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ANALISE DAS ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS DO MUSCULO ESPASTICO
EM MODELO EXPERIMENTAL POS-LESAO MEDULAR TRATADAS COM O
OLEO ESSENCIAL DA Alpinia zerumbet.

RESUMO

O traumatismo raquimedular (TRM) é uma lesdo que compromete o sistema nervoso
central provocando uma reducdo ou perda da fungcdo motora e/ou sensitiva do
individuo. A Alpinia zerumbet apresenta acdo de relaxamento muscular pela
modulacdo dos canais de calcio. O objetivo deste estudo é analisar o efeito da
aplicacéo topica do 6leo essencial de A. zerumbet (OEAz) sobre as alteracdes
histopatoldgicas do musculo espastico em modelo experimental de lesdo medular.
Para tanto, foram utilizados 30 ratos Wistar, sendo realizada lesdo medular (em T9 ou
T10) utilizando estereotaxico adaptado em 24 deles e laminectomia nos seis
restantes. Posteriormente, os animais foram divididos em 5 grupos (n=6): leséo
medular, subdivididos em grupo sem tratamento e tratados com OEAZ (0,05ml/2Kg),
fisioterapia e a combinacdo de ambos, além do grupo laminectomia. O periodo de
tratamento foi de 30 dias. Foi realizada a avaliacdo comportamental de acordo com o
protocolo descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB). Apds 30 dias, os animais
foram eutanasiados em camara de CO:2 e 0s musculos gastrocnémios foram
removidos e analisados em microscopia de luz. Os dados obtidos foram analisados
com o teste Kruskall Wallis e pds-teste de Dunn, considerando significativo p<0,05. O
estudo demonstrou que entre 0s grupos tratados apenas a terapia combinada de
OEAz associado a Fisioterapia apresentou melhora significativa (p<0,01) em relacéo
ao grupo Lesdo na avaliacdo do comportamento neuroldgico funcional. O estudo
demonstrou que o tratamento separado da Fisioterapia ou OEAz nao beneficiou
adequadamente o desenvolvimento de atividade das miofibrilas. A Fisioterapia ainda
permitiu o desenvolvimento de colageno em perimisio, e 0 OEAz apesar de melhor
resposta na avaliacdo neuroldgica comportamental apresentou espaco aumentado de
endomisio, compativel com atrofia. Porém, a terapia combinada de OEAz associado
a Fisioterapia apresentou miofibrilas, comportamento neuroldgico funcional e espago
de endomisio adequados, semelhantes ao grupo sadio (Laminectomia).

Palavra-chave: Alpinia; espasticidade muscular; 6leos essenciais.
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ABSTRACT

The spinal cord injury (SCI) is an injury that affects the central nervous system causing
a reduction or loss of motor function and/or sensory function to the individual. The
Alpinia zerumbet shows some action muscle relaxation by modulating calcium
channels. The objective of this study is to analyze the effect of topical application of
essential oil A. zerumbet (OEAZz) on the spastic muscle histopathologic changes in an
experimental model of spinal cord injury. For this purpose, 30 Wistar rats (Rattus
norvegicus albinus, young adults of both sexes) were used. The animals underwent
standardized spinal cord injury. There were 5 groups of 6 animals each: The first group
was the Laminectomy group, 2nd was the Injury group, Physiotherapy group the 3rd,
4th the OEAz group at a dose of 0.05 ml / 2 kg and 5th group was the OEAz and
Physiotherapy, all of them were treated for 30 days. Performance evaluation was
performed according to the protocol described by Basso, Beattie and Bresnahan
(BBB). After 30 days, the animals were sacrificed in a CO2 chamber and the
gastrocnemius muscles fibers were extracted and examined. Data were analyzed with
the Kruskal-Wallis test and post-test of Dunn, considering a significant result of (p
<0.05). The study showed that the groups treated with a combination therapy of OEAz
associated with physical therapy showed significant improvement (p <0.01) compared
with the group of functional neurobehavioural injury. The study also showed that the
separate treatment of physiotherapy and OEAz not adequately benefited from the
development of the activity of myofibrils. Physiotherapy alone allowed the development
of collagen on perimysium and OEAz also alone despite a better response behavior
on the neurological assessment showed increased endomysial space, consistent with
atrophy. However, the combination therapy of OEAz associated with physical therapy
had myofibrils neurobehavioral functional and appropriate, similar to the healthy group
(laminectomy)

Key word: Alpinia; spasticity muscle; essential oll
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1. INTRODUCAO

O trauma raquimedular (TRM), lesé&o neurolégica incapacitante, agrava por
consequéncia, a sociedade e sua saude publica. Afetando a regido cervical e a
transicao toracolombar, jovens e adultos entre 16 a 30 anos do sexo masculino, séo
considerados segmentos mais atingidos, resultando, em alguns casos, morte ou
deficiéncia motora. No Brasil, ha registros de até dez mil novos casos por ano, em
consequéncia ao trauma causado, advindo por lesdo de qualquer tipo de arma,
guedas e acidentes de transito. Ja em 2010, aproximadamente 96.000 casos de lesdo
medular com sequelas motoras, foram registrados (COSTA et al., 2014; FERREIRA
et al., 2012; SANTIAGO et al., 2012; SILVA et al., 2012).

Ao avaliar sequelas pos traumatica, faz-se necessario a realizacao de estudos
em laboratérios, conhecidos como modelos experimentais. Tais modelos sdo
utilizados em estudos focados na lesdo medular, porém, devemos considerar a
divergéncia entre modelos em animais e humanos. Diferidos em mecanismos
topograficamente, anatomicamente, e energia traumatica, sdo considerados fontes
ricas, e importantes, de informacdes para o esclarecimento da patologia. Nos ultimos
90 anos, novos modelos experimentais implantados em animais, foram desenvolvidos
a fim de encontrar um método efetivo de tratamento da lesdo aguda da medula espinal

no ser humano (Rodrigues et al., 2010).

Os mais variados modelos experimentais, pertencentes a lesdo medular,
foram criados, através de ensaios, realizados pelo aparelho Multicenter Animal Spinal
Cord Injury Study — MASCIS, de impacto por queda de peso computadorizados
alternados, de 12.5, 25.0 e 50.0 mm de altura, desenvolvido pela Universidade de
Nova lorque (Torres et al., 2010; Osborn et al., 1990). Outro modelo desenvolvido por
Rivlin e Tator, 1978, imaginaram uma compressao sustentada gerada por um clipe de
aneurisma. Esse clipe possui uma forca pré-determinada, sendo o tempo de
compresséao variavel, de acordo com a for¢a de fechamento do clipe. O modelo de
lesdo por compressao de clipe resulta em déficit funcional, correlacionando-se com
sequelas neurolégicas, observadas na pratica diaria, podendo ser reproduzido com
relativa facilidade e alto custo (VON EULER, SEIGER et al., 1997).

Devido ao alto custo desses métodos, o presente trabalho, executado em um

modelo de lesdo medular padronizado de Torres et al. (2010), utilizando instrumento
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com finalidades semelhantes ao Impactador New York University (NYU- Laboratoério
de Neurocirurgia da Universidade de Nova lorque). E de baixo custo, com mecanismo
alternativo, chamado de Estereotaxico Modificado, utilizando um estereotaxico
simples, onde um peso de 50,59 ou 70,59 a nivel de T9-T10, durante cinco minutos,
causando trauma medular (TORRES et al., 2010).

Algumas modificacdes, geradas pela compressao medular, inflingiu
modificacdes quanto a estrutura muscular. Evidenciando masculos de individuos, com
espasticidade expressando alta densidade da matriz extracelular, segundo Lieber et
al. (2003). Entretanto, essa matriz apresenta capacidade mecéanica inferior devido a
sua organizagdo. O aumento da rigidez intrinseca da fibra muscular, causa contratura

e perda de sarcomero, de acordo com Mirbagheri et al. (2001).

A fisioterapia neurolégica, direcionada as sequelas traumaticas, preocupa-se
com reducdo da espasticidade, associada aos exercicios para melhor realizacédo de
um desempenho funcional. O maior desafio é o recrutamento da forca adequada para
esse desempenho (JONG-MAN e DUCK-HYUN, 2002); tendo como meta principal, o
tratamento fisioterapéutico: preparar, manter e/ou aprimorar a funcdo motora —

resultando em qualidade, através do controle da espasticidade (TEIVE et al., 1998).

Os tratamentos medicamentosos, utilizados em via oral, na reabilitacdo dos
pacientes com lesdo medular. Associados, frequentemente, aos programas de
reabilitacdo motora, objetivando a diminuicdo do tdnus muscular global. Os principais
medicamentos (benzodiazepinicos, baclofen, tizanidina, dantrolene sbédico) séo
limitados por produzirem sedacao, cansaco, sonoléncia, déficit de atencdo e memoria,
relacionadas a depressdo do sistema nervoso central (SNC). Todos esses
medicamentos inibem temporariamente a hipertonia, evitando a evolucdo cirdrgica
ortopédica aos pacientes, tendo seus efeitos colaterais cognitivos dependentes das
doses indicadas (TILTON, 2006; QUAGLIATO et al., 2006).

Outra forma de tratamento, séo as injecdes de toxina botulinica ou aplicacédo
fenol, proporcionando reducdo de tébnus de forma local. Apresenta farmacologia
dependente de sete sorotipos variados de A a G, deriados da bactéria Clostridium
botulinum com variacdo em alvo, duracédo e toxicidade (TILTON, 2006; QUAGLIATO
et al., 2006).
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Neste contexto, os produtos originarios das plantas medicinais, agregam valor
terapéutico a novas possibilidades de tratamento em geral, como na prevengao, cura
ou tratamento de enfermidades. A fitoterapia é considerada alternativa eficiente em
solucbes terapéuticas, utilizada por grande parte da populacdo pertencente aos
paises desenvolvidos, e até, em desenvolvimento (PINTO et al, 2006; VICTORIO et
al, 2009; SILVA et al., 2010).

Diante a essa oportunidade, a Alpinia zerumbet ou A. speciosa [K. Schum
(Zingiberaceae)] - planta conhecida popularmente como “col6nia”. Indicada em acéao
anti-hipertensiva; diurética; sedativa; antioxidante; antifingica; antiulcerogénica;
relaxante de tdnus basal. Segundo as pesquisas de Mendonca et al. (1991); Laranja
et al. (1992); Prudent et al. (1993); Bezerra et al. (2000).

A acdo antiespasmoédica em musculos estriados ainda nao foi investigada.
Seu Oleo essencial apresenta-se rico em terpenos, a exemplo do 1,8 cineol e
terpineno-4-ol. Tais principios ativos séo referenciadas por apresentarem atividades
nos canais de calcio ou serem competidores pos-sinapticos da acetilcolina em
musculos lisos (MENDONCA et al., 1991; BEZERRA et al., 2000; NASCIMENTO
2005). J4 as acgles do oleo essencial foram moduladores dos canais de célcio do tipo
L (SANTOS et al., 2011).

Esses conceitos justificam este trabalho pela necessidade do entendimento das
alteracdes estruturais dos musculos espasticos, expresso por modelo experimental de
lesdo medular espinhal em ratos. Animal que reproduzem condi¢des semelhantes aos
seres humanos, e em especifico deste estudo com sequelas de musculos espasticos
e contraturados. Corroborando assim com o estudo de Gattazzo et al., (2014), afirmam
gue a rigidez encontrada nas estruturas musculares, proporcionando uma adequada

forca tensora muscular.
2. OBJETIVOS

Analisar o efeito da aplicacéo topica do 6leo essencial de A. zerumbet (OEAZ)
sobre as alteracdes histopatologicas do musculo espastico em modelo experimental

de lesdo medular.

Mensurar as alteragfes neurolégica dos musculos espéasticos apos lesao.
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Identificar as alteragc6es histopatoldgicas da fibra muscular, como miofibrila,

endomisio e perimisio.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Traumatismo Raquimedular (TRM)

O TRM, lesiona a medula espinhal, com sequelas permanentes, com ou sem
presenca de danos sensoriais e motores ao individuo lesado, gerando
comprometimento neurofuncional, como também, danos em sua qualidade de vida
(DEFINO, 1999; GASPAR et al., 2003; KUBO et al., 2008).

De acordo com Pereira; Jesus (2011), os dados epidemioldgicos, a respeito
da incidéncia e prevaléncia de lesdo medular no Brasil, ndo sdo precisos. S&o
baseados em estimativas. Entretanto, o conhecimento desses dados € fundamental
para elaboracdo de medidas preventivas, evitando a ocorréncia de fatores
preconizados da lesdo (GASPAR et al., 2003). Em relacédo ao nivel da lesdo, estao
dispostos em prevaléncia: 55% na regido cervical, 15% na toracica, 15% na transicao
toracolombar e 15% na lombossacra (MEYER et al, 2003).

As manifestacdes clinicas e comprometimento neuroldgico sao diretamente
ligadas ao grau e nivel da lesdo. Quanto ao grau, as lesfes sdo classificadas como
completas ou incompletas. As lesdes completas caracterizam-se pela interrup¢édo dos
tratos nervosos, resultando em perda sensitiva e paralisia motora total abaixo do nivel
da lesdo. Em uma leséo incompleta, ocorre preservacdo parcial do controle de
estruturas corticais sobre a medula, nos niveis abaixo do local de lesdo (HOLLY et al.,
2002; CHESNUT, 2004; CEREZETTI et al., 2006; GARCIA, 2006; TAGLIAFERRI et
al., 2006). Apresentado por Torres (2008), os niveis da lesdo medular foram dispostos

no quadro abaixo:
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QUADRO 1: Alteragfes reflexas em relagéo aos niveis de lesdo no individuo com
TRM.

ALTERACOES REFLEXAS
Lucallxaq:fu na Paresia/ Paralisia M El:nl?rus .\rli:*m.hrus Outros sinais
medula espinhal® toricicos pélvicos
Cervical Hemiparesia ipﬁi!utcml MNormal a MNormal a Dor e risidez cervical
(C1-C5) até tetraplegia aumentado aumentado =
+ Sindrome de Homer
Cervicotordacia Hemiparesia ipsilateral Diminuido MNormal a (T1-T2), ]:?crda Lp%l_latcm]
(Ca-T2) até tetraplegia a ausente aumentado do n:i‘]c-m do masculo
cutineo do tronco
(CaTL)
Toracolombar Paraparesia espastica MNormal a Retengiio urmirs E.ﬂ:Fal:
(T3-L3) a[t]é pamp]cﬁa Normal aumentado * p-n:-;tura_dr: Schiff:
Sherrington
Paraparesia até
Lombossacra paraplegia flacida (L4- Normal Diminuido a Incontinéncia urindria e
(L4-53) Sl ausente fecal; cauda flacida
normal (apenas 52-83)

Fonte: Torre, 2008.

Apés o traumatismo da medula espinhal, o paciente apresenta quadro de
choque medular, consistindo em auséncia das func¢des neuroldgicas, abaixo do nivel
da lesdo. O choque medular acorre independente do grau e tempo de permanéncia
do trauma (DEFINO, 1999; GRAVE et al, 2003).

Em sua fase crbnica, o paciente apresenta alteracbes na motricidade,
sensibilidade superficial e profunda, elevacéo perigosa da presséo arterial sistémica
(PAS), hipotensdo ortostatica, alteracdo da termoregulacdo e disturbios
neurovegetativos dos segmentos corporais, localizados abaixo do nivel do
comprometendo. Algumas complicacdes secundarias como: bexiga e intestino
neurogénicos; Ulcera de pressdo; trombose venosa profunda e ou modificacdo do
tbnus muscular, sdo responsaveis pela dependéncia funcional, acarretando limitacdes
no desempenho e restricdes em participacdes sociais (FRANCA et al., 2011).

O processo fisiopatolégico do TRM, caracteriza-se em duas fases: a primaria,;
e secundaria. Na primaria, o trauma inicial é fisico, com eventos de até 8 horas, por
lesdo de tracdo, compressdo e/ou ruptura mecanica das estruturas neurais.
Desencadeia alteragdes locais micro lesionados vascularmente, gerando edema,
isquemia, liberacdo de citotoxicos influénciam a via inflamatoria, por consequéncia,
mudanca de eletrdlitos, lesé&o nas células nervosas, rompimento de axonio e necrose

da substancia cinzenta. J4 a fase secundaria, marcada por uma sequéncia de reacdes
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bioquimica no periodo de 01 a 04 semanas (SCHWAB; BARTHOLDI, 1996;
NICHOLLS; SAUNDERS, 1996; DEFINO, 1999).

A resposta inflamatdria pés traumatica desempenha um papel critico
interferindo nos complexos celulares e moleculares. (DASARI, 2014). Essa cascata
de eventos inflamatérios decorrente de isquemia, provocada por choque neurogénico
causado pela compresséo por fragmento vertebral, com fluxo sanguineo cessado,
com alteracdo da autorregulardo da regido. A ruptura da membrana celular aumenta
a producdo dos radicais livres, causadores da progressiva oxidacdo dos acidos
graxos, chamada peroxidacdo lipidica, desabiltando a cadeia enzimatica
mitocondriais, com a alteracdo do DNA e de suas proteinas associadas - inibidoras do
sbédio-potassio ATPase causando a necrose e apoptose celular (DASARI, 2014).

Ainda na segunda fase, a caracterizacdo da inflamacdo é originaria do
envolvimento dos componentes celulares como: neutrofilos, macrofagos, células T,
citosinas e prostaglandinas. Apos a lesdo medula, a regido € infiltrada rapidamente
por neutrofilos, os quais, ao secretar enzimas lipidicas e citosinas, prejudicam o tecido
local, promovendo recrutamento de outras células inflamatérias (DASARI, 2014). O
tecido cicatricial e cistos formados no interior da medula espinhal, sdo decorrentes da
morte de axdnios e células nervosas que ndo foram inicialmente lesados (SCHWAB;
BARTHOLDI, 1996; NICHOLLS; SAUNDERS, 1996; DEFINO, 1999).

3.2 Fibra muscular

A fibra muscular é caracterizada pelo fenétipo que controla a expressao entre
a cadeia pesada da miosina e as proteinas miofibrilares, reguladoras da plasticidade
e especializacdo do musculo esquelético. A partir do fator de transcricdo génica
ocorre diferenciagcdo miogénica por transformacao das células mesodermais
mioblastos. A acao dos fatores miogénicos reguladores e o myogenin transformam-
se em midcitos. O conjunto dessas células ira caracterizar a fibra muscular (HAWKE,
2001; RAUE, 2006; WILLOUGHBY, 2002).

Na fibra muscular, células satélites sao formadas na periferia dos mioblastos
responsaveis pelo crescimento e regeneracdo muscular. A ativacdo de novas células
por formacdo de novas miofibrilas serd estimulado pela contracdo muscular,

mantendo assim, a funcéo das estruturas musculares. (HAWKE, 2001).

21



O tecido muscular esquelético estriado caracteriza-se por endomisio,
perimisio e epimisio. O envolvimento da fibra muscular é constituido por camada
lipidica responsavel pela conducdo da onda de despolarizacdo, conhecido por
sarcolema, com camada de filamentos de colageno. No interior da fibra, encontra-se
o sarcoplasma, nele localizam-se as organelas e entre elas o reticulo sarcoplasmatico,
caracterizado por canais tubulares, onde propagam-se uma onda de despolarizagao
por toda a fibra muscular, proporcionando o regulamento do fluxo de calcio (FLUCK,
2003).

A contracdo muscular ocorre ap0s a despolarizacao da fibra, os filamentos
finos representados por actina, tropomiosina, troponina e tropomodulina, assim como
os filamentos grossos, pela miosia e proteina. As cadeias, leve e pesada, formam
estruturas envolvendo os filamentos ja apresentados. Em uma das cabecas da
miosina se liga ao ATP (trifosfato de adenosina). Outras estruturas também s&o
encontradas na fibra, titina, desmina e a nebulina. Histoldégica e morfologicamente, as
fibras sdo classificadas quanto a sua atividade enzimatica e o potencial oxidativo,
pertencentes as fibras de contracdo lenta, do tipo I, e fibras rapidas do tipo I
(SCHIAFFINO, 1996; FLUCK, 2003).

3.3 Espasticidade

A espasticidade muscular tem sido grande desafio tanto para o tratamento
medicamentoso como para a fisioterapia. Denominada como uma resisténcia
dependente da velocidade do movimento, essa por sua vez € caracterizada pelo
aumento do tbnus muscular, exacerbacao dos reflexos miotaticos e hiperatividade do
muasculo, causando alteracdo na estrutura e contragdo muscular, presenca de
espasmos musculares e clénus (FAVA, 2011).

As contraturas musculares s&o limitantes ao movimento, aumentando assim a
rigidez passiva (SMITH et al., 2011). Tais caracteristicas séo reconhecidas como
fatores limitantes, interferindo na qualidade de vida, afetando diretamente na
funcionalidade e independéncia do individuo (FAVA, 2011; LIEBER et al, 2003).

As alteracdes observadas na musculatura espastica, sao decorrentes da leséo
no motoneurbnio superior. De acordo com Bakheit et al. (2011), a existéncia da
modulacdo adequada do tdbnus muscular depende de uma remodelacdo estrutural,

expressada pela cadeia pesada da miosina de fibra tipo lIx. Existe também reducéo
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no comprimento e volume do ventre muscular, com aumento de fibras do tipo | e de
tecido conjuntivo extracelular nos musculos espasticos (DIAS et al., 2013).

A histopatologia referida por Ito et al., (1996), demonstrada na musculatura
espastica da paralisia cerebral, por bidépsia do gastrocnémio, evidenciou
predominancia das fibras do tipo | sobre as tipo Il. J& Lundy-Ekman (2004) e Patten
et al. (2004) relataram transformacdes tanto em fibras musculares do tipo | como em
tipo I, contribuindo para a diminuicdo das atividades funcionais dos pacientes.

O estudo de Smith (2011), relata muasculos isquiotibiais de criancas com
paralisia cerebral apresentam aumento na tensdo passiva, uma vez que Lieber et al.
(2004), complementa um aumento do material da matriz extracelular devido a
hipotrofia muscular combinada com a rigidez elevada. Para Olsson et al. (2006), essa
hipotrofia, decorrente do aumento da concentracdo de colageno, proporciona um
musculo espéastico com propriedades mecéanicas inadequadas. Somado a isso,
Ranatunga (2011) relata o aumento da tenséo passiva ligado as alteracbes na matriz
extracelular, como também, no encurtamento do musculo, decorrentes da atuacdo do
calcio em fibras normais e espasticas.

Segundo Gao; Zhang (2008), em estudo realizado com eletroestimulacédo no
gastrocnémio, houve reducédo quantitativa de sarcbmeros ao longo das fibras
comprometidas em pacientes com acidente vascular encefalico (AVE). Essas
alteracdes foram evidenciadas no estudo de revisao de Rose; Mcgill (1998).

Poucos estudos demonstram alteragcbes apresentadas nos muasculos
hipertbnicos, decorrentes do aumento nos niveis de Ca*™* (representados por niveis
aumentados de tensdo passiva), e das propriedades intrinsecas de musculos
espasticos, envolvendo o tecido conjuntivo, titina e a matriz extracelular (LIEBER et
al, 2003).

A hiperatividades dos canais de célcio nesses musculos, causadas pelas
alteracbes motoneurbnios, apds transeccdo medular em ratos, causa
hiperexcitabilidade das vias reflexas espinhais com periodos prolongados de
despolarizacdo, apos duas semanas da lesdo (HARRIS et al., 2007; NORTON et al.,
2008; MURRAY et al., 2010; RANK et al., 2011), decorrentes das alteracées no
volume aumentado de sodio e calcio (LI; BENNETT, 2004). A presenca do sodio e
atividades dos canais do célcio do tipo L também Justifica a fase de choque medular
em decorréncia da inativagcdo dos mesmos (LI; BENNETT, 2003). Essa hiperativacao

s

por despolarizacdo € decorrente de acetilcolina (LI; BENNETT, 2004; LOMO,;
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SLATER, 1980), produzindo potencial pds-sinaptico no musculo por influxo intenso de
sédio nos tubulos T, de acordo com Prado et al. (2002) e Ribeiro et al. (2006).

Os estimulos ao chegar aos tubulos T ativa os canais rianodinicos, localizados
na membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS), deixando-os permeaveis ao calcio
(Ca*?) por acdo da miosina Ca*2-ATPase, aumentando a concentracédo desse no RS.
Uma vez o célcio liberado no RS, ird se ligar ao complexo troponina-tropomiosina,
especificamente a troponina C, liberando o sitio de ligacdo da actina para a miosina.
Essa liberacdo permitira producéo de tensao e contracdo muscular (BERCHTOLD et
al, 2000; DULHUNTY, 2002; CHENG; LEDERER, 2008).

As pontes cruzadas, segundo Gordon et al. (2000) e Cheng; Lederer (2008),
sdo influenciadas por mecanismo puramente mecanico, alterando a cinética de
liberacdo de ADP advindo do ATP (RATZ; SPEICH, 2010). A angulacdo das pontes
cruzadas acarreta geracdo de forca vinculada ao deslizamento das miofibrilas
diretamente proporcional a tensdo passiva e concentracdo de calcio, ou seja, quanto
mais calcio maior a tensédo passiva (GORDON et al., 2000; CHENG e LEDERER,
2008). Reforcado na espasticidade, o evento relatado por Roy et al. (2012) evidencia
alteracdes musculares associadas ao musculo, apds uma lesdo medular, incluindo
aumento da tensdo passiva. Esse aumento também é reforcado por Bakheit et al.
(2011) e Roy; Reggie (2012).

Ja Olsson et al. (2006) apresenta aumento nas propor¢cdes de fibras
musculares rapidas, expressadas pelo tipo lIx, sendo reduzidas proporcionalmente
devido ao remodelamento ultraestrutural dos midcitos espasticos. Resultado
semelhante encontrado por Péten e Stal (2007) em um estudo feito no musculo biceps
braquial em adultos jovens com paralisia espastica. A maior expressao das fibras 11x
prevaleceram em relacéo as fibras la. Outras alteracdes encontradas por Olsson et al
(2006) foram diminuicdo dos capilares e do volume mitocondrial.

Diante desses achados, os fendmenos fisiopatoldégicos podem se comportar
da seguinte forma: O motoneurdnio medular quando lesionado apés duas semanas,
apresenta hiperatividade em seus canais de calcio do tipo L, induzindo excesso de
calcio em canais semelhantes localizados no sarcoplasma, causando hiperativadade
na banda-M da titina. A potencialidade das ligacdes cruzadas induzira um aumento da
tensdo passiva. Essa alteracdo patolégica modifica a matriz extracelular e colageno,
enrijecendo-os, induzindo em ciclo viciosos tensdo passiva e ligagcdes cruzadas

aumentadas. Essa carateristica na estrutura muscular, principalmente da titina
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induzird a expressdo da MyHC do tipo lIx, caracterizada por pouco metabolismo
glicogénico resultando contracdo rapida e de facil fadiga, assim os musculos
espasticos sao rigidos e fracos levando a uma hipotrofia muscular (LIEBER et al,
2004).

3.4 Tratamento

O tratamento para o TRM no Brasil tem custo anual médio de 300 milhdes de
dolares tendendo ao crescimento, decorrente da qualidade de tratamento aumentando
a incidéncia de lesados medulares, assim como, a expectativa de vida (FAVA, 2011).
A medicacao utilizada no momento agudo é a metilprednisolona com mecanismo de
acao por inibicdo da peroxidacao lipidica (LAURINDO et al., 2009).

Em relacdo ao tratamento sdo relatados o blogueio muscular, cirargicos ou
farmacoldgicos, além do controle da espasticidade. Ambos propdem-se amenizar a
hipertonia (FELICE; SANTANA, 2009). Os alopaticos vém sendo utilizados ha alguns
anos de forma corriqueira e os mais utilizados séo o baclofen, o diazepam, dantrolene,
a clonidina, a tizanidina, a clorpromazina, além de morfina. Estas medicacdes atuam
por diferentes mecanismos, que resultam em diminui¢cdo da excitabilidade dos reflexos
espinhais (TEIVE et al., 1998).

As formas de tratamento local sdo duas: a injecao de fenol para bloqueio da
conducao nervosa periférica (TEIXEIRA et al., 2004). E a toxina botulinica, essa por
sua vez é uma neurotoxina produzida pela bactéria Clostridium botulinum, com
atuacado na jungcdo neuromuscular, blogueando a liberacdo do neurotransmissor
acetilcolina, em nivel pré-sinaptico, porém como consequéncia provoca paresia
muscular (TEIVE, 1998).

Apesar da existéncia dessas formas de tratamento se busca na ciéncia outras
formas de tratamento com produtos naturais, uma vez que nos ultimos anos tem-se
verificado um crescente interesse por fitoterapicos. As observac6es populares sobre
o uso e efeito positivo de produtos naturais contribuem de forma relevante para a
divulgacao das acgfes terapéuticas dos vegetais com o objetivo de melhorar a saude
da populacéo (SOUSA et al., 2008; MACIEL et al., 2002).

3.5 Fitoterapia
A utilizacdo de plantas medicinais como recurso terapéutico € uma tendéncia

generalizada na medicina mundial. Esta tendéncia tem contribuido significativamente
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para o consumo ndo sO de plantas medicinais, como também de medicamentos
fitoterapicos. Os conhecimentos acumulados ao longo do tempo mostram que tais
produtos podem causar efeitos nocivos e provam que o mito “O que é natural néo faz
mal” € uma verdade insustentavel (BEZERRA et al., 2012).

Quanto as praticas da medicina tradicional, observou-se que sdo baseadas
em crencgas existentes ha centenas de anos, prevalecendo até hoje, caracterizando a
tradicdo de cada pais, passando conhecimentos de uma geracdo a outra com
aceitacao fortemente condicionada aos fatores culturais (MARTINS, 2000).

O uso de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencao de doencas
aumentou com o avanco e a modernizacéo da farmacoterapeutica, possibilitando uso
de plantas medicinais sob a forma de medicamentos fitoterapicos na busca do
equilibrio saude-doenca (PERFEITO, 2012).

As formas de utilizacao terapéutica das plantas sdo varias e entre essas se
encontra a utilizacdo dos Oleos essenciais. Obtidos de diferentes materiais vegetais
como flores, folhas, frutos e raizes originam-se do metabolismo secundario destes
vegetais, sendo uma excelente forma de aplicacdo tépica, por apresentarem bom
indice de absorcdo (GEROMINI et al., 2012).

Os Oleos essenciais sdo utilizados h4 bastante tempo (LORENZI, 2000),
principalmente por suas possibilidades terapéuticas (LEAL-CARDOSO; RAVASIO et
al., 2004; ZWENGER; BASU, 2007). Sao constituidos por compostos organicos de
moléculas de hidrocarbonetos classificados como terpenos, alcoois, ésteres, aldeidos,
cetonas e fendis, além de outros (GUENTHER, 2008). E seu uso farmacolégico
atribuido aos seus principios ativos, dentre os quais se destacam o 6leo essencial

comumente extraido de folhas, os rizomas, as hastes e flores.

Os componentes volateis do 6leo da A. zerumbet (OEAZz) tém sido objeto de
pesquisa de inumeros estudos (LAHLOU et al., 2003, Rezende et al., 2003). Os
terpenos sdo o0s principais constituintes do OEAz decorrentes do metabolismo
primario e secundario (TRAPP; CROTEAU, 2001; DEGENHARDT et al., 2003;
GUENTHER, 2008). Sao utilizados amplamente em alimentos, perfumarias,
medicamentos tradicionais e alternativos, e classificados em hemiterpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos, triterpenos e

tetraterpenos (GUENTHER, 2008). Dentre os constituintes quimicos majoritarios do
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Oleo essencial estdo o terpineno-4-ol, o 1,8-cineol e o Y-terpineno (LAHLOU et al.,
2003; SANTOS et al., 2011).

3.6 Alpinia zerumbet

A familia Zingiberaceae, contém mais de 53 géneros e 1.200 espécies, sendo
a Alpinia um dos géneros mais encontrados (KRESS et al., 2005). Alpinia zerumbet
(A. zerumbet) ou Alpinia speciosa [K. Schum (Zingiberaceae)] € uma planta facilmente

” 13

encontrada no nordeste brasileiro, e conhecida popularmente como “colénia”, “flor da

redencdo”, “bastdo do imperador’ e “agua de alevante”. 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 sédo alvas com lacinios réseos no apice, dispostas em
cachos grandes levemente aromatizadas, sendo o fruto em formato de capsula

(MEDEIROS, 2000; KRIECK et al., 2008).

A espécie A. zerumbet teve seus constituintes quimicos determinados
inicialmente por Kimura et al. (1966) e foram: alcaloides; flavanoides (cardamonim e
isalpin); catequina e epicatequina (MASUDA, ET AL., 2000 E VICTORIO, ET AL.,
2009). Os principais constituintes do Oleo essencial dessa espécie sdo mono e
sesquiterpenos, com maior concentracdo do terpinen-4-ol, presente em todos os
orgaos da planta em quantidades diferentes. Ja o a-terpineol é o principal constituinte
da flor e rizoma e o 1,8 cineol da folha. (JEZLER, 2010).

Nas pesquisas pré-clinicas realizadas por Mendoncga et al. (1991) o extrato
aguoso (10 g/kg) foi praticamente atéxico com indu¢éo e duracdo do sono aumentado;
inibicdo de acetilcolina e bradicinina em ileo de cobaia; além de diminuicdo do ritmo
cardiaco e resposta ionotrépica atrial e diminuicdo da presséo sanguinea. A atividade
antifingica foi demonstrada por Prudente al. (1993) e Tawata et al. (1996). O efeito
antioxidante com fracbes metandlicas foi descrito por Masuda et al. (2000), e 6tima

atividade moluscicida e larvicida, segundo Lima et al. (2013).

Em 2008, Costa et al., utilizando extrato acetbnico e metandlico das folhas,
avalia que esses extratos ndo apresentam acao citotoxica nas células HEp-2. Ainda

em 2008 Lin et al. relatam que o p6 das sementes da A. speciosa apresentam efeito
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hepatoprotetor demonstrando ser um agente hipolipemiante com atividade de elevar
a lipoproteina de lata densidade (HDL- C) combatendo assim o colesterol.

J& as pesquisas clinicas com a A. zerumbet descrevem os resultados como
redutor de presséao arterial, efeito esse também presente ao ingerir o cha, observado
por Laranja et al. (1991; 1992); e atividade biolégica de hipotensdo, diurético e
antiulcerogénica, descrito por Mpalantinos et al. (1998) decorrentes do extrato aquoso

da planta relatada.

Nas pesquisas com A. zerumbet vinculadas a contra¢cdo muscular, sdo citadas
com 0s seguintes resultados: acdo anticolinérgica competitiva que inibe a contracéo
muscular (VANDERLINDE e CADEN, 1986; VANDERLINDE; LAPA, 1988;
VANDERLINDE, 1991; CORREA et al., 2001), atividade antiespasmadica e efeito
relaxante do ténus basal de ileo de ratos (BEZERRA et al., 2000), vaso-relaxante por
diminuir atividade de ténus simpéatico (LAHLOU et al., 2002), além de moduladora da
concentragdo do célcio no musculo liso, de forma dose dependente (MENDONCA et
al., 1991; BEZERRA et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2005).

Porém, sua acdo antiespasmodica, em muasculos estriados em modelos
experimentais estdo inicialmente investigados. Nessa condicdo os animais desta
pesquisa foram tratados com OEAz com possivel resultado de beneficios, tanto para
a espasticidade como para as contraturas musculares. Essa hipdtese partiu do
pressuposto da acao ja confirmada de regulacdo do calcio em seus canais do tipo L
voltagem dependente, em estudos realizados por Santos et al., 2011, parceria nossa
com um grupo em Minas Gerais. Outro estudo respalda essa hipotese, Candido e
Xavier-Filho (2012), ao tratar criancas com paralisia cerebral espasticas com OEAz
durante um més. Ao final do tratamento, essas crian¢as melhoraram a tenséo passiva
(espasticidade) como também melhoraram a funcdo motora. Os musculos espasticos
apresentaram alteracdes na tensao passiva e das propriedades intrinsecas das fibras
estriadas envolvendo o tecido conjuntivo, titina e a matriz celular, pressupdem-se que
aja uma acao do OEAz influenciando as estruturas miofibrilares alteradas pela propria
contratura e naturalmente estimuladas ao excesso de calcio no sarcoplasma, segundo
Catterall (1991), Mickelson e Louis (1996), Lieber et al. (2003) e Olsson et al. (2006).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de pesquisa

Trata-se de um estudo pré-clinico, experimental e comportamental que foi
realizado no Laboratério de Morfologia e Biologia Estrutural e no Laboratério de
Estudos Biologicos e Produtos Naturais do Instituto de Tecnologia e Pesquisa da

Universidade Tiradentes.

4.2 Material Vegetal

As amostras do OEAz a 33% foram doadas pela empresa Hebron
Farmacéutica, Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo Tecnoldgica Ltda, com sede
em Pernambuco. Esse medicamento foi confeccionado a partir da coleta de folhas
verdes transportadas em carro climatizado, tendo seu 6leo essencial extraido por
arraste a vapor (hidrodestilagéo) e seu veiculo um 6leo vegetal.

Foi realizada a analise cromatografica no Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com objetivo de identificar a composi¢cao
do produto. Utilizado a cromatografia gasosa (GC) com detector de espectrometria de
massa (Shimadzu, Japao, QP 2010-plus) operando com energia de ionizagéo de 70
eV e com uma massa contida no intervalo de 45-450 Da. Na identificacdo da
constituicdo quimica foi empregada coluna capilar DB5 (Agilent Technologies, EUA)
com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 mm de filme de
espessuras de fase estacionaria. Foi empregado um fluxo de gas de 1 mL/min de hélio
(ultrapura, Linde Gases, Brasil). A temperatura do detector e do injector foi mantida a
250°C, iniciando o aquecimento a 40°C, com acréscimo de 3°C/min, até atingir 220°C.

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

como uma ajuda adicional na identificagéo.
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4.3 Animais

Foram utilizados 30 ratos da raca Wistar, adultos, de ambos 0s sexos,
provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes. Os animais com peso entre 250
a 300 gramas, acomodados nas gaiolas de propriopileno em grupos de 6 animais, em
ambiente controlado, com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo 4gua e racao
balanceada ad libitum.

Ao final de cada experimento os animais sdo sacrificados e, posteriormente,
incinerados no Biotério da Universidade Tiradentes. O estudo foi aprovado pelo
Comissé&o de Etica no Uso de Animais CEUA de n° 020513 (ANEXO 2) da referida

universidade.

4.4 Procedimento cirurgico

Foi utilizado um modelo experimental adaptado de acordo com o estudo de
Torres et al. (2010) e Osborn et al. (1990), seguindo as normas de pré e pos-operatorio
do Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS). Os animais pesados e
administrado o relaxante muscular Cloridrato de Ketamina a 10% (95mg/kg) e
Cloridrato de Xilazina a 2% (12mg/kg) com aplicacéo intraperitoneal, onde a cada 100
gramas do rato foi administrado 0,01 mg tanto do anestésico quanto do relaxante
muscular com duracao do efeito por duas horas.

Os animais ap06s anestesiados foram colocados em decubito ventral com
exposicdo do dorso para a realizacdo da tricotomia (regido toracica) e em seguida
submetido a assepsia com a solucao de polivinil pirrolidona iodo.

ApoOs a assepsia foi realizada uma inciséo vertical de aproximadamente 5cm
de comprimento, sobre os processos espinhosos, expondo tecido subcutaneo, com
afastamento subperiostal da musculatura paravertebral para a exposicdo da coluna
vertebral. Desta inciséo foi localizada, por meio da palpacédo da ultima costela, as
vértebras T9 e T10 para assim realizar a laminectomia, expondo a medula espinhal
recoberta pela dura-méater intacta. Com a exposi¢ao do canal medular foi realizado o
trauma mecanico utilizando o aparelho Estereotaxico adaptado confeccionado pelos
pesquisadores composto de uma haste fina de ponta romba (01mm?) com peso
acoplado de 70g por 05 minutos. Logo apds a compressdao medular a musculatura e

a pele do rato foram suturadas com fio 4.0 poliamida monofilamento néo absorvivel.
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Nos cuidados pés-operatorio foi realizado a antibioticoterapia profilatica com
pentabiol reforgado intraperitoneal em dose Unica (0,1mg/100g), e acomodagéo de

trés animais por gaiolas, estas contendo com agua e racdo, em ambiente climatizado.

4.5 Grupos e doses

Foram realizados 5 grupos com 6 animais cada, totalizando 30 animais foram
submetidos a tratamento por cinco dias na semana durante 30 dias. A dose foi de
0,05ml/2Kg o OEAz (na diluicdo de 33% do OEAz em 67% de Oleo vegetal). Nos
grupos tratados com Fisioterapia foi realizada as mobilizacdes passivas de flexo-
extensdo de joelho e tornozelo direito e seu controle apenas a movimentacgéo diaria

normal sem nenhum estimulo, em ambas as patas. Os grupos foram divididos em:

1° Grupo laminectomia Musculos
_ espasticos da
(N=6) Panturrilha direita
2° Grupo Les&o medular Musculos
espasticos da
(N=6) Panturrilha direita
30 dias de 3° Grupo OEAZz 33% Musculos
tratamento _ espasticos da
~ (N=6) Panturrilha direita
(n=30)
Musculos

4° Grupo OEAz 33% +
Fisioterapia (N=6)

espasticos da
Panturrilha direita

5° Grupo Fisioterapia Musculos
espasticos da
(N=6) Panturrilha direita

Figura 1: Organograma dos grupos experimentais, o 1° grupo laminectomia; 2° grupo
lesdo medular; 3° grupo OEAz (OEAz 33%); 4° grupo OEAz (OEAz 33%) associado
ao tratamento de Fisioterapia e o 5° grupo fisioterapia.

O tratamento foi iniciado apds 15 de lesdo medular compressiva somando 30
gue os animais foram tratados por 30 dias. Desta forma, os musculos paréticos se
encontram com espasticidade e contratura muscular, pois em projeto piloto foi
percebido que em 14 dias os animais ja tinham saido na fase flacida e estariam na
fase de espasticidade, andando com limitagdo parcial demonstrando contraturas na

movimentagao passiva das articulagdes do joelho e tornozelo.
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4.6 Protocolo de tratamento

Os animais submetidos ao tratamento do OEAz, Fisioterapia, Fisioterapia +
OEAz, Lesao medular e Laminectomia iniciaram o tratamento diario a partir do 15° dia
de pés operatério totalizando 30 dias de tratamento. Durante todas as visitas diarias
0s animais receberam massagens abdominais com o objetivo de esvaziar a bexiga e
a defeccéo favorecendo o bem estar fisioldgico do animal, visto que a lesdo medular

pode causar transtornos vesicais e esfincterianos.

4.7 Protocolo de avaliagéo

Foram realizados testes funcionais para avaliacdo comportamental e
neurolégica em oito avaliacbes no 1°, 3°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35° e 45° dia. A partir
dessas avaliagcbes foi possivel observar o comprometimento funcional e
comportamental na lesdo aguda, subaguda e cronica. As avaliagbes foram realizadas
pelo mesmo avaliador para um resultado mais fidedigno.

Sao realizados 05 testes para compor a avaliagdo comportamental e
neuroldgica: o protocolo descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB), o teste de
sensibilidade dolorosa (SD), o posicionamento proprioceptivo (PP) e tétil (PT).

Durante a avaliagdo do BBB foram avaliados os seguintes escores:
movimentos das patas, coordenacao, firmeza, comprometimento do tronco. E como
subitens desses o: movimento do membro posterior, posicdo do tronco, abdome,
posicdo da pata, caminhada, posicdo predominante da pata, instabilidade do corpo e
rabo. O BBB avalia desde a auséncia total de movimentos (escore 0) até o movimento
normal (escore 21). Para esta avaliacdo o rato € colocado em um campo aberto e
observado de dois a quatro minutos (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995; SEDY,
2008).

No teste SD é realizada uma presséao na prega interdigital das patas traseiras,
utilizando uma pinga hemostatica. A resposta varia de acordo com a tentativa ou
reacao de morder, vocalizar e velocidade de retirada da pata.

Na avaliacdo PP é utilizada para verificar se o animal apresenta capacidade
para retornar a posicdo normal, a pata do rato é posicionada em flexao,
proporcionando o contato do dorso em alguma superficie rigida. Enquanto no PT, o
dorso da pata entra em contato com a borda lateral de uma superficie rigida, apresenta

como objetivo avaliar a preciséo e rapidez com que o animal ir4 colocar sua pata.
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Para todas essas trés avaliagOes foi utilizado um escore classificado como 0
(auséncia de reacao), 1 (reacdo diminuida) e 2 (rea¢do normal).
Todas avaliacdes foram filmadas para evitar erros nas determinacdes de suas

escores.

4.8 Analise Histologica

Para caracterizagdo histopatoldgica, os ratos foram eutanasiados, retirados
0s musculos grastrocnemio e colocados no formal a 10%. Na confeccdo das laminas
foi realizado o processo de desidratacdo e clareamento em alcool e xilol, cada
processo com duragdo de uma hora. Apos este procedimento foi realizada a incluséo
do material na parafina e em seguida, a formacao dos blocos com o tecido. O corte
do material emblocado foi realizado no micrétomo na espessura de 5 um. As laminas
foram coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) para a andlise histolégica, segundo

Albuquergue Janior et al. (2009).

Nas laminas foram analisadas as seguintes variaveis: miofibrilas, endomisio,
perimisio, epimisio e feixe muscular. E fotografadas com microscopio (Olympus,
BX51, Tokio, Japdo) equipado com uma céamera digital (Olympus, DP71, Tokio,
Japao). As imagens foram adquiridas com resolucéao de 2040 x 1536 pixels e salvadas

em arquivo no formato TIF.

4.9 Analise estatistica

O programa estatistico utilizado foi GraphPad Prism 6.01. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analisar a normalidade das variaveis
estudadas. Ja as andlises de comparac¢des multiplas utilizou a analise de variancia

simples por Kruskla-Wallis seguido do pés-teste Dunn’s. Foi considerado p<0.05.
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RESUMO - O traumatismo raquimedular (TRM) é uma lesdo que compromete o
sistema nervoso central provocando uma reducédo ou perda da funcdo motora e/ou
sensitiva do individuo. A Alpinia zerumbet apresenta acdo de relaxamento muscular
pela modulacdo dos canais de calcio. O objetivo deste estudo é analisar o efeito da
aplicagcédo topica do oOleo essencial de A. zerumbet (OEAz) sobre as alteragbes
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histopatolégicas do musculo espastico em modelo experimental de lesdo medular.
Para tanto, foram utilizados 30 ratos Wistar, sendo realizada lesdo medular (em T9 ou
T10) utilizando estereotaxico adaptado em 24 deles e laminectomia nos seis
restantes. Posteriormente, os animais foram divididos em 5 grupos (n=6): leséo
medular, subdivididos em grupo sem tratamento e tratados com OEAZ (0,05ml/2Kg),
fisioterapia e a combinacdo de ambos, além do grupo laminectomia. O periodo de
tratamento foi de 30 dias. Foi realizada a avaliacdo comportamental de acordo com o
protocolo descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB). Apos 30 dias, os animais
foram eutanasiados em camara de CO2 e 0s musculos gastrocnémios foram
removidos e analisados em microscopia de luz. Os dados obtidos foram analisados
com o teste Kruskall Wallis e pés-teste de Dunn, considerando significativo p<0,05. O
estudo demonstrou que entre 0s grupos tratados apenas a terapia combinada de
OEAz associado a Fisioterapia apresentou melhora significativa (p<0,01) em relacéo
ao grupo Lesao na avaliagdo do comportamento neurolégico funcional. E na avaliagdo
das miofibrilas e espaco de endomisio os resultados foram adequados semelhantes
ao grupo sadio (Laminectomia).

Palavra-chave: Alpinia; espasticidade muscular; 6leos essenciais.

ABSTRACT - The spinal cord injury (SCI) is an injury that affects the central nervous
system causing a reduction or loss of motor function and/or sensory function to the
individual. The Alpinia zerumbet shows some action muscle relaxation by modulating
calcium channels. The objective of this study is to analyze the effect of topical
application of essential oil A. zerumbet (OEAZz) on the spastic muscle histopathologic
changes in an experimental model of spinal cord injury. For this purpose, 30 Wistar
rats (Rattus norvegicus albinus, young adults of both sexes) were used. The animals
underwent standardized spinal cord injury. There were 5 groups of 6 animals each:
The first group was the Laminectomy group, 2nd was the Injury group, Physiotherapy
group the 3rd, 4th the OEAZz group at a dose of 0.05 ml / 2 kg and 5th group was the
OEAz and Physiotherapy, all of them were treated for 30 days. Performance evaluation
was performed according to the protocol described by Basso, Beattie and Bresnahan
(BBB). After 30 days, the animals were sacrificed in a CO2 chamber and the
gastrocnemius muscles fibers were extracted and examined. Data were analyzed with
the Kruskal-Wallis test and post-test of Dunn, considering a significant result of (p

<0.05). The study showed that the groups treated with a combination therapy of OEAz
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associated with physical therapy showed significant improvement (p <0.01) compared
with the group of functional neurobehavioural injury. The study also showed that the
separate treatment of physiotherapy and OEAz not adequately benefited from the
development of the activity of myofibrils. Physiotherapy alone allowed the development
of collagen on perimysium and OEAz also alone despite a better response behavior
on the neurological assessment showed increased endomysial space, consistent with
atrophy. However, the combination therapy of OEAz associated with physical therapy
had myofibrils neurobehavioral functional and appropriate, similar to the healthy group
(laminectomy)

Key word: Alpinia; spasticity muscle; essential oil

INTRODUCAO

O trauma raquimedular (TRM) é uma lesdo neurolégica incapacitante, com
grande impacto na sociedade e o que representa um problema de saude publica. Afeta
principalmente a populacdo de adultos jovens, entre os 16 e 30 anos de idade, do
sexo masculino, sendo a regido cervical e a transicdo toracolombar os segmentos

mais atingidos, e muitas vezes resultam em morte ou deficiéncia motora.

No Brasil, estima-se uma incidéncia de dez mil novos casos por ano,
principalmente devido ao trauma como as lesdes por armas de fogo, por meios
violentos e os acidentes de transito (COSTA et al., 2014; FERREIRA et al., 2012;
SANTIAGO et al., 2012). Em 2010 foram, aproximadamente 96.000 novos casos de
lesdo medular com sequelas motoras (SILVA et al., 2012).

Foran et al. (2005) afirmam que diante a lesdo medular, 0s musculos se
apresentam espasticos com alteracfes estrutural, com isso, um rico modelo de
plasticidade muscular € inconsistente diante das transformacdes devido as
estimulacées cronicas ou desuso desses musculos. Trocoli e Furtado (2008)
demonstraram que o treinamento de forgca muscular ndo influencia, de forma negativa

ou positiva, o tbnus muscular.

A partir dessas alteracdes estruturais o presente artigo tem como objetivo
Analisar as altera¢des histopatoldgicas do musculo espastico em modelo experimental

pos-lesdo medular tratadas com 6leo essencial da Alpinia zerumbet.
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MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo pré-clinico, experimental e comportamental que foi
realizado no Laboratorio de Morfologia e Biologia Estrutural e no Laboratério de
Estudos Bioldgicos e Produtos Naturais do Instituto de tecnologia e Pesquisa da

Universidade Tiradentes.

Material Vegetal

As amostras do OEAz a 33% foram doadas pela empresa Hebron
Farmacéutica, Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo Tecnoldgica Ltda, com sede
em Pernambuco. Esse medicamento foi confeccionado a partir da coleta de folhas
verdes transportadas em carro climatizado, tendo seu 6leo essencial extraido por
arraste a vapor (hidrodestilacdo) e seu veiculo um 6leo vegetal.

Foi realizada a analise cromatografica no Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com objetivo de identificar a composi¢cao
do produto. Utilizado o cromatografia gasosa (GC) com detector de espectrometria de
massa (Shimadzu, Japado, QP 2010-plus) operando com energia de ionizacdo de 70
eV e com uma massa contida no intervalo de 45-450 Da. Na identificacdo da
constituicdo quimica foi empregada coluna capilar DB5 (Agilent Technologies, EUA)
com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 mm de filme de
espessuras de fase estacionaria. Foi empregado um fluxo de gas de 1 mL/min de hélio
(ultrapura, Linde Gases, Brasil). A temperatura do detector e do injector foi mantida a
250°C, iniciando o aquecimento a 40°C, com acréscimo de 3°C/min, até atingir 220°C.

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

como uma ajuda adicional na identificagao.
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Animais

Foram utilizados 30 ratos da raga Wistar, adultos, de ambos 0s sexos,
provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes. Que apresentassem peso entre
250 a 300 gramas, agrupados 3 ratos em cada gaiola de propriopileno, em ambiente
controlado, com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo agua e ragédo balanceada
ad libitum.

Ao final de cada experimento os animais sédo sacrificados e, posteriormente,
incinerados no Biotério da Universidade Tiradentes. O estudo foi aprovado pelo
Comissé&o de Etica no Uso de Animais CEUA de n° 020513 (ANEXO 2) da referida
universidade.

Procedimento cirargico

Foi utilizado um modelo experimental adaptado de acordo com o estude de
Torres et al. (2010) e Osborn et al. (1990), seguindo as hormas de pré e pds-operatorio
do Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS). Os animais pesados e
administrado o relaxante muscular Cloridrato de Ketamina a 10% (95mg/kg) e
Cloridrato de Xilazina a 2% (12mg/kg) com aplicacao intraperitoneal, onde a cada 100
gramas do rato foi administrado 0,01 tanto do anestésico quanto do relaxante
muscular com duracao do efeito por duas horas.

Os animais ap0s anestesiados foram colocados em decubito ventral com
exposicao do dorso para a realizacdo da tricotomia (regido toracica) e em seguida
submetido a assepsia com a solucao de polivinil pirrolidona iodo.

Apbs a assepsia foi realizada uma inciséo vertical de aproximadamente 5cm
de comprimento, sobre os processos espinhosos, expondo tecido subcutaneo, com
afastamento subperiostal da musculatura paravertebral para a exposicdo da coluna
vertebral. Desta incisédo foi localizada, por meio da palpacdo da ultima costela, as
vértebras T9 e T10 para assim realizar a laminectomia, expondo a medula espinhal
recoberta pela dura-méater intacta. Com a exposicdo do canal medular foi realizado o
trauma mecanico utilizando o aparelho Estereotaxico adaptado confeccionado pelos
pesquisadores composto de uma haste fina de ponta romba (01mm?) com peso
acoplado de 70g por 05 minutos. Logo apés a compressdo medular a musculatura e
a pele do rato foi suturado com fio 4.0 poliamida monofilamento n&o absorvivel.

Nos cuidados pos-operatorio foi realizado a antibioticoterapia profilatica com
pentabiol refor¢cado intraperitoneal em dose Unica (0,1mg/100g), e acomodacédo de

trés animais por gaiolas, estas contendo com agua e racédo, em ambiente climatizado.
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Grupos experimentais e doses

Foram realizados 5 grupos com 6 animais cada, totalizando 30 animais foram
submetidos a tratamento por cinco dias na semana durante 30 dias. A dose sera de
0,05ml/2Kg do fitofarmaco OEAz (na diluicdo de 33% do OEAz em 67% de Oleo
vegetal). Nos grupos tratados com Fisioterapia foi realizada as mobilizagGes passivas
de flexo-extensé&o de joelho e tornozelo direito e seu controle apenas a movimentacao

diaria normal sem nenhum estimulo, em ambas as patas. Os grupos foram divididos

em:
1° Grupo laminectomia Musculos
_ espasticos da
(N=6) Panturrilha direita
2° Grupo Les&o medular Musculos
espasticos da
(N=6) Panturrilha direita
30 dias de 3° Grupo Fisioterapia esl?)/lgsst(i:éj(laoss ”
tratamento (N=6) Panturrilha direita
(n=30)
4° Grupo bioprodutoOEAZ (33%) Musculos
espasticos da
(N=6) Panturrilha direita
5° Grupo bioprodutoOEAz (33%) + Musculos
Fisioterapia espasticos da
(N=6) Panturrilha direita

Figura 2: Organograma dos grupos experimentais, o 1° grupo - laminectomia; 2°
grupo - Lesao medular; 3° grupo — Fisioterapia, 4° grupo - BioprodutoOEAz (33%); e

5° grupo - BioprodutoOEAz (33%) associado ao tratamento de Fisioterapia

O tratamento teve inicio apds 15 dias de lesdo medular compressiva somando
45 dias da lesdo, uma vez que os animais foram tratados por 30 dias. Desta forma, os
musculos paréticos se encontram com espasticidade e contratura muscular, pois em
projeto piloto foi percebido que em 14 dias os animais ja tinham saido na fase flacida
e estariam na fase de espasticidade, andando com limitagdo parcial demonstrando

contraturas na movimentacgao passiva das articulacdes do joelho e tornozelo.
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Protocolo de tratamento

Os animais néo tratados: Laminectomia e Les&o; e 0s grupos tratados:
BioprodutoOEAz, Fisioterapia + BioprodutoOEAz associado a Fisioterapia iniciaram o
tratamento diario a partir do 15° dia de poOs operatério totalizando 30 dias de
tratamento totalizando 45 apos a lesdo medular. Durante todas as visitas diarias os
animais receberam massagens abdominais com o objetivo de esvaziar a bexiga e a
defeccao, visto que a lesdo medular pode causar transtornos vesicais e esfincterianos
favorecendo o bem estar fisioldgico do animal.

Protocolo de avaliagao

Foram realizados testes funcionais para avaliagdo comportamental e
neurolégica em oito avaliacées no 1°, 3°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35° e 45° dia. A partir
dessas avaliagcbes foi possivel observar o comprometimento funcional e
comportamental na lesdo aguda, subaguda e cronica. As avaliagdes foram realizadas
pelo mesmo avaliador para um resultado mais fidedigno.

Foi realizada a avaliacdo comportamental através do protocolo descrito por
Basso, Beattie e Bresnahan (BBB).

Durante a avaliagdo do BBB foram avaliados os seguintes escores:
movimentos das patas, coordenacéo, firmeza, comprometimento do tronco. E como
subitens desses o0: movimento do membro posterior, posi¢cdo do tronco, abdome,
posicdo da pata, caminhada, posicdo predominante da pata, instabilidade do corpo e
rabo. O BBB avalia desde a auséncia total de movimentos (escore 0) até o movimento
normal (escore 21). Para esta avaliagdo o rato é colocado em um campo aberto e
observado de dois a quatro minutos (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995; SEDY,
2008).

Andlise Histolbgica

Para caracterizacdo histopatologica, os ratos foram eutanasiados, retirados
0s musculos gastrocnémio e colocados no formal a 10%. Na confec¢éo das laminas
foi realizado o processo de desidratacdo e clareamento em alcool e xilol, cada
processo com duracdo de uma hora. Apos este procedimento foi realizada a incluséo
do material na parafina e em seguida, a formagéo dos blocos com o tecido. O corte
do material emblocado foi realizado no micrétomo na espessura de 5 um. As laminas
foram coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) para a analise histolégica, segundo

Albuquergue Juanior et al. (2009).
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Nas laminas foram analisadas as seguintes variaveis: miofibrilas, endomisio,
perimisio, epimisio e feixe muscular. E fotografadas com microscopio (Olympus,
BX51, Tokio, Japdo) equipado com uma céamera digital (Olympus, DP71, Tokio,
Japao). As imagens foram adquiridas com resolucéo de 2040 x 1536 pixels e salvadas

em arquivo no formato TIF.
Andlise estatistica

O programa estatistico utilizado foi GraphPad Prism 6.01. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analisar a normalidade das variaveis
estudadas. J4 as andlises de comparagBes multiplas utilizaram a analise de variancia

simples por Kruskla-Wallis seguido do pés-teste Dunn. Foi considerado p<0.05.

RESULTADO

O OEAz analisado cromatograficamente pelo Instituto de Quimica da
Universidade Federal do rio Grande do Sul apresentou monoterpenos hidrocarbonetos
(40,32%), prevalecendo y-terpineno (11,63%) e p-cimeno (5,85%); monoterpenos
oxigenados (50,94%), prevalecendo terpeno-4-ol (23,23%) e 1,8 cineol (21,77%);
sesquiterpenos oxigenados (3,52%) e sesquiterpenos hidrocarbonetos (2,8%). Esses
resultados estdo condicentes com Santos et al. (2011) quando analisou o0 OEAz da
mesma procedéncia e encontrou as areas referentes ao composto terpeno-4-ol
(37,62%); 1,8 cineol (17,58%); y-cymene (11,77%) e p-cymene (10.67%).

TABELA 1: Lista de compostos identificada pela Cromatografia gasosa com
espectrometria de massa (GC/MS) do 6leo essencial isolado das folhas e ramos do
bioprodutoOEAz.

Lit DB5

No. Compound name LTPRI LTPRI %

Monoterpene hydrocarbons 40.32
1 cyclene? 926 919 0.01
2 3-thujene @ 930 923 3.75
3 tricyclo[2.2.1.02,6]heptane, 1,3,3-trimethyl- P 927 929  2.56
4  2,4-thujadiene © 946 940 0.15
5 camphene @ 953 945 0.51
6 4(10)-thujene @ 975 969 3.12
7 B-pinene 2 979 974  2.69
8 [B-myrcene @ 991 988 0.74
9 4-carene® 1004 997 0.01
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10
11
12
13
14
15
16

a-phellandrene @
a-terpinene 2
p-cymene 2

limonene @
y-terpinene?@
terpinolene @
1,3,8-p-menthatriene @

Oxygenated monoterpenes

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

eucalyptol 2 (or 1,8-cineol)
linalool 2
(2)-2-menthen-1-ol @
(E)-pinocarveol @
(E)-2-menthen-1-ol 2
camphor 2
B-terpineol?

thujone ©
pinocarvone 2
borneol 2
terpinen-4-ol f
p-cymenene 2
a-terpineol ¢
(E)-piperitol 2

(E)-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol @

cuminaldehyde @
piperitone oxide "
thymol 2
p-cymen-2-ol @

Sesquiterpene hydrocarbons

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

ylangene
a-copaene @
B-elemene 2
caryophyllene @
a-bergamotene !
aristolene '
B-cadinene ™
y-selinene "
y-muurolene @
B-selinene @
a-selinene 2
(2)-B-guaiene @
B-bisabolene 2
y-cadinene 2

a-guaiene

1002
1015
1024
1029
1059
1088
1108

1031
1095
1121
1139
1140
1146
1063
1116
1164
1169
1182
1091
1192
1208
1227
1241
1253
1290
1299

1372
1376
1389
1417
1436
1429
1472
1479
1478
1489
1498
1492
1505
1513
1509

1004
1014
1023
1028
1057
1083
1111

1032
1099
1123
1138
1141
1144
1068
1116
1159
1170
1181
1089
1193
1207
1229
1242
1255
1291
1297

1365
1372
1375
1415
1430
1438
1475
1480
1485
1488
1492
1495
1506
1509
1519

0.83
3.83
5.85
2.87
11.63
1.71
0.06

50.94
21.77
0.91
0.49
0.12
0.28
0.10
0.08
0.08
0.03
0.40
23.23
0.28
2.14
0.22
0.03
0.02
0.11
0.18
0.48

2,80
0.04
0.01
0.16
131
0.13
0.11
0.01
0.15
0.13
0.03
0.07
0.01
0.02
0.46
0.15
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Oxygenated Sesquiterpenes 3.52

51 (E)-nerolidol 2 1564 1560 0.17
52 carotol 2 1594 1599 0.17
53 selina-6-en-4-ol © 1624 1620 0.02
54 isolonaifolan-8-o0l © 1515 1500 0.26
55 caryophyllene oxide 2 1582 1578 2.18
12-oxabicyclo[9.1.0]dodeca-3,7-diene, 1,5,5,8-
56 tetramethyl- 2 1606 1606 0.19
tetracyclo[6.3.2.0(2,5).0(1,8)]tridecan-9-ol, 4,4-
57 dimethyl- 2 1652 1652 0.54
Total chromatographic area of tentatively identified
compounds 97.58

As referéncia da biblioteca foram: 2Adams 2000; "Damjanovic Skala et al., 2006; ©
Konig, Joulain et al., 2006; ¢Javidnia Miri et al., 2004;  Hamm Bleton et al., 2004; 9 Yu
Liao et al., 2007; " Bader, Flamini, et al., 2003; ' Shatar S., 2005; | Ozel Gogiis et al.,
2006; 'Nogueira Bittrich et al., 2001; ™Zoghbi Andrade et al., 2003; "Courtois, Paine,
et al., 2009; °Cardeal, da Silva, et al., 2006.

Em relacdo as caracteristicas musculares, o grupo Laminectomia, se
encontravam com células angulosas com bastante ndcleos laterais, pequenos
espacos em perimisio. No grupo Leséo as células estdo arredondadas e polimorficas
com poucos nucleos laterais; presenca de colageno em perimisio, poucos nucleos
laterais, além de células com aspecto de degeneracdo hidropica. No grupo
Fisioterapia as células se apresentam angulosas, arredondadas e polimorficas, com
poucos nucleos laterais e células x ao redor das miofibrilas, além de grandes espacos
em endomisio e perimisio e presenca de colageno em perimisio. No grupo OEAZz foi
observado células angulosas com bastante nucleos laterais e grande espaco em
endomisio e perimisio. J& o grupo OEAz + Fisioterapia as células sao angulosas com
bastante ndcleos laterais e colageno em perimisio (FIGURA 2 e 3).
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A — Laminectomia B - Lesdo Medular

_E - Fisioterapia + OEAz

.

Figura 3: Corte transversal de miofibrilas. A — Laminectomia; B — Lesdo medular; C-
Fisioterapia; D — OEAz; e E — Fisioteapia + OEAz. Foram encontradas: células
poligonais (estrela amarela); células hipertroficas (estrela preta) Célula atrofica
(estrela verde); célula arredondada (estrela azul); nucleo periférico (seta branca);
nacleo central (seta verde); macrofago (seta lilas); degeneracdo hidropica (seta
vermelha); degeneracao vacuolar (seta preta); splitting (seta marron); colageno em
perimisio (seta azul).

54



Laminectomia Lesdo

Fisioterapia + OEAz
TT———

§ -

Figura 4: Corte longitudinal de miofibrilas. A — Laminectomia; B — Les&o medular; C-
Fisioterapia; D — OEAz; e E — Fisioteapia + OEAz. Foram encontradas: nucleo
periférico (seta branca); miofibrilas alinhadas (seta amarela) colageno entre as fibras
(seta azul).
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Nos resultados obtidos também se avaliou comportamento neurolégico
funcional e testes neurolégicos. Os animais tratados ou ndo obtiveram seus escores
com leitura de examinador cego utilizando-se de filmes desses testes
comportamentais, tais como avaliacao neuroldgica e capacidade motora e testes de
posicionamento proprioceptivo e tatil e sensibilidade dolorosa.

Na figura 4 foi apresentado a avaliagdo comportamentais neuroldgica pelo
teste BBB. Os animais dos distintos grupos apresentaram-se da seguinte forma.

O melhor resultado foi para o grupo Laminectomia, demonstrando que apenas
houve acesso do canal medular sem causar lesdo de medula; e escore com média
16,33 em decorréncia dos animais ainda estarem se reabilitando da propria cirurgia.

Os grupos tratados e o grupo Lesdo quando comparados ao Laminectomia,
permaneceram sem melhora significante até o ultimo dia de tratamento. Os grupos
Fisioterapia e OEAz se apresentaram sem melhora significativa também até o ultimo
dia de tratamento. Ja o grupo Fisioterapia + OEAz apresentou melhora significativa

em 45 dias quando comparado ao grupo Lesdao.

251
e M Laminectomia 51 I Laminectomia
20 Lesdo Medular 201 Lesdo Medular
M Fisioterapia M Fisioterapia
154 i
0 OEAz ° 15 OEAz
E M Fisioterapia + OEAz . M Fisioterapia + OEAz
101 104 _|_
51 ] T
|| e

o . 3°diap6s Lesdo medular
1°diapos Lesdo medular

251 251

20

151
o

21°dia pés Lesdo medular

I Laminectomia
Leséo Medular

I Fisioterapia
OEAz

I Fisioterapia + 0EAz

Il Laminectomia
Lesdo Medular

I Fisioterapia
OEAz

I Fisioterapia + OEAz

14%dia p6s Lesdo medular
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7°diapés Lesdo medular

M Laminectomia
Lesdo Medular

I Fisioterapia
OEAz

M Fisioterapia + OEAz

BBB

251

20

154

104

35%diapos Lesdo medular

Ml Laminectomia
Lesdo Medular

[ | Fisioterapia
OEAz

[ | Fisioterapia + OEAz

45°dia pds Lesdo medular

Il Laminectomia
Lesdo Medular

I Fisioterapia
OEAz

M Fisioterapia + OEAZ

Figura 5: Avaliacdo neurolégica funcional de acordo com Basso, Beattie e Bresnahan
(1995) de ratos Wistar, submetidos a lesdo traumatica da medular espinhal durante
45 dias de lesao, e tratados ou nao por 30 dias com Fisioterapia e/ou OEAz. p<0,05;

p<0,01; p<0,001.

Na figura 5 foi mensurado o tamanho das miofibrilas. A comparacdo dos

grupos Lesdo, OEAz e Fisioterapia com Laminectomia ndo demonstrou melhora pois

apresentou diferenca significativa; com diferenca significativa para o grupo Lesao e

Fisioterapia de p<0,01 e no grupo OEAz de p<0,001. O grupo OEAz + Fisioterapia se

apresentou igual ao grupo Laminectomia, demonstrando boa recuperacdo. Assim

como o grupo OEAz + Fisioterapia apresentou-se melhor quando comparado ao grupo

Fisioterapia, com diferenca significativa de p<0,01, e OEAz (p<0,001).
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Les&ao Laminectomia Ziclague Fisioterapia Ziclague

+Fisioterapia

Miofibrilas

Figura 6: Comparacéo do tamanho de miofibrila ente grupo tratado e néao tratado em
lesdo medular experimental. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Teste de kruskal-Wallis

com pos-teste Dunn.

Na figura 6 foi mensurado o endomisio. Esse envoltorio reflete a distancia
entre as miofibrilas. Quando observado a comparacdo do grupo de Laminectomia,
com o0s grupos Lesdo e OEAz foi encontrado diferenca significativa de p<0,001
demonstrando aumento na distancia entre o endomisio maior que o normal. O grupo
Fisioterapia e OEAz + Fisioterapia ndao apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao grupo Laminectomia. Entretanto, quando comparado o tamanho do
endomisio entre os grupos tratados com o OEAz, o grupo OEAz (p<0,001) e
Fisioterapia (p<0,01) apresentaram aumento significativa de distancia do endomisio

em relacdo ao grupo OEAz + Fisioterapia.

*k*k

] e

Leséao Laminectomia Ziclague Fisioterapia Ziclague
+Fisioterapia

Endomisio

Figura 7: Comparacao do tamanho do endomisio ente grupo tratado e néo tratado em
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lesdo medular experimental. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,01. Teste de kruskal-Wallis

com pos-teste Dunn.

Na figura 7 foi observado a comparacdo da distancia do perimisio entre os
grupos tratados e n&o tratados, ndo havendo alteragdo significativa entre esses

grupos e o grupo sadio - Laminectomia.

L]
Lesao Laminectomia Ziclague Fisioterapia Ziclague
+Fisioterapia

Perimisio

Figura 8: Comparacgéo do tamanho do perimisio ente grupo tratado e nédo tratado
em lesdo medular experimental. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,01. Teste de kruskal-
Wallis com pos-teste Dunn.

DISCUSSAO

A padronizacao para lesdo medular exige o cuidado em relacdo ao nivel da
lesdo. Ainda ndo havendo padronizac&o universal, utilizou-se neste estudo um modelo
visando a lesdo compressiva parcial moderada, como consequéncia, a paresia e ndo
a paralisia. O modelo também de apresenta favoravel em relacdo ao trofismo
muscular, diretamente dependente da capacidade funcional residual do animal, causa
- em nivel medular - espasticidade, sem debilitar e comprometer a alimentacdo e
independéncia do animal evitando co-morbidade. Tais orientagdes e cuidados foram
prescritos por Torres et al. (2010).

Segundo Silva et al. (2012), os lesados medulares apresentam em seu quadro
clinico problemas vesico urinarios, incontinéncia intestinal e Ulceras de presséo,
porém o mais comum é a espasticidade. A espasticidade torna o masculo hiperativo,
devido ao excesso de excitacdo neuronal, também conhecido como reflexo de
estiramento dependente de hiperatividade. Para Bennett et al. (1999), Bennett et al.
(2004), Li et al. (2004), Norton et al. (2008), Murray et al. (2010) e Rank et al. (2011),

0s motoneurénios da medula espinhal de ratos, apds transeccdo medular, se
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apresentam alterados. Essa alteracdo produz excitabilidade das vias reflexas
espinhais durante periodos prolongados de despolarizacdo, causando espasticidade
apos duas semanas apos lesdo. Para Bennett et al. (1999; 2004) essas alteracdes
sao decorrentes ao aumento do volume de sodio e calcio, advindo dos canais do tipo
L. Nessas condi¢Bes a auséncia do sédio e célcio também justifica a fase de choque
medular em decorréncia da inativagdo dos mesmos (LI; BENNETT, 2003).

No presente estudo, até 14 dias de lesdo medular, como padroniza Bennet al.
(2004) para instalacéo de espasticidade, os animais ndo foram submetidos a nenhuma
terapéutica aplicada. Durante e ap0s esse periodo o padrdo de paraparesia
evidenciou alteracdo na capacidade funcional como esperado, e provavelmente
devido a espasticidade. Esse comportamento motor alterado foi verificado segundo os
escores do BBB desde os primeiros dias apos a lesao.

Apbs periodo de 14 dias de instalacéo de espasticidade, os musculos ficaram
hiperativos por regulacéo inadequada dos canais de calcio do tipo L, segundo Smith
et al. (2009), induzido pelo aumento de calcio no reticulo sarcoplasmatico de forma
cronica. Essa alteracdo, do ponto de vista fisioldgico, causa lesGes extensas e
alteracdes nas propriedades contrateis dos musculos (GORDON et al., 2000).

Para Grounds; Torrisi, 2004 e Marques et al., 2008 a les&o tecidual apresenta
caracteristicas proprias determinadas por atividade celular quando a regeneracao se
encontra em processo avancados. Essas alteragbes sdo caracterizadas por
citoplasma basofilo, nucleo centralizado e escasso infiltrado inflamatério ao seu redor.
Caracteristica também encontrada no grupo Leséo (FIGURA 3).

No grupo Fisioterapia foi observado na Figura 3 a presenca de macrofago em
miofibrilas. Essa carateristica de atividade fagocitaria ja vem sendo evidente desde
1994, quando Cantini et al. vinculam a presenca de macréfago na regulacao mitotica
das células satélites que estavam quiescentes e se tornaram ativas. Na mesma figura
também foi observado degeneracédo hidrépica, para Sverzut; Chimelli (1999) a lesao
tecidual é caracterizada por rompimento de miofilamento, anormalidade mitocondrial,
descontinuidade sarcolemal e desequilibrio hidro-eletrolitico ativando complementos
C5b-9 desencadeadores dos mecanismos de lise celular, além de quimiotaxicos para
macrofago no local da lesdo muscular.

Ainda em relacdo a hiperatividade dos musculos espésticos causadores de

lesGes musculares encontradas no grupo Lesdo deste estudo, em seguida sera
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explanado as altera¢des nos canais de calcio em processo fisioldgico, para evidenciar
a dimenséo de suas consequéncias.

O aumento dos niveis de Ca?* livre no sarcoplasma e o ndo tamponamento
pelo reticulo sarcoplasmatico ocorrerd maior ativacdo de enzimas proteoliticas
dependente de Ca2+ (ALDERTON; STEINHARDT, 2000).

Diante do processo fisiolégico j4 existe naturalmente uma alteragdo em
decorréncia do aumento na permeabilidade celular, diante de atividade excessiva de
exigéncia muscular. Esse comportamento gera um aumento no influxo de calcio no
sarcoplasma muscular, incentivando inflamacdes e ciclos de degeneracdao e
regeneracao dessas células. A sinalizacdo celular alterada pode estar relacionada a
esse mecanismo de mionecrose (RANDO, 2001), resultado observado na figura 3.

Nesse contexto o estresse oxidativo é o resultado do desequilibrio celular,
devido ao aumento das reacdes de oxigénio ou diminui¢do na atividade dos sistemas
antioxidantes. Para Zoppi et al. (2006) o aumento da intensidade de esforco fisico
funciona como indutor nos niveis de estress oxidativo, associado com aumento menos
eminente da atividade das enzimas antioxidantes.

O aumento do estresse oxidativo € potencializado pela participacdo de fatores
inflamatorios liberados por neutrofilos, macréfagos e citocinas, como o fator de
necrose tumoral a (TNF-a) (WHITEHEAD, 2006). Esses eventos provavelmente
justificam também os resultados da avaliacao neuroldgica funcional dos grupos Lesao
e Fisioterapia (FIGURA 6), uma vez que esses grupos nao apresentam bons
resultados em sua melhora funcional. O grupo Fisioterapia se mostrou melhor que o
grupo Leséo.

Foi visto na avaliacdo neuroldgica comportamental deste estudo entre o0s
grupos tratados, apenas o grupo Fisioterapia obteve melhora em seus escores, porém
com pouca variancia e nao significativo quando comparado ao grupo Lesdo em
oposi¢cao ao grupo Laminectomia, apés o inicio do tratamento. Ja o grupo OEAz
apresentou resultados semelhantes ao grupo Laminectomia apos 21 dias de
tratamento. Entretanto, quando o OEAz foi associado a Fisioterapia, resultado
observado na figura 3, houve melhora significativa a partir de 35 e 45 dias, ou seja
apos 20 e 30 dias de tratamento, com comportamento semelhante ao grupo
Laminectomia.

Essa melhora, justificado por Ferreira et al (2012), relata efetividade da

fisioterapia motora na reabilitagdo de ratos com lesdo medular em todas as fases.
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Proporcionando maior independéncia funcional e melhora da qualidade de vida. Essas
alteracdes fazem os musculos espasticos, tratados com fisioterapia, melhorem.
Porém, com resultados divergentes ao grupo de musculos sadios (Laminectomia),
apesar de Murphy (1999) e Peterson (2000) relatarem a movimentacao passiva, de
forma repetida, resultando em mudancas nas alteragdes das propriedades mecanicas
dos musculos, impedindo expressdo modificada da cadeia pesada de miosina nos
musculos | e lla.

Em relacéo as miofibrilas (FIGURA 4) entre os grupos tratados, ratos tratados
com OEAz + Fisioterapia obtiveram melhoras. Tanto o grupo Fisioterapia quanto o
grupo OEAz apresentaram tamanho de fibras diferentes do grupo Laminectomia e
OEAz + Fisioterapia. Esses achados também foram observados quando se mensurou
0 espaco do endomisio evidenciando os grupos Lesdo, Fisioterapia e OEAz
apresentaram espacos maiores quando comparados ao grupo Laminectomia e OEAz
+ Fisioterapia (FIGURA 5). Evidenciando provavel atrofia muscular. Porém, o espacgo
do perimisio ndo apresentou diferenca entre nenhum dos grupos analisados. No
entanto quando verificado a avaliacdo qualitativa pelas imagens foi constatado no
grupo Lesdo como no grupo fisioterapia a presenca de coldgeno em perimisio, em
comparacao aos grupos OEAz e OEAz + Fisioterapia (FIGURA 2).

Para Fry et al. (2004) e Mohaghenghi et al. (2007) os ventres de musculos
gastrocnémios de criancas com paralisia cerebral apresentam diminuicdo de massa
muscular em dois tercos, em comparacao as criancas sadias. Essa informacao
também € mencionada por Lieber et al. (2003) onde relatam que os musculos
espasticos apresentam seus feixes musculares reduzidos em 40%. Esses espacos
entre endomisio e fibras, segundo Ito et al. (1996) e Booth et al. (2001) sdo mais
amplos quando ha aumento de tecido conjuntivo extracelular com aumento da
densidade de coldgeno nos musculos espasticos. Ainda segundo Smith et al. (2011),
a espasticidade de paraliticos cerebrais causa tenséo passiva patolégica produzindo
contraturas e alteracdes da matriz extracelular. As evidéncias apontam uma possivel
promocdo da reducdo no comprimento e volume do ventre muscular, na
espasticidade, além do aumento do numero de fibras do tipo I, reducéo de sarcémeros
em série e acréscimo de tecido conjuntivo extracelular nos musculos espasticos (DIAS
2013).

No contexto das varidveis pesquisadas o grupo OEAz + Fisioterapia

apresentou os melhores resultados. Estes por sua vez podem ser justificados por
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Candido; Xavier-Filho (2012), ao relatar criangas com paralisia cerebral submetidas
ao tratamento com o OEAz + Fisioterapia obtiveram melhoras funcionais de forma
significativas em 30 dias de tratamento. Ja a melhora da espasticidade pode ser
justificada pela modulac&o dos canais de calcio do tipo L ao serem modulados pelo
OEAz nas doses de 25 e 250pL de forma dose-dependente, identificados por Santos
et al. (2011). Esses Ca?' modulados pelo OEAz sdo os mesmos alterados,
encontrados por Li; Bennet (2004) e Smith et al (2009), nas lesdes dos motoneurdnios
e musculos espasticos decorrentes de lesdo medular em ratos.

O provavel mecanismo de modulagcdo mais elucidado nos estudos de Dowling
et al. (2003), ao evidenciar a sarcalumenina, menor proteina ligada ao Ca?* reduzida,
influenciando a calsequestrina, proteina responsavel pela estocagem de Ca?* no
reticulo sarcoplasmatico de musculos esqueléticos. Dessa forma os moduladores de
canais de Ca?* do tipo L inativam os receptores rianodinicos impedindo a saida de
Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (ISLAM et al., 2002; ROSSI; DIRKSEN, 2006).

Com a modulacdo adequada do quantitativo de Ca?* associado aos exercicios
passivos provavelmente promovera protecdo antioxidante das células musculares
com homeostase protéica das fibras musculares. Essa acdo promove efeitos
terapéuticos na protecdo contra atrofia muscular e degeneracdo (VENOJARVI et al.,
2007 THOMAS; WILLIAMS, 2008).

5.CONCLUSAO
O estudo demonstrou que o tratamento separado da Fisioterapia ou OEAz ndo

beneficiou adequadamente o desenvolvimento de atividade das miofibrilas para evitar
a atrofia muscular em musculos espésticos de ratos com lesdo medular. A Fisioterapia
ainda permitiu o desenvolvimento de colageno em perimisio, e o0 OEAz apesar de
melhor resposta na avaliagdo neurolégica comportamental apresentou espaco
aumentado de endomisio, compativel com atrofia. Porém, a terapia combinada de
OEAz associado a Fisioterapia apresentou miofibrilas, comportamento neuroldgico
funcional e espaco de endomisio adequados, semelhantes ao grupo sadio

(Laminectomia).
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ANEXO 2
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ANEXO 3: Avaliacédo do Basso, Beattie e Bresnahan (BBB).

Animal tipo: Avaliado em: / / Grupo: Tempo:
Movimento dos membros. Posi¢cSodo tronco Caminhando
RI/RE no contatoinicial-14
. . o RIREnobalang-16
o-3 0-11 15-0 Faralelas no contate inicial
Cuearil | Joemo | Tomazelo F-10,11,12 | F12 16,17-F 15,16
Colocagdo da pata 8-10 F-8el4 C-13 Cc-13 18-C Paralelas no balango-17
E|D|E|(D|E|D
teto | Centmzo | spmin | amiome ume com zem sp0 s | apsiopunter | Coomenado | wemmssens | oo | instabiidade | gapg
e s e de tronco
|0 |ofo|jo|0 E|D E | D | Apoiado | E =] E o E o E o E o A E D Contato Balanco 20 13
inicial [elevagio) Sim Abaixado
da pata
Ly jL|L Paralelo A A A A o A A E D E =] 21 20,21
Nio Elevado
E|E|E|E |E|E Alto o o o o F o ] RI RI RI RI
F F F F c F F RE RE RE RE
C C c c c C Para P P P

A= Ausente, O =0Ocasionalmente L=Limitado, E = Extenso, F= Frequentemente, C = Consistente, MA=membros anteriores, MP=membros posteriores.

0-Menhum movimento

1-Discreto 1 ou 2 articulacfes

2-Extenso 1 articulacdo/ Discreto 1 articulacdo
3-Extenso 2 articulacdes

4-Discreto 3 articulacGes

5-Discreto 2 articulagdes/ Extenso 1 articulacdo
6-Extenso 2 articulagdes/ Discreto 1 articulacdo
7-Extenso 3 articulagdes/ Sem colocacdo (apoio)
plantar

do dorso da pata

9-Ocasional apoio plantar
10-Frequente apoio plantar

§-Menhum apoio plantar/ frequente apoio

14-Rotacdo interna ou externa da pata no contato inicial/
Ccasional apoio dorsal da pata

15-Pata paralela no contato inicial/ Ocasional movimentos
dos dedos apenas nafase de balanco

16-Pata paralela ao corpo no contato inicia/ Qualquer

11-Frequente
Coordenacdo
12-Frequente
Coordenacdo
13-Constante
MA & MP

apoio plantar/ Ocasional
entre MA e MP
apoio plantar/ Frequente
entre MA e MP
apoio & Coordenacdo entre

rotacdo e Frequente movimento dos dedos no balanco
17-Freq. Mov. dos dedos no balanco/ Patas paralelas no
contato inicial e levantar-se

18-Constante mov. dos dedos/ Patas paralelas no contato
inicial e rodadas no levantar-se

19-Patas paralelas no contato inicial e ao levantar-se/
Cauda para baixo ou as vezes

20-Instabilidade do tronco/ Cauda constantemente elevada
21-Constante estabilidade do tronco e cauda elevada
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