UNIVERSIDADE TIRADENTES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

EFEITOS DA CINESIOTERAPIA ASSOCIADA AO
BIOPRODUTO A BASE DO OLEO ESSENCIAL DA Alpinia
zerumbet SOBRE O COLAGENO DOS TECIDOS
MUSCULARES ESPASTICOS DE RATOS POS-LESAO
MEDULAR

FELIPE LIMA DE CERQUEIRA

ARACAJU
Janeiro — 2015



UNIVERSIDADE TIRADENTES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

EFEITOS DA CINESIOTERAPIA ASSOCIADA AO
BIOPRODUTO A BASE DO OLEO ESSENCIAL DA Alpinia
zerumbet SOBRE O COLAGENO DOS TECIDOS
MUSCULARES ESPASTICOS DE RATOS POS-LESAO
MEDULAR

Dissertacdo de mestrado submetido a
banca examinadora para obtencdo do
titulo de Mestre pelo Programa de Pés-
Graduacdo em Saude e Ambiente da
Universidade Tiradentes — UNIT, Aracaju
- Sergipe.

Linha de concentragdo: Produtos

Naturais e Salde.

FELIPE LIMA DE CERQUEIRA

Orientadora: Prof.2 Edna Aragéo Farias Candido, D.Sc.

ARACAJU
Janeiro — 2015



C41le

Cerqueira, Felipe Lima de

Efeitos da cinesioterapia associada ao bioproduto a base do
o6leo essencial da alpinia zerumbet sobre o colageno dos tecidos
musculares espasticos de ratos pds-lesdo / Felipe Lima de
Cerqueira; orientacdo [de] Prof®. Dr2 Edna Aragdo Farias Candido
— Aracaju: UNIT, 2015.

140 p.; il.

Dissertacdo (Mestrado em Saude e Ambiente) - Universidade
Tiradentes, 2015.
Inclui bibliografia.

1. Alpinia. 2. Fisioterapia. 3. Espasticidade muscular. 4. Lesdo
medular. 5. Coldgeno. |. Candido, Edna Aragéo Farias. (orient.).
I1. Universidade Tiradentes. 1. Titulo.

CDU: 504:543

Ficha catalogréfica: Rosangela Soares de Jesus CRB/5 1701



EFEITOS DA CINESIOTERAPIA ASSOCIADA AO
BIOPRODUTO A BASE DO OLEO ESSENCIAL DA Alpinia
zerumbet SOBRE O COLAGENO DOS TECIDOS
MUSCULARES ESPASTICOS DE RATOS POS-LESAO
MEDULAR

FELIPE LIMA DE CERQUEIRA

DISSERTACAO DE MESTRADO SUBMETIDA A BANCA EXAMINADORA PARA A
OBTENGCAO DO TiTULO DE MESTRE EM SAUDE E AMBIENTE, NA AREA DE
CONCENTRAGCAO SAUDE E AMBIENTE

Aprovado em / / por:

D.Sc. Edna Aragéo Farias Candido
Orientadora

D.Sc. Sheyla Aleves Rodrigues
Instituto Federal de Sergipe

D.Sc. Juliana Cordeiro Cardoso
Universidade Tiradentes/SE

D.Sc. Paulo Autran Leite Lima
Universidade Tiradentes/SE
(Suplente)

D.Sc. Margarete Zanardo Gomes
Universidade Tiradentes/SE
(Suplente)

ARACAJU
Janeiro — 2015



DEDICATORIA

Aos meus pais, Ivan e Almerinda,
pela dedicacdo e empenho a minha

formacgao educacional e moral.



AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais pela confianca e apoio incondicional;

Aos meus irmaos que, de perto ou de longe contribuiram em atitudes ou pensamento

para a realizacdo desta etapa;

A minha esposa Marlinda por suportar minha auséncia em diversos momentos dessa

caminhada;

A Dr2 Edna Aragéo, professora da graduacio, colega de trabalho e orientadora da pés
graduacé&o. Obrigado por toda paciéncia e dedicacdo para realizacao deste trabalho.

A todos os professores do Programa de Mestrado em Saude e Ambiente, que
contribuiram para o meu aprimoramento profissional, em especial a professora Juliana
Cardoso pelas contribuicdes valiosas para a realizacdo deste trabalho e ao professor

Ricardo Albuguerque pela ajuda em momentos fundamentais desta caminhada,;

Aos amigos do Centro de Saude da UNIT, do Hospital de Urgéncia de Sergipe e do
Centro Especializado de Reabilitagdo, pela compreensdo dos meus momentos de

auséncia nestes dois anos de caminhada;

As pessoas que possibilitaram a realizacdo deste mestrado, em especial Albertina

Xavier, Prof. Carlos José e Prof, Hesmonney Santa Rosa;
Aos amigos pessoais que, mesmo distante, foram alicerce para esta caminhada,;

As alunas da iniciacdo cientifica, Giu, Lania, Helen e Gabi, sem as quais seria
impossivel realizar este trabalho;

Minha querida turma do mestrado, que, em sua heterogeneidade, mostrou-se unida e
forte desde o inicio. Em especial a Janaina, minha ex-aluna e atual colega de trabalho

gue me ensinou mMuito com sua experiéncia em pesquisa,;

A coordenacéo e professores do curso de Fisioterapia da UNIT, em especial aos
professores amigos Tarcisio Brandao, Aida Carla e Flavio Martins.

A todos os ex e atuais alunos. Razéo pela qual dou hoje mais este passo em minha

vida académica profissional.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ..ottt et e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees
LISTA DE SIGLAS ...ttt e ae e se e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees
RESUMO GERAL DA PROPOSTA ...t

1.
2.

3.

4.

o N O O

INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt e st e st s st st teseeete e ans
OBUIETIVOS ..ottt ettt e et e e e ettt e e e enbe e e e anbaeae e s nnneee s
P R @ o 1= 1Yo T [T - | N
2.2 Objetivos eSPeCIfiCOS .......oooeieiei i
FUNDAMENTAGCAO TEORICA .....cooiiteeeiee ettt
3.1 Medula espinhal e [es80 medular .............c.c.cevveviieiiiiiiieiiieiieeeeeeeeeeeeeee,
3.2 ESPASHCIdAUE ......oovvviviiiiiieeie
B3 TratAMENTO ... e e
3.3.1 Tratamento MediCameENtOSO0 .........cccveviieeiieiieeee e
3.3.2 CINESIOLEIAPIA ... e e et e e e e
3.5 Alpinia zerumbet € 0 DIOProduto. .........cccoviiiiiiiiiiieee e
METODOLOGIA ...ttt e e e e e s e ar e e e e e e e s ssbrrneeaeeeeeannes
4.1 DeSeNNO0 da PESOUISA ........uuvrrieieeeeiiiiiieiee e e s s e e e e e e e srbnre e e e e e e anes
A Y 1 = VL PP
4.3 BIOPIOGULOD ....evveieieeeeiiiit ettt e e e e e e e st e e e e e e e s nee s
4.4 GrupoS EXPEIMENTAIS ......ocuveveieieieeees et e e e e e e e e e e s reeeeeenns
4.5 Procedimento CiFUIGICO ......c.uuiiiiiiiiie it e
4.6 Protocolo de trat@mento ...........oocuviiiiiieee i
4.7 Protocolo de avaliaGa0 ..........cooviiuiiiiiieie e
4.8 Andlise histomorfoldgica ...

4.9 ANAIISE ESEALISTICA .vvneeee et aaan

CRESULTADOS ...ttt ettt n st en et en e
CDISCUSSAD ..ottt ettt ettt en et enn e e,
L CONCLUSAOD ..ottt ettt n st en et
CREFERENCIAS ..ottt ettt en ettt

ANEXO | — Comité de ética em uso animal
ANEXO Il — Escore BBB
APENDICE | — Artigo

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Sequéncia do procedimento cirdrgico: posicionamento do animal,
tricotomia e antissepsia da regido; exposi¢do da coluna vertebral; utilizagdo
do aparelho estereotaxico modificado para lesdo medular.

Figura 2: Teste de capacidade motora sobre barra estreita

Figura 3: Teste de sensibilidade dolorosa.

Figura 4: Testes de posicionamento proprioceptivo e posicionamento tatil.

Figura 5: Componentes em destaque na analise cromatogréfica do
bioproduto a base do OEAz. Espectrometria de massa, coluna capilar DB5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), fluxo de gas hélio (1 mL/min), temperatura do

detector e do injetor foi mantida a 250°C.

Figura 6. Comparativo do escore Basso, Beattie e Bresnahan (BBB)
intergrupos em musculos espasticos de ratos tratados ou nao com
cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz em diferentes tempos pré

tratamento.

Figura 7. Comparativo do escore Basso, Beattie e Bresnahan (BBB)
intergrupos em musculos espasticos de ratos tratados ou ndo com
cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz em diferentes tempos pds

inicio do tratamento.

Figura 8. Comparativo do escore de Capacidade Motora (CM) intergrupos
em musculos espasticos de ratos com alteracéo de colageno, tratados ou néo
com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz nos diferentes tempos

poés inicio do tratamento.

Figura 9. Comparativo do escore de Sensibilidade Dolorosa, Posicionamento

Proprioceptivo e Posicionamento Tatil intergrupos em musculos espasticos

Vii

24

24

25

27

27

28

29

30



de ratos, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz

nos tempos de 21 e 45 dias pds operatorio.

Figura 10. Predominéncia de colageno tipo | intergrupos em musculos
espasticos de ratos, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a

base do OEAz, apéds 45 dias de tratamento.

Figura 11. Predominancia de colageno tipo Il intergrupos em musculos
espasticos de ratos, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a
base do OEAz, apés 45 dias de tratamento.

Figura 12: Espessura de colageno tipo | localizado no endomisio ou perimisio
em intergrupos em musculos espasticos de ratos, tratados ou ndo com

cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz, ap6s 45 dias de tratamento.

Figura 13: Espessura de colageno tipo Il localizado no endomisio ou
perimisio em intergrupos em musculos espasticos de ratos, tratados ou nao
com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz, apos 45 dias de

tratamento.

Figura 14: Diagrama de dispersao entre espessura de colageno tipo | do
perimisio e escore BBB (p=-0,97) e espessura de colageno tipo | do perimisio
e escore CM (p=-1,00) em ratos, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou

bioproduto a base do OEAz, ap6s 45 dias de tratamento (p<0,05).

viii

31

31

32

32

33



LISTA DE SIGLAS

Az - Alpinia zerumbet

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

BBB - Basso, Beattie e Bresnahan.
CEUA - Comité de Etica de Uso Animal.
CM - Capacidade motora.

CTR - Controle negativo

DLso - Dose letal

DMNL - Dose maxima néo letal

DPO - Dias pés operatorio.

FT - Fisioterapia

FTAz - Fisioterapia associado ao 6leo essencial da Alpinia zerumbet
ITP - Instituto de Tecnologia e Pesquisa.
LM - Les&o medular.

MASCIS - Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study.

MPC - Movimentagé&o passiva continua
OEAZ - Oleo essencial da Alpinia zerumbet
OoTG - Orgéo tendinoso de golgi

PP - Posicionamento proprioceptivo.

PT - Posicionamento tétil.

SD - Sensibilidade dolorosa.

SHAN - Controle positivo

Sus - Sistema Unico de Saude.

UNIT - Universidade Tiradentes.



EFEITOS DA CINESIOTERAPIA ASSOCIADA AO BIOPRODUTO A BASE DO OLEO
ESSENCIAL DA Alpinia zerumbet SOBRE O COLAGENO DOS TECIDOS MUSCULARES
ESPASTICOS DE RATOS POS-LESAO MEDULAR.

RESUMO

A lesdo medular (LM) é uma condi¢ao neuroldgica que envolve a interrupcao parcial ou total
do transito neuronal pela medula espinhal e pode resultar em deficiéncia fisica grave. A
espasticidade € o transtorno mais incapacitante para o individuo pois limita a mobilidade e a
funcionalidade do paciente. Trata-se de um conjunto de sintomas caracterizados pela
exacerbacao dos reflexos de estiramento, o que resulta em hiperreflexia e aumento do ténus
muscular. As altera¢des no colageno muscular estdo presentes em musculos espasticos. O
bioproduto derivado da Alpinia zerumbet tem acdo antiespasmoédica e reguladora da
concentracéo de calcio no musculo, bem como no alinhamento das fibras de colageno. Assim,
o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da cinesioterapia associada ao bioproduto a base
do dGleo essencial da Alpinia zerumbet (OEAZz) sobre o coldgeno dos tecidos musculares
espasticos em modelo murino. Trata-se de uma pesquisa experimental realizada com 30 ratos
(Wistar) divididos em cinco grupos de seis animais: grupo Az (tratado com bioproduto), FT
(tratado com fisioterapia), FTAz (tratado com a associagédo bioproduto e fisioterapia), CTR
(controle 1 - sem realizacdo de tratamento) e SHAN (controle 2 - sem lesdo medular).
Procedeu-se laminectomia a nivel da nona vertebra toracica seguida de lesdo medular
compressiva (exceto no grupo SHAN). Foram realizadas analises comportamentais
identificando auséncia de disfuncbées neurolégicas do grupo SHAN, bem como total
recuperacao apos 21 e 28 dias dos grupo Az e FTAz respectivamente. O grupo FTAz foi o
anico a ndo apresentar diferenca estatistica quando comparado ao grupo SHAN, indicando
recuperacao funcional dos animais tratado com associa¢do do bioproduto baseado no OEAz
e cinesioterapia. A andlise histomorfolégica indicou predominancia do colageno tipo Il
caracterizada como frequente e tipo | como razoavel no grupo FTAz, com aumento da
espessura do colageno no grupo CTR. Encontrou-se forte e inversa correlagdo entre
espessura do colageno tipo | do perimisio com os testes comportamentais BBB e CM. Assim,
pode-se concluir que a utilizagdo de exercicios fisioterapicos associado ao bioproduto a base
do OEAz mostrou-se eficaz para reverter as alteragbes na espessura e organizagdo do
colageno causadas pela espasticidade apés LM em modelo murino.

Palavra-chave: Alpinia; fisioterapia; espasticidade muscular; lesdo medular; colageno.

ABSTRACT
The spinal cord injury (SCI) is a neurological condition that involves partial or total neuronal

traffic interruption by the spinal cord and can result in several physical disability. Spasticity is
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the most disabling disorder for an individual because limits patient mobility and functionality. It
is known that changes in muscle collagen are present in spastic muscles. Bioproduct based
the essential oil of Alpinia zerumbet with antispasmodic and regulatory action of the muscle
calcium concentration. Thus, this study objective was to evaluate the bioproduct based the
essential oil of Alpinia zerumbet application effect in rats spastic muscle tissues. This is an
experimental research conducted with 30 Wistar rats divided into five groups of six animals:
Az group, FT, FTAz, CTR (without treatmant) and SHAN (without spinal cord injury). It was
proceeded laminectomy at the ninth thoracic vertebra level followed by compressive spinal
cord injury (except with SHAN group). Behavioral analyzes were performed to identify
neurological dysfunction absence at the SHAN group, as well as full recovery after 21 and 28
days of Az and FTAz groups, respectively. The FTAz group was the only one that presents no
statistical difference when compared to the SHAN group. The histomorphological analsys
indicated frequent predominance of type Il collagen and reasonable of type | at FTAz group.
Thus, it can be concluded that the bioproduct based the essential oil of Alpinia zerumbet use
associated with physical therapy was.

Keywords: Alpinia; Spasticity; Physical Therapy, Spinal Cord Injury; Collagen.

1 INTRODUCAO

A medula espinhal é a estrutura neural responsavel por conduzir impulsos elétricos,
aferentes e eferentes, entre o encéfalo e o corpo. Localizada dentro do canal medular, a
medula espinhal € comumente lesionada em casos de traumas diretos ou indiretos na coluna
vertebral, e pode resultar em déficit motor e sensitivo, repercutindo com limitacao funcional
para o individuo (SILVA et al., 2012).

A lesdo medular (LM) acomete primordialmente adultos jovens, entre 15 e 30 anos,
cursando com paraplegias em 70% dos casos e tetraplegia em 30%. Estas sequelas
apresentam-se parciais ou completas, limitando a independéncia funcional destes individuos.
Quanto &s causas da LM, as lesbes traumdticas, como o0s acidentes automobilisticos,
representam 42% do total de traumas medulares. (BRASIL, 2012).

Para um paciente com LM, a espasticidade representa o maior fator limitante de sua
mobilidade e, consequentemente, de sua independéncia funcional. Caracterizada pelo
aumento dos reflexos miotendinosos que resultam em incremento do tdnus muscular
patolégico, a espasticidade restringe a mobilidade articular, e tende a evoluir para contraturas
neuromiogénicas comprometendo a funcionalidade do individuo (BRASIL, 2012; SORIANO et
al., 2012).

Uma das caracteristicas do musculo espastico € o incremento da quantidade de
colageno intramuscular, em especial do tipo |, bem como aumento da espessura do colageno

presente, o que reduz a extensibilidade muscular, além de contribuir para o aumento da
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contratura e rigidez passiva (SMITH, 2011). Segundo Booth et al. (2001), o colageno, por ser
uma proteina estrutural responsavel pela manutencao da fisiologia muscular tem importante
influencia na condicao funcional do musculo espastico.

O tratamento da LM é composto de exercicios de fisioterapia que inibem a ativacéo do
fuso neuromuscular minimizando os efeitos da espasticidade. Técnicas fisioterapéutica
auxiliam ainda no fortalecimento muscular, otimizando o controle de tronco e,
consequentemente a capacidade de manutencdo postural. Além dos exercicios, alguns
medicamentos auxiliam a regulacdo do tbnus muscular, minimizando a caracteristica
espastica da lesdo, como os benzodiazepinicos, cloridrato de imipramina, gabapentina e
toxina botulinica tipo A. Estes tratamentos beneficiam ndo apenas a saude fisica do individuo,
como também sua condicao psicossocial, uma vez que a limitacdo da mobilidade é um fator
significativo de excluséo social (SILVA et al., 2012).

A fitoterapia pode representar uma alternativa eficiente no tratamento de diversas
disfungbes, como a espasticidade. Conhecida como colénia, devido ao seu odor
caracteristico, a Alpinia zerumbet (Az) é uma planta herbacea, da familia Zingiberaceae,
comumente encontrada no nordeste brasileiro, popularmente utilizada como diurético,
sedativo e hipotensor (ALBUQUERQUE; NEVES, 2004). Dentre os efeitos terapéuticos dos
derivados da Az j4 pesquisados, pode-se destacar a sua ac¢do sobre a modulacdo da
concentracdo do célcio, bem como a atividade antiespasmaédica e de relaxamento do ténus
basal (BEZERRA et al., 2000; CANDIDO; XAVIER-Filho, 2010). Essa caracteristica induz ao
relaxamento muscular com normalizacdo do ténus, podendo representar beneficio para
diversas condicdes clinicas, a exemplo da espasticidade (BEZERRA et al., 2000).

As musculaturas espasticas apresentam alteracées na tenséo passiva, bem como de
suas propriedades intrinsecas, envolvendo o colageno, titina e a matriz celular. Baseado em
estudos de Lieber et al. (2003) e Olsson et al. (2006) pressupfem-se que aja uma acao da Az
nas fibras musculares e no colageno dos musculos espasticos ocasionado pela contratura
miogénica.

Por acometer principalmente individuos em idade produtiva e impor sequelas motoras
restritivas e incapacitantes, o traumatismo medular deve ser alvo de atencdo das politicas
publicas de saude. Sendo assim, a utilizagdo de um bioproduto com potencial para melhorar
a funcionalidade destes individuos pode gerar impactos econdmicos e sociais (SCHMIDT et
al., 2013). Desta forma, a proposta desta pesquisa foi avaliar os efeitos da cinesioterapia
associada a um bioproduto a base do 6leo essencial da Alpinia zerumbet (OEAZz) sobre o

colageno de tecidos musculares espasticos em modelo murino.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:
- Avaliar os efeitos da cinesioterapia associada a um bioproduto a base do éleo
essencial da Alpinia zerumbet sobre colageno de tecidos musculares espasticos em
modelo murino.

2.2 Objetivos especificos:
- Analisar possiveis alteracdes funcionais e comportamentais de animais com
musculos espasticos apds a realizacdo da cinesioterapia associada a um bioproduto
a base do 6leo essencial da Alpinia zerumbet.
- ldentificar alteracdes histomorfolégicas do colageno nos musculos espasticos apos
a realizacdo da cinesioterapia associada a um bioproduto a base do 6leo essencial da

Alpinia zerumbet.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Medula espinhal, lesdo medular

A medula espinhal € uma estrutura neural, de formato alongado e cilindrico,
responséavel por conduzir impulsos elétricos, aferentes e eferentes, entre o encéfalo e o corpo.
Localizada no interior do canal vertebral, € composta por células, denominadas neurénios com
seus axonios se projetando pelos forames neurais, formando as fibras nervosas dos nervos
periféricos (DEFINOS, 1999).

Apesar de ser classificada como componente do sistema nervoso central, ndo ha
divisdo fisica entre a medula espinhal e as raizes nervosas, classificadas como sistema
nervoso periférico. Esta continuidade ocorre em todo sistema nervoso, conferindo uma
continuidade mecéanica caracteristica. Além disso, um impulso elétrico gerado no cértex
cerebral, independente da sua intensidade, percorre todo sistema nervoso, atingindo
necessariamente seu destino, sem necessidade de geracdo de novos impulsos pelo caminho,
caracterizando assim uma continuidade elétrica a este sistema (WALSH, 2010).

Essa caracteristica continua do sistema nervosos é observada em casos de lesdo
neural, a medida em que uma afeccao localizada em uma determinada regido pode afetar
6rgaos e estruturas em diversos outros pontos do corpo. Qualquer dano causado a medula
espinhal, independentemente do nivel, capaz de comprimir ou romper os tratos axonais e,
dessa forma, restringir a comunicacéo entre encéfalo e o restante do corpo é definido como
LM (NSCISC, 2011). Trata-se de uma condicdo neuroldgica que envolve a interrupcédo parcial
ou total do transito neuronal pela medula espinhal, de inicio subito, comumente por causas
traumaticas, com significativa repercussdo do ponto de vista organico e psicolégico.
(CAMPOS et al., 2008).
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A LM, acomete uma significativa parcela da populagdo mundial. Somente no Brasil,
estima-se em 50 casos novos para cada um milhdo de habitantes. Em 2010 foram,
aproximadamente 96.000 novos casos de LM com sequelas motoras (SILVA et al., 2012). Por
acometer principalmente individuos adultos-jovens do sexo masculino, entre 0s 16 e 30 anos,
e impor sequelas motoras restritivas e incapacitantes, por muitas vezes irreversiveis, 0
traumatismo medular deve ser alvo de atengdo das politicas publicas de saude (ANDRADE;
GONCALVES, 2007; SHAH; TISHERMAN, 2014)

A sequela motora e sensitiva causada por uma lesdo medular é determinada pelo
seguimento vertebral acometido: traumas cervicais geram lesdes classificadas como alta,
tendendo a evoluir com tetraplegia, enquanto traumas toracolombares evoluem comumente
com paraplegias e séo classificados como lesdes baixas. Este acometimento resulta em déficit
total ou parcial da forga muscular e da sensibilidade (FERREIRA; MARINO; CAVENAGHI,
2012; SULLIVAN; SCHMITZ, 2004).

Na maioria dos casos de LM o mecanismo primario € a compressdo aguda ou a
laceracdo da medula espinal devido a um deslocamento 6sseo. Em seguida, varios eventos
podem ser observados, incluindo interrupcdo do impulso nervoso, hemorragia e perda da
autorregulacédo sanguinea. Entre os componentes secundarios, a isquemia é considerada um
dos fatores mais importantes implicados na lesdo do tecido neuronal, ocorrendo de 01 a 04
semanas pos lesdo, o que forma um tecido cicatricial e cistos intramedulares, ocasionando a
morte de axdnios e células nervosas que ndo foram inicialmente lesadas (DASARI, 2014).
Além deste componente, o influxo de ions e o aumento da presséo sanguinea favorecem a
apoptose neural e, consequentemente, a necrose neuronal (FERREIRA; MARINO;
CAVENAGHI, 2012).

3.2 Espasticidade

Dentre as repercussdes motoras decorrentes da LM, a espasticidade é o transtorno
mais incapacitante para o individuo. Associada a sindrome do neurdnio motor superior, a
espasticidade é um conjunto de sintomas caracterizados pela exacerbacdo dos reflexos de
estiramento e osteotendinosos, o0 que resulta em hiperreflexia e aumento do tdnus muscular
(SORIANO et al, 2012). Considera-se espasticidade uma desordem neuromotora
caracterizada com aumento, velocidade-dependente, da resisténcia muscular ao
alongamento e/ou movimento passivo. Esta alteragéo tonica afeta a independéncia funcional
do individuo lesado, dificultando a execucdo de tarefas normalmente simples como
alimentagcdo, locomocdo e cuidados de higiene pessoal, afetando socialmente e
psicologicamente o paciente (BARNES et al., 2003).

Segundo Olsson et al. (2006) e Roy et al. (2012), os musculos espasticos apresentam

alteracdes estruturais caracterizadas pela redu¢do do comprimento dos sarcémeros em série
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e, consequentemente, reducdo no comprimento e no volume do ventre muscular, aumento do
namero de fibras do tipo IIx, aumento de tecido conjuntivo extracelular e variagdo na isoforma
titina.

O entendimento da espasticidade perpassa pelo conhecimento prévio da contracéo
muscular fisiolégica. De acordo com Oliveira (2009), uma contragdo muscular normal
acontece com a elevacgéo dos niveis de Ca**, induzindo a ligagdo entre tropomiosina e actina,
gerando tensao e/ou encurtamento do sarcémero. Para atingir o relaxamento muscular ocorre
a recaptacdo do Ca*™, reduzindo sua concentracdo no citosol e desativando as pontes
cruzadas da cadeia da miosina. Gordon et al. (2000) e Cheng; Lederer (2008) relatam que o
excesso de Ca** no citosol causa lesdes extensas e alteracdes nas propriedades contrateis
dos musculos, além de aumentar a tensdo passiva e reforcar as ligagdes cruzadas,
perpetuando o aumento do tbnus muscular patoldgico.

Outro componente que provavelmente estara alterado devido a espasticidade é o
colageno. No musculo normal, o colageno é altamente organizado em torno de fasciculos ou
grupos de miofibrilas, o perimisio, e em torno de miofibrilas individuais, o endomisio. Ambos
apresentam papéis importantes na transducéo de forca e rigidez muscular (BOOTH et al.,
2001). Segundo Imamura et al. (1999), o colageno apresenta importante fungéo estrutural,
que garante alinhamento através das ligacdes das fibras musculares. A forca e tensdo do
colageno decorrem das ligagbes cruzadas inter e intramoleculares, da orientacdo de seus
feixes, das forcas de friccdo, da densidade entre as fibrilas, e interagdo com componentes da
matriz extracelular. Dessa forma, permite que o masculo funcione como uma unidade de forca
de contracgéo.

E possivel que alteracdes morfoldgicas do colageno, tanto no perimisio como no
endomisio, altere a mecanicas muscular, podendo contribuir diretamente ou indiretamente
para o desenvolvimento de contraturas, desempenhando assim um papel importante em
problemas de mobilidade de pacientes espasticos (DIETZ; SINKJAER, 2007).

De acordo com Lieber et al. (2003), os musculos de individuos com espasticidade
apresentam alta densidade de matriz extracelular. Porém essa matriz apresenta-se com
capacidade mecéanica inferior devido & perda da disposicdo em paralelo das fibras de
colageno, assumindo um arranjo aleatério. Essas alteragbes também foram descritas por
Gracies (2005) nos musculos espasticos, que apresenta o reflexo de estiramento passivo
aumentado devido as alteragdes no colageno. Estudos histopatol6gicos demonstram outras
relagdes entre espasticidade e colageno: h4 um incremento na densidade de colageno, devido
ao aumento do tecido conjuntivo extracelular nos musculos espasticos, o que pode estar
relacionado a uma maior resisténcia passiva dos elementos musculares nao contrateis ao
estiramento (GRACIES; 2005).
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3.3 Tratamento
3.3.1 Tratamento medicamentoso

O tratamento farmacol6gico da espasticidade pode incluir medicamentos orais,
bloqueios quimicos e bomba intratecal, com objetivo de normalizar o ténus, favorecendo a
funcionalidade dos pacientes (BRASHEAR; LAMBETH, 2009).

O baclofeno é amplamente utilizado em casos de espasticidade p6s LM em adultos
(TILTON, 2009). Atua nos receptores GABA, sendo agonista dos receptores GABAD pré e pés
sinapticos, o que inibe reflexos medulares mono e polissinapticos. Gera ainda depressao do
sistema nervoso central por meio de uma diminuicdo dos neurotransmissores glutamato e
aspartato (GRACIES et al., 2008).

Também agindo nos receptores GABA o diazepan € a mais antiga medicacao
empregada no tratamento da espasticidade de origem medular e cerebral, sendo, ainda hoje,
amplamente utilizado. Seu efeito indireto pré e pdssinaptico, aumenta a afinidade desses
receptores ao GABA enddégeno (BRASHEAR; LAMBETH, 2009).

A tizanidina, medicamento também utilizado em sequelas espasticas pés LM, diminui
os reflexos polissinapticos (estiramento tdnicos) provavelmente pelo decréscimo da liberagéo
dos neurotransmissores excitatorios pré-sinapticos. E um medicamento derivado imidazolico
que age nos receptores alfa 2 adrenérgicos e imidazoélicos da medula (GRACIES et al., 2008)

Estas medicacdes apresentam contra-indicacdes e efeitos adversos, podendo causar
secao excessiva, alucinagdes, hipotensao ortostética e alteracdes oftalmoldgicas. A avaliagdo
da funcéo renal e hepéatica deve ser realizada de forma frequente para prevenir lesdes nestes
6rgdos (PATEL; SOYODE, 2009).

A toxina botulinica € um complexo proteico purificado utilizada em forma injetavel
diretamente sobre o musculo espasticos a ser tratado, capaz de bloquear a liberacdo de
acetilcolina, induzindo o relaxamento muscular. Porém, por inibir a contragdo muscular, a
toxina pode reduzir a funcionalidade do individuo, prejudicando marcha e atividades
funcionais (GRAHAN et al., 2000; HEINEN et al., 2006; WARD, 2008).

Os fitoterapicos, medicamentos obtidos através do uso exclusivo de matérias-primas
de origem vegetal, possuem diferentes formas de apresentagédo e podem ser utilizados por
variadas vias de administracdo: por via oral, na forma de p6 para diluicdo, decocc¢des, infusdes
ou chas; por via topica, na forma de preparacdes a base de agua ou 6leo (WAGNER,;
WISENAUER, 2006). Uma das formas de utilizacdo terapéutica das plantas é através dos
seus 6leos essenciais, também chamados de 6leos volateis ou etéreos. Obtidos de diferentes
materiais vegetais como flores, folhas, frutos e raizes originam-se do metabolismo secundario,
sendo uma excelente forma de aplicacéo topica por apresentarem bom indice de absorcéo
(GEROMINI et al., 2012).
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O medicamento fitoterapico apresenta um custo relativamente alto de pesquisa e
producao, ndo devendo ser confundido com medicina popular ou alternativa. Os fitofarmacos
séo submetidos a intensa fiscalizagdo e controle por parte da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitario (ANVISA) para comprovacdo dos seus efeitos benéficos, enquanto a medicina
popular perpassa apenas pelos conhecimentos empiricos de uma populacdo, ndo havendo
estabelecimento de critérios cientificos em sua utilizacdo. Sendo assim, se faz necessario o
investimento em pesquisas dos recursos vegetais existentes no Brasil, com o objetivo de
identificar possiveis beneficios de seu uso para a populacdo, bem como avaliar sua
reprodutibilidade, eficacia e seguranca do seu uso (REZENDE; COCCO, 2002; VIEIRA et al.,
2010).

Apesar dos avang¢os nas pesquisas sobre os fitoterapicos, ainda ndo se conhece um
produto natural que atue efetivamente em musculos espasticos, de forma topica, para

pacientes com LM.

3.3.2 Cinesioterapia

A cinesioterapia é um recurso que utiliza a movimentacao articular, de forma passiva
ou ativa, largamente utilizada na fisioterapia. A cinesioterapia ativa depende necessariamente
da contracdo muscular do paciente com objetivo de proporcionar ganho da forga, poténcia e
resisténcia a fadiga. Ja a cinesioterapia passiva tem por finalidade o aumento da
extensibilidade tecidual com consequente ganho da amplitude de movimento (KISNER;
COLBY, 2009).

No paciente com LM, a cinesioterapia é utilizada desde o poOs-operatorio imediato,
devendo ser mantida durante toda a reabilitacdo. Trata-se de uma modalidade terapéutica de
consenso na literatura para o controle da espasticidade. Sua aplicacdo precoce aumenta o
fluxo sanguineo e a liberagdo de oxigénio para os tecidos, causando mudangas no sistema
musculoesquelético e cardiovascular, atuando assim nas incapacidades secundarias e na
reeducacgéo neuromotora (SHERWOOD et al., 2000).

Entre as técnicas utilizadas na cinesioterapia com objetivo de normalizar o tbnus
muscular e melhorar a amplitude de movimento, a movimentacdo passiva continua (MPC) é
a mais comum na fisioterapia. Através de movimentos lentos e continuos, realizados de forma
passiva com flexdo de tornozelo, joelho e quadril, também denominada de triplice flexao, a
MPC ativa estruturas neuronais localizadas na transicdo miotendinosa denominada de 6rgao
tendinoso de golgi (OTG) (KLIMKIEWICZ et al., 2013).

Ainda segundo Klimkiewicz et al. (2013), o OTG é um proprioceptor encapsulado nas
fibras dos tend6es musculares, sensivel as variacdes do comprimento do tenddo. Quando

estirado, o0 OTG deforma-se e envia estimulos inibitérios provocando relaxamento muscular.
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Assim, a ativacdo deste receptor através dos exercicios passivos é comumente utilizado como
recurso fisioterdpico em pacientes espasticos pés LM.

A cinesioterapia apresenta capacidade de alterar a estrutura muscular a medida em
que influencia a estrutura e o comportamento mecéanico do musculo (LEARDEMAN, 2007).
Segundo Bahr et al. (2006) a movimentacdo passiva auxilia no alinhamento das fibras de
colageno, favorecendo o reparo tecidual e a extensibilidade muscular.

Beneficios psicoldgicos também sdo observados apés tratamento cinesioterapico. A
possibilidade da realizacdo de movimentos articulares, mesmo que passivamente, para
pacientes plégicos ou paréticos, promove bem estar, melhorando assim a auto estima do
individuo (ARAUJO et al. 2012).

3.4 Alpinia zerumbet e o bioproduto

Conhecida popularmente como “Col6nia” devido ao aroma intenso e adocicado
exalado por suas folhas, a Alpinia speciosa, ou Alpinia zerumbet, vem sendo profundamente
estudada, ja sendo de conhecimento cientifico diversos efeitos do seu 6leo essencial (KRIECK
et al.,, 2008). Pertencente a familia Zingiberaceae, apresenta-se com folhas alternadas,
completas e simples, com caules aéreos e curtos agrupados em touceiras, podendo atingir
1,5 a 2,5 metros (ALBUQUERQUE; NEVES, 2004). Suas flores séo alvas com lacinios réseos
no 4pice, dispostas em cachos grandes levemente aromatizadas, apresentando seus frutos
em formato de capsula (KRIECK et al., 2008).

Entre os diferentes componentes quimicos inerentes do OEAz responsaveis por
alguns dos seus efeitos terapéuticos, encontram-se flavonoéides, taninos, fendis, e alcaloides
(MENDONCA et al, 1991; ALBUQUERQUE; NEVES, 2004). O componente majoritario é o
terpeno-4-ol, presente em todos os 6rgdos em quantidades diferentes. Ja o a-terpeno é o
principal constituinte da flor e 0 1,8 cineol da folha (ELZAAWELY, 2007).

O terpeno-4-ol possui atividade relaxante, atribuida ao possivel antagonismo aos
canais de célcio, bem como efeito miogénico, relaxante e anticolinérgico a estes compostos
(BEZERRA et al., 2000; NASCIMENTO, 2005). Quanto ao veiculo de aplicagdo do terpeno-
4-ol, a solucdo oleosa apresenta melhor resultado de absor¢do quando comparados a
emulsdo ou o hidrogel. Estudos de Cal (2006a) encontraram valores de absor¢cdo de 90
ug/cm?, em solucéo oleosa, 60 pg/cm?em emulséo e 5 ug/cm?em hidrogel, em dose de 0,75%.
O tempo de melhor absor¢éo foi de 1 hora, para farmacos e cosméticos por via dérmica, com
10 a 20% de absorcéo desses terpenos aplicados pelo corpo.

Os monoterpenos 1,8 cineol interagem com os lipidios e a queratina favorecendo a
solubilidade dos medicamentos transdérmicos (CAL, 2006b; SAPRA et al., 2008). Entre seus

efeitos destaca-se sua caracteristica anti-inflamatéria e mucolitica (JAGER et al., 1996;
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JUERGENS et al., 2003; JUERGENS et al., 2004). A atividade anti-inflamatéria também é
comum ao terpeno-4-ol e ao a-terpineol segundo os estudos de Khalil et al. (2004).

Autores pesquisaram o0s diversos efeitos deste fitoterapico como a atividade
antifingica (TAWATA et al., 1996) e antioxidante em fragbes metandlicas (MASUDA et al.,
2000), atividade moluscicida e larvicida (LIMA, 2003), além de efeito hepatoprotetor do p6 das
sementes, demonstrando acéo hipolipemiante e, consequentemente, reduzindo o colesterol.

Quando se relaciona o uso da Az com a contracdo muscular, a literatura apresenta
importantes resultados como a acéo anticolinérgica competitiva inibitéria desta contracdo, a
atividade antiespasmadica e relaxamento do tonus basal de ileo de ratos (BEZERRA et al.,
2000), o efeito vaso-relaxante diminuicdo do tdnus simpético (LAHLOU et al., 2002), além de
modulagdo da concentragcdo do calcio no mduasculo liso, de forma dose dependente
(NASCIMENTO et al., 2005).

4 METODOLOGIA

4.1 Desenho da pesquisa

Estudo experimental, pré-clinico e controlado.

4.2 Animais

Utilizou-se 30 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), adultos, de ambos
0S sexos, provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes. Os animais permaneceram
no referido biotério, em gaiolas de polipropileno padrao, agrupadas em numero de 3, em
ambiente controlado, com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo agua e ra¢cdo balanceada
ad libitum.

Os animais foram avaliados em seu comportamento funcional e neurolégico e seu
material biolégico (gastrocnémio direito) submetido a analise histomorfol6gicas. Ao final de
cada experimento os animais foram anestesiados, sacrificados e, posteriormente, incinerados
no Biotério da Universidade Tiradentes. O estudo foi aprovado pelo Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) sob nimero 030513 (ANEXO 1) da referida universidade.

4.3 Bioproduto

O bioproduto a base do OEAz foi produzido, a partir da coleta de folhas verdes,
transportadas em carro climatizado, tendo sido realizada a extra¢éo do seu 6leo essencial por
arraste a vapor e utilizado 6leo vegetal como veiculo, tendo sido registrado junto a ANVISA
sob ndmero 1.1557.0069.002-5.
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Amostra do medicamento utilizado no presente estudo foi submetida a andlise
cromatogréfica no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com
objetivo de identificar a composi¢ao do produto.

O bioproduto foi analisado por cromatografia gasosa com detector de espectrometria
de massa (Shimadzu, Japdo, QP 2010-plus) operando com energia de ionizagdo 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 injetor foi mantida a 250°C, iniciando o aquecimento a 40°C,
com acréscimo de 3°C/min, até atingir 220°C.

A composigéo relativa dos oOleos 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 padréo 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 6leos essenciais também foram comparados com os relatados no
NIST (versdo 107) e Wiley (versdo 229) da biblioteca espectros de massa, e utilizando a
descricdo de espectros de massa de Adams (2007) como uma ajuda adicional na
identificacao.

4.4 Grupos experimentais e doses
Os 30 animais foram separados aleatoriamente e igualmente em cinco grupos da
seguinte forma:

e Grupo Az: aplicagdo do bioproduto a base do OEAz sob dose 0,05ml/2Kg dividido
igualmente em ambas as patas traseiras, aplicado por via dérmica nas panturrilhas;

e Grupo FT: realizagdo de exercicios fisioterapicos passivos em ambas as patas
traseiras, realizando triplice flexdo com 2 séries de 10 repeticoes;

e Grupo FTAz: aplicagédo do bioproduto a base do OEAz sob dose 0,05ml/2Kg dividido
igualmente em ambas as patas traseiras, aplicado por via dérmica nas panturrilhas,
seguido de realizacdo de exercicios fisioterapéuticos passivos em ambas as patas
traseiras, realizando triplice flexdo com 2 séries de 10 repeticoes;

e Grupo CTR: sem nenhum tipo de tratamento;

e Grupo SHAN: sem tratamento, tendo sido realizada a laminectomia, porém sem lesédo
medular.

Os tratamentos foram realizados nas patas traseiras devido ao nivel de compressao

medular (T9/T10) gerar sequela motora nesta regiéo.

20



4.5 Procedimento cirurgico

O modelo de lesdo medular baseou-se no experimento 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 foram pesados e, em seguida, anestesiados com
Cloridrato de Ketamina a 10% (95mg/kg) e Cloridrato de Xilazina a 2% (12mg/kg) com
aplicacéo intraperitoneal.

Apoés anestesia os animais foram posicionados em decubito external com o dorso
exposto (Figura 1A) para realizacdo de tricotomia e antissepsia da regido toracica, com
solucdo de polivinil pirrolidona iodo (Figura 1B). Em seguida, realizou-se incisdo de,
aproximadamente, 5cm de pele e tecido subcutdneo sob a linha média da regido toracica,
com afastamento subperiostal da musculatura perivertebral, objetivando exposicdo da coluna
vertebral (Figura 1C).

Para exposicao do canal medular, foi feita a localiza¢éo das vértebras T9 e T10 através
da palpagdo da dultima costela e realizada a laminectomia destes seguimentos. Neste
momento reproduziu-se o trauma mecéanico utilizando um aparelho estereotaxico modificado,
confeccionado pelos pesquisadores composto de uma haste fina de ponta romba (1mm?) com
peso acoplado de 70g por 5 minutos (Figura 1D).

Posteriormente procedeu-se a sutura da camada muscular e pele com fio 4.0 de
poliamida monofilamento ndao absorvivel sendo aplicado antibioticoterapia profilatica com
Pentabiol a 0,1ml/100g, por via intraperitoneal. Ao final da cirurgia os animais foram

acomodados em gaiolas individuais, com agua e racao ad libitum, em ambiente climatizado.
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Figura 1: A) Posicionamento do animal; B) Tricotomia e antissepsia da regido; C) Exposicéo da coluna

vertebral; E) Utilizac&o do aparelho estereotaxico modificado para lesdo medular.

4.6 Protocolo de tratamento

Os animais dos grupos Az, FT e FTAz iniciaram tratamento diario no 15° dia pés-
operatério (DPO), quando a espasticidade tornava-se presente (BENNETT et al., 2004),
sendo mantidos até o 45° DPO, totalizando 30 dias de tratamento. Realizou-se a massagem
abdominal com o objetivo de esvaziar a bexiga e a defec¢ao, quando necessario.

4.7 Protocolo de avaliagdo

A avaliagdo abrangeu caracteristicas comportamentais e histologicas dos animais. Os
testes funcionais para avaliagdo comportamental e neurolégica foram realizados em 8
momentos: 4 antes do inicio dos tratamentos (no 01°, 03°, 07°, 14° DPO) e 4 ap0s este
momento (no 21°, 28°, 35° e 45° DPO). Assim possibilitou-se observar o comprometimento
funcional e comportamental na lesdo aguda, subaguda e crbnica, além do quadro
correspondente a hipotonia e hipertonia, semelhantes aos individuos acometidos com LM. As
avaliacdes foram realizadas pelo mesmo avaliador, amenizando possiveis variagdes nos
resultados obtidos.

Utilizou-se 5 testes para compor a avaliacdo comportamental e neuroldgica: o
protocolo descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB), o teste de sensibilidade dolorosa
(SD), a capacidade motora (CM), o posicionamento proprioceptivo (PP) e tatil (PT).

Para realizacdo do BBB, foi utilizada uma escala de avaliagdo locomotora padronizada
(ANEXO II). Os itens avaliados foram: os movimentos das patas, sua coordenacao, firmeza e
comportamento do tronco. Seus subitens versam sobre o movimento do membro posterior,
posicdo do tronco, abdome, posicdo da pata, caminhada, posicdo predominante da pata,
instabilidade do corpo e rabo. O BBB é composto por 22 escores, variando de 0 (auséncia
total de movimentos) a 21 (movimento normal). Para este teste cada rato foi colocado em um
campo aberto, cercado por acrilico permitindo total visualizagdo, sendo avaliado por dois
minutos (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995; SEDY, 2008).
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Os demais testes foram descritos por Von Euler et al. (1996). Na avaliagdo da CM
observou-se a atividade espontdnea do animal em campo aberto e sem obstaculo, na
dimensdo de 1m? por 4 minutos. Caso fosse capaz de deambular com um déficit discreto, o
animal era colocado em percurso de madeira com larguras reduzidas progressivamente,
comecando com 7,7cm e terminando com 1,7cm e progressao de 1cm entre elas, totalizando
assim sete barras (Figura 2). Esse percurso foi posicionado a uma altura de 60 cm, com 1

metro de extensdo. O escore varia de 0 a 12 seguindo a tabela 1.

S TR >
Figura 2: Teste de capacidade motora sobre barra estreita.

Tabela 1. Escore de capacidade motora.

CAPACIDADE MOTORA (CM)
Auséncia de movimento nos membros pélvicos, sem apoio de peso
Movimento sutil, desconexo dos membros pélvicos, sem apoio de peso
Movimento bem visivel nos membros pélvicos, sem apoio de peso
Apoio de peso nos membros pélvicos, deambulagdo com déficit acentuado
Deambulag&o com déficit moderado
Deambulagdo com déficit discreto e ndo anda na barra de 7,7cm
Deambulagdo normal ou com déficit discreto e anda na barra de 7,7cm
Consegue deambular na barra de 6,7cm
Consegue deambular na barra de 5,7cm
Consegue deambular na barra de 4,7cm
Consegue deambular na barra de 3,7cm
Consegue deambular na barra de 2,7cm
Consegue deambular na barra de 1,7cm

B
REBowo~vourwnmro

No teste SD fez-se uma pressdo na prega interdigital das patas traseiras, utilizando
uma pin¢a hemostatica de Halsted fechada na primeira cremalheira. A resposta varia de
acordo com a tentativa ou realizacdo de morder, vocalizar e/ou a velocidade de retirada da

pata (Figura 3).
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Figura 3. Teste de sensibilidade dolorosa.

A avaliacdo PP foi utilizada para verificar a agilidade e precisdo que o animal tem para
retornar a posi¢cao normal, quando sua pata é colocada em flexdo, proporcionando o contato
do dorso da referida pata com o chéo (Figura 4A). Enquanto no PT, o dorso da pata foi
colocado em contato com a borda lateral da mesa, sendo avaliada a preciséo e agilidade com

qgue o animal ira colocar sua pata na superficie da referida mesa (Figura 4B).

[
Figura 4: A) Teste de posicionamento proprioceptivo; B) Teste de

posicionamento tatil.

Os testes SD, PP e PT apresentam escore classificado como 0 (auséncia de reacao),
1 (reacdo diminuida) e 2 (reagdo normal). Todos os testes realizados foram filmados e
avaliados posteriormente para evitar erros nas determinacdes de seus escores. ApoOs
analisados, os valores foram organizados em um banco de dados para melhor visualizagdo

dos resultados, levando em consideracdo a pata com maior acometimento.

4.8 Analise histomorfoldgicas
Apos o 45° DPO os ratos foram eutanasiados e os gastrocnémios retirados e
embebidos em formol a 10%. O material biolégico passou por um processo de desidratacao
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e clareamento em &lcool e xilol por um periodo total de 6 horas, sendo trés imersées de uma
hora em cada produto. Posteriormente fez-se a inclusdo em parafina para confeccdo de 5
secgoes histologicas seriadas de 5um de espessura, separadas entre si por uma distancia de
10um. Para andlise histomorfoldgica do tecido muscular analisou-se as seccdes histologicas
coradas em Picrossirius, segundo Albuquerque Junior et al. (2009).

Para andlise do padrdo de neoformacéo do colageno, utilizou-se um polarizador para
luz transmitida (45 MM U-POT, Olympus) acoplado ao microscépio trinocular CX31
(Olympus), com sistema de captura de imagens C-70070 WIDE ZOOM (Olympus). Em cada
lamina foram fotomicrografados cinco campos histoldgicos (ampliacdo de 100x), sendo as
imagens digitalizadas por meio de software de captura Olympus 2000® e projetadas em
monitor Samsung® de 14’. Para andlise descritiva do padrdo de formacgdo do colageno foi
analisada as seguintes variaveis: birrefringéncia (esverdeada ou amarelo-esverdeada para
colageno tipo Il imaturo, e alaranjada ou avermelhada para colageno tipo | maduro);
espessura (delgada/delicada ou espessa/grosseira); e disposicdo (ondulada ou estirada).

A leitura do colageno foi qualitativa tendo como observagdo a prevaléncia, em
porcentagem, do colageno tipo | e Il encontrado em cada lamina e apresentados baseando-
se nos escores: 0 a 24% foi descrito como escasso; 25 a 49% razoavel; 50 a 74% frequente;
e 75 & 100% intenso.

Fez-se ainda a mensuracdo da espessura do colageno muscular, tipo | e tipo lll,
localizado no perimisio e no endomisio, nas imagens capturadas através do software

AxioVision 105 color, expressas em micrometro.

4.9 Anédlise estatistica

A tabulacado de dados e tabelas foi confeccionada pelo programa Microsoft Excel 2010.
O programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prim 6.01. O teste de Kolmogorov-Smirnov
foi utilizado para analisar a normalidade das variaveis estudadas. Para as andlises de
comparagfes multiplas foi utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido do pds teste Dunn. Para
verificar possiveis correlagbes entre as variaveis comportamentais e histomorfologicas
utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Spearman. Em todas as analises utilizou-se o nivel

de significAncia de 5%.

5 RESULTADOS

A andlise cromatografica do bioproduto a base do OEAz identificou 57 compostos
totalizando 97,58% do total dos componentes, com retencdo maior em nove componentes
somando 78,43% do total da area cromatografica. Os monoterpenos oxigenados sdo
predominantes na composicdo do 6leo essencial, e representam 45% do total do composto

(Figura 5). Na analise cromatografica destaca-se o terpeno-4-ol (23,23%), presente em todos
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0os orgdos da planta e o 1,8 cineol (21,77%), presente nas folhas, como os principais
compostos identificados, além do y-terpeno (11,63%) e p-cineol (5,85%). Os resultados da
andlise cromatografica foram semelhantes aos encontrados por Craveiro et al. (1980) e
Santos et al. (2011).
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Figura 5: Componentes em destaque na analise cromatografica do bioproduto a base do OEAz.
Espectrometria de massa, coluna capilar DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), fluxo de gés hélio (1

mL/min), temperatura do detector e do injetor foi mantida a 250°C.

Na avaliacdo BBB pré-tratamento, todos os grupos submetidos a LM apresentaram
escores semelhantes entre si. No 14° DPO o grupo SHAN apresentou 0s maiores escores
gquando comparado aos demais grupos, observando diferenga significativa (p<0,001),
indicando a efetividade do procedimento de lesé&o experimental (Figura 6).
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Figura 6: Comparativo do escore Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) intergrupos em musculos
espasticos de ratos tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz em
diferentes tempos pré tratamento. As barras representam a média, com seu respectivo desvio
padrédo, dos escores da avaliacdo BBB de cada animal em seu grupo. (p<0,05 - Kruskal-Wallis
seguido do pds teste Dunn).

Nos tempos seguintes ao inicio do tratamento, os grupos SHAN e CTR apresentaram
diferenca significativa entre si em todos os tempos avaliados. Houve aumento gradual nos

escores BBB dos grupos submetidos a algum tratamento a partir do 21° DPO. Nesta
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avaliacao, apenas os grupos CTR e FT apresentaram diferenga significativa em relacdo ao
grupo SHAN (p<0,05 e p<0,001 respectivamente), assim como na avaliagdo do 28° DPO. Na
avaliacdo de 35 dias apods a lesdo medular o grupo Az também apresentou diferenca
significativa quando comparado ao grupo SHAN (p<0,05). Ao final do tratamento, na avaliacdo
do 45° DPO, apenas o grupo FTAz apresentou valores diferentes estatisticamente ao grupo
CTR (p<0,05) e semelhantes ao grupo SHAN (Figura 7).

21° DPO 28° DPO
25 - 7
20 - 1
a
@ 15 - .
[aa]
10 - .
0 .
Az FTAz  SHAN CTR Az FTAz SHAN
35° DPO 45° DPO
25 - .
20 - .
a a
o 15 - .
[aa]
@ 10 - i
5 - -
O T T
CTR Az FTAz SHAN CTR Az FTAz  SHAN

Figura 7: Comparativo do escore Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) intergrupos em musculos
espasticos de ratos tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz em
diferentes tempos pos inicio do tratamento. As barras representam a média, com seu respectivo
desvio padréo, dos escores da avaliagdo BBB de cada animal em seu grupo. (p<0,05 - Kruskal-Wallis
seguido do pds teste Dunn).

Na avaliacdo da Capacidade Motora, o grupo FTAz apresentou diferente significativa
quando comparado aos grupos CTR e FT em todos os tempos apds o inicio do tratamento. A
partir de 28 dia ap6s a LM o grupo Az também apresentou diferenga significativa comparado
ao grupo CTR (p<0,05), mantendo-se assim até o final das avaliacdes (Figura 8).
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Figura 8: Comparatlvo do escore de Capacidade Motora (CM) mtergrupos em musculos espasticos
de ratos com alteracao de colageno, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do
OEAz nos diferentes tempos pés inicio do tratamento. As barras representam a média, com seu
respectivo desvio padréo, dos escores de CM de cada animal em seu grupo. (p<0,05 - Kruskal-Wallis

seguido do pos teste Dunn).

A avaliacdo neurologica, composta pelos testes de sensibilidade dolorosa,
posicionamento tatil e proprioceptivo apresentaram valores maximos em todos os animais do
grupo SHAN, a partir do 3°DPO, apresentando diferenca estatistica (p<0,01) para os demais
grupos. Ja os animais do grupo CTR ndo atingiram escore classificado como normal em
nenhuma das avaliacdes. No 21° DPO os grupos Az e FTAz apresentaram diferenca
estatistica quando comparados ao grupo CTR (p<0,05 e p<0,001 respectivamente) na
avaliacdo da SD, PP e PT. Ainda nestas avaliacdes todos os grupos tratados apresentaram
valores de normalidade no 45° DPO. Porém, apenas o grupo FTAz apresentou todos os
animais com valores normais de respostas ja ao final da primeira semana de tratamento, no
21° DPO (Figura 9).
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Figura 9: Comparativo do escore de Sensibilidade Dolorosa, Posicionamento Proprioceptivo e
Posicionamento Téatil intergrupos em musculos espasticos de ratos, tratados ou ndo com
cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz nos tempos de 21 e 45 dias pds operatorio.

Quanto a predominancia do colageno tipo | apresentou-se escasso no grupo SHAN
(44%) e no grupo Az (56,25%), frequente no grupo FT (44,83%), e intenso no grupo CTR
(51,79%), todos com p<0,001. O Grupo FTAz obteve predominancia razoavel em 60% das

laminas com p<0,01 (Figura 10).
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Figura 10: Predominancia de colageno tipo | intergrupos em musculos espésticos de ratos, tratados
ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz, apés 45 dias de tratamento. Legenda:

* p<0,01; ** p<0,001. Kruskal-Wallis seguido do pés teste Dunn.

A predominancia do colageno tipo Il foi frequente nos grupos SHAN (52%), FT
(68,97%) e no grupo FTAz (100%). No grupo Az classificou-se como intenso em 56,25%,
enquanto no grupo CTR, apresentou-se escasso em 50%, todos com p<0,001 (Figura 11).
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Figura 11: Predominancia de colageno tipo lll intergrupos em musculos espasticos de ratos, tratados
ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz, apoés 45 dias de tratamento. Legenda:

* p<0,001. Kruskal-Wallis seguido do pés teste Dunn.

Na mensuracdo da espessura do colageno tipo | o grupo CTR apresentou 0 maior
volume no endomisio quando comparado aos demais grupos, com diferenca significativa
(p<0,001). Valores semelhantes foram encontrados na mensuracdo do colageno tipo |

localizado no perimisio no qual o grupo CTR apresentou diferenca significativa para o grupo
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FT, com p<0,01 e para os demais grupos, com p<0,001. Os grupos SHAN, FT, FTAz e Az ndo
apresentaram diferenca estatistica entre si (Figura 12).
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Figura 12: Espessura de colageno tipo | localizado no endomisio ou perimisio em intergrupos em
musculos espasticos de ratos, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz,
apos 45 dias de tratamento. (p<0,05 - Kruskal-Wallis seguido do pds teste Dunn).

Para o colageno tipo Il localizado no endomisio tanto o grupo CTR, FT, FTAz e Az
foram significativamente diferentes do grupo SHAN. Na mensuragdo do colageno tipo Il
localizado no perimisio, ndo houve diferenciacdo entre os trés grupos tratados e o grupo
SHAN. Porém, quando comparados ao grupo CTR todos apresentaram diferenga significante
(Figura 13).
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Figura 13: Espessura de colageno tipo Il localizado no endomisio ou perimisio em intergrupos em
musculos espésticos de ratos, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz,
apos 45 dias de tratamento. (p<0,05 - Kruskal-Wallis seguido do pés teste Dunn).

Verificou-se a correlacdo entre os testes comportamentais, BBB e CM, do 45° DPO e
a espessura do colageno tipo | e tipo Il localizado no endomisio e no perimisio (Tabela 2).
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Tabela 2: Coeficiente de correlacdo entre colageno tipo | e Il localizados no perimisio ou endomisio e
testes comportamentais (BBB e CM) em ratos, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a
base do OEAz, apds 45 dias de tratamento.

BBB CM
Colageno | — perimisio p=-0,97* p=-1,00*
Colageno | — endomisio p=-0,66 p=-0,70
Colageno lll — perimisio p=-0,15 p=-0,20
Colageno lll —endomisio p=-0,05 p=-0,01

Legenda: * p<0,05; Coeficiente de correlagdo de Spearman.

Obteve-se valores significativos (p<0,05) com correlagédo forte e inversa entre
colageno tipo | do perimisio e escore BBB (p=-0,97), bem como entre este mesmo colageno
e 0 escore de CM (p=-1; Figura 14).
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Figura 14: Diagrama de dispersao entre espessura de colageno tipo | do perimisio e escore BBB
(p=-0,97) e espessura de colageno tipo | do perimisio e escore CM (p=-1,00) em ratos, tratados ou

ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz, apds 45 dias de tratamento (p<0,05).
Coeficiente de correlacdo de Spearman.

6 DISCUSSAO

O presente estudo utilizou um sistema de compressdo medular baseado nos estudos
de Torres et al. (2010). Segundo o autor, esta forma de lesdo experimental simula um trauma
medular, por provocar compressao mecanica sem ruptura direta de fibras neurais, resultando
em paraplegia grave, bilateral e simétrica quando utilizado um peso compressivo de,
aproximadamente, 70g. Na presente pesquisa, apenas o grupo SHAN néo foi submetido ao
procedimento de compressdo medular, resultando em altos escores de avaliacdo
comportamental ja nas primeiras avaliacdes. Segundo Shah e Tisherman (2014) traumas na
coluna vertebral, sem afeccdo da medula espinhal ndo tendem a evoluir para déficit de

marcha. No presente trabalho, o grupo SHAN apresentou os mais altos valores da analise
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BBB, indicando boa deambulagéo, corroborando os autores supracitados. A diferenca
significativa entre este grupo e os demais nos tempos iniciais pré-tratamento (1°, 3°, 7° e 14°
DPO) da avaliacdo BBB comprova a efetividade do procedimento de les&o experimental.

Os traumas da coluna vertebral tendem a repercutir com LM, iniciando-se com o
processo inflamatorio local com objetivo de cicatrizar ou regenerar o tecido afetado e repercute
com sequelas neuromusculares como a plegia ou paresia dos membros. A espasticidade esta
relacionadas diretamente a LM, resultando em contraturas neuromiogénica bem como a
hiperreflexia muscular e aumento da tensdo passiva do musculo, o que influencia na
independéncia funcional e na marcha do individuo (ALENAZI et al., 2013). Porém, segundo
Shah e Tisherman (2014) traumas nha coluna vertebral, sem afec¢cdo da medula espinhal ndo
tendem a evoluir para déficit de marcha. Os animais do grupo CTR do presente estudo ndo
atingiram valores de normalidade em nenhuma das avaliagbes comportamentais, uma vez
que néao foram submetidos a nenhum tipo de tratamento. J4 o grupo SHAN apresentou 0s
mais altos valores da andlise BBB, indicando boa deambulagdo, corroborando os autores
supracitados.

No presente estudo os tratamentos foram iniciados apds duas semanas da lesao com
objetivo de induzir a sequela espastica muscular, baseado no estudo de Murray et al. (2010)
o qual relata haver alteragdo nos motoneurdnios, apds compressdo medular de ratos, por
excitabilidade das vias reflexas espinhais com periodos prolongados de despolarizacéo
causando espasticidade, ap6s duas semanas da lesao.

Segundo Sherwood et al. (2000), a precocidade no inicio do tratamento de pacientes
com LM é fundamental para minimizar os efeitos deletérios da sequela neuromotora. Todos
os grupos do presente trabalho apresentaram melhoras nos escores a partir do inicio dos
tratamentos. Porém, apenas o grupo FTAz apresentou escore classificado como normal em
todos os animais avaliados nos testes de SD, PP e PT.

O grupo Az e o grupo FTAz atingiram os melhores resultados do BBB ao final do
tratamento (45° DPO), seguindo apenas o grupo SHAN, indicando uma reducdo da
incapacidade para a marcha ao final do tratamento. Esta analise corrobora achados de
Candido (2010) e Céandido e Xavier-Filho (2012) sobre os efeitos do 6leo essencial da Az em
tratamento por 30 dias, a medida que a efetividade do tratamento é favorecida pela sua
manutencéo.

Ao comparar os valores entre o grupo SHAN e o grupo Az observa-se diferencas
estatistica (p<0,05) ao final da avaliacdo. Assim, apesar da evidente evolugdo da avaliacdo
BBB dos ratos tratados com o bioproduto a base do OEAz, os animais deste grupo
continuaram apresentando sequelas neuroldgias que alteram negativamente a mobilidade e
deambulacdo. Segundo Shrier (2004) a auséncia de ativacdo muscular reduz a tenséo ativa

do musculo, tornando-o0 menos funcional.
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No presente estudo apenas o grupo FTAz apresentou valores diferentes
estatisticamente do grupo CTR, sem diferenc¢a para o grupo SHAN, indicando caracteristicas
semelhante a animais sem LM. Estudos como o de Candido e Xavier-Filho (2012) utilizando
a associagao do bioproduto a base do OEAz e cinesioterapia apresentou significativa melhora
funcional em criancas com paralisia cerebral, corroborando o presente estudo. Segundo
Santos et al. (2011) as propriedades inerentes ao OEAz de modulagdo do influxo de célcio
para o sarcoplasma promove maior relaxamento da musculatura espastica. Segundo Scalzo
(2010) areducao da espasticidade favorece o aumento da flexibilidade muscular, minimizando
o risco de contraturas neuromiogénicas e, consequentemente, possibilitando ganho funcional
da marcha.

Smith et al. (2009) relata que, além da hiperatividade dos canais de célcio do tipo L, a
regulagédo inadequada nestes canais em musculos espasticos leva ao aumento desse de
forma crbnica no reticulo sarcoplasmatico. Do ponto de vista fisioldgico Gordon et al. (2000)
e Cheng; Lederer (2008) relatam que 0 excesso de calcio causa lesdes extensas e alteracdes
nas propriedades contrateis dos musculos, além de aumentar a tenséo passiva e reforcar as
ligacBes cruzadas. Sendo o colageno dependente diretamente das ligagbes cruzadas para a
flexibilidade muscular, ira refletir, segundo Hadlich et al. (2008) e Franken (2010), em um
musculo rigido.

E possivel que alteracbes morfoldgicas do colageno, tanto no perimisio como no
endomisio, altere a mecanicas muscular, podendo contribuir diretamente ou indiretamente
para o desenvolvimento de contraturas, desempenhando assim um papel importante em
problemas de mobilidade de pacientes espasticos (DIETZ; SINKJAER, 2007). O colageno
apresenta uma importante influéncia na elasticidade muscular passiva e na transmissao de
forca entre masculo e tend&o (LIEBER; FRIDEN, 2002). Segundo Booth et al. (2001), entende-
se que a quantidade e qualidade de coldgeno muscular pode influenciar na capacidade
contrétil e elastica do muasculo. Muasculos com reducdo do seu trofismo, assim como 0s
espasticos, apresentam uma significativa redugdo no quantitativo de colageno tipo Ill, em
estudos experimentais (URSO, 2006).

O espessamento do colageno tipo | do perimisio apresentou uma forte e inversa
relacdo com os testes comportamentais BBB e CM indicando menor funcionalidade nos
animais que apresentaram aumento da espessura deste colageno. Estudos de Booth et al.
(2001) realizados com 26 criangas com diagnostico clinico de paralisia cerebral com sequela
muscular espastica corroboram estes achados. Realizou-se a avaliacdo da hidroxiprolina,
aminoacido exclusivo do colageno, identificando correlacdo direta entre o acumulo e
espessamento de colageno e o grau de espasticidade muscular. Os autores sugerem ainda
que, um tratamento que previna ou minimize o espessamento do colageno pode ser benéfico

em individuos espasticos. No presente estudo, os trés tratamentos propostos apresentaram
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reducdo do espessamento das fibras de coldgeno quando comparados ao grupo CTR,
atingindo valores semelhantes estatisticamente ao grupo SHAN, sem les&o neural.

Friden e Lieber (2003), realizaram biopsia muscular em individuos saudaveis e com
paralisia cerebral espéstica para quantificacdo do colageno tipo | através de estudo
imunohistoquimico, encontrando valores semelhantes ao estudo anterior: maior concentragao
de coldgeno presente nos musculos espasticos. A andlise imunohistoquimica para outras
proteinas musculares ndo apresentaram alteracdo. Estes achados corroboram a presente
pesquisa ha qual observou-se presenca classificada como intensa do colageno tipo | no grupo
CTR. A baixa concentracdo deste tipo de coldgeno nos grupos FTAz e Az podem indicar
efetividade do tratamento proposto. Ja o grupo FT apresentou valores classificados como
frequentes de colageno tipo |.

Battistuzzo et al. (2012) em sua revisao sistematica, identificou resultados positivos da
cinesioterapia em trabalhos onde os exercicios foram iniciados no prazo de 16 dias ap6s lesédo
medular, assim como na presente pesquisa. Porém, segundo Araujo et al. (2012) a influéncia
da cinesioterapia na condi¢ao estrutural do musculo rigido depende de um programa de longa
duracéo e alta frequéncia, com resultados apds quatro semanas de trabalho. lamamura et al.
(1999), apresentam achados semelhantes, com exercicios mioarticulares ndo apresentando
alteracdes significativas no colageno em até quatro semanas. No presente estudo utilizou-se
o tratamento de cinesioterapia por 30 dias, o que pode justificar os achados do presente
estudo.

Outra questéo ¢é a flexibilidade muscular fornecida pelo colageno a qual relaciona-se
de forma inversamente proporcional as liga¢cdes cruzadas. Quanto maior a sintese de
colageno, menor o nimero de ligagbes cruzadas, e, como resultado, maior a flexibilidade
(FRANKEM, 2010). A presenca frequente de colageno tipo Ill no grupo SHAN, bem como nos
grupos FT e FTAz, sugere menor namero ligagdes cruzadas, com diminuicdo da tenséo
passiva, facilitando a mobilidade do musculo espastico. O grupo Az apresentou intensa
presenca do colageno tipo lll, superior aos demais grupos. Este fato justifica-se pela auséncia
da ativacdo muscular quando comparado aos grupos FT e FTAz, ndo gerando tenséo ativa,
tornando-o mais flexivel (SHRIER, 2004). Porém, ainda segundo Shrier (2004) o aumento da
flexibilidade pela reducéo da espasticidade néo ird repercutir em aumento da funcionalidade
do individuo, caso néo haja tenséo ativa para contracdo muscular.

De acordo com Oliveira (2009), uma contracdo muscular normal acontece com a
elevacgdo dos niveis de Ca*", induzindo a ligag&do entre tropomiosina e actina, gerando tenséo
e/ou encurtamento do sarcomero. A manutencao de elevados niveis de Ca** no citosol
favorece a perpetuacdo do aumento do tbnus muscular patolégico, estando relacionada com
a espasticidade. Segundo Li et al. (2003) para o relaxamento muscular e reducdo da

espasticidade é preciso a regularizacao da concentracao de Ca**. Os estudos de Santos et al
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(2011) sobre a modulagéo da concentracéo do calcio apds uso do 6leo essencial corroboram
com nossa pesquisa, comprovando que o bioproduto & base do OEAz regulam os canais de

calcio, podendo assim influenciar na formacao do colageno.

7 CONCLUSAO

Verificou-se que a utilizagcado do bioproduto & base do OEAz associado aos exercicios
de cinesioterapia mostrou-se eficaz para modificar as alteracdes na espessura e organizacao
do coldgeno causadas pela espasticidade apos LM em modelo murino através das alteracfes
na espessura do colageno. Ap6s 30 dias de tratamento, 0s animais assim tratados
apresentaram caracteristicas funcionais e histomorfolégicas semelhantes aos animais sem
lesdo medular.

Os animais que receberam os tratamentos separadamente obtiveram melhoras
funcionais quando comparados ao grupo CTR, porém, mesmo ao final do periodo de

tratamento, ambos o0s grupos ainda apresentavam diferenga do grupo sem lesdo medular.
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ANEXO I

Animal tipa: Avaliado em: / / Grupo: Tempo:
Maovimenta dos membros Posicio do tronco Caminhanda
RIRE no contato inicial-14
3 - . RI{RE no balango -15
0-9 Cc-11 15-0 Paralelas no contato inicial
Quadril | Jaelhe | Tormazeka F10,11,12 | F12 16,17-F -15,16
Colocacdo da pata 8-10 F-3el4 Cc-13 C-13 13-C Paralelas no balango-17
E|D|(E|D|E|D
Laca Centrado Apoio Albcka mae ELaue Coim Sam Eﬂ\ Apoio plantar Coordena 30 Mobilidade 12 Pasicin U—nlﬂ_:._ inante da pata __JH—NT___QNQW m\mn
suporte suporte dedo i de tronco B
a|o|0|0]|0O]|0 E|D E | D | Apoizdo D E D E ) E D E D A E D Contato Balzngo 20 15
inicizl {elevacdo) Sim Abaixado
da pata
LjLf{LfL)LjtL Paralelo A A A A 0] A A E D E D 21 20,21
WEL] Elzvado
E|E|E|E|E]|E Alto o] o} a ] F o 0 Rl Rl Rl 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 = Ocasionalmente L = Limitado, E = Extenso, F= Frequentemente, C = Consistente, MA= membros anteriores, MP=membros posteriores.

0-Menhum movimento
1-Discreto 1 ou 2 articulactes
2-Extenso 1 articulacéo/ Discreto 1 articulacao

3-Extenso 2 articulacbes

4-Discreto 3 articulacbes

5-Discreto 2 articulactes/ Extenso 1 articulacio
6-Extenso 2 articulactes/ Discreto 1 articulacio
T-Extenso 3 articulactes/ Sem colocagéo (apoio)
plantar

8-MNenhum apoio plantar/ frequente apoio
do dorso da pata

9-Ocasional apoio plantar

10-Frequente apoio plantar

11-Frequente apoio plantar/ Ocasional
Coordenacio entre MA e MP
12-Frequente apoio plantar/ Frequente
Coordenacdo entre MA e MP
13-Constante apoio e Coordenacio entre
MA & MP

14-Rotacio interna ou externa da pata no contato inicial/
Ocasional apoio dorsal da pata

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

16-Pata paralela ao corpo no contato inicia/ Qualquer
rotacio e Frequente movimento dos dedos no balango
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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RESUMO

A lesdo medular (LM) é uma condi¢do neuroldgica que envolve a interrupgéo parcial ou total
do transito neuronal pela medula espinhal e pode resultar em deficiéncia fisica grave. A
espasticidade é o transtorno mais incapacitante para o individuo pois limita a mobilidade e a
funcionalidade do paciente. Sabe-se que alteracdes no coldgeno muscular estdo presentes
em musculos espéasticos. O bioproduto derivado da Alpinia zerumbet tem acgéo
antiespasmadica e reguladora da concentracao de calcio no masculo. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da cinesioterapia associada ao bioproduto a base do 6leo essencial
da Alpinia zerumbet (OEAZz) sobre o colageno dos tecidos musculares espasticos em modelo

murino. Trata-se de uma pesquisa experimental realizada com 30 ratos (Wistar) divididos em



cinco grupos de seis animais: grupo Az (tratado com bioproduto), FT (tratado com fisioterapia),
FTAz (tratado com a associacdo bioproduto e fisioterapia), CTR (controle 1 - sem realizag&o
de tratamento) e SHAN (controle 2 - sem lesdo medular). Procedeu-se laminectomia a nivel
da nona vertebra toracica seguida de lesdo medular compressiva (exceto no grupo SHAN).
Foram realizadas analises comportamentais identificando auséncia de disfungdes
neuroldgicas do grupo SHAN, bem como total recuperagéo apos 21 e 28 dias dos grupo Az e
FTAz respectivamente. O grupo FTAz foi o Unico a ndo apresentar diferenca estatistica
gquando comparado ao grupo SHAN. A analise histomorfoldgica indicou predominancia do
colageno tipo Il caracterizada como frequente e tipo | como razodvel no grupo FTAz. Assim,
pode-se concluir que a utilizacio de exercicios fisioterapicos associado ao bioproduto a base
do OEAz mostrou-se eficaz para reverter as alteracBes na espessura e organizacdo do
colageno causadas pela espasticidade apés LM em modelo murinho.

Palavra-chave: Alpinia; fisioterapia; espasticidade muscular; lesdo medular; colageno.

ABSTRACT

The spinal cord injury (LM) is a neurological condition that involves partial or total neuronal
traffic interruption by the spinal cord and can result in several physical disability. Spasticity is
the most disabling disorder for an individual because limits patient mobility and functionality. It
is known that changes in muscle collagen are present in spastic muscles. Bioproduct based
the essential oil of Alpinia zerumbet with antispasmodic and regulatory action of the muscle
calcium concentration. Thus, this study objective was to evaluate the bioproduct based the
essential oil of Alpinia zerumbet application effect in rats spastic muscle tissues. This is an
experimental research conducted with 30 Wistar rats divided into five groups of six animals:
Az group, FT, FTAz, CTR (without treatmant) and SHAN (without spinal cord injury). It was
proceeded laminectomy at the ninth thoracic vertebra level followed by compressive spinal
cord injury (except with SHAN group). Behavioral analyzes were performed to identify
neurological dysfunction absence at the SHAN group, as well as full recovery after 21 and 28
days of Az and FTAz groups, respectively. The FTAz group was the only one that presents no
statistical difference when compared to the SHAN group. The histomorphological analsys
indicated frequent predominance of type Ill collagen and reasonable of type | at FTAz group.
Thus, it can be concluded that the bioproduct based the essential oil of Alpinia zerumbet use
associated with physical therapy was.

Keywords: Alpinia; Spasticity; Physical Therapy, Spinal Cord Injury; Collagen.

INTRODUGCAO
A medula espinhal é a estrutura neural responsavel por conduzir impulsos elétricos,

aferentes e eferentes, entre o encéfalo e o corpo. Localizada dentro do canal medular, a



medula espinhal é comumente lesionada em casos de traumas diretos ou indiretos na coluna
vertebral, e pode resultar em déficit motor e sensitivo, repercutindo com limitagéo funcional
para o individuo (SILVA et al., 2012).

A lesdo medular (LM) acomete primordialmente adultos jovens, entre 15 e 30 anos,
cursando com paraplegias em 70% dos casos e tetraplegia em 30%. Estas sequelas
apresentam-se parciais ou completas, limitando a independéncia funcional destes individuos.
Quanto as causas da LM, as lesdes traumaticas, como 0s acidentes automobilisticos,
representam 42% do total de traumas medulares. (MEYER et al, 2003; SULLIVAN; SCHMITZ,
2004).

Para um paciente com LM, a espasticidade representa o maior fator limitante de sua
mobilidade e, consequentemente, de sua independéncia funcional. Caracterizada pelo
aumento dos reflexos miotendinosos que resultam em incremento do tdnus muscular
patoldgico, a espasticidade restringe a mobilidade articular, e tende a evoluir para contraturas
neuromiogénicas comprometendo a funcionalidade do individuo (BRASIL, 2012; SORIANO et
al., 2012).

Uma das caracteristicas do musculo espastico € o incremento da quantidade de
colageno intramuscular, em especial do tipo |, bem como aumento da espessura do colageno
presente, o que reduz a extensibilidade muscular, além de contribuir para o aumento da
contratura e rigidez passiva (SMITH, 2011). Segundo Booth et al. (2001), o colageno, por ser
uma proteina estrutural responsavel pela manutencéo da fisiologia muscular tem importante
influencia na condicao funcional do musculo espastico.

O tratamento da LM é composto de exercicios de fisioterapia que inibem a ativacao do
fuso neuromuscular minimizando os efeitos da espasticidade. Técnicas fisioterapéutica
auxiliam ainda no fortalecimento muscular, otimizando o controle de tronco e,
consequentemente a capacidade de manutengdo postural. Além dos exercicios, alguns
medicamentos auxiliam a regulagdo do tbnus muscular, minimizando a caracteristica
espastica da lesdo, como os benzodiazepinicos, cloridrato de imipramina, gabapentina e
toxina botulinica tipo A. Estes tratamentos beneficiam ndo apenas a saude fisica do individuo,
como também sua condig&o psicossocial, uma vez que a limitacdo da mobilidade é um fator
significativo de excluséo social (SILVA et al., 2012).

A fitoterapia pode representar uma alternativa eficiente no tratamento de diversas
disfungBes, como a espasticidade. Conhecida como colénia, devido ao seu odor
caracteristico, a Alpinia zerumbet (Az) é uma planta herb4acea, da familia Zingiberaceae,
comumente encontrada no nordeste brasileiro, popularmente utilizada como diurético,
sedativo e hipotensor. Dentre os efeitos terapéuticos dos derivados da Az ja pesquisados,
pode-se destacar a sua acdo sobre a modulacdo da concentracdo do calcio, bem como a

atividade antiespasmadica e de relaxamento do tonus basal. Essa caracteristica induz ao



relaxamento muscular com normalizacdo do ténus, podendo representar beneficio para
diversas condicdes clinicas, a exemplo da espasticidade (BEZERRA et al., 2000).

A busca de um tratamento que auxilie na recuperagdo funcional de musculos
espésticos de individuos com LM. Por acometer principalmente individuos em idade produtiva
e impor sequelas motoras restritivas e incapacitantes, o traumatismo medular deve ser alvo
de atencdo das politicas publicas de saude. Sendo assim, a utilizacdo de um bioproduto com
potencial para melhorar a funcionalidade destes individuos pode gerar impactos econémicos
e sociais (SCHMIDT et al., 2013). Desta forma, a proposta desta pesquisa foi avaliar os efeitos
da cinesioterapia associada a um bioproduto a base do 6leo essencial da Alpinia zerumbet

(OEAZz) sobre o colageno de tecidos musculares espasticos em modelo murino.

METODOLOGIA
Desenho da pesquisa

Estudo experimental, pré-clinico e controlado.

Animais

Utilizou-se 30 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), adultos, de ambos
0S sexos, provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes. Os animais permaneceram
no referido biotério, em gaiolas de polipropileno padrao, agrupadas em numero de 3, em
ambiente controlado, com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo 4gua e ragéo balanceada
ad libitum.

Os animais foram avaliados em seu comportamento funcional e neurol6gico e seu
material biolégico (gastrocnémio direito) submetido a analise histomorfol6gicas. Ao final de
cada experimento os animais foram anestesiados, sacrificados e, posteriormente, incinerados
no Biotério da Universidade Tiradentes. O estudo foi aprovado pelo Comiss&o de Etica no Uso

de Animais (CEUA) sob nimero 030513 da referida universidade.

Bioproduto

O bioproduto a base do OEAz foi produzido, a partir da coleta de folhas verdes,
transportadas em carro climatizado, tendo sido realizada a extracéo do seu 6leo essencial por
arraste a vapor e utilizado 6leo vegetal como veiculo.

Amostra do medicamento utilizado no presente estudo foi submetida a andlise
cromatogréfica no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com
objetivo de identificar a composi¢cdo do produto.

O bioproduto foi analisado por cromatografia gasosa (GC) com detector de
espectrometria de massa (Shimadzu, Japdo, QP 2010-plus) operando com energia de

ionizagé@o de 70 eV e com uma massa contida no intervalo de 45-450 Da. Na identificagéo da



constituicdo quimica foi empregada coluna capilar DB5 (Agilent Technologies, EUA) com 30
m de comprimento, 0,25 mm de didmetro 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 composic¢ao 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
consideracéo devido a falta de padrao 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 6leos essenciais também foram comparados com os relatados no
NIST (versdao 107) e Wiley (versdo 229) da biblioteca espectros de massa, e utilizando a
descricdo de espectros de massa de Adams (2007) como uma ajuda adicional na

identificacao.

Procedimento cirargico

O modelo de lesdo medular baseou-se no experimento de Torres et al. (2010) e Osborn
et al. (1990), seguindo as normas de pré e pos-operatério do Multicenter Animal Spinal Cord
Injury Study (MASCIS). Os animais foram pesados e, em seguida, anestesiados com
Cloridrato de Ketamina a 10% (95mg/kg) e Cloridrato de Xilazina a 2% (12mg/kg) com
aplicacgéao intraperitoneal.

Apés anestesia 0s animais foram posicionados em decubito external com o dorso
exposto (Figura 1A) para realizacdo de tricotomia e antissepsia da regido toracica, com
solugdo de polivinil pirrolidona iodo (Figura 1B). Em seguida, realizou-se incisdo de,
aproximadamente, 5cm de pele e tecido subcutdneo sob a linha média da regido toréacica,
com afastamento subperiostal da musculatura perivertebral, objetivando exposi¢éo da coluna
vertebral (Figura 1C).

Para exposicao do canal medular, foi feita a localiza¢éo das vértebras T9 e T10 através
da palpacdo da ultima costela e realizada a laminectomia destes seguimentos. Neste
momento reproduziu-se o trauma mecénico utilizando um aparelho estereotaxico modificado,
confeccionado pelos pesquisadores composto de uma haste fina de ponta romba (1mm?) com
peso acoplado de 70g por 5 minutos (Figura 1D).

Posteriormente procedeu-se a sutura da camada muscular e pele com fio 4.0 de
poliamida monofilamento ndo absorvivel sendo aplicado antibioticoterapia profilatica com
Pentabiol a 0,1ml/100g, por via intraperitoneal. Ao final da cirurgia os animais foram

acomodados em gaiolas individuais, com agua e ragéo ad libitum, em ambiente climatizado.



Figura 1: A) Posicionamento do animal; B) Tricotomia e antissepsia da regido; C) Exposi¢éo da coluna

vertebral; E) Utilizac&o do aparelho estereotaxico modificado para lesdo medular.

Grupos experimentais e doses

Os 30 animais foram separados aleatoriamente e igualmente em cinco grupos da

seguinte forma:

Grupo Az: aplicacdo do bioproduto a base do OEAz sob dose 0,05ml/2Kg dividido
igualmente em ambas as patas traseiras, aplicado por via dérmica nas panturrilhas;
Grupo FT: realizacdo de exercicios fisioterapicos passivos em ambas as patas
traseiras, realizando triplice flexdo com 2 séries de 10 repeticoes;

Grupo FTAz: aplicacdo do bioproduto & base do OEAz sob dose 0,05ml/2Kg dividido
igualmente em ambas as patas traseiras, aplicado por via dérmica nas panturrilhas,
seguido de realizacdo de exercicios fisioterapéuticos passivos em ambas as patas
traseiras, realizando triplice flexdo com 2 séries de 10 repeticoes;

Grupo CTR: sem nenhum tipo de tratamento;

Grupo SHAN: sem tratamento, tendo sido realizada a laminectomia, porém sem leséao

medular.

Os tratamentos foram realizados nas patas traseiras devido ao nivel de compressao

medular (T9/T10) gerar sequela motora nesta regido.



Protocolo de tratamento

Os animais dos grupos Az, FT e FTAz iniciaram tratamento diario no 15° dia pds-
operatorio (DPO), quando a espasticidade tornava-se presente (BENNETT et al., 2004),
sendo mantidos até o 45° DPO, totalizando 30 dias de tratamento. Realizou-se a massagem
abdominal com o objetivo de esvaziar a bexiga e a defec¢do, quando necessario.

Protocolo de avaliacéo

A avaliacdo abrangeu caracteristicas comportamentais e histolégicas dos animais. Os
testes funcionais para avaliacdo comportamental e neurolégica foram realizados em 8
momentos: 4 antes do inicio dos tratamentos (no 01°, 03°, 07°, 14° DPO) e 4 ap0s este
momento (no 21°, 28°, 35° e 45° DPO). Assim possibilitou-se observar o comprometimento
funcional e comportamental na lesdo aguda, subaguda e crbénica, além do quadro
correspondente a hipotonia e hipertonia, semelhantes aos individuos acometidos com LM. As
avaliacbes foram realizadas pelo mesmo avaliador, amenizando possiveis variagdes nos
resultados obtidos.

Utilizou-se 5 testes para compor a avaliacdo comportamental e neurolégica: o
protocolo descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB), o teste de sensibilidade dolorosa
(SD), a capacidade motora (CM), o posicionamento proprioceptivo (PP) e téatil (PT).

Para realizacdo do BBB, foi utilizada uma escala de avaliagdo locomotora padronizada
(ANEXO Il1). Os itens avaliados foram: os movimentos das patas, sua coordenagéo, firmeza
e comportamento do tronco. Seus subitens versam sobre o movimento do membro posterior,
posicdo do tronco, abdome, posicdo da pata, caminhada, posicdo predominante da pata,
instabilidade do corpo e rabo. O BBB é composto por 22 escores, variando de 0 (auséncia
total de movimentos) a 21 (movimento normal). Para este teste cada rato foi colocado em um
campo aberto, cercado por acrilico permitindo total visualizagdo, sendo avaliado por dois
minutos (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995; SEDY, 2008).

Os demais testes foram descritos por Von Euler et al. (1996). Na avaliacdo da CM
observou-se a atividade espontdnea do animal em campo aberto e sem obstaculo, na
dimenséo de 1m? por 4 minutos. Caso fosse capaz de deambular com um déficit discreto, o
animal era colocado em percurso de madeira com larguras reduzidas progressivamente,
comegando com 7,7cm e terminando com 1,7cm e progressao de 1cm entre elas, totalizando
assim sete barras (Figura 2). Esse percurso foi posicionado a uma altura de 60 cm, com 1

metro de extensdo. O escore varia de 0 a 12 seguindo a tabela 1.



Figura 2: Teste de capacidade motora sobre barra estreita.

Tabela 1. Escore de capacidade motora.

CAPACIDADE MOTORA (CM)
Auséncia de movimento nos membros pélvicos, sem apoio de peso
Movimento sutil, desconexo dos membros pélvicos, sem apoio de peso
Movimento bem visivel nos membros pélvicos, sem apoio de peso
Apoio de peso nos membros pélvicos, deambulacdo com déficit acentuado
Deambulagdo com déficit moderado
Deambulagdo com déficit discreto e ndo anda na barra de 7,7cm
Deambulacdo normal ou com déficit discreto e anda na barra de 7,7cm
Consegue deambular na barra de 6,7cm
Consegue deambular na barra de 5,7cm
Consegue deambular na barra de 4,7cm
Consegue deambular na barra de 3,7cm
Consegue deambular na barra de 2,7cm
Consegue deambular na barra de 1,7cm

PP
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No teste SD fez-se uma pressdo na prega interdigital das patas traseiras, utilizando
uma pinca hemostatica de Halsted fechada na primeira cremalheira. A resposta varia de
acordo com a tentativa ou realizacdo de morder, vocalizar e/ou a velocidade de retirada da

pata (Figura 3).

Figura 3. Teste de sensilidade dolorosa.



A avaliacdo PP foi utilizada para verificar a agilidade e precisdo que o animal tem para
retornar a posi¢cdo normal, quando sua pata € colocada em flexdo, proporcionando o contato
do dorso da referida pata com o chéo (Figura 4A). Enquanto no PT, o dorso da pata foi
colocado em contato com a borda lateral da mesa, sendo avaliada a preciséo e agilidade com
gue o animal ird colocar sua pata na superficie da referida mesa (Figura 4B).

pr—" I'

Figura 4: A) Teste de posicionamento proprioceptivo; B) Teste de

posicionamento tatil.

Os testes SD, PP e PT apresentam escore classificado como 0 (auséncia de reagao),
1 (reacdo diminuida) e 2 (reagdo normal). Todos os testes realizados foram filmados e
avaliados posteriormente para evitar erros nas determinacdes de seus escores. ApOs
analisados, os valores foram organizados em um banco de dados para melhor visualizagdo

dos resultados, levando em consideracdo a pata com maior acometimento.

Analise histomorfoldgicas

Ap6s o 45° DPO os ratos foram eutanasiados e o0s gastrocnémios retirados e
embebidos em formol a 10%. O material biolégico passou por um processo de desidratacao
e clareamento em alcool e xilol por um periodo total de 6 horas, sendo trés imersées de uma
hora em cada produto. Posteriormente fez-se a inclusdo em parafina para confeccdo de 5
secgoes histologicas seriadas de 5um de espessura, separadas entre si por uma distancia de
10um. Para andlise histomorfol6gica do tecido muscular analisou-se as secc¢des histolégicas
coradas em Picrossirius, segundo Albuquerque Junior et al. (2009).

Para analise do padrdo de neoformacéo do colageno, utilizou-se um polarizador para
luz transmitida (45 MM U-POT, Olympus) acoplado ao microscopio trinocular CX31
(Olympus), com sistema de captura de imagens C-70070 WIDE ZOOM (Olympus). Em cada
lamina foram fotomicrografados cinco campos histologicos (ampliagdo de 100x), sendo as

imagens digitalizadas por meio de software de captura Olympus 2000® e projetadas em



monitor Samsung® de 14’. Para andlise descritiva do padrdo de formagao do colageno foi
analisada as seguintes variaveis: birrefringéncia (esverdeada ou amarelo-esverdeada para
colageno tipo lll imaturo, e alaranjada ou avermelhada para colageno tipo | maduro);
espessura (delgada/delicada ou espessa/grosseira); e disposicao (ondulada ou estirada).

A leitura do colageno foi qualitativa tendo como observacdo a prevaléncia, em
porcentagem, do colageno tipo | e lll encontrado em cada lamina e apresentados baseando-
se nos escores: 0 a 24% foi descrito como escasso; 25 a 49% razoavel; 50 a 74% frequente;
e 75 a 100% intenso.

Fez-se ainda a mensuracdo da espessura do colageno muscular, tipo | e tipo lll,
localizado no perimisio e no endomisio, nas imagens capturadas através do software

AxioVision 105 color, expressas em micrdmetro.

Andlise estatistica

A tabulacdo de dados e tabelas foi confeccionada pelo programa Microsoft Excel 2010.
O programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prim 6.01. O teste de Kolmogorov-Smirnov
foi utilizado para analisar a normalidade das variaveis estudadas. Para as analises de
comparac¢6es multiplas foi utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido do pds teste Dunn. Para
verificar possiveis correlacdes entre as variaveis comportamentais e histomorfologicas
utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Spearman. Em todas as analises sera utilizado o
nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

A andlise cromatografica do bioproduto a base do OEAz identificou 57 compostos
totalizando 97,58% do total dos componentes, com retencdo maior em nove componentes
somando 78,43% do total da &area cromatogréfica. Os monoterpenos oxigenados sao
predominantes na composi¢cdo do Oleo essencial, e representam 45% do total do composto
(Figura 5A e 5B). Na analise cromatografica destaca-se o terpeno-4-ol (23,23%), presente em
todos os 6rgdos da planta e o 1,8 cineol (21,77%), presente nas folhas, como os principais
compostos identificados, além do y-terpeno (11,63%) e p-cineol (5,85%). Os resultados da
analise cromatografica foram semelhantes aos encontrados por Craveiro et al. (1980) e
Santos et al. (2011).
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Figura 5: Componentes em destaque na analise cromatografica do bioproduto a base do OEAz.
Espectrometria de massa, coluna capilar DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), fluxo de gas hélio (1

mL/min), temperatura do detector e do injector foi mantida a 250°C.

Na avaliacdo BBB pré-tratamento, todos os grupos submetidos a LM apresentaram
escores semelhantes entre si. No 14° DPO o grupo SHAN apresentou 0s maiores escores
guando comparado aos demais grupos, observando diferenga significativa (p<0,001),

indicando a efetividade do procedimento de leséo experimental (Figura 6).
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Figura 6: Comparativo do escore Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) intergrupos em musculos
espasticos de ratos tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz em
diferentes tempos pré tratamento. As barras representam a média, com seu respectivo desvio
padrdo, dos escores da avaliacdo BBB de cada animal em seu grupo. (p<0,05 - Kruskal-Wallis
seguido do pds teste Dunn).

Nos tempos seguintes ao inicio do tratamento, os grupos SHAN e CTR apresentaram
diferenca significativa entre si em todos os tempos avaliados. Houve aumento gradual nos
escores BBB dos grupos submetidos a algum tratamento a partir do 21° DPO. Nesta
avaliacdo, apenas os grupos CTR e FT apresentaram diferenga significativa em relacdo ao
grupo SHAN (p<0,05 e p<0,001 respectivamente), assim como na avaliagdo do 28° DPO. Na
avaliacdo de 35 dias apds a lesdo medular o grupo Az também apresentou diferenca

significativa quando comparado ao grupo SHAN (p<0,05). Ao final do tratamento, na avaliacdo



do 45° DPO, apenas o grupo FTAz apresentou valores diferentes estatisticamente ao grupo
CTR (p<0,05) e semelhantes ao grupo SHAN (Figura 7).
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Figura 7: Comparativo do escore Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) intergrupos em musculos
espasticos de ratos tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz em
diferentes tempos pos inicio do tratamento. As barras representam a média, com seu respectivo
desvio padréo, dos escores da avaliacdo BBB de cada animal em seu grupo. (p<0,05 - Kruskal-Wallis
seguido do pds teste Dunn).

Na avaliacdo da Capacidade Motora, o grupo FTAz apresentou diferente significativa
quando comparado aos grupos CTR e FT em todos os tempos apds o inicio do tratamento. A
partir de 28 dia apds a LM o grupo Az também apresentou diferenga significativa comparado

ao grupo CTR (p<0,05), mantendo-se assim até o final das avalia¢des (Figura 8).
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Figura 8: Comparatlvo do escore de Capacidade Motora (CM) intergrupos em musculos espasticos
de ratos com alteracao de colageno, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do
OEAz nos diferentes tempos pés inicio do tratamento. As barras representam a média, com seu
respectivo desvio padréo, dos escores de CM de cada animal em seu grupo. (p<0,05 - Kruskal-Wallis

seguido do pos teste Dunn).

A avaliacdo neurologica, composta pelos testes de sensibilidade dolorosa,
posicionamento tatil e proprioceptivo apresentaram valores maximos em todos os animais do
grupo SHAN, a partir do 3°DPO, apresentando diferenca estatistica (p<0,01) para os demais
grupos. Ja os animais do grupo CTR ndo atingiram escore classificado como normal em
nenhuma das avaliacdes. No 21° DPO os grupos Az e FTAz apresentaram diferenca
estatistica quando comparados ao grupo CTR (p<0,05 e p<0,001 respectivamente) na
avaliacdo da SD, PP e PT. Ainda nestas avaliacdes todos os grupos tratados apresentaram
valores de normalidade no 45° DPO. Porém, apenas o grupo FTAz apresentou todos os
animais com valores normais de respostas ja ao final da primeira semana de tratamento, no
21° DPO (Figura 9).
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Figura 9: Comparativo do escore de Sensibilidade Dolorosa, Posicionamento Proprioceptivo e
Posicionamento Téatil intergrupos em musculos espasticos de ratos, tratados ou ndo com
cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz nos tempos de 21 e 45 dias pds operatorio.

Quanto a predominancia do colageno tipo | apresentou-se escasso no grupo SHAN
(44%) e no grupo Az (56,25%), frequente no grupo FT (44,83%), e intenso no grupo CTR
(51,79%), todos com p<0,001. O Grupo FTAz obteve predominancia razoavel em 60% das

laminas com p<0,01 (Figura 10).
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Figura 10: Predominancia de colageno tipo | intergrupos em musculos espésticos de ratos, tratados
ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz, apés 45 dias de tratamento. Legenda:

* p<0,01; ** p<0,001. Kruskal-Wallis seguido do pés teste Dunn.

A predominancia do colageno tipo Il foi frequente nos grupos SHAN (52%), FT
(68,97%) e no grupo FTAz (100%). No grupo Az classificou-se como intenso em 56,25%,
enquanto no grupo CTR, apresentou-se escasso em 50%, todos com p<0,001 (Figura 11).
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Figura 11: Predominancia de colageno tipo lll intergrupos em musculos espasticos de ratos, tratados
ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz, ap6s 45 dias de tratamento. Legenda:

* p<0,001. Kruskal-Wallis seguido do pés teste Dunn.

Na mensuracdo da espessura do colageno tipo | o grupo CTR apresentou 0 maior
volume no endomisio quando comparado aos demais grupos, com diferenca significativa
(p<0,001). Valores semelhantes foram encontrados na mensuracdo do colageno tipo |

localizado no perimisio no qual o grupo CTR apresentou diferenca significativa para o grupo



FT, com p<0,01 e para os demais grupos, com p<0,001. Os grupos SHAN, FT, FTAz e Az ndo
apresentaram diferenca estatistica entre si (Figura 12).

5 Colageno | - Endomisio 5 Colageno | - Perimisio
4 4 Ja;b;cd
3 A 3 A
g g
2 1 a; b;c;d 2 1
ST T ﬁ . A ﬁ
O T '_Ll T '_Ll T i T i_| O
CTR FT Az FTAz  SHAN CTR Az FTAz  SHAN

Figura 12: Espessura de colageno tipo | localizado no endomisio ou perimisio em intergrupos em
musculos espasticos de ratos, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz,

apos 45 dias de tratamento. (p<0,05 - Kruskal-Wallis seguido do pds teste Dunn).

Para o colageno tipo Il localizado no endomisio tanto o grupo CTR, FT, FTAz e Az
foram significativamente diferentes do grupo SHAN. Na mensuragdo do colageno tipo Il
localizado no perimisio, ndo houve diferenciacdo entre os trés grupos tratados e 0 grupo
SHAN. Porém, quando comparados ao grupo CTR todos apresentaram diferenga significante
(Figura 13).
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Figura 13: Espessura de colageno tipo Il localizado no endomisio ou perimisio em intergrupos em
musculos espésticos de ratos, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz,

apos 45 dias de tratamento. (p<0,05 - Kruskal-Wallis seguido do pés teste Dunn).

Verificou-se a correlacdo entre os testes comportamentais, BBB e CM, do 45° DPO e
a espessura do colageno tipo | e tipo Il localizado no endomisio e no perimisio (Tabela 2).



Tabela 2: Coeficiente de correlacdo entre colageno tipo | e Il localizados no perimisio ou endomisio e
testes comportamentais (BBB e CM) em ratos, tratados ou ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a

base do OEAz, apds 45 dias de tratamento.

BBB CM
Colageno | — perimisio p=-0,97* p=-1,00*
Colageno | — endomisio p=-0,66 p=-0,70
Colageno lll — perimisio p=-0,15 p=-0,20
Colageno lll —endomisio p=-0,05 p=-0,01

Legenda: * p<0,05; Coeficiente de correlagdo de Spearman.

Obteve-se valores significativos (p<0,05) com correlagédo forte e inversa entre
colageno tipo | do perimisio e escore BBB (p=-0,97), bem como entre este mesmo colageno
e 0 escore de CM (p=-1; Figura 14).
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Figura 14: Diagrama de dispersao entre espessura de colageno tipo | do perimisio e escore BBB
(p=-0,97) e espessura de colageno tipo | do perimisio e escore CM (p=-1,00) em ratos, tratados ou
ndo com cinesioterapia e ou bioproduto a base do OEAz, apds 45 dias de tratamento (p<0,05).

Coeficiente de correlacdo de Spearman.

DISCUSSAO

O presente estudo utilizou um sistema de compressdo medular baseado nos estudos
de Torres et al. (2010). Segundo o autor, esta forma de lesdo experimental simula um trauma
medular, por provocar compressao mecanica sem ruptura direta de fibras neurais, resultando
em paraplegia grave, bilateral e simétrica quando utilizado um peso compressivo de,
aproximadamente, 70g. Na presente pesquisa, apenas o grupo SHAN néo foi submetido ao
procedimento de compressdo medular, resultando em altos escores de avaliacdo
comportamental ja nas primeiras avaliacdes. Segundo Shah e Tisherman (2014) traumas na
coluna vertebral, sem afeccdo da medula espinhal ndo tendem a evoluir para déficit de

marcha. No presente trabalho, o grupo SHAN apresentou os mais altos valores da analise



BBB, indicando boa deambulagéo, corroborando os autores supracitados. A diferenca
significativa entre este grupo e os demais nos tempos iniciais pré-tratamento (1°, 3°, 7° e 14°
DPO) da avaliacdo BBB comprova a efetividade do procedimento de les&o experimental.

Os traumas da coluna vertebral tendem a repercutir com LM, iniciando-se com o
processo inflamatorio local com objetivo de cicatrizar ou regenerar o tecido afetado e repercute
com sequelas neuromusculares como a plegia ou paresia dos membros. A espasticidade esta
relacionadas diretamente a LM, resultando em contraturas neuromiogénica bem como a
hiperreflexia muscular e aumento da tensdo passiva do musculo, o que influencia na
independéncia funcional e na marcha do individuo (ALENAZI et al., 2013). Porém, segundo
Shah e Tisherman (2014) traumas nha coluna vertebral, sem afec¢cdo da medula espinhal ndo
tendem a evoluir para déficit de marcha. Os animais do grupo CTR do presente estudo ndo
atingiram valores de normalidade em nenhuma das avaliagbes comportamentais, uma vez
que néao foram submetidos a nenhum tipo de tratamento. J4 o grupo SHAN apresentou 0s
mais altos valores da andlise BBB, indicando boa deambulagdo, corroborando os autores
supracitados.

No presente estudo os tratamentos foram iniciados apds duas semanas da lesao com
objetivo de induzir a sequela espastica muscular, baseado no estudo de Murray et al. (2010)
o qual relata haver alteragdo nos motoneurdnios, apds compressdo medular de ratos, por
excitabilidade das vias reflexas espinhais com periodos prolongados de despolarizacéo
causando espasticidade, ap6s duas semanas da lesao.

Segundo Sherwood et al. (2000), a precocidade no inicio do tratamento de pacientes
com LM é fundamental para minimizar os efeitos deletérios da sequela neuromotora. Todos
os grupos do presente trabalho apresentaram melhoras nos escores a partir do inicio dos
tratamentos. Porém, apenas o grupo FTAz apresentou escore classificado como normal em
todos os animais avaliados nos testes de SD, PP e PT.

O grupo Az e o grupo FTAz atingiram os melhores resultados do BBB ao final do
tratamento (45° DPO), seguindo apenas o grupo SHAN, indicando uma reducdo da
incapacidade para a marcha ao final do tratamento. Esta analise corrobora achados de
Candido (2010) e Céandido e Xavier-Filho (2012) sobre os efeitos do 6leo essencial da Az em
tratamento por 30 dias, a medida que a efetividade do tratamento é favorecida pela sua
manutencéo.

Ao comparar os valores entre o grupo SHAN e o grupo Az observa-se diferencas
estatistica (p<0,05) ao final da avaliagdo. Assim, apesar da evidente evolu¢do da avaliagdo
BBB dos ratos tratados com o bioproduto a base do OEAz, os animais deste grupo
continuaram apresentando sequelas neuroldgias que alteram negativamente a mobilidade e
deambulacdo. Segundo Shrier (2004) a auséncia de ativacdo muscular reduz a tenséo ativa

do musculo, tornando-o0 menos funcional.



No presente estudo apenas o grupo FTAz apresentou valores diferentes
estatisticamente do grupo CTR, sem diferenc¢a para o grupo SHAN, indicando caracteristicas
semelhante a animais sem LM. Estudos como o de Candido e Xavier-Filho (2012) utilizando
a associagao do bioproduto a base do OEAz e cinesioterapia apresentou significativa melhora
funcional em criancas com paralisia cerebral, corroborando o presente estudo. Segundo
Santos et al. (2011) as propriedades inerentes ao OEAz de modulagdo do influxo de célcio
para o sarcoplasma promove maior relaxamento da musculatura espastica. Segundo Scalzo
(2010) areducao da espasticidade favorece 0 aumento da flexibilidade muscular, minimizando
o risco de contraturas neuromiogénicas e, consequentemente, possibilitando ganho funcional
da marcha.

Smith et al. (2009) relata que, além da hiperatividade dos canais de calcio do tipo L, a
regulagédo inadequada nestes canais em musculos espésticos leva ao aumento desse de
forma crbnica no reticulo sarcoplasmatico. Do ponto de vista fisiol6gico Gordon et al. (2000)
e Cheng; Lederer (2008) relatam que 0 excesso de calcio causa lesdes extensas e alteracdes
nas propriedades contrateis dos muasculos, além de aumentar a tenséo passiva e reforcar as
ligagcBes cruzadas. Sendo o colageno dependente diretamente das ligacfes cruzadas para a
flexibilidade muscular, ira refletir, segundo Hadlich et al. (2008) e Franken (2010), em um
musculo rigido.

E possivel que alteragbes morfoldgicas do colageno, tanto no perimisio como no
endomisio, altere a mecanicas muscular, podendo contribuir diretamente ou indiretamente
para o desenvolvimento de contraturas, desempenhando assim um papel importante em
problemas de mobilidade de pacientes espasticos (DIETZ; SINKJAER, 2007). O colageno
apresenta uma importante influéncia na elasticidade muscular passiva e na transmissao de
forca entre masculo e tend&o (LIEBER; FRIDEN, 2002). Segundo Booth et al. (2001), entende-
se que a quantidade e qualidade de coldgeno muscular pode influenciar na capacidade
contrétil e elastica do muasculo. Muasculos com reducdo do seu trofismo, assim como 0s
espasticos, apresentam uma significativa redu¢do no quantitativo de colageno tipo Ill, em
estudos experimentais (URSO, 2006).

O espessamento do colageno tipo | do perimisio apresentou uma forte e inversa
relacdo com os testes comportamentais BBB e CM indicando menor funcionalidade nos
animais que apresentaram aumento da espessura deste colageno. Estudos de Booth et al.
(2001) realizados com 26 criangas com diagnostico clinico de paralisia cerebral com sequela
muscular espastica corroboram estes achados. Realizou-se a avaliacdo da hidroxiprolina,
aminoacido exclusivo do colageno, identificando correlacdo direta entre o acumulo e
espessamento de colageno e o grau de espasticidade muscular. Os autores sugerem ainda
que, um tratamento que previna ou minimize o espessamento do colageno pode ser benéfico

em individuos espasticos. No presente estudo, os trés tratamentos propostos apresentaram



reducdo do espessamento das fibras de coldgeno quando comparados ao grupo CTR,
atingindo valores semelhantes estatisticamente ao grupo SHAN, sem les&o neural.

Friden e Lieber (2003), realizaram biopsia muscular em individuos saudaveis e com
paralisia cerebral espéstica para quantificacdo do coldgeno tipo | através de estudo
imunohistoquimico, encontrando valores semelhantes ao estudo anterior: maior concentragao
de colageno presente nos musculos espasticos. A andlise imunohistoquimica para outras
proteinas musculares ndo apresentaram alteracdo. Estes achados corroboram a presente
pesquisa ha qual observou-se presenca classificada como intensa do colageno tipo | no grupo
CTR. A baixa concentracdo deste tipo de coldgeno nos grupos FTAz e Az podem indicar
efetividade do tratamento proposto. Ja o grupo FT apresentou valores classificados como
frequentes de colageno tipo |.

Battistuzzo et al. (2012) em sua revisao sistematica, identificou resultados positivos da
cinesioterapia em trabalhos onde os exercicios foram iniciados no prazo de 16 dias ap6s lesédo
medular, assim como na presente pesquisa. Porém, segundo Araujo et al. (2012) a influéncia
da cinesioterapia na condicéo estrutural do musculo rigido depende de um programa de longa
duracéo e alta frequéncia, com resultados apds quatro semanas de trabalho. lamamura et al.
(1999), apresentam achados semelhantes, com exercicios mioarticulares ndo apresentando
alteracdes significativas no colageno em até quatro semanas. No presente estudo utilizou-se
o tratamento de cinesioterapia por 30 dias, o que pode justificar os achados do presente
estudo.

Outra questéo ¢é a flexibilidade muscular fornecida pelo colageno a qual relaciona-se
de forma inversamente proporcional as ligagbes cruzadas. Quanto maior a sintese de
colageno, menor o nimero de ligacbes cruzadas, e, como resultado, maior a flexibilidade
(FRANKEM, 2010). A presenca frequente de colageno tipo Ill no grupo SHAN, bem como nos
grupos FT e FTAz, sugere menor numero ligagdes cruzadas, com diminuicdo da tenséo
passiva, facilitando a mobilidade do musculo espastico. O grupo Az apresentou intensa
presenca do colageno tipo lll, superior aos demais grupos. Este fato justifica-se pela auséncia
da ativagdo muscular quando comparado aos grupos FT e FTAz, ndo gerando tenséo ativa,
tornando-o mais flexivel (SHRIER, 2004). Porém, ainda segundo Shrier (2004) o aumento da
flexibilidade pela reducéo da espasticidade néo ird repercutir em aumento da funcionalidade
do individuo, caso ndo haja tenséo ativa para contragdo muscular.

De acordo com Oliveira (2009), uma contracdo muscular normal acontece com a
elevacgdo dos niveis de Ca*", induzindo a ligag&do entre tropomiosina e actina, gerando tenséo
e/ou encurtamento do sarcomero. A manutencdo de elevados niveis de Ca** no citosol
favorece a perpetuacao do aumento do tbnus muscular patolégico, estando relacionada com
a espasticidade. Segundo Li et al. (2003) para o relaxamento muscular e reducdo da

espasticidade é preciso a regularizacdo da concentracao de Ca**. Os estudos de Santos et al



(2011) sobre a modulagéo da concentragcéo do calcio apds uso do 6leo essencial corroboram
com nossa pesquisa, comprovando que o bioproduto & base do OEAz regulam os canais de

calcio, podendo assim influenciar na formacao do colageno.

CONCLUSAO

Verificou-se que a utilizagcao do bioproduto a base do OEAz associado aos exercicios
de cinesioterapia mostrou-se eficaz para reverter as alteracdes na espessura e organizacao
do colageno causadas pela espasticidade apos LM em modelo murino através das alteracfes
na espessura e organizacdo do colageno. Apds 30 dias de tratamento, 0s animais assim
tratados apresentaram caracteristicas funcionais e histomorfolégicas semelhantes aos
animais sem lesdo medular.

Os animais que receberam os tratamentos separadamente obtiveram melhoras
funcionais quando comparados ao grupo CTR, porém, mesmo ao final do periodo de

tratamento, ambos o0s grupos ainda apresentavam diferenga do grupo sem lesdo medular.
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