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RESUMO

As lesBes tendineas e seu processo de reparo sdo alvos de discussdes cientificas
devido a dificuldade de regeneragcdo funcional do tend&do. Varias alternativas séo
previstas, porém, ndo ha um consenso sobre a melhor maneira de trata-las. Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do 6leo essencial da Alpinia
zerumbet sobre o processo de reparo tecidual nas fases inicial e tardia pds
tenotomia parcial no tenddo calcAneo em ratos. Trata-se de um estudo explicativo
experimental, pré-clinico, cego com abordagem analitica quantitativa. A tenotomia
parcial foi realizada através de uma incisdo longitudinal na pele, no terco
médio do tenddo calcaneo, entre a insercdo calcanear e a juncdo miotendinea. Os
ratos foram divididos em dois grupos: o grupo OEAz no qual a pata direita foi tratada
com Oleo essencial da Alpinia zerumbet e no grupo controle a pata esquerda foi
tratada com o 6leo de girassol. Apés 3, 7, 14, 30 e 90 dias foram realizadas analises
histologicas com as coloracdes Picrossirius e Tricrbmico de Masson para
analise da deposi¢cdo de colageno, o azul de toluidina para proteoglicanos totais e o
Weigert Van Gieson para fibras elasticas. Na andlise imunohistoquimica utilizou-se o
proteoglicano decorina e a citocina TNF-a. Utilizou-se o programa graph pad
prism 6.01 para andlise estatistica e o teste de Mann Whitney, valores de p <
0,05 foram considerados significativos. Em relacdo ao Tricrdbmico de Masson
em 14 e 90 dias observou-se que no grupo OEAz, comparado ao grupo controle,
houve diferenca significativa no colageno total, além da presenca de tendcitos, ja
no periodo de 30 dias, tanto o grupo controle, quanto o grupo OEAz, ndo houve
diferenca significativa. Na analise do picrossirius, o grupo OEAZz, evidenciou uma
maior quantidade de colageno tipo | comparado ao grupo controle. Na analise
imunohistoquimica da decorina, em uma comparacado intergrupos, houve diferenca
significativa no tempo de 30 dias. Em relagcdo ao TNF- a houve diferenga nos
dias 3 e 7 do grupo OEAz em relacdo ao controle. As fibras elasticas
apenas apresentaram diferenca significativa aos noventa dias. Desta forma, fica
evidente que o Oleo essencial da Alpinia zerumbet, tem acdo sobre colageno,
proteoglicanos totais, decorina e TNF-a e exerce influéncia benéfica no processo

de reparo pés tenotomia parcial no tendéo calcaneo em ratos.

Palavras-chave: Tenddo calcdneo, Alpinia zerumbet, proteoglicano, citocina,
cicatrizacéo.



ABSTRACT

Tendon lesions and their repair process are the targets of scientific discussions due to
the difficulty of the tendon in a functional regeneration. Several alternatives are foreseen,
however, there is no consensus on how best to treat them. In this sense, the objective of
this work was to evaluate the effect of the essential oil of Alpinia zerumbet on the process
of tissue repair in the initial and late phases after partial tenotomy in the calcaneus
tendon in rats. This is an experimental, preclinical, blind explanatory study with a
guantitative analytical approach. Partial tenotomy was performed through a longitudinal
incision in the skin, in the middle third of the calcaneal tendon, between the calcaneal
insert and the myotendinous junction. The rats were divided in two groups: OEAz group
in which the right paw was treated with essential oil of Alpinia zerumbet and in the control
group the left paw was treated with sunflower oil (control group). After 3, 7, 14, 30 and 90
days histological analyzes were performed with the Picrossirius and Masson trichrome
cores for analysis of collagen deposition, toluidine blue for total proteoglycans and
Weigert Van Gieson for elastic fibers. In the immunohistochemical analysis, the
proteoglycan decorin and the cytokine TNF-a were used. The graph pad prism 6.01
program was used for statistical analysis and the Mann Whitney test, values of p < 0.05
were considered significant. Regarding Masson's trichrome at 14 and 90 days, it was
observed that in the OEAz group, compared to the control group, there was a significant
difference in the total collagen, in addition to the presence of tenocytes, in the period of
30 days, both the control group and the OEAz group, there was no significant difference.
In the analysis of picrossirius, the OEAz group evidenced a greater amount of type |
collagen compared to the control group. In the immunohistochemical analysis of decorin,
in an intergroup comparison, there was a significant difference in the time of 30 days.
Regarding TNF-a, there was difference on days 3 and 7 of the OEAz group in relation to
the control. The elastic fibers presented only significant difference at ninety days. Thus, it
is evident that Alpinia zerumbet essential oil has action on collagen, total proteoglycans,
decorin and TNF-a and exerts influence on the post tenotomy repair process in the
calcaneus tendon in rats.

Keywords: Calcaneal tendon, Alpinia zerumbet, proteoglycan, cytokine and

wound healing.



1. INTRODUGCAO

O estudo dos mecanismos de cicatrizagdo em tenddes tem sido alvo de pesquisas em
todo o mundo, contudo, ndo ha um consenso ainda sobre a melhor maneira de se tratar uma
lesdo tendinea. Dentre os tenddes do corpo humano o mais acometido é o tendé&o
calcdneo, sua ruptura ocorre durante a pratica desportiva em sua maioria, afetando
primariamente individuos adultos do sexo masculino entre a 42 e 5% décadas de vida
(ANDARAWIS-PURI, 2015).

As tendinopatias podem ocorrer por traumatismos, excesso de repeticbes de
movimentos, infeccbes, desnutricdo, sobrecarga mecanica e, além disso, o envelhecimento
assume um papel importante nas rupturas deste tenddo. O tendado calcaAneo é o maior e
mais resistente do corpo humano, formado pela unido do tecido conjuntivo dos musculos
gastrocnémio e séleo, serve de transmissor de tensdo do musculo para o calcaneo. Uma
vez lesionado, levara a limitacdo funcional para a realiza¢do das atividades de vida diaria e
laborativas (WU et al., 2017).

A matriz extracelular (MEC) do tenddo humano é semelhante a do rato e é formada
principalmente por colageno do tipo | e por uma quantidade pequena de fibras elasticas, estes
estdo incorporados numa matriz de proteoglicanos. O processo de reparo tendineo, se divide em
trés fases: inflamatéria, na qual ocorre migragéo de leucdcitos e plaquetas, fase proliferativa com
énfase para angiogénese e o aumento no numero de fibroblastos, e, por fim, a fase de
remodelacdo, que tem como objetivo a melhoria dos constituintes das fibras de colageno e a
reabsorcdo de agua para reduzir a espessura da cicatriz e aumentar sua forca (KAROUSOU et
al., 2008; LEAL, et al., 2012).

A resposta inflamatéria € mediada por agentes inflamatérios como citocinas, fatores
de crescimento e histaminas. A maneira como esses agentes vao interagir entre si
influenciard no processo final de reparo e remodelacdo do tenddo. Os estudos para a
cicatrizacdo do tenddo giram em torno da modulacdo dos fatores pré e anti-inflamatorios
(SHAPIRO et al., 2015).

As formas de tratamento utilizadas atualmente séo eficazes no processo de reparo
do tenddo; porém, ainda ndo se conseguiu restaura-lo de maneira em que as
propriedades biomecéanicas pré lesdo sejam recuperadas em sua totalidade. O tratamento
padrdo ouro para as tendinopatias sdo os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES), eles tém

um efeito benéfico imediato sobre o processo inflamatério, porém, podem apresentar efeitos



colaterais a nivel de complicacdes gastrointestinais severas. Ja os anti-inflamatorios
esteroidais (AIES) possuem efeito anti-inflamatério e analgésicos a curto prazo, entretanto,

apresentam efeitos degenerativos deletérios a longo prazo (WEINFELD et al., 2014).

A fitoterapia € uma alternativa eficiente e culturalmente difundida em busca de solucfes
terapéuticas. Dentre as plantas estudadas, encontra-se a Alpinia zerumbet, uma planta
herbacea, da familia Zingiberaceae, encontrada comumente no nordeste brasileiro.
Popularmente, todas as partes da planta (rizoma, folhas, flores e sementes) séo utilizadas como
agente medicinal (LORENZI et al., 2002).

Estudos em modelo murino tratados com 6leo essencial ou extrato etanélico da Alpinia
zerumbet apresentaram acdo anti-inflamatoria, inibindo processos edematosos em até 66%.
Também foram encontrados resultados sobre o0 6leo essencial da Alpinia zerumbet (OEAZ) que
demonstraram acdo anti-inflamatéria e antinociceptiva em ratos com artrite, com modificacdes
no hipocampo no cérebro (LEMAN et al., 2000). Shanmugam et al. (2011), relataram atividade
anti-inflamatéria cronica a partir do extrato etandlico da Alpinia zerumbet, apresentando inducao
de fibroblastos, sintese de coldgeno e mucopolissacarideos durante a formacdo do tecido

granuloma.

Além dos efeitos anti-inflamatérios, estudos experimentais utilizando o OEAz,
demonstraram uma variedade de atividades potencialmente benéficas, incluindo, efeitos anti-
oxidante; ansiolitico; antidepressivo (JUNIOR et al., 2017); vasorrelaxante e anti-hipertensivo
(CUNHA et al.,, 2013); promocao de cicatrizacado de feridas, diferenciacdo/remodelacdo de
tecido conjuntivo, com influéncia nos fibroblastos (SANTOS-JUNIOR, 2017); e acao reguladora
deste 6leo em canais de célcio (Ca?") (SANTOS et al., 2011; CUNHA et al., 2013). O dleo
essencial obtido a partir de suas folhas foi analisado quimicamente através da Cromatografia
de massa revelando a presenca de varios terpenos, dentre eles, se destacaram terpeno-4-ol
(23,2%), 1-8 cineol (21,8%), y-terpeno (11,6%) e y-cymene (5,8%) (SANTOS et al., 2011) os

quais podem ter acdo no processo de reparo tendineo.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar o efeito tépico do 6leo essencial da Alpinia zerumbet durante o processo de reparo

inicial e tardio pés tenotomia parcial do tendao calcaneo em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Fase inicial (3 e 7 dias)

e Analisar a intensidade da inflamacéo;
o Analisar a expressao imunohistoquimica das alteracdes em TNF-a (Fator de necrose

tumoral alfa) do tendao do calcaneo apds tenotomia parcial;

2.2.2 Fase Tardia (14, 30 e 90 dias)

e Analisar a expressdo histomorfologica do colageno total, colagenos tipo | e lll,
proteoglicanos totais e fibras elasticas no tendao do calcaneo apés tenotomia parcial;
e Analisar a expressao imunohistoquimica das alteragbes no proteoglicano Decorina do

tendéo do calcaneo apos tenotomia parcial;

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tendao

O tendao é uma rede complexa de matriz e células, na qual estdo imersas glicoproteinas
fibrilares, e glicoproteinas né&o fibrilares, estas representadas pelos proteoglicanos, e
glicoproteinas adesivas (laminina, fibronectina, tenascina e integrinas). Suas funcdes
bioldgicas sédo influenciadas por fatores extrinsecos e intrinsecos, que variam amplamente, como

idade, nutricdo, niveis de exercicios e biomecéanica (WU et al., 2017).

Os tenddes ligam o musculo ao o0sso, levando algumas das maiores forcas
experimentadas por qualquer tecido vertebrado, pois facilitam o movimento e proporcionam
estabilidade esquelética. A proporcao de matriz para célula no tendéao é subsequentemente entre
0S mais altos de qualquer tecido vertebrado; compreendendo assim a composicdo e a
organizacao da matriz, e como as células interagem com a matriz, é fundamental para entender a
funcdo, a homeostase e o reparo dos tenddes (DORAL et al., 2010; FERREIRA et al., 2015).
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A matriz extracelular do tenddo é composta predominantemente de colageno, que
representa 60% a 85% do peso seco do tecido. Aproximadamente 95% do colageno € de tipo |,
com pequenos niveis de colageno tipo Ill. O colageno forma estruturas de fibra em varios niveis
hierarquicos diferentes, cada um alinhado perto do eixo longo do tecido, conferindo excelente
resisténcia; mecanica uniaxial ao tenddo. As fibras elasticas dispostas paralelas a um eixo
longitudinal sdo formadas pela elastina, o que torna o tenddo capaz de resistir principalmente
as forcas unidirecionais. O arranjo paralelo produz uma estrutura bem rigida a tracdo, ao
mesmo tempo possui pequena resisténcia a compressao ou ao cisalhamento (SCREEN et al.,
2015).

O tendao de Aquiles é o tenddo mais forte, mais espesso do corpo humano e o mais
comum a ruptura. Comeca perto do meio da panturrilha e € o tend@o conjuntivo dos musculos
gastrocnémio e soleo. A contribuicdo relativa dos dois musculos para o tendao varia. A
espiralizacdo das fibras do tenddo produz uma area de tensdo concentrada e confere uma
vantagem mecéanica. A insercdo calcaneal é especializada e projetada para auxiliar a
dissipacdo do estresse do tenddo ao calcaneo. A insercdo € de forma crescente e tem
projecBes medulares e laterais significativas. O fornecimento de sangue do tendéo é da juncao
musculotendinosa, dos vasos no tecido conjuntivo circundante e da juncdo osteotendinosa
(ANDARAWIS et al., 2015; FERREIRA et al., 2015).

3.2 Lesédo do tenddo do Calcaneo

O tenddao é composto principalmente por uma matriz extracelular de colageno e
moléculas ndo colagenas. A estrutura do tend@o se relaciona diretamente com sua funcéo
mecanica e a caracterizacao de base da estrutura normal do tendéo calcaneo é necessaria para
identificar os mecanismos que regem a lesdo do tendao e a falha. Os tendcitos produzem
colageno tipo | e formam 90% do componente celular do tend@o normal. Evidéncias sugerem
que o tenddo rompido ou patoldégico produz mais colageno tipo Ill, o que pode afetar a
resisténcia a sua tracdo (FREEDMAN et al., 2014; WU et al., 2017).

A interrupcdo dos elementos de suporte de carga, como os glicosaminoglicanos (GAGS)
e proteinas estruturais, como a elastina, pode prejudicar a funcéo fisioldgica e gerar lesdes.
Uma vez lesionado, levara a limitacdo funcional para a realizacdo das atividades de vida
diaria até as atividades laborativas, sendo assim, um dos sitios mais comuns é a lesdo por
sobrecarga em atletas (EVROVA et al., 2016).
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Existem varios tipos de lesBes que podem acometer a unidade musculotendinea
podendo ser traumaticas ou resultado de processos lesivos provocados por sofrimento
prolongado, exercicio intenso, movimentos repetidos, degeneracdo com o tempo e forcas de

tracdo ou tensdo. Podem gerar lesées agudas ou crénicas (WU et al., 2017).

A tendinopatia € descrita como distarbio sobre o tend&o, as condi¢des crénicas sdo mais
evidentes devido a degradacdo da matriz, inchaco e neovascularizagdo. A etiologia ainda é
desconhecida, poucos estudos séo realizados sobre a tendinopatia aguda, o que dificulta
maiores analises e informacdes, sobre a fase precoce. Para investigar os estagios agudos os
modelos animais fornecem um mecanismo, que caracterizam de forma mais completa aspectos
da sua etiologia, porém possui distingdes na funcao, estrutura e metabolismos do tendé&o, o que

implica na dificil compreenséo dos dados (BOESEN et al., 2017).

3.3 Reparacdo tecidual

O processo inflamatério representa um conjunto de reacdes locais e gerais contra
0 agente agressor, apresentando uma seérie de fendmenos complexos que se interagem e
completam uns aos outros, formando uma reacdo em cascata, essencial para a preservacao
da integridade do organismo. Em ultima instédncia a resposta inflamatoria visa combater o
agente agressor e eliminar produtos resultantes da destruicao celular, promovendo condi¢des
ideais para a reparacdo do tecido lesado, como uma tentativa de restabelecer a estrutura
anatdémica e a funcéo normal da regido afetada (PIVA et al., 2008, LIMA et al., 2009).

A reacdo inflamatéria € a resposta inicial ao traumatismo, com a formacdo de
hematoma local, edema e acumulo de fluido sérico. Nos primeiros sete a dez dias ocorre
uma migracdo mais intensa de leucécitos e fibroblastos com sintese de nova matriz
extracelular. A fase fibroblastica dura varias semanas e o hematoma previamente formado
organiza-se, promovendo a proliferacdo e diferenciacdo celular, deposicdo de colageno tipo |
e lll entre os cotos tendineos, e formacdo de matriz extracelular imatura, com fibras ainda
desorganizadas. Na (ltima fase, as fibras remodelam-se em orientacdo uniforme,
assemelhando-se macroscépica e histologicamente ao tenddo integro, com predominio de
colageno tipo | (Figura 1) (MARANHAO, 2008, LEAL et al., 2012).
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AS TRES FASES DA CICATRIZACAO

Como é o processo de restauragdo da pele — e em que etapa o produto age

pelas bordas : rosada

INFLAMACAO GRANULACAO MATURACAO
Logo apés o machucado, Dura trés semanas. A presenca de

©0 organismo aciona o As células da pele células de defesa
sistema de coagulacio comecam a se cai bastante. O local,
para estancar o sangue regenerar pelas bordas antes vermelho,

e evitar a entrada de da lesdo. E o EPIfactor ganha tons de rosa.
bactérias. A regido fica acelera justamente A cicatriz diminui
vermelha e quente. £s5e pProcesso. gradativamente.

Figura 1: Esquema representativo das fases da inflamacé&o.

Fonte: Google imagens.

O reparo tecidual do tend&o dificilmente ir4 reproduzir a formagéo prévia ou retornara
as suas propriedades biomecanicas originais. O tenddo € um tecido com baixa vascularizacao,
oxigenagdo e nutricdo o que ocasiona uma diminuicdo na sua capacidade regenerativa. O
colageno é o principal componente da matriz extracelular e a proteina mais abundante no
corpo humano. O tecido cicatricial ser4 o resultado da interagdo entre a sintese, fixacdo e
degradacéo desse coldgeno (ENWEMEKA, 2001; MAFFULI, 2007).

Entre as vérias substancias encontradas na matriz extracelular dos tenddes, as
fiboras de colageno séo as principais responsaveis pela for¢ca. Os colagenos do tipo | e llI
sao sintetizados para promover este reparo. As fibras de colageno do tipo lll sdo mais finas e
extensiveis e possuem habilidades de dar forma rapida as ligacdes transversais das fibras de
colageno, e durante o processo de cicatrizacdo do tenddo, aparecem de forma transitoria,
promovendo a estabilizacdo do local do reparo e posteriormente essas fibras serdo substituidas

por colageno tipo | que vai garantir a resisténcia ténsil do tenddo (LABAT, 2010; DAYTON et al.,
2017).
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3.4 Citocinas

As citocinas sdo proteinas reguladoras que podem atuar de forma autdcrina,
paracrina e também como hormdnios. Possuem uma ac¢ao pleiotropica, podem exercer agdes
antagonistas ou sinérgicas, sao importantes mediadores do processo inflamatério, podendo
inibir ou estimular a resposta imune. A classificacdo delas baseia-se no tipo de acdo ou
propriedade, como ac¢des anti-inflamatérias ou pro- inflamatérias, ou por seu papel como
fatores de crescimento ou efeitos hematopoiéticos (FORSGREEN et al., 2012; MA et al,,
2017).

O fator de necrose tumoral (TNF-a) € uma citocina pro-inflamatéria, pleiotrépica
relacionada com sobrevivéncia e proliferagdo celular a exemplo da morte celular no
processo de apoptose. Ela estd presente nos tendcitos em condigbes inflamatoérias. O TNF-a
€ uma citocina chave na origem de varias doencas osteomusculares como osteoartrites e
tendinites. Em tendbes de equinos ele pode apresentar acdes anti- apoptéticas e
apoptoticas, controlar o numero de células e ser um fator de degeneracdo do tecido
tendineo (SCHWARTZ et al., 2017).

Em condicdes de inflamacdo do tecido tendineo, a exemplo das situagbes pOs-
traumaticas, os receptores de TNF-a estdo aumentados. O tenddo calcaneo é afetado por
estar submetido a forcas especificas, cargas mecéanicas prolongadas, situacdes traumaticas

e cirurgias também dao origem a um processo inflamatério (AKESEN et al., 2009).

O aumento dos niveis de TNF-a no processo pos-traumatico, potencializa o
processo inflamatério, aumenta a interleucina 1 e 6 (IL-1, IL-6) pré-inflamatéria e reduz a
expressdo da interleucina 4 (IL-4) que é anti-inflamatdria. Esse processo pode levar a
formacdo de um colageno tipo lll mais elastico e menos resistente e retardar o processo de
reparo. Em situacBes normais ha um equilibrio entre as enzimas colagenases Matriz
Metaloproteinase (MMPs), que promovem a degradacdo da matriz extracelular e o inibidor
tecidual de metaloproteinase (TIMPs), esse equilibrio tem importante papel na regeneragéo,
recuperacdo e remodelamento tecidual. O TNF-a pode induzir também a liberacdo de MMPs
que vem sendo investigado pelas pesquisas atuais (DOHNERT et al., 2015; KATSMA et al.,

2017).

3.5 Proteoglicanos

Proteoglicanos sdo moléculas complexas presentes na MEC, encontradas na maioria

dos tecidos conjuntivos e na superficie das células. S@o estruturas formadas por uma
14



proteina principal (core protein) & qual estdo ligadas covalentemente diversas cadeias de
glicosaminoglicanos (GAGs). Esta proteina é dividida em regides que interagem com
elementos estruturais distintos presentes nas células ou nas matrizes extracelulares. Isto
indica que proteoglicanos s@o essencialmente uma classe de coldgenos e glicoproteinas

estruturais compostos por diferentes cadeias de GAGs (SAUNDERS et al., 2015).

A funcdo e acdo de cada proteoglicano é em grande parte determinada pelo nimero
de cadeias de GAGs ligados a ele, assim como a extensdo destas cadeias. Horménios e
fatores de crescimento estimulam as vias de sinalizacdo a alongar a cadeia de GAG e com
isso h4 o aumento do peso molecular. Fatores de crescimento podem também alterar a
epimerizacdo e o padrao de sulfatacdo do dissacarideo e estas alteracdes estruturais podem

ter consequéncias funcionais (LITTLE et al., 2008).

Eles podem ser classificados em trés grupos: (1) os proteoglicanos de superficie de
membrana celular, (2) os proteoglicanos modulares (3) os proteoglicanos ricos em leucina
(SCHAEFER et al., 2010). A decorina € um proteoglicano rico em leucina, apresenta uma

cadeia de GAG de condroitin sulfato associada a proteina central (PINHEIRO et al., 2005).

Os proteoglicanos condroitin  sulfatados, do qual fazem parte a decorina, estdo
presentes em praticamente todos os tecidos e possuem fungBes regulatérias como
fibrilogénese de coldgeno, crescimento tumoral e disseminacdo metastatica, angiogénese,
modulacdo da morte celular programada, inibicAo de TGF-B, fibrose pulmonar e renal,
desenvolvimento e distrofia musculares, sintese de fibrilina 1, cicatrizacdo de feridas, infarto
do miocérdio e doenca de Lyme. Tem agdo ainda sobre receptores de EGF, IGF-1, LRP-1
(proteina | relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa intensidade, PDGF (fator de
crescimento derivado das plaguetas) e TNF-a (MERLINE et al, 2009; LORDA-DIEZ et al.,
2014).

3.6 Tratamentos das Tenotomias do tendao calcaneo

O tratamento para ruptura do tendéo de calcdneo pode ser cirlrgico ou nao cirdrgico. O
tratamento cirdrgico tem como beneficio reducdo dos riscos de re-ruptura. Em contrapartida
apresenta como maleficio o aumento dos riscos poOs-operatério, que prejudica diretamente a
qualidade de vida do paciente. Ja o tratamento nao cirdrgico, que inclui a fisioterapia,
imobilizacao e medicamentos, tém como beneficio reduzir a taxa de complicacées do processo
inflamatério, entretanto apresenta como maleficio o aumento das taxas de re-ruptura (BOESEN
etal., 2017).
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Na pratica, utiliza-se para alivio temporario da dor medicamentos anti-inflamatério
esterbides e ndo esteroides. Eles sdo benéficos apenas na fase aguda das lesdes, contudo para
gue uma terapia seja vista como eficaz, deve reduzir ndo somente a inflamagdo aguda, mas
também propiciar reparacdo tecidual mais prolongada e uma recuperagdo do tenddo o mais
préximo da sua funcionalidade (FILLIPIN et al., 2005; ABATE et al., 2009).

O tratamento medicamentoso pode envolver o uso de medicamentos com acgéo local
ou regional, e aqueles que apresentam acado sistémica. Tém-se aumentado a utilizacdo local
de AINES como forma terapéutica de primeira escolha no tratamento de doencgas
reumaticas e nao reumatica como, artrite reumatoide, sequelas de traumas e contusdes, e
ainda nos pds-operatério, por apresentarem inUmeras vantagens em relacdo ao uso
sistémico, evitando problemas gastrointestinais, 0 metabolismo hepético de primeira
passagem, reduzindo efeitos sistémicos e mantendo uma liberacdo constante do principio
ativo no sitio de aplicacdo. Esta utilizagdo beneficiaria as tendinopatias devido ao aumento da
resisténcia tensil e a aceleracdo das ligacdes cruzadas nas fibras de colageno (MURI et al.,
2009).

O uso de medicamentos com corticosterdides demonstrou maior eficacia do que
outros tratamentos combinados para tendinite em fase aguda e subaguda em curto prazo,
porém ndo apresenta nenhum beneficio em tratamento a longo prazo (fase crdnica), e por
ser menos eficaz sobre a deficiéncia funcional do que outros tratamentos combinados.
Relatando como principais efeitos colaterais a dor transitéria apos a injecdo e a modificagdo da
pele (LIAO et al., 2012).

A utilizacdo de AIEs para lesdo tendinea apresenta como desvantagem o risco de
ruptura do tenddo decorrente da reducdo na resisténcia do tecido, atrofia subcutanea e
perda de pigmentacdo da pele. O uso de corticosteroides leva efeitos adversos sobre as
células do tendao afetando as respostas de reparo em lesdes degenerativas, devendo serem
utilizados como ultimo recurso no tratamento de tendinopatias (CHAN et al., 2009; WU et al.,
2017).

Outros métodos ndo cirdrgicos sdo também utilizados como: aplicacdo de ultra-som,
eletroacupuntura, estimulacao elétrica nervosa transcutanea (TENS), laser de baixa poténcia
(LED), fisioterapia aquatica e o uso de plantas medicinais (LONGO et al., 2009; SILVA et al.,
2015; OZAN et al., 2017).

Recentemente, descobriu-se que os tenddes, semelhantes aos outros tecidos

mesenquimatosos, contém células tendinosas que possuem as propriedades comuns das
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células-tronco. As estratégias atuais para aumentar seu reparo consiste principalmente na
aplicacao de células-tronco, fatores de crescimento, biomateriais naturais, artificiais, isolados ou
em combinacéo (WU et al., 2017; NICODEMO et al., 2017).

3.6.1 Fitoterapia

As plantas medicinais tém seus registros primitivos relatados como sendo um dos mais
antigos recursos utilizados na prevencdo, cura ou tratamento de injarias na historia da
humanidade, na busca por recursos terapéuticos. Atualmente, muitos fatores tém colaborado
para o uso frequente deste recurso, incluindo o elevado custo dos medicamentos
industrializados, o complexo acesso da populagdo a assisténcia médica, bem como, a tendéncia
na utilizagdo de produtos naturais (BORGES, 2006; SANTOS, 2011).

Os fitoterapicos sdo medicamentos obtidos através do uso exclusivo de matérias-
primas de origem vegetal que possuem diferentes formas de apresentacdo e podem ser
utilizados por variadas vias de administragdo: por via oral, na forma de p6 para diluigéo,
decoccoes, infusGes ou chas; por via topica, na forma de preparacfes a base de agua ou 6leo
(WAGNER et al., 2006).

Uma das formas de utilizagdo terapéutica das plantas é através dos seus Oleos
essenciais, também chamados de Oleos volateis, obtidos de diferentes materiais vegetais
como flores, folhas, frutos e raizes originam-se do metabolismo secundério destes vegetais,
sendo uma excelente forma de aplicacdo topica, por apresentarem bom indice de absorcao
(GEROMINI et al., 2012).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) revelam que em torno de 80% da
populacdo mundial utilizam alguma planta medicinal no alivio dos sintomas da dor. Somente
a partir dos levantamentos etnofarmacoldgicos, as plantas medicinais comegcaram 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 promoc¢éo da saude (RUTKAUSKIS et al., 2009).

Assim como o0s 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 etnofarmacoldgicos, sao
submetidos ao controle da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para

comprovagdo dos seus beneficios cientificos (REZENDE et al., 2002).
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Apesar dos altos custos associados a fitoterapia, quando comparados aos
medicamentos convencionais, estes apresentam vantagens econOmicas relevantes. Além
disso, os efeitos adversos e colaterais dos produtos naturais sdo menos agressivos, 0 que
proporcionam melhor condicdo de salde para populagdo. Isso ndo significa que os
fitoterapicos ndo causem riscos ao organismo, fazendo-se necessario pesquisas que

reproduzam sua qualidade, eficicia e segurancga do seu uso (VIEIRA et al., 2010).
3.6.2 Alpinia zerumbet

Novas terapias que garantam o equilibrio bioldégico tem sido estudado constantemente.
Com isso, as plantas aparecem, associando compostos biologicamente ativos a sua acao
farmacoldgica podendo auxiliar na terapia (CALIXTO, 2000).

A Alpina zerumbet, chamada popularmente de “colénia”, “flor de redencgao, “bastdo de
imperador, trata-se de uma planta herbacea, robusta e perene com colunas de 2 a 3 metros
de altura, lisa e verde com folhas oblongas e pontudas. Suas flores sdo alvas com lacinios
réseos no apice, dispostas em cachos grandes e suavemente aromatizadas, tendo seu fruto
em formato de capsula. Bastante encontrada no Nordeste e seu 6leo essencial é retirado

das folhas permitindo melhor exploracdo do bioproduto (KRIECK et al., 2008).

A Alpinia zerumbet tem atraido grande atencéo devido as acdes terapéuticas do seu
6leo essencial obtido a partir das folhas e ramos. Através da andlise quimica foi verificada a
presenca de varios terpenos, dentre eles, se destacam terpeno-4-ol (23,2%), 1-8 cineol
(21,8%) que s&o potentes inibidores de citocinas e antiinflamatorios, respectivamente
(TRAPP et al., 2001).

Em relacdo a via dérmica, o terpeno-4-ol apresentou, in vitro, melhor absorcdo em
relacdo a outros 4 tipos de terpenos; além de melhor resultado da utilizacdo de solucdo
oleosa em relacdo a emulséo e hidrogel, a serem utilizados como veiculos, sendo os valore de

2
2, em solugéo oleosa e 60 pg/cm em emulséo e 5 pg/cm2

absorcéo de 90 pgcm em hidrogel,
em dose de 0,75% m/m. O tempo de melhor absor¢do foi de 1 hora, para farmacos e
cosméticos por via dérmica. A absorcdo desses terpenos aplicados pelo corpo tem

porcentagem de 10 a 20% (CAL et al., 2006).

Sapra et al. (2008) relataram que a utilizacdo de terpenos, a exemplo de 1,8 cineol,
pode ser utilizada com o proposito de melhorar a absorcdo dos medicamentos transdérmicos;

ja que interagem com lipidios e queratina, além de permitir maior solubilidade aos
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medicamentos. Estudos utilizando o 6leo essencial da Alpinia zerumbet (OEAz), tem
demonstrado diversas atividades benéficas, incluindo, efeitos antiinflamatério, anti-oxidante,
miorrelaxante, promocdo de cicatrizacdo de feridas e diferenciacdo/remodelacdo de tecido
conjuntivo, com influéncia nos fibroblastos (YUAN et al., 2013; SANTOS- JUNIOR, 2017).

Também foram encontrados resultados sobre o 6leo essencial do rizoma da Alpinia
zerumbet que demonstraram acao antiinflamatoria e antinociceptiva em ratos com artrite,
com modificagdes no hipocampo no cérebro (LEMAN et al., 2000). Thenmozhi et al., (2011),
relataram atividade anti-inflamatéria crénica a partir do extrato etandlico da Alpinia zerumbet,
apresentando inducdo de fibroblastos, sintese de colageno e mucopolissacarideos durante a

formacéo do tecido granuloma.

Percebe-se que apesar dos métodos de tratamentos existentes, outros métodos tém
sido testados para o processo de reparo do tenddo calcaneo, como o estudo realizado por
Santos- Junior et al., (2017) que avaliaram a quantidade de fibroblastos e a disposicdo de
coldgeno pés tenotonomia parcial tratado com o OEAz; o estudo de Cerqueira et al.
(2015) que avaliaram colageno utilizando a cinesioterapia associada com o OEAZ, o estudo de
Benny et al. (2016) na qual avaliou inflamacao e colageno em modelo de fibrose pulmonar e

Freitas et al. (2016) que avaliaram colageno em musculos espasticos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Produto Vegetal - Oleo essencial da Alpinia zerumbet

A Alpinia zerumbet foi cultivada e seu Oleo essencial foi processado pela Industria
Farmacéutica Hebron, em Pernambuco. O 6leo essencial das folhas e galhos foi extraido por
arraste a vapor por hidrodestilagdo utilizando o equipamento Destilador para 6leos essenciais
MA480 (MARCONI) e doados 100mL de OEAz para o presente estudo.

4.2. Analise cromatogréfica

O Oleo foi analisado através da cromatografia gasosa (GC) com detector de
espectrometria de massa (EM) (QP 2010) operando a 70 eV e com uma faixa de massa de 45-
450 amu. As colunas capilares DB5 (Agilent Technologies, Brasil, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
foram empregadas usando um fluxo de gas de 1 mL / min de hélio. A temperatura do detector e
do injetor foi de 250°C e a temperatura do forno comecou a 40°C e foi aumentada para 220°C a
3°C / min. As andlises foram realizadas injetando 0,1 pL de uma solugao hexéanica de 1% (v / v)

dos 6leos essenciais durante 45 minutos.
19



A composicao relativa dos 6leos foi obtida supondo que a soma de todas as areas
compostas fosse 100% e os fatores de resposta ndo foram levados em consideracdo. Os
compostos foram tentativamente identificados comparando indices de retenc@o programados por

temperatura linear obtidos experimentalmente com os relatados na literatura.

Os espectros de massa dos compostos de Oleo essencial foram comparados com 0s
relatados na biblioteca de espectro de massa NIST (verséo 107) e Wiley (versao 229) como um
auxilio a identificagdo (Adams, 2007). Um composto foi considerado detectado se o seu sinal
minimo de ruido fosse 3. A similaridade espectral minima de um componente de 6leo essencial

era de 75% para considerar este composto como tentativamente identificado.

4.3 Tipo de pesquisa, Amostra e Aspectos Eticos

Estudo explicativo, experimental, pré-clinico, cego com abordagem analitica

quantitativa. Foi realizado no periodo de marco de 2014 a abril de 2017.

Foram utilizados trinta ratos machos da raca Wistar (Rattus norvegicus albinus),
adultos jovens pesando 200-300g provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes, os
quais permaneceram no referido biotério. Foram agrupados de 3 em 3 ratos e
mantidos em gaiolas de polipropileno padréo. Todos foram mantidos em ambiente

controlado, com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo agua e racao balanceada ad libitum.

Ao final de cada experimento os animais foram eutanasiados na camara
hiperb&rica com o propdésito de retirada do material biolégico (tenddo) para confeccédo de

laminas histologicas e, posteriormente, incinerados no Biotério da Universidade Tiradentes.

O projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa em animais
(CEPA) e foi aprovado sob o numero de protocolo 03052011 (Anexo 1).

4.4 Grupos experimentais e Dose

Os ratos foram divididos em dois grupos: o grupo OEAz recebeu o0 uso tépico
durante seis dias a dose 0,3mL/Kg a 33% do OEAz diluido em 6éleo de girassol na lesdo de
tenotomia parcial na pata direita traseira; enquanto que, o grupo controle, utilizou a pata
esquerda traseira (HASE et al., 2016; JACOBSON et al., 2015), para receber apenas 06leo de
girassol apés lesdo de tenotomia parcial. Dessa forma a atividade executada pelo animal foi

na mesma intensidade para os dois grupos analisados. Ambos os grupos foram submetidos a
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leitura em 3, 7, 14, 30 e 90 dias com 6 ratos em cada momento.

A concentracdo desse tratamento (dose 0,3mL/Kg) baseou-se em estudos anteriores
de Santos-Junior et al. (2017) que demonstraram diferenciacdo/remodelacdo de tecido
conjuntivo e Santos et al. (2011), que encontrou o melhor efeito inibitdrio sobre canais de calcio

de EOAz em concentragdes de 25 e 250 ug / mL.

4.5 Procedimento cirdrgico

O modelo utilizado neste estudo foi baseado no experimento de Enwemeka et al.
(2000). Os animais foram inicialmente pesados e posteriormente anestesiados com Cloridrato
de Ketamina (CEVA Brasil) a 10% (1 mg/ 100g) e Cloridrato de Xilazina (CEVA Brasil) a 2%
(1 mg/ 100g) com aplicacdo intraperitoneal. Todos os procedimentos cirargicos foram

realizados em condi¢des assépticas.

A regido posterior da tibia do membro posterior direito (tratado) e esquerdo
(controle), no local correspondente ao tenddo calcaneo, foi tricotomizada com auxilio de uma
tesoura. Apés antissepsia local (com alcool a 70%), foi realizada uma incisdo longitudinal na
pele sobre o local correspondente a tenotomia, no terco médio do tenddo calcaneo, entre
a insercao calcanear e a jungdo miotendinea, com distancia de 0,5cm da insercdo calcanear,
com incisdo de 0,3cm de largura e 0,1cm de profundidade, onde se realizou a tenotomia
parcial por cisalhamento transversal, utilizando lamina de bisturi nimero 15. A seguir, a
pele foi suturada com fio 4.0 (poliamida monofilamento) ndo absorvivel e ndo houve
posteriormente nenhum tipo de imobilizacdo do segmento (Figura 2) (SANTOS-JUNIOR et al.,
2017).

Figura 2: Modelo experimental para inducdo de tenotomia parcial. A incisdo foi parcial e
transversal (0,3cm) com distancia de 0,5cm da insercédo do tenddo Calcaneo.
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4.6 Preparacdo das amostras para estudos histologicos e fixagao

Os tendbes dos dois calcaneos foram excisados dos animais, dissecando-os da juncgéo
musculotendinosa na conexdo do calcaneo. Os tendbes excisados imediatamente foram
colocados em formaldeido 10% e posteriormente incorporados em parafina. As secdes
histolégicas em série (5 ym) para analise posterior foram preparadas usando técnicas de

laborat6rio de rotina.

A fixacdo € a etapa mais importante de toda esta técnica, uma vez que o fixador
evita a destruicdo dos tecidos por enzimas presentes na prépria célula, processo esse
conhecido como autolise, preserva em grande parte a estrutura e a composi¢cdo molecular
dos tecidos, além de endurecer os fragmentos facilitando o seu corte e preparo da
estrutura para a coloracdo. Apesar da velocidade de penetragdo do formol no tecido ser rapida,
a velocidade de fixacdo é lenta, ou seja, quanto maior for o material biolégico, mais tempo
terd de permanecer no formol (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009).

4.6.1 Inclusao

A inclusdo consiste na impregnacdo da parafina, com as etapas de desidratacdo e
clareamento. No processo de desidratacdo, foram realizadas lavagens sucessivas em
concentragbes crescentes de &lcool (70%, 95%, 95%, 100%, 100%). Como o &lcool néo
tem miscibiidade com a parafina, foi necessario um solvente organico miscivel tanto ao
alcool quanto a parafina, neste caso, o xilol (diafaniza¢do). O xilol proporciona a transparéncia
ao tecido, deixando-o pronto para recebimento da parafina. Por fim, a material biol6gico foi
colocado em parafina fundida numa estufa a 60°C. Apés esse periodo, houve a inclusdo do
tecido em parafina, formando o bloco solidificado (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009).

4.6.2 Corte Histoldgico

7

O objetivo do corte é resolver o problema da opacidade. Para esta finalidade, foi
utilizado o micr6tomo em que inicialmente, foi necessario desbastar os blocos de parafina
em cortes com espessura de 25 um. Apds esse procedimento, os blocos de parafina foram
submetidos a baixas temperaturas, com posterior realizacdo de cortes seriados (ténias) com
5um de espessura. Posteriormente, as ténias foram colocadas em alcool a 20%, seguido de
banho maria para facilitar o estiramento e assim, serem fixadas na lamina de vidro
(ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009).
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4.6.3 Coloracéo

Apo6s periodo de fixacdo do material bioldgico, pode haver perda de cor e por este
motivo € necessario realizar a etapa de coloracdo. No presente estudo, foi utilizada a técnica
de coloracao picrossirius, tricrémico de Masson, Weigert Van Gieson e Azul de Toluidina. Os
corantes se comportam como substancias de carater acido ou basico. Os componentes que
coram bem com corantes basicos sdo chamados de basofilos e os que apresentam afinidade
com corantes acidos, sdo designados aciddfilos. Como os corantes utilizados ndo séo
soluveis em parafina, h4 a necessidade de realizar o procedimento de diafanizacdo em xilol,
seguido de uma hidratacdo com concentracdes decrescentes de alcool (100%, 95%, 80% e
70%), com posterior lavagem em agua corrente e agua destilada para que os cortes estejam
prontos para receber os corantes supracitados (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009).

4.6.4 Coloracdo com HE

A coloracdo em Hematoxilina e Eosina é utilizada quando se pretende identificar e
realizar contagem de células inflamatérias. Para avaliar a intensidade da inflamacéo utilizada, a
escala que mede em seis escores classificando essa inflamacgédo em 4 tipos cuja descricéo é de

forma semiquantitativa identificada como: ausente, crdnica, subagudo e agudo (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos parametros para avaliacdo histoldégica da intensidade da resposta
inflamatdria nas areas feridas (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009).

Pontuacéo da Quantificacdo da resposta Classificacdo da resposta
resposta inflamatoria inflamatoria inflamatoria
0 Ausente Ausente
1 Suave
2 Moderado Cronica (predominancia de
linfécitos e histiocitos)
3 Intenso
4 Intenso Subagudo (equilibrio de
neutréfilos, linfécitos e histiocitos)
5 Intenso Agudo (predominéncia de

neutréfilos)

4.6.5 Coloracdo com Picrossirius

A coloracao pelo Picrossirius é utilizada especificamente para andlise de colageno,
aumentando a birrefringéncia do material. A técnica de coloracdo ocorreu da seguinte forma:
apo6s o processo de hidratacdo seguido de lavagem em &agua corrente e agua destilada das
laminas, foram embebidas em picrossirius durante 40 minutos, com posterior banho em

solugéo alcool acido por 2 minutos, lavagem em 4gua destilada e coloracdo de hematoxilina
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por 15 segundos. ApOs esse tempo, foram submetidas a lavagem em &gua e por um
novo processo de desidratacdo mediante lavagens em concentragfes crescentes de alcool
(80%, 95%, 100%). Na sequéncia, as laminas foram colocadas em xilol (diafanizagéo), onde
permaneceram por 10 minutos até a sua montagem (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009).

As imagens foram capturadas nos slides usando a camera de video Olympus C-7070,
acoplada ao microscépio Olympus CX31 e avaliada cegamente. A intensidade da inflamacao, do
tipo infiltracdo e do processo inflamatério foram classificadas como agudas quando as células
polimorfonucleares  predominaram; ou crénica quando as células mononucleares
predominaram. A inflamacdo foi ainda classificada como escassa, moderada ou intensa. A
reacdo inflamatéria foi classificada com base no tipo de leucdcito predominante
(ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009)

4.6.6 Coloracdo com Tricrobmico de Masson

E uma técnica que diferencia estruturas: o ndcleo, o citoplasma, o tecido conjuntivo,
fibras coldgenas com capacidade de determinar, visualizar e analisar qualitativamente o
material fibroso. Consiste na utilizacdo de corantes e solu¢cdes (Hematoxilina Férrica Weigert;
Fucsina &cida escarlate de Biebrich; Solugdo fosfotingstica 5%, acido fosfomobilico 5%; Azul
de anilina-acética; Acido acético sol. Aq. 1%) e uso do fixador (Bouin), aquecido a 56° C por 1
hora ou durante 1 noite em temperatura ambiente. As laminas foram desparafinadas, em
seguida lavadas em agua corrente por 1 hora até desaparecer a cor do fixador, posteriormente
foram lavadas em 4gua destilada durante 5 minutos. Em seguida cora-se com Hematoxilina
Férrica de Weigert ou Harris, durante 5 minutos; lava-se em agua corrente por 5 minutos,
depois em agua destilada por 5 minutos. Apds as lavagens, cora-se com a fucsina acida-
escarlate de biebrich por 5 minutos, e posteriormente lava-se as laminas em agua destilada por
10 minutos para retirar o excesso do corante. Logo apos foi tratada pelo acido fosfotungstico-
acido fosfomolibdico durante 10 minutos. Sem lavar, as laminas foram coradas através do azul
de anelina-acética por 10 minutos. ApGs passar por esse processo as laminas foram lavadas
em agua destilada por 5 minutos, lavadas em solucdo de acido acético 1% por 3 minutos e
posteriormente lava-se em agua destilada durante 5 minutos, finalizando com a desidratacéo
dos cortes mediante lavagens em concentracbes crescentes de alcool e em seguida a
montagem das laminas, para serem analisadas (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009).

4.6.7 Coloracdo com Weigert Van Gieson

No procedimento da coloragdo de Weigert Van Gieson, a lamina foi desparafinada

através da imersao nas substancias Xilol I, 1l e Ill, seguindo a sequéncia do alcool em quatro
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solucdes (100%, 95%, 80% e 70%); para retirar o excesso do &lcool, a lamina recebeu
lavagens na agua | e 4gua Il, e posteriormente na 4gua destilada, durante 2 minutos em cada;
de inicio as laminas foram imersas na coloragdo Weigert durante 10 minutos; recebendo um
banho na agua destilada para retirar o excesso e em seguida foi utilizada a coloragdo Van
Gieson, durante 3 minutos; para finalizar, as laminas foram mergulhadas no alcool | e no alcool
Il e no Xilol I, 1l e lll, durante 2 minutos, e obtido como resultado a visualizacdo de fibras
elasticas em cor roxa (ALBUQUERQUE-JUNIOR, 2009).

4.6.8 Coloracdo com Azul de Toluidina

No protocolo de Azul de Toluidina a lamina foi desparafinada através das substancias:
Xilol 1, Il e Ill durante 3 minutos; Alcool (100%, 95%, 80%, 70% e 100%); em seguida as
laminas foram submersas em &gua destilada e na coloracdo Azul de Toluidina durante 2
minutos em cada; posteriormente para retirar 0 excesso da coloracédo a lamina foi imersa na
agua destilada; como funcao de fixar a coloracao utilizou-se o alcool com 80% e 90% durante 2
minutos em cada; e para finalizar o procedimento de coloracéo, a lamina foi imersa nos Xilol I,
Il e lll e como resultado foi obtido a visualizagdo do proteoglicanos em cor azul. ApGs o
processo de coloracéo realizou-se a finalizacdo da montagem da lamina, colocou-se o balsamo
somado a laminula, e em seguida fixou-se o material e a coloragdo atribuida
(ALBUQUERQUE-JUNIOR, 2009).

4.7 Analise Imunohistoquimica

4.7.1 Decorina e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)

Para a avaliacdo da imunomarcacdo do tecido, foi utilizado o método
imunohistoquimico baseado na formacdo do complexo antigeno anticorpo a partir da reacdo
envolvendo a ligacdo entre a estreptavidinabiotina- peroxidase. Inicialmente, os cortes
histolégicos foram desparafinizados em xilol e desidratados em &lcool etilico. Envolvendo a
atividade enzimatica, o bloqueio da peroxidase enddgena foi feito em camara escura, com o
peréxido de hidrogénio a 3%, por 45 min. Para a exposicdo e a recuperacdo antigénica do

tecido, foi utilizado o tampao citrato pH 6,0 a 90° C por 20 min.

Referente ao bloqueio das proteinas inespecificas, a fim de se evitar a formacéo de
ligagdo cruzada, as laminas preparadas foram imersas em solugdo contendo tampéo
concentrado a 10% por 15 min. ApOs esta etapa, os cortes histolégicos foram preenchidos
com o0s anticorpos primarios: Anti-TNF-a (abcam ab6671; diluicdo: 1:100) e anti-decorin

(abcam ab66043; diluicdo: 1:100), diluidos em solugdo a 1% composta por PBS e soro
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albumina bovina (BSA). Finalizada a aplicacdo, as laminas foram mantidas em geladeira a
4° C por 14 h.

Terminada esta etapa, os cortes preenchidos com o anticorpo priméario foram
imersos em uma solucdo contendo PBS e, posteriormente, encubados com o anticorpo
secundario biotinilado, por 30 min, na estufa térmica a 37° C. Apds a fixacdo, os cortes
foram novamente imersos em solucdo de PBS e em seguida incubados com a Streptavidina-
Peroxidase por 30 min. ApGs este intervalo, os cortes foram revelados com a aplicacdo da
solugdo cromogena composta por diaminobenzidina a 0,03% e peroxido de hidrogénio a

3%. Finalizada esta etapa, os cortes histoldgicos foram submetidos a lavagem com &gua

destilada, depois desidratados, diafanizados e foi feita a montagem da lamina.

4.8 Analise quantitativa das imagens

A analise quantitativa das marcacg@es foi realizada a partir das imagens capturadas com
aumento de 400X utilizando macros no programa ImageJ versao 1.44. O ImageJ, desenvolvido
por Wayne Rasband no National Institute of Health, € um programa Java® de dominio publico de
processamento de imagem que pode calcular a area e estatisticas de valor de pixel em sele¢cbes

definidas pelo usuario ou por filtro de cores e ainda medir disténcias e angulos.

Utlizaram-se 3 macros no ImageJ, a depender do objetivo do campo de visualizacdo: a
primeira macro foi por sistema de mascaramento automatico, na qual marcava-se e quantificava-
se a estrutura que se queria analisar; a segunda macro foi por intensidade de cor, na qual o valor
mais proximo ao zero era o mais escuro (preto) e o valor mais proximo ao 255 era o mais claro
(branco-background) e a terceira foi realizada através da medicdo e quantificagdo da area

através de uma area circular previamente criada e uniformizada para todos os grupos.

4.9 Analise estatistica

Os grupos foram divididos conforme as varidveis estudadas. O programa Graph Pad
Prism 6.01 foi utilizado para andlise estatistica. Aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk para
verificar a normalidade dos dados. A distribuicdo ndo foi normal e utilizou-se o teste nao
paramétrico de Mann Whitney para analisar as variaveis independentes intergrupo. Valores de
p<0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Cromatografia Gasosa

Um total de 57 componentes do Oleo essencial de A. zerumbet foram identificados

totalizando 95,30% da area cromatografica total. Os monoterpenos oxigenados (50,20%) sdo a

classe predominante de compostos do éleo essencial de A. zerumbet e terpinen-4-ol (23,23%) e

0 eucalyptol (ou 1,8-cineol, 21,77%) foram o0s principais componentes identificados. Estes

resultados sédo semelhantes aos encontrados para outros 6leos essenciais brasileiros com Alpinia

zerumbet. Além disso, apenas os hidrocarbonetos monoterpénicos vy -terpineno (11,63%) e p-

cimeno (5,85%) tiveram uma contribuicdo cromatogréafica superior a 5%. Os hidrocarbonetos

Sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados apresentaram menor contribuicdo em termos de
area cromatografica (2,80% e 3,52%, respectivamente) (TABELA 2; TABELA 3 e FIGURA 3).

Tabela 2. Identificacdo das classes dos compostos por area (%) encontrados no 6leo essencial

da Alpinia zerumbet.

COMPONENTES AREA %
Hidrocarbonetos sesquiterpenos 51.25
Monoterpenos oxigenados 40.58
Sesquiterpenos oxigenados 1.34
Hidrocarbonetos sesquiterpenos 1.63
Outros 0.5
TOTAL 95.30
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Tabela 3: Compostos identificados no 6leo essencial extraidos das folhas e galhos da Alpinia
zerumbet programados por indices de retencao linear de temperatura (LTPRI) e area (%) em
cromatografia monodimensional do 6éleo essencial da Alpinia zerumbet.

No. Nome dos Compostos , LTPRI %
Lit Exp
Hidrocarbonetos de Monoterpenos
7 B-pineno? 979 985 1.18
27 hidrocarbonetos monoterpenos? - 1189 1.62
24 hidrocarbonetos monoterpenos (3)2 - 1065 1.80
25 terpinoleno? 1088 1094 1.80
23 hidrocarbonetos monoterpenos (3)2 - 1065 1.88
17 B-phellandreno? 1029 1037 2.53
16 Limoneno? 1029 1037 2.87
1 3-thujone? 930 930 3.12
2 a-pineno? 939 939 4.47
14 a-terpineno? 1017 1014 5.05
6 4(10)-thujone? 975 978 5.63
22 y-terpineno (3)? 1059 1065 6.95
15 p-cimeno? 1024 1031 7.59
Monoterpenos Oxigenados
55 a-terpineol” 1192 1199 1.48
32 monoterpenos oxigenados? - 1037 2.38
52 monoterpenos oxigenados (5)2 - 1187 2.94
33 eucaliptol ou 1,8-cineol (2)? 1032 1037 9.84
51 terpeno-4-ol (5)2 1177 1187 18.47
Hidrocarbonetos Sesquiterpenos
81 (2)- B-farnesencoP 1447 1440 0.58

Legenda: @ — Biblioteca de Adms 2001; " - Biblioteca de Yu, Liao, et al., 2007; P - Cardeal, da
Silva, et al.,, 2006. As condi¢cdes cromatograficas sdo descritas na analise cromatografica. Lit
LTPRI: indice de retencdo programado por temperatura linear relatado na literatura cientifica para
DB5 ou fase estacionaria similar; DB5 LTPRI: indice de retencdo programado por temperatura
linear obtido experimentalmente. %: porcentagem de area de cada composto do 6leo essencial,
considerando que a soma de todas as areas cromatograficas é igual a 100%. Os nomes dos
compostos com areas cromatograficas superiores a 5% sao escritos em negrito.
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Figura 3: Cromatograma monodirecional em intensidade de sinal obtido por Cromatografia e
Espectrometria de Massa do 6leo essencial das folhas e galhos de Alpinia zerumbet.

Legenda: A leitura foi realizada nas condices de Gas de arraste: Hélio (He); temperatura inicial
de 40 °C; tempo inicial de 1,0 min e a temperatura da coluna aumentou de 3 °C/min. até 220 °C,

permanecendo nesta temperatura por 45 min.

5.2 Andlise da Intensidade Inflamatoéria

Na andlise da intensidade inflamatdria em 3 dias observou-se diferencga significativa (p <

0,02) entre o grupo OEAZ e o grupo controle, menor inflamacao foi encontrada no grupo OEAZ.

Intensidade de Inflamagao

0 T T
OEAz Controle

Inflamacgéo - 3 dias

Figura 4. Marcacdo da intensidade inflamatéria classificada como ausente (0), suave (1),
moderado (2), intenso (3), intenso (4) e intenso (5) pds tenotomia parcial em ratos tratados com o
OEAz. Teste Mann Whitney com mediana e erro padrdo da média; no qual: *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001.
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5.3 Anélise Imunohistoquimica do TNF- a

O TNF-a foi expresso em padrdo citoplasmatico em células inflamatérias (linfocitos e
macrofagos) e endoteliais, dispostas difusamente no tecido tendineo inflamado. Observou-se
maior expressao predominantemente intensa em 3 dias e moderada em 7 dias (Figura 5). Em
ambos os tempos estudados, 0 grupo controle apresentou expressao significativamente mais
intensa que o grupo OEAz (Figura 6, p < 0,001).

DGy gtk Sl
»SW ﬁit‘&' ‘ P

Figura 5. Fotomicrografias de secc¢des histologicas demonstrando a expresséo

imunohistoquimica do TNF-a no grupo controle e teste, respectivamente, em 3 dias (A e B) e 7
dias (C e D). Note positividade eminentemente citoplasmatica predominantemente em células
inflamatérias no tempo de 3 dias, e em células estromais (compativeis com fibroblastos,

histiocitos e células endoteliais) em 7 dias (LSAB, 400x).
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Figura 6. Marcacdo imunohistoquimica da intensidade do TNF-a pds tenotomia parcial em ratos
tratados com o OEAz em 3 e 7 dias. Teste Mann Whitney com mediana e erro padrdao da média;
no qual: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

5.4 Andlise dos Proteoglicanos Totais

No presente estudo, o azul de toluidina foi utilizado para identificacdo histoquimica de
proteoglicanos e glicosaminoglicanos na matriz extracelular (Figura 7). Em todos os tempos
experimentais da fase tardia de reparo (14, 30 e 90 dias) foi evidenciada forte coloracéo
histoquimica para o azul de toluidina, sugerindo presenca de conteldo expressivo de
glicosaminaoglicanas e proteoglicanas nos tecidos, que apresentaram nitido aumento

progressivo no teor destes constituintes ao longo do periodo experimental.

Além disso, a intensidade de marcacédo dos tecidos corados em azul de toluidina no
grupo OEAz foi significativamente maior que no grupo controle em 14 (p < 0,05), 30 (p < 0,05)
e 90 dias (p < 0,05) (Figura 8). De especial interesse foi a identificacdo, no tecido tendineo
corado em azul de toluidina, de células ovoides volumosas, com citoplasma amplo e rico em
granulacdes grosseiras metacromaticas (coradas em violeta), distribuidas irregularmente ao

longo dos tenddes, interpretadas como mastdcitos (Figura 9).
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Figura 7. Fotomicrografias de seccdes histologicas coradas em azul de toluidina destacando a
presenca de glicosaminoglicanas e proteoglicanas nos grupos controle e teste,
respectivamente, em 14 (A e B), 30 (C e D) e 90 dias (E e F) (azul de toluidina, 400x).
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Figura 8: Marcacdo da intensidade de Proteoglicanos totais através do Azul de Toluidina pés-
tenotomia parcial do tenddo do calcaneo em 14, 30 e 90 dias. Teste Mann Whitney com
mediana e erro padrao da média; onde: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 9. Fotomicrografias de secc¢@es histolégicas coradas em azul de toluidina destacando a
presenca de células ovoides volumosas com citoplasma rico em grénulos metacromaticos
grosseiros interpretadas como mastécitos nos grupos controle e teste em 90 dias (A e B) (azul
de toluidina, 400x).

5.5 Andlise das Fibras Elasticas

No presente estudo, a densidade de deposic¢ao, distribuicdo e arranjo das fibras elasticas
tendineas foram analisadas utilizando a técnica histoquimica de Weigert. Em todos os periodos
avaliados, as fibras elasticas se apresentaram como estruturas fibrilares escuras delgadas, por
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vezes ramificadas ou “em tufo”’, que se destacavam em meio ao tecido conjuntivo fibroso
(Figura 10). Nao foi observada diferenca significativa na andlise quantitativa das fibras

elasticas entre os grupos nos tempos 14 e 30 dias, apenas aos 90 dias (Figura 11, p < 0,05).

Figura 10. Fotomicrografias de seccdes histologicas coradas em Weigert destacando a
deposicdo de fibras elasticas (coradas em negro) nos grupos controle e teste, respectivamente,
em 14 (A e B), 30 (C e D) e 90 dias (E e F). Observe que estas exibem morfologia fibrilar
predominantemente curta e adelgacada, por vezes apresentando ramificacdes que, quando em
grande quantidade, conferiam as fibrilas um aspecto de “tufo”, com distribui¢cdo irregular no

tecido conjuntivo tendineo (Weigert, 400x).
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Figura 11: Marcacdo de intensidade das fibras elasticas através do Weigert Van Gieson pés-
tenotomia parcial do tenddo do calcaneo em 14, 30 e 90 dias. Teste Mann Whitney com

mediana e erro padrao da média; onde: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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5.6 Analise Imunohistoquimica da Decorina
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Figura 12. Fotomicrografias de sec¢Bes histoldgicas demonstrando a expressao
imunohistoquimica da decorina no grupo controle e teste em 30 dias (A e B) e 90 dias (C e D).
Note positividade em matriz extracelular sob a forma de estruturas fibrilares, delgadas e
onduladas, ora paralelas ora entrelacadas, bem como expresséo citoplasmética em células
endoteliais destacando a rede vascular madura neoformada (LSAB, 400x).
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Figura 13: Marcacdo de intensidade do proteoglicano Decorina em tenotomia parcial de
calcaneo tratado com dleo essencial da Alpinia zerumbet por 30 e 90 dias. Teste Mann Whitney

com mediana e erro padréo da média; onde: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

5.7 Anélise do Colageno

5.7.1 Tricrdbmico de Masson e Picrossirius

A técnica histoquimica do tricrémico de Masson foi utilizada para identificagdo das fibras
colagenas (coradas em azul) nas fases tardias do processo de reparo tendineo. Nos trés tempos
analisados (14, 30 e 90 dias) as fibras colagenas se apresentaram longas e dispostas em arranjo
uniforme e paralelo umas as outras. A intensidade da deposicao de fibras colagenas aumentou
substancialmente ao longo do tempo em ambos o0s grupos, os feixes exibindo aparéncia mais
delgada e delicada em 14 dias, e aumentando a densidade e espessura progressivamente até 90
dias (Figura 14). A andlise quantitativa demonstrou uma maior densidade de deposi¢éo de fibras

colagenas no grupo OEAz comparado ao grupo controle nos dias 14 e 90 (Figura 15, p<0,05)
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Figura 14. Fotomicrografias de secgBes histoloégicas coradas em tricromico de Massom
destacando a deposi¢do de fibras coldgenas (coradas em azul) nos grupos controle e OEAz,
respectivamente, em 14 (A e B), 30 (C e D) e 90 dias (E e F). Observe aumento progressivo da
colagenizacdo ao longo do tempo e a maior densidade de deposi¢cdo de fibras colagenas no

grupo teste comparado ao grupo controle em 14 e 90 dias (tricromico, 400x).
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Figura 15: Marcacdo da intensidade do colageno total, p6s tenotomia parcial do tendao
calcaneo em ratos, através do Tricrdmico de Masson do grupo OEAz e seu controle, em 14 (A),
30 (B) e 90 (C) dias. Teste Mann Whitney com mediana e erro padrao da média; onde: *p<0,05,

**p<0,01, **p<0,001.
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Figura 16: Marcacdo da intensidade do colageno tipo |, pés tenotomia parcial do tendao
calcaneo em ratos, através do Picrossirius em 90 dias. Teste Mann Whitney com mediana e erro
padrdo da média; onde: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

6. DISCUSSAO

A cromatografia do OEAz teve como principais contribuicdes individuais em termos de
area cromatografica de sesquiterpenos o Oxido de cariofileno (2,18%) e cariofileno (1,31%).
Todos esses compostos foram encontrados no 6leo essencial de Alpinia zerumbet, embora a
porcentagem de cada um possa variar em diferentes pesquisas. Como exemplo, o 6xido de
cariofileno foi o segundo maior composto (7,56%) apos terpinen-4-ol (37,45%) em outro 6leo
essencial brasileiro de Alpinia zerumbet (de Vitoria, Espirito Santo), enquanto o eucalyptol

(4,02%) foi 0 quarto composto em termos de porcentagem relativa da area cromatografica.

Murakami et al. (2009) encontraram 0 p-cimeno como principal componente do éleo
essencial (28,0%), enquanto o eucaliptol e o terpeno-4-ol apresentaram 17,9 e 11,9% da area
cromatogréfica relativa, respectivamente. O 6leo da Alpinia zerumbet é uma matéria-prima
promissora em termos de atividades biolégicas benéficas para vérias aplicacdes (CUNHA et al.,
2013). Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados em outros estudos com o OEAz
(SANTOS et al., 2011).

Na analise da intensidade inflamatéria em 3 dias observou-se diferenca significativa (p <
0,02) entre o grupo OEAz e o grupo controle, menor inflamacao foi encontrada no grupo OEAZ.
Os estudos de Juergens et al., (1998), confirmam estes resultados, utilizou-se o 1,8 cineol, que é
principio ativo do OEAz, e este, apresentou efeito anti-inflamatério mucolitico de vias aéreas,

observando-se agdo em mondcitos em pacientes com asma, com inibicdo de leucotrienos e
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prostaglandina 2, além da inibicAo na producdo de TNF-a, interleucina 1, leucotrieno 4 e

tromboxano.

Outras pesquisas apresentaram efeitos anti-inflamatérios que ratificam esta pesquisa
como os estudos de Koh et al. (2011) em que o terpeno 4-ol e o0 1,8 cineol mostraram atividade
inibitéria e vasodilatadora da histamina via dérmica. Khalil et al. (2004) demonstraram que o
terpeno 4-ol e o 1,8 cineol atuaram na diminuicdo da inflamacdo nos tempos 50, 60 e 70
minutos. Lee et al. (2010) descreveram os efeitos antiinflamatérios e antinociceptivos da Alpinia

em ratos com artrite.

Na figura 6 evidenciou-se diferenca significativa entre os grupos estudados em 3 e 7 dias
com relacdo ao TNF-a, o grupo OEAz apresentou menores quantidades da citocina. O TNF- a é
uma citocina pré-inflamatoria que potencializa a inflamacé&o. Seu aumento dificulta o processo de
reparo e a cicatrizacdo devido a potencializacdo da inflamacdo. Também é capaz de induzir
tendinites e processos degenerativos no tenddo, neste estudo os indices deram menores em
relacdo ao grupo controle, o que sugere menor inflamacdo e melhor processo de reparo do
tenddo (GAIDA et al., 2016; FORSGREN et al., 2012; SPANG et al., 2017).

Ma et al. (2017) relataram que a inibicdo do TNF- a pode proteger 0s estagios iniciais
da remodelagéo do tendéo, diminuir a inflamacéo e promover um melhor reparo tecidual, o que

confirma os achados desde estudo.

Os resultados deste estudo sédo também elucidados por Kozlovskaia et al. (2017) que
realizaram uma revisdo sistematica que mostrou a importancia dos biomarcadores como
instrumento de caracterizacdo das tendinopatias, dentre eles o TNF- a. GAIDA et al. (2012) e
JILL et al. (2016) também evidenciaram a influéncia do TNF- a no tendcito na formacédo da

tendinite, quanto maior a quantidade de TNF- a maior a chance de inflamacéo.

A figura 7 representa o indice de proteoglicanos totais em 14, 30 e 90 dias entre os
grupos estudados. O maior nivel deles foi encontrado no grupo OEAz com diferenca
significativa. Os proteoglicanos sdo componentes da matriz extracelular responsaveis pela
reducdo da inflamacdo e pelas caracteristicas ténseis do tenddo, portanto sua maior

quantidade no grupo OEAZz Ihe confere maior resisténcia e funcionalidade.

Huisman et al. (2014) notificaram que tendfes danificados apresentavam menor nivel
de proteoglicanos totais quando comparados a tenddes saudaveis. Ainda segundo Yoon et al.
(2005) e Halper et al. (2014) sédo os proteoglicanos que regulam a fibrilogénese do colageno,

ou seja, a formagéo e maturagdo do colageno, que, indiretamente regulam a funcdo do tendéo.
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Neste estudo a quantidade de proteoglicanos totais foi maior no grupo OEAz, que concorda

com os estudos acima citados.

Os estudos de Ansorge et al. (2012) demonstraram que 0 aumento de proteoglicanos
beneficia e acelera a cicatrizacdo do tendao, ratificando os resultados deste trabalho. A
utilizacdo de Oleos essenciais obtidos a partir das plantas, apresentam vasto beneficio sobre o
processo inflamatério, estudos como o de Santos Janior et al. (2017) também mostraram
semelhanca com este estudo, ao relatar que grupos tratados com o OEAz possuem menor
resposta inflamatéria do que os tratados somente com 0Oleo vegetal, 0 que corrobora para o

aumento significativo de proteoglicanos nesta fase do reparo tecidual.

A figura 11 representa a quantidade de fibras elasticas nos dois grupos estudados, na
gqual ndo houve diferenca estatistica entre 0os grupos nos tempos 14 e 30 dias, apenas houve
diferenca aos 90 dias. No tendao a quantidade de fibras eldsticas € minima, corresponde de 3
a 5% do seu peso Umido. Caso o tenddo possua uma grande quantidade de fibras elasticas ele
perde a sua resisténcia ténsil e aumenta em elasticidade, o que proporciona um maior numero

de lesdes devido a ruptura das fibras.

Ao passo que se esse tenddo nao tiver a porcentagem minima de fibras elasticas ele se
torna muito rigido e mais susceptivel a rupturas. Os resultados deste estudo corroboram os da
literatura e evidenciam uma quantidade fisiolégica de fibras elasticas o que confere maior
funcionalidade ao tend&o. Durante a reparagdo tecidual, parte do colageno tipo lll, elastico,
€ substituido pelo colageno tipo | que aumenta as caracteristicas ténseis do tenddo. Estudo
confirma estes resultados, ao mostrar que o fator transformador de crescimento (TGF-B)
consegue diminuir a expressao génica de pro-colageno tipo Ill e aumentar a expressao de
procolageno tipo I, influenciando na regulacdo das for¢cas mecénicas do tenddo (LABAT,
2015).

Segundo Labat (2015), o proteoglicano decorina € responsavel pelo aumento na sintese
de colageno e também atua como agente anti-inflamatério, promovendo uma melhor
cicatrizacdo, com menores perdas funcionais para o tenddo, o que ratifica os resultados

desta pesquisa.

Neste trabalho houve uma diferenca estatistica no grupo OEAz em relacdo ao grupo
controle evidenciando a maior presenca de decorina em 30 dias e ndo houve diferenca aos 90
dias. Os estudos de Ansorge et al (2012) afirmam que a decorina inibe o TNF- a, as citocinas
pro-inflamatérias, estimulam as citocinas anti-inflamatoérias e devem estar presentes na fase

fibroblastica da inflamacao, o que justifica seu aumento significativo aos 30 dias e ndo nos 90
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dias. Essa afirmacéo reforgca o presente resultado com a melhor resposta anti-inflamatéria

do grupo OEAz.

Os resultados deste estudo concordam com Lorda-diez et al. (2014) ao mostrarem que as
decorinas séo as principais proteinas ndo colagenosas da membrana extracelular. As mesmas
regulam o agrupamento e crescimento das fibras coladgenas para manter a estrutura da matriz
extracelular. Ainda no grupo OEAz houve uma maior quantidade de decorina em relagéo ao
grupo Controle. A quantidade de proteoglicano no tenddo pode variar dependendo dos
estimulos mecéanicos que este recebe e quanto maior esse estimulo melhor ficar4d a

qualidade do tendao.

Observou-se, na figura 15, uma maior quantidade de colageno total no grupo OEAz, nos
tempos 14 e 90 dias, este estudo assemelha-se ao de Geremias (2011) ao demonstrar que a
maior quantidade de colageno total no grupo OEAz aos 14 dias, fara diferenca no reparo pois
proporciona alinhamento e remodelagéo das fibras coldgenas, desta forma promove ao tendao
uma maior resisténcia tensil e ao cisalhamento, o que resulta em um tenddo com propriedades

biomecéanicas mais proximas do funcional.

Aos 30 dias ndo se observou diferenca entre os dois grupos e isso pode ser explicado
pelo fato de que nesse periodo € que se tem a maior deposicao das fibras colagenas. A maior
quantidade aos 14 dias modulara a cicatrizacéo aos 30 dias e aos 90 dias, no qual se observou
uma maior quantidade de colageno total no grupo OEAZ ja que o colageno sera o regulador da
funcdo desse tenddo e devolverd a ele as suas fungbes mecénicas de resisténcia ténsil e
elasticidade (LUNDING et al., 2014).

A figura 16, mostra maior intensidade de colageno tipo | no grupo OEAz quando
comparado ao grupo controle. O colageno tipo | deve ser o prevalente na estrutura
morfolégica do tenddo (95 a 98% do peso Umido), € dito que ele proporciona a estrutura
ténsil, a forca e a resisténcia; contudo, sdo necessarias quantidades minimas de colageno
tipo Il (3 a 5% do peso Umido) para dar a viscoelasticidade do tendao, que ratifica os
resultados aqui encontrados (ANSORGE et al., 2012; LUNDING et al., 2014).

Os estudos de Freedman et al., (2014) e Huisman et al., (2014) assemelham-se a esta
pesquisa ao demonstrarem que o tend&o calcaneo é formado de 95 a 98% desse mesmo do
colageno tipo |, o qual concede a resisténcia e a rigidez e de 3 a 5% de colageno tipo lll, que

propicia a elasticidade.
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Os estudos de Labat (2015) confirmam os resultados apresentados pelo grupo OEAz
desta pesquisa, ao afirmarem que o aumento do colageno tipo Il pode causar uma
diminuicBo da resisténcia a tracdo e sua diminuicdo confere ao tenddo uma rigidez

excessiva que difere da biomecéanica normal do tendao.

O tendao sadio tem a capacidade de controlar cargas unidirecionais, por isso suas
fiboras sdo arranjadas em paralelo. Ele deve ser bem rigido a tracdo, a0 mesmo tempo
possuir pequena resisténcia a compressédo ou ao cisalhamento. A substituicdo do colageno
tipo Ill para o tipo | aumenta as caracteristicas ténseis do tenddo, o que também foi
evidenciado neste estudo (KELLER et al., 2011).

7.CONCLUSAO

Concluiu-se que o 6leo da Alpinia zerumbet influenciou positivamente o processo de
reparo tecidual p6s tenotomia parcial do tendao calcaneo em ratos, nas fases inicial e tardia. A
modulacéo dos fatores pr6 e antinflamatérios, a otimizacéo da cicatrizacao, a restauracao das

propriedades biolégicas resultaram em um tenddo com melhor funcionalidade.

Sugerem-se novos estudos com maior nimero de grupos incluindo: grupo sem leséo e
grupo Scham; grupo com uso de antiinflamatérios esteroidais e nao-esteroidais, além da
analise de novas variaveis como: fatores de crescimento, interleucinas, citocinas e
metaloproteinases, no sentido de elucidar os mecanismos fisiolégicos existentes para a

resposta alcancada de melhor cicatrizacdo do tendao.
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