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RESUMO - A lesão medular (LM) é uma condição neurológica que envolve a 
interrupção parcial ou total do trânsito neuronal pela medula espinhal e pode 
resultar em deficiência física grave. A espasticidade é o transtorno mais 
incapacitante para o indivíduo pois limita a mobilidade e a funcionalidade do 
paciente. Sabe-se que alterações no colágeno muscular estão presentes em 
músculos espásticos. O bioproduto derivado da Alpinia zerumbet tem ação 
antiespasmódica e reguladora da concentração de cálcio no músculo. Assim, o 
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da cinesioterapia associada ao 
bioproduto à base do óleo essencial da Alpinia zerumbet (OEAz) sobre o 
colágeno dos tecidos musculares espásticos 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 associação bioproduto e fisioterapia), CTR 
(controle 1 - sem realização de tratamento) e SHAN (controle 2 - sem lesão 
medular). Procedeu-se laminectomia a nível da nona vertebra torácica seguida 
de lesão medular compressiva (exceto no grupo SHAN). Foram realizadas 
análises comportamentais identificando ausência de disfunções neurológicas 
do grupo SHAN, bem como total recuperação após 21 e 28 dias dos grupo Az e 
FTAz respectivamente. O grupo FTAz foi o único a não apresentar diferença 
estatística quando comparado ao grupo SHAN. A análise histomorfológica 
indicou predominância do colágeno tipo III caracterizada como frequente e tipo 
I como razoável no grupo FTAz. Assim, pode-se concluir que a utilização de 
exercícios fisioterápicos associado ao bioproduto à base do OEAz mostrou-se 
eficaz para reverter as alterações na espessura e organização do colágeno 
causadas pela espasticidade após LM em modelo murinho. 

Palavra-chave: Alpinia; fisioterapia; espasticidade muscular; lesão medular; 
colágeno. 

 

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 
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the SHAN group. The histomorphological analsys indicated frequent 
predominance of type III collagen and reasonable of type I 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: Alpínia; Spasticity; Physical Therapy, Spinal Cord Injury; Collagen. 

 

INTRODUÇÃO 

A medula espinhal é a estrutura neural responsável 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 limitação funcional para o indivíduo (SILVA et al., 2012). 

A lesão 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 independência funcional 

destes indivíduos. Quanto ás causas da LM, as lesões traumáticas, como os 

acidentes automobilísticos, 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 independência funcional. 

Caracterizada pelo aumento dos reflexos miotendinosos que resultam em 

incremento do tônus muscular patológico, a espasticidade restringe a mobilidade 

articular, e tende a evoluir para contraturas neuromiogênicas comprometendo a 

funcionalidade do indivíduo (BRASIL, 2012; SORIANO et al., 2012). 

Uma das características do músculo espástico é o incremento da quantidade 

de colágeno intramuscular, em especial do tipo I, bem como aumento da espessura 

do colágeno 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 colágeno, por ser uma proteína estrutural responsável pela manutenção da 

fisiologia muscular tem importante influencia na condição funcional do músculo 
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espastico. 

O tratamento da LM é composto de exercícios de fisioterapia que inibem a 

ativação do fuso neuromuscular minimizando os efeitos da espasticidade. Técnicas 

fisioterapêutica auxiliam ainda no fortalecimento muscular, otimizando o controle de 

tronco e, consequentemente a capacidade de manutenção postural. Além dos 

exercícios, alguns medicamentos auxiliam a regulação do tônus muscular, 

minimizando a característica espástica da lesão, como os benzodiazepínicos, 

cloridrato de imipramina, gabapentina e toxina botulínica tipo A. Estes tratamentos 

beneficiam não apenas a saúde física do indivíduo, como também sua condição 

psicossocial, uma vez que a limitação da mobilidade é um fator significativo de 

exclusão social (SILVA et al., 2012). 

A fitoterapia pode representar uma alternativa eficiente no tratamento de 

diversas disfunções, como a espasticidade. Conhecida como colônia, devido ao seu 

odor característico, a Alpinia zerumbet (Az) é uma planta herbácea, da família 

Zingiberaceae, comumente encontrada no nordeste brasileiro, popularmente 

utilizada como diurético, sedativo e hipotensor (CÂNDIDO; XAVIER-Filho, 2010). 

Dentre os efeitos terapêuticos dos derivados da Az já pesquisados, pode-se 

destacar a sua ação sobre a modulação da concentração do cálcio, bem como a 

atividade antiespasmódica e de relaxamento do tônus basal. Essa característica 

induz ao relaxamento muscular com normalização do tônus, podendo representar 

benefício para diversas condições clínicas, a exemplo da espasticidade (BEZERRA 

et al., 2000).  

A busca de um tratamento que auxilie na recuperação funcional de músculos 

espásticos de indivíduos com LM. Por acometer principalmente indivíduos em idade 

produtiva e impor sequelas motoras restritivas e incapacitantes, o traumatismo 

medular deve ser alvo de atenção das políticas públicas de saúde. Sendo assim, a 

utilização de um bioproduto com potencial para melhorar a funcionalidade destes 

indivíduos pode gerar impactos econômicos e sociais (SCHMIDT et al., 2013). Desta 

forma, a proposta desta pesquisa foi avaliar os efeitos da cinesioterapia associada a 

um bioproduto à base do óleo essencial da Alpinia zerumbet (OEAz) sobre o 
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colágeno de tecidos musculares espásticos em modelo murino. 

  

METODOLOGIA 

Desenho da pesquisa 

Estudo experimental, pré-clínico e controlado.  

 

Animais 

Utilizou-se 30 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), adultos, 

de ambos os sexos, provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes. Os 

animais permaneceram no referido biotério, em gaiolas de polipropileno padrão, 

agrupadas em número de 3, em ambiente controlado, com ciclo claro/escuro de 12 

horas, recebendo água e ração balanceada ad libitum. 

Os animais foram avaliados em seu comportamento funcional e neurológico e 

seu material biológico (gastrocnêmio direito) submetido a análise histomorfológicas. 

Ao final de cada experimento os animais foram anestesiados, sacrificados e, 

posteriormente, incinerados no Biotério da Universidade Tiradentes. O estudo foi 

aprovado pelo Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) sob número 030513 

da referida universidade. 

 

Bioproduto 

       O bioproduto à base do OEAz foi produzido, a partir da coleta de folhas verdes, 

transportadas em carro climatizado, tendo sido realizada a extração do seu óleo 

essencial por arraste a vapor e utilizado óleo vegetal como veículo. 

Amostra do medicamento utilizado no presente estudo foi submetida à análise 

cromatográfica no Instituto de Química da Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul, com objetivo de identificar a composição do produto. 
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O bioproduto foi analisado por cromatografia gasosa (GC) com detector de 

espectrometria de massa (Shimadzu, Japão, QP 2010-plus) operando com energia 

de ionização de 70 eV e com uma massa contida no intervalo de 45-450 Da. Na 

identificação da constituição química foi empregada coluna capilar DB5 (Agilent 

Technologies, EUA) com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 

mm de filme de espessuras de fase estacionária. Foi empregado um fluxo de gás 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 composição relativa dos óleos foi obtida partindo do princípio de que a 

soma de todas as áreas de composto foi de 100%, e fatores de resposta não foram 

tomados em consideração devido à falta de padrão comercial disponível. Os 

compostos foram identificados por tentativa, comparando seus índices de retenção, 

obtidos experimentalmente pela temperatura linear programada (LPTRI) com os 

relatados na literatura. Os espectros de massa dos compostos de óleos essenciais 

também foram comparados com os relatados no NIST (versão 107) e Wiley (versão 

229) da biblioteca espectros de massa, e utilizando a descrição de espectros de 

massa de Adams (2007) como uma ajuda adicional na identificação. 

 

Procedimento cirúrgico 

O modelo de lesão medular baseou-se no experimento de Torres et al. (2010) 

e Osborn et al. (1990), seguindo as normas de pré e pós-operatório 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 aplicação intraperitoneal. 

Após anestesia os animais foram posicionados em decúbito external com o 

dorso exposto (Figura 1A) para realização de tricotomia e antissepsia da região 

torácica, com solução de polivinil pirrolidona iodo (Figura 1B). Em seguida, realizou-

se incisão de, aproximadamente, 5cm de pele e tecido subcutâneo sob a linha média 

da região torácica, com afastamento subperiostal da musculatura perivertebral, 
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objetivando exposição da coluna vertebral (Figura 1C).  

Para exposição do canal medular, foi feita a localização das vértebras T9 e 

T10 através da palpação da última costela e realizada a laminectomia destes 

seguimentos. Neste momento reproduziu-se o trauma mecânico utilizando um 

aparelho estereotáxico modificado, confeccionado pelos pesquisadores composto de 

uma haste fina de ponta romba (1mm2) 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 não absorvível sendo aplicado antibioticoterapia 

profilática com Pentabiol a 0,1ml/100g, por via intraperitoneal. Ao final da cirurgia os 

animais foram acomodados em gaiolas individuais, com água e ração ad libitum, em 

ambiente climatizado. 

 

  

  

Figura 1: A) Posicionamento do animal; B) Tricotomia e antissepsia da região; C) Exposição da 
coluna vertebral; E) Utilização do aparelho estereotáxico modificado para lesão medular. 

A B 

C D 
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Grupos experimentais e doses 

Os 30 animais foram separados aleatoriamente e igualmente em cinco grupos 

da seguinte forma: 

 Grupo Az: aplicação do bioproduto à base do OEAz sob dose 0,05ml/2Kg 

dividido igualmente em ambas as patas traseiras, aplicado por via dérmica 

nas panturrilhas; 

 Grupo FT: realização de exercícios fisioterápicos passivos em ambas as 

patas traseiras, realizando tríplice flexão com 2 séries de 10 repetições; 

 Grupo FTAz: aplicação do bioproduto à base do OEAz sob dose 0,05ml/2Kg 

dividido igualmente em ambas as patas traseiras, aplicado por via dérmica 

nas panturrilhas, seguido de realização de exercícios fisioterapêuticos 

passivos em ambas as patas traseiras, realizando tríplice flexão com 2 séries 

de 10 repetições; 

 Grupo CTR: sem nenhum tipo de tratamento; 

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

sem lesão medular.  

Os tratamentos foram realizados nas patas traseiras devido ao nível de 

compressão medular (T9/T10) gerar sequela motora nesta região. 

 

Protocolo de tratamento 

Os animais dos grupos Az, FT e FTAz iniciaram tratamento diário no 15° dia 

pós-operatório (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 

defecção, quando necessário. 

 

Protocolo de avaliação 

A avaliação abrangeu características comportamentais e histológicas dos 
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animais. Os testes funcionais para avaliação comportamental e neurológica foram 

realizados em 8 momentos: 4 antes do início dos tratamentos (no 01°, 03°, 07°, 14° 

DPO) e 4 após este momento (no 21°, 28°, 35° e 45° DPO). Assim possibilitou-se 

observar o comprometimento funcional e comportamental na lesão aguda, subaguda 

e crônica, além do quadro correspondente à hipotonia e hipertonia, semelhantes aos 

indivíduos acometidos com LM. As avaliações foram realizadas pelo mesmo 

avaliador, amenizando possíveis variações nos resultados obtidos.  

Utilizou-se 5 testes para compor a avaliação comportamental e neurológica: o 

protocolo descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB), o teste de sensibilidade 

dolorosa (SD), a capacidade motora (CM), o posicionamento proprioceptivo (PP) e 

tátil (PT). 

Para realização do BBB, foi utilizada uma escala de avaliação locomotora 

padronizada (ANEXO III). Os itens avaliados foram: os movimentos das patas, sua 

coordenação, firmeza e comportamento do tronco. Seus subitens versam sobre o 

movimento do membro posterior, posição do tronco, abdome, posição da pata, 

caminhada, posição predominante da pata, instabilidade do corpo e rabo. O BBB é 

composto por 22 escores, variando de 0 (ausência total de movimentos) a 21 

(movimento normal). Para este teste cada rato foi colocado em um campo aberto, 

cercado por acrílico permitindo total visualização, sendo avaliado por dois minutos 

(BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995; SEDÝ, 2008). 

Os demais testes foram descritos por Von Euler et al. (1996). Na avaliação da 

CM observou-se a atividade espontânea do animal em campo aberto e sem 

obstáculo, na dimensão de 1m2 por 4 minutos. Caso fosse capaz de deambular com 

um déficit discreto, o animal era colocado em percurso de madeira com larguras 

reduzidas progressivamente, começando com 7,7cm e terminando com 1,7cm e 

progressão de 1cm entre elas, totalizando assim sete barras (Figura 2). Esse 

percurso foi posicionado a uma altura de 60 cm, com 1 metro de extensão. O escore 

varia de 0 a 12 seguindo a tabela 1. 
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Figura 2: Teste de capacidade motora sobre barra estreita. 

 

Tabela 1. Escore de capacidade motora. 

CAPACIDADE MOTORA (CM) 

0 Ausência de movimento nos membros pélvicos, sem apoio de peso 

1 Movimento sutil, desconexo dos membros pélvicos, sem apoio de 

peso 

2 Movimento bem visível nos membros pélvicos, sem apoio de peso 

3 Apoio de peso nos membros pélvicos, deambulação com déficit 

acentuado 

4 Deambulação com déficit moderado 

5 Deambulação com déficit discreto e não anda na barra de 7,7cm 

6 Deambulação normal ou com déficit discreto e anda na barra de 

7,7cm 

7 Consegue deambular na barra de 6,7cm 

8 Consegue deambular na barra de 5,7cm 

9 Consegue deambular na barra de 4,7cm 

10 Consegue deambular na barra de 3,7cm 

11 Consegue deambular na barra de 2,7cm 

12 Consegue deambular na barra de 1,7cm 
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No teste SD fez-se uma pressão na prega interdigital das patas traseiras, 

utilizando uma pinça hemostática de Halsted fechada na primeira cremalheira. A 

resposta varia de acordo com a tentativa ou realização de morder, vocalizar e/ou a 

velocidade de retirada da pata (Figura 3). 

 

Figura 3. Teste de sensibilidade dolorosa. 

 

A avaliação PP foi utilizada para verificar a agilidade e precisão que o animal 

tem para retornar a posição normal, quando sua pata é colocada em flexão, 

proporcionando o contato do dorso da referida pata com o chão (Figura 4A). 

Enquanto no PT, o dorso da pata foi colocado em contato com a borda lateral da 

mesa, sendo avaliada a precisão e agilidade com que o animal irá colocar sua pata 

na superfície da referida mesa (Figura 4B).  

  

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

 

Os testes SD, PP e PT apresentam escore classificado como 0 (ausência de 

reação), 1 (reação diminuída) e 2 (reação normal). Todos os testes realizados foram 

filmados e avaliados posteriormente para evitar erros nas determinações de seus 

escores. Após analisados, os valores foram organizados em um banco de dados 

para melhor visualização dos resultados, levando em consideração a pata com 

maior acometimento. 

 

Análise histomorfológicas 

Após o 45° DPO os ratos foram eutanasiados e os gastrocnêmios retirados e 

embebidos em formol a 10%. O material biológico passou por um processo de 

desidratação e clareamento em álcool e xilol por um período total de 6 horas, sendo 

três imersões de uma hora em cada produto. Posteriormente fez-se a inclusão em 

parafina para confecção de 5 secções histológicas seriadas de 5μm de espessura, 

separadas entre si por uma distância de 10μm.  Para análise histomorfológica do 

tecido muscular analisou-se as secções histológicas coradas em Picrossírius, 

segundo Albuquerque Júnior et al. (2009). 

Para análise do padrão de neoformação do colágeno, utilizou-se um 

polarizador para luz transmitida (45 MM U-POT, Olympus) acoplado ao microscópio 

trinocular CX31 (Olympus), com sistema de captura de imagens C-70070 WIDE 

ZOOM (Olympus). Em cada lâmina foram fotomicrografados cinco campos 

histológicos (ampliação de 100x), sendo as imagens digitalizadas por meio de 

software de captura Olympus 2000® e projetadas em monitor Samsung® de 14’. Para 

análise descritiva do padrão de formação do colágeno foi analisada as seguintes 

variáveis: birrefringência (esverdeada ou amarelo-esverdeada para colágeno tipo III 

imaturo, e alaranjada ou avermelhada para colágeno tipo I maduro); espessura 

(delgada/delicada ou espessa/grosseira); e disposição (ondulada ou estirada). 

A leitura do colágeno foi qualitativa tendo como observação a prevalência, em 
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porcentagem, do colágeno tipo I e III encontrado em cada lâmina e apresentados 

baseando-se nos escores: 0 à 24% foi descrito como escasso; 25 à 49% razoável; 

50 à 74% frequente; e 75 à 100% intenso. 

Fez-se ainda a mensuração da espessura do colágeno muscular, tipo I e tipo 

III, localizado no perimísio e no endomísio, nas imagens capturadas através do 

software AxioVision 105 color, expressas em micrômetro. 

 

Análise estatística 

A tabulação de dados e tabelas foi confeccionada pelo programa Microsoft 

Excel 2010. O programa estatístico utilizado foi o GraphPad Prim 6.01. O teste de 

Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analisar a normalidade das variáveis 

estudadas. Para as análises de comparações múltiplas foi utilizado o teste Kruskal-

Wallis seguido do pós teste Dunn. Para verificar possíveis correlações entre as 

variáveis comportamentais e histomorfológicas utilizou-se o coeficiente de 

correlação de Spearman. Em todas as análises será utilizado o nível de significância 

de 5%.  

 

RESULTADOS 

A análise cromatográfica do bioproduto à base do OEAz identificou 57 

compostos totalizando 97,58% do total dos componentes, com retenção maior em 

nove componentes somando 78,43% do total da área cromatográfica. Os 

monoterpenos oxigenados são predominantes na composição do óleo essencial, e 

representam 45% do total do composto (Figura 5A e 5B). Na análise cromatográfica 

destaca-se o terpeno-4-ol (23,23%), presente em todos os órgãos da planta e o 1,8 

cineol (21,77%), presente nas folhas, como os principais compostos identificados, 

além do ʏ-terpeno (11,63%) e p-cineol (5,85%). Os resultados da análise 

cromatográfica foram semelhantes aos encontrados por Craveiro et al. (1980) e 

Santos et al. (2011). 
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Figura 5: Componentes em destaque na análise cromatográfica do bioproduto à base do OEAz. 
Espectrometria de massa, coluna capilar DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), fluxo de gás hélio (1 

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

 

Na avaliação BBB pré-tratamento, todos os grupos submetidos à LM 

apresentaram escores semelhantes entre si. No 14° DPO o grupo SHAN apresentou 

os maiores escores quando comparado aos demais grupos, observando diferença 

significativa (p<0,001), indicando a efetividade do procedimento de lesão 

experimental (Figura 6). 

  

Figura 6: Comparativo do escore Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) intergrupos em músculos 
espásticos de ratos tratados ou não com cinesioterapia e ou bioproduto à base do OEAz em 

diferentes tempos pré tratamento. As barras representam a média, com seu respectivo desvio 
padrão, dos escores da avaliação BBB de cada animal em seu grupo. (p<0,05 - Kruskal-Wallis 

seguido do pós teste Dunn). 

 

Nos tempos seguintes ao início do tratamento, os grupos SHAN e CTR 

apresentaram diferença significativa entre si em todos os tempos avaliados. Houve 

aumento gradual nos escores BBB dos grupos submetidos a algum tratamento a 
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partir do 21° DPO. Nesta avaliação, apenas os grupos CTR e FT apresentaram 

diferença significativa em relação ao grupo SHAN (p<0,05 e p<0,001 

respectivamente), assim como na avaliação do 28° DPO. Na avaliação de 35 dias 

após a lesão medular o grupo Az também apresentou diferença significativa quando 

comparado ao grupo SHAN (p<0,05). Ao final do tratamento, na avaliação do 45° 

DPO, apenas o grupo FTAz apresentou valores diferentes estatisticamente ao grupo 

CTR (p<0,05) e semelhantes ao grupo SHAN (Figura 7). 

  

  

Figura 7: Comparativo do escore Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) intergrupos em músculos 
espásticos de ratos tratados ou não com cinesioterapia e ou bioproduto à base do OEAz em 
diferentes tempos pós início do tratamento. As barras representam a média, com seu respectivo 
desvio padrão, dos escores da avaliação BBB de cada animal em seu grupo. (p<0,05 - Kruskal-
Wallis seguido do pós teste Dunn). 

Na avaliação da Capacidade Motora, o grupo FTAz apresentou diferente 

significativa quando comparado aos grupos CTR e FT em todos os tempos após o 

início do tratamento. A partir de 28 dia após à LM o grupo Az também apresentou 

diferença significativa comparado ao grupo CTR (p<0,05), mantendo-se assim até o 

final das avaliações (Figura 8). 
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Figura 8: Comparativo do escore de Capacidade Motora (CM) intergrupos em músculos espásticos 
de ratos com alteração de colágeno, tratados ou não com cinesioterapia e ou bioproduto à base do 
OEAz nos diferentes tempos pós início do tratamento. As barras representam a média, com seu 
respectivo desvio padrão, dos escores de CM de cada animal em seu grupo. (p<0,05 - Kruskal-
Wallis seguido do pós teste Dunn). 

  

A avaliação neurológica, composta pelos testes de sensibilidade dolorosa, 

posicionamento tátil e proprioceptivo apresentaram valores máximos em todos os 

animais do grupo SHAN, a partir do 3°DPO, apresentando diferença estatística 

(p<0,01) para os demais grupos. Já os animais do grupo CTR não atingiram escore 

classificado como normal em nenhuma das avaliações. No 21° DPO os grupos Az e 

FTAz apresentaram diferença estatística quando comparados ao grupo CTR (p<0,05 

e p<0,001 respectivamente) na avaliação da SD, PP e PT. Ainda nestas avaliações 

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 já 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 Tátil intergrupos em músculos espásticos de ratos, tratados ou não com 
cinesioterapia e ou bioproduto à base do OEAz nos tempos de 21 e 45 dias pós operatório. 

 

Quanto a predominância do colágeno tipo I 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 predominância 

razoável em 60% das lâminas com p<0,01 (Figura 10). 
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Figura 10: Predominância de colágeno tipo I intergrupos em músculos espásticos de ratos, 
tratados ou não com cinesioterapia e ou bioproduto à base do OEAz, após 45 dias de tratamento. 
Legenda: * p<0,01; ** p<0,001. Kruskal-Wallis seguido do pós teste Dunn. 

 

A predominância do colágeno tipo III 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). 

 

Figura 11: Predominância de colágeno tipo III intergrupos em músculos espásticos de ratos, 
tratados ou não com cinesioterapia e ou bioproduto à base do OEAz, após 45 dias de tratamento. 
Legenda: * p<0,001. Kruskal-Wallis seguido do pós teste Dunn. 
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Na mensuração da espessura do colágeno tipo I o grupo CTR apresentou o 

maior volume no endomísio quando comparado aos demais grupos, com diferença 

significativa (p<0,001). Valores semelhantes foram encontrados na mensuração do 

colágeno tipo I localizado no perimísio no qual o grupo CTR apresentou diferença 

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 não apresentaram diferença estatística entre si 

(Figura 12). 

  

Figura 12: Espessura de colágeno tipo I localizado no endomísio ou perimísio em intergrupos em 
músculos espásticos de ratos, tratados ou não com cinesioterapia e ou bioproduto à base do 
OEAz, após 45 dias de tratamento. (p<0,05 - Kruskal-Wallis seguido do pós teste Dunn). 

 

Para o colágeno tipo III localizado no endomísio tanto o grupo CTR, FT, FTAz 

e Az foram significativamente diferentes do grupo SHAN. Na mensuração do 

colágeno tipo III localizado no perimísio, não houve diferenciação entre os três 

grupos tratados e o grupo SHAN. Porém, quando comparados ao grupo CTR todos 

apresentaram diferença significante (Figura 13). 

  

Figura 13: Espessura de colágeno tipo III localizado no endomísio ou perimísio em intergrupos em 
músculos espásticos de ratos, tratados ou não com cinesioterapia e ou bioproduto à base do 
OEAz, após 45 dias de tratamento. (p<0,05 - Kruskal-Wallis seguido do pós teste Dunn). 
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Verificou-se a correlação entre os testes comportamentais, BBB e CM, do 45° 

DPO e a espessura do colágeno tipo I e tipo III localizado no endomísio e no 

perimísio (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Coeficiente de correlação entre colágeno tipo I e III localizados no perimísio ou 

endomísio e testes comportamentais (BBB e CM) em ratos, tratados ou não com 
cinesioterapia e ou bioproduto à base do OEAz, após 45 dias de tratamento. 

 BBB CM 

Colágeno I – perimísio ρ=-0,97* ρ=-1,00* 

Colágeno I – endomísio ρ=-0,66 ρ=-0,70 

Colágeno III – perimísio ρ=-0,15 ρ=-0,20 

Colágeno III – endomísio ρ=-0,05 ρ=-0,01 

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

 

Obteve-se valores significativos (p<0,05) com correlação forte e inversa entre 

colágeno tipo I do perimísio e escore BBB (ρ=-0,97), bem como entre este mesmo 

colágeno e o escore de CM (ρ=-1; Figura 14). 

  

Figura 14: Diagrama de dispersão entre espessura de colágeno tipo I do perimísio e escore BBB 
(ρ=-0,97) e espessura de colágeno tipo I do perimísio e escore CM (ρ=-1,00) em ratos, tratados ou 
não com cinesioterapia e ou bioproduto à base do OEAz, após 45 dias de tratamento (p<0,05). 
Coeficiente de correlação de Spearman. 
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DISCUSSÃO  

O presente estudo utilizou um sistema de compressão medular baseado nos 

estudos de Torres et al. (2010). Segundo o autor, esta forma de lesão experimental 

simula um trauma medular, por provocar compressão mecânica 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 não foi submetido ao procedimento de compressão medular, 

resultando em altos escores de avaliação comportamental já nas primeiras 

avaliações. Segundo Shah e Tisherman (2014) traumas na coluna vertebral, sem 

afecção da medula espinhal não tendem a evoluir para déficit de marcha. No 

presente trabalho, o grupo SHAN apresentou os mais altos valores da análise BBB, 

indicando boa deambulação, corroborando os autores supracitados. A diferença 

significativa entre este grupo e os demais nos tempos iniciais pré-tratamento (1°, 3°, 

7° e 14° DPO) da avaliação BBB comprova a efetividade do procedimento de lesão 

experimental. 

Os traumas da coluna vertebral tendem a repercutir com LM, iniciando-se com 

o processo inflamatório 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 à LM, resultando em contraturas 

neuromiogênica bem como a hiperreflexia muscular e aumento da tensão passiva do 

músculo, o que influencia na independência funcional e na marcha do indivíduo 

(ALENAZI et al., 2013). Porém, segundo Shah e Tisherman (2014) traumas na 

coluna vertebral, sem afecção da medula espinhal não tendem a evoluir para déficit 

de marcha. Os animais do grupo CTR do presente estudo não atingiram valores de 

normalidade em nenhuma das avaliações comportamentais, uma vez que não foram 

submetidos a nenhum tipo de tratamento. Já o grupo SHAN apresentou os mais 

altos valores da análise BBB, indicando boa deambulação, corroborando os autores 

supracitados. 

No presente estudo os tratamentos foram iniciados após duas semanas da 

lesão com objetivo de induzir a sequela espástica muscular, baseado no estudo de 

Murray et al. (2010) o qual relata haver alteração nos motoneurônios, após 
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compressão medular de ratos, por excitabilidade das vias reflexas espinhais com 

períodos prolongados de despolarização causando espasticidade, após duas 

semanas da lesão. 

Segundo Sherwood et al. (2000), a precocidade no início 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 início 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 redução 

da incapacidade para a marcha ao final do tratamento. Esta análise corrobora 

achados de Cândido (2010) e Cândido e Xavier-Filho (2012) sobre os efeitos do óleo 

essencial da Az em tratamento por 30 dias, à medida que a efetividade do 

tratamento é favorecida pela sua manutenção. 

Ao comparar os valores entre o grupo SHAN e o grupo Az observa-se 

diferenças estatística (p<0,05) ao final da avaliação. Assim, apesar da evidente 

evolução da avaliação BBB dos ratos tratados com o bioproduto à base do OEAz, os 

animais deste grupo continuaram apresentando sequelas neurológias que alteram 

negativamente a mobilidade e deambulação. Segundo Shrier (2004) a ausência de 

ativação muscular reduz a tensão ativa do músculo, tornando-o menos funcional. 

No presente estudo apenas o grupo FTAz apresentou valores diferentes 

estatisticamente do grupo CTR, sem diferença para o grupo SHAN, indicando 

características semelhante a animais sem LM. Estudos como o de Cândido e Xavier-

Filho (2012) utilizando a associação do bioproduto à base do OEAz e cinesioterapia 

apresentou significativa melhora funcional em crianças com paralisia cerebral, 

corroborando o presente estudo. Segundo Santos et al. (2011) as propriedades 

inerentes ao OEAz de modulação do influxo de cálcio para o sarcoplasma promove 

maior relaxamento da musculatura espástica. Segundo Scalzo (2010) a redução da 

espasticidade favorece o aumento da flexibilidade muscular, minimizando o risco de 
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contraturas neuromiogênicas e, consequentemente, possibilitando ganho funcional 

da marcha. 

Smith et al. (2009) relata que, além da hiperatividade dos canais de cálcio do 

tipo L, a regulação inadequada nestes canais em músculos espásticos leva ao 

aumento desse de forma crônica no retículo sarcoplasmático. Do ponto de vista 

fisiológico Gordon et al.  (2000) e Cheng; Lederer (2008) relatam que o excesso de 

cálcio causa lesões extensas e alterações nas propriedades contráteis dos 

músculos, além de aumentar a tensão passiva e reforçar as ligações cruzadas. 

Sendo o colágeno dependente diretamente das ligações cruzadas para a 

flexibilidade muscular, irá refletir, segundo Hadlich et al. (2008) e Franken (2010), 

em um músculo rígido. 

É possível que alterações morfológicas do colágeno, tanto no perimísio como 

no endomísio, altere a mecânicas muscular, podendo contribuir diretamente ou 

indiretamente para o desenvolvimento de contraturas, desempenhando assim um 

papel importante em problemas de mobilidade de pacientes espásticos (DIETZ; 

SINKJAER, 2007). O colágeno apresenta uma importante influência na elasticidade 

muscular passiva e na transmissão de força entre músculo e tendão (LIEBER; 

FRIDÉN, 2002). Segundo Booth et al. (2001), entende-se que a quantidade e 

qualidade de colágeno muscular pode influenciar na capacidade contrátil e elástica 

do músculo. Músculos com redução do seu trofismo, assim como os espásticos, 

apresentam uma significativa redução no quantitativo de colágeno tipo III, em 

estudos experimentais (URSO, 2006). 

O espessamento do colágeno tipo I do perimísio apresentou uma forte e 

inversa relação com os testes comportamentais BBB e CM indicando menor 

funcionalidade nos animais que apresentaram aumento da espessura deste 

colágeno. Estudos de Booth et al. (2001) realizados com 26 crianças com 

diagnóstico clínico de paralisia cerebral com sequela muscular espástica corroboram 

estes achados. Realizou-se a avaliação da hidroxiprolina, aminoácido exclusivo do 

colágeno, identificando correlação direta entre o acúmulo e espessamento de 

colágeno e o grau de espasticidade muscular. Os autores sugerem ainda que, um 

tratamento que previna ou minimize o espessamento do colágeno pode ser benéfico 
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em indivíduos espásticos. No presente estudo, os três tratamentos propostos 

apresentaram redução do espessamento das fibras de colágeno quando 

comparados ao grupo CTR, atingindo valores semelhantes estatisticamente ao 

grupo SHAN, sem lesão neural. 

Fríden e Lieber (2003), realizaram biopsia muscular em indivíduos saudáveis 

e com paralisia cerebral espástica para quantificação do colágeno tipo I através de 

estudo imunohistoquímico, encontrando valores semelhantes ao estudo anterior: 

maior concentração de colágeno presente nos músculos espásticos. A análise 

imunohistoquímica para outras proteínas musculares não apresentaram alteração. 

Estes achados corroboram a presente pesquisa na qual observou-se presença 

classificada como intensa do colágeno tipo I no grupo CTR. A baixa concentração 

deste tipo de colágeno nos grupos FTAz e Az podem indicar efetividade do 

tratamento proposto. Já o grupo FT apresentou valores classificados como 

frequentes de colágeno tipo I. 

Battistuzzo et al. (2012) em sua revisão sistemática, identificou resultados 

positivos da cinesioterapia em trabalhos onde os exercícios foram iniciados no prazo 

de 16 dias após lesão medular, assim como na presente pesquisa. Porém, segundo 

Araújo et al. (2012) a influência da cinesioterapia na condição estrutural do músculo 

rígido depende de um programa de longa duração e alta frequência, com resultados 

após quatro semanas de trabalho. Iamamura et al. (1999), apresentam achados 

semelhantes, com exercícios mioarticulares não apresentando alterações 

significativas no colágeno 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 questão é a flexibilidade muscular fornecida pelo colágeno a qual 

relaciona-se de forma inversamente proporcional às ligações cruzadas. Quanto 

maior a síntese de colágeno, menor o número de ligações cruzadas, e, como 

resultado, maior a flexibilidade (FRANKEM, 2010). A presença frequente de 

colágeno tipo III no grupo SHAN, bem como nos grupos FT e FTAz, sugere menor 

número ligações cruzadas, com diminuição da tensão passiva, facilitando a 

mobilidade do músculo espástico. O grupo Az apresentou intensa presença do 
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colágeno tipo III, superior aos demais grupos. Este fato justifica-se pela ausência da 

ativação muscular quando comparado aos grupos FT e FTAz, não gerando tensão 

ativa, tornando-o mais flexível (SHRIER, 2004). Porém, ainda segundo Shrier (2004) 

o aumento da flexibilidade pela redução da espasticidade não irá repercutir em 

aumento da funcionalidade do indivíduo, caso não haja tensão ativa para contração 

muscular. 

De acordo com Oliveira (2009), uma contração muscular normal acontece 

com a elevação dos níveis de Ca++, induzindo a ligação entre tropomiosina e actina, 

gerando tensão e/ou encurtamento do sarcômero. A manutenção de elevados níveis 

de Ca++ no citosol favorece a perpetuação do aumento do tônus muscular 

patológico, estando relacionada com a espasticidade. Segundo Li et al. (2003) para 

o relaxamento muscular e redução da espasticidade é preciso a regularização da 

concentração de Ca++. Os estudos de Santos et al (2011) sobre a modulação da 

concentração do cálcio após uso do óleo essencial corroboram com nossa pesquisa, 

comprovando que o bioproduto à base do OEAz regulam os canais de cálcio, 

podendo assim influenciar na formação do colágeno. 

 

CONCLUSÃO 

Verificou-se que a utilização do bioproduto à base do OEAz associado aos 

exercícios de cinesioterapia mostrou-se eficaz para reverter as alterações na 

espessura e organização do colágeno causadas pela espasticidade após LM em 

modelo murino através das alterações na espessura e organização do colágeno. 

Após 30 dias de tratamento, os animais assim tratados apresentaram características 

funcionais e histomorfológicas semelhantes aos animais sem lesão medular.  

Os animais que receberam os tratamentos separadamente obtiveram 

melhoras funcionais quando comparados ao grupo CTR, porém, mesmo ao final do 

período de tratamento, ambos os grupos ainda apresentavam diferença do grupo 

sem lesão medular. 
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