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AVALIACAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DO OLEO
ESSENCIAL DA Alpinia zerumbet NA MIOSITE INDUZIDA
POR CARRAGENINA NO TECIDO MUSCULAR DO
GASTROCNEMIO EM RATAS

RESUMO

As miosites se caracterizam pela inflamacdo continua e/ou repetitiva de um ou mais
musculos que leva ao individuo limitagbes em suas atividades de vida diaria. Classificam-se
em Polimiosites e Dermatomiosites. Com o objetivo de avaliar o efeito anti-inflamatério da
Alpinia zerumbet ante a estes processos inflamatérios. O estudo é genuinamente
experimental com abordagem analitica quantitativa. Foram utilizadas 96 ratas adultas
pesando entre 200-300g. As ratas receberam para inducdo da inflamacéo carragenina
Lambda na dosagem de 10 mg/kg. Foram agrupadas em igual quantidade nos seguintes
grupos: Shan, Controle, Dexametasona e Alpinia. Cada grupo foi subdividido em 30, 60, 120
minutos e 24 horas e neles avaliados os testes comportamentais ( Paw print test, teste
Basso,Beattie e Bresnaham e teste de caminhada) e em seguida submetidas a avaliacdo
histologica e sua qualificacdo. Nos testes funcionais, quando verificada as passadas e a
rotacdo para 24 horas, OEAz x Dexa para p<0,05 e OEAz x Dexa para p<0,01,
respectivamente. No estudo histolédgico, tanto o dexametasona quanto o 6leo essencial da
Alpinia zerumbet, conseguiram reverter totalmente a miosite, apos 24 horas.

Palavras-chave: Alpinia; inflamacé&o; miosite, gastrochémio

Vi
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AVALIACAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DO OLEO
ESSENCIAL DA Alpinia zerumbet NA MIOSITE INDUZIDA
POR CARRAGENINA NO TECIDO MUSCULAR DO
GASTROCNEMIO EM RATAS

ABSTRACT

Myositis is characterized by a continuous or repetitive swelling of one or more muscles that
produce limitations to the individual in his daily life activities. Those are classified as
Polimiosoties and Dermatomiosoties. With the objective of evaluating the anti-swelling effect
of the Alpinia zerumbet on such swelling processes. The study is genuinely environmental
and carries an analytical quantitative approach. 96 adult female rats were used and they
weighted between 200-300 grams. The rats received Carragenina Lamb of 10 mg/kg doses
to induce the swelling. They were grouped in equal amount in the following groups: Shan,
Control, Dexamethasone and Alpinia. Each group was sub divided into 30, 60, 120 minutes
and 24 hours and on them, behavioral tests (Pawprint Test Basso,Beattie e Bresnaham and
walking test) and following to them, they were submitted to a histological and its qualification
evaluation. On the Functional tests, once verified the steps and the rotation for 24 hours,
OEAZz x Dexa for p<0.05 and OEAz x Dexa for p<0.01, respectively. As far as the histological
study, as much as the dexamethasone, the essential oil of Alpinia zerumbet were able to
totally revert the myositis, after 24 hours.

Keywords: Alpinia; inflammation; myositis; gastrocnemius.
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1. INTRODUCAO

As miopatias inflamatérias se caracterizam por serem um grupo variavel de
doencas, com alteracbes do sistema muscular que levam o individuo a dificuldades e
limitagbes tanto em suas atividades de vida diaria como das laborativas. Sao reconhecidas
através dos subtipos: Polimiosites (PM) e Dermatomiosites (DM), podendo ser primarias ou
secundarias a outras patologias, como por exemplo, neoplasias. Podem afetar pessoas em
todas as épocas da vida como também ambos o0s sexos, porém com maior prevaléncia em
mulheres (2:1) e nas faixas etérias entre 5 e 15 anos e 45 e 60 anos (SOLOMON; SWIGRIS;
BROWN, 2011).

A inflamacéo, principal evento biolégico ou patolégico das miosites, da-se por uma
resposta dos tecidos vascularizados a agressdes que podem vir de agentes internos
(reacdes de defesa) e externos (lesGes e/ou traumas), gerando uma série de eventos
complexos em cascata, essenciais para que o organismo mantenha seu equilibrio. E um
processo que visa eliminar o agente agressor e eliminar produtos resultantes da destruicao

celular (PIVA et al., 2011).

Os tratamentos medicamentosos preconizados nas miopatias inflamatérias por
vezes ndo sdo satisfatérios, haja vista a quantidade de sintomas e repercussées no
organismo decorrentes desta patologia. O uso dos antinflamatérios corticéides e
imunosupressores preconizados, ainda ndo proporcionam uma eficicia total, além disso,
causam efeitos adversos ao organismo com seu uso prolongado. E sabido também que a
falta de critérios diagnésticos bem estabelecidos e as variacdes da sintomatologia com seus
padrBes individuais, dificultam uma padronizacdo do tratamento farmacolégico e

conseglentemente a eficicia do tratamento (TAN et al., 2009).

Neste contexto surgem as plantas medicinais que séo bastante utilizadas por serem
uma alternativa eficiente, vem sendo administradas, por vezes, empiricamente, porém sao
também objeto de estudo de véarias pesquisas e muitas jA& com comprovacdo e
fundamentagéo cientifica e outras tantas em continuas pesquisas para sua utilizacdo de

maneira segura pela populagéo (VICTORIO et al., 2009).
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A Alpinia zerumbet € uma planta herbacea, da familia Zinguiberaceae, em que
seus principais constituintes sdo, oS mono e o0s sesquiterpenos. Destes, os de maior
concentracao incluem; o terpeno-4-ol, 1,8 cineol, rutina e dois derivados glicosidicos do
Kaempferol (VICTORIO, 2009). Segundo autores como Khalil et al. (2004) e Koh et
al.(2002), o terpeno-4-ol e o 1,8 cineol, tem atividade antiinflamatéria, baseando esta
pesquisa.

Em vista disso, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito do 6éleo
essencial da Alpinia zerumbet, através de caracteristicas derivadas de estudos
comportamentais e histomorfolégicos apés a indugcdo da miosite no gastrocnémio de ratas,
uma vez que os tratamentos medicamentosos atuais, em decorréncia das grandes variacdes
de sintomatologias, ainda ndo conseguem reverter completamente o processo inflamatério
da doenca, abrindo-se a partir dai a necessidade de novos produtos que possam agir mais
satisfatoriamente ante as miosites. O artigo foi enviado para a revista Revista Brasileira de
Medicina do Esporte — RBME cujo qualis na area interdisciplinar € B1. Em anexo se

encontram as normas para preparar o manuscrito.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1.  MIOPATIAS INFLAMATORIAS

Miopatias inflamatdrias (MI) constituem um grupo diverso de sindromes em que a
caracteristica principal é a inflamacado persistente dos musculos proximais, associada a
elevacao sérica de enzimas musculares em todas as suas formas de acometimento com
significante perda da mobilidade na regido afetada. S&o geralmente relatadas como
idiopaticas e potencialmente trataveis (PANDY; COLEY; WEDDERBURN, 2012).

As miopatias classificam-se em: Dermatomiosite, Polimiosite e a Miosite por
inclusdo, as quais possuem caracteristicas clinicas, histoldgicas, imunolégicas e
demograficas Unicas. Também podem ser diferenciadas, em seus 3 tipos, por alteracées
decorrentes do sistema imunoldgico ou pelos comprometimentos reumaticos, uma vez que
causam sintomatologia semelhante as doencas reumaticas. Novos critérios de diagnéstico
sdo essenciais para diferencia-las e para excluir outros distlrbios que podem estar
associados ou serem precursores destas patologias como, por exemplo, neoplasias
(DALAKAS; HOHLFELD, 2003; MASTAGLIA, HILTON-JONES, 2007).

A etiologia das miopatias inflamatérias ainda é desconhecida. Ha descri¢cdes de
associacdo com antigenos de histocompatibilidade, agentes ambientais e autoimunidade
com reacdo inflamatéria tecidular, vasculite associada com a presenca frequente de
autoanticorpos e evidéncia de motoxidade mediada por células T ou microangiopatia
mediada pelo sistema complemento, além da associacdo constante com outras doencas
auto-imunes. A incidéncia anual de dematomiosite(DM) e polimiosite (PM) é de 10 casos por
1 milh&o de individuos. A incidéncia em mulheres é maior do que em homens, numa
proporcéo estimada de 2:1, onde ocorre o surgimento da doencga entre 5 — 15 anos de idade
e entre 45 — 65 anos. Sendo mais comum na infancia a dermatomiosite (FIRESTEIN;
KELLEY, 2009).
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A relativa semelhanga clinica das miosites, combinada com os achados
potencialmente sutis podem levar a um atraso no diagnostico, sendo um complicador do
diagnostico precoce e consequentemente para uma melhor resposta ao tratamento. Na
infancia, as miopatias inflamatérias idiopaticas sdo um grupo de doencgas multissistémicas
raras, mas graves, porém, observadas em apenas 5% dos casos, mostrando a

heterogeneidade entre idade inicial e as miosites (DANKO, 2004).

A forma como a doenca cursa € variavel. Normalmente os pacientes sdo tratados
com glicocorticoides e obtém-se resultados por vezes satisfatérios, principalmente os com
DM. Por conseguinte, identificam-se outros padrfes evolutivos com um periodo de remisséao
inicial que se segue de um ou mais episédios de recidiva, curso monociclico ou refratario ao
tratamento usual (MILLER; RUDNICKIAS, 2004).

Existem fatores de mau prognéstico que podem ser destacados no diagnéstico
inicial em idosos; grau avancado de fraqueza muscular no momento do diagnéstico,
disfuncdo da musculatura respiratéria, presenca de disfagia, demora no inicio do tratamento
apés seis meses do inicio dos sintomas, comprometimento pulmonar (doenca intersticial
pulmonar) ou cardiaco (miocardite) e associacdo com neoplasia (SOLOMON; SWINGUSJ;
BROWN, 2010). As miosites ainda ndo sdo bem entendidas e seu diagnéstico, por vezes, é
falho ou mal elaborado, levando ao inicio tardio do tratamento. Além disso, os tratamentos
farmacoldgicos ndo tem mostrado resultados satisfatérios com relacdo a patologia em
guestdo (MACHADO; BRADY; HANNA, 2013).

A principal manifestacdo é a fraqueza muscular proximal e simétrica em cinturas
escapular, pélvica e regido cervical, levando a limitacées e alteracdes na marcha, maior
gasto energético para realizacdo de simples movimentos das atividades de vida diaria que
conseglentemente gera fadiga muscular persistente e limitante. As miopatias compartilham
muitas semelhancas, podendo se apresentar de forma aguda, subaguda ou crénica. Estas
também compartilham um grau variavel ao exame especifico de creatina quinase (CK) e de
infiltrados inflamatérios além de uma alterac@o inespecifica e anormal ao eletromiograma
gue demonstra uma miopatia irritativa, porém sem alteragbes na conducdo nervosa
(TRANSLEY; BETTERIDGE; MCHUGH, 2013).
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Em estudo recente, Castro (2012) classificou como principais manifestacdes
encontradas nas miosites: febre, miosite, disfuncdo intestinal, Fenbmeno de Raynaud,
artrites inflamatérias e alteragbes nas maos, sendo que 90% dos pacientes estudados
desenvolveram as miosites, 50% inflamagdo nas articulacbes, em 40% observou-se o
Fendmeno de Raynaud e 30% com afeccédo nas maos. Apenas 20% desenvolveram quadro
febril.

Com relagcdo ao sistema muscular, nas Polimiosites e Dermatomiosites, em que
encontra-se o duplo processo inflamacéo e alteracdo do sistema auto-imune. O Monofosfato
de Adenosina deaminase 1 (AMPD 1) que é uma enzima envolvida no catabolismo de AMP
(monofosfato de adenosina) em monofosfato de iosina (IMP) e NH3, liberando assim energia
para o processo de contracdo muscular. Esta enzima, em mais de 50% dos casos de DM e
PM, encontra-se deficiente, levando a déficit de energia muscular com perda da mobilidade
e fadiga tao tipicas nas musculaturas acometidas por estas patologias (PANDY; COLEY;
RAYAVAPARU, 2012).

Solomon; Swigris; Brown, 2011 em estudo no Interstitial Lung Disease Program e
no Autoimune Lung Center em Denver (EUA), verificou que em 5% de pacientes com
PM/DM, a fraqueza muscular respiratdria, levou a uma hipoventilacdo, resultando em
atelectasia e se tornando um fator complicador da pneumonia. Além disso, refere que
complicacdes decorrentes de pneumonias secundarias ao déficit muscular séo responsaveis

por ébito em 17% dos pacientes acometidos por PM ou DM.

Nestas patologias musculares ha o acumulo de exsudados inflamatérios de
intensidade varidvel dentro do fasciculo muscular. Embora apresentem semelhancas, as
miopatias inflamatérias idiopaticas sdo um grupo heterogéneo. A sindrome de sobreposicao
(SS) refere-se a associagdo de PM (Polimiosite)y DM (Dermatomiosite), ou NM
(Neuromiosite) com doengas do tecido conjuntivo, como esclerodermia ou lupus eritematoso
sistémico (TAN et al., 2009). Além de anticorpos antinucleares (ANA elevados), pacientes
com SS podem apresentar uma maior fraqueza proximal nos bragos do que nas pernas,
levando a um aspecto parecido com o padrdo observado em algumas distrofias musculares
(DIMACHKIES; BAROHN, 2012).

Gunawardema, Betteridge e Machugh, 2009, relatam que a DM se diferencia da PM
pelo acometimento cutdneo. As papulas de Gottron sdo consideradas patognombnicas de
DM. Séo bolhas réseas ou violaceas localizadas nas superficies extensoras das articulagdes

interfalangeanas e metacarpofalangenas, cotovelos, joelhos e maléolo medial. O sinal de
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Gottron é um eritema macular com a mesma distribuicdo das papulas de Gottron. O
heliétropo, caracterizado por lesdes eritematosas ou violdceas nas palpebras superiores é
outro sinal tipico (CARSTENS; SCHIMIDT, 2013). Além destes, sdo observadas manchas
ou placas eritematosas desencadeadas por foto-exposicdo com distribuicdo caracteristica
no térax superior, ombros e dorso (sinal do xale), e/ou pescoco e térax anterior em "V" (sinal
do decote). Fissuras e descamacao podem ocorrer nas polpas digitais dos quirodactilos, e
séo referidas como “méaos de mecanico” (HENGSTMAN; HOOGEN; ENGELEN, 2009).

Além disso, a dermatomiosite esta associada a um maior risco de malignidade em
relacdo as outras miosites inflamatorias, nestes casos 0 acometimento pode ser apenas
uma sintomatologia decorrente das alteracdes provocadas por alguns tipos de canceres,
sendo definida a partir dai como uma sindrome para-neoplasica. As neoplasias do ovario,
pulmdo e colorretal sdo as mais freqientemente associadas (CASTRO; BARROSO;
PARENTE, 2012).

As dermatomiosites incluem ligacbes de complexos imunes as células endoteliais
com a consequente ativacdo do sistema complemento (Membrana attack complex — MAC),
levando a agressao das células envolvidas provocando necrose local. Esta necrose diminui
a irrigacdo sanguinea, provocando atrofia e retracdo perifascicular, limitando a acéo
muscular (NISTALA; WEDDERBURN, 2013).

Nistala e Wedderburn (2013) relatam em recente estudo que h& um fator genético
ligado as miosites. Foi detectada a intermediacdo do processo inflamatério pelo Fator
nuclear Kappa B (NF-KB), em exames realizados nos pacientes adultos e criancas,
juntamente com um decréscimo da atividade do inibidor do Kappa B (IKBL), sugerindo uma

desordem genética como fator desencadeante das miosites.

Na biopsia muscular realizado no individuo acometido por PM ou DM, exame este
preponderante para diagnostico das miosites, sdo encontrados infiltrados celulares
compostos de macrofagos e células T CD8. Estas células podem envolver ou até mesmo
invadir células nao necroticas, diferenciando assim da dermatomiosite. Na PM o meio
inflamatorio incluem a participagdo de citocinas (IFN-y, IL-6, IL-B, TNF-a e TGF-B),
guimiocininas como IL-8, CCL-2, CCL-3, CCL-4, CCL-5, CXCL-9 e CXCL-10 que contribuem
para a inflamacéo local e sdo estimulos para atrair células imunes. Além disso, mediadores
inflamatérios sdo encontrados em grande quantidade no tecido inflamatério, sdo eles: TGT-
B, MHC-I, IL-1B e CCL-3 (DANKO, 2004; CARSTENS; SCHIMIDT, 2013).
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Com relagdo aos achados bioquimicos em pacientes com PM e DM, observa-se a
positividade do fator antinuclear (FAN) em 80% dos casos. Ja em 30%, dos casos, 0S
individuos estudados possuem auto-anticorpos especificos (Anti-Jo-1, anti-PL-12, anti-EJ e
anti-Mi-2). Alteracdes na desidrogenase latica (DHL), na Transaminase glutamico-
oxalacélica (TGO) e aldolase, também sé@o achados importantes para o correto diagndstico
(DANKO, 2004).

2.2.  INFLAMACAO

A inflamacdo é uma acdo de resposta do organismo diante de agressdes de
diversas origens tais como: toxinas, substancias causticas, tecido necrotico, traumas
mecéanicos diretos ou indiretos, radiacdes, entre outros. Ocorre a liberacdo de adrenalina e
corticoesteroides, com elevacdo da pressado sanguinea, da freqiiéncia cardiaca e dilatacao
de brénquios e pupilas. Ha entdo uma cascata de extravasamentos de proteinas
plasmaticas e leucécitos, com o objetivo de agir local e sistemicamente para reverter ou

minimizar a lesdo sofrida (PELED et al., 2000).

O aumento da permeabilidade ocorre pelo acimulo excessivo de histamina, 6xido
nitrico (NO), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e de outros mediadores.
Esta alteracdo vascular possibilita 0 extravasamento, o influxo de elementos intravasculares
para o espaco extravascular (ARROYO; IRUELA-ARISPE, 2010).

O processo inflamatério trata-se portanto de um mecanismo de defesa, mas pode
ela propria ser uma doenca ou as vezes ter efeitos clinicos indesejaveis. Doencas auto-
imunes, artrite reumatoide e reacdes de hipersensibilidade, sdo alteracdes com base nos
fendbmenos inflamatérios. Na meningite aguda, por exemplo, a inflamacao lesé@o cerebral que
sdo mais graves do que as alteragcbes causadas apenas pelas bactérias. A propria
reparacdo pode resultar em cicatrizes que podem afetar a estética e a fisiologia dos tecidos,
como as articulagées e musculos( SCHAIBLE; GRUBB, 1993; LAMANO, 2008).

A principal etiologia da inflamagé@o é sem duvida a invasdo por microorganismos,
entretanto qualquer agente nocivo ao organismo pode provoca-la; ex.:. calor, frio,
traumatismo, substancias quimicas, energia radiante, estimulos elétricos. Mais ainda,
guando qualquer destes agentes provoca a morte tecidual, as substancias liberadas sdo

prejudiciais e aumentam o processo inflamatério (DWORKIN, 2008).
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De uma maneira geral na inflamacdo h& reagbes humorais e celulares para se
contraporem aos efeitos prejudiciais do agente agressor. Tém-se a alteragdo no numero de
células envolvidas e febre, sendo um mecanismo fundamental para limitacéo do local, dando
inicio a cicatrizacdo e reparos teciduais primarios (DWORKIN, 2008). Qualquer que seja a
causa, 0s aspectos basicos da inflamacgéo sdo geralmente os mesmos. Deve ser ressaltado
também que a inflamacdo € um processo dinamico, sofrendo constantes modificaces.
(PIVA et al., 2011).

E importante realcar que, ndo ha linha divisoria entre inflamacdo e reacéo
imunolodgica. Na realidade, ocorrem concomitantemente fazendo parte do mesmo processo.
Na inflamacgéo aguda, a interacdo entre fendmenos imunolégicos e ndo imunolégicos pode

ser menos evidente, sendo pronunciada na cronica (JI et al., 2009).

A resposta inflamatéria além de combater o agente agressor, busca eliminar os
produtos restantes da lesdo dos tecidos, com o objetivo de inferir meios para
recuperacao/reparacéo do tecido lesado, com o fim de reestabelecer a estrutura e funcéo do
tecido acometido ou agredido (LOPES-MARTINS, 2007).

Os neutrdfilos sdo as células que chegam primeiramente ao foco inflamatério na
inflamacdo aguda. Este recrutamento dos leucécitos para o local da lesédo se da em varias
fases em que séo envolvidos: o rolamento, adesédo ao endotélio, transmigracdo e migracao
nos tecidos intersticiais em direcdo ao estimulo quimiotatico, os quais sao impulsionados por
gradientes quimiotaticos em que reconhecem e fagocitam o agente agressor (ARROYO;
IRUELA —ARISPE, 2010).

Para o inicio, andamento e supressdao do processo inflamatorio, véarias células
agem com o objetivo de reequilibrar e defender o organismo de agentes endo ou exégenos
gue o agridem. Com suas formas e func¢des especificas agem simultdneamente para tentar
debelar o processo e defender o organismo dessas alteragbes. Sdo elas: Fibroblastos,
mastécitos, macrofagos, eosindfilos, célula gigante mononucleada e plasmdcitos (PIVA et
al., 2011).

7

A resposta inflamatoria € um importante sinal de véarias doencgas, carecterizados
pelo recrutamento de leucdcitos para o sitio inflamatorio e também pela producgéo tanto de
mediadores pro-inflamatérios, por exemplo, os leucotrienos, prostaglandinas, citosinas pré-
inflamatorias IL-1B e o fator de necrose tumoral (TNF)-a, quanto pela produgéo de
mediadores anti-inflamatérios como a interleucina 10 (IL-10) (PETERS et al., 2006). Vale

destacar que a ciclo-oxigenase (COX)-2, age como enzima-chave que exerce funcgéo
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fundamental na regulacdo da formacdo das prostaglandinas (PG), oriundas do acido
aracdénico (A.A) (NAKANISHI; ROSENBERG, 2012).

O primeiro evento da cascata inflamatéria é a contracdo arteriolar transitéria que
estimula a liberacdo de mediadores quimicos, como prostaglandinas, os quais dao inicio a
dilatacao subseqiente das arteriolas e levam a hiperemia ativa, além de estarem envolvidas
na patogénese da dor e da febre (JI et al, 2009).

Simultaneamente, outros mediadores quimicos como histamina, bradicinina,
leucotrienos, entre outros, levam ao aumento da permeabilidade das vénulas com a
conseqliente exsudacado de um liquido plasmatico rico em proteinas — formacédo do edema.
(WULLAERT, BONNET, PASPARAKIS, 2010; COX, 2002).

Lamano (2008) relata que edema inflamatério mediado pela histamina é imediato e
de curta duracdo (resposta imediata transitéria), atingindo um pico por volta de 5 a 10
minutos e diminuindo rapidamente a partir desse tempo. O aumento de permeabilidade
decorre da contracdo das células endoteliais das vénulas, provavelmente por serem o0s
vasos com maior quantidade de receptores para este mediador. Outros mediadores também
provocam contracdo das células endoteliais de vénulas e aumento de permeabilidade,
porém o edema resultante apresenta algumas diferencas no tempo de instalacdo e na

duracao.

O edema retardado prolongado tem uma laténcia entre a agresséo e sua instalacao
e uma duracdo de varias horas ou mesmo dias. A agressao térmica moderada provoca
edema apo6s 15-75 minutos, que atinge o0 maximo apés 4 horas e tem duracéo total de cerca

de 8 horas, sendo mediado muito provavelmente pela bradicinina (LAMANO, 2008).

Segundo Maranhdo (2008), o edema pode também instalar-se subitamente e
manter-se por tempo prolongado, chegando a permanecer por varios dias (resposta
imediata mantida), em situacdo de agressdo grave (queimadura severa, algumas toxinas
bacterianas) que ocasiona necrose das células endoteliais de capilares, vénulas e arteriolas.
Nesses casos, 0 edema dura 0 tempo necessario para o trombosamento ou o reparo das
paredes vasculares. Esses padrées de edema inflamatério constituem modelos
experimentais e devem coexistir em muitas respostas inflamatérias humanas, nas quais ha

uma gradacéo de gravidade a partir do local da agresséao.
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Concomitantemente a formac¢do do edema, ha o deslocamento dos leucocitos &
regido agredida. Os leucdcitos representam papel fundamental na defesa do organismo com
funcdo de fagocitar ou produzir substancias nocivas aos microorganismos e tecidos
necréticos. Os neutrdéfilos, mondcitos, linfocitos e eosindfilos chegam ao local lesionado
através da corrente sanguinea, também como objetivo fundamental de proteger o organismo
de agentes invasores poés-lesdo. Estas células foram objeto do estudo histolégico deste
trabalho com o objetivo de mensurar o processo inflamatério (J1 et al., 2009).

Na fase proliferativa ha a multiplicacdo de fibroblastos que sao responsaveis pela
organizacdo das fibras colagenas (AMADEU et al. 2003). Os tecidos de granulacdo
formados a partir, principalmente, dos fibroblastos que juntamente com
glicosaminoglucanos, fibronectina e colageno, realizam também a debridagdo e
remodelamento fisiolégico (HILDEBRAND, 2005).

Gabbiani (2003) refere que ao novo tecido de granulagdo, acopla-se a
angiogénese, através de brotamento endotelial. Fato este importante para a nutricdo e
manutencdo do tecido neoformado. Com a fase de epitelizacdo dar-se o encontro das
bordas da lesédo, através do processo mitotico e de hiperplasia do epitélio (POEHLMANN et
al. 2012). Ja na fase de contracdo, estabelece-se 0 movimento do tecido ja formado e ndo a
sua producéo (PELED et al., 2000).

Hildelbrand (2005) relata que na remodelagem ocorre o aumento da forca de
tensdo, diminuicdo da cicatriz e reducdo do eritema, além de redirecionamento das fibras
colagenas e reabsorcdo de agua. A neovascularizacao diminui, e tardiamente a cicatriz é
considerada avascular. Uma cicatriz normal tem aproximadamente 80% da forca de tenséo
da pele normal, ndo é volumosa e é plana (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM,
2003).

Deste modo, apesar do processo inflamatério ser um mecanismo de defesa do
organismo geralmente benéfico, ndo é incomum a ocorréncia de efeitos adversos que se
persistirem podem levar a lesdes teciduais por vezes definitivas, provocando como no caso

das miosites, perda de fungdo com fraqueza muscular associada (DWORKIN, 2008).
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2.3. MODELO DE INFLAMACAO POR CARRAGENINA

A carragenina € produzida a partir de algas da espécie Rhodophytas. Sendo um
grupo complexo de polissacarideo e repetidos monémeros de galactose (CAMPO et al.
2009). Divide-se em: lota (YY), Kappa (k), Lambda (A), Mu (u), Nu(v) e Theta (Q). A
carragenina Lambda, objeto deste estudo, é utilizada como agente indutor do processo
inflamatorio sendo que seu pico de acdo se da entre 2-4h se prolongando por 1 a 2 dias
(CICALA et al.,2007).

O modelo inicial data de 1962 e foi descrito por Winter e colaboradores. Uma
injecao local inicia uma resposta imediata com invaséo local de macréfagos e proliferacao
de fibroblastos (MOLLER; BERGE; HAMERS, 2008). Os sinais cardinais da inflamacéo pds-
aplicacdo da carragenina sdo: edema, hiperalgesia e eritema que se desenvolvem

imediatamente apos a aplicacdo (MORRIS, 2003).

Segundo Pinniger, Lavin e Bakker (2012), a fraqueza muscular associada a muitas
doencas crbnicas tem sido atribuidas ao efeito catabdlico de citocinas pré-inflamatorias
como é o caso da carragenina. Afeta diretamente a funcdo contratil e provoca fraqueza
muscular e inflamacéo local, podendo contribuir para o enfraquecimento observado em
desordens inflamatorias como nas Polimiosites e Dermatomiosites. Refere ainda, em seu
estudo, a utilizacdo na dosagem de 10 mg/kg que conseguiu promover o referido processo

inflamatorio.

As fases sdo atualmente aceitas na inflamacao induzida por carragenina: a primeira
mediada por histamina e 5-hidroxithiptamina, ocorre na primeira hora; a segunda por
cininas, em especial a bradicinina, iniciando suas atividades de 1 a 2 horas apoés a aplicagéo
e da terceira hora em diante, a Ultima fase, caracterizada pela producdo de prostaglandinas,
notadamente a prostaglandina E. Com este modelo pode-se avaliar as varias etapas que
ocorrem no processo inflamatorio e, a partir disso, testar alteracdes motoras e histologicas
em diferentes momentos como também avaliar a acdo de novos medicamentos diante de
qguadros inflamatérios que se apresentem em diferentes situacdes e etiologias (CAMPO et
al., 2009).
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2.4. Alpinia zerumbet

As plantas tém sido utilizadas pela humanidade como base para varios
medicamentos e em experimentos diversos. Estima-se que mais de 70% dos medicamentos
derivados de plantas foram desenvolvidos com base no conhecimento e utilizagéo popular
(CALIXTO, 2000). A Organizacdo Mundial da Saude estima que 80% da populacdo deste
planeta se utiliza de plantas medicinais como medicamentos caseiros além da medicina
tradicional que detém remédios oriundos de algumas destas plantas. Somente o Brasil
possui cerca de 60.000 espécies de plantas, o que corresponde a cerca de 20% de toda a
flora (GARCIA, 1995; VIEGAS et al., 2006).

Originaria da Asia e trazida para o jardim botanico do Rio de Janeiro no século XIX,
a espécie Alpinia zerumbet, também conhecida como Alpinia speciosa é chamada
popularmente de “colénia”, “flor de redencao”, “bastao do imperador” e “agua de alevante”
(SILVA; OLIVEIRA; ARAUJO, 2008). E uma planta herbacea, robusta e perene com colunas
de 2 a 3 metros de altura, lisa e verde com folhas oblongas e pontudas. Além de alternadas
sdo completas e simples, com base aguda e margem inteira. Suas flores sdo alvas com
lacinios réscos no 4pice, dispostas em cachos grandes levemente aromatizadas, sendo o
fruto em formato de capsula (KRIECK et al., 2008).

Sendo o maior género da familia Zinguiberaceae, a Alpinia zerumbet tem como
constituintes quimicos: alcaloides, flavondides, catequina e epicatequina e como principais
componentes dessa espécie S840 0S mMonos e sesquiterpenos com maior concentracdo de
1,8 cineol e terpeno-4-ol (PRUDENTE et al., 1993; VICTORIO et al., 2009).

Santos et al., 2000, relata que os principais monoterpenos encontrados na Alpinia
foram o terpeno-4-ol (37,62%) e 1,8 cineol (17,58%), além desses o gama terpinen (11,77%)
e o0 para-cimene (10,67%) e outros com porcentagem abaixo de 4,68%. Segundo Cal (2006)
O terpeno-4-ol que é uma numerosa classe variada de hidrocarbonetos, apresentou melhor
absorcéo, além de melhor resultado da utilizagdo de solugéo oleosa em relagdo a emulséo e
hidrogel, os quais foram bem utilizados como veiculos, sendo os valores de absor¢do de 90
microg/cm2 e 60 microg/cm? em emulsdo e 5 microg/cm?2 em hidrogel, em dose de 0,75%
p/p. O tempo de melhor absor¢éo foi de 1 hora, para farmacos e cosméticos por via dérmica.
A absorcéo desses terpenos aplicados pelo corpo tem percentagem de 10% a 20% (CAL,
2006; GUENTHER, 2008; LIAO et al.,2012).
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Quando utilizados os principios ativos do 6leo de Alpinia zerumbet foram
observados: atividade relaxante de duodeno, onde o terpeno-4-ol, quando administrado na
dose de 60 mM inibe a sua contracdo fasica, provavelmente pelo antagonismo de calcio
dependente, relatados por Liao et al., (2012) e acdo anti-inflamatéria e redutora da
substancia P, segundo Juergens et al. (1998). Além disso foi constatado o 1,8-cineol com
efeito anti-inflamatério de vias aéreas, evidenciados em estudos realizados por Santos et al.
(2000), Koh et al. (2002) e Cal (2006).

Mendonca et al, (1991), em pesquisas pré-clinicas demonstrou varios resultados: A
dose letal (DL50) do extrato hidroalcodlico foi observado na dose de 10g/kg. A DL50 e a
dose minima néo letal (DMNL) nao apresentou efeito toxico ou irritante. O extrato aquoso
foi praticamente atoxico. Em pesquisa, onde o tempo de indugéo e o tempo de duracdo do
sono, foram estudados, observou-se um aumento do tempo de sono nos animais. O
terpeno-4-ol, em pesquisas pré-clinicas apresentou efeitos anti-inflamatérios e redutor da
substancia P que é responsavel pelo controle da dor na medula espinhal (KHALIL et al.
2004).

Importante efeito inibidor da inflamacéo foi atribuido ao terpeno-4-ol e ao 1,8 cineol,
através de estudos realizados por Koh, (2002) e Khalil et al., (2004), através de estudo
realizado em humanos. Ja Mpalantinos et al.,(1998) descreveram atividades bioldgicas
como efeito diurético, hipotensor e antiulcerogénico. Atividade analgésica periférica,
anticonvulsivante, antimicrobiana e antifungica, foram descritas em estudos de Di Stasi
(2002) e Lima (1993).

Juergens et al, (1998), estudou o 1,8 cineol, observando efeito anti-inflamatério,
através de acdo na prostaglandina 2, além de inibicdo na producdo de Fator de Necrose
Tumoral (TNF) e interleucina 1, leucitrieno4 e tromboxano. J& nas pesquisas clinicas com o
Oleo de Alpinia zerumbet, segundo Laranja et al, (1991;1992), houve reducdo de pressao
arterial, com aumento da diurese e atividade anti ulcerogénica, ao ingerir o cha das folhas
da coldnia. Além da atividade diurética, Bezerra et al., (2000) refere em seu estudo pré-
clinico atividades anti-espasmddicas e efeito relaxante do tbnus basal de ileo de ratos. Lima

et al., 2003 relatou 6tima atividade moluscida e larvicida.

Santos et al. (2011) estudaram a atividade farmacolégica do 6leo de A. zerumbet
em canais de K+ e Caz+ de células nervosas e concluiram que o 6leo de A. zerumbet
apresentou maior atividade farmacolégica sobre os canais de Ca2+ do tipo High Voltage
Acived( HVA), foi menos ativo sobre os canais de K+ e menaos ativo ainda sobre os canais
de Caz+ tipo Low Voltage Actived (LVA).
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3. AVALIACAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DO OLEO
ESSENCIAL DA Alpinia zerumbet NA MIOSITE INDUZIDA POR
CARRAGENINA NO TECIDO MUSCULAR DO GASTROCNEMIO EM
RATAS

3.1 RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito anti-inflamatério da Alpinia zerumbet ante a estes
processos inflamatorios.

Métodos: O estudo é genuinamente experimental com abordagem analitica
guantitativa. Foram utilizadas 96 ratas adultas pesando entre 200-300g. As ratas receberam
para inducdo da inflamagédo carragenina Lambda na dosagem de 10 mg/kg. Foram
agrupadas em igual quantidade nos seguintes grupos: Shan, Controle, Dexametasona e
Alpinia. Cada grupo foi subdividido em 30, 60, 120 minutos e 24 horas e neles avaliados os
testes comportamentais ( Paw print test, teste Basso,Beattie e Bresnaham e teste de
caminhada) e em seguida submetidas a avaliacao histolégica e sua qualificacéo.

Resultados: Nos testes funcionais, quando verificada as passadas e a rotacdo para
24 horas, OEAz x Dexa para p<0,05 e OEAz x Dexa para p<0,01, respectivamente.

Conclusao: Tanto o dexametasona quanto o 6leo essencial da Alpinia zerumbet,
conseguiram reverter totalmente a miosite, apds 24 horas, ao exame histoldgico.

Palavras-chave: Alpinia; inflamacé&o; miosite, gastrochémio

3.2 ABSTRACT

Objective: Those are classified as Polimiosoties and Dermatomiosoties. With the
objective of evaluating the anti-swelling effect of the Alpinia zerumbet on such swelling
processes.

Methods: The study is genuinely environmental and carries an analytical quantitative
approach. 96 adult female rats were used and they weighted between 200-300 grams. The
rats received Carrageenams Lamb of 10 mg/kg doses to induce the swelling. They were
grouped in equal amount in the following groups: Shan, Control, Dexamethasone and
Alpinia. Each group was sub divided into 30, 60, 120 minutes and 24 hours and on them,
behavioral tests (Pawprint Test Basso,Beattie e Bresnaham and walking test) and following
to them, they were submitted to a histological and its qualification evaluation.

Results: On the Functional tests, once verified the steps and the rotation for 24
hours, OEAz x Dexa for p<0.05 and OEAz x Dexa for p<0.01, respectively.

Conclusion: As far as the histological study, as much as the dexamethasone, the
essential oil of Alpinia zerumbet were able to totally revert the myositis, after 24 hours.
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Keywords: Alpinia; inflammation; myositis; gastrocnemius.

3.3 INTRODUCAO

As miopatias inflamatérias se caracterizam por serem um grupo variavel de
doencas, com alteragbes do sistema muscular que levam o individuo a dificuldades e
limitagbes tanto em suas atividades de vida diaria como das laborativas. Sao reconhecidas
através dos subtipos: Polimiosites (PM) e Dermatomiosites (DM), podendo ser primarias ou
secundarias a outras patologias, como por exemplo, neoplasias. Podem afetar pessoas em
todas as épocas da vida como também ambos o0s sexos, porém com maior prevaléncia em
mulheres (2:1) e nas faixas etérias entre 5 e 15 anos e 45 e 60 anos(SOLOMON; SWIGRIS;
BROWN, 2011).

A inflamacéo, principal evento biolégico ou patolégico das miosites, da-se por uma
resposta dos tecidos vascularizados a agressdes que podem vir de agentes internos
(reacdes de defesa) e externos (lesbes e/ou traumas), gerando uma série de eventos
complexos em cascata, essenciais para que o organismo mantenha seu equilibrio. E um
processo que visa eliminar o agente agressor e eliminar produtos resultantes da destruicao
celular (PIVA et al., 2011).

Os tratamentos medicamentosos preconizados nas miopatias inflamatérias por
vezes ndo sdo satisfatérios, haja vista a quantidade de sintomas e repercussées no
organismo decorrentes desta patologia. O uso dos antinflamatérios corticéides e
imunosupressores preconizados, ainda ndo proporcionam uma eficicia total, além disso,
causam efeitos adversos ao organismo com seu uso prolongado. E sabido também que a
falta de critérios diagnésticos bem estabelecidos e as variacdes da sintomatologia com seus
padrBes individuais, dificultam uma padronizacdo do tratamento farmacolégico e

conseglentemente a eficicia do tratamento (TAN et al., 2009).

Neste contexto surgem as plantas medicinais que séo bastante utilizadas por serem
uma alternativa eficiente, vem sendo administradas, por vezes, empiricamente, porém sao
também objeto de estudo de varias pesquisas e muitas jA& com comprovacdo e
fundamentagéo cientifica e outras tantas em continuas pesquisas para sua utilizagdo de
maneira segura pela populagéo (VICTORIO et al., 2009).

A Alpinia zerumbet que é uma planta herbacea, da familia Zinguiberaceae, tendo
como principais constituintes, 0s mono e 0s sesquiterpenos, sendo o0s de maior

concentracao; o terpeno-4-ol, 1,8 cineol, rutina e dois derivados glicosidicos do Kaempferol
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(VICTORIO, 2009). Segundo autores como Khalil et al.(2004) e Koh et al.(2002), o terpeno-
4-ol e 0 1,8 cineol, tem atividade antiinflamatoria, baseando esta pesquisa cujo objetivo foi

verificar sua agao em tecido muscular inflamado.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

A pesquisa trata-se de um estudo em animais genuinamente experimental com
abordagem analitica quantitativa que se propds a avaliar a a¢édo anti-inflamatéria da Alpinia
zerumbet no tecido muscular e como também avaliar possiveis alteracbes motoras, através

do testes funcionais.

3.4.2 ANIMAIS

Foram utilizadas 96 ratas da raca Wistar (Rattus norvegicus albinus), adultas
pesando entre 200-300 gramas provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes. Todos
os protocolos experimentais foram submetidos a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa Animal desta Universidade (CEUA/UNIT 021213 anexo A).

Os animais ficaram alojados em gaiolas de polipropileno e grades metélicas
apropriadas, em grupos de trés. A temperatura local foi mantida entre 21 +- 2 °C e a
umidade relativa de 30 a 70%. A iluminacao artificial, com ciclo claro e escuro (12/12h) e
todos os animais tiveram acesso livre a alimentacédo (racdo especifica) e agua. O namero de
animais foi reduzido ao minimo cientificamente aceitavel, sendo utilizados 06 animais por

subgrupo.

3.4.3 Grupos de animais e tratamento

Os animais foram divididos em grupos e subgrupos com seis ratas (n=6/subgrupo)
cada, sendo as distribuicdes aleatérias, conforme descrito a seguir. Todos 0s grupos sao
subdivididos em 30, 60, 120 minutos e 24 horas.

GRUPO OEAz: Inducg&o da miosite por carragenina e aplicacdo do OEAz
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GRUPO DEXA: Inducéo da miosite por carragenina e aplicacdo do Dexametasona.
GRUPO SHAM: Aplicacao de soro fisiologico
GRUPO CONTROLE: Sem tratamento.

Para inducédo da miosite, foi aplicada uma injecdo de carragenina na dosagem de
10 mg/kg (PINNIGER; LAVIN; BAKKER, 2012), no ventre muscular do gastrocnémio
esquerdo, na linha média entre o platd tibial e o calcaneo. A aplicacdo da Alpinia zerumbet
como do Dexametasona(creme), deram-se por via dermal, na mesma regido aonde foi
aplicada a carragenina, na dosagem de 0,05ml/2kg. No caso do OEAz sua concentracgéo foi
de 33% diluido em 6leo vegetal. As aplicacdes tanto do OEAZ como da dexametasona se
deram 10 minutos antes da indugdo por carragenina, respeitando o periodo de agéo para as

substancias envolvidas.

3.4.4 Avaliagéo funcional

Para a avaliacdo funcional, trés testes foram realizados em todos os
grupos/subgrupos: Teste da capacidade motora (RIVLIN; TATOR, 1997), BBB teste
(BASSO, BEATTIE; BRESNAHAM, 1995) e o Paw Print Test (COSTA, 2009).

O Paw print test (Costa, 1999) é realizado em um caixote medindo (10x10x70cm).
Com o tamanho de 35cm, foi colocado uma folha de papel branco no piso do caixote. As
patas serdo molhadas com tinta preta ndo-tdxica com o objetivo de fazer a impressédo na
folha de papel. A medida da angulacédo de rotacdo da pata, baseou-se em linhas tracadas
iniciando do calcaneo, aonde a primeira passa pela linha média da pata e a segunda pelo
bordo lateral, formando o angulo encontrado em graus. Para esta medi¢do utilizou-se o
programa Axionvision que permite a mensuragdo tanto do comprimento e largura das

passadas como do angulo de rotagdo (Figura 1).
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FIGURA 1: Imagem do Pawprint test, utilizando-se do programa Axionvision, para

mensuracéo da angulacdo e do tamanho da passada.

O protocolo descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) (BASSO; BEATTIE;
BRESNAHAN, 1995) em anexo, se utiliza de escala de avaliagdo locomotora padronizada.
Os itens avaliados sdo os movimentos das patas, sua coordenacdo, firmeza e
comportamento do tronco. E seus subitens sdo: movimento do membro posterior, posicéo
do tronco, abdome, posicdo da pata, caminhada, posicdo predominante da pata,

instabilidade do corpo e rabo.(Anexo B)

Na avaliacdo da Capacidade motora (RIVLIN; TATOR, 1977) foi observada a
atividade espontanea do animal em campo aberto e sem obstaculo na dimens&o de 1m? por
4 minutos. Caso ndo seja observada alteracdo, o animal foi colocado em percurso de
madeira com larguras variadas e progressivas de diminuicdo, comec¢ando com 7,7cm e
terminando com 1,7cm e progressao de 1cm entre elas, totalizando assim sete barras. Esse

percurso terd altura de 60 cm e 1 metro de extensao.

3.5 Andlise histoldgica do infiltrado inflamatdério

3.5.1 Preparacao das laminas

Apoés os testes, as ratas foram submetidas a deslocamento cervical, foi retirado o
gastrocnémio e colocados em solucdo de formol a 10% por 48 horas. Decorrido este prazo

0s gastrocnémios foram seccionados transversalmente, desidratadas em alcool,

42



diafanizadas em xilol e feita inclusdo em parafinas sob a forma de blocos. Os blocos foram
colocados no microtomo e obtidos cortes com 4 micrometros de espessura, sendo a seguir
submetidos a coloragcdo Hematoxilina/Eosina (HE). Os cortes histolégicos foram analisados
gualitativamente utilizando microscopia de luz para avaliar o padrdo e intensidade das
alteracOes teciduais.

3.5.2 Andlise quantitativa da intensidade da reacdo inflamatoria (seccdes
coradas em HE)

Para avaliacdo das caracteristicas histomorfologicas referentes ao processo
inflamatdrio deflagrado pela carragenina, foram analisadas as seccdes histol6gicas coradas
em Hematoxilina e Eosina, segundo Albuquerque Junior, Barreto e Pires ( 2009),
observando-se 0s seguintes critérios: presenca ou ndo de edema, hiperemia, inflamacao na
fascia e presenca de miosite, atribuindo-se o seguinte escore: 0 — ausente, 1- leve, 2 —
moderado e 3 - intenso. A classificacdo da reacdo inflamatéria foi estabelecida de acordo
com os tipos de leucdcitos predominantes aonde na aguda predominara polimorfonucleares,
a subaguda, quantidade semelhante de células mononucleares e polimorfonucleares, a
cronica inespecifica predominando linfécito e/ou plasmécito e a crbnica especifica de

predominio de macréfago e gigantdcitos.
3.5.3 Anélise estatistica

A tabulacdo de dados e tabelas foram confeccionadas através do Programa
Microsoft Excel 2010. J& graficos e estatistica pelo programa GraphPad Prim 6.01. O teste
de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analisar a normalidade dos dados das variaveis
estudadas. Na analise das médias de mais de duas amostras ndo relacionadas entre grupos
foi utilizado o teste ANOVA ONE WAY e o pos teste Tukey ou Kruskal-Wallis. E para
comparar o grupo controle dos demais grupos tratados, o pés teste Dunn’s. Em todas as

analises foi utilizado o nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESULTADOS
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FIGURAS 2A, 2B, 2C E 2D: : Comprimento da passada entre os grupos tratados e controles
apos inducdo de miosite por carragenina durante 24 horas.
Legenda: Paw print test. Verificagcdo do tamanho da passada entre os grupos. Aos 30
minutos Dexa x Shan para p< 0,01 e Dexa x OEAz para p< 0,05. Ao tempo de 24 horas,
OEAz x Dexa para p<0,05 e OEAz x Shan com p< 0,05. Na andlise do teste ANOVA ONE
WAY.

Apés o Paw Print Test, as imagens foram scaneadas e colocadas no programa
AxionVision, onde foi mensurada a passada que é a distancia percorrida entre uma pegada

e a seguinte em relagdo & mesma pata. Quanto menor a passada, podemos aferir maior
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dificuldade de locomocdo e de equilibrio. As figuras 2A, 2B, 2C e 2D, mostram a
mensuracéo destas passadas nos tempos de 30, 60, 90 minutos e 24 horas.

No gréafico 2A, houve diferenca significativa do grupo Dexametasona em relagdo ao
grupo Sham (p< 0,01) e em relagdo ao grupo OEAz para p< 0,05. JA no 2B e 2C, aos 60 e
120 minutos, respectivamente, 0s grupos se mantiveram regulares e portanto sem diferenca
significativa entre eles. No grupo 2D, transcorridas 24 horas, mostra uma diferenca
significativa (p< 0,05) do grupo OEAz em relacdo ao grupo Dexametasona e ao grupo Sham

e mostrando similaridade ao grupo controle.
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FIGURAS 3A, 3B, 3C E 3D: : Rotagéo das patas entre os grupos tratados e controles.
Legenda: Paw print test. Verificacdo do tamanho da rotag@o das patas entre os grupos. Aos
120 minutos Controle x Shan para p< 0,05 e Controle x OEAz para p< 0,01. Ao tempo de 24
horas, OEAz x Dexa para p<0,01. Na analise do teste ANOVA ONE WAY.
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Nos gréaficos 3A, 3B, 3C e 3D, foram avaliadas as rota¢des patas nos tempos ja pré
determinados. A rotacao indica que a rata esta colocando maior ou menor carga no membro
aferido. Uma rotacdo externa maior indica carga maior no membro, uma vez que com a
rotacdo outras musculaturas externas entram para auxiliar na carga e movimentagéo, ou
seja, quanto maior a angulacdo do grupo tratado, melhor o apoio na pata acometida. Nos
gréficos 3A e 3B, 30 e 60 minutos respectivamente, ndo houve diferenca significativa entre
0S grupos, porém aos noventa minutos, representada pelo grafico 3C, observa-se diferenca
significativa do controle em relagcdo ao grupo Shan para p<0,05 e controle x grupo OEAz
para p<0,01. Ja& na figura 3D, 24 horas, foi observado que os grupos Shan e Dexa
apresentaram rotacdo interna, porém com diferenca significativa entre o grupo Dexa e
OEAz. Ou Seja, o grupo OEAz apresentou melhor resultado de rotacdo com comportamento
semelhante ao grupo controle e melhor média de rotacéo externa entre os grupos avaliados.

4A 4B

FIGURAS 4A, 4B e 4C: Grupos OEAz (4A), Dexa (4B) e Shan (4C), 120 minutos. Nos
grupos OEAz e Dexa manutencdo de edema, inflamagdo da fascia e diminuicdo da
hiperemia. Grupo Shan com células inflamatérias escassas (HE 400x).
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Ao exame histolégico, quando verificamos aos 120 minutos que é o tempo apice
para a agao inflamatdria da carragenina, observou-se células inflamatérias de predominio
linfociticas, com edema e inflamacéo da fascia evidentes, nos grupos 4A e 4B, ja no grupo
Shan 4C, ndo se observam mais as caracteristicas inflamatorias dos anteriores. J4 nas 24
horas posteriores, todos o0s grupos apresentaram reversdo do quadro inflamatério
(FIGURAS 5A, 5B e 5C).

5A 5B

FIGURAS 5A, 5B e 5C: Grupos OEAz (5A), Dexa (5B) e Shan (5C). 24 horas. Nos grupos
OEAz e Dexa, reducéao significativa do edema, de células inflamatdrias (linfocitos), auséncia
de miosite. Grupo Shan, livre de células inflamatérias ou qualquer modificacdo de sua
estrutura anatbmica normal (HE 400x).
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Quando estudada a inflamacgéo da fascia nos tempos de 30, 60, 120 minutos e 24
horas (FIGURA 6A, 6B, 6C e 6D), demonstrou-se aos 30 minutos (6A) que 0S grupos
Controle e Dexa mantiveram ausentes a inflamacéo da fascia (100%), enquanto que nos
grupos Shan com presenca de inflamacdo leve ( 66,66%), moderada (16,66%) e intensa
(16,66%) e no OEAz, a inflamacéo ficou de leve (66,66%) a moderado (33,33%). Aos 60
minutos (6B) permaneceram sem alteragéo os grupos Controle e Dexa. O grupo OEAz teve
sua inflamacéao classificada igualmente entre leve e moderado e o grupo Shan com melhora
do quadro inflamatério, onde 16,66% ndo apresentaram alteracdo e 83,3%, apenas com
alteracéao leve.

Aos 120 minutos (6C) observa-se que os grupos Controle e Shan estdo com
auséncia total da inflamacdo enquanto que no Grupo Dexa, foi verificado um aumento do
processo com 83,3% sendo moderado e 16,6% leve. Por sua vez o Grupo OEAz apresentou
um decréscimo da moderada para 33% e em conseqiéncia uma maior migracao para
inflamacao leve ( 66%). Ao fim das 24 horas (6D), 0s grupos controle e Shan mantiveram-se
inalterados, 0 Dexa ficando com 100% leve e o OEAz, retornando aos valores iguais do
tempo de 60 minutos.
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FIGURAS 6A, 6B, 6C e 6D: Variacdo da inflamacéo da fascia aos 30, 60, 120 minutos e 24
horas, nos grupos Controle, Shan, Dexa e OEAzZ.

BN

Em relacdo a miosite, avaliada nos tempos de 30, 60, 120 minutos e 24 horas
(Figuras 7A, 7B, 7C e 7D), aos 30 minutos(7A) observou-se em relacdo ao grupo Controle,
auséncia total de miosite. Os grupos Shan e Dexa, apresentaram valores iguais com 16,66%
de miosite ausente e 83,33% leve. J& 0 Grupo OEAZz, obteve 83,33% de miosite leve e com
miosite moderada, 16,33%.

Aos 60 minutos (7B), o Grupo Shan e o Controle, demonstram total auséncia de
inflamacgdo muscular. Em relagdo ao Dexa, ocorre uma variagcdo em relagdo a anterior, 50%
mostra-se ausente, 33,33% leve e o restante (16,66%), moderada. O grupo OEAz apresenta
33,33% leve e 66,6% moderada.

Em 120 minutos (7C), os grupos Controle e Dexa estdo com auséncia de
inflamacdo em 100% das amostras, enquanto que o Shan apresenta 16,6% leve e o
restante sem miosite. O grupo OEAz agora apresenta 66,6% leve e 33,3% moderada.

Finalmente ap6s 24 horas, os grupos Controle, Dexa e OEAz ficaram com auséncia
total de miosite enquanto que o grupo Shan obteve 33,33% de miosite leve e 66,6% sem
qgualquer inflamacéo.

49



TA

7B

7C

100%
6
83,33% 83,33% 83,33%
4 4
2
16,66% 16,66% 16.66%
0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0 %
(o] T T T T T T T T T T
e _ye _a° O e _ye _a° o0 e _ye _.da° &0 e _ye _a° O
e e 2 e e e 2 e e e 2V e e e 2 e
RS aet o RS aet v RS aet v RS aet v
S o [ WO IS Wwe [ Wwe
Miosite 30 minutos
8 -
o 100% 100%
66,66%
4 4
50%
33,33% 33,33%
2
16,66%
0.0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0 %
(o] T T T T T T T T T
e _ye _a° O e _ye _da° g0 e _ye _.da° _eO e _ye _a° o0
e e 2 e e e 2 e® e e 2V e e e 2 e
RS aet o RS aet RS aet v RS aet v
o} WO o} Wo > WO WO
Miosite 60 minutos
8 -
100% 100%
6
83,33%
66,66%
44
33,33%
2
16,66%
0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0.0% 0,0% 0.0% 0.0%
(o] T T T T T T T T T T
e _ye _.da° O e _ye _a° g0 e _ye _.da0° &0 e _ye _a° o0
eV eV (20 on e™T eV (2l o0 e 0V eV T (20 on e™T eV (2 o0
oo :l\ode’ O oS \\I\Oée RN IS :’l\ode’ o oS ;]\ode O

Miosite 120 minutos

00

00

00

Controle E
ShanE
DexamE
OEAZE

Controle E
ShanE
DexamE
OEAZE

Controle E
ShanE
DexamE
OEAZE

50



Controle E

100% ShanE

100% 100%
DexamE

OEAZE

00

66,66 %

=z a-
33,33%
24
0,0% 0,0% 0,09% 0.0% 0,0% 0,0%0,0% 0,0% 00% 0,0% 0,0%
o T T T T T T T T T T T T T T
e _ye a0 _eo e _4ye _a0 _eO e _ye _3d9% 0 e _ye _3d9% o
et eN® (207 o et eN® (2% a e eN® (2% o e 0 eN® (20T o
IS :1\062 RN IS ;’l\oée RN oo \\3\06"’ RN oo \\j\oée o

Miosite 24 horas

7D

FIGURAS 7A, 7B, 7C e 7D: Variacdo percentual da intensidade de miosite nos tempos de
30, 60, 120 minutos e 24 horas, nos Grupos Controle, Shan, Dexa e OEAz.

Quando comparados todos os resultados em 24 horas foi percebido que houve
aumento da passada crescente as 24 horas do grupo OEAz de forma semelhante ao grupo
controle sadio e com diferenca estatistica com os grupos Shan e Dexa, demonstrando que

em 24 horas o grupo OEAz melhorou satisfatoriamente em relacdo aos grupos lesionados.

Na rotacdo das patas foi percebido também melhora do grupo OEAz com maiores
médias em relacdo ao grupo controle sadio. Entretanto os grupos Shan e Dexa
apresentaram rotacao interna, sendo o grupo Dexa quem mais apresentou rotacao interna,
demonstrando diminuicdo do peso corpéreo no lado comprometido compensado 0 peso
para o lado sadio diferentemente do grupo OEAz que melhorou a rotacdo externa

assumindo mais peso corpéreo.

Ja em relacao a inflamacéo, nas fascias ndo mais foi visto em 24 horas nos grupos
Controle sadio e Shan, enquanto no grupo OEAz a inflamacéo foi leve em 50% e no grupo
Dexa também foi leve, porém em 100% das observagfes. E na miosite em 24 horas apenas
0 grupo Shan apresentou miosite leve em apenas 33%, enquanto todos os demais grupos

estavam com auséncia de miosite.

Se observado a passada o grupo Dexa apresentou menor passada com menos
rotacdo externa e por vezes apresentando rotacdo interna que compromete a marcha
deixando-a mais compensatoria a0 mesmo tempo que apresentou leve inflamacdo. Ao
mesmo tempo o grupo OEAz aumentou a passada de forma semelhante ao grupo sadio,
melhora desejada da rotacdo externa em relagdo a todos os grupos e apenas 50% de

inflamacéo leve e sem miosite.
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4.2 DISCUSSAO

As miopatias, caracterizadas pelo processo inflamatério muscular e a consequente
limitacdo funcional do membro acometido, levam a um ciclo de pouca inflamacgéo,
imobilidade-restricdo parcial ou total das atividades de vida diaria segundo Barca et al.
(2013), o referido ainda relatou que complicacBes secundarias a miosite, podem levar a
Obito (Pneumonia, por exemplo), principalmente pelo enfraquecimento muscular provocado

pelo desuso em decorréncia do processo inflamatério limitante.

Dimarchkes; Baronn (2012), relatam que na patologia ha uma distribuicdo variavel
de exsudados inflamatérios no fasciculo muscular, impedindo a adequada nutricdo muscular
e a sua continuidade podendo levar até a necrose do local afetado. Estes dados corroboram
com os resultados encontrados quando observadas ao microscépio, 0s grupos induzidos por
carragenina, apresentaram edema, inflamacgéo, acumulo de células inflamatoérias linfociticas

e miosite.

Com relagdo a carragenina, utilizada neste estudo para induzir a miosite Pinniger
(2012), descreveu que realmente a carragenina simula a miosite afetando diretamente a
funcdo contrétil, resultando em fraqueza muscular tdo comum nas miosites em decorréncia
a essa inflamacao provocada.

Danko (2004) coloca em seu estudo que as miosites, quando em fase de
exacerbacdo séo responsaveis por alteracdes nas condi¢cdes fisioldégicas das musculaturas
acometidas e essa continuidade dos episodios inflamatérios leva o individuo a alteracdes e
disfuncbes tanto de mobilidade quanto de reac¢Bes comportamentais como alteracdo de

humor, quadros depressivos entre outros.

Ainda em relacdo a mobilidade, quando se verifica o padrdo de rotacdo das patas,
segundo Nistala; Wedderburn (2013), quando o individuo tem uma lesdo em um membro
inferior, mesmo inconscientemente, altera seu centro de gravidade para o lado oposto com
conseqlente sobrecarga da perna contra-lateral e nesta alteragdo ha uma adaptacdo do
padrdo do pé com um aumento da rotacdo para que outras musculaturas possam auxiliar o
movimento. Além disso com a disfuncdo muscular, hd uma tendéncia a diminuir as
passadas uma vez que com o membro afetado o apoio plantar total fica impossibilitado em
decorréncia da dor.
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No estudo quando se comparou o tamanho da passada nos tempos estudados, aos
30 minutos observou-se diferenca significativa do grupo Dexa em relacdo ao OEAz para
p<0,05. J& apds 24 horas ocorre o inverso com uma sobreposicdo do OEAz x Dexa, para
p<0,05. Com relagdo a rotacdo, apdés 24 horas, também ocorreu um melhor resultado
guando comparado o OEAz com o grupo Dexa para p<0,01.

Segundo Khalil et al., (2004), a acdo anti-inflamatéria e redutora da substancia P
faz com que a inflamacg&o dure menos tempo e por conseqiiéncia ha um retorno mais rapido
a movimentacdo e amplitudes normais ou muito proximos ao normal. Corroborando ainda
com estes dados, em pesquisa de Santos Junior et al., (2013), em que aplicaram OEAz
apos tenotomia do tendao calcaneo em ratos, verificou-se que o grupo tratado com o 6leo
obteve menor intensidade de hemorragia e com melhor resultado na inflamacédo quando

comparado ao grupo controle.

Aos 120 minutos, constatou-se uma diferenca significativa do grupo controle em
relacdo ao OEAz, para p<0,01, isto corrobora ao estudo de Cicala et al. (2007) que relata o
pico de acdo da carragenina entre 2 a 4 horas, com a presenga marcante dos sinais

cardinais da inflamacgé&o: edema, hiperalgesia e eritema.

Quando se verifica em relacdo a inflamacéo da fascia, através da microscopia e
também aos 120 minutos, notou-se que tanto o Grupo OEAz como o Dexa, apresentaram
inflamacao leve a moderada, diferindo dos outros grupos estudados, os quais a inflamacéo
estava ausente. Com relacdo a miosite, no mesmo periodo, o grupo Dexa sustentou a
inflamacado leve enquanto que o OEAz se apresentou com 66,6% leve e apenas 33,3%
moderado. Quando passadas 24 horas, houve reverséo total da miosite tanto no grupo Dexa
quanto no grupo OEAz.

Os dados acima sdo substanciados em pesquisas clinicas realizadas por Koh
(2002) e Khalil et al. (2004) que observaram uma atividade inibidora da inflamacao mediada
pela histamina — responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular. Esta inibicdo se da
pelos principais componentes da Alpinia zerumbet: o Terpeno-4-ol e o0 1,8 cineol. Além disso
Bastos et al. (2008) também relata a propriedade anti-inflamatéria do 1,8 cineol, detectando
a inibicdo do fator de necrose tumoral e interleucina (IL) 1B, presentes nas manifestacfes
inflamatdrias das miosites (SANTOS; RAO, 2000).

Nistala e Wedderburn (2013) relatam quadro algico exacerbado durante a execucao
do movimento enquanto na fase ativa da miosite. Como acéo antiinflamatoria Khalil et al.
(2004) relata o terpeno-4-ol principal 53onstituinte do OEAz com essa ac¢do, além de ser

redutor da substancia P que é responséavel pelo controle da dor na medula espinhal.

53



4.3CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Observa-se que a aplicacdo do 6leo da Alpinia zerumbet em musculatura
acometida por miosite foi debeladora do processo inflamatério, melhorando ou
reestabelecendo a fungdo do membro acometido. Com o Oleo, foi possivel debelar
totalmente a miosite em 24 horas, resultado semelhante ao grupo dexametasona

O estudo possibilitou comparar um corticoide com a Alpinia zerumbet e verificar a
sua acao tecidual. Pode-se inferir do texto indicios da possibilidade terapéutica utilizando-se
do 6leo desta planta, necessitando para tanto de novos e mais abrangentes estudos pré-

clinicos.
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A —-TESTE BBB

Pontuacao Caracteristicas Comentirio
0 Né&o se observam mowmenios de membro postenos (MP)
1 Movimentos suaves de 1 ou 2 arfculagdes de medno posierior Suave - Menor que 50% da capandade arficular
Movimento exienso de 1 articulagio e pessivel movimen i suave de outra ariculagdo no ke N .
2 iy poskerior Exienso ~ Maior ou igual a 50% capacidade arficular
3 Movimento Exienso de 2 articulaghes do MP Duias arficulaghes = quadr e joelho, geralmente
4 Movimentos suaves de todas as 3 arficulagbes Trés arficulaghes = quadr, joetho & tormozelo
5 Movimentos suaves de 2 arficulagbes, exenso da 3 articlagio do MP
& Movimentos extensos de 2 arficulagdes € movimenio delicado da 3 arfculacio do MP 3 articulagho = tomozelo
7 Movimentos extensos das 3 arficul aghes
& Movimentos susves, sem suporiar o peso do corpo ou & pata apoiada sem suportar o peso Exienséo ritmica de 3 ariculagbes do membro posterior, o fronco se
do corpo encontra de lado
9 Apoio plantar com suporte do peso do corpo imdvel ou ocasional, fequente ou consisiente Suporie do peso = contragio do misculo. Extenséo do membro
suporie do peso do corpo com apoio dorsal posienor duranie o apoio plantar da patta ou elevagdo da baca imével
Ocasionaimente > 5¢ & menor ou igual que 50%. Passos - contaio
Piasso suskentando o peso do corpo ocasionalmente, sem haver coordenagio entre os plantr com siports do pesq, o mermro pesiarier avanga par
10 membros anfesior e posierior restabelecer contatp plantar,
pos Coordenagio — movimentos simultinecs enfre 0 membro posierior e o
memoro anterior, alternando entre os lados.
Pontuacao Caracteristicas Comentirio
0 Né&o se observam mowmenios de membro postenos (MP)
1 Movimentos suaves de 1 ou 2 arfculagdes de medno posierior Suave - Menor que 50% da capandade arficular
Movimento exienso de 1 articulagio e pessivel movimen i suave de outra ariculagdo no ke N .
2 ébiu poskerior Exienso ~ Maior ou igual a 50% capacidade arficular
3 Movimento Exienso de 2 articulaghes do MP Duias arficulaghes = quadr e joelho, geralmente
4 Movimentos suaves de todas as 3 arficulagbes Trés arficulaghes = quadr, joetho & tormozelo
5 Movimentos suaves de 2 arficulagbes, exenso da 3 articlagio do MP
& Movimentos extensos de 2 arficulagdes € movimenio delicado da 3 arfculacio do MP 3 articulagho = tomozelo
7 Movimentos extensos das 3 arficul aghes
& Movimentos susves, sem suporiar o peso do corpo ou & pata apoiada sem suportar o peso Exienséo ritmica de 3 ariculagbes do membro posterior, o fronco se
do corpo encontra de lado
9 Apoio plantar com suporte do peso do corpo imdvel ou ocasional, fequente ou consisiente Suporie do peso = contragio do misculo. Extenséo do membro
suporie do peso do corpo com apoio dorsal posienor duranie o apoio plantar da patta ou elevagdo da baca imével
Ocasionaimente > 5¢ & menor ou igual que 50%. Passos - contaio
N plantar com suporte do peso, o membro postenior avanga para
10 Passo sustentando o peso do corpd ocasionalmente, sem haver coordenagio entre os resiahel contai plantar,

membros anienor e posienor

Coordenagio — movimentos simultinecs enfre 0 membro posierior e o
memiro antenior, alternando entre os lados.
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