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Resumo: Este estudo visou verificar o efeito da sonoforese com Arnica montana
sobre a fase inflamatdria aguda de uma lesdo muscular. Para isso, 40 ratos
Wistar machos, lesados cirurgicamente, foram divididos em 4 grupos: controle
(C), 10 ratos lesados e nao tratados; grupo ultra-som (US), 10 lesados, tratados
com US; grupo ultra-som com arnica (US+A), 10 ratos lesados, tratados com
sonoforese de gel de arnica; grupo arnica (A), 10 ratos lesados, tratados com
massagem de gel de arnica. O tratamento dos trés grupos foi iniciado 24h
apos a lesdo, sendo aplicado uma vez ao dia durante 3 minutos, por trés dias.
Quatro dias ap6s a lesdo, os animais foram sacrificados e o ter¢o médio do
musculo tibial anterior lesado foi removido e tratado histologicamente. Os
resultados da analise qualitativa mostram que, no grupo C, formou-se um intenso
infiltrado de células inflamatérias no espago intersticial e um processo de
regeneragao apenas iniciado. Nos grupos US e US+A foi detectado um avancado
processo inflamatério, com tecido conjuntivo mais organizado e consistente.
No grupo A foi detectada diminuigcdo no nimero de células inflamatérias e
uma desorganizagdo em sua disposicdo, o que poderia levar a um atraso no
processo de regeneragao. Conclui-se que os grupos que receberam a aplicagao
do ultra-som e ultra-som com arnica apresentaram semelhante aceleragdo do
processo inflamatério agudo, sugerindo ineficicia da sonoforese quando
comparada a aplicagdo de apenas ultra-som.

Descritores: Arnica; Fonoforese; Mdsculo esquelético/anatomia & histologia;
Terapia por ultra-som

Asstract: This study aimed at verifying the effects of phonophoresis associated
to Arnica montana on the acute phase of an inflammatory muscle injury. Fort
Wistar male rats of which the Tibialis Anterior muscle was surgically Iesionec}j
were divided into 4 groups (n=10 each): control group received no treatment;
the ultrasound group (US), treated with US; the US+A group was treated with
arnica phonophoresis; and the arnica group (A) received massage with arnica
gel. Treatment for the three groups started 24 h after surgical injury and lasted
3 days, being applied during 3 minutes once a day. On the 4th day after lesion
animals were sacrificed and sections of the injured, inflamed muscle were
removed for histological analysis. Results showed, in C group, an intense
infiltrate of inflammatory cells and an only incipient regeneration process; in
both US and US+A groups an advanced inflammatory process was noticed,
with organized and thick conjunctive tissue. In A group a reduced number of
ill-arranged inflammatory cells was detected, which might lead to delays in
the regeneration process. Since both US and US+A groups showed similar
acceleration of the acute inflammatory process, it may be inferred that arnica
phonophoresis did not have extra healing effect, hence is inneffective when
compared to ultrasound alone.

Key worps: Arnica; Muscle, skeletal/anatomy & histology; Phonophoresis;
Ultrasonic therapy
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INTRODUCAO

O mdsculo esquelético é um tecido
sujeito a lesdes em fungdo das solici-
tacoes exigidas pelas atividades da
vida diaria e esportiva. A inflamacgao
é um processo importante para a re-
generacdo do tecido lesado, mas sua
continuidade é sempre considerada
indesejavel'. A morbidade estrutural
e funcional ocorre na forma de atrofia,
contraturas, dor e aumento da proba-
bilidade de se ter uma recidiva®.

A efetividade dos cuidados clinicos
com tecidos estressados ou traumati-
zados depende de um bom entendi-
mento dos eventos celulares e mole-
culares que levam a uma resposta
fisiol6gica como a inflamagdo. A inter-
vencgao precoce pode oferecer estra-
tégias benéficas para minimizar as al-
teracdes morfofuncionais apds a lesao
tecidual, facilitar o reparo e a recu-
peracao da fungao.

O ultra-som terapéutico (US) é um
recurso usado no tratamento de uma
variedade de situacoes, incluindo ai
a bioestimulagao do reparo tecidual®®,
tendo um efeito de promover a cascata
de cicatrizacdo. De acordo com al-
guns autores’?, o US pode facilitar a
penetracdo de agentes antiinflama-
térios aplicados topicamente sobre a
pele — em uma técnica chamada de
fonoforese ou sonoforese. A rota trans-
dérmica de aplicacdo de agentes
antiinflamatérios apresenta vantagens
em relacdo a administracao oral, pois,
na aplicagdo tépica, a droga age dire-
tamente sobre a area inflamada, evi-
tando os riscos dos efeitos colaterais
causados pelo metabolismo hepdtico
e/ou sistémico'.

No entanto, o transporte transdér-
mico de moléculas é limitado devido
a baixa permeabilidade do extrato
cérneo da pele'. Embora o US o faci-
lite, varios estudos tém mostrado que
o aumento da permeabilidade do
extrato cérneo causado pelo US é
mediado pela cavitagdo acustica. A
cavitagao instdvel seria responsavel
pelo aumento da permeabilidade da
pele'?.

Alguns estudos constataram o efeito
da sonoforese aumentando a penetra-
¢do de pequenas moléculas através da
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pele®, aplicando o US com freqliéncias
terapéuticas (1 a 3 MHz). Porém, o
aumento dos niveis do transporte de
drogas através da pele foi observado
somente com drogas especificas'.
Devido a grande variagdo entre as
drogas, ainda existem controvérsias
sobre a eficdcia da sonoforese em
aumentar a penetragao de drogas atra-
vés da pele. Uma explicacdo para essa
variagdo foi apresentada recentemen-
te baseada nas diferengas das proprie-
dades fisico-quimicas das drogas, por
exemplo, lipofilicidade e peso mole-
cular™.

A Arnica montana é uma planta da
familia Asteraceae utilizada como
medicamento homeopético. F usada
topicamente para o tratamento de
contusodes, distensdes musculares,
alivio da dor e edema, cicatrizacoes,
afeccoes bucais, entre outras'®. Seus
principios ativos sdo lactonas sesquiter-
pénicas (arnicolide, helenalina e dihidro-
helenalina), flavonéides (incluindo quer-
citina e seus derivados como quercitina-
3-mono-glucosideo e quercitina-3-
glicogalacturénico), dlcoois (arnidiol,
arnilenediol, isoarnilenediol), caro-
tendides, 6leo essencial, acido fenil-
carboxilico, entre outros'. As lactonas
sesquiterpénicas, especialmente os
ésteres helenalina e dihidro-helenalina,
sdo os principais principios ativos da
Arnica montana, sendo responsaveis
por sua atividade antiinflamatéria, o
que foi comprovado por vérios estudos
in vitro e in vivo'''8, Wagner et al."
conclufram que uma quantidade su-
ficiente de lactonas sesquiterpénicas
penetra a barreira da pele, gerando
efeitos antiinflamatorios.

O conhecimento da eficacia da
aplicagdo via subcutanea de drogas
antiinflamatérias, utilizando-se os
efeitos da sonoforese, pode trazer
informagbes importantes que au-
xiliariam na escolha da técnica na
pratica clinica. Como a arnica vem
sendo utilizada topicamente de forma
significativa em afecgdes do sistema
musculoesquelético e nenhum estudo
verificou seus efeitos com a sonoforese
em lesdes musculares, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficiacia da sono-
forese com Arnica montana na fase
aguda da lesdao muscular.

METODOLOGIA

Foram utilizados 40 ratos da linha-
gem Wistar, machos, sedentadrios,
pesando em média 300+50 g, com 90
dias de vida. Esses animais foram
obtidos no Biotério Central da UNESP-
Botucatu e mantidos no Biotério do
Laboratério de Biodindmica do Depar-
tamento de Educacdo Fisica do Insti-
tuto de Biociéncias da Unesp - Rio
Claro, em gaiolas coletivas com no
méaximo cinco ratos, que foram ali-
mentados com ragdo balanceada para
roedores (Labina), com 23% de protei-
na e agua ad libitum, em condigdes
ambientais controladas (12 horas de
ciclo claro/escuro; ambiente higieni-
zado; temperatura a 25°C e ventilagao
controlada).

Os ratos foram divididos aleatoria-
mente em quatro grupos (n=10 em
cada): grupo controle (C) — sofreram
lesdo muscular, mas ndo foram subme-
tidos a qualquer tratamento; grupo
ultra-som (US) — sofreram lesdo mus-
cular e foram tratados com ultra-som;
grupo sonoforese de arnica (US+A) —
sofreram lesdo muscular e foram
tratados com ultra-som e gel de arnica;
e grupo arnica (A) — sofreram lesdo
muscular e foram tratados com mas-
sagem de gel de arnica.

O experimento foi aprovado pela
Comissdo de Etica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo.

Procedimentos

Os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico a 2%, pesados e
tricotomizados na pata posterior
direita. A pele foi seccionada, o mds-
culo tibial anterior (TA) e sua fascia
foram expostos. Nestes foi feito um
corte de 3 mm de largura por 3 mm
de profundidade com auxilio de uma
lamina de bisturi, de maneira a seccio-
nar as fibras transversalmente no terco
médio do musculo. Nessas condigoes,
o diametro da drea lesada foi consi-
derado como de 0,5 cm2. Feita a lesao,
a pele foi suturada e no local foi feita
assepsia com dlcool 70%. Durante os
dois primeiros dias, foram oferecidas
20 gotas de dipirona sédica diluida em
meio litro de dgua para todos os
animais.
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Neste experimento foi usado um
aparelho gerador de ondas ultra-sonicas
modelo Sonacel (da Bioset Inddstria
de Tecnologia Eletronica Ltda.), tendo
o cabecote drea de radiacdo efetiva
de 0,5 cm?. Antes de ser utilizado, o
aparelho foi calibrado em uma ba-
lanca radiométrica Ultrasound Power
Meter com precisdo de 20 mW. A
area do transdutor foi de 1T cm? e o
tipo de cristal gerador de ultra-som foi
a ceramica PZT. A fim de excluir o ar
entre as interfaces, evitando assim a
reflexdo da onda ultra-sonica?!, foram
utilizados como agentes acopladores
500 mg de gel hidrossoldvel comercial
ou gel de arnica, dependendo do grupo.

O gel de arnica utilizado é co-
mercializado pelo Herbarium Labora-
torio Botanico Ltda., preparado com
tintura de Arnica montana. A dosagem
utilizada foi a recomendada pela
Anvisa — Agéncia Nacional de Vigi-
l[ancia Sanitaria?®, que preconiza a
aplicagao tépica de uma dose didria
de 1 mg/ml de lactonas sesquiterpéni-
cas. Cada grama do gel de arnica con-
tém 200 mg de tintura. Considerando
a composicdo do gel, foram aplicados
em cada sessdao 500 mg do gel.

Os animais dos grupos submetidos
ao US foram tratados 24 horas apos a
cirurgia, com os seguintes parametros:
freqliéncia de 1 MHz, intensidade de
0,5 w/cm? (média temporal e espacial),
modo pulsado 1:2 (2 ms on e 4 ms off,
50%), com cada sessdo de aplicagao
tendo 3 minutos. No grupo arnica,
foram aplicados 500 mg de gel de
arnica em massagem sobre a drea
lesada durante 3 minutos. Para a
aplicagdo do US e da arnica, todos os
animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico a 2%. A aplica-
cdo foi feita uma vez ao dia, durante
trés dias. Os animais foram sacrifica-
dos 24 horas ap6s a dltima aplicagdo.

Os animais foram submetidos a
eutandsia no 4° dia apds a lesdao com
dose letal de 20mg/100g de pentobar-
bital s6dico. O musculo TA dos dife-
rentes grupos experimentais foi remo-
vido e seu terco médio, local da lesao,
colhido e colocado em um suporte de
cortica com a ajuda de um meio de
inclusdo para congelamento (Tissue
Tec). Apds esta etapa, foi envolvido
em talco mineral para ser criofixado

em nitrogénio liquido, onde foi man-
tido e conservado. Os musculos foram
congelados em uma posicao onde os
cortes puderam oferecer imagens trans-
versais e longitudinais das fibras
musculares e da fenda incisional.

Para andlise morfoldgica das fibras
musculares e do tecido conjuntivo
adjacente, foram realizados cortes
seriados com a espessura de 10 um,
obtidos em um criétomo (Criostato) a
— 25° C. Colheram-se uma série de
amostras da regido superficial da lesdo
e, a partir dai, mais duas séries loca-
lizadas a 200 um de profundidade da
outra. Cada série de corte forneceu
trés laminas, que foram coradas com H/
E (hematoxilina-eosina). Foi feita a
documentagao fotografica das laminas
em fotomicroscopio Zeiss, para registrar
as alteracbes morfofuncionais da lesdo.

Foi feita andlise qualitativa de 10
campos por amostra, totalizando 100
campos por grupo experimental.

RESULTADOS

A andlise histolégica das laminas
mostrou que o interior da fenda in-
cisional produzida pela lesdo cirdrgica
e o tecido intersticial ou conectivo,
préximo dos segmentos seccionados,
estavam preenchidos por uma deli-
cada rede de fibrina e por um rico
infiltrado de células inflamatérias.

No grupo controle, as extremidades
das fibras musculares seccionadas e
com morfologia comprometida apre-
sentaram nucleo centralizado e gru-
pamentos de células fagociticas em
atividade (Figura 1C). Na borda da
lesdo, um infiltrado de células infla-
matorias apresentou-se intenso, che-
gando a atingir todo o espaco intersticial
dessas fibras musculares (Figura 3C);
no interior, surgiu uma fina rede de
fibrina (Figura 2C). Pbde-se observar
também intmeras células fusiformes
indiferenciadas, sugestivas de serem
células satélites e fibroblastos em
proliferagdo (Figura 4C).

Nas laminas do grupo ultra-som, o
tecido conjuntivo mostrou-se mais
organizado e consistente, sendo que
a fenda da lesdo, diferente do grupo
controle, apresentava pequenos vasos
sangiiineos entre as fibras que inicia-

SOIIOFOI‘ESE com arnica em IESiO muscu]ar

ram sua regeneragdo e entre fragmen-
tos necréticos das fibras em estado de
degeneragao (Figura 3US). Préximo a
borda da lesao havia células fusiformes
em proliferacdo, sugerindo o inicio da
formacao e diferenciacdo das células
satélites em mioblastos (Figura 4US).
Nesse grupo pdde ser notada maior
espessura da rede de fibrina (Figura
2US), quando comparada a do grupo
controle, e a presenca de células gi-
gantes multinucleadas (Figura 1US),
que sugere a ocorréncia intensa de fa-
gocitose, acelerando o processo infla-
matorio.

No miusculo dos animais do grupo
sonoforese de arnica (ultra-som com
arnica, US+A), o tecido conjuntivo
recém-formado na fenda incisional
apresentou-se preenchido por infiltrado
inflamatoério (Figura TUS+A). Os
leucécitos aderidos a espessa rede de
fibrina ja estavam picnéticos, com sua
atividade fagocitica esgotada, mos-
trando estado relativamente avancado
de degeneracao (Figura 2US+A). Na
regidao proxima a fenda incisional
nota-se a presenga de infiltrado infla-
matério composto predominantemen-
te por células polimorfonucleares do
tipo neutréfilo (Figura 3US+A) e, na
matriz do tecido conjuntivo, por célu-
las mononucleadas como macréfagos,
plasmécitos, mastécitos e fibroblastos
(Figura 4US+A).

No grupo Arnica, além de algumas
células polimorfonucleares e mono-
nucleares (Figuras 1A e 3A), surgiram
fibroblastos aderidos a rede de fibrina
(Figuras 1A e 2A) bem como leitos
vasculares, o que ndo se repetiu nos
outros grupos. Esses sao espacos sem
formagao de células endoteliais, por
onde passa o sangue durante a fase
de reparo. Na regido onde as fibras
musculares foram seccionadas, os
fragmentos necréticos foram tomados
por numerosos leucécitos, como neu-
trofilos e macréfagos em atividade
fagocitaria. No delicado tecido con-
juntivo que comegou a se formar nota-
se que células inflamatdrias, fibroblas-
tos e células satélites estavam distribui-
das de maneira desordenada (Figura
4A), o que poderia dificultar a organi-
zagao dos mioblastos no sentido longi-
tudinal do eixo das fibras, atrasando ou
prejudicando a formacao de miotubos.
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Figura 1 Fotomicrografia de misculo tibial anterior de rato dos grupos controle (C), ultra-som (US), sonoforese de arnica
(US+A) e arnica (A): aspectos gerais
C: fibra muscular lesada com ndcleos centralizados; US: células gigantes multinucleadas; US+A: infiltrado
inflamatério em meio ao tecido necrético; A: fibroblastos (seta grossa) entre células polimorfonucleares (seta
curta) e mononucleares (seta fina)

INg o » @™ 7 | TN
Figura 2  Fotomicrografia de mdsculo tibial anterior de rato dos grupos controle

(US+A) e arnica (A): rede de fibrina
US+A: rede de fibrina com leucécitos picnéticos

: g B 'h.‘. » 39. : 0
Figura 3  Fotomicrografia de mdsculo tibial anterior de rato dos grupos controle (C), ultra-som (US), sonoforese de arnica
(US+A) e arnica (A): infiltrado inflamatdrio C: intenso; US: fibras em necrose com presenca de vaso muscular
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Sonoforese com arnica em lesio muscular

Figura 4 Fotomicrografia de musculo tibial anterior de rato dos grupos controle (C), ultra-som (US), sonoforese de arnica
(US+A) e arnica (A): processo de regeneracao
C: células fusiformes indiferenciadas; US: células fusiformes em proliferagdo; US+A: fibroblastos; A:
fibroblastos (seta fina) e células satélites (seta curta) distribuidas desordenadamente

DISCUSSAO E
CONCLUSAO

Como os neutréfilos e macréfagos
sdo as principais células de um pro-
cesso inflamatério agudo®*%, decidiu-
se verificar neste estudo sua presenca
apo6s os tratamentos recebidos.

Devido ao fato de o aumento da per-
meabilidade do extrato cérneo da epi-
derme ser causado pelo efeito ndo-térmico
de cavitacdo do US, foi escolhida a
modalidade de aplicagdo pulsada.
Love e Kremkau?® mostraram que o
tratamento com US pulsado poderia
causar um aumento menor do que
0,5°C com 10 minutos de exposicao.

Foi escolhida a freqiiéncia terapéu-
tica do transdutor de 1 MHz, para que
pudesse alcangar o tecido muscular.
A intensidade aplicada foi de 0,5 w/cm?,
baseada nos resultados obtidos e
analisados por Enwemeka et al.?’
(1990), Gan et al.?® e Cunha et al.’,
que apdiam o uso de intensidades de
0,5 w/cm? ou menores para obter taxas
maximas de regeneracdo em tecidos.

O tratamento foi iniciado 24h ap6s
a lesdo para maximizar o efeito de
regeneragdo do tratamento com o US
pois, segundo Markert et al.?°, o inicio
do tratamento antes das primeiras 24h
poderia levar ao aumento da agao
degenerativa dos neutréfilos.

Observou-se neste estudo que o
grupo controle, 96 h apds a lesdo mus-

cular, apresentou um infiltrado inflama-
tério intenso entre as fibras musculares
seccionadas (Figura 3C), sendo tam-
bém observada a presenca de células
fusiformes sugestivas de serem células
satélites e fibroblastos em proliferagdo
(Figura 4C). Esse achado é semelhan-
te ao de Hawake e Garry*, segundo
os quais as células satélites comegam
a se diferenciar em mioblastos e mio-
tdbulos 96 h apds uma lesao.

O grupo ultra-som apresentou uma
quantidade maior de células inflama-
torias no sitio da lesdo quando com-
parado ao grupo controle. Esses dados
corroboram os de Speed®, Kitchen e
Partridge®', mostrando a capacidade de
o US acelerar as fases da inflamacao,
fazendo com que a fase de reparo seja
adiantada em relacdo ao controle. A
andlise do padrdo histoldgico revela
que o tecido conjuntivo comegou a
se organizar com mais consisténcia e
a rede de fibrina apresentou-se mais
espessa, porém em menor extensao
(Figura 2US). A presenca de células
gigantes multinucleadas, que nada
mais sdo do que macrdéfagos fundidos
(Figura 1US), demonstra a intensa
atividade fagocitica na regido. Nessa
etapa, iniciou a regeneracao das fibras
lesadas (Figura 3US) com o conse-
quente aumento da presenca de célu-
las satélites. Esse fato pode ser um
indicativo de aumento na velocidade
de formacdo e diferenciacdo dos
mioblastos (Figura 4US). Esses dados nao

foram observados no grupo controle.

No grupo arnica, verificou-se um
menor ndmero de neutréfilos no sitio
da lesdo, quando comparado ao grupo
controle. Isso pode ser justificado pela
acao antiinflamatéria dos principios
ativos da arnica, a helenalina e dihidro-
helenanina. Estas inibem o fator de
transcricdo NF-kB que regula a trans-
cricdo de varias citocinas inflamatdrias,
inibindo assim a migracdo e quimio-
taxia de neutréfilos e, em grande dose,
a sintese de prostaglandinas®**. Sabe-
se que a atuacdo de um antiinflama-
tério por um periodo prolongado de
tempo pode levar a um atraso na re-
cuperagdo e perda funcional em
animais lesados®. O grupo arnica
apresentou caracteristicas histolégicas
que sugerem a possibilidade de haver
um atraso no reparo tecidual, tais
como a distribuicdo desordenada de
células inflamatérias, fibroblastos e
células satélites, que podem dificultar
a organizacdao dos mioblastos no
sentido longitudinal das fibras e atrasar
a formagdo dos miotubos, que rara-
mente foram encontrados nesse grupo
(Figura 4A).

O grupo ultra-som+arnica nio apre-
sentou diferencas morfoldgicas quan-
do comparado ao grupo ultra-som: em
ambos apresentou-se o mesmo efeito
pré-inflamatério, acelerando a chega-
da das células inflamatérias ao local
da lesdo; em ambos, a rede de fibrina
apresentou-se mais espessa; os leucé-
citos encontravam-se em avangado
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estado de degeneragdo ou picnéticos,
0 que aponta para uma eventual ace-
leracdo do processo de regeneragao.
Esses achados apontam para a inefi-
cacia da sonoforese com arnica, na
medida em que a similaridade dos
resultados entre sonoforese e apenas
ultra-som mostra que o gel de arnica
aplicado com ultra-som nao produziu
nenhum efeito antiinflamatério a mais.

Por outro lado, o grupo que recebeu
a aplicagdo tépica de arnica apre-
sentou uma diminuigdo na chegada de
neutréfilos, que sdo células importan-
tes no processo inflamatério, além de
uma desorganizada distribuicdo das
células envolvidas nesse processo, o
que poderia causar um atraso na
regeneragdo tecidual.
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