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RESUMO

O traumatismo raquimedular € um dos mais severos acometimentos que afeta o ser
humano. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com NanoAlpinia a base
de 6leo essencial de Alpinia zerumbet associado ao treinamento em esteira apds leséo
medular em modelo experimental. Trata-se de um estudo Pré-clinico, cego com abordagem
analitica quantitativa, utilizando 18 ratos (Wistar) que foram submetidos ao processo de
compressao medular, sendo divididos em 4 grupos: Sadio, Lesdo-Esteira, Ziclague e
NanoAlpinia25%. Apds realizou-se 59 dias de exercicios em esteira seguidamente de 35
dias com tratamentos medicamentosos associados a exercicios em esteira, totalizando 110
dias. Foram realizados analises comportamentais, clinicas e avalicdo histomorfolégica dos
musculos para verificar os niveis de colageno e trofismo muscular, e a nivel medular foi
verificado o quantitativo de motoneurénios, astrdcitos reativos e células gliais integras. Para
analise estatistica, foi aplicado o teste ANOVA ONE-WAY e TWO-WAY com pés teste de
Tukey para dados paramétricos e Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn em dados nao
paramétricos. Na Escala de Ashworth, houve reducéo significativa nos grupos tratados com
Ziclague e NanoAlpinia apresentando médias de 1,12+0,12 e 1,3+0,15 respectivamente
(p<0,01). Na avaliacdo funcional, o grupo Ziclague e Nanoalpinia apresentaram maiores
niveis funcionais com média de 20+4,05, 18,00+1,54 respectivamente, em compara¢cao com
0 Lesdo-Esteira, na andlise entre grupos (p<0,05). Referente as andlises histolégicas,
ocorreu reducdo significativa nos niveis de coladgeno nos grupos NanoAlpinia e Ziclague®
em comparagdo com Lesdo-Esteira, refletindo na melhoria do nivel funcional (p<0,05). Com
relacdo a largura desse colageno no endomisio e perimisio, ocorreu reducdo significativa
nos grupos NanoAlpinia e Ziclague®, mostrando uma menor largura dessas fibras de
colagenos, em comparagao ao grupo Lesdo-Esteira (p<0,001), mostrando assim um menor
indice de hipotrofia muscular. Na regido da medula espinhal, houve diferengas significativas
somente entre o grupo Sadio e Lesdo-Esteira (p<0,05). Nos astrdcitos ocorreram diferencas
significativas entre o grupo Sadio e Lesado-Esteira (p<0,001). Nas células gliais vivas, nédo
ocorreram diferencas significativas. Com relagdo a densidade integrada dos motoneurénios,
o grupo Ziclague, NanoAlpinia e sadio apresentaram diferencas significativa em comparacao
com o Leséo-Esteira (p<0,05) (p<0,001). E o perimetro dos axdnios todos apresentaram
diferencas significativas entre si (p<0,05). Assim, a NanoAlpinia se mostra como uma
possibilidade terapéutica, devido a sua performance similar ao Ziclague®, mesmo utilizando
uma concentracdo menor do OEAz em sua formulacdo, e conseguindo obter reducdo da
espasticidade muscular, fibras de colagenos organizadas, maior nivel de motoneurdnios,

astrécitos e células gliais proporcionando maior progresso funcional.

Palavras chaves: Alpinia; Espasticidade muscular; Fitoterapia; Medula espinhal
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ABSTRACT

Spinal trauma is one of the most severe conditions that affects humans. The aim of
this study was to evaluate the effect of treatment with NanoAlpinia based on Alpinia
zerumbet essential oil associated with treadmill training after spinal cord injury in an
experimental model. This is a preclinical, blind study with a quantitative analytical approach,
using 18 rats (Wistar) that were submitted to the spinal compression process, being divided
into 4 groups: Healthy, Injury-Mat, Ziclague and NanoAlpinia25%. After 59 days of exercise
on a treadmill followed by 35 days with drug treatments associated with exercises on a
treadmill, totaling 110 days. Behavioral, clinical and histomorphological analysis of the
muscles were performed to check the levels of collagen and muscle trophism, and at the
medullary level, the number of motoneurons, reactive astrocytes and whole glial cells was
verified. For statistical analysis, the ANOVA ONE-WAY and TWO-WAY test with Tukey's
post-test for parametric data and Kruskal-Wallis with Dunn's post-test in non-parametric data
were applied. On the Ashworth Scale, there was a significant reduction in the groups treated
with Ziclague and NanoAlpinia, with averages of 1.12 + 0.12 and 1.3 + 0.15 respectively (p
<0.01). In the functional evaluation, the Ziclague and Nanoalpinia group showed higher
functional levels with an average of 20 = 4.05, 18.00 + 1.54 respectively, compared to the
Track-Injury, in the analysis between groups (p <0.05) . Regarding histological analysis,
there was a significant reduction in collagen levels in the NanoAlpinia and Ziclague® groups
compared to Injury-Mat, reflecting the improvement in functional level (p <0.05). Regarding
the width of this collagen in the endomysium and perimysium, there was a significant
reduction in the NanoAlpinia and Ziclague® groups, showing a smaller width of these
collagen fibers, compared to the Leséo-Esteira group (p <0.001), thus showing a lower rate
of hypotrophy muscle. In the spinal cord region, there were significant differences only
between the Healthy group and the Track-Injury group (p <0.05). There were significant
differences in astrocytes between the Healthy group and the Track-Injury group (p <0.001).
In living glial cells, there were no significant differences. Regarding the integrated density of
the motoneurons, the Ziclague, NanoAlpinia and healthy group showed significant
differences in comparison with the Track-Injury (p <0.05) (p <0.001). And the perimeter of the
axons all showed significant differences between them (p <0.05). Thus, NanoAlpinia shows
itself as a therapeutic possibility, due to its performance similar to Ziclague®, even using a
lower concentration of OEAz in its formulation, and achieving a reduction in muscle
spasticity, organized collagen fibers, a higher level of motoneurons, astrocytes and glial cells

providing greater functional progress.

Keywords: Alpinia; Muscle  spasticity; Phytotherapy; Spinal  cord
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1 - INTRODUCAO

A lesdo medular é considerada um dos mais severos acometimentos que pode afetar
o ser humano com repercussdo em todos os ambitos, desde o social, emocional, funcional
em consequéncia de fatores extrinsecos ou intrinsecos que lesionam a medula espinhal
ocasionando alteracfes nas fun¢des sensoério-motoras, a depender da localizacéo e de sua
extensao afetando milhares de pessoas no mundo (MEHRHOLZ et al., 2017; ECKERT et al.,
2018).

Apés a lesdo medular e a interrup¢do das vias nervosas, as musculaturas sofrem
alteragcbes na sua capacidade de contragdo e alongamento para a realizacdo de
movimentos. (AWAAD; RIZK, 2012). Como complicacdo secundéaria, apresenta
espasticidade caracterizada por exacerbacdo dos reflexos miotaticos (EVANS et al., 2017).
Tanto a contracdo quanto as fibras musculares sdo alteradas como resultado da
modificagio sofrida nos canais de calcio do tipo L (D’AMICO et al., 2013)

O SNC lesionado, sofre uma mudanca na atividade dos canais de calcio do tipo L,
permitindo continuas correntes de Ca2+ para o sarcoplasma por auséncia da modulacdo da
serotonina gerando hiperatividade dos seus receptores, essa alteracdo gera hiperatividade
de seus receptores correlacionada com alteragcbes nos receptores dessa serotonina
(MIAZGA et al.,, 2018). Além da elevacdo da tensdo passiva e do reforco das ligacbes
cruzadas entre a actina e a miosina dos musculos estriados, sendo necessério realizar a
modulacdo dos canais de calcio do tipo L, para que ocorra reducdo no grau de
espasticidade, através de vias terapéuticas que otimizem a modulacdo ténica (CHENG;
LIDERER, 2008).

Dentro do processo de reabilitagdo sdo utilizados diversos tipos de técnicas,
exercicios, terapias medicamentosas de forma individual ou combinadas, para evitar
complicacdes e potencializar a funcéo dos individuos acometidos pela lesdo medular. Uma
das opg¢Bes mais utilizadas € o treinamento de marcha no solo ou esteira, que se apresenta
como preferéncia para reduzir os danos medulares, devido aos seus efeitos neuroprotetores
que proporcionam uma reducdo de apoptose neuronal, e a utilizacdo de agentes
medicamentosos de forma combinada com o exercicio, acabam potencializando e
contribuindo para maior eficacia na recuperagdo motora (CHOI; LEE, 2017).

O fitomedicamento a base do Oleo essencial Ziclague® ja vem atuando na
modulacdo dos canais de calcio mostrando-se capaz de influenciar e reverter alteracdes
morfoldgicas ocasionadas mediante a acdo da espasticidade, contribuindo e influenciando
diretamente no ganho e maximizacdo da funcionalidade (Maia et al, 2016; Céandido et al.,

2017; Oliveira et al., 2018 Cerqueira et al., 2015). Entretanto existe contraindicacéo
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relacionada a possivel inducéo na reducdo da presséo arterial (100/60 mmHg) (CANDIDO;
XAVIER-FILHO, 2012).

Diante disso, a nanotecnologia, por meio de sua vertente chamada nanoemulséo,
que consiste em uma solugdo composta por uma fase oleosa e outra aquosa, com particulas
de tamanho nanométrico se apresentam com potencial de maximizar a utilizacdo das
propriedades terapéuticas mediante suas vantagens em comparacdo com solucdo oleosa,
gerando melhor penetragdo em contato com a pele e uma liberacdo dos efeitos
possivelmente de forma mais controlada (IKUMAPAYI, 2020).

Nesse sentido a NanoAlpinia, derivado do OEAz, apresenta-se com possivel
capacidade em potencial para contornar os efeitos hipotensores em pacientes espasticos
leves e com menor peso corporal visando a maximizagcdo no tratamento dos musculos
espasticos e maior performance funcional dos individuos tratados mediante suas

caracteristicas supracitadas.
2 - OBJETIVOS

2.1 - Geral
Avaliar o efeito do tratamento com NanoAlpinia a base de 6leo essencial de Alpinia

zerumbet associado ao treino em esteira ap6s lesdo medular em modelo experimental.

2.2 - Especificos

+ Avaliar e quantificar as caracteristicas histomorfolégicas da medula espinal;

e Avaliar caracteristicas histomorfolégicas das fibras musculares, como miofibrila,
endomisio e perimisio;

e Mensurar o grau de espasticidade muscular através da Escala de Ashworth
Modificada

e Mensurar capacidade locomotora dos ratos pés-lesdo medular.
3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 - Traumatismo Raquimedular

O traumatismo raquimedular que também pode ser chamado de lesdo medular
acomete a medula espinhal, raizes nervosas ou qualquer um dos seus segmentos,
decorrente de fatores extrinsecos a coluna vertebral, que vao desde uma simples queda até
um acidente mais grave, seja automobilistico ou por violéncia urbana (RIEMANN et al.,
2018).

O TRM possui uma maior prevaléncia em Homens com idade entre 15 a 34 anos,

podendo ser explicada pelos seguintes fatores, como uma maior prevaléncia da imprudéncia

14



no transito, lesdes esportivas e quedas. As areas de maiores acometimentos sdo a regiao
cervical e a regido de transi¢cdo toracolombar sendo 0s segmentos mais atingidos tanto em
paises desenvolvidos, como nos emergentes e que muitas vezes levam a morte ou
deficiéncia motora (KANG et al., 2018).

A medula espinhal é a principal via das informacdes sensitivas e motoras, entre o
corpo e o cérebro. Na coluna cervical, existem 8 raizes nervosas que vai da C1 a C7. Ja a
regido toracica possui 12 raizes nervosas que vao de T1 a T12, a regido lombar apresenta 5
raizes nervosas que saem do forame sacral. A cauda equina € um conjunto de pares de
raizes nervosas lombossacrais que se originam no cone medular (DIMITRIJEVIC et al.,
2015).

Em casos trauméticos, geralmente ocorre o chamado choque medular definida como
um periodo de arreflexia total da medula espinhal. Durante essa fase que pode vir a
acontecer logo de imediato, o paciente apresenta uma auséncia total de sensibilidade, do
reflexo bulbo cavernoso e dos movimentos voluntarios, mesmo que a lesdo nao seja
permanente e completa. A volta dos reflexos aponta o fim do choque medular, e assim

permite a determinacao do grau e do nivel da leséo (SIDDALL, 2015).

O comprometimento da lesdo dependera do nivel atingido, ou seja, quanto mais alta
for a lesdo, maior a perda, e quando a injuria acontecer em um nivel mais baixo, maior
preservacdo de movimentacdo e de sensibilidade. Ela também pode ser classificada em
Tetraplegia que compromete funcdo dos membros superiores e inferiores, tronco e érgaos
pélvicos. O segundo € a paraplegia perde-se funcédo dos membros inferiores e 0s superiores
sdo mantidos. E por ultimo pode-se classificar as lesdes incompletas ou parciais, com
tetraparesia ou paraparesia que € a perda parcial das funcées motoras (KIRSHBLUM et al.,
2011).

Existem uma gama de complica¢des associadas ao TRM, além do choque medular,
pode acontecer choque neurogénico caracterizado por uma alteracdo nos ténus dos vasos
sanguineos dificultando a circulacdo sanguinea, também trombose venosa profunda,
disrreflexia autondmica, bexiga neurogénica, intestino neurogénico e espasticidade
(ROUANET, 2017).

3.2 — Fisiopatologia do traumatismo raquimedular

A lesdao medular (LM) é um dano fisiolégico que afeta a medula espinal na qual pode
ser de origem traumatica ou nao traumatica. Dentro da fisiopatologia da LM identifica-se
duas fases, a fase primaria e a fase secundaria (KIM et al., 2017). A primeira fase

corresponde a injdria estrutural imediata a regido da medula espinal e a segunda fase é
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representada por lesbes secundarias a lesao inicial (HACHEM et al., 2017; SHAO et al.,
2019).

A fase priméria ou lesdo primaria, refere-se a um trauma mecéanico imediato. Essa
les@o priméaria pode ser proveniente de lesbes penetrantes, como um ferimento a bala, ou
de lesBes contusas, como um esmagamento ou quedas. Como consequéncia dessas

agressoes fisiolégicas ocorrerdo as lesdes secundéarias (NEZHAD et al., 2021).

A fase secundaria, também identificada como a fase de lesdes secundarias, ocorre
posteriormente a fase priméaria e é caracterizada por uma cascata de eventos fisiolégicos.
Nesta fase ha alguns distirbios hemodinamicos, como o edema e a hemorragia que
comprometem a estrutura (AHUJA; FEHLINGS, 2016; HACHEM et al., 2017; SHAO et al.,
2019). Ademais, acontecem a infiltracdo das células de defesa do corpo para o local da
lesdo. Esta fase contém trés momentos denominados de fase aguda, fase subaguda e fase
cronica (WINCENTAK et al., 2021).

A fase aguda compreende-se nas primeiras 48 horas posteriores a lesao primaria.
Em consequéncia do estresse causado pela lesdo inicial, ocorre uma reagao inflamatoria
que resulta no influxo de macréfagos no local da lesdo. Consequentemente, apdés o

rompimento vascular, havera hemorragia, isquemia medular e edema (ELY et al., 2021).

Em decorréncia do excesso de alguns neurotransmissores excitatérios, como o
glutamato, ha uma impulsao para que ocorra lesao excitotoxica em neurdnios e células gliais
adjacentes que, posteriormente, facilitam a morte celular. Outro fator que contribui para a
morte celular é o elevado estresse oxidativo que resulta em altos niveis de espécies reativas
de oxigénio e a introducdo de ATP, DNA e K+ no local da lesdo (HAJJIOUOI; FOURTASSI;
BOUJRAF, 2021)

A fase subaguda acontece no periodo de até duas semanas apos a lesdo. Essa fase
€ caracterizada pelo aumento reativo de astrécitos, o que resulta na formacao da cicatriz
glial que funciona como um obstaculo para a regeneracdo dos axbnios. Ademais, a
proliferacdo dos astrécitos bloqueia a construgcdo de sinapses despadronizadas
(MUMMANENI et al., 2020).

A fase crbnica corresponde ao periodo de 6 meses posteriores a lesao (KIM et al.,
2017; SHAO et al., 2019). Nessa fase identifica-se uma continuidade das ocorréncias da
fase subaguda, como por exemplo, a restrita regeneracdo axonal devido a cicatriz glial
(REINHARDT et al., 2020).
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3.3 - Espasticidade

A espasticidade é resultante de uma lesdo neuroldgica na via piramidal, que se
caracteriza pelo aumento do estado de tbnus muscular mediante a movimentacao passiva a
medida que se modifica a velocidade do movimento, em consequéncia de lesdo no
motoneurbnio superior. Conforme o tipo e o nivel da lesdo, a espasticidade é
constantemente acompanhada por um conjunto de sinais clinicos, que incluem a existéncia
de reflexos patoldgicos, clénus, alteracdo na degluticdo, espasmos e disfuncdo do sistema

nervoso autonomo. (WIETERS, et al 2020; MUKHERJEE; CHAKRAVARTY, 2010)

E estimado que atualmente uma média de 12 milhdes de pessoas, estejam afetadas
pela presenca espasticidade, sendo considerada uma das causas mais comuns de
deficiéncia fisica no mundo, e que impacta diretamente nas condi¢des funcionais mediante a
suas atividades de vida diaria, socioeconémicas e na qualidade de vida. (SVENSSON et al.,
2014; STEVENSON et al., 2015)

Em decorréncia da lesdo no SNC os impulsos motores descendentes que vao de
encontro as unidades motoras apresentam uma redugdo do neurotransmissor acetilcolina
responsavel na despolarizacdo dos musculos estriados e producéo de contragdo. No estudo
de Smith et al. (2009) observaram em criancas com paralisia cerebral uma expressao
alterada nos genes dos canais de potassio, voltagem dependente de calcio intracelular
(KCNNB3). Esta alteracdo se apresentou de forma elevada ocasionando hiperpolarizacao,
comportamento tipico dos musculos imaturos. Verificaram que os genes dos receptores
rianodinicos, responsdaveis por liberar os canais de calcio no reticulo sarcoplasmatico para
contragdo muscular ndo apresentaram alteracdo, assim como a regulacdo negativa dos

genes FKBP1A e PDE4D que séo responsaveis na regulagem do extravasamento de calcio.

No entanto, o excesso cronico de célcio intracelular foi em consequéncia do
crescimento da expressdo do gene da regulacdo dos canais de Ca?* tipo L (CACNB1 e
CACNALS), célcio de baixa voltagem que aciona a titina. Este célcio prece a estimulacéo
dos receptores rianodinicos (SMITH et al., 2009). Desta forma no comego do processo de
excitacdo-contracdo muscular o gene CACNA1S € encontrado com alteracdo
conformacional em consequéncia da modificacdo de voltagem para excitacdo celular

secundario ao “gating” (HERNANDEZ-OCHOA; SCHNEIDER, 2012).

Além disso, ocorrem modificacBes relacionadas a concentracdo de colageno no
musculo. No estudo de (Smith et al., 2011), foi encontrado em seu estudo executado por
meio de biopsia muscular dos isquiotibiais de criancas com paralisia cerebral espastica,
alteracBes na matriz extracelular e uma concentracdo no teor de colageno contribuindo

assim para evolucéo da rigidez passiva e contratura muscular.
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No estudo de Cerqueira et al. (2015), observou-se que houve uma regressao nas
mudancgas relacionadas a espessura e organizagdo de coldgeno do tipo | nos musculos
espasticos de ratos apos lesdo medular que foram tratados com fitomedicamento a base de

6leo essencial da Alpinia zerumbet e Cinesioterapia combinados.

Outra alteracdo em decorréncia da presenca da espasticidade € a modificacdo que
ocorre na cadeia pesada de miosina de fibras tipo lIx, gerando assim uma elevacdo na
tensdo passiva na musculatura espastica em decorréncia das alteracGes sofridas na matriz
extracelular e fibras musculares. Com isso, 0 estudo de Smith et al. (2009) encontraram
alteracBes no fenétipo das fibras musculares lentas, tornando-se rapidas devido ao aumento
da transcricdo génica vinculada ao fenoétipo de fibras lentas, especificamente a calcineurina
(gene PPP3CA) e Calmodulina (gene CALM1).

As alteracGes sofridas na geracéo de forcas derivadas do Ca?* levaram auséncia da
atividade metabdlica com transcricdo vinculadas as mitocondrias, além do mais uma
correlagdo inversa de maior rigidez muscular associada a um menor numero de
mitocéndrias (SCHIAFFINO et al., 2007; SMITH et al., 2012)

3.4 - TRATAMENTO PARA ESPASTICIDADE

3.4.1 - Tratamento Farmacoldgico:

O tratamento farmacolégico ou medicamentoso é uma terapia baseada na utilizacdo
de medicamentos ou substancias que influem na espasticidade. Dentre as op¢Bes mais
utilizadas estdo Baclofeno, Diazepam, Dantrolene, Clonidina, Tizanidina e Clorpromazina,
além do tratamento local com o uso da toxina botulinica. O uso da toxina botulinica é feito
de forma local, aplicando-se diretamente nos musculos espasticos, com o objetivo de
melhorar a capacidade funcional, visto que atua na jungdo neuromuscular, obstruindo a
liberacdo do neurotransmissor acetilcolina a nivel présinaptico, gerando uma paresia
muscular. Estes medicamentos diminuem a excitabilidade dos reflexos espinhais,
diminuindo de forma temporaria a hipertonia, apesar de apresentar eficacia possuem efeitos
adversos e limitados que acabam comprometendo o paciente (VASQUEZ, 2016). Além
destes meios medicamentosos, outra vertente que esta crescendo para o tratamento da
espasticidade é a fitoterapia. (CHA; ARAMI, 2020)

3.4.2— Fitoterapia

E uma area medicinal que utiliza matéria prima de origem vegetal para elaboracéo de
medicamentos fitoterapicos, que vem sendo utilizada a muitos anos pela medicina
tradicional. Nos Ultimos cem anos ocorreu um grande avancgo técnico-cientifico através de

diversos estudos que possibilitou o conhecimento de muitas novas moléculas e seus
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mecanismos de acado, confirmando a importancia de tais moléculas e a capacidade sinérgica
dos extratos com os demais componentes (COLALTO, 2017; FURST; ZUNDORF, 2015).

Geralmente séo utilizados toda a planta ou alguma parte especifica para producdo
do fitoterapico, que pode ser utilizado por meio oral ou tépica, através do uso em pg, chas e
Oleo essencial. Por causa da sua absorcdo, os Oleos essenciais derivados de matérias
vegetais como flores, folhas, frutos e raizes, se apresentam como uma forma diferenciada
dos medicamentos convencionais. Desta maneira, permite otimizar o produto no mercado
devido a praticidade na aplicagdo (FALZON, 2017).

Os beneficios ao organismo do ser humano sao variados e de acordo com a
composicao especifica de cada 6leo, os efeitos mais conhecidos sdo o anti-inflamatérios,
antifingicos, antibidticos, analgésicos e sedativos. Entre as plantas mais utilizadas para
producdo de fitoterdpicos esta o gengibre, camomila, caléndula e Alpinia zerumbet
(SALLER, et al 2014; TESCHKE; XUAN, 2018).

3.4.3 - Alpinia zerumbet

O género Alpinia ¢ um membro importante da familia Zingiberaceae, e recebeu esse
nome decorrente de uma homenagem ao botanico italiano Prospero Alpini. A Alpinia zerumbet é
uma planta originaria da Asia e foi naturalizada nas regides tropicais e subtropicais da
América do Sul, Oceania e Asia, pertence a familia Zingiberaceae, é encontrada na literatura
cientifica como Alpinia speciosa K. Shum, Costus zerumbet Pers., Languas speciosa Small
e zerumbet speciosum (LORENZI; SOUZA, 2001).

Trazida no século XIX para o Jardim Botéanico do Rio de janeiro, onde recebeu o
nome de flor-de-redencdo e bastéo-do-imperador (CORREA, 1975), hoje é conhecida
também popularmente como: tocha ou flor de cera; Coldnia; Flor-da-redencdo; Bastao-do
imperador; Paco-seroca; Cuité-acu; Pacova; Gengibre-concha; Bunga kantan; Gengibre;
Kecombrang; Kincung; Vindica; Vindica-grande; Jardineira; Col6nia espinho de cigano;
Bunga kantan; Shell ginger (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Uma investigacdo crescente sobre os constituintes quimicos e as bioatividades
desse género tem sido realizada desde 1955. Consequentemente, as espécies
de Alpinia demonstraram ter vérias atividades biologicas, incluindo antiulcerativa,
antiemética, antibacteriana, antitumoral, hipoglicémica, cardioprotetora, antifungos,

neuroprotecao e atividades anti-ansiedade (MA et al., 2017).

Além destes efeitos, 0 6leo essencial da Alpinia zerumbet se mostrou eficaz na
modula¢do dos canais de Ca2+ tipo L, como visto no estudo de Santos et al. (2011), que

verificou o efeito cardiopressor do 6leo essencial da Alpinia zerumbet em camundongos. Foi
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possivel constatar que o OEAz modula os canais de Ca2+ tipo L por meio de dose
dependente e que 0s monoterpenos mais abundantes no OEAz sdo o terpineno-4-ol, 1,8

cineol, gama-terpinen e para-cimeno.

Candido e Xavier-Filho (2012), avaliaram a viabilidade do uso do OEAz no
tratamento da Paralisia cerebral por via dérmica e inalatéria, com associacdo da
cinesioterapia. Ao final do periodo de tratamento, foi encontrado um melhor resultado no
tratamento associado da cinesioterapia com OEAz por via dérmica em comparagdo com o
grupo tratado por meio inalatério, obtendo assim uma reducdo da espasticidade e tbnus

muscular, refletindo em melhor performance funcional.

Oliveira et al. (2018), analisaram a correlagéo entre funcionalidade e espasticidade
em individuos espasticos tratados com fitoterapico a base de OEAz e cinesioterapia. Foi
encontrado ao final do tempo total de tratamento que houve um aumento na capacidade
funcional destes pacientes analisados por meio da Medida de independéncia Funcional
(MIF) e uma reducdo da gravidade de acordo com a Classificacdo Internacional de
Funcionalidade (CIF).

Em estudo de Candido et al. (2017) que visou analisar a qualidade da contragdo
muscular ap6s o tratamento fisioterapéutico associado ao OEAz em paciente com sindrome
piramidal por meio da escala de ashworth e eletromiografia. Ao finalizar o tratamento
encontrou-se como resultado uma reducdo significativa da espasticidade refletindo
diretamente na melhora da contracdo e recrutamento muscular elevando o nivel de

funcionalidade destes individuos.

Corroborando com o estudo anterior, Maia et al. (2016) realizou um estudo com o
objetivo de analisar efeito do EOAz na contragdo muscular em pacientes espasticos pos-
AVC. Estes pacientes foram submetidos a leitura eletromiografia de superficie do masculo
gastrocnémio, antes e apds 10 aplicacdes diarias de OEAz no musculo gastrocnémio e ao
final do periodo da terapéutica foi constatado que houve acdo relaxante e melhora no

desempenho contratil muscular em comparacdo com o gastrocnémio sadio.

Cerqueira et al. (2015), verificaram a atuacdo do fitomedicamento a base de OEAz
associado a Cinesioterapia sobre o colageno dos tecidos musculares espasticos de ratos
pés lesdo medular. Foi observado a atuacé@o do 6leo essencial da Alpinia zerumbet (OEAZz)
associada a Cinesioterapia em modelo murino poés lesdo medular durante 30 dias,
encontrando um resultado significativo no grupo tratado com OEAz associado a fisioterapia,
se mostrando eficaz na reversédo das alteragfes de espessura e organizagcdo do colageno
decorrentes da espasticidade, refletindo na melhora das caracteristicas funcionais e

histomorfolégicas dos musculos espasticos.
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Em estudo desenvolvido por Santos-Junior et al. (2017), que abordou a leséo parcial
do tenddo de Aquiles em modelo murino, foi observado que o tratamento com OEAz apés
90 dias, promoveu uma melhor orientacao das fibras colagenas, como também uma melhor
espessura e uma menor predominancia do coldgeno tipo | em comparagao com o coladgeno

tipo 111

3.4.4 — Nanoemulsé&o

A nanoemulsdo pode ser denominada como um sistema coloidal composto por dois
liguidos heterogéneos. Essa tecnologia envolve nanoparticulas, que corresponde um
tamanho entre 20 a 500 nm, de um elemento disperso em um meio dispersante
(MCCLEMENTS, 2012).

Esse sistema é basicamente formado por agua, Oleo e surfactante. O surfactante
sera o responsavel por fazer a ligacdo entre 4gua e 6leo. Em algumas situacdes, para que
se tenha uma tenséao interfacial negativa, serd necessario a adicado de um co-surfactante,

como por exemplo, o polietilenoglicol (KUMAR et al., 2019).

A nanoemulsdo pode ser formulada como 6leo em &gua ou agua em Oleo.
Geralmente, utiliza-se a formulagdo do tipo 6leo em agua (CHEN et al.,, 2020). Desta
maneira, compreende-se que a nanoemulsdo é composta por uma fase aguosa e uma fase
oleosa (MUSTAFA; HUSSEIN, 2020).

A elaboracdo de uma nanoemulséo consiste na adicdo de pequenas goticulas de um
Oleo, as quais séo inertes ao processo de floculagdo, em um meio aquoso. Além disso,
adiciona-se o surfactante que através da utilizacao de técnicas de baixa energia ou de alta
energia estabiliza os componentes fisico-quimicos da solugdo nanoemulsionada (DEMISLI
et al., 2020).

Os métodos de baixa energia necessitam do trabalho de um surfactante com a
finalidade de obter uma emulsificagdo natural entre 6leo e &gua. Esses procedimentos
correspondem aos meétodos de técnicas de temperatura de inversdo de fase (PIT),
composicdo de inversdo de fase (PIC), ponto de inversdo de emulsdo (EIP) e
autonanoemulsificagdo (GONCALVES et al. 2018).

Em contrapartida, os métodos de alta energia empregam a utilizacdo de
equipamentos mecanicos para resultar na nanoemulsédo, estes métodos propiciam fortes
forcas disruptivas, que geram o fracionamento de uma grande gota e ocasionam gotas
nanométricas e produzem nanoemulsdes com alta energia cinética. Dentro dos métodos
mais utilizados, destacam-se as técnicas de homogeneizacdo de alta pressao,
microfluidizacao e ultrassonicacao (GHARIBZAHEDI et al. 2019).
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3.4.5 - Fisioterapia

Além disso, a fisioterapia neurologica possui papel primordial na recuperagéo desses
pacientes acometidos pela lesdo medular e espasticidade como consequéncia,
preocupando-se com a redugcdo excessiva da atividade destes musculos espésticos e
promover maior independéncia funcional. O objetivo principal do tratamento fisioterapéutico
€ preparar, manter ou aprimorar a funcdo motora, bem como a qualidade do movimento, por
meio do controle da espasticidade e promovendo um maior e correto recrutamento
muscular, sempre visando proporcionar o maximo de independéncia funcional. (THIBAUT et
al., 2013; TROMPETTO et al., 2014; FEINBERG; HOULE, 2015)

A terapéutica mais utilizada nos pacientes espasticos é a Cinesioterapia associada a
utilizacdo de técnicas de relaxamento, inibicao, exercicios passivos e ativos para reduzir as
reacdes irregulares de movimento, em consequéncia das altera¢des tdnicas, além de
treinamento de marcha em solo ou esteira. O treinamento de marcha em esteira possui uma
atividade fundamental de neuroprotecdo, aumento da plasticidade do cértex motor e
proporcionar efeitos positivos na neuroplasticidade auxiliando na recuperagéo funcional dos
individuos. Com isso, o0 intuito € proporcionar aos pacientes uma melhor qualidade no
controle do movimento, realizando a prevencdo de posturas motoras anormais, modulacdo

tbnica e prevencao das contraturas e deformidades (AHUJA et al., 2017).
4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Tipo do estudo

Pré-clinico, cego com abordagem analitica quantitativa.

4.2 - Local da Pesquisa
Laboratério de Estudos Biol6gicos e Produtos Naturais, Biotério e Laboratério de
Morfologia e Patologia Experimental do Instituto de Tecnologia e Pesquisa da Universidade

Tiradentes.

4.3 - Aspectos Eticos
O projeto foi submetido para anélise da Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA e aprovado sob o parecer de N°040615 (ANEXO 1).

4.4 - Nanoemulséo

A nanoemulsdo com particulas lipidicas foi confeccionada com 0.017g de polimero,
0.005 g de OEAz, 10 ml de acetona (que evapora), incorporadas pelo método solucao-gel
utilizando 0.02 g de pluronic® (agente estruturante da nanoemulséo sao copolimeros a base

de Oxido de etileno e 6xido de propileno; Merck-Sigma-Aldrich/ Brasil) e 20 ml de agua.
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Onde 0.005g de OEAz em 20 ml de agua corresponde a 25% de concentracdo (SEVERINO
et al., 2012).

4.5 - Amostra e tratamento

Foram utilizados 18 ratos da raca Wistar (Rattus norvegicus albinus) adultos, machos
e fémeas, provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes. Apresentaram peso entre
250 e 300 gramas. Eles foram divididos de acordo com seu género e agrupados em numero
de 2 aleatoriamente em gaiola de polipropileno, ambiente controlado, com ciclo claro/escuro

de 12 horas, recebendo 4gua e rac¢do balanceada ad libitum.

Os animais foram divididos em 4 grupos: grupo NanoAlpinia, produzido com OEAz
(25%) em formulagéo de nanoemulséo, cujo carreador foi constituido de particulas lipidicas;
Grupo Ziclague® (doado pela Industria Farmacéutica Hebron®; Brasil) ministrado por via
tépico (0,025mg/Kg em gastrocnémios), grupo Lesao — sem tratamento medicamentoso e o
Grupo Sadio.

4.6 - Procedimento Cirargico

Foi utilizado um modelo experimental adaptado de acordo com o estudo de Torres et
al. (2010) e Osborn et al. (1990), seguindo as normas de pré e pos-operatorio do Multicenter
Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS). Os animais foram pesados e administrado
Cloridrato de Ketamina a 10% (95mg/kg) e Cloridrato de Xilazina a 2% (12mg/kg) com
aplicacéo intraperitoneal. Apos a anestesia, os animais foram colocados em decubito ventral
com exposicdo do dorso para realizacdo da antissepsia na parte toracica com uso da
solucdo de polivinil pirrolidona e logo apos a tricotomia. Posteriormente foi realizado uma
incisdo de aproximadamente 5cm de comprimento de pele e tecido subcutaneo sob linha
média da regido toracica, com afastamento subperiostal dos paravertebrais, com a

finalidade de expor a coluna vertebral.

Para evidenciar o canal medular, foi realizado a localizacdo das vertebras T9 e T10
por meio de palpagéo, e posteriormente realizado a laminectomia dos mesmos. Logo apds
houve a realizacao do trauma mecanico por meio do aparelho estereotaxico modificado, que
foi produzido pelos pesquisadores e constitui-se de uma haste fina de ponta romba (01mm?)
com peso de 70g localizado na parte superior, colocado por 5 minutos em contato com a

medula.

Na sequéncia, realizou-se a sutura da camada muscular e pele, utilizando o fio 3.0
de poliamida monofilamento n&o absorvivel, com aplicacdo profilatica da antibioticoterapia
usando Pentabiol a 0,1ml/100g. Apos o término da cirurgia, os animais foram encaminhados

as suas gaiolas em ambiente climatizado com livre acesso a agua e ragéo.
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4.7 - Protocolo de Tratamento

Segundo Li e Bennett (2003) e Murray et al. (2010), a espasticidade comeca a surgir
apoés 14 dias de lesdo medular. Com isso o treino de marcha foi iniciado com 16 dias pés-
operatorio (DPO), onde a hipertonia ja se encontrava estabelecida. Inicialmente todos os
grupos foram submetidos a caminhada diaria realizada uma vez por dia, em uma esteira
rolante com velocidade de 20cm/s durante 5 minutos sem receberem outro tipo de
intervencdo. Nos grupos NanoAlpinia e Ziclague®, a utilizacdo apenas da esteira durou 59
dias e com 75 DPO deu-se inicio a associacdo do treino de marcha com o tratamento
medicamentoso sendo aplicado por via dérmica, nos musculos gastrocnémios na dose de
0,025mg/Kg, ao total de 35 dias, finalizando no 110 DPO. O grupo Lesdo-Esteira
permaneceu realizando apenas a esteira até o final do tratamento (110 DPO).

PROTOCOLO DE TRATAMENTO

Sadio Lesdo-Esteira Ziclague® NanoAlpinia (n=6 ratos)
(n=6 ratos) (n=6 ratos)
16 DPO | Sem Esteira Esteira Esteira
tratamento
75 DPO | Sem Esteira Esteira + | Esteira + medicamento
tratamento medicamento
110 Sem Esteira Esteira + | Esteira + medicamento
DPO tratamento medicamento

4.8 - Avaliacéo da espasticidade

A avaliagdo ocorreu por meio da Escala de Ashworth (BOHANNON; SMITH, 1987;
HAHM et al., 2015; ANEXO 2), nos respectivos tempos 16°, 75° e 110° DPO, com o objetivo
de quantificar o grau de espasticidade dos animais. Esta escala apresenta escores que vao
de 0 a 4, em que 0 significa 0 ndo aumentos do tdnus, 1 o leve aumento do tdnus no inicio
ou no final do movimento, 2 o aumento do tdbnus em mais ou menos de 50% do movimento,
3 um acentuado aumento do tbnus para flexdo ou extensédo e 4 - rigidez em flexdo ou

extensao.

4.9 - Avaliacdo Comportamental

A escala de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB; ANEXO 3) foi desenvolvida e
validada para avaliar a capacidade locomotora poés-lesdo medular. Possui algumas
vantagens como exemplo: a facilidade de execucao, auséncia de ambiguidades dos termos
e observacao da funcdo motora do animal que vai da completa paralisia a movimentagéo

normal. Para isso, 0 animal é colocado em um campo aberto durante 4 minutos, podendo
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ser avaliado por mais de um examinador que em caso de discordancia dos resultados, o
escore mais baixo € o adotado (SANTOS et al., 2011). O teste apresenta escores que
variam de 0 a 22, quantificando de maneira convincente a recuperagédo motora no TRM e foi
realizado no 16°, 75° e 110° DPO (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995; MOLINA et al.,
2015; SEDY et al., 2008).

4.10 - Preparacdo das amostras para estudos histoldgicos e Fixacao

As amostras foram submetidas a eutanasia em camara de diéxido de carbono (C0O?),
para retirada e posterior andlise histolégica do musculo gastrocnémio. Os musculos
gastrocnémios, de forma bilateral, foram dissecados da juncdo musculotendinosa na

conexao do 0sso calcaneo para analise histomorfologica.

Os musculos foram postos em formaldeido (10%) e, em seguida, foram fixados em
parafina. As secgdes histologicas em série (5 ym) foram preparadas por meio de técnicas
laboratoriais rotineiras e apo6s procedimentos foram fixadas a lamina de vidro
(ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2004).

Para tanto, o material passou por processo de desidratagdo e clareamento. A
desidratacdo foi realizada por meio de banhos de &lcoois em crescentes concentragées
(70%, 95%, 95%, 100%, 100%) e para o clareamento foram utilizadas trés imersbes em
solvente organico (Xilol I, Xilol 1l e Xilol Ill), que proporciona transparéncia ao tecido e
prepara o tecido para inclusdo em parafina. Ao receber a parafina, o tecido torna-se envolto
por um bloco solidificado, que posteriormente sofreu cortes seriados (ténias) com 5 pum de
espessura. As ténias foram colocadas em banho histolégico com agua em temperatura de
50 °C para auxiliar no estiramento do tecido e sua fixacdo nas laminas (RIZELIO et al.,
2010).

Apos o processo de fixagdo do tecido a lamina de vidro, foram aplicados diferentes
processos de coloracdo, com a finalidade de visualizar seus componentes histolégicos. A
coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE) foi realizada para visualizagdo do citoplasma e
ndcleo muscular. Na técnica de coloragdo Picrossirius, o padrdo de neoformacédo do
colageno foi analisado por meio dos contrastes esverdeado ou amarelo-esverdeado para
identificar o colageno do tipo Il (imaturo) e alaranjado ou avermelhado para colageno do

tipo | (maduro).

4.11 - Quantificagdo do trofismo muscular, neurdnios, astrocitos e células
gliais integras

As imagens serdo obtidas por meio de uma céamera fotografica Euromex
(CMEX5_WiFi) aumento de 5X e/ou 40X utilizando o software ImageFocus Alpha\x64,
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acoplada a um microscopio de luz (Euromex iScope, 1S.1053-PLPOLIi) modelo triocular.
Para que a andlise histologica seja realizada as cegas quanto ao grupo experimental, 0s
codigos de identificacdo de cada lamina serdo cobertos por outro experimentador antes do
inicio da andlise e revelados ap6s seu término. As regifes serdo identificadas de acordo
com o tecido, porém codificadas. No tecido muscular foi capturado feixes musculares em
cortes transversais. E na medula se capturard o corno anterior, também em corte
transversal, onde se fara marcacdo de quadrante de area de contagem de motoneurénios,

astrocitos e células gliais integras.

Para analise quantitativa da area, foi utilizado o programa Image J versédo 1.8.0, que
consiste em um programa de andlise de imagens desenvolvido pela National Institute of
Health, disponibilizado em dominio publico e gratuito (RASBAND; FERREIRA, 2012). Para
os pixels serem normalizados as imagens que foram selecionadas serdo duplicadas e
simplificadas inicialmente em uma imagem homogenia. Foi aplicado background de 30

pixels com escala variando de 0 (mais escuro) a 255 (mais claro).

A analise do quantitativo e tamanho de tecido e espago endomicial serdo aplicados
nos mausculos estriados com calibracdo para micrémetros. Seguidamente na quantificacao
de neurdnios também havera calibragcdo para o tamanho em &rea determinada que limitara e

garantira quantificagéo igualitaria as amostras.
4.12 - Quantificacao de colageno

A imagem foi decomposta em RGB, que é a abreviatura do sistema de cores aditivas
formado por vermelho (Red), verde (Green) e azul (Blue). A escala de RGB varia de 0 (mais
escuro) a 255 (mais claro). O RGB converte a imagem em escalas de cinza nos 3 sistemas
de cores. Foi utilizada a imagem em escala de cinza na cor vermelha, jA que esta
representou melhor vermelha - alaranjada e escala de cinza cor verde, destacando melhor a
cor verde da amostra. A figura 2a ilustra a imagem real de uma amostra em Picrossirius,
comparada a imagem convertida em escala de cinza na cor vermelha pelo Gimp® (Figura
2b).

Observou-se que a area de interesse, ou seja, células marcadas com vermelha estdo
na cor preta de tonalidade mais forte; ja o background estd em tons de preto desbotado,
cinza ou branco. Em seguida, a imagem em escala de cinza na cor vermelha foi analisada
no ImageJ®, a segmentagdo € realizada manualmente e padronizada com a masck Li
disponivel no plugin. E através do plugin threshold, selecionou-se a area de interesse. O
software torna vermelha esta area. A figura 2c mostra a imagem segmentada com selecéo

da cor vermelha ja convertida em vermelha. Definida a 4rea de interesse, pode ser utilizado

26



o analisador de &rea do ImageJ® para calcular a area apés ajuste apropriado da escala,

seguindo a metodologia usada no estudo de Santana et al. (2009).

4.12 - Analise estatistica

Os dados foram tabulados pelo programa Microsoft Excel 2011. Foi realizado o teste
de normalidade de Shapiro-Wilk, considerando p<0,05. Para analise de dados paramétricos
do tempo e escores ap0s tratamento das varaveis independentes, entre grupos, foi aplicado
o0 teste ANOVA TWO-WAY seguido do pos-teste de Tukey. Para dados de uma Unica
variavel foi aplicado ANOVA ONE-WAY com pés teste Tukey e para 0s nao-paramétricos

utilizou-se o teste Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn (com p<0,05 em ambos).

5- RESULTADOS

A figura 1, evidencia os escores referentes espasticidade muscular desenvolvida
apos 16 dias de indugéo de lesdo medular. No dia 16° dia, os grupos estavam semelhantes
quanto ao nivel de espasticidade. Ap6s 75 dias DPO, ocorreu um aumento da
espasticidade, apresentando uma resisténcia em mais de 50% do movimento (escore 2),
porém sem diferencas significativas nos grupos. No periodo de 75 a 110 dias, quando
iniciou o tratamento com nanoemulsédo e fitomedicamento em seus respectivos grupos,
houve uma reducéo significativa dessa espasticidade com escore semelhante ao 16° dia,
apresentando somente hipertonia ao inicio ou final do movimento nos grupos tratados
Ziclague e NanoAlpinia com médias 1,12+0,12 e 1,3+0,15 respectivamente (p<0,01). O
grupo Lesdo-Esteira apds o periodo de tratamento continuou em crescente no seu grau de
espasticidade de forma significativa (p<0,01). Diferentemente ao grupo sadio que se

manteve sem alteracdo ao treino em esteira.

O+ Lesdo

=k NanoAlpinia25%
-¢- Ziclague

-¥- Sadio

Escala de Ashwort

3 dias 75 dias 110 dias

Esteira Esteira + tratamento

Figura 1: Andlise da espasticidade (Escala de Ashworth) em modelo murino de lesdo medular pés 35
dias de tratamento com NanoAlpinia25%. Teste ANOVA TWO-WAY, pos teste Tukey, *p<0,05,
**n<0,01, ***p<0,001.
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A figura 2 ilustra a capacidade funcional para a marcha segundo os escores do BBB
durante as 3 fases do tratamento. Foi constatado que todos apresentaram um aumento nos
valores entre si, do 3° ao 75° dias, decorrente a inducdo realizada na esteira sem
associagdo de tratamentos, porém sem diferencas significativas. Ao iniciar o tratamento no
espaco de tempo entre 75° e 110° dias, observou-se que o grupo leséo-esteira demonstrou
poucos ganhos funcionais, com média de 13+3,61, resultando em uma diferenca
significativa em relacdo ao grupo Sadio. O grupo Ziclague® obteve média de 20+4,05
(p<0,001) com aumento significativo de ganho funcional para a marcha, quando comparado
ao grupo Lesao-Esteira, refletindo diretamente em maior nivel funcional dos animais e
chegando a niveis semelhante ao grupo sadio. Assim como o grupo NanoAlpinia, que
obteve média de 18,00+1,54 prevalecendo sobre o grupo lesédo-esteira (p<0,001).

2119 -¥- Sadio

18 -4 NanoAlpinia
==+ Ziclague

151
'O+ Lesdo
121

BBB

16 dias 75 dias ‘110 dias

Esteira Esteira + tratamento

Figura 2: Teste de BBB em modelo murino de lesdo medular pés 35 dias de tratamento com
NanoAlpinia25%. Teste ANOVA TWO-WAY, pés teste Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

A figura 3, referente as fibras de colageno do tipo | e lll, demonstra que houve
reducdo significativa do percentual de coldgeno do tipo | nos grupos NanoAlpinia e
Ziclague® apresentando média de 3,49+3,12 e 2,47+ 1,04 respectivamente em comparacao
com Lesédo-Esteira 13,73+4,81, refletindo na melhora do nivel funcional (p<0,05). O grupo
lesdo-esteira apresentou a maior concentracdo de colageno do tipo | em comparacdo ao

grupo Sadio (p<0,001). Com relacao ao colageno do tipo Ill, ndo houve diferenca entre eles.
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Figura 3: Area (%) e tipo de colageno em musculos gastrocnémios espasticos tratados por 35 dias
com Oleo essencial da Alpinia zerumbet associado a esteira em modelo murino de lesdo medular
cronica. Corte transversal em ocular de 40X desses musculos evidenciando distribuicdo e tipo de
coldgeno em grupo Sadio (A), Lesdo (B), Ziclague (C), NanoAlpinia (D). Onde coloracdo verde-
amarelo evidencia coldgeno tipo Ill e coloracdo amarelo—vermelho evidencia colageno tipo I. Teste
Kruskal-Wallis com pos teste Dunn e ANOVA ONE-WAY com pés teste Tukey, respectivamente, onde
*p<0,05; **p<0,01 e **p<0,001.

A figura 4 apresenta a espessura de colageno no endomisio e perimisio. Com
relagdo ao endomisio, foi encontrado no grupo lesdo-esteira maior grau de espessura do
espaco endomicial com média de 1,21+0,97 quando comparado aos grupos Ziclague
(0,59+0,16), NanoAlpinia (0,71+0,23) e sadio (0,025+0,08), refletindo elevado grau de
hipotrofia muscular do grupo leséo-esteira, embora 0s grupos Ziclague e NanoAlpinia
também apresentaram maior espessura no endomisio quando comparado ao grupo Sham (p
<0,001), porém demonstrando menor indicacdo de hipotrofia muscular quando comparado
ao grupo Lesdo. Em relacdo ao perimisio foi verificado um aumento significativo de sua
espessura nos grupos Lesdo-Esteira (3,14+1,47), Ziclague (2,91+0,97) e Nanoalpinia
(2,61+0,93) em comparacgédo ao grupo Sadio (0,56+0,16) (p<0,001).
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Figura 4: Espessura em endomisio e perimisio nos masculos gastrocnémios espésticos tratados por
35 dias com 6leo essencial da Alpinia zerumbet associado a esteira em modelo murino de leséo
medular cronica. Teste Kruskal-Wallis com pés teste Dunn e ANOVA ONE-WAY com pés teste
Tukey, respectivamente, onde *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Figura 4: Espessura em endomisio e perimisio nos musculos gastrocnémios espasticos tratados por
35 dias com 6leo essencial da Alpinia zerumbet associado a esteira em modelo murino de leséo
medular crénica. Teste Kruskal-Wallis com pos teste Dunn e ANOVA ONE-WAY com pés teste
Tukey, respectivamente, onde *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

A figura 5 refere-se aos resultados ligados aos motoneur6nios, sua atividade e ao
perimetro dos axbnios sensitivos. Referente ao quantitativo de motoneurénios vivos ocorreu
semelhanca entre o nimero de motoneurbnios entre 0s grupos lesdo-esteira, Ziclague e
NanoAlpinia. Porém o grupo Sadio se apresentou com maior nimero de neurénios de forma

significativa (p<0,05) em relacdo aos grupos lesionados.

Em referéncia a densidade integrada de pixels dos motoneurdnios vivos sitiados no
corno anterior das medulas ap6és periodo de tratamento. Foi encontrado uma possivel maior
atividade metabdlica nos motoneurénios dos grupos Ziclague e NanoAlpinia em comparagéo
com o grupo Lesdo-Esteira (p<0,05). Os grupos Ziclague e NanoAlpinia apresentaram as
médias 1,370e+007+8,368e+006 e 1,160e+009 +4,466e+009, jA& o0 grupo lesdo-esteira
1,646e+009 + 4,440e+009. O grupo sadio por ndo ter sofrido nenhuma lesdo apresentou
baixa densidade integrada evidenciando menor média de pixels na coloragdo em HE, que
consta célula com mais atividade celular de forma significativa em relagdo aos grupos

Lesdo-Esteira, NanoAlpinia. (p<0,001, respectivamente) e Ziclague (p<0,01).

Em relacdo ao perimetro dos axénios sensitivos, foram encontradas reduc¢des no

grupo lesdo-esteira (p<0,001), Ziclague (p<0,001) e NanoAlpinia (p<0,001) em relacdo ao
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grupo Sadio de forma significativa, além de predominio de axdnios de maior perimetro nos

grupos Ziclague (p<0,001) e NanoAlpinia (p<0,05) em compara¢ao ao grupo lesdo-esteira.
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Figura 5: Quantidade e densidade Integrada de motoneurdnios motores em area de 50 pm?2 e perimetro em pm?2 de axdnios sensitivos vivos em modelo
murino de lesdo medular pés 35 de tratamento com NanoAlpinia25%. As figuras A, B, C, D mostram o corno anterior da medula espinhal na ocular de 100x e
as figuras ao lado referentes aos nervos sensitivos na ocular de 400x. Sadio (A), Lesédo (B), Ziclague (C), NanoAlpinia (D). Kruskall-Wallis com pés teste de
Dunn onde *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

De acordo com a figura 6 que expde o ndmero de astrocitos vivos na regido da medula espinhal, foram encontradas diferencas
significativas entre o grupo Sadio e Lesdo-Esteira (p<0,001). Com relacdo ao quantitativo de células gliais vivas na medula espinhal,
constatou-se que ndo houve diferencas significativas entre os grupos, no entanto o grupo Ziclague apresentou um maior nimero de células da

glia.
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Figura 6: Quantitativo de astrécitos e células gliais em area de 50 um2 em modelo murino de lesédo
medular p6s 35 de tratamento com NanoAlpinia25%. Kruskall-Wallis com pos teste de Dunn onde
*p<0,05; **p<0,01 e **p<0,001.

6 — DISCUSSAO

No presente estudo, todos os animais foram submetidos & compressao mecénica da
medula espinhal utilizando o modelo experimental de Torres et al. (2010), resultando em
lesé@o incompleta de forma moderada nas fibras neurais, provocando assim uma paraparesia
moderada nas patas traseiras dos animais. No atual estudo, apenas o grupo Sadio nao foi
submetido a reproducédo do trauma mecanico, refletindo nos altos escores obtidos na escala
BBB desde a primeira avaliagdo.

Os demais grupos que sofreram compressdo medular, apresentaram melhora
semelhantes durante o periodo que foram submetidos ao treinamento somente em esteira,
porém com déficits ligados ao equilibrio, suporte de peso, alinhamento, coordenacédo e
simetria durante a realizacdo dos movimentos. Essa evolu¢cdo na deambulagdo, se explica
através do processo de plasticidade neural, na qual através da repeticdo sem corregdo do
movimento, é adotado um padrédo de marcha patologico decorrente de alteracdo no controle
motor (LI, 2017).

Apo6s inicio da utilizacdo do fitomedicamento e NanoAlpinia, ocorreu um maior
ganho na funcionalidade destes animais chegando a niveis semelhantes ao grupo sadio
como consequéncia da reducdo da espasticidade, que permitiu a melhora na movimentagao
dos animais, justificado pelo estudo de Scalzo et al., (2010) os quais constataram que a
reducdo da espasticidade propicia melhoria na flexibilidade muscular, favorece a diminui¢do
do surgimento de contraturas neuromiogénicas e com isso proporciona o ganho de
funcionalidade.

llha et al. (2019), constataram que o treino de marcha em esteira apés 14 dias DPO
em animais pos lesdo medular incompleta, reflete em uma recuperacdo precoce e evolugdo
da funcdo locomotora, além de favorecer a melhora da neuroplasticidade do cértex motor,
repercutindo diretamente no aperfeicoamento da funcionalidade.

Corroborando com o estudo supracitado, Sun et al. (2013), observaram que 0s
animais submetidos ao treino em esteira demonstraram uma melhora significativa na fungéo
inicialmente e comecando a entrar num platd nos seus escores funcionais apés 6 semanas
de treinamento. Como visto no presente estudo, uma vez que inicialmente todos os animais
apresentaram ganhos semelhantes, porém no periodo de 75° até 110° DPO, o grupo que
ficou somente no treinamento em esteira apresentou uma estabilizagcdo nos seus ganhos
funcionais em comparagcdo com 0s grupos gue receberam tratamento associado.

Referente a andlise do grau de espasticidade muscular mensurado pela Escala de

Ashworth modificada, no presente estudo, foi constatada a presenca da espasticidade no
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16° DPO em todos os grupos que passaram pelo procedimento de trauma, corroborando
com os achados de Li e Bennett (2003) e Murray et al., (2010), que relataram o periodo
necessdario para a espasticidade se estabelecer no musculo, ocorrendo em média duas
semanas apos a leséo.

Apoés iniciado o periodo de tratamento com o fitomedicamento e NanoAlpinia em
seus respectivos grupos, ocorreu uma reducdo nos seus escores verificados por meio
Escala de Ashworth ao final do periodo de tratamento, apresentando diferenca significativa
em comparacdo com 0 grupo lesdo-esteira e chegando a apresentar valores menores do
gque encontrados inicialmente.

Essa reducao é justificada pelo fato que os dois fitofarmacos utilizado tém em sua
composi¢do o OEAz, sendo ele, segundo os estudos de Candido e Xavier-Filho (2012), Maia
et al. (2016), Candido et al. (2017a) e Candido et al., (2017b), um potente modulador do
influxo exagerado do calcio nos canais de calcio tipo L, controlando assim a
hiperexcitabilidade do muasculo e como consequéncia obtendo a diminuicdo do quadro de
espasticidade e melhora na qualidade do recrutamento e contragdo muscular.

Assim como foi encontrado no estudo de Santos et al. (2011), que confirmaram a
acao moduladora do 6leo essencial da Alpinia zerumbet sobre os canais de calcio do tipo L
através de dose dependente, reduzindo o influxo de célcio no sarcoplasma. Decorrente
disso se faz necessario a modulacdo destes canais Ca** tipo L para reducdo da
hiperexcitabilidade muscular e por consequéncia o relaxamento muscular, para permitir o
ganho de funcionalidade. Oliveira et al. (2018), confirmaram que a reducéo da espasticidade
muscular estd ligada ao aumento na funcionalidade dos individuos apos realizagdo do
tratamento com cinesioterapia e utilizacdo do fitomedicamento a base do OEAz.

A utilizagdo da Nanoemuls&@o no vigente trabalho, teve como objetivo se apresentar
como uma possivel opcao viavel para contornar os possiveis efeitos hipotensores causados
em pacientes com baixo peso corpéreo espasticos mais leves, decorrente da utilizacdo do
fitomedicamento a base da OEAz. De acordo com Céandido et al. (2017), a solugéo oleosa
em relacdo a emulsao, é a melhor forma de veiculo, promovendo uma melhor absorcéo
dérmica. Porém encontrou-se neste estudo que a Nanoemulsédo é um veiculo téo eficiente
guanto a oleosa, ja que ambos apresentaram reducdo semelhantes da hipertonia elastica,
mesmo com a Nanoemulsdo apresentando uma concentracdo menor de OEAz em sua
composicdo em comparac¢ao com o fitomedicamento.

A nanoemulséo por se tratar de nanoparticulas possui maior facilidade para infiltrar-
se nas camadas da pele e musculo em comparacao a particulas normais de maior tamanho,
como visto por Contente et al. (2016), encontraram e descreveram que as nanoemulsdes

apresentam na fase interna, goticulas de tamanho nanométrico (20 a 200nm), promovendo
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maiores vantagens como, melhor espalhamento, penetracdo cuténea, hidratacdo e uma
liberagdo de forma gradual e controlada.

E plausivel que as modificacbes morfolégicas do colageno, ocorridas no perimisio e
endomisio, altere a mecénica muscular, pois a mesma é organizada em torno de fasciculos
ou grupos de miofibrilas, apresentando suma importéncia na transducéo de forca e rigidez
muscular, podendo contribuir direta ou indiretamente para o desenvolvimento de
contraturas, exercendo uma importante funcéo nas dificuldades de mobilidade enfrentadas
destes pacientes espasticos (BOOTH et al., 2011; DIETZ; SINKJAER, 2007).

A afirmacdo acima foi revalidada no presente estudo, em que houve, de fato,
alteracdo morfoldgica do colageno decorrente da lesdo do SNC, expresso por um aumento
significativo da sua largura em fibras longitudinais de musculos espéasticos no grupo Leséao-
Esteira, mais precisamente no endomisio. Em contrapartida, quanto a largura do colageno
no epimisio ndo houve predominio entre os grupos Lesao-Esteira, Ziclague® e NanoAlpinia.

A diminuicdo significativa na concentracdo de colagenos do tipo | no grupo Ziclague
e Nanoalpinia reflete a melhora da performance funcional destes animais, como encontrado
por Smith et al. (2011) na qual constataram que o0 musculo espastico apresenta um acumulo
no teor de colageno do tipo |, desorganizacdo na orientacdo destas fibras e como
consequéncia favorece a elevacéo da rigidez passiva muscular e articular, comprometendo
a funcionalidade dos individuos.

Legitimando a afirmagcdo acima, Cerqueira et al. (2015), observaram que apls o
periodo de tratamento em conjunto na utilizacdo do Fitomedicamento a base do 6leo
essencial da Alpinia zerumbet e cinesioterapia, ocorreu uma reducdo significativa nas fibras
de colageno do tipo I, bem como uma reversao na espessura e na organizacao destas fibras
de colageno, favorecendo a uma maior flexibilidade na estrutura do endomisio, favorecendo
a melhora na performance funcional dos animais do estudo.

Smith et al. (2019), evidenciaram que a presenca de alto niveis de colageno do tipo |
e proteoglicanos totais possuem uma alta correlacdo com o aumento da rigidez dos
musculos espéstico e diminuicdo da funcionalidade, além disso, verificaram o coldgeno do
tipo Ill como um preditor negativo para a rigidez muscular, favorecendo a evolugcédo da
cinematica dos pacientes, corroborando com os achados relacionados aos niveis de
colageno e fung¢éo dos animais no presente estudo.

Os resultados encontrados sobre os motoneurdnios, foram vistos que ndo houve
uma diferenca significativa no quantitativo entre os grupos, porém os grupos que foram
tratados com o fitomedicamento a base de OEAz e nanoemulsédo, apresentaram uma
possivel maior atividade metabdlica deste motoneurdbnios em comparacdo com O grupo

lesdo-esteira.
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Marqgues et al., (2018), detectaram que o treinamento em esteira tardio promove
recuperacao funcional relacionada com uma maior area de preservacdo dos motoneurénios
no corno ventral da medula espinhal e preservagdo de maior regido de fibras musculares,

reduzindo os niveis de atrofia, promovendo qualidade na atividade funcional dos animais.

A utilizacdo do treinamento em esteira, demonstrou que ocorre uma reducdo na
guantidade de neurbnios motores apoptéticos em regido de medula espinhal,
desempenhando uma funcdo de protecdo dos motoneurdnios distais em nivel genético
como visto por Wu et al. (2016), contribuindo na prevencdo de lesdes secundarias nos

neurbnios motores e estimular a recuperacao das fungdes motoras dos animais.

Segundo Gazula et al. (2004) os motoneur6nios privados de estimulacdo excitatéria
de entradas corticais descendentes e do tronco cerebral exibem atrofia exacerbada da
arvore dendritica e a realizagéo de treinamento agudo por meio de exercicios realizados em

dispositivo motorizado durante 5 dias, ajudam na minimizacao destes efeitos atroficos.

Com relacdo aos resultados encontrados no presente estudo, sobre a presencga dos
astricitos € possivel observar que o0 grupo Lesédo-esteira obteve um maior nimero de
astrécitos em comparagdo com o grupo sadio, porém sem diferencas significativas entre os
grupos tratados quando comparados.

Ja as células gliais se apresentaram elevadas no grupo Ziclague em comparagao
com o grupo Sadio devido a busca para realizar o processo de remielinizacdo dos axénios
para execucdo de sinapses de qualidade, bem como visto os axénios sensitivos do grupo
Ziclague se apresentaram com 0S maiores perimetros, corroborando com estudo de LI;
LEUNG (2015), que relataram a atividade dos oligodendrécitos que optam por realizar o
processo de remielinizagdo em axonios de maior calibre, refletindo diretamente na qualidade
e poténcia na conducdo de impulsos nervosos ocasionando melhores resultados na
cinematica dos animais.

Zou (2021), afirma que se faz necessério a realizacdo do treinamento locomotor
continuo apds a lesdo medular, para contribuir no crescimento dos axénios e seus brotos
lesionados ou intactos, na promocdo de novas sinapses ou atuando na mudanca das
conexdes sindpticas preexistentes para gerar efeitos positivos na funcdo motora dos

animais.

ApOs a ocorréncia da lesao, foi observado por Liddelow et al. (2017) que a
presenca dos astricitos reativos do tipo | podem ser considerados prejudiciais para
recuperacao funcional em consequéncia das suas atividades neurotéxicas, que influencia

diretamente na morte de oligodendrocitos maduros e um subconjunto de neurénios do SNC,
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além de afetarem diretamente a realizacdo das sinapses, resultando em uma ineficiéncia na
execucdo e manutengdo dos impulsos nervosos.

Os astrocitos reativos do tipo Il atuam de forma positiva em inameros fatores
neurotréficos e promovem fortemente a sobrevivéncia neuronal e reparagéo tecidual, como
visto nos estudos de Hassanzadeh et al. (2021), Liddelow et al. (2017) e Okada et al. (2006),
encontraram que a presenca dos astrocitos tipo Il em maior quantidade resultou em um
brotamento dos axdnios otimizado, refletindo em uma importante recuperacao funcional,
além de serem relevantes na reparacdo da barreira hematoencefalica e protecdo dos
neurbnios, consequentemente um melhor prognostico para funcionalidade.

Corroborando com os achados anteriores Falkener et al. (2004), demonstraram que
a perca de astrocitos reativos exacerba a degeneragéo tecidual e evita uma recuperagéo
funcional motora apos lesdo medular, além disso, possuem papel importante na cicatrizagéo

da medula restringindo a inflamacéao, realizam protecéo dos neurénios e oligodendrocitos.

7 - Concluséo
Conclui-se que a NanoAlpinia25% apresentou eficacia semelhantes ao Ziclague,

porém em menores concentragbes do OEAz em sua composi¢do, mostrando uma
significativa reducdo da hipertonia elastica ha musculatura avaliada e progresso nos niveis
funcionais de acordo com a escala BBB, além de melhora na orientagdo e organizacao das
fibras de colageno e nos seus niveis no perimisio e endomisio. Em nivel medular, propiciou
um maior nimero de motoneurdnios, astrécitos e células da glia refletindo em uma melhor
recuperacao e performance funcional dos animais. Desta forma, a NanoAlpinia mostra-se
como uma possivel nova possibilidade terapéutica, pois, foi capaz de apresentar resultados
similares ao do medicamento Ziclague® mesmo possuindo uma concentracdo de 25% do
OEAz em sua formulagdo, diferente do fitomedicamento, que para apresentar esses
mesmos efeitos necessita de uma concentracdo de 33% do OEAz em seu preparo. Além de
promover uma liberagéo controlada da substancia ativa, devido ao método de nanoemulsao,
gue permite uma melhor penetracdo cutanea, elevando a eficacia terapéutica e tornando o

tempo de acdo mais prolongado na musculatura espastica.
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ANEXO 1 - Parecer de aprovagao da Comisséo de ética no uso animal - CEUA
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ANEXO 2 - ESCALA DE ASHWORTH

~wWwN R~ O

ESCALA DE ASHWORTH

Tonus normal.

Aumento de ténus no inicio ou final do movimento.
Aumento do ténus em +<50% do movimento.
Movimentacdo dificil em flexdo ou extenséo.
Partes rigidas em flexdo ou extensao.

ANEXO 3- ESCALA BBB
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PONTUACAO ESCALA BBB

Nenhum movimento observavel dos membros posteriores.

Movimento suave de uma ou duas articulagdes, normalmente o quadril e/ou joelho.

Movimento extenso de uma articulacdo ou movimento extenso de uma articulagéo e suave de uma
outra.

Movimento extenso de duas articulagdes.

Movimento suave de todas as trés articulagbes do membro posterior.

Suave movimento de duas articulagdes e extenso movimento de uma terceira.

Movimento extenso de duas articulagdes e movimento suave de uma terceira.

Extenso movimento de trés articulagbes do membro posterior.

Arrastar da pata sem descarga de peso ou posicdo plantar da pata sem descarga de peso.

Posicdo plantar da pata com descarga de peso somente quando 0o membro estd apoiado (sem
movimento) ou descarga de peso ocasional, frequente ou consistente na passada dorsal e sem passada
plantar.

Descarga de peso ocasional na passada plantar e nenhuma coordenagdo entre membros anteriores-
membros posteriores (MMAA-MMPP).

Descarga de peso frequente a consistente na passada plantar e nenhuma MMAA-MMPP
coordenacdo.

Descarga de peso frequente a consistente na passada plantar e coordenagdo ocasional entre MMAA-
MMPP.

Descarga de peso frequente a consistente na passada plantar e coordenagdo frequente entre MMAA-
MMPP.

Descarga de peso consistente na passada plantar, coordenacdo consistente entre MMAA-MMPP; e
posi¢do da pata predominante ao andar é rodada (internamente ou externamente) no contato inicial
com a superficie, assim como quando estéa levantada no final da fase de balanco; ou passada plantar
frequente, coordenacéo consistente entre MMAA-MMPP e passada dorsal ocasional.

Passada plantar consistente, coordenacéo consistente entre MMAA-MMPP, e nenhuma liberacdo de
dedos ou liberacdo ocasional durante o movimento de avancar do membro; posicdo da pata
predominante é paralela ao corpo no contato inicial com a superficie.

Passada plantar consistente e coordenagdo consistente entre MMAA-MMPP durante o andar;
liberacdo de dedos ocorre frequentemente durante 0 movimento de avancar do membro; posicdo da
pata predominante é paralela ao corpo no contato inicial e rodada ao levantar.

Passada plantar consistente e coordenagdo consistente entre MMAA-MMPP durante o andar;
liberacdo de dedos ocorre frequentemente durante 0 movimento de avancar do membro; posicdo da
pata predominante é paralela ao corpo no contato inicial e ao levantar.

Passada plantar consistente e coordenagdo consistente entre MMAA-MMPP durante o andar;
liberacdo de dedos ocorre consistentemente durante 0 movimento de avancar do membro; posicéo da
pata predominante é paralela ao corpo no contato inicial e rodada ao levantar.

Passada plantar consistente e coordenagdo consistente entre MMAA-MMPP durante o andar;
liberacdo de dedos ocorre consistentemente durante 0 movimento de avancar do membro; posicdo da
pata predominante é paralela ao corpo no contato inicial e ao levantar; e a posi¢do da cauda é baixa
parte do tempo ou todo tempo.

Passada plantar consistente e coordenagdo consistente entre MMAA-MMPP durante o andar;
liberacdo de dedos ocorre consistentemente durante 0 movimento de avancar do membro; posi¢do da
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pata predominante é paralela ao corpo no contato inicial e ao levantar; e a posi¢do da causa é
consistentemente para cima e ha instabilidade de tronco.

Passada plantar consistente, coordenacéo consistente entre MMAA-MMPP durante o andar, liberagdo
de dedos consistente, posicdo da pata predominante é paralela ao corpo no contato inicial e ao
levantar, a posicao da cauda é consistentemente para cima e estabilidade de tronco consistente.
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RESUMO

Objetive: Evidenciar a prevaléncia & sua comelagdo com as comorbidades por idade e sexo dos obitos confirmades por
COVID-19 no estado de Sergipe-Brasi. Métodos: O estudo retrospectivo & trangversal foi realizado em 28/06/2020 com
dados da Vigilancia Epidemiologica de Sergipe, analisados pelo teste Cui-quadrado com nivel de significancia de p=0.05.
Foram 620 obitos com 73.06% zssociados a comorbidades. Resultados: O sexo masculing (53,02%) prevaleceu
Hipertensao (30 59%), sequido de Diabetes (28,02%) e Cardiopatias (10.8%). Mo sexo feminino (46,08%) a prevalececia
foi semelhante, Hipertensdo (30,95%). Disbetes (2837%) e Cardiopatias (12,32%). O= obitos acima de 50 anos
influenciaram moderadamente (r = 0,65; p = 0,001) e fortemente (r = 0.8; p = 0,001) acima dos 60 para os Obitos,
independentemente das comorbidades. E tanto no sexo masculing (r=0,18; p = 0,003) coma feminino (r= 0,23 p=0001)
essa comelacdo foi fraca para Hipertensdo. Assim como para a associagdo de Hiperiensdo e Diabefes no sexo masculing
{r=0,13; p=0,043) e feminino {r= 0,16, p = 0,013). Conclusao: Em Sergipe tanto 0s homens como as mulheres morrem
de COVID-19, principalmente acima dos 60 anos & com comorbidades associadas como a hipertensdo arterial

Palavras-chave: Pandemia, COVID-19, Comorbidade, Obito.

ABSTRACT

Objective: To evidence the prevalence and its comelation with comorbidifies by age and sex of the deaths confirmed by
OVID-19 in the state of Sergipe-Brazil. Methods: The retrospeclive and cross-sectional study was conducted on
06/26/2020 with data from Sergipe Epidemiclogical Surveillance, analyzed by the Chi-square fest with a significance level
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