupo Ziclague® Topico e
perimisio dos grupos Sadio e Ziclague Oral. Os musculos esqueléticos desenvolvem

uma desnervacao que desencadeia 0 aumento da densidade do tecido conjuntivo e como
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resposta acontece a proliferacdo e sintese de componentes da matriz extracelular,
ocorrendo ainda 0 aumento da sintese de colageno tipo Il e de alguns fibroblastos no
endomisio e perimisio, durante o reparo celular [32]. Pelo pouco tempo de tratamento
pos-lesdo, sugere-se continuidade deste tratamento até a fase crénica, uma vez que 0
estudo de Cerqueira [33] evidenciou fibras colagenas do tipo Il ap6s 30 dias de

tratamento, ndo gerando tensdo passiva, tornando o masculo mais flexivel [34].

Umas das formas de tratamento para espasticidade € o farmacologico, onde incluem-se
medicamentos orais, bloqueadores quimicos e bomba intratecal com objetivo de
normalizar o tonus, favorecendo maior funcionalidade aos individuos [35]. O presente
estudo utilizou como um dos grupos experimentais o tratamento com Baclofeno. Porém,
de acordo com Hefferon et al. [36], a modulacéo da espasticidade com uso do
Baclofeno acontece somente na fase inicial. Deste modo, os escores positivos do grupo
Baclofeno apresentados neste estudo ndo significam necessariamente melhora
progressiva da hipertonia mediante tratamento continuo. Além disso, este farmaco
apresenta contra-indicagdes e efeitos colaterais como alucinacgdes, hipotensao ortostatica
e alteracGes oftalmoldgicas e com o uso deste medicamento, deve-se frequentemente

avaliar funcdo renal e hepatica, como forma de prevencéo de lesdes nestes érgdos [37].

A proposta terapéutica inovadora do presente estudo foi a utilizacdo do
Ziclague®, fitofarmaco derivado do OEAz. Estudos evidenciaram reacOes adversas
menos invasivas, identificadas como hipotensora e diurética a partir do uso de extrato
aquoso e indutor no tempo e duracdo do sono na dose 10 g/kg de extrato hidroalcodlico
[38]. Em estudo realizado por Loz e Gracga [39], ao ser utilizada menor dosagem do
OEAZz em 12 individuos hipertensos espasticos, obteve-se como resultado uma
diminuicdo apenas da pressao sistolica sem causar hipotensdo ou nenhuma alteracédo de
presséo arterial sistémica [40]. Desta forma, a dose utilizada do Ziclague® neste estudo
ndo haveria contra-indicacdo, ja que essa dosagem menor ndo é capaz de promover
efeito hipotensor.

Estudos prévios com OEAz e Ziclague® realizadas por Candido [40]; Candido e
Xavier-Filho [41] e Maia et al. [42] demonstraram que o OEAz na concentracdo de 33%
foi capaz de modular a espasticidade. Nas dissertacdes de mestrado utilizando o

Ziclague®, realizadas por Cerqueira [33] e Candido [43] evidenciaram que a utilizagdo
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do fitoterapico em longo prazo mostrou-se eficaz para reverter as alteragcdes causadas
pela espasticidade, bem como comportamento neurolégico funcional e espaco de
perimisio e endomisio adequados, assemelhando-se ao grupo Sadio. No presente estudo,
também foi obtida melhora significativa nas variaveis larguras do colageno em

endomisio e perimisio, sendo a via de administracdo oral mais eficaz para o tratamento.

Céandido e Xavier-Filho [41], utilizaram em estudo recente, o fitofarmaco baseado na
Alpinia Zerumbet em criangas com paralisia cerebral espasticas e constataram apds um
més de tratamento, melhora da tens&o passiva e motricidade funcional. Com a reducéo
da espasticidade, a flexibilidade muscular € favorecida, minimizando risco de
instalacOes de contraturas neuromiogénicas e consequentemente ganho funcional em

atividades e marcha de individuos com este tipo de acometimento [44].

Com este estudo, os grupos Ziclague® Tdpico e Ziclague Oral mostraram eficacia na
aceleracdo da recuperacdo funcional motora apds lesdo medular em ratos. Foi verificado
também que o grupo Ziclague Oral apresentou-se melhor em relagdo aos demais grupos
experimentais e ao grupo Controle, por vezes, assemelhando-se ao grupo Sadio em
relacdo as variaveis larguras e preenchimento de coldgeno em endomisio e perimisio.
Assim, evidenciou-se que o tratamento aplicado imediatamente ap6s a lesdo medular
traz efeitos benéficos na sequela da espasticidade, favorecendo menor rigidez e maior
flexibilidade ao tecido muscular. Entretanto, faz-se necessario o prolongamento do
tratamento ate a fase cronica de modo minimizar a hipertonia, elucidando melhor as

acoes do Ziclague®.

Materiais e Métodos

Desenho da Pesquisa

Estudo caracterizado como pré-clinico, experimental e intervencional.

Submissdo do Estudo & Comissdo de Etica no Uso de Animais

Pesquisa submetida & analise pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Tiradentes (UNIT) e aprovado com protocolo de numero 060514.
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Fitofarmaco

O bioproduto foi confeccionado a partir da coleta das folhas verdes da Alpinia zerumbet,
tendo seu 0leo essencial extraido por arraste a vapor com rendimento de 1% e utilizacao
de 6leo vegetal como veiculo.

Para identificacdo de sua composi¢do quimica, o bioproduto foi submetido a uma
analise por cromatografia gasosa no Instituto de Quimica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. Foi utilizado um detector de massa (Shimadzu, Japdo, QP 2010plus)
operando com energia de ionizacdo de 70 eV com uma massa contida no intervalo de
45-450 Da. Para identificacdo da constituicdo quimica, foi empregada uma coluna
capilar DB5 (Agilent Technologies, EUA) com 30 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro interno e 0,25 mm de filmes de espessuras de fase estacionaria. Foi empregado
um fluxo de gas de 1 mL/min de hélio (ultrapura, Linde Gases, Brasil). A temperatura
do detector e do injetor foi mantida a 250°C, iniciando o aquecimento a 40°C, com
acrescimo de 3°C/min, até atingir 220°C.

A composicao relativa dos 0leos foi obtida partindo do principio de que a soma de todas
as areas do composto foi de 100% e fatores de resposta ndo foram tomados em
consideracéo devido a falta de padrdo comercial disponivel. Os compostos foram
identificados por tentativa, comparando seus indices de retencéo, obtidos
experimentalmente pela temperatura linear programada (LPTRI), como relatados na
literatura. Os espectros de massa dos compostos de 6leos essenciais também foram
comparados com os relatados no NIST (versao 107) e Wiley (versdo 229) da biblioteca
espectros de massa e utilizando a descricdo de espectro de massa de Adams (2007)

como uma ajuda adicional na identificag&o.

Animais

Foram utilizados 72 ratos da raca Wistar (Rattus norvegicus albinus) provenientes do
Biotério da Universidade Tiradentes, com 5 semanas de idade, ambos 0s sexos e peso
entre 150 a 200 gramas, 0s quais permaneceram em gaiolas de polipropileno padréo,
agrupados em namero de 3, mantidos em ambiente controlado, com ciclo claro/escuro

de 12 horas, recebendo &gua e racdo balanceada ad libitum.

89



Ao final de cada experimento, os musculos gastrocnémicos foram retirados e embebidos
em formol tamponado a 70%, os animais foram sacrificados por camara de gés e

posteriormente incinerados no Biotério da referida universidade.

Procedimento cirurgico

O modelo de lesdo medular utilizado neste estudo foi baseado no experimento de Torres
et al. (2010), a partir da utilizacdo de um estereotaxico modificado, confeccionado pelos
pesquisadores e composto de uma haste fina de ponta romba (01mm?) com peso

acoplado de 70g por 05 minutos.

Grupos experimentais, doses e protocolo de tratamento

Os 72 animais foram divididos foram divididos em 12 grupos, com 2 tempos de
tratamento a seguir: 6 grupos experimentais contendo 6 animais em cada grupo tratados
por 3 dias; e 6 grupos experimentais contendo 6 animais por grupo tratados por 14 dias.

Os grupos pesquisados foram:

« Grupo Ziclague® Topico: aplicagdo do fitofarmaco Ziclague® com dose
0,05ml/2Kg, dividido igualmente em ambas as patas traseiras, aplicado por via
dérmica nas panturrilhas;

» Grupo Ziclague Oral: aplicacdo do fitofarmaco Ziclague® com dose
0,05ml/2Kg, via gavagem;

* Grupo Baclofeno: aplicacdo do Baclofeno com dose 0,15 mg/gel dividido
igualmente em ambas as patas traseiras, aplicado por via dérmica nas panturrilhas;

» Grupo Lesdo: sem nenhum tipo de tratamento;

* Grupo Laminectomia: sem tratamento, tendo sido realizada a Laminectomia,
porém sem lesdo medular.

» Grupo Sadio: sem realizacdo de Laminectomia e sem tratamento.
Os animais submetidos ao tratamento com Ziclague® Topico, Ziclague Oral e

Baclofeno iniciaram o tratamento diario 24 horas apds o procedimento cirurgico.

Protocolo de avaliagdo

Para os grupos com 3 dias de tratamento, foram realizadas avaliacbes com 24 horas, 1 e
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3 dias. Para os grupos com 14 dias de tratamento, foram realizadas avalia¢cbes com 1, 3,
7 e 14 dias. Essas avaliagdes permitiram a observacdo dos comprometimentos
funcionais e comportamentais nas lesdes aguda e subaguda respectivamente, quadro
correspondente a hipotonia e inicio de hipertonia, semelhantes aos individuos
acometidos por traumatismo raquimedular. As avaliagdes foram realizadas pelo mesmo

avaliador, amenizando possiveis variacoes.

Os testes realizados para analise comportamental foram o protocolo descrito por Basso,
Beattie e Bresnahan (BBB) e a escala de Ashworth (EA).

O protocolo descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) (BASSO et al., 1995)
utiliza uma escala de avaliacdo locomotora padronizada. Os itens a serem avaliados séo
0s movimentos das patas, sua coordenacdo, firmeza e comportamento do tronco. Seus
subitens sdo: movimento do membro posterior, posi¢do do tronco, abdémen, posicao da
pata, caminhada, posicdo predominante da pata, instabilidade do corpo e rabo. O BBB
apresenta 22 escores, variando de 0 (auséncia total de movimentos) a 21 (movimentacao
normal). Para sua realizacdo, o animal é colocado em um campo aberto para que 0s

avaliadores tenham total visualizacdo e avaliem por um periodo de 2 a 4 minutos.

Para avaliacdo do grau de espasticidade, utilizou-se a Escala de Ashworth modificada. E
composta por 6 escores que variam de 0 a 4, onde 0 indica tdnus normal e 4, presenca de
rigidez em flexdo ou extensdo. Para o presente estudo, além dos graus dessa escala, foi
acrescentado o escore -1 para indicar tonus flacido, decorrente do procedimento de leséo

medular.

Todos os testes realizados foram filmados para evitar erros nas determinag6es de seus
escores. Apds analisados, os valores foram organizados em um banco de dados para
melhor visualizacdo dos resultados, sempre levando em consideracdo a pata com maior

acometimento.

Analise histomorfoldgicas

Apobs 0 3° e 14° DPO’s, os ratos foram eutanasiados e os gastrocnémios retirados e
embebidos em formol tamponado a 10%. O material bioldgico passou por um processo

de desidratagdo e clareamento em &lcool e xilol por um periodo total de 6 horas, sendo
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trés imersdes de uma hora em cada produto. Posteriormente, fez-se a inclusdo em
parafina para confeccdo de 5 secgdes histologicas seriadas de Sum de espessura,
separadas entre si por uma distancia de 10um. Para analise histomorfoldgica do tecido
muscular analisou-se as seccdes histologicas coradas em Hematoxilina-Eosina,
Picrossirius e Tricrdmico de Masson.

Para caracterizacao histopatoldgica do tecido muscular, as laminas histoldgicas foram
coradas em Hematoxilina e Eosina (HE), segundo Albuquerque Janior et al. (2009),
onde foram analisadas as seguintes variaveis: miofibrilas, endomisio, perimisio e feixe
muscular. As laminas foram analisadas e fotografadas com microscopio (Olympus,
BX51, Tokio, Japdo) equipado com uma camera digital (Olympus, DP71, Tokio,
Japdo). As imagens foram adquiridas com resolucdo de 2040 x 1536 pixels e salvadas
em arquivo no formato TIF.

Para andlise do padrdo de neoformacéo do colageno, seccdes histologicas de 5 um de
espessura foram corados pela técnica histoquimica do Picrossirius e analisados sob luz
polarizada (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009). Para tanto, foi utilizado um
polarizador para luz transmitida (45MM U-POT, Olympus) acoplado a um microscopio
trinocular CX31 (Olympus), com sistema de captura de imagens C-70070 WIDE
ZOOM (Olympus). Para essa analise descritiva do padrdo de formagao do colageno foi
analisada a variavel birrefringéncia (esverdeada ou amarelo-esverdeada para colageno
tipo 111 imaturo; e alaranjada ou avermelhada para colageno tipo | maduro).

Fez-se ainda a mensuracdo da espessura do colageno muscular, localizado no perimisio
e no endomisio, nas imagens capturadas através do software AxioVision 105 color,

expressas em micrémetro.

Analise estatistica

A tabulacdo de dados e tabelas foram confeccionadas pelo Programa Microsoft Excel
2010 e mensuracéo das laminas pelo AxionVision Release 4.9.1. SE 64. O programa
estatistico utilizado foi o GraphPad Prism 6.01. Para as analises de comparacdes
maultiplas foi utilizado o ANOVA ONE WAY e TWO WAY seguido do post-teste
Tukey e entre as variaveis qualitativas o Qui-quadrado, considerando significativo
p<0,05.
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Legendas para figuras

Fig. 1 Escores do BBB e Escala de Ashworth dos grupos tratados ou ndo com Ziclague

Topico® e Oral em modelo murino de lesdo medular.

Fig. 2 Média da largura dos feixes musculares espasticos em cortes transversais lido em
micrémetros (n = 06, por grupo), tratados em até 14 dias apds lesdo medular em
murinos com uso do medicamento Baclofeno, fitofarmaco Ziclague® e seus Controles.
ANOVA ONE WAY com pos-teste de Tukey; * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.

Fig. 3 (A, B, C, D, E and F) Corte transversal em grupo Sadio, Laminectomia, Lesao,
Baclofeno, Ziclague Topico e Ziclague Oral de musculos espasticos tratados em 14 dias
apos lesdao medular em HE (400x). Nos grupos A e B sdo encontradas células angulosas
com nucleos periféricos. Os grupos C, D, E e F observa-se macréfagos, fibroblastos

e/ou fibracitos.

Fig. 4 (A, B, C, D, E and F) Epimisio em grupo Sadio, Laminectomia, Leséo,
Baclofeno, Ziclague Tdpico e Ziclague Oral de musculos tratados em 14 dias ap6s lesdo
medular em Tricromico de Masson (40x). Nos grupos A, B, C, D, E e F observa-se
colageno total espesso ou delgado em azul com areas em coloracao vermelha

distribuidas em vérias areas desse colageno.

Fig. 5 Perimisio em grupo Sadio, Laminectomia, Les&o, Baclofeno, Ziclague Tépico e
Ziclague Oral de musculos tratados em 14 dias ap06s lesdo medular em Tricrémico de
Masson (40x). Nos grupos A, B, C, D, E e F observa-se colageno total espesso ou
delgado em azul com areas em coloracdo vermelha distribuidas em varias areas desse

colageno.

Fig. 6 Média da largura das miofibrilas espasticas em cortes transversais lido em
micrémetros (n = 06, por grupo), tratados em até 14 dias apos lesdo medular em
murinos com uso do medicamento Baclofeno, fitofarmaco Ziclague® e seus Controles.
ANOVA ONE WAY com pos-teste de Tukey; * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.
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Fig 7 Média e desvio-padrdo da largura do coldgeno em endomisio de musculos
espasticos em modelo murino tratados com Ziclague® por via tdpica e oral. *p<0,05;
**p<0,01; *** p<0,001; ANOVA ONE-WAY com pds-teste Tukey para média de

espessura de endomisio e invaginagao de colageno.

Fig. 8 Média e desvio-padrdo da largura do coldgeno e perimisio de musculos
espasticos em modelo murino tratados com Ziclague® por via tdpica e oral. *p<0,05;
**p<0,01; *** p<0,001; ANOVA ONE-WAY com pds-teste Tukey para média de

espessura de perimisio e invaginacao de colageno.

Table 1: Frequéncia de tipos de colagenos em quadrantes de laminas em epimisio e
perimisio de musculos espasticos em modelo murino tratados ou ndo com Ziclague®

por via topica e oral.
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Fig. 3

i L] Healthy
' |:| Laminecthomy
T - Control
. u Baclofen
o .
" .ﬁ R Topic Ziclague®
| ]
. . nZed) Oral Ziclague
. "
) .
| .
| .
| .
1 I L} 1 ] I ] .:I.:ﬂ_
3-days 14-days
Musclebundle
SADIO A LAMINECTOMIA B CONTROLE C




102

Fig. 4
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Tabela 1

trlet?r?\)e/;ff Epimisium Perimisium
Collagen Type | Type 111 Type | Type 111
Healthy 55,55% 44,44% 16,66% 83,33%
Laminectomy 84,61% 15,38% 28,57% 71,42%
Control 50% 50% 60% 40%
Baclofen 50% 50% 66,66% 33,33%
Topic Ziclague® 31,25% 68,75% 35% 65%
Oral Ziclague 44,44% 55,55% 23,07% 76,93%
CONCLUSAO

Com este estudo, os grupos Ziclague® Topico e Ziclague Oral mostraram
eficacia na aceleragéo da recuperacéo funcional motora apés lesdo medular em ratos.
Foi verificado também que o grupo Ziclague Oral apresentou-se melhor em relacao aos
demais grupos experimentais e ao grupo Controle, por vezes, assemelhando-se ao
grupo Sadio em relacdo as variaveis larguras e preenchimento de colageno em
endomisio e perimisio. Assim, evidenciou-se que o tratamento aplicado imediatamente
apos a lesdo medular traz efeitos benéficos na sequela da espasticidade, favorecendo
menor rigidez e maior flexibilidade ao tecido muscular. Entretanto, faz-se necessario o
prolongamento do tratamento ate a fase crbnica de modo minimizar a hipertonia,

elucidando melhor as acoes do Ziclague®.
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ANEXO I: Aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA)
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UNIVERSIDADE TIRADENTES
b DIRETORIA DE PESQUISA E EXTENSAO
nli COORDENACAO DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO ANIMAL - CEUA

UNIVERSIDADE TIRADENTES

DECISAO DA CEUA-UNIT

O projeto, “Caracteristicas de miisculos espasticos em modelo experimental de
traumatismo raquimedular em tratamento subagudo e cronico com 6leo essencial
da Alpinia zerumbet, Zingiberaceae”, processo n° 060514, foi submetido a avaliagc
na CEUA-UNIT, pela pesquisadora Edna Aragio Farias Céindido, onde recebeu ¢

parecer de Aprovado, dos membros dessa comissdo, na reunifio realizada no dia 22 de

maio de 2014.
1
‘, UNIVERSIDADE TIRADENTES X 5 TELEFONE: (79)3218 2117
w AV. MURILO DANTAS N° 300 BFAROLANDIA F AX: (79) 3218 21 00

CEP: 49.032-490 | ARACAJU - SE - BRASIL 1

ANEXO II: Registro do medicamento Ziclague®
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ANEXO lll: Escala Basso, Beattie e Bresnaham

Quadro 1. Pontuagdo do protocolo BEB.

Pontuacdo Caracteristicas Comentario
0 Né&o se observam movimenios de membro posterios (MP)
1 Movimentos suaves de 1 ou 2 arfcuiagdes de mebro posterior Suave ~ Menor que 50% da capacidade arficular
s Movimento mmde 1 articulagio e possivel movimento suave de outra arfculagio no . - Maior ou igual a 50% sdade arfcuar
medro postenior
3 Movimento Exienso de 2 articulagdes do MP Duas arficulagdes = quadnl e joelho, geraimente
- Movimentos suaves de fodas as 3 articulages Trés arficulacdes = quadr, joelho e fornozelo
5 Movimentos suaves de 2 arfcuiacdes, extenso da 3* articulagio do MP
6 Movimentos extensos de 2 articulagdes e movimento delicado da 3* arficuiacio do MP 3 articulago = tomozelo
7 Movimentos exensos das 3 articlagdes
8 Movimentos suaves, sem suportar 0 peso 6o corpo ou & pata apoiada sem suportar opeso | Exienso ritmica de 3 arfculagdes do membro posterior, o tronco se
do corpo encontra de lado
9 Apoio planiar com suporte do peso do corpo imvel ou ocasional, fequente ou consisiente | Suporie do peso = contragdo do misculo. Extenséo do membro
suporie do peso do corpo com apoio dorsal posierior durane o apoio plantar da patta ou elevagdo da baca imével
QOcasonaimente > 5* e menor ou igual que 50%. Passos - contalo
0 Passo sustentando o peso do corpo ocasionaimente, sem haver coordenagio entre 05 PR com apate do‘a?' il oo
membros anenor e posterior voskhiscer ooma’o_p i F ;
Coordenagio ~ movimentos simulfineos entre o membro posterior e 0
memoro anterior, aternando entre os kados.
1 De freqlente a consisientes passadas com suporie do peso sem coordenagéo entre os Freqoéncia - 51 a 34% do tempo
membros postenores e aneriores Consstente ~ 95 a 100% do tempo
De freqienies a consistentes passadas com suporte do peso do corpo & coordenagéo
2 ocasional entre 0 0s membros anieriores & membros posieriores 602.50% de locomogdo cooruenada
De freqlente & conssientes passadas com suporie do peso e feqiente coordenagéo entre
L 0 membro posierior € 0 membro anterior 518 95% de locomagSo coordenada
Consiste coordenagdo da passada com apoio plantar e posiéo predominanie da pata e _ 2 s
" de rofagdo o contalo nidizl & na levagd, Feqlente passadss piantares, consistents “"’?9’:;’ 7 s st s
coordenagdo entre 0 membro anterior e ocasionalmente com apoio dorsal erqu
% Consistente coordenagdo da passada com apoio piantar, predominante posicdo em paralelo | Freqiente Bberdade do 1° dedo => Ha mais da metads das passadas
da pata no contaio inical e na elevagio Sem OuWr 08 sons das amanhaduras
7 Consiste coordenagdo da passada com apoio plantar, predominante posico em paraelo da
pata no contato inicial e na sua elevagio
Coordenagéo consisiente na passada com apoio plantar e consistente Berago do 1° dedo. ; > "
18 Pasigio e paraelo da pata no contaio inicl e na devagio Consste amanhadura de quatro dedos por um periodo de 4 minulos
Consstente coordenagdo da passada com apoio plantar, consistente iberagZo do 19 dedo.
19 Posicdo paralela da pata no contao inical e na elevagdo e o rabo esti para baixo na maior | Rabo para babo => rabo foca o chéo durante as passadas
parie do iempo
Consistente coordenagdo da passada com apoio plantar, consistente Eberacio do 1° dedo. Rabo elevado => ndo foca o chio.
20 Posicéo em paralelo da pata no contato inical e na elevagdo, o rabo consistentemente para | Instabidade do fronco => lateralizagdo do fronco quando se vira
cima e instabiidade de ronco. rapidamente (perda de equiibrio)
- 3 : z . z
0 | ——————————— o TSP | oo i d o, s a1
Estatiidade consistente do fronco movimenio da bada e do rabo coordenado com a locomogdo
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ANEXO |V: Escala de Ashworth Modificada
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Quadro 1 - Escala de Ashworth modificada

Grau

Observacao clinica

1+

Tonus normal.

Aumento do ténus no inicio ou no final do arco de
movimento.

Aumento do tonus em menos da metade do arco de
movimento, manifestado por tensao abrupta e seguido
por resisténcia minima.

Aumento do ténus em mais da metade do arco de
movimento.

Partes em flexao ou extensao e movidos com
dificuldade.

Partes rigidas em flexao ou extensao.

Fonte: Dados da pesquisa.



