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RESUMO. A cicatrizacdo de feridas ¢ um problema de saude publica e, por isso, 0 processo
de reparo tecidual tem merecido atencao de pesquisadores, principalmente no que se refere aos
fatores que o retardam ou dificultam. A aplicacdo de microcorrente em lesdes teciduais
desempenha papel fundamental no processo de cicatrizagdo sendo capaz de restaurar o fluxo
elétrico na regido da lesdo, além de contribuir para diminuicdo da contaminacdo bacteriana.
Também a utilizacdo de plantas medicinais como Arnica montana ¢ de grande interesse, pois
esta espécie possui a propriedade de acelerar o processo de cicatrizagdo quando utilizada
topicamente sobre a regido afetada. Neste sentido, o presente estudo visa analisar os efeitos da
estimulagdo com microcorrente associada ou ndo a aplicagdo topica de A. montana em lesdes
incisionais na pele de ratos. Trinta e seis animais, de 90 dias, com 250g, foram divididos
aleatoriamente em (n=3): (C) sem tratamento; (MC) tratado com microcorrente (10 pA/2 min);
(A) tratado com aplicacdo topica de gel contendo A. montana; (A+MC) tratado com aplicagdo
topica de gel contendo A. montana + microcorrente (10 pA/2 min).. Amostras foram coletadas
dos animais eutanasiados no 2° 6° e 10° dia apds a lesdo cirurgica para analise
histomorfométrica: quantificacdo de infiltrado inflamatdrio, vasos sanguineos, fibroblastos e
porcentagem da area de coldgeno. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA Two-way e
pos-teste de Tukey (médiaterro padrdo). As terapias combinadas ou ndo, diminuiram a
quantidade de infiltrado inflamatorio e aumentaram o numero de fibroblastos, coldgeno e vasos
sanguineos durante o periodo experimental. A associagdo da aplicagdo de microcorrente e A.
montana foi efetiva no reparo tecidual de lesdes incisionais na pele do dorso de ratos,
controlando a inflamagao, favorecendo a fibroplasia, colagénese e angiogénese.

Palavras-chave: reparo tecidual, eletroterapia, planta medicinal.

ABSTRACT. Wound healing is a public health problem and, therefore, the process of tissue
repair has deserved the attention of researchers, especially regarding the factors that slow or
hinder it. The application of microcurrent in tissue lesions plays a fundamental role in the
healing process and can restore the electrical flow in the region of the lesion, besides
contributing to the reduction of bacterial contamination. The use of medicinal plants such as
Arnica montana is of great interest, as this species has the property of accelerating the healing
process when used topically on the affected region. In this sense, the present study aims to
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analyze the effects of microcurrent stimulation associated or not the topical application of 4.
montana to on incisional skin lesions of rats. Thirty-six 90-day, 250g animals were randomly
divided into groups (n = 3): (C) without treatment; (MC) treated with microcurrent (10 uA/2
min); (A) treated with topical gel application containing A. montana; (A+MC) treated with
topical application of gel containing A. montana + microcurrent (10 pA/2 min). Samples were
collected from euthanized animals on the 2nd, 6th and 10th day after surgical injury for
histomorphometric analysis: quantification of inflammatory infiltrate, blood vessels,
fibroblasts, and percentage of collagen area. Statistical analysis was performed using two-way
ANOVA and Tukey post-test (mean + standard error). The association of microcurrent
application and 4. montana was effective in the tissue repair of incisional lesions on the back
skin of rats, controlling inflammation, favoring fibroplasia, collagenesis and angiogenesis.

Keywords: tissue repair, electrotherapy, medicinal plant.
INTRODUCAO

A pele desempenha papel importante na prote¢do do ambiente interno do corpo, sendo
seu maior 6rgdo. Esta constantemente exposta e suscetivel a danos ou lesdes que podem causar
varios problemas na sobrevivéncia do organismo (POMAHAC et al., 1998). A cicatrizagdo de
feridas ¢ uma cadeia complexa de eventos bioquimicos e celulares designadas para restaurar a
integridade e a fun¢do dos tecidos. Avangos significativos ocorreram na compreensdo desta
cascata, que envolve a sinalizagdo de fatores de crescimento e citocinas, porém, ainda ha muito
que ser estudado sobre as interagdes celulares atuantes nos mecanismos de reparo tecidual
(EFRON et al., 2001).

Diversos fatores podem afetar o processo de cicatrizagdo, tais como: a) oxigenagao; b)
infec¢do sistémica contaminante; c) estado nutricional que, quando deficitario, diminui as
resisténcias organicas naturais a infec¢do; d) hormonios da idade e do sexo; e) estresse; f) estado
de saude; g) diabetes; h) medicamentos (GUO et al., 2010).

Terapias alternativas que favoregam o processo de reparo sdo de grande interesse para
os profissionais da saude e pesquisadores, apresentando promissores resultados como, por
exemplo, a estimulacdo elétrica de baixa intensidade (microcorrente) que vém sendo
investigada através de ensaios clinicos e com animais tentando elucidar seu mecanismo de a¢ao
no processo de cicatrizagdo (KLOT, 2005). Em tecidos como 0ssos, nervos e pele ocorrem
alteracdes bioelétricas subsequentemente a uma lesdo. Decrescido o fluxo elétrico na area
lesada, diminui a capacitancia celular e, por consequéncia, afeta a velocidade da reparacao
celular. A correta aplicacdo das microcorrentes em um local lesionado aumenta o fluxo de
corrente enddgena, permitindo recuperar a sua capacitancia, facilitando os transportes por meio
da membrana, aumentando a sintese proteica e de ATP. Esse processo ¢ conhecido como
bioestimulagdo, sendo compativel com o das correntes enddgenas que atuam no organismo no
nivel celular (KLOT, 2005; BAYAT et al., 2005).

Outro campo de interesse no reparo tecidual ¢ a utilizacdo de plantas medicinais
repassada de maneira empirica de geracdo em geracio (AKBIK et al., 2014; MOURAO et al.,
2014; MAVER et al., 2015). Porém, atualmente, esta propriedade ¢ conhecida devido as
moléculas farmacologicamente ativas das espécies vegetais, chamadas de principios ativos que
despertam o interesse da industria farmacéutica. A fitoterapia tem a inten¢do de realizar uma
forma alternativa de tratamento, sendo confidvel para o médico e para os pacientes (YUNES;
PEDROSA; CECHINEL, 2001).
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Entre as atividades biologicas da Arnica montana L. verifica-se efeitos antimicrobiano,
anti-inflamatorios, antirreumadticos, antiartriticos e cicatrizantes, sendo o componente
responsavel por este efeito as lactonas. Os éteres helenalina e dihidro-helenalina, sdo os
principios ativos mais importantes, da referida espécie. Estes sdo lactonas responsaveis por sua
acao anti-inflamatoria (KLAAS et al., 2002; KNUSSEL, WEBER, SUTER, 2002; BERGONZI
et al., 2005). Lactonas sesquiterpénicas (arnicolide, helenalina e dihidro-helenalina) e lactonas
flavonoides (alcoois, arnidiol, arnilenediol e isoarnilenediol), carotenoides, 6leo essencial,
acido fenilcarboxilico e mais alguns constituintes formam os principios ativos de 4. montana
(BUCAY, 1995).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo analisar os efeitos da estimulagao
com microcorrente associada ou ndo a aplicagdo topica de gel de 4. montana na resposta
tecidual, em especial da derme, durante o reparo de lesdes cutdneas induzidas cirurgicamente
em ratos.

METODOLOGIA

Foram utilizados 36 animais (ratos Wistar Rattus norvegicus) machos, com 90 dias e
peso médio de 250 g, obtidos do Centro de Experimentacdo Animal Prof. Dr. Luiz Edmundo
de Magalhdes — Centro Universitario da Funda¢do Herminio Ometto - FHO.

Os mesmos foram alojados em caixas individuais de policarbonato com xilana, em
temperatura constante (23+2°C), umidade de 55%, ciclo claro/escuro de 12h e dgua e ragdo ad
libitum durante todo o protocolo experimental.

Todos os procedimentos experimentais e cirurgicos foram realizados somente apos
aprovacio pelo Comité de Etica em Uso Animal - CEUA do Centro Universitario da Fundagio
Herminio Ometto-N°058/2018.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n = 3), a saber: (C) Grupo
controle — intervencdo simulada do tratamento; (MC) Grupo tratado com aplicacdo de
microcorrente (10 pA/2 min); (A) Grupo tratado com aplicacdo tdpica de gel contendo A.
montana L. (3dH e 10%); (A+MC) Grupo tratado com aplicagdo tdpica de gel contendo A.
montana L. (3dH e 10%) + aplicacdo de microcorrente (10 pA/2 min).

Protocolo experimental

Foi realizada a tricotomia na regido dorsal de todos os animais apds anestesia com a
associacdo de cloridrato de ketamina (1 ml/kg peso) e cloridrato de xilazina (0,2 ml/kg peso).
Em seguida, foi feita assepsia da area cirtrgica (regido dorsal) com digluconato de clorexidina
4% e posteriormente foi realizada uma incisdo cutinea, na qual se utilizou lamina 15 em bisturi
convencional montada em cabo numero 3, com profundidade de corte de 2 mm. A incisdo
mediu 40 mm, previamente demarcada com caneta dermografica e paquimetro, até a exposi¢ao
da fascia muscular dorsal.

Ap6s a intervencgdo todos os animais receberam analgésico por 72 horas (20 gotas de
dipirona sodica diluidas em 250 ml de 4gua por dia).

Aplicag¢do de microcorrente
Para a aplicacdo de microcorrente foi utilizado um estimulador elétrico transcutdneo
(Physiotonus Microcurrent, Bioset, Rio Claro, Sao Paulo, Brasil) para estimulagao elétrica. O

dispositivo foi configurado para modo de corrente microgalvanica continua com intensidade de
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10 pA/2 min, de acordo com o protocolo de MENDONCA et al. (2009), sendo que dois
eletrodos de metal de uma ponta esférica (10 mm de didmetro) foram colocados ao redor da
ferida em quatro pontos cruzados. Nao houve necessidade de anestesiar ou conter os animais
para o tratamento, pois a corrente elétrica de estimulagdo ¢ fisiologica, ou seja, ndo invasiva e
ndo causa desconforto algum. Os animais foram tratados dentro das caixas onde ficaram
alojados.

Os tratamentos foram iniciados 24 horas apds a intervengdo cirurgica € ocorreram
diariamente por 10 dias, no mesmo horério e da mesma maneira.

Tratamento com Arnica montana L.

A. montana (3dH e 10%) foi obtida da Farmacia Homeopatia NOVA ERA — Araras-SP
(farmécia para composicao, homeopatia e produtos naturais; farmacéuticos responsaveis: Sonia
C. Rossi Avelar (CRF 10.703), Elaine Jussi Lopes (CRF 40.208), Debora Milene Correa (CRF
45.077), Ana C. L. Basquera (CRF 63.931), e estava incorporada em gel (Natrosol (10%),
Nipagin (0.2%), Propilenoglicol (5%) e agua qsp). A escolha desta preparacdo deu-se em
virtude do uso popular no tratamento de feridas e traumas, e também pela presenca de
compostos antioxidantes importante na reparagdo de tecidos.

Para a aplica¢do nas incisdes na pele dos ratos foi utilizada uma espatula contendo cerca
de 20 mg da formulagdo de A. montana em gel. Os tratamentos foram iniciados 24 horas apds
a intervencdo cirurgica e continuados diariamente por 10 dias. Os procedimentos foram
realizados diariamente no mesmo horario e da mesma maneira.

Coleta das amostras

Seis animais de cada grupo foram eutanasiados com aprofundamento anestésico e,
posterior, deslocamento cervical, no 2°, 6° e 10° dia apds o procedimento experimental, para a
coleta das amostras da 4rea de lesdo. Para este propdsito, delimitou-se uma area de 20 mm do
centro das ulceras/cicatrizes para todas as amostras que foram destinadas a analise estrutural
(n=3).

Andlise estrutural e morfométrica

Apds a remocao, os fragmentos do tecido foram imersos em solugdo fixadora contendo
formoldeido a 10% em tampao Millonig pH 7,4 durante 24h a temperatura ambiente. Em
seguida, as pecas foram lavadas em tampao submetidas aos procedimentos padrdes para
embebicdo em Paraplast (Histosec®-Merck). Cortes longitudinais das pe¢as com 4 mm de
espessura foram tratados com as técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricromico de
Gomori (TG), em seguida as ldminas foram visualizadas em microscopia com o emprego de
luz polarizada. Na técnica Hematoxilina-Eosina foi observado a presenga de infiltrados
sanguineos e fibroblastos e na técnica de Tricromio de Gomori foi quantificado o contetdo de
fibras colagenas na area de reparo (% da area total) e vasos sanguineos.

Ap0s o preparo das ldminas as amostras foram documentadas no Fotomicroscopio Leica
DM2000, foi capturado imagens de 6 regides de cada amostra. As imagens foram utilizadas
para a quantificacdo de infiltrados sanguineos, fibroblastos, vasos sanguineos e fibras de
coladgeno pelo ImageJ 1.46r. Foi calculada a média dos valores para cada periodo.
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Analise estatistica

Os resultados foram digitados em planilhas eletronicas em ambiente Excel por Windows XP ™
e comparados pelo ANOVA Two-way e pos-teste de Turkey (p<0,05) software GraphPrism®
versdo 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A cicatrizacdo de feridas representa grave problema de satde publica, pois afetam
diretamente a qualidade de vida dos individuos, devido a diminui¢do da mobilidade e perda
substancial de produtividade. Esses fatores podem aumentar as despesas publicas na area da
saude (BREM; KIRSNER; FALANGA, 2004).

A estimulagao elétrica de baixa intensidade (microcorrente), por exemplo, ganhou novo
impulso, inovando o conceito de tratamento de lesdes. Os efeitos da modalidade microcorrente
vém sendo investigados através de ensaios clinicos € com animais tentando elucidar seu
mecanismo de acao no processo de cicatrizacdo (KLOT, 2005). Outra terapia que vem sendo
foco de estudos ¢ o uso de plantas medicinais. 4. montana possui efeitos antimicrobiano, anti-
inflamatorios, antirreumaticos, antiartriticos e cicatrizantes. Além disso, varios medicamentos
encontrados no mercado sdo a base de plantas, mostrando assim o crescente interesse deste tipo
de terapéutica (BERGONZI et al., 2005).

Para a aplicacdo dessas novas terapias ¢ necessario estudar o processo de cicatrizagdo,
que consiste na migragdo de células para a lesdo. No tecido lesado ocorre infiltracdo de células
sanguineas que estimulam outras células, como, epiteliais, queratinocitos e fibroblastos, sendo
esses responsaveis pela producdo de coldgeno e angiogénese (SINGER, CLARK, 1999).

No presente estudo observou-se na andlise de infiltrado inflamatoério que os grupos
tratados com A, MC e A+MC, apresentaram menor quantidade dessas células quando
comparados ao grupo controle no 2° e 6° dias. Além disso, no 2° dia observou-se que 0s grupos
MC e A+MC, apresentaram resultados significativos quando comparados ao grupo A. No 10°
dia experimental os grupos MC e A+MC também apresentaram menor quantidade de infiltrado
inflamatoério (Figura 1 A e B).

Esses resultados corroboram com Kaur et al. (2011) que estudaram edema em orelha de
rato e observaram a acdo da microcorrente na reducdo da resposta inflamatoria. A
microcorrente ¢ apontada como promotora de resposta anti-inflamatéria (COOK et al., 1994;
LEE et al., 2011) melhorando o reparo de tecidos lesionados. A. montana apresenta também
importante acdo anti-inflamatoria quando utilizada em formulagdo homeopatica ou nio, em
animais e seres humanos (CONFORTI ez al., 2007; KAROW et al., 2008; KAWAKAMI et al.,
2011; SOUSA et al.,2011; CASSU et al., 2011).

Durante a fase de proliferagdo da cicatrizacdo tecidual a granulagdo comeca através do
aumento da producao de coldgeno (MCDOUGALL, 2006). Os fibroblastos, que sintetizam e
secretam proteinas de coldgeno sdo os principais componentes do tecido de granulacdo e
desempenham papel importante no processo de cicatrizacdo de feridas. Varios estimulos
elétricos influenciam a migragdo, proliferacdo e sintese de proteinas dos fibroblastos. Maior
quantificagdo de fibroblastos foi observada no dia 10° dia experimental no grupo A+MC (Figura
1 C), indicando uma ag¢ao sinérgica dessas duas aplicagdes. Feridas dérmicas humanas tratadas
com microcorrente apresentaram maior atividade e migracao de fibroblastos (TANDON et al.,
2014). A. montana neste modelo experimental também estimulou aumento da formagdo de
fibroblastos em feridas na pele do dorso de ratos corroborando com a literatura.
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Figura 1: (A) Fotomicrografias de cortes transversais da area da ferida cutanea induzida experimentalmente nas
costas de ratos Wistar no 2° (2 d), 6° (6 d) e 10° (10 d) dias apos lesdo induzida cirurgicamente. Grupos
experimentais: C, A, MC, A+MC. Infiltrado inflamatdrio (seta amarela) e fibroblasto (seta laranja). As secgdes
foram coradas com HE; (B) Contagem de infiltrados sanguineos; (C) Contagem de fibroblastos.

O colageno ¢ a proteina mais comum no mundo animal e proporciona um arcabougo
estrutural de todos os seres vivos multicelulares. E produto essencial dos fibroblastos e
proporciona forca de estiramento das feridas em cicatrizagdo (CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007). A associagdo da aplicagdo de microcorrente e A. montana estimulou aumento
da porcentagem de area de coldgeno na area de reparo no 6° dia experimental (Figura 2 A e B),
favorecendo a cicatrizacdo, o que corrobora com os achados de Lagoumintzis et al. (2019) que
constataram a eficidcia da microcorrente em ulceras cronicas de pressdo em dois pacientes
acamados. No mesmo grupo de tratamento (A+MC) no 10° dia experimental observou-se
reducdo na formagdo do coladgeno quando comparado aos outros grupos (Figura 2). Essa
reducdo final de coldgeno se deve a remodelacdo da cicatriz, tendo essa degradacdo papel
importante, pois acimulos excessivos de coldgeno podem gerar uma cicatriz tumoriforme
elevada conhecida como queloide (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

A neoformacdo vascular ou angiogénese serve como fonte de nutrientes e oxigénio,
além de meio de conducdo de células fibroblasticas, contribuindo no processo cicatricial
(BOLTON et al., 1995). Aumento na vascularizagio foi observado logo no 2° dia de tratamento
em todos os grupos tratados quando comparados ao grupo controle. No 6° dia o grupo A+MC
obtiveram melhores resultados quanto a formacdo de novos vasos sanguineos. No 10° dia
experimental os grupos tratados apresentaram resultados mais satisfatorios quanto a
angiogénese quando comparados ao grupo controle (Figura 2 C), com destaque aos grupos
tratados com microcorrente, sozinha ou em associagdo com A. montana. Estes resultados
corroboram com o trabalho de Castro et al. (2012) que analisaram o efeito da 4. montana e sua
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associacao com microcorrente em feridas no dorso de ratos. Outros estudos mostraram a agao
desta espécie na angiogénese em feridas de pele no dorso de ratos (OLIOSO et al., 2016;
MEDRADO et al., 2003).

% da area de colagen:

Média do n° de vasos sanguineos

Figura 2: (A) Fotomicrografias de cortes transversais da area da ferida cutanea induzida experimentalmente nas
costas de ratos Wistar no 2° (2 d), 6° (6 d) e 10° (10 d) dias apos lesdo induzida cirurgicamente. Grupos
experimentais: C, A, MC, A+MC. Area de tecido da ferida com formagdo de colageno e formagio de vasos
sanguineos (seta amarela). As sec¢des foram coradas com Tricromico de Gomori (TG). (B) Quantificagdo da area
de colageno; (C) Contagem de vasos sanguineos.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos pode-se concluir que o tratamento com A. montana
favoreceu a formagdo de novos vasos sanguineos e maturacdo das fibras de coldgeno. A
microcorrente apresentou resultados importantes controlando a quantidade de infiltrado
inflamatorio e no aumento da angiogénese. A combinagdo dos tratamentos apresentou agao
anti-inflamatoria, aumento da angiogénese, de fibroblastos e aumento de sintese e degradagao
de colageno, apresentando agdo sinérgica no reparo de lesdes incisionais neste modelo
experimental.
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