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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da arnica na cicatrizagdo de feridas cutineas induzidas em ratos Wistar. Foram
utilizados 56 ratos machos saudaveis divididos em trés grupos: controle (16 ratos), tratamento com gel de arnica
(20 ratos) e tratamento oral com arnica (20 ratos). Apos a realizagdo de feridas no dorso dos animais, bidpsias
foram realizadas nos dias 3, 7, 14 e 21 pds-operatorio para avaliagdo macro e microscopica das feridas. Os
resultados macroscopicos mostraram o exsudato apenas no grupo controle no 3° dia pos-operatorio, enquanto a
coloragdo vermelha persistiu até o 7° dia em todos os grupos, exceto no de tratamento oral, que persistiu até o 14°
dia. As crostas foram observadas somente até o 14° dia no tratamento oral. Prurido manteve-se apenas no 21° dia
no grupo controle. Houve diferenca estatisticamente significativa no tamanho das feridas entre os de tratamento e
o controle. Nao foram observadas diferencas estatisticas na quantidade de células de defesa nos grupos tratados.
O grupo controle manteve epiteliza¢do parcial no 14° dia, enquanto os demais grupos apresentaram epitelizag@o
completa. A quantidade de fibroblastos mostrou-se estdvel no grupo controle no 14° dia, enquanto nos outros
grupos apresentaram diminuig@o. As fibras de colageno foram mais presentes nos grupos de tratamento, refletindo
em uma organizagdo mais eficaz. Conclui-se que o uso de Arnica no tratamento de feridas cutdneas estimulou
colageno e sua organizagao precoce, desempenhando com sucesso um papel fundamental na redugio do tempo de
cicatrizagdo. No entanto, seu uso oral mostrou-se inferior aos encontrados pelo tratamento em Gel.
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of arnica on the healing of induced cutaneous wounds in Wistar rats. Fifty-
six healthy male rats divided into three groups were used: control (16 rats), arnica gel treatment (20 rats), and
oral arnica treatment (20 rats). After creating wounds on the dorsum of the animals, biopsies were performed on
days 3, 7, 14, and 21 postoperative for macroscopic and microscopic evaluation of the wounds. Macroscopic
results showed exudate only in the control group on the 3rd postoperative day, while redness persisted until the
7th day in all groups except the oral treatment group, which persisted until the 14th day. Crusts were observed
only until the 14th day in the oral treatment group. Itching persisted only on the 21st day in the control group.
There was a statistically significant difference in wound size between the treatment groups and the control. No
statistical differences were observed in the amount of defense cells in the treated groups. The control group
maintained partial epithelialization on the 14th day, while the other groups showed complete epithelialization.
The amount of fibroblasts remained stable in the control group on the 14th day, while in the other groups, it
decreased. Collagen fibers were more present in the treatment groups, reflecting a more effective organization. It
was concluded that the use of Arnica in treating cutaneous wounds stimulated collagen and its early organization,
successfully playing a fundamental role in reducing healing time. However, its oral use was inferior to that found
with gel treatment.

Keywords: Rodents, skin injury, herbal medicine.

INTRODUCAO
Com crescimento desordenado de cdes errantes, o atendimento clinico a pacientes poli-

traumatisados decorrentes de acidentes automobilisticos, armas de fogo, quedas ou brigas vem
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sendo consideravelmente as causas mais comuns de traumas e de feridas cutaneas (BIANCHI
etal., 2013).

Neste contexto, a cicatrizacao da ferida pode ser classificada de trés diferentes formas,
as quais dependem de eventos que desencadeiam mediadores bioquimicos estabelecendo o
reparo dos danos do tecido, assim classificados como: primeira intenc¢ao, segunda intengado e
terceira inten¢do (fechamento primario retardado). A cicatrizagao de primeira inten¢ao ocorre
quando as bordas opostas sao aproximadas e ndo ha infec¢do. Ja a cicatrizagdo de segunda
inten¢do sdo aquelas em que ocorrem perda excessiva do tecido e por isso ndo € possivel a
aproximagdo do tecido que, portanto, ¢ deixado aberto. Enfim, a cicatrizagdo de terceira
intencdo ¢ aquela onde ocorre a aproximacao das margens da ferida apds o tratamento aberto
inicial (SANTOS, 2021).

O processo de cicatrizagdo de uma ferida ¢ um desenvolvimento dinamico, ao qual se
inicia imediatamente ap6s a lesdo, envolvendo processos celulares e moleculares. Esse processo
¢ composto por trés fases: inflamatoria, reparacao e maturagdo. A fase inflamatoria € composta
por uma vasoconstricdo dos vasos lesionados e em seguida uma vasodilatacao o que facilita a
propagacao das células, enzimas e proteinas que serdo responsaveis pela formagdo de plug
hemostatico. A segunda fase, de reparagdo, ¢ caracterizada principalmente pela proliferacao de
fibroblastos e deposicdo de colageno. Seguindo para a ultima fase, de maturagdo, que se inicia
aproximadamente 8 dias apds a lesdo inicial. (SILVA, 2021)

Assim, decorrente da etiologia, o avango da medicina veterindria e a necessidade de
prover as insuficiéncias das mais diversas terapias convencionais de feridas cutaneas ¢ possivel
observar uma procura consideravel pela utilizagdo de plantas consideradas medicinais para o
tratamento de diversas enfermidades (RIBEIRO et al., 2013).

O uso de produtos naturais vem sendo utilizado desde o inicio da historia, sendo que
plantas sao usadas como tratamentos para humanos e animais. A aplicagao desse uso se difunde
por saberes populares e hoje utilizadas por tutores e médicos veterinarios (XAVIER et al.,
2022).

No meio de diversas plantas, a que podemos citar ¢ a Arnica montana, de facil acesso
a populacao e conhecida popularmente como arnica das montanhas. Desde o século XVI ela ¢
conhecida, usada na pratica para tratamento de hematomas. No presente, € proposto que a planta
possui multiplos efeitos, sendo eles: anti-inflamatdrios, antirreumatico, antiartritico, analgésico,
cicatrizante, antisséptico, antimicrobiano, fungicida, anti-histaminico, cardiotonico, sendo
constantemente empregada localmente como anti-inflamatorio, principalmente na forma de
oleo essencial (ALONSO, 1998).

A Arnica montana, possui um principio ativa bem expressivo. Os componentes mais
significativos incluem lactonas sesquiterpénicas, flavonoides, alcoois, carotenoides, 6leo
essencial, acido fenilcarboxilico, e outros constituintes. Entre estes, as lactonas
sesquiterpénicas, especialmente os ¢ésteres helenalina e dihidrohelenalina, sdo os mais
importantes, sendo responsaveis pela atividade anti-inflamatéria comprovada por diversos
estudos tanto em ambientes controlados de laboratério quanto em organismos Vvivos
(ALFREDO, 2008).

Em estudo realizado em 75 ratos, os resultados obtidos com a Arnica se mostraram
satisfatorios quanto o tempo de cicatrizagdo, se apresentando menor que o restante, melhor
formagao e mais rapida formagdo de tecido cicatricial (ALECU et al., 2007).
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Outro estudo realizado por Nascimento et al. (2011) com 15 animais, utilizando trés
grupos, sendo um deles controle, o segundo placebo e o terceiro usado um gel com Arnica
montana como principio ativo, observou-se que o grupo utilizando a Arnica montana nao
apresentou edema em nenhum dos ratos, também se verificou no grupo tratado espessura
epitelial melhor, o que torna a pele mais resistente a novas rupturas. Se mostrou também mais
eficiente na fase de proliferagao para a fase de maturagdo, obtendo maior cicatrizagdo para os
ratos tratados com Arnica montana. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
potencial de cicatrizagdo da Arnica montana em feridas cutaneas induzidas em ratos Wistar.

MATERIAL E METODOS

Local

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM), sob numero de
protocolo 137/19. Realizado utilizando-se ratos provenientes do Biotério do Centro
Universitario de Patos de Minas — UNIPAM, Patos de Minas/MG. Este possui sistema de dois
corredores (limpo e sujo) entre as salas de experimentacdo com fluxo de pessoas e insumos
definido e sdo protegidas com barreiras sanitarias (autoclave de barreira, sistema de filtragdo de
ar, diferencial de pressdo, air-lock etc.). A temperatura ambiente foi controlada a 22 °C. Possui
um sistema de insuflagdo, exaustdo e filtragdo do ar das salas, impedindo a dispersdo da amonia
no ambiente, realizando 15 a 20 trocas de ar/h e o ciclo de luz é definido 12 horas de claro e 12
horas de escuro. Os animais foram acondicionados em mini isoladores, contendo um rato cada,
acoplados a uma rack ventilada. A alimentacao e agua foram fornecidas ad libidum. A cama foi
de maravalha de pinus. Todo o sistema foi ligado a um gerador, que garante a manutencao em
caso de falta de energia elétrica.

Grupos

Foram utilizados 56 ratos, machos higidos, com peso entre 200 a 250g. Os animais
foram divididos em trés grupos: Grupo Controle (com 16 ratos); Grupo com tratamento topico
com gel de arnica e o Grupo com tratamento por via oral utilizando arnica, ambos com 20
animais cada

Em cada um dos animais pertencentes aos grupos (Controle, Gel e Gavagem), foi
realizada uma ferida no ter¢o proximal da linha média dorsal do térax.

Os Grupos Gel e Grupo Gavagem foram entdo subdivididos em quatro subgrupos com
cinco ratos cada: T3 - foram biopsados no 3° dia, T7 - no 7° dia, T14 - no 14° dia apds e T21 —
ao 21° dia apo6s a realizagdo das feridas. O Grupo Controle também foi subdividido em quatro
subgrupos, o mesmo continha 4 animais que foram biopsados nos respectivos dias ja descritos.

Protocolo Anestésico

Apo6s contengdo manual, por preensdo digital da regido dorsal, os animais foram
submetidos a anestesia dissociativa injetavel utilizando a associacdo de midazolan, cloridrato
de xilazina e cloridrato de cetamina nas doses de 2mg/kg, 10mgkg e 70mg/Kg,
respectivamente, todos por via intraperitoneal (IP). Foi realizada a analgesia com tramadol,
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utilizando-se 8mg/kg por via subcutanea (SC). Em seguida os animais foram posicionados em
decubito ventral e realizada ampla tricotomia, na regido tordcica dorsal de cada animal,
iniciando-se nas escapulas até o ultimo par de costelas. Posteriormente a tricotomia, realizada
antissepsia do campo cirtirgico com iodo povidona a 0,2%.

Procedimento Cirdrgico

Em seguida a anestesia, as areas das incisdes circulares foram demarcadas no dorso
dos animais utilizando-se um punch keys metalico de biopsia de lcm de diametro. Este foi
introduzido em um local na linha sagital mediana toracica dorsal. Ap6s a demarcag¢do foram
realizadas as incisdes circulares nas areas delimitadas transpassando a pele e o subcutaneo com
auxilio de bisturi (cabo n® 3 e lamina n° 11), tesoura metzenbaum reta e pinga anatomica,
realizando desta forma a exérese do fragmento da pele e consequentemente expondo a fascia
dorsal muscular.

Po6s-Operatorio

O curativo topico foi realizado diariamente, uma vez ao dia, sempre no mesmo periodo
e pelo mesmo pesquisador sem a necessidade de anestesia, no qual o tipo de curativo foi
definido conforme o grupo. Os animais do Grupo Controle foram tratados pelas vias topica e
oral (gavagem) com soluc¢ao fisioldgica a 0,9%. O Grupo Gel por via topica com gel de Arnica
4dH (4:10). Por fim no Grupo Gavagem a ferida foi limpa utilizando solucao fisioldgica 0,9%
associada administracao oral (gavagem) de um glébulo Arnica 4dH (4:10) diluindo em 1mL de
agua. Nos trés primeiros dias do pds-operatorio foi administrado nos animais dipirona sédica,
na dose de 300mg/kg, por via subcutanea, uma vez ao dia, para analgesia e controle da dor.

Avaliacao Macroscopica

Foi feita uma avaliacdo macroscopica das feridas, utilizando um paquimetro. Os
valores encontrados foram adicionados em uma planilha para posterior andlise estatistica.
Foram também avaliados aspecto, coloragdo do leito da ferida, presenga de crostas, exsudacao
e prurido, sendo todas as lesdes fotografadas.

Biopsia

Findado os 3°, 7°, 14° e 21° dias pos-incisdo, os animais foram eutanasiados com o
mesmo protocolo acima descrito e entdo realizado a biopsia da cicatriz, utilizando-se bisturi n°
3, sendo realizada incisdo eliptica e retirando-se todo o tecido cicatricial. A amostra foi
armazenada em frasco devidamente identificado e fixada em solucdo de formaldeido a 10%
tamponada. Os fragmentos de biopsias foram encaminhados ao Laboratério de Histopatologia
do Centro Clinico Veterinario (CCV).

Eutanasia

Imediatamente ap6s a biopsia e com os animais ainda sob anestesia os mesmos foram
eutanasiados com dose letal, trés vezes a dose para anestesia, de cloridrato de cetamina
(240mg/kg) associada a cloridrato de xilazina (45mg/kg).
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Formula¢ao Farmacéutica

Na Farmativa Florais e Homeopatia, farméacia de manipulagdo e homeopatia em
Uberlandia/MG, foram confeccionados o gel de arnica e o glébulo de arnica, ambos na poténcia
de 4dH (4:10) a 10%.

Através de procedimento padrao de manipulacdo do laboratério e seguindo o
compéndio de homeopatia, foi adicionado no gel de arnica 100 g de pomada base e 10mL de
extrato de arnica na poténcia de 4dH (4:10). Para a formulagdao do globulo, foi seguido os
mesmos padrdes, sendo que cada 1g do glébulo possuira 100mg de Arnica montana 4dH (4:10).
Estes procedimentos foram realizados obedecendo as normas de boas praticas de manipulagao
de farmacos.

Processamento e Analises das amostras

No Laboratorio de Histopatologia do Centro Clinico Veterindrio, as amostras foram
fixadas, desidratas e emblocadas em parafina. Em seguida, foram realizados os cortes
histélgicos com Spum de espessura e fixados dois cortes por amostra em cada lamina para leitura
dupla. Apo6s, as laminas foram coradas com Hematoxilina Eosina (HE) para avaliar globalmente
os cortes de tecido, e pelo Tricomico de Masson (TM) para avaliagdo das fibras colagenas.

Avaliacdo Histopatologica

Findado os processos de coloragdo e secagem, as laminas foram analisadas em
microscopia de luz em objetiva de 40 e 100x, observando-se: presenca de células inflamatorias,
proliferagdo fibroblastica, colagenizagao e reepitelizagdo tecidual.

A leitura das laminas foi feita em microscopia de luz com aumento de 40 e 100x. Nas
observagdes de microscopia Optica, foram avaliados fibroblastos e a colagenizacdo (fibras
coladgenas). Para tal, foram atribuidas trés graduacdes pelo método de cruzes: 0 ausente, +
moderada e ++ acentuada. Referente a presenca de células inflamatdrias (linfocitos e
mondcitos), estas foram contadas em 10 campos, sendo entdo realizada a média. Avaliagdo da
organiza¢do das fibras coldgenas ocorreu da seguinte forma: desorganizadas, organizadas
parcialmente ou completamente, enquanto para a reepitelizagdo tecidual: 0 ausente, + parcial e
++ completa.

Analise Estatistica

As variaveis diferencam do tamanho da ferida e média de células de defesa foram
inicialmente submetidas a uma analise de normalidade pelo teste de Shapiro-wilk (p>0.05), os
dados que apresentaram distribui¢do normal foram avaliados pela ANOVA de duas vias com
post hoc Sidak. Tanto as varidveis ndo normais quanto ordinais a comparac¢ao entre momentos
e tratamentos foi feita pelo teste de Friedman. As varidveis de natureza qualitativa foram
avaliadas entre momentos e tratamentos pelo teste de Qui quadrado de Person. As analises
foram feitas no SPSS 20 ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADO E DISCUSSAO

Em relacdo ao exsudato, sua presenca foi observada somente no subgrupo de trés dias
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de tratamento pds-operatério (T3) do Grupo Controle (p<0,05), conforme descrito na Tab. 01.
Resultados diferentes foram descritos por Castro et al. (2012), o qual testou a aplicagdo de
microcorrentes vinculadas a Hypericum perforatum (Erva de Sao Jodo) e a Arnica montana,
mostrou que a agao cicatricial da Arnica quando tratada isoladamente, sem os aditivos citados,
tem efeito menor quanto ao aspecto de exsudato e edema local.

Tabela 01: Presenca de exsudato nas feridas de pele induzidas em ratos Wistar aos 03, 07, 14
e 21 dias pos-operatorio nos Grupos Controle, Gel e Gavagem.

Grupo Tempo de Tratamento Pés-Operatério
T3 (3 dias) T7 (7 dias) T14 (14 dias) T21 (21 dias)
Controle Presente®* Ausente® Ausente® Ausente®
Gel AusenteB Ausente Ausente Ausente
Gavagem Ausente® Ausente Ausente Ausente

*Comparacgdo entre os momentos letras minusculas diferentes diferengas significativas, p<0,05; e entre os
tratamentos letras maiusculas diferentes diferengas significativas, p<0,05.

No entanto, achados semelhantes foram descritos por Silva (2021), que utilizou arnica
5dH nas concentragdes de 5% e 10% para avaliar a ferida nos dias 3, 7, 14 e 21 p6s-operatorio,
observando a presenga de exsudato e crosta até o 7° dia. O presente estudo revelou uma maior
eficiéncia na reducao do exsudato em comparagdo com o estudo de Silva (2021). Apesar de
Silva (2021) ter utilizado uma concentra¢ao maior durante o mesmo periodo de tempo, nosso
estudo obteve resultados semelhantes com uma concentragao menor.

De acordo com Santos et al. (2006), apds a remocao de um fragmento de pele, a area
lesionada ¢ inicialmente preenchida por fibrina, coagulo e exsudato inflamatorio, formando
uma crosta que cobre a ferida.

No entanto, conforme Bezerra et al. (2015), uma resposta inflamatoria intensa e
prolongada pode prejudicar o processo de cicatrizagdo. Isso acontece porque essa reacao
inflamatoria pode causar edema e um excesso de exsudato, criando condigdes propicias para o
crescimento de bactérias, o que por sua vez inibe a proliferacdo de fibroblastos e a deposi¢cao
de colageno.

Em relagdo a coloragdo do leito da ferida, apenas o subgrupo de 14 dias de tratamento
pos-operatorio (T14) do Grupo Gavagem ainda apresentava pigmentacdo avermelhada,
diferente dos Grupos Controle e Gel, em que o leito se mostrou esbranquigado (Tab. 02).

Tabela 02: Diferenca da coloragdo (vermelho e branco) das feridas de pele induzidas em ratos
Wistar nos tempos 03, 07, 14 e 21 dias pos-operatorio nos Grupos Controle, Gel e Gavagem.

Grupos Tempo de Tratamento P6s-Operatorio
T3 (3 dias) T7 (7 dias) T14 (14 dias) T21 (21 dias)
Controle Vermelho? Vermelho? Branco®* Branco®
Gel Vermelho? Vermelho? Branco®™ Branco®
Gavagem Vermelho® Vermelho® Vermelho®™® Branco®

*Comparacdo entre os momentos letras mintsculas diferentes diferencas significativas, p<0,05; e entre os
tratamentos letras maiusculas diferentes diferencas significativas, p<0,05.

Resultados similares foram encontrados por Silva (2021), o qual utilizou a Arnica

montana juntamente com uma membrana de latex para o tratamento de queimaduras em ratos.
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De modo geral, observou-se, no terceiro dia de tratamento, uma resposta positiva ao aplicar a
membrana supracitada em casos de reepitelizacdo avancada e presenca de tecido de granulacao
maduro.

Sabe-se que o tecido de granulagao, caracterizado por sua tonalidade vermelha intensa,
surge aproximadamente entre trés a quatro dias apds a ocorréncia da lesdo que a partir do 20
dia comeg¢a a diminuir devido a grande acdo do colageno na fase de maturacdo da ferida
(GUIMARAES, 2020). Esse tecido preenche as lacunas resultantes, oferecendo protecio as
feridas, criando uma barreira contra infecgdes e estabelecendo uma superficie propicia para a
migracao das células epiteliais. Ademais, desempenha um papel crucial na contragao da ferida
(OLIVEIRA e DIAS, 2012).

Nesse sentido, a presenca de tecido de granulacdo ao 14° dia de tratamento (T14)
observado no Grupo Gavagem, sugere um atraso nos processos cicatriciais iniciais, evidenciado
uma desvantagem em relagdo aos Grupos Controle e Gel, os quais ja apresentavam um tecido
de coloracao branca, indicando, assim, um reparo maior da ferida.

No que concerne a formagao de crostas, estas foram evidenciadas nos Grupos de trés
dias (T3) e sete dias (T7) de todos os grupos. No 14° (T14) e 21° dia (T21) de tratamento pos-
operatério dos Grupo Controle e Gel as crostas estavam ausentes, exceto no tempo de
tratamento T14 do Grupo de Gavagem. Esses resultados estdo detalhados na Tab. 03.

Segundo Martins (2006), o processo de regeneracao dos tecidos passa por varias etapas
distintas simultaneamente. Apds a remocao do fragmento de pele, uma area de quebra de tecido
¢ formada, e inicialmente preenchida por uma combinagdo de fibrina, codgulo e exsudato
inflamatoério. Esse processo leva a formagao de uma crosta que cobre a ferida.

Tabela 03: Presenca ou auséncia de crostas das feridas de pele induzidas em ratos Wistar nos
tempos 03, 07, 14 e 21 dias pos-operatdrio nos Grupos Controle, Gel e Gavagem.

Grupos Tempo de Tratamento Pés-Operatorio
T3 (3 dias) T7 (7 dias) T14 (14 dias) | T21 (21 dias)
Controle Presente®* Presente? Ausente®™ Ausente®
Gel Presente® Presente? Ausente®® Ausente®
Gavagem Presente ** Presente® Presente®® Ausente?

*Comparacdo entre os momentos letras mintsculas diferentes diferencas significativas, p<0,05; e entre os
tratamentos letras maiusculas diferentes diferencas significativas, p<0,05.

Em relagdo ao prurido, mostrou-se presente a partir do 7° dia de tratamento apenas nos
Grupos Gel e Gavagem, diferente do Grupo Controle (p<0,05) que permaneceu ausente. No 14°
(T14) dia pos-operatério, o prurido se manteve presente em todos os grupos de tratamento
diferente do observado no Grupo Controle aos 21 dias pos-operatorio (p<0,05), conforme
descrito na Tab. 04.

Ainda nesse contexto, com base nos resultados apresentados, pode-se afirmar que a
Arnica teve papel significativo na reducgao do processo inflamatdrio, sobretudo, nos primeiros
3 (T3) dias pos-operatorio.

O prurido envolve uma sensagdo desconfortavel e, em certos casos, dolorosa, levando
o animal a cogar, lamber, morder ou arranhar sua prépria pele. Esse comportamento
desempenha um papel como um mecanismo de alerta e prote¢ao, auxiliando na remogao de
substancias prejudiciais ou irritantes da pele (VANDERLEI et al., 2013).
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Tabela 04: Presenca de prurido das feridas de pele induzidas em ratos Wistar aos 3°, 7°, 14° e
21° dias pos-operatorio nos Grupos Controle, Gel e Gavagem.

Grupos Tempo de Tratamento P6s-Operatorio
T3 (3 dias) T7 (7 dias) T14 (14 dias) T21 (21 dias)
Controle Ausente? Ausente** Presente® Presente®®
Gel Ausente? Presente®® Presente® Ausente®®
Gavagem Ausente? Presente®® Presente® Ausente®®

*Comparagdo entre os momentos letras minusculas diferentes diferengas significativas, p<0,05; e entre os
tratamentos letras maiusculas diferentes diferencas significativas, p<0,05.

O prurido envolve uma sensacdo desconfortavel e, em certos casos, dolorosa, levando
o animal a cogar, lamber, morder ou arranhar sua propria pele. Esse comportamento
desempenha um papel como um mecanismo de alerta e prote¢ao, auxiliando na remogao de
substancias prejudiciais ou irritantes da pele (VANDERLEI et al., 2013).

Segundo Shimabucoro (2020), quando o processo de cicatrizagcdo estd em curso € a
ferida esta prestes a fechar completamente, apds aproximadamente o 7° dia, ocorre uma reducgao
na presenca de células inflamatorias. Isso pode levar a sensacgdo residual de coceira.

Consequentemente, diversos fatores podem influenciar o processo de cicatriza¢ao. Por
exemplo, pacientes diabéticos, queimaduras e a frequente manipulacdo da lesdo podem
interferir. Mesmo o prurido, ao estimular o contato com a lesdo, também pode desempenhar um
papel nesse contexto, conforme destacado por Szwed (2015). Na pratica da clinica veterinaria
esse contato com a ferida € observado também na tentativa de obter alivio do prurido através
de mordeduras ou arranhaduras, podendo se ndo corretamente prevenido gerar agravos em
decorréncia do ciclo vicioso, conhecido como “ciclo-coceira” (FUNDAO e ALMEIDA, 2019).

No que se refere ao tamanho do diametro da ferida, o presente estudo observou
diferenga significativa (p<0,05) entre o Grupo Controle (Figs. 01-A até 01D) com o Gel (Figs.
01-E até 01-H) e também com o Gavagem (Figs. 01-I até¢ 01-L), no tempo de tratamento de 14
dias (Tab. 05). Pode-se observar também que a evolugdo e o fechamento da ferida se
mantiveram de forma gradual no decorrer de todo o processo.

Tabela 05: Diferenca do tamanho inicial e final (mm) do didmetro das feridas de pele induzidas
em ratos Wistar nos tempos 03, 07, 14 e 21 dias pds-operatorio nos grupos controle, gel e
gavagem.

Grupos Tempo de Tratamento P6s-Operatorio
T3 (3 dias) T7 (7 dias) T14 (14 dias) T21 (21 dias)
Controle 1,15 (1,14)** -2,99 (1,10) %A -4,78 (1,09) A -5,51 (1,06) 4
Gel 1,18 (0,41)A -3,65(0,97) %4 -5,58 (1,43) B -6,88 (1,66) 4
Gavagem 1,15 (1,12)*4 -3,62 (0,88) %A -4,14 (1,75)<8 -5,95 (1,16) %

*Comparagdo entre os momentos letras minusculas diferentes diferencgas significativas, p<0,05; e entre os
tratamentos letras maiusculas diferentes diferencas significativas, p<0,05.

Conforme discutido no estudo de Freitas (2021), a fase de contragdo durante o processo
de cicatrizacdo ¢ caracterizada pelo movimento das bordas da ferida em dire¢do ao seu centro.
Esse fendmeno ocorre mesmo em lesdes que envolvem toda a espessura da pele, incluindo
situacdes em que enxertos sdo aplicados. Nos casos em que a cicatrizagdo ocorre por segunda
intenc¢do, a contragdo da ferida pode levar a uma redugdo na area que pode chegar a até 62% da
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superficie original do defeito na pele.
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(Fonte: dados do autor, 2023)

Figura 01: Fotografias das feridas realizadas na linha mediana dorsal de ratos Wistar.
Obs.: Grupo Controle aos 3° (A), 7° (B), 14° (C) e 21° (D) dias apos a cirurgia. Grupo Gel ao 3° (E), 7° (F), 14°
(G), 21° (H) dias pos cirtrgico. Grupo Gavagem ao 3° (I), 7° (J), 14° (K), 21° (L) dias pos cirtirgico.

Os achados reportados por Esquisato (2019) revelaram que, dentro do contexto
experimental, a aplicagcdo de Arnica montana estimulou o aumento da produgao de fibroblastos
em feridas localizadas na regido dorsal de ratos. Esse efeito demonstrou ser eficaz na promogao
do fechamento mais eficiente das feridas.

Por outro lado, Craciunescu et al. (2012) ao examinarem a composi¢do quimica da
Arnica montana e compararem-na com a A. absinthium em diferentes concentragdes de
extratos, identificaram que a utilizagdo da 4. montana resultou em tempos de cicatrizagdo mais
favoraveis. Ademais, essa aplicagdo apresentou atividade antioxidante e exibiu um efeito
citoprotetor sobre a lesdo.

Comparado aos estudos de Craciunescu et al. (2012) e Esquisato (2019), a
concentracdo de Arnica utilizada neste experimento segue o padrdo esperado,
independentemente das poténcias e das concentragdes utilizadas em outros estudos.

No que diz respeito a avaliagdo histopatologica das feridas, conforme mostrado na Fig.
01, a média da contagem das células inflamatorias ndo demonstrou uma diferenga significativa
(p>0,05) entre os Grupos Controle, Gel e Gavagem nos periodos de T3, T7, T14 e T21. No
entanto, houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) quando comparado com os
tempos de tratamento pos-operatdrio, conforme detalhado na Tab. 06 e Fig. 02.
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Tabela 06: Média e desvio padrao de células inflamatorias observadas feridas de pele induzidas
em ratos Wistar ao 3°, 7°, 14° e 21° dia pds-operatoério.

Grupos Tempo de Tratamento Pés-Operatorio
T3 (3 dias) T7 (7 dias) T14 (14 dias) T21 (21 dias)
Controle | 39,50 (18,59)* 19,75 (8,57)°8 7,50 (1,73)°¢ 4,75 (0,50)%P
Gel 41,50 (9,29)*A 18,75 (5,18)°B 8,60 (3,30)C 5,75 (1,70)4P
Gavagem | 34,75 (10,84)** 18,50 (6,55)°8 7,75 (0,89)°¢ 1,50 (0,57)%P

*Comparagdo entre os momentos letras mintsculas diferentes diferencas significativas, p<0,05; e entre os
tratamentos letras maiusculas diferentes diferencas significativas, p<0,05.

LR .‘l‘ 3 E\ :sA\, 5 Y\ ; 'i)”\\ X
(Fonte: dados do autor, 2023)
Figura 02: Microfotografia, das lesdes do Grupo Controle.

Obs.: Presenga de celulas inflamatorias (setas) no 3° dia do pos-opratorio dos Grupos Controle (A), Gel (B) e
Gavagem (C). Coloragdo H.E., Microscopia de luz no aumento 100x.

Resultados compardveis aos obtidos no presente estudo foram identificados por
Alfredo (2008). Ao investigar o processo inflamatdrio em ratos, o estudo revelou um aumento
significativo na quantidade de células inflamatdrias infiltradas nos primeiros quatro dias apds a
inducao da ferida.

Conforme descrito por Santos (2019), a fase inicial do processo de cicatrizacdao
desempenha um papel crucial na reparagdo, uma vez que a auséncia de inflamagdo pode
comprometer o processo de cura. Nessa etapa, ha um aumento na permeabilidade dos capilares,
resultando na migracdo de células para a area afetada, incluindo macrofagos, neutrofilos,
linfécitos e fibroblastos.

Em pesquisa conduzida por Perussolo (2015), que investigou a presenca de
macrofagos em ulceras orais de ratos tratados com Arnica montana revelou que a tintura de
arnica ndo exerceu influéncia na producio dessas células. E observado que a produgdo de
macréfagos continua a desempenhar um papel crucial na promogao de uma cicatrizacdo mais
eficaz das feridas. Segundo Marques (2006), a Arnica montana é capaz de estimular o sistema
imune a promover melhor dindmica interativa com o sistema de defesa do paciente apoOs ser
estimulado algum processo inflamatorio.

Assim, a auséncia de diferenca estatistica significativa ao comparar os Grupos entre si
no mesmo tempo de tratamento, permitiu inferir que a arnica ndo influenciou o processo
fisiologico, ocorrendo este como o esperado para fase inflamatoria.

No que se refere a epitelizacdo, notou-se que o processo de formagdo do epitélio
comegou a se tornar visivel a partir do 14° dia. Nesse ponto, observa-se que o Grupo Controle
apresenta menor eficacia, exibindo uma formacao parcial da epitelizagcdo, enquanto nos outros
grupos a epitelizacao se manifesta de maneira completa conforme a Fig. 03 e a Tab. 07.
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Figura 03: Fotomicroscopia, de lesdes apontando comparativo entre os Grupos avaliados.

Obs.: Auséncia de epitelio no 7° dia dos Grupo Controle (A), Gel (B) e Gavagem (C). Formagao de epitelio (setas)
ao 14° dia nos Grupos Controle (D), Gel (E) e Gavagem (F). Coloracdo H.E., Microscopia de luz no aumento 40x.

Conforme observado por Nascimento et al. (2011), o grupo tratado com arnica
apresentou resultados mais positivos em termos de taxa de epitelizacdo e espessura do epitélio.
Embora o presente estudo tenha utilizado ponténcia e concentragdo de 4dh (4%), diferente de
Nascimento et al. (2011) que utilizou a concentragao de 10%, os resultados indicam que a arnica
pode promover uma melhora significativa na antecipagdo da epitelizacdo, independentemente
da concentragdo utilizada.

Segundo Alfredo et al. (2008), a etapa de epitelizagdo ocorre durante a fase
proliferativa do processo de cicatrizagdo, subsequente as fases de angiogénese e fibroplasia.
Nessa fase, o surgimento do epitélio deriva do desenvolvimento do tecido de granulagdo e o
processo de contragdo da ferida se da devido a mitose celular que o tecido de granulacao
proporciona (TILLMANN, 2014).

Importante ressaltar a relagdo entre a epitelizacdo e a redug¢@o do didmetro da ferida.
Notou-se que o tempo pds-operatorio em que ocorreu a diferenga estatistica (p>0,05) entre os
diametros das feridas, se sobrepds ao tempo de evolucdo da epitelizagdo, que ocorreu no 14°
dia nos Grupos Gel e Gavagem. Notou-se que a Arnica foi um agente capaz de potencializar a
redu¢do do didmetro da ferida, correlacionando-se diretamente com o processo de epitelizagao.

Tabela 07: Mediana de epitelizagdo observadas nas feridas de pele induzidas em ratos Wistar
nos tempos 03, 07, 14 e 21 dias pds-operatdrio nos Grupos Controle, Gel e Gavagem.

Grupos Tempo de Tratamento Pos-Operatorio
T3 (3 dias) T7 (7 dias) T14 (14 dias) T21 (21 dias)
Controle A aA 4bC 11 oB
Gel K _aA 44 bB 4+ bB
Gavagem A _aA 4+4bB L4 bB

*Comparacdo entre os momentos letras mintsculas divergentes, diferengas significativas, p<0,05; e entre os
tratamentos letras maitsculas diferentes, diferencas significativas, p<0,05. Epitelizacdo = auséncia (-);

presenca parcial (+); completa (++).
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Ainda sobre a analise histopatologica, o fibroblasto se mostrou presente de forma
acentuada a partir do 7° dia, em todos os grupos de tratamento. Porém, somente no 14° dia do
Grupo Controle, observou-se a ndo reducdo dos fibroblastos em relagdo aos Grupos Gel e
Gavagem (Fig. 04 e Tab. 08).
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Figura 04: Fotomicroscopia, para avaliacao de fibroblastos.

Obs.: Presenga de fibroblastos (setas) ao 14° dia nos Grupos Controle (A), Gel (B) e Gavagem (C). Coloragdo
H.E., Microscopia de luz no aumento 100x.

Tabela 08: Mediana de fibroblastos observadas nas feridas de pele induzidas em ratos Wistar
nos tempos 03, 07, 14 e 21 dias pos-operatorio nos Grupos Controle, Gel e Gavagem.

Grupos Tempo de Tratamento Pos-Operatorio
T3 (3 dias) T7 (7 dias) T14 (14 dias) T21 (21 dias)
Controle +24 ++0B 1B L aA
Gavagem +34 ++bB +aA 4 aA

*Comparagdo entre os momentos letras minusculas diferentes, diferengas significativas; ¢ entre os tratamentos
letras maitsculas diferentes diferencas significativas. Sendo (+) presenca parcial; (++) presenca acentuada.

Resultados semelhantes foram observados por Craciunescu (2012), que indicaram o
aparecimento de fibroblastos a partir do quarto dia ap6s a lesdo. Reforcando o papel crucial que
eles desempenharam no efeito citoprotetor e antioxidante da ferida investigado pelo autor.

Alfredo et al. (2008), ao analisarem o efeito da Arnica na cicatriza¢do da musculatura
esquelética, utilizaram uma concentragdo de 0,6% e observaram uma producdo gradual em 10
animais avaliados até o 4° dia. Pode-se destacar que a Arnica desempenhou um papel
semelhante ao encontrado no estudo de Craciunesco (2012), que utilizou uma concentragdo de
Arnica 18dH de 18,44%. Sendo que no presente estudo foram obtidos resultados positivos
utilizando uma concentracao menor de 4%.

De acordo com as observacdes de Magalhdes (2022), a proliferacdo de fibroblastos
ocorre como resultado do estdgio de angiogénese. Nesse periodo, ocorre a criacdo de novos
vasos sanguineos, o que facilita o influxo de um maior nimero de fibroblastos para a area
afetada do tecido lesionado. Esses fibroblastos acumulam-se na superficie da ferida durante
esse processo de cicatrizagao.

A producdo de fibroblastos seguiu sua trajetoria fisiologica usual nos grupos até o
sétimo dia. No entanto, a presenca significativamente aumentada (p<0,05) de fibroblastos no
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décimo quarto dia do Grupo Controle sugere um atraso no processo de cicatrizagdo da ferida.

Referente a producdo das fibras de colageno pdde-se observar diferenca estatistica
(p<0,05) a partir do 14° dia pds-operatorio, em que os Grupos Gel e Gavagem demonstraram-
se com presenca acentuada do mesmo, conforme detalhado na Tab. 09 e Fig. 05.

Tabela 09: Mediana de fibras de coldgeno observadas nas feridas de pele induzidas em ratos
Wistar nos tempos 03, 07, 14 e 21 dias pds-operatorio nos Grupos Controle, Gel e Gavagem.

Grupos Tempo de Tratamento Pos-Operatorio
T3(3dias) | T7(7dias) [ T4 (14dias) [ T21 (21 dias)
Controle A 1 bB 1hC "o
Gel _aA + bB ++bB ++ bB
Gavagem _aA 4 bB L bB b

*Comparacdo entre os momentos (T3 a T21) letras minusculas diferentes diferencas significativas, p<0,05; e
entre os tratamentos letras maiusculas diferentes diferencgas significativas, p<0,05. Colageno = auséncia (-);
presenca moderada (+); presenga acentuada (++).

Resultados similares foram descritos por Silva (2021), que testaram Arnica montana a
5% em membrana de latex, observando que a producao de coldgeno se deu a partir do 6° dia de
tratamento, tendo maior eficiéncia para o processo de maturagdo das feridas induzidas.

Neste sentido, o atual estudo realizado com arnica em diferentes poténcia e
concentracdo (4dH na concentragdo 4%) corrobora os achados de Silva (2021), em que o autor
afirmar que a arnica na concentracao de 4%, obteve resultados satisfatérios com relagao a
producao de colageno.

Segundo Antunes et al. (2021), a fase de producdo do colageno ¢ dependente da
produgdo de fibroblastos. A sintese de novo coldgeno pelos fibroblastos ¢ o principal
contribuinte para a resisténcia da cicatriz, com essa funcdo sendo gradualmente assumida, ao
longo de varias semanas, pela criacdo de conexdes cruzadas entre as fibras de coldgeno.
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(Fonte: dados do autor, 2023)
Figura 05: Fotomicroscopia para avalia¢do das fibras de colageno e sua organizagao.

Obs.: Presenca e organizagdo das fibras de colageno no 14° dia dos Grupos Controle (A), Gel (B) e Gavagem
(C). Coloragao Tricomico de Masson. Microscopia de luz no aumento 100x.

Quanto a organizacao das fibras coldgenas, notou-se que esta inciou-se no 14° dia pos-
operatdrio para todos os grupos, sendo observada com maior quantidade de fibras organizadas
nos Grupos Gel e Gavagem. (Tab. 10). Esses achados mostraram precoces quando comparados
aos relatados por Tazima et al. (2008), a qual descreveu que este processo se torna aparente a
partir da 3° semana.

Os resultados estdo em concordancia com o processo fisiologico de cicatrizagao,
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conforme descrito por Santos et al. (2019), no qual as fibras organizam-se em uma disposi¢ao
paralela a superficie da lesdo apds cerca de duas semanas de evolugdo. Além disso, as
observagdes de Triviliin et al. (2018) indicam que ocorre uma remodelacdo das fibras com
mudancgas em sua orientagao e aumento das ligagdes cruzadas. Essas alteracdes contribuem para
o aprimoramento da resisténcia da ferida, uma vez que as fibras com orientacdo funcional
desenvolvem maior espessura.

Tabela 10: Organizagdo fibras colagenas observadas nas feridas de pele induzidas em ratos Wistar nos
tempos 03, 07, 14 e 21 dias po6s-operatorio nos Grupos Controle, Gel e Gavagem.

Grupos Tempo de Tratamento Pos-Operatorio
T3@3dias) | T7(7dias) [ T14(1ddias) [ T21(21dias)
Controle -aA _aA | bB Ly eC
Gel - T et e
Gavagem -aA _aA e eC

*Comparagdo entre os momentos (T3 a T21) letras minusculas diferentes diferengas significativas, p<0,05; e
entre os tratamentos letras maitsculas diferentes diferengas significativas, p<0,05. Fibras = auséncia (-);
presenca moderada (+); presenga acentuada (++).

CONCLUSOES

Concluiu-se que o tamanho da ferida e o padrdo das células inflamatorias, que sdo
indicativos iniciais do processo de cicatrizagdo, foram semelhantes nos grupos controle e nos
grupos de teste. No entanto, a cicatrizagdo nos grupos de teste demonstrou-se mais rapida em
comparacao com o controle, devido a organizagao precoce das fibras de coldgeno aos 14 dias.

Concluiu-se também que a arnica montana estimulou a presenca e a organizagdo
precoce do coldgeno, desempenhando um papel crucial na redugdo do tempo de cicatrizagao,
destacando-se que o uso oral mostrou-se menos eficaz do que o topico.
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