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RESUMO

Introducdo: Devido as suas propriedades bioldgicas, a camomila (Matricaria recutita)
vem sendo empregada na cicatriza¢do de feridas. No entanto, seu efeito sobre a mucosa
oral normal, bem como sua associacdo com a terapia de fotobiomodulagdo com laser
(TFBML) ainda ndo foram documentados. Objetivo: Verificar o padrdo tecidual da
mucosa oral normal sob acdo topica da camomila e avaliar o reparo de Ulcera
experimental produzida mecanicamente em mucosa oral apds o uso topico da camomila
isoladamente ou associada & TFBML. Métodos: Ratos machos Wistar foram
submetidos ao uso topico de camomila aplicada em mucosa jugal normal e em ferida
cirargica de 5mm de didmetro confeccionada em dorso de lingua, bem como avaliados
quanto a aplicacdo da camomila em tecido normal (mucosa jugal). Os animais foram
alocados nos grupos experimentais: Baseline, Controle, Camomila Extrato fluido,
Camomila Infusdo 1, Camomila Infusdo 2, Laser, Laser + Camomila Infusdo. A
eutanasia foi programada para os dias 3, 7 e 14 apds procedimento cirargico. Analises
clinica, morfologica e morfométrica foram realizadas em Hematoxilina e Eosina e Sirius
Vermelho. Resultados: Ndo foram observadas alteracdes clinicas na mucosa jugal
normal onde ocorreu aplicagdo tépica da camomila. As caracteristicas morfologicas e
morfomeétricas avaliadas demonstraram semelhanca entre 0s grupos experimentais e o
grupo controle/baseline, sem diferengas estatisticas entre eles. Ao se comparar as
terapéuticas escolhidas no reparo da Ulcera em dorso de lingua, notou-se que, de
maneira geral, os grupos Extrato fluido e Laser foram capazes de modular
significativamente as variaveis correspondentes as fases exsudativa e proliferativa do
reparo tecidual, tanto clinica como histologicamente. Os grupos que utilizaram a
camomila apenas sob infusdo ou em associacdo ao laser, ndo mostraram diferencas
significativas em relagdo ao grupo controle na maior parte dos parametros avaliados.
Conclusdo: A aplicacdo topica da M. Recutita, sob diferentes formulacbes ndo
provocou alteracGes clinicas ou histolégicas no tecido de revestimento oral normal.
Apesar da diferengca nos parametros dos padrdes clinicos, histolégicos e
histomorfométricos que evidenciou superioridade da TFBML nas andlises realizadas,
ambas as terapéuticas modularam positivamente as diferentes etapas do reparo da ferida
cirtrgica, entretanto, com melhores resultados quando aplicadas isoladamente.

Palavras-chave: Camomila. Matricaria. Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Terapia
a Laser. Mucosa Bucal.
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ABSTRACT

Introduction: Due to its biological properties, chamomile (M. recutita) has been used
in wound healing. However, its effect on normal oral mucosa as well as its association
with laser photobiomodulation therapy (TFBML) has not been documented yet.
Objective: To verify the tissue pattern of the normal oral mucosa under topical action
of chamomile and to evaluate the repair of an experimental ulcer made in the oral
mucosa after topical use of chamomile alone or associated with TFBML. Methods:
Male Wistar rats were submitted to topical use of chamomile applied to normal buccal
mucosa and to a 5mm diameter surgical wound made on the dorsum of the tongue, as
well as being evaluated for the application of chamomile to normal tissue (buccal
mucosa). The animals were allocated in the experimental groups: Baseline, Control,
Chamomile Extract fluid, Chamomile Infusion 1, Chamomile Infusion 2, Laser, Laser +
Chamomile Infusion. Euthanasia was scheduled for days 3, 7 and 14 after the surgical
procedure. Clinical, morphological and morphometric analyzes were performed in
Hematoxylin and Eosin and Red Sirius. Results: No clinical changes were observed in
the normal cheek mucosa where chamomile was applied. The morphological and
morphometric characteristics evaluated showed similarity between the experimental
groups and the control/baseline group, with no statistical differences between them.
When comparing the therapies chosen for ulcers' repair on the dorsum of the tongue, it
was noted that, in general, the Fluid Extract and Laser groups were able to modulate the
exudative and proliferative phases of tissue repair, both clinically and histologically.
The groups that used chamomile only under infusion or in association with laser did not
show significant differences in relation to the control group in most of the parameters
evaluated. Conclusion: Topical application of M. recutita under different formulations
did not cause clinical or histological changes in normal oral lining tissue. Despite the
difference in the parameters of clinical, histological and histomorphometric patterns that
showed superiority of TFBML in the performed analyses, both therapies positively
modulated the different stages of surgical wound repair, however, with better results
when applied alone.

Keywords: Chamomile. Matricaria. Low-Level Light Therapy. Laser Therapy. Mouth
Mucosa.
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UFBA, 2022
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1 INTRODUCAO GERAL

O reparo tecidual representa um processo bioldgico complexo que se inicia no
momento do trauma ou da enfermidade. Frente a agressdo, é através do reparo que o
organismo procura recuperar e restaurar o seu equilibrio®. Entretanto, milhdes de
pessoas no mundo permanecem com feridas estagnadas em alguma fase do reparo, em
especial na fase inflamatéria?, o que desafia profissionais a encontrar agentes
terapéuticos que promovam a cicatrizacdo dessas feridas cronicas.

Ha tempos, a comunidade cientifica busca compreender melhor os eventos
bioguimicos e celulares que envolvem a cicatrizacdo de ferimentos, o que inclui
investigar e explanar os possiveis agentes capazes de modificar a resposta tecidual.
Dentre os diferentes protocolos terapéuticos anteriormente testados, especialmente na
Odontologia, encontram-se diversos moduladores do processo inflamatério®, como uso
de analgésicos, anti-inflamatdrios, agentes naturais, como a Matricaria recutita (M.
recutita) e fotobiomoduladores, como o laser de baixa intensidade.

A M. recutita, conhecida popularmente como camomila, é uma espécie vegetal
pertencente a lista de Produtos Tradicionais Fitoterapicos de Registro Simplificado,
publicada pela Instrucdo Normativa 02/2014% As propriedades que conferem a
aplicabilidade de uso medicinal desta planta, estdo relacionadas a sua composicdo, com
mais de 120 constituintes bioativos, sendo alguns destes, 0s sesquiterpenos, flavonoides
e as cumarinas®®. Tais constituintes sdo responsaveis por promover efeitos bioativos
que envolvem ac¢do antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria’.

Em uma revisdo da literatura sobre o uso de agentes naturais, Pazyar et al.® citam
a indicacdo da M. recutita no manejo de ferimentos cutaneos, por acelerar a re-
epitelizacdo das feridas, acdo também descrita por outros autores®!!. Os beneficios da
camomila na cavidade oral no controle dos microrganismos presentes no biofilme
dental*?, nas gengivite®®, infeccbes orais'* e no manejo de condicbes como a
xerostomial®, mucosite oral (MO)®, e ulceracdes aftosas recorrentes'® também foram
relatados.

O extrato fluido da camomila comercialmente conhecido como Ad-muc®
(Biolab, S&o Paulo, Brasil) possui reconhecidas propriedades antissépticas e anti-
inflamatdrias e indicacdo clinica para o tratamento da gengiva e mucosas de

revestimento oral, conforme orientacdo do fabricante. Todavia, apesar de sua ampla
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indicacdo clinica, ndo constam na bula do produto informacdes referentes a toxicidade e
seguranca do uso deste agente terapéutico®’.

Uma busca atual da literatura ndo revelou trabalhos que relatassem o efeito do
uso tépico da camomila em diferentes formulacGes sobre os tecidos de revestimento oral
normais, o que instigou esta investigacao sobre o tema em um modelo experimental. Em
uma tentativa inicial de preencher esta lacuna observada na literatura vigente, apresenta-
se 0 primeiro artigo original desta tese, intitulado “Avaliacdo histomorfométrica da
mucosa oral normal de ratos submetida a aplicacdo topica de camomila
(Matricaria recutita)”.

Ja a fotobiomodulagdo, descreve-se como um fenémeno capaz de modular
inimeros processos biolégicos através de uma fonte de luz ndo ionizante!®, sendo a
fototerapia com o uso do laser de baixa poténcia ou de baixa intensidade, uma das
ferramentas mais estudadas na pratica clinica dos profissionais de saude!®. O laser é
capaz de aumentar o metabolismo celular e induzir analgesia, possui acdo anti-
inflamatdria e atua sobre o reparo tecidual?®®. Contudo, tais efeitos sdo dependentes de
parametros de irradiacéo e do tipo celular em questdo®. Os beneficios do uso do laser de
baixa poténcia com a terapia da fotobiomodulacdo laser (TFBML) no reparo tecidual ja
sdo bem descritos na literatura?-2%, Estudos clinicos e em modelos experimentais
mostram que esta terapia também é capaz de acelerar o processo de cicatrizacdo
tecidual®?425,

Em uma busca na literatura vigente, acerca do uso da associacdo da camomila
com a TFBML durante o reparo tecidual, ndo foram encontradas publicacbes sobre a
combinacdo de agentes, o que motivou a realizagdo do segundo trabalho experimental
aqui apresentado, intitulado “Avaliacdo da aplicacdo da Matricaria recutita associada

a terapia da fotobiomodulacao laser na cicatrizacdo da mucosa oral de ratos”.
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1.1 JUSTIFICATIVA

As doencas da mucosa oral representam varias condicdes comuns que afetam
todos os segmentos da populacdo em geral. Essas afeccdes podem ser categorizadas
com base em seus achados clinicos, como condi¢fes agudas ou crdnicas, lesdes Unicas
ou multiplas, de natureza primaria ou recorrente?®.

Ulceras sdo caracterizadas pela perda do epitélio e consequente exposicio do
tecido conjuntivo* e sdo sinais comumente apresentados de um amplo espectro de
doencas da cavidade oral. Diversas sdo as lesbes ulceradas que podem envolver 0s
tecidos de revestimento da cavidade oral. Estas podem ser advindas de fatores
etiologicos distintos, como processos infecciosos, podem estar atreladas ao sistema
imunolégico, ou possuir origem traumatica e ainda neoplasica?’.

Condicdes orais de etiologia infecciosa podem envolver a sifilis e a tuberculose.
E as de origem ndo infecciosas, compreendem as estomatites aftosas recorrentes,
eritema multiforme, lesdes liquenoides, o liquen plano oral, lesdes versiculo-bolhosas
como o pénfigo vulgar e o penfigoide cicatricial®®?’, ulceracdes de origem traumatica,
seja a origem térmica, quimica ou mecanica e ainda de origem neoplasica?’, entre
outras.

O uso topico da camomila?®2°, assim como da TFBML31-33, é alvo constantes de
investigacBes clinicas para averiguar a capacidade e 0os mecanismos de acdo destes
agentes no reparo tecidual. Ambas as terapéuticas vém sendo indicadas para o manejo
de diversas afeccBes orais, a exemplo da gengivite'® e ulceragdes aftosas recorrentes?®,
Dentre estas alteracfes, inclui-se a MO, uma das principais e mais frequente
complicacdo bucal decorrente do tratamento antineopldsico em regido de cabeca e
pescoco®*38, o que classifica esses casos como de maior morbidade®’.

Uma vez que tanto a TFBML quanto a M. recutita séo moduladores do processo
inflamatdrio, consequentemente, capazes de promover a aceleracdo do reparo
tecidual?®%-%2 quando utilizadas de maneira isolada, pode-se inferir que tais agentes
sejam considerados aliados dos pacientes sob terapéuticas antineoplasicas. Esta
possibilidade é fundamentada pela orientacdo, do uso de cada uma dessas terapéuticas,
que consta nas diretrizes da préatica clinica para pacientes com MO recomendadas pela
Associacdo Multinacional de Cuidados de Suporte em Céncer e Sociedade Internacional
de Oncologia Oral (MASCC/ 1SO0)3%.



22

Ulceras orais, independentemente de sua etiologia, geralmente sio lesdes
dolorosas que estdo relacionadas a varias condi¢cdes que podem se desenvolver na
cavidade oral e que podem acarretar o comprometimento da qualidade de vida do
individuo. Apesar da ampla busca pela comunidade cientifica em testar e desenvolver
terapéuticas para auxiliar no processo de reparo dessas lesdes, ndo foram observados
trabalhos sobre a associagdo da camomila topica com a TFBML.

Este trabalho se justifica para melhor compreender tais agentes moduladores e
verificar se ha real beneficio do uso destes de forma conjunta no reparo tecidual, para
ajudar a responder estes questionamentos e servir como base para futuros estudos
clinicos com o uso destes agentes, associados ou nao.

Ainda, verificar o efeito da acdo topica da M. recutita ha mucosa oral normal,
visto que o uso desta planta vem sendo amplamente investigado®#344 e possui indicagéo
de uso clinico no tratamento de Ulceras orais, contudo sem informacdes referentes a

seguranca do uso desta’’.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Verificar o padréo tecidual da mucosa oral normal bem como o processo de reparo em

mucosa oral de ratos apds o uso topico da camomila isolada e em associacdo com a
TFBML.

1.2.2 Objetivos Especificos

1.2.2.1 Experimento em mucosa oral normal

Examinar clinicamente a mucosa oral normal sob efeito do uso topico da

camomila;

Avaliar histologicamente a morfologia tecidual da mucosa oral normal apods a

aplicacdo da camomila;

Avaliar histomorfometricamente os parametros teciduais da mucosa oral normal,

sob aplicacdo tépica de diferentes formulacdes de camomila.

1.2.2.2 Experimento com Ulcera em dorso lingual

Comparar clinicamente o tempo de re-epitelizacdo das feridas cirdrgicas, entre

0S grupos experimentais;

Avaliar comparativamente e de forma semiquantitativa 0s parametros
histoldgicos do reparo tecidual, a saber celularidade tecidual, edema, infiltrado

inflamatdrio e re-epitelizacdo, com o uso de ambas as modalidades terapéuticas;

Verificar histomorfometricamente o grau de re-epitelizagcdo da ferida cirdrgica
com o uso da associacdo da infusdo de camomila com a TFBML e da camomila

em diferentes apresentacdes através de histomorfometria;

Verificar se ha diferenga quantitativa e no padrdo de organizacdo de coldgeno na
ferida cirdrgica, com o uso da camomila isoladamente e na associagdo com

laser;

Determinar se ha diferencas nos padrGes clinicos, histologicos e

histomorfométricos entre 0s grupos experimentais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O REPARO TECIDUAL

Ap6s o dano tecidual, uma série de alteracbes dinamicas que envolvem
mediadores, células sanguineas, matriz extracelular e proliferacdo celular
parenquimatosa sdo desencadeadas a fim de restabelecer a integridade do tecido. Este
fendmeno é denominado de reparo tecidual e € modulado pela atividade de células da
resposta infamatoria, de queratindcitos, citocinas, componentes da matriz extracelular
(MEC) e fatores de crescimento que irdo orquestrar a migragdo, proliferacdo e
diferenciacéo celular que ocorrerdo no local da agressdo*®48,

O reparo inicia-se ainda na fase inflamatoria aguda, que normalmente
se estabelece nas primeiras 24 horas e pode se estender até 48 horas, em que &
deflagrada uma resposta vascular capaz de promover a agregacdo plaquetaria e
formacdo de rede de fibrina, que objetiva além de reestabelecer a homeostasia,
organizar uma matriz provisoria, necessaria para a migracao celular, que permitira os
eventos que ocorrerdo na fase seguinte, de proliferacdo celular, responsavel pelo
fechamento da ferida e que envolve fenbmenos como a angiogénese, fibroplasia e re-
epitelizacdo®.

Passadas 48 horas ap0s o estabelecimento da lesdo inicial, se intensifica a
migracdo de mondcitos que se diferenciam em macrofagos, capazes de liberar fatores de
crescimento como o derivado de plagquetas (PDGF), transformador (TGF), fibroblastico
(FGF) e endotelial vascular (VEGF), estes se destacam como 0s principais
estimuladores da formacéo do tecido de granulacdo?.

O tecido de granulacdo é formado na etapa final da fase proliferativa e é
composto caracteristicamente pela presenca de fibroblastos, fluido seroso e novos
pequenos vasos sanguineos, coladgeno, sendo este o principal componente, capaz de
fortalecer e sustentar o tecido extracelular®’. Assim, a fase proliferativa se caracteriza
pela substituicdo de estruturas especializadas com a diferenciacdo de tipos celulares
precursores, existentes e recem-chegados no microambiente da lesdo onde ocorre
também estimulo para a proliferacdo fibroblastica, desde as primeiras 48 horas, até o
14° dia ap6s o estabelecimento do dano tecidual®.

A Ultima fase do processo cicatricial € a de remodelamento, que se inicia duas a

trés semanas apoés a lesdo podendo perdurar por mais de um ano e visa aumentar a forca
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ténsil do leito, através da reorganizacdo da MEC com a maturacdo dos elementos na
matriz e resolugdo da inflamagdo inicial. Nessa etapa, ocorre a degradacdo de
componentes da matriz, como acido hialurénico, fibronectina e res-sintese de fibras
colagénicas, que se tornam mais espessas € com tendéncia a se orientar em paralelismo,
0 que confere maior resisténcia ao tecido neoformado®®.

Apesar de seguirem processo de cicatrizacdo macroscopico semelhante, foi
demonstrado que tecidos cutaneos e orais exibem variagdes no nivel celular e molecular
em relacdo aos processos celulares subjacentes a restauracdo da arquitetura e funcdo
tecidual®. Ferimentos na mucosa de revestimento oral possuem uma cicatrizacdo
significativamente mais rapida, com formacdo minima de cicatriz em comparacdo com
feridas cutaneas. De forma concomitante, uma resposta inflamatoria reduzida tem sido
atribuida principalmente ao recrutamento reduzido de neutrofilos, macrofagos e células
T, apesar de outros fatores contribuintes terem sido propostos para desempenhar papel
na velocidade de cicatrizacdo do tecido da cavidade oral, incluindo a presenca de saliva,
leucdcitos, fatores de crescimento e diferencas fenotipicas entre fibroblastos orais e
cutaneos, bem como a presenca de bactérias, que estimulam a cicatrizacdo de feridas*.

Segundo Mah et al.®°, fibroblastos gengivais proliferam mais rapidamente e
expressam niveis mais elevados de moléculas envolvidas na modula¢do da inflamacéo e
remodelacdo da MEC através das metaloproteinases: MMP-1, -3, -10, e dos inibidores
teciduais das MMP (TIMP-4) em comparacdo com os fibroblastos dérmicos.

Segundo Duarte, Quirino, Patrocinio, Anbinder*, existe uma importante
variavel que estd relacionada com as caracteristicas do que se espera encontrar ao se
avaliar secgdes teciduais durante o reparo tecidual em mucosa oral em modelo animal: o
tempo. Desse modo no 3° dia do processo de reparo, ha expectativa de observar no
tecido conjuntivo, inflamacdo aguda e elevado nimero de infiltrado polimorfonuclear
em meio a areas de edema, com presenga de poucos fibroblastos dispersos na matriz
extracelular, acompanhados de vasos sanguineos recém-formados. Um fino
revestimento epitelial estratificado pavimentoso ortoqueratinizado com a proliferacao
iniciada a partir da borda da ferida também é esperado.

Com 7 dias, a ulcera encontra-se coberta por fina camada de epitélio
estratificado pavimentoso ortoqueratinizado. A presenca de edema ndo é prevista, e a
intensa inflamacdo aguda deve ter sido substituida por um tecido com namero

moderado de células monomorfonucleares. No 10° dia, a presenca de células
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inflamatdrias por vezes pode ser observada, o contingente de fibroblastos deve estar
mais abundante permeado por fibras delicadas de colageno*.

Na fase de remodelamento ocorre a degradacédo do colageno tipo Ill, que sera
realizado pela MMP produzida pelas células epiteliais, células endoteliais, fibroblastos e
0os macrofagos, enquanto a sintese do colageno tipo | aumenta. Esta regulacdo é
controlada por diversos fatores de crescimento como o TGF B1 e o FGF, que exercem
fortes efeitos na expresséo génica desta proteina*. Esta etapa é associada a apoptose de
miofibroblastos, células endoteliais e macréfagos, o que resulta em um remanescente

tecidual no microambiente em reparo, composto principalmente de proteinas da MEC®.

2.2 CAMOMILA (M. RECUTITA)

2.2.1 Planta medicinal

A historia evidencia que o uso de plantas medicinais faz parte da evolugdo
humana sendo estes os primeiros recursos terapéuticos utilizados pelos povos antigos®?.
A primeira referéncia escrita sobre o uso de plantas como remédios foi descrita na obra
chinesa intitulada “A Grande Fitoterapia”, de Shen Nung, que remonta a 2800 antes de
Cristo (a.C)®3.

O valor terapéutico e toxico das plantas ja era conhecido na Grécia antiga, onde
Hipdcrates (460-377 a.C.), nomeado o “Pai da Medicina”, reuniu em sua obra “Corpus
Hipocratium” a simula dos conhecimentos médicos de seu tempo, acerca das
enfermidades, terapéuticas e dos remédios vegetais indicados. Entretanto, apenas no
século XIX a fitoterapia teve seu maior avango, em consequéncia do progresso
cientifico na area da quimica, o que permitiu a analise, identificacdo e separacdo dos
principios ativos das plantas medicinais®*.

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS)* verificou que praticas ndo
convencionais de saude, como a acupuntura, as técnicas manuais e a fitoterapia vém
ganhando espaco de modo complementar as terapias medicamentosas alopaticas. No
Brasil o crescimento das praticas de medicina integrativa, dentre elas a fitoterapia,
ocorreu apenas a partir da segunda metade dos anos 70 e década de 80,

Em geral, confunde-se fitoterapia com o uso de plantas medicinais. Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é considerado medicamento

fitoterapico, apenas aquele obtido exclusivamente de matérias-primas de origem
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vegetal, com qualidade reprodutivel e constante, cujos riscos e cuja eficacia sejam
caracterizados por levantamentos etnofarmacoldgicos, documentagbes tecnico
cientificas em publicacdes ou ensaios clinicos®’. Ja a definicdo de planta medicinal,
envolve a capacidade da mesma em ter efeito para uso médico ou terapéutico®.

Entretanto, antes de serem utilizadas pela populacdo faz-se necessario que as
referidas plantas, passem por processos que gerem formulagdes com indicagdes de uso
seguro e adequado. Tais processos englobam a quimica organica; fitoquimica, na qual
ocorre o isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principio ativo; a farmacologia, que
investiga os extratos e 0s constituintes quimicos isolados; a quimica organica sintética,
que faz as transformacGes quimicas de principios ativos; a quimica medicinal e
farmacoldgica que estuda a relacdo estrutura/atividade e os mecanismos de acdo dos
principios ativos; e por fim, a preparagdo de formulagdes para a producdo do
fitoterapico®°-92,

Plantas classificadas como medicinais ndo precisaram passar pelos testes
clinicos exigidos para os farmacos sintéticos, e credenciaram-se pelo seu uso tradicional
ao longo de séculos®. Tais plantas beneficiaram, e continuam a beneficiar, a
humanidade, uma vez que nos tempos atuais, mais de 80% da populacdo nos paises em
desenvolvimento depende do uso de terapias a base de vegetais®. O uso de plantas
medicinais corrobora com as proposi¢cdes da OMS, que tem incentivado a valorizagédo
das terapias alternativas propostas pela medicina integrativa, sendo estas reconhecidas
como recurso terapéutico especialmente Gteis nos programas de atencdo primaria a
salde®?,

A fitomedicina tem sido amplamente estudada em doencas crénicas como
distarbios cutaneos. Atividades anti-inflamatorias, antioxidante e antimicrobiana das
plantas medicinais contribuem para o processo de cura tecidual. Eles estimulam a
producdo de citocinas criticas, como a interleucina-1p (IL- 1) e outros fatores, como
TGF-B, PDGF, FGF e VEGF, para acelerar a re-epitelizagdo, angiogénese, formacédo de
tecido de granulagéo, proliferacdo de fibroblastos e deposicédo de colageno nas feridas®.

Na medicina integrativa, in0meros compostos apresentam capacidade de
modular o processo inflamatério e as etapas do reparo tecidual. Dentre eles, destaca-se
a camomila, também conhecida como Matricaria Chamomilla L., Chamomilla recutita
(L.) Rauschert, Matricaria recutita L. e Matricaria suaveolens L., pertencente a familia
Asteraceae, representa um dos chas mais utilizados em todo 0 mundo. E uma planta

medicinal natural amplamente conhecida, de facil acesso pela populagdo em geral, cujas



28

flores apresentam propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas, antifungicas,
antiespasmadicas e sedativas®®. Seus principais componentes incluem inimeros
compostos fendlicos, principalmente os flavonoides, cumarinas e poliacetilenos®.

Varias sdo as formas de preparacdo da camomila. A utilizacdo do seu principio
ativo pode ser empregada através do uso direto da planta na forma de preparagdes
caseiras, como infusdes, chas, tinturas e pos, ou na forma de compostos puros
isolados®. O p6 seco da flor é recomendado e utilizado para diversos tipos de
problemas de salde, variando de infeccdes e ferimentos nos tecidos de revestimento,
distrbios gastrointestinais até problemas do sono. Ingredientes medicinais sdo
tradicionalmente extraidos das flores secas, utilizando para isto agua, etanol ou metanol
como solventes, e os extratos correspondentes séo conhecidos respectivamente como
extratos aquosos ou alcodlicos, como etandlicos e/ou metandlicos®. A mistura de uma
parte de flor de camomila em quatro partes de 4gua com 12% de alcool de cereais €é
utilizada para o preparo da tintura de camomila®®, ja o uso da planta inteira serve para
formular cervejas e logdo da erva medicinal para aplicacdo topica®’.

Extratos aquosos, como na forma de chas obtidos através de infusdes, contém
entre 10-15% do o6leo essencial disponivel na flor>. O dleo de camomila é um
ingrediente popular na aromaterapia e para cuidados com os cabelos. O éleo essencial
extraido da flor varia sua concentracdo entre 0,42 a 2%®. O infuso de camomila (chd) é
a apresentacdo terapéutica mais comum e é usada como agente para lavagem ou
gargarejo a fim de tratar inflamacGes das membranas mucosas da boca e garganta®®.

A aplicacdo tépica de camomila através de uma forma de bochecho, entretanto, é
contraditéria na literatura’. Possiveis razdes para explicar os distintos resultados
obtidos, envolve caracteristicas da composicdo, o tipo de camomila, a forma como a
planta foi manipulada ou processada e até mesmo a forma de aplicacdo do agente em
cada estudo*4470.71  Ademais, a eficacia clinica do uso tépico depende de fatores
inerentes a medicagdo como a estrutura quimica, a concentragdo, o veiculo utilizado e a
presenca de outras substancias, outros fatores como o nimero e a forma de aplicacéo,
frequéncia e duracdo do uso bem como a localizacdo da aplicacdo e a lesdo envolvida

também podem influenciar na acéo terapéutica’*.



29

2.2.2 Agao no reparo tecidual

Em prol de sua sobrevivéncia, as plantas desenvolvem suas proprias defesas
quimicas, o que torna sua constituicdo complexa e capaz de atuar nos alvos especificos
moleculares de seus predadores. Seus metab6litos secundarios sdo produzidos para
modular seu préprio metabolismo, porém, como consequéncia, alcancam alvos
terapéuticos também em humanos®. Uma revisdo narrativa sobre os principais
constituintes bioativos da M. recutita, bem como suas propriedades encontra-se
disponivel no apéndice A, ao final deste texto.

Enquanto a maior parte dos medicamentos sintetizados apresenta um Unico
principio ativo, responsavel pelo efeito farmacoldgico desejado, extratos vegetais sdo
constituidos por misturas multicomponentes de substancias, que por vezes sdo capazes
de atuar em alvos farmacolégicos diferentes®.

Os efeitos benéficos da camomila no reparo tecidual podem ser devido as suas
atividades estrogénicas, antioxidantes e imunomoduladoras’? que podem afetar o eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal/gonadal, potencializando a agregacdo plaquetaria e dessa
forma interferindo positivamente na cicatrizacdo de feridas™® ou ainda, através de
mecanismos desconhecidos’?.

Em um estudo experimental em ratos, Nayak, Raju, Rao’® realizaram um
ferimento cutdneo no dorso dos animais tratados com o extrato de M. recutita
(camomila) em uma dose de 120mg/kg diariamente por via oral durante 14 dias (grupo
teste), e um grupo controle. Os autores observaram uma taxa de re-epitelizacdo mais
rapida no grupo teste (15,20 dias £ 0,13) do que nos animais do grupo controle (18,0
dias £ 0,10). A reducdo na area da ferida no grupo teste (61%) foi estatisticamente
significante (p <0,002) quando comparada com o grupo controle (48%).

Outro estudo experimental conduzido por Jarrahi et al.”, utilizou 30 ratos
submetidos a uma incisao linear de 3 cm em dorso cuténeo, alocados em trés grupos
experimentais. O grupo controle ndo recebeu tratamento; o grupo azeite recebeu
aplicacdo tépica de azeite uma vez por dia, desde o inicio do experimento até a
cicatrizacdo da ferida; e o grupo tratado com camomila dissolvida em azeite a0 mesmo
tempo. Os autores ndo encontraram diferenca significativa da taxa de cicatrizagao entre
0S grupos controle e azeite. A porcentagem da medicdo da ferida nos dias 5, 8 e 11

mostrou um incremento (p<0.05) no grupo que utilizou a camomila dissolvida em azeite
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em comparacédo ao controle. Dessa forma, segundo os autores, 0 extrato de camomila foi
capaz de acelerar o processo cicatricial neste experimento.

De igual modo, em 2011, Duarte, Quirino, Patrocinio, Anbinder # conduziram
outro estudo experimental, realizando Glceras em dorso de lingua de ratos com punch de
5 mm. Os pesquisadores alocaram 0s animais em um grupo controle e um grupo teste,
no qual foi aplicado na ferida extrato fluido de camomila (Ad-muc, Biolab, Tabo&do da
Serra, SP, Brazil) de 12 em 12 horas, conforme orientacdo do fabricante. Apos analise
histomorfoldgica das seccGes obtidas e analise clinica quantitativa da area de re-
epitelizacdo, segundo os autores, os efeitos mais significativos observados durante a
analise histomorfologica foram relacionados ao periodo experimental em si e ndo ao
tratamento instituido. Contudo, notaram que os fibroblastos foram dispostos de forma
mais desorganizada nas amostras do grupo controle em compara¢do ao grupo teste,
cujos fibroblastos e fibras estavam paralelos a superficie. A diferenciacdo das papilas
linguais também foi mais pronunciada nas amostras dos animais tratados.

Em uma revisio sistematica, Dantas et al.” objetivou avaliar o efeito do uso
topico da camomila na MO quimioinduzida com parametros clinicos e/ou histologicos
em modelo animal. Para tal, apos criteriosa avaliacdo dentre os artigos que envolviam
estudos experimentais em animais, cuja abordagem terapéutica foi exclusivamente o uso
de camomila tépica sob diferentes concentracdes, sem associacdo com outros agentes,
apenas dois trabalhos foram incluidos. Ambos utilizaram a mesma metodologia para
induzir MO e a ferida em mucosa jugal dos animais. Da mesma forma, o inicio do uso
da pomada com 100 mg de extrato fluido de camomila, comercialmente conhecida
como Ad-Muc®, se iniciou no 5° dia, em ambos os estudos. Quanto ao resultado dos
estudos selecionados, a aplicacdo tdépica de camomila na MO induzida por
quimioterapia em hamsters se mostrou eficaz, tanto do ponto de vista clinico quanto
histologico. Concluiu-se que a camomila apresentou resultados clinicos e
histopatoldgicos positivos e a capacidade de reduzir os niveis de algumas citocinas pro-
inflamatorias.

Curra et al.”, em um estudo experimental com hamsters, avaliaram o efeito do
tratamento topico com camomila e corticosteroides sobre o perfil de citocinas teciduais
(IL-18 e TNF-a) na MO quimioinduzida. A analise semiquantitativa deste trabalho
revelou que a imunomarcacdo de IL-18 e TNF-a no 10° dia, periodo de pico da MO,
apresentou escores mais baixos para ambas citocinas pro-inflamatoérias no grupo tratado

com camomila. Segundo os autores, a reducdo nos niveis das citocinas estudadas
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ocorreu concomitantemente com a melhora clinica e histopatolégica da MO, o que
permitiu aos autores inferir que o tratamento com camomila foi responsavel pela
diminuicdo da resposta inflamatdria observada na mucosite induzida por 5-fluorouracil

em hamsters.

Um dos principais flavonoides presentes na M. recutita, a apigenina, possui
potencial anti-inflamatério devido a sua capacidade de interferir na adesdo leucocitaria e
na regulacgdo positiva da proteina de adesdo em células endoteliais humanas, de inibir a
sintese de prostaglandinas induzida pela IL-1, assim como a producédo de IL-6 e IL-8
induzidas pelo TNF-a e bloquear a adesdo de leucdcitos a células endoteliais tratadas
com citocinas® 677,

Segundo Liang et al.”®, a apigenina possui ainda efeito inibitério na expresséo de
COX-2 e producdo de 6xido nitrico’. Camazulenos também possuem acdo inibitéria na
sintese de leucotrienos’®. As enzimas ciclooxigenase (COX) e 5-lipoxigenase estdo
envolvidas na liberacdo de &cido araquidbnico, que consequentemente interfere na
formacéo dos leucotrienos, 0s quais constituem um ponto de partida para uma resposta

inflamatoria’.

2.3 FOTOBIOMODULACAO LASER

2.3.1 Fotobiomodulacéo

Desde o inicio do século XXI, inameros artigos publicados com énfase nos
efeitos fisiologicos da luz vermelha e infravermelha proxima demonstraram que esses
comprimentos de onda de luz, sdo capazes de penetrar nos tecidos humanos e afetar
localmente, e até mesmo sistemicamente, o metabolismo celular, a sinalizagéo,
processos inflamatérios e a producédo de fatores de crescimento®,

O fenébmeno foi descrito pela primeira vez na literatura em 1967, por Endre
Mester, na Hungria®!, e se refere ao uso de fétons em uma irradiancia ndo térmica,
capaz de alterar a atividade bioldgica tecidual®. Apesar de ter sido conhecido por mais
de 60 outros nomes na literatura, como “terapia com laser de baixa poténcia” ou
“laserterapia”, o termo “terapia de fotobiomodulagdo” (TFBM) atualmente é o mais
utilizado, uma vez que ndo implica no uso de um aparelho laser necessariamente, e sim
no uso de outras fontes de luz, como os diodos emissores de luz incoerentes (LED), que

podem funcionar igualmente bem. Além disso, 0 uso da terminologia “modulagdo”,
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diferente de “fotobioativa¢do” ou “bioestimulagdo”, ndo implica que os efeitos
terapéuticos sejam sempre estimulatérios, visto que, em algumas circunstancias eles séo
inibitorios>:67:68,

Inventado em 1960 por Theodore Maiman, o primeiro aparelho de Laser, do
acronimo “amplifica¢do de luz por emissdo estimulada de radiagdo”, consiste em uma
fonte de luz® de largura espectral estreita e envolve porges do espectro
eletromagnético vermelho ou infravermelho préximo (390nm — 1600nm), que pode ser
de onda continua ou pulsada, com uma densidade de poténcia (irradiancia) entre 1mw-
5W/cm3818384 que utiliza o fendmeno fisico de emissio estimulada para criar um feixe
de luz monocromatico e coerente de baixa divergéncia®.

Comprimentos de onda (A) na faixa de 500 a 700 nm (vermelho) s&o
considerados adequados para tratar lesbes teciduais superficiais, enquanto
comprimentos de onda que variam entre 800 e 1000 nm (infravermelho préximo) sdo
mais indicados para lesdes de tecidos mais profundos®®. Entende-se que essas faixas
especificas de comprimento de onda podem ser utilizadas para promover o transporte de
elétrons, e dessa forma promover aumento da producgdo de adenosina trifosfato (ATP),
aumento da sintese de &cido desoxirribonucleico (DNA), modulacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), espécies de oxigénio nitrico (EON) e a inducdo de fatores
de transcricdo®%8. Dessa forma, ao contrario de outros procedimentos médicos a laser, a
TFBML ndo consiste em um mecanismo térmico ou ablativo e sim em um efeito
fotoquimico, no qual a luz é absorvida e promove uma mudanga quimica, comparavel
ao fendmeno da fotossintese nas plantas®’.

O método terapéutico que utiliza a luz laser de baixa energia, ou baixa
intensidade, € capaz de fornecer uma energia baixa, porém suficiente para produzir
estimulacdo, sem a destruicdo do sistema alvo®. Pode-se entdo dizer que a TFBML
utiliza lasers de baixa intensidade, ou de baixa poténcia, que compreendem radiacoes
ndo invasivas e nao ionizantes que, em contato com diferentes tecidos, promovem

efeitos térmicos, fotoquimicos e ndo lineares?®.

2.3.2 Acdo da TFBML no reparo tecidual

Segundo a literatura, dentre os diversos beneficios promovidos por essa
terapéutica sobre ferimentos cutaneos, encontram-se o estimulo a biossintese de

integrantes da matriz extracelular, como o colageno, mitose de diversos tipos celulares,
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incluindo fibroblastos e células epiteliais, bem como revascularizacdo, com o estimulo a
neoangiogénese*®:87, fendmenos necessarios para a resolucédo do processo inflamatério e
reparo tecidual com a contragdo da ferida e re-epitelizagéo.

A TFBML, segundo Reis et al.*?, é capaz de modular o reparo tecidual
promovendo a reducdo do edema e acelerando a transicao de caracteristica do infiltrado
inflamatodrio de células polimorfonucleares para monomorfonucleares, capaz também de
aumentar a sintese colagénica e melhorar o padrdo de organizacdo dos componentes
fibrilares da matriz extracelular. De igual modo, Viegas et al.® confirmaram que essa
modalidade terapéutica ndo reduz a resposta inflamatéria, porém promove o inicio
precoce e consequente resolucdo desta fase do reparo, além de ser capaz de aumentar a
sintese de colageno.

Wagner et al.® investigaram através de um estudo experimental em mucosa oral
de ratos Wistar, o impacto da TFBML na cicatrizacdo de Ulceras orais. Apoés realizar um
ferimento com punch de 3mm no dorso da lingua dos animais, 0s animais foram
alocados randomicamente em trés grupos experimentais: controle (0 Jcm?), Laser 4
Jem? e Laser 20 Jem? O laser foi aplicado imediatamente apés o procedimento
cirargico e uma vez ao dia durante 14 dias consecutivos e a eutanasia dos animais foi
programada para os dias 1, 5, 10 e 14 ap6s o procedimento cirdrgico. A analise clinica,
0s autores observaram diminuicdo na area média da ferida em todos os grupos no dia 5,
com a menor area no grupo do laser 4 Jem?, e, no dia 10, todos os animais deste grupo
apresentaram lesGes totalmente reparadas, sendo que essa situacdo clinica so foi
observada ao final do experimento nos outros grupos. Histologicamente, no dia 5, todos
os animais do grupo laser 4 Jem? exibiram re-epitelizagdo completa, observada nos
demais grupos a partir do dia 10. A presenca de infiltrado mononuclear,
neovascularizacdo e proliferacdo de fibroblastos eram evidentes e as fibras de colageno
foram predominantemente organizadas e paralelas a camada basal do epitélio. Os
autores® concluiram que o laser vermelho (A660 nm) com poténcia de saida de 40 mW é
capaz de acelerar 0 processo de cicatrizacdo da mucosa oral. Além disso, re-epitelizacdo
e cicatrizacdo tecidual mais rapida e organizada da mucosa oral foram alcangcadas com
uma densidade de energia de 4 Jecm? em comparagdo com 20 Jem?.

Em sua revisdo sistematica publicada em 2017, Suter, Sjolund, Bornstein®
investigaram os beneficios do uso do laser na cicatrizacdo e na dor de pacientes sob
tratamento de estomatites aftosas, através da analise de 11 artigos incluidos no seu

trabalho. Dos artigos selecionados, 9 incluiram a avaliacdo do reparo e dentre estes, 5
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autores observaram reducao do tempo de cicatrizacdo ap06s a irradiacdo laser. Os autores
demonstraram que a utilizacdo de lasers (laser de COg, laser de Nd:YAG e laser de
diodo) € uma opcédo para aliviar os sintomas e promover a cicatrizacdo de feridas em
pacientes com estomatite aftosa com baixo risco de efeitos colaterais.

Em uma meta-analise para elucidar o beneficio clinico da TFBML na reducéo da
dor e do edema e na reducdo da limitacdo de abertura de boca, He et al.®® concluiram
que esta terapéutica foi eficaz na reducdo destes trés parametros. Achado similar
encontrado por Oliveira et al.®!, cujo protocolo terapéutico estabelecido com uso do
laser de AsGaAl, com 4 J/cm? de densidade de energia, comprimento de onda 808 nm,
por periodos de 30 a 40 segundos intra e extraoral, respectivamente, irradiado 24 e 48
horas ap0s a cirurgia, tambem se mostrou eficaz na reducdo da dor no pdés-operatério de
pacientes submetidos a remocdo cirargica de terceiros molares inferiores e ainda
induziu os autores a considerar sua utilizacgdo como método  auxiliar no
restabelecimento da amplitude de abertura de boca dos individuos.

Em 2019, Zadik et al.? objetivaram revisar sistematicamente as evidéncias sobre
a TFBML para a MO radio/quimioinduzida e, consequentemente, atualizar as diretrizes
de prética clinica do MASCC/ISOO para 0 manejo desta condi¢do. Segundo os autores,
os dados relatados na literatura apresentam beneficios para a prevencdo de MO e sua
dor associada em certos tipos de populacdes de cancer. O alivio da dor se correlacionou
com a reducdo da gravidade da MO ao longo do tempo. A terapéutica pode ser
considerada uma modalidade de tratamento valida especialmente em pacientes
pediatricos que podem ndo ser capazes de cumprir outras modalidades, como o uso de
bochechos. Os autores notaram, entretanto, variacdo nos parametros apresentados pelos
diversos ensaios clinicos controlados randomizados (ECR). Dessa forma, ECR mais
bem desenhados, incluindo populagbes de pacientes pediatricos e pacientes tratados
com quimioterapia, Sd0 necessarios para esclarecer o potencial promissor do uso da

TFBML no manejo da MO em pacientes com cancer.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TRABALHO EXPERIMENTAL COM MODELO ANIMAL

Os procedimentos deste estudo foram conduzidos no Biotério do Laboratério de
Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da
Bahia (UFBA) (ANEXO 1) e no Laboratorio de Bioquimica Oral (LBO) do ICS/UFBA
(ANEXO 2) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
ICS/ UFBA sob nimero 3562050618 (ANEXO 3).

Este trabalho gerou dois manuscritos de artigos originais, que estdo em processo
de avaliacdo ap6s submissdo na comunidade cientifica e que serdo aqui apresentados
como Artigo 1, intitulado “Avaliagdo clinica e histomorfométrica da mucosa oral
normal de ratos submetida a aplicacéo topica de camomila (Matricaria recutita)” e
Artigo 2, intitulado “Avaliagdo da aplicacdo da Matricaria recutita isolada ou em
associacdo a terapia da fotobiomodulacgéo laser na cicatrizacdo da mucosa oral de
ratos”.

Foram utilizados ratos machos Wistar, Rattus norvegicus albinus, pesando em
média 2389, que ficaram alojados em gaiolas plasticas especificas, em grupos de cinco
animais, com boas condi¢des de iluminacdo e temperatura (£26°C) submetidos a uma
dieta comercial (Ragdo Nuvilab, Quimtia, Colombo-PR, Brasil) e agua ad libitum
durante todo o experimento. Passaram por adaptacdo no ambiente do biotério por um

periodo de sete dias.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para determinagdo do quantitativo de animais, foi utilizado como consulta o
estudo de Martins et al.!!, que realizou estudo semelhante em relacdo ao uso da
camomila em reparo tecidual, bem como o trabalho de Pavesi et al.*! Estes trabalhos
auxiliaram na verificacdo de um n amostral, todavia, o calculo amostral foi realizado
determinando um total de 15 animais por grupo.

Os animais foram alocados aletoriamente nos respectivos grupos experimentais,
conforme descrito nas tabelas 1 e 2 e no texto abaixo, de acordo com o artigo

correspondente originado.



36

Tabela 1 — Randomizacgdo dos animais nos grupos experimentais correspondentes ao
Artigo 1 (LBO/UFBA, 2022).

Grupos Experimentais Periodos de Eutanasia
DO D7 D14
Baseline (n=3) 3 - -
Controle (n=2) - 1 1
Camomila Extrato Fluido (n=10) - 5 5
Camomila infuséo 1 (n=10) - 5 5
Camomila infuséo 2 (n=10) - 5 5

1D0: dia do inicio do experimento; D7: 7 dias apds inicio de aplicacdo das terapéuticas
procedimento cirdrgico; D14: 14 dias ap6s apds inicio de aplicacdo das terapéuticas. Fonte:
prdpria do autor.

Tabela 2 — Randomizacdo dos animais nos grupos experimentais correspondentes ao
Artigo 2 (LBO/UFBA, 2022).

Grupos Experimentais Periodos de Eutanasia

D3 D7 D14

Controle (n=15) 5 5 5
Camomila Extrato Fluido (n=15) 5 5 5
Camomila infusdo 2 (n=15) 5 5 5
Laser (n=15) 5 5 5
Camomila infuséo + Laser (n=15) 5 5 5

'D3: 3 dias ap6s procedimento cirtrgico; D7: 7 dias apds procedimento cirdrgico; D14: 14
dias ap0s procedimento cirdrgico. Fonte: propria do autor.

Grupo Baseline: Animais selecionados como controle negativo, em que nao foi
empregada forma terapéutica (apenas presente no Artigo 1).

Grupo Controle: Animais submetidos a aplicagdo de soro fisiologico (0,9%)
com uso de haste flexivel plastica com algoddes nas extremidades (Cotonetes, Johnson
& Johnson, Sdo Paulo, Brasil), em intervalos de 12 horas em mucosa jugal direita
(Artigo 1) e em dorso de lingua (Artigo 2). Adicionalmente foi realizada simulacdo de
irradiacdo com aparelho de Laser diodo desligado.

Grupo Camomila Extrato Fluido: Animais submetidos a aplicacdo topica de
extrato fluido de camomila (Ad-Muc®, Biolab, S&o Paulo, Brasil), com uso de haste

flexivel plastica com algoddes nas extremidades (Cotonetes, Johnson & Johnson, Séo
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Paulo, Brasil), em intervalos de 12 em 12 horas, até o dia da eutanasia, como
preconizado pelo fabricante do medicamento.

Grupo Infusdo 1: Animais submetidos a aplicacdo topica de infusdo de
camomila, preparadas conforme indicacdo do fabricante que recomenda uso de um
saché para uma xicara de agua fervente, correspondente a 250 mL de agua filtrada
fervida em chaleira elétrica (Electrolux, Curitiba, Brasil). Apos atingir a temperatura de
ebulicdo (100 °C), a agua, ainda com temperatura superior a 90°C®, foi despejada em
uma caneca, e 0 saché de camomila (Chas Real®, Parana, Brasil) foi colocado em
infusdo com a caneca tampada, durante 3 minutos, conforme orientagdo do fabricante.
Apos o preparo, o chd de camomila foi mantido resfriado a uma temperatura entre 20-
22°C para uso ao longo de 24 horas, passado esse periodo, nova infusdo de cha foi
preparada. A aplicacdo na cavidade oral dos animais deu-se em temperatura resfriada
com intervalos de aplicacdo de 12 horas, com 0 auxilio de um conta gotas, até o dia da
eutanasia (apenas no Artigo 1).

Grupo Infusdo 2: Animais seguiram o mesmo protocolo do Grupo Infusdo 1,
entretanto, a aplicagdo ocorreu trés vezes ao dia (08 em 08 horas).

Grupo Laser: Animais irradiados com aparelho de laser diodo semicondutor
(Laser DMC Therapy EC, Sdo Paulo, Brasil) de AsGaAl em emissdo continua, com
poténcia maxima de saida de 100mW, area da ponta ativa do aparelho de 0,028cm?,
comprimento de onda de 660nm, aplicado em dias alternados. A dosimetria utilizada foi
de 35 J/cm?, 1J de aplicacdo no centro da ferida, por 10 segundos, iniciado ainda no dia
do procedimento cirargico (apenas no Artigo 2).

Grupo Camomila Infusdo + Laser: Animais tratados com as terapéuticas da
aplicacdo topica trés vezes ao dia da infusdo de camomila e da TFBML, conforme
descrito para os grupos isolados, iniciando-se pela irradiacdo laser prévia a aplicacdo da

camomila (apenas no Artigo 2).

3.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

ApOs pesagem, 0s animais correspondentes ao trabalho sobre reparo tecidual
(Artigo 2) foram anestesiados com uma mistura de Ketamina® (Farex do Brasil Ltda.
Porto Alegre-Brasil) e Xilazina® (J.A. Saide Animal, Sdo Paulo-Brasil) na proporcao

de 90mg/kg e 5mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal. Uma porcao circular do
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dorso da lingua foi removida utilizando-se um bisturi circular de 5 mm de diametro

(Biopsy Punch, Stiefel, Alemanha).

3.4 MORTE E DESCARTE DOS ANIMAIS

Os animais foram eutanasiados por administracdo de anestésico injetavel de
90mg/kg de Ketamina® associado a 10mg/kg de Xilazina®, na mesma seringa,
administrado por via intraperitoneal, de forma que a dose fosse suficiente para produzir
a auséncia do reflexo corneal e confirmacdo da morte. Os periodos de morte
estabelecidos foram descritos nas tabelas 1 e 2.

Apo6s a morte dos animais, as carcacas foram acondicionadas em sacos de PVC

em freezer a - 20°C com posterior incineracao apos coleta.

3.5 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os espécimes obtidos por autdpsia foram fixados em formalina tamponada a 4%,
com pH 7,4 e foram enviados para o processamento histolégico de rotina no laboratorio
de Patologia Oral da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) e no
Laboratério de Histologia e Embriologia (LHE) da Faculdade Adventista da Bahia
(FADBA), onde seguiu-se 0 processamento histoldgico, até inclusdo em blocos de
parafina. Os fragmentos teciduais foram entdo cortados em micrétomo, para obtencéo
de secces histoldgicas coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) com 5 um de espessura

Para realizacdo da andlise qualitativa e quantitativa das fibras colagenas
(colageno total) do tecido conjuntivo, os fragmentos teciduais inclusos em blocos de
parafina foram enviados ao LHE/FADBA, em Cachoeira-BA, para realizacdo da

coloracdo de Sirius Vermelho, especifico para colageno.

3.6 ANALISES

3.6.1 Andlise clinica

As mucosas jugais foram inspecionadas visualmente durante todo o periodo do

experimento, com o intuito de verificar possiveis alterac@es clinicas. Caso estas fossem
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verificadas, seriam registradas para posterior avaliacdo. Caracteristicas macroscopicas
do processo de reparo das ulceras em dorso lingual foram analisadas diariamente com o
auxilio de luz ambiente, espatulas de madeira e elésticos para auxilio na abertura de
boca dos animais, que foram contidos por um dispositivo plastico atraumatico,
conforme modelo utilizado por Martins®* e Pelisser, Vier-Pelisser, Fontanella,
Figueiredo®, causando minimo estresse. Tal avaliagdo obteve a classificacdo "presente”,
quando ainda eram observados sinais clinicos da Ulcera, e "ausente” quando o processo
de reparo da Ulcera havia sido visivelmente completado.

Nos dias da eutandsia, a inspecdo visual foi com o auxilio de um paquimetro,

que mediu o diametro da ferida, quando ainda presente.

3.6.2 Analise histomorfométricas

Os examinadores foram calibrados para uso dos programas e equipamentos no
LBO/ICS/UFBA. Para as analises, que foram realizadas as cegas através do uso de
mascaras nas laminas, utilizaram-se o Software Motic Images Plus 2.0 (Motic Asia,
Hong Kong, China), Software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Md,
EUA) e microscopio de luz Quimis BA410 (Quimis, Sdo Paulo, Brasil) acoplado a
camera Moticam 5.0.

Com as seccdes coradas em HE, foi realizada uma analise morfologica no
microscopio de luz, em triplicata, de cada seccédo histoldgica utilizando-se a objetiva de
10x. A caracterizacdo ocorreu de forma semiquantitativa de acordo com as seguintes
categorias: intensa (+++), moderada (++), discreta (+) e ausente (0), conforme descrito
por Medrado et al.?%. A partir das sec¢des coradas com Sirius Vermelho, foi realizada a
analise morfologica das fibras colagenas e do padrdo de expressao colagénica tecidual,
bem como andlise quantitativa do percentual da area do coldgeno. As analises
ocorreram com intervalos de uma semana entre elas.

Para a analise morfométrica, utilizou-se o Software Motic Images Plus 2.0, e foi
realizada a partir da captura de imagens de trés areas distintas de cada uma das seccdes
teciduais, em objetiva de 10x, atraves do microscopio acoplado a cémera. As
mensuracOes lineares realizadas utilizaram escala em micrometros (um) e foram
realizadas tanto nas seccBes referentes as mucosas jugais quanto nas de Ulcera em

lingua.



40

A andlise quantitativa do percentual de colageno total em relagdo a area total do
tecido foi realizada pelo Software ImageJ, com a padronizacgdo da area de 720.000 pm?
da imagem, considerando a altura de 800 um e o comprimento de 900 um, por dois
examinadores cegos, previamente calibrados, realizada também a partir das capturas de

trés areas distintas das seccdes teciduais na objetiva de 10x.

3.6.3 Anélise de dados

Foi criado um banco de dados no Microsoft Excel 2016 (versdo 2016), para
analise descritiva com a finalidade de identificar as caracteristicas gerais e especificas
da amostra estudada, incluindo-se analise quantitativa do percentual de colageno. Os
dados das variaveis morfoldgicas foram apresentados com frequéncias absolutas e
relativas, também com moda, valores minimo e maximo.

Para as variaveis morfométricas e porcentagem de area de coldgeno em relacédo a
area total do tecido, os dados foram expressos em média, desvio padrdo, mediana e
intervalo interquartil. Todas as analises foram realizadas no programa R (Foundation

for Statistical Computing, Vienna, Austria), com nivel de significancia de 5%.
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Resumo

Introducdo: A Matricaria recutita, conhecida como camomila, é utilizada
mundialmente como erva medicinal por apresentar acdo nos transtornos digestivos,
propriedades antimicrobiana, analgésica e anti-inflamatéria. Na Odontologia, possui
amplo uso no tratamento de inflamacdes e infecgbes orais de diversas etiologias. No
entanto, sua acdo sobre a mucosa oral normal ainda ndo foi documentada. Objetivo:
Avaliar o padrdo tecidual ap6s a aplicacdo topica de diferentes apresentacbes da
camomila na mucosa oral normal de ratos. Materiais e Métodos: Trinta e cinco ratos
machos tipo Wistar foram alocados randomicamente em 04 grupos experimentais:
Controle/baseline (G1), Extrato fluido de camomila - 2x/dia (G2), Camomila Infusdo 1
- 2x/dia (G3), Camomila Infusdo 2 - 3x/dia (G4). A eutanasia dos animais ocorreu nos
dias 7 e 14 apds o comeco das aplicagdes da planta medicinal na mucosa jugal direita.
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Seccdes coradas com Hematoxilina e Eosina foram avaliadas por morfologia descritiva
(degeneracédo da camada basal epitelial; presenca de infiltrado inflamatdrio e expressdo
de colageno) e morfometria (distancia da camada basal a superficie epitelial; distancia
da crista epitelial para a superficie epitelial; largura da crista epitelial; distancia inter-
cristas; e espessura da camada cérnea). O quantitativo e o padrdo de organizacdo do
colageno total foi avaliado pela coloragdo de Sirius Vermelho. Resultados: Nenhum
dos grupos experimentais apresentou diferencas estatisticas significativas entre si, além
de apresentarem semelhanca ao G1. Conclusdo: O uso tépico da camomila,
independentemente da posologia ou formulacdo investigada, ndo provocou dano
tecidual em mucosa oral normal de ratos, podendo ser considerada um agente
terapéutico bem tolerado pelos tecidos.

Palavras-chave: Camomila. Fitoterapia. Mucosa Bucal. Histologia

Abstract

Introduction: Matricaria recutita, known as chamomile, is used worldwide as a
medicinal herb for having action in digestive disorders, antimicrobial, analgesic and
anti-inflammatory properties. In Dentistry, it has wide use in the treatment of
inflammation and oral infections of different etiologies. However, its action on the
normal oral mucosa has not yet been documented. Objective: To evaluate the tissue
pattern after topical application of different presentations of chamomile in the normal
oral mucosa of rats. Materials and Methods: Thirty-five male Wistar rats were
randomly allocated into 04 experimental groups: Control/baseline (G1), Chamomile
fluid extract - 2x/day (G2), Chamomile Infusion 1 - 2x/day (G3), Chamomile Infusion 2
- 3x/day (G4). The euthanasia of the animals took place on days 7 and 14 after the
beginning of applications of the medicinal plant in the direct jugal mucosa. Sections
stained with Hematoxylin and Eosin were evaluated by descriptive morphology
(degeneration of the epithelial basal layer; presence of inflammatory infiltrate and
collagen expression) and morphometry (distance from the basal layer to the epithelial
surface; distance from the epithelial crest to the epithelial surface; width of the crest
epithelial thickness; inter-crest distance; and stratum corneum thickness). The quantity
and organization pattern of total collagen was evaluated using Sirius Red staining.
Results: None of the experimental groups showed significant statistical differences
between them, in addition to being similar to G1. Conclusion: The topical use of
chamomile, regardless of the dosage or formulation investigated, did not cause tissue
damage in normal oral mucosa of rats, and can be considered a therapeutic agent well
tolerated by tissues.

Keywords: Chamomile. Phytotherapy. Mouth Mucosa. Histology

4.1.1 Introducéo

O Brasil possui uma farmacopéia popular diversificada em plantas medicinais,

resultante da miscigenacdo cultural envolvendo africanos, europeus e indigenas, com
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introducdo de espécies exdticas pelos colonizadores e escravos®. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude®’, a definicdo de planta medicinal é “todo vegetal que
contém, em um ou varios de seus 0rgaos, substancias que podem ser empregadas para
fins terapéuticos ou precursores de substancias utilizadas para tais propdsitos”.

Dentre a diversidade das espécies vegetais e de biomas encontrados no Brasil, a
planta Matricaria recutita (M. recutita), conhecida popularmente como camomila, é
amplamente utilizada em todo o mundo, principalmente sob a forma de chas/infusdo e
decoccdo®* %100 Contém constituintes bioativos como flavondides, matricina,
camazuleno e terpendides, que conferem a esta planta propriedades anti-inflamatdria,
antiespasmodica e antibacteriana®1%l, Dentre os possiveis usos medicinais da M.
recutita, sabe-se que € indicada no controle das perturbacBes estomacais em geral,
diarréia, nauseas, inflamacdes das vias urindrias e disturbios menstruais, além de
inflamacoes dos olhos e boca®®.

Alguns estudos experimentais demonstram a capacidade desta planta medicinal
em aumentar a velocidade do reparo tecidual e dessa forma promover uma re-
epitelizagdo mais rapida de Ulceras* 4472, Tal atividade explica a indicacdo do uso da
camomila sobre feridas dificeis de cicatrizar e nas afeccdes da pele em geral .

Devido as acfes antimicrobianas e bioestimuladoras no reparo tecidual, a
camomila tem sido utilizada na Odontologia para controle dos microrganismos
presentes no biofilme dental*> e como adjuvante na terapia de condices como:
xerostomial®, mucosite4, gengivite'3, infecgdes orais'* e ulceracéo aftosa recorrentel®.

Apesar de ser amplamente investigada ao longo dos anos, ainda nao foi
claramente descrito na literatura os achados histopatoldgicos da aplicacdo topica desta
planta medicinal sobre tecidos normais, tendo em vista que durante a aplicacao,
independente da finalidade, a substdncia acaba por atingir regides de tecido
consideradas sadias durante o seu periodo de uso. Desta forma, este trabalho se justifica
pela contribuicdo do conhecimento acerca da repercussdo do uso da camomila, sob
diferentes formulacdes e concentra¢des, em mucosa oral normal em ratos. O objetivo
desta pesquisa foi avaliar o padrdo tecidual apds a aplicacdo tdpica de diferentes

apresentacdes da camomila (M. recutita) na mucosa oral normal de ratos.
4.1.2 Materiais e métodos

Os procedimentos foram conduzidos no Biotério do Laboratério de Neurociéncias
do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).
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Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia - ICS/ UFBA (n°
3562050618).

Trinta e cinco (35) ratos machos tipo Wistar, Rattus norvegicus albinus, pesando
em média 233g, ficaram alojados em gaiolas plasticas especificas, em grupos de cinco
animais, com boas condi¢des de iluminacdo e temperatura (£26°C) submetidos a uma
dieta comercial e agua ad libitum durante todo o experimento. Passaram por adaptacdo

no ambiente do biotério por um periodo de sete dias.

4.1.2.1 Grupos experimentais

Os animais foram alocados randomicamente em quatro grupos experimentais e a
aplicacdo topica da camomila ocorreu em mucosa jugal direita com auxilio de haste
flexivel plastica com algoddes nas extremidades (Cotonetes, Johnson & Johnson, Sé&o
Paulo, Brasil):

Grupo Controle/baseline (G1): Cinco animais foram alocados nesse grupo.
Trés serviram como controle negativo, onde ndo foi empregada terapéutica ou
simulacdo e dois foram submetidos a aplicacdo de soro fisiol6gico (0,9%) em intervalos
de 12 horas.

Grupo Camomila Extrato Fluido (G2): Dez animais submetidos a aplicacdo
topica diaria de extrato fluido de camomila (Ad-Muc®, Biolab, Sdo Paulo, Brasil), em
intervalos de 12 horas, como preconizado pelo fabricante do medicamento.

Grupo Infusdo 1 (G3): Dez animais submetidos a aplicagdo topica de infusdo
de camomila (Chas Real®, Parand, Brasil), com intervalos de aplicacdo de 12 horas, até
o dia da eutanasia.

Grupo Infusdo 2 (G4): Dez animais seguiram o mesmo protocolo do Grupo
Infusdo 1, entretanto, a aplicacdo tdpica de infusdo de camomila ocorreu trés vezes ao

dia, com intervalo de 08 horas entre as aplicaces.

4.1.2.2 Infusdo do cha de camomila

As infusdes de camomila foram preparadas conforme indicacdo do fabricante

(Chas Real®, Parana, Brasil). Logo, utilizou-se o correspondente a um saché para uma
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xicara de agua fervente, correspondente a 250 mL de agua filtrada fervida em chaleira
elétrica (Electrolux, Curitiba, Brasil). Apoés atingir a temperatura de ebuli¢do (100 °C), a
agua, ainda com temperatura superior a 90°C%, foi despejada em uma na caneca e 0
saché de camomila (Chas Real®, Parana, Brasil) foi colocado em infusdo com a caneca
tampada, durante 3 minutos. Apds o preparo, o chd de camomila foi mantido resfriado a
uma temperatura entre 20-22°C para uso ao longo de 24 horas; passado esse periodo,
nova infusdo de cha foi preparada. A aplicacdo na mucosa dos animais deu-se em

temperatura resfriada.

4.1.2.3 Morte dos animais

Dos cinco animais do grupo controle, trés foram sacrificados no dia zero, antes
da aplicacéo topica da substancia, e dois animais tiveram o sacrificio programado para
7° e 14° dias (01 animal/dia) apds aplicacdo topica da solucédo salina. Os animais deste
grupo serviram de referéncia para os parametros de normalidade. Por se tratarem de
animais saudaveis e com mucosa jugal sem alteracGes, as possibilidades de alteracGes
histologicas eram minimas. Com isso, ndo foi necessaria a morte de mais animais ao
longo dos periodos estabelecidos, 0 que também esta de acordo com as normas de uso
cientifico de animais, estabelecidas na Lei brasileira n°® 11.794, de 8 de Outubro de
200812,

Os periodos de morte estabelecidos para os demais grupos experimentais foram
7 e 14 dias ap0s o inicio da aplicacdo em mucosa jugal normal (5 animais/dia). Os
animais foram eutanasiados por administracdo de anestésico injetdvel de 75mg/kg de
Ketamina® (Farex do Brasil Ltda. Porto Alegre-Brasil) associado a 10mg/kg de
Xilazina® (J.A. Salde Animal, Sdo Paulo-Brasil), por via intraperitoneal, dose

suficiente para produzir a auséncia do reflexo corneal e confirmacdo da morte.

4.1.2.4 Analise clinica

Ao final do experimento e ap6s a morte dos animais, a mucosa jugal foi avaliada
macroscopicamente para verificacdo de possiveis alteragdes clinicas.
A mucosa jugal direita dos animais foi avaliada por inspegdo visual diariamente

durante o periodo de aplicacdo topica das diferentes formulacdes da camomila. Foram
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investigadas possiveis alteracdes da normalidade da mucosa quanto a cor (semelhante a
mucosa adjacente, palida, avermelhada, amarelada ou pigmentada/coloracéo), textura

superficial (lisa ou rugosa), alteragdes de relevo, brilho/hidratagéo (seca/imida).

4.1.2.5 Processamento histol6gico

Os espécimes de mucosa jugal obtidos por autopsia foram fixados em formalina
tamponada a 4%, com pH 7,4 e foram enviados para o processamento histoldgico de
rotina no laboratério de Patologia Oral da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS) para obtengdo de secgdes histologicas de S5um de espessura coradas por
Hematoxilina e Eosina (HE).

Para realizacdo da andlise qualitativa e quantitativa das fibras colagenas
(colageno total) do tecido conjuntivo, os fragmentos teciduais inclusos em blocos de
parafina foram enviados ao Laboratorio de Histologia e Embriologia (LHE) da
Faculdade Adventista da Bahia (FADBA), em Cachoeira-BA, para realizacdo da

coloracao de Sirius Vermelho.

4.1.2.6 Analise morfologica e morfométrica

A calibracdo dos examinadores para uso do Software Motic Images Plus 2.0
(Motic Asia, Hong Kong, China), Software ImageJ (National Institutes of Health,
Bethesda, Md, EUA) e microscopio de luz Quimis BA410 (Quimis, Sdo Paulo, Brasil)
acoplado a camera Moticam 5.0 ocorreu no Laboratério de Bioguimica Oral (LBO) do
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da UFBA.

Para evitar o viés de tendenciosidade as analises foram feitas as cegas, através de
mascara, no qual os examinadores no momento da analise dos parametros ndo tiveram
acesso a qualquer informacdo referente ao grupo, codificacdo original da lamina,
identificacdo numeérica do animal ou dias do sacrificio. As analises foram feitas em
triplicata pelos mesmos avaliadores, com intervalos semanais.

Com as seccdes coradas com HE, foi realizada uma analise morfoldgica no
microscopio de luz, em triplicata, de cada seccao histologica utilizando-se a objetiva de
10x. A caracterizagdo ocorreu de forma semiquantitativa de acordo com as seguintes

categorias: intensa (+++), moderada (++), discreta (+) e ausente (0), conforme Medrado
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et al.?. As variaveis avaliadas foram: a) degeneracdo da camada basal epitelial; b)
presenca de infiltrado inflamatorio e ¢) expressdo de colageno. Com as sec¢des coradas
com Sirius Vermelho, foi realizada a analise morfologica das fibras colagenas e do
padrdo de expressao colagénica tecidual, bem como analise quantitativa do percentual
da area do colageno. As analises em triplicata ocorreram com intervalos de uma semana
entre elas.

Para a analise morfométrica, utilizou-se o Software Motic Images Plus 2.0, e foi
realizada a partir da captura de imagens de trés areas distintas de cada uma das seccdes
teciduais, em objetiva de 10x, através do microscOpio acoplado a cémera. As
mensuracoes lineares realizadas, em micrometros, incluiram: a) distancia da camada
basal a superficie epitelial (DCBSE); b) distancia do apice da crista epitelial para a
superficie epitelial (DACESE); c) largura da crista epitelial (LCE); d) distancia inter-
cristas (D1); e e) espessura da camada cornea (ECC).

A anélise quantitativa do percentual de colageno total em relacdo a area total do
tecido foi realizada pelo Software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Md,
EUA), com a padronizagdo da area de 720.000 um? da imagem, considerando a altura
de 800 um e o comprimento de 900 um, por dois examinadores cegos, previamente
calibrados, realizada também a partir das capturas de trés areas distintas das seccdes

teciduais na objetiva de 10x.

4.1.2.7 Andlise estatistica

Os dados coletados foram abrigados em planilhas do Microsoft Excel 2016
(versdo 2016), para analise descritiva com a finalidade de identificar as caracteristicas
gerais e especificas da amostra estudada, incluindo-se analise quantitativa do percentual

de coléageno.

Devido ao tamanho da amostra e ao delineamento do estudo, optou-se por uma
analise estatistica paramétrica. Os dados do grupo controle ndo foram considerados para
fins de aplicacdo dos testes de hipdteses.

Os dados das variaveis morfoldgicas foram apresentados com frequéncias
absolutas e relativas, também com moda.

As variaveis morfométricas DCBSE; DACESE e ECC foram realizadas por
analise de variancia (ANOVA) “two way”, considerando os fatores de estudo grupo e

tempo de sacrifico, bem como a interacdo entre eles (grupos e tempos de morte).
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Para as andlises da LCE, DI e porcentagem de area de colageno em relacdo a
area total foram utilizados modelos lineares generalizados, também considerando 0s
fatores de estudo grupo e tempo de sacrificio, bem como a interacdo entre eles. Para a
variavel de porcentagem de area de colageno em relacdo a area total os dados foram
utilizadas medidas de tendéncia central expressos em média e de dispersdo com desvio
padrdo. Todas as analises foram realizadas no programa R (Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria), com nivel de significancia de 5%.

4.1.3 Resultados

A avaliacdo clinica realizada através de inspec¢do visual imediatamente apds a
morte, ndo evidenciou a presenca de alteragbes nos aspectos de normalidade da
superficie da mucosa jugal dos animais quanto a cor, textura superficial, alteracdes de
relevo, brilho/hidratagéo.

Embora tenha sido feita a analise de todas as seccdes obtidas, os resultados
estatisticos apresentados se referem as analises em HE dos grupos G2, G3 e G4 (Figura
1), onde optou-se por remover 01sec¢do histoldgica do G3, referente a um caso de 7
dias de sacrificio, por falta de material biol6gico em boas condic6es para avaliacdo

Nas sec¢des histologicas coradas por HE do grupo controle (G1), observou-se
uma camada cornea com aspecto de normalidade, presenca de cristas epiteliais em toda
extensdo do epitélio e infiltrado inflamatorio mononuclear residente na lamina propria
nos animais de todos os periodos de sacrificio (Figura 1). Independentemente do
periodo investigado, notou-se padronizacdo na expressdo de colageno total. Com
relacdo a degeneracdo da camada basal, esta foi ausente em todas as sec¢des analisadas.
Nas seccdes coradas com Sirius Vermelho, notou-se presenca de fibras colagenas

espessas, com feixes densos, dispostas em todos os sentidos (Figura 2).
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Figura 1 — Fotomicrografias representativas de sec¢Ges histologicas coradas por HE vistas na objetiva de
10x (A, C, E e G) e 40x (B, D, F e H) que ilustram a morfologia dos grupos experimentais. Percebe-se
espessura do epitélio estratificado pavimentoso ortoceratinizado, com presenga de cristas epiteliais
(asterisco) ora volumosas, ora discretas. Observa-se também graus variados de espessura de camada
cornea (ponta de seta), que caracterizam o padrédo histomorfoldgico da mucosa jugal de ratos. Seta: vaso
sanguineo.

Fonte: LBO/UFBA, 2022



Figura 2 — Fotomicrografias representativas de sec¢les histoldgicas coradas por Sirius
Vermelho com objetiva de 10x (A, C, E, G) e 40x (B, D, F, H) para ilustrar o padréo
morfologico das fibras colagenas nos grupos, onde se nota padronizacdo de profundidade
de deposicao de colageno (linhas interrompidas) na lamina prépria, com fibras densas
(ponta de seta) dispersas em diferentes arranjos organizacionais.

Fonte: LBO/ICS/UFBA, 2022
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Quanto ao grupo Extrato Fluido (G2), ao avaliar as caracteristicas do epitélio
com 7 dias e 14 dias de sacrificio, estes se mostravam sem alteragdes significativas na
maior parte da amostra (Figura 1). No que diz respeito a degeneracdo da camada basal,
assim como no grupo Controle (G1), esse parametro também se encontrou ausente em
todos os periodos investigados (100%) (Tabela 1). Quanto a presenca de infiltrado
inflamatério mononuclear, este se apresentou de forma discreta em toda a amostra
(100%), nos dois periodos de sacrificio. Por fim, no que tange a expressdo de colageno,
na maior parte da amostra, se apresentou de maneira discreta (100% em 7 dias e 80%
em 14 dias) (Tabela 1). Quanto a analise pela coloracdo com Sirius Vermelho, as fibras
colagenas se apresentaram espessas, dispostas em todos os sentidos, com feixes densos

homogéneo em toda a extensdo (Figura 2).

Tabela 1 —Distribuicdo de frequéncias dos resultados das analises morfoldgicas em funcdo do
grupo e tempo de sacrificio (LBO/UFBA, 2022).

Variavel Resultado G2 G3 G4
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
n=5 n=5 n=4 n=5 n=5 n=5

Degenerago da Aysente 5 (100,0%) 5 (100,0%) 4(100,0%) 5 (100,0%) 5(100,0%) 5 (100,0%)
camada basal Discreto 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Moderado 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Infiltrado Aysente 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (20,0%) 1 (20,0%)
Inflamatério Discreto 5 (100,0%) 5 (100,0%) 4(100,0%) 5 (100,0%) 4 (80,0%) 4 (80,0%)
Moderado 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Expressio de Aysente 0 (0,0%) 1 (20,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
colageno Discreto 5 (100,0%) 4 (80,0%) 4(100,0%) 5 (100,0%) 1 (20,0%) 2 (40,0%)
Moderado 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 4 (80,0%) 3 (60,0%)

Fonte: autoria propria

No grupo G3 (Infuséo 1), as caracteristicas epiteliais também ndo apresentaram
modificagdes em seu padrdo, em 7 ou 14 dias (Figura 1). Semelhante ao que foi
observado no grupo G2, a degeneracdo da camada basal aqui também foi ausente na
totalidade da amostra (100%). A variavel de infiltrado inflamatério mononuclear
encontrava-se predominantemente discreta nos dois tempos do sacrificio (100% em 7 e
14 dias). A expressdo de colageno, se mostrou totalmente (100%) discreta tanto para
quanto 7 e 14 dias (Tabela 1). Pela colora¢do com Sirius Vermelho, as fibras colagenas
também se mostraram espessas dispostas em todos os sentidos, com feixes densos,
porém de aspecto fragmentado em parte da amostra (Figura 2).

Por altimo, no grupo G4 (Infusdo 2), o padrdo epitelial ndo se alterou em seus
aspectos em nenhum dos dois periodos avaliados (Figura 1). A degeneracdo da camada
basal, assim como nos demais grupos, também estava ausente na integralidade da

amostra (100%). Observou-se discreto infiltrado inflamatorio na maioria das seccdes
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dos dois tempos (80%). Com relacdo a expressao de colageno, esta foi notada de forma
moderada na maioria das sec¢des dos periodos (80% em 7 dias e 60% em 14 dias)
(Tabela 1). Quanto ao padrao das fibras colagenas, pela coloracdo do Sirius Vermelho,
estas encontravam-se presentes de forma espessas sob feixes densos, dispostos em todos
os sentidos (Figura 2).

Os resultados das variaveis morfomeétricas sao apresentados na Tabela 2. Para tal
analise, considerou-se os parametros do G1 (baseline) que incluiu a DCBSE (57,61
um); a DACESE (111,06 pum); a LCE (60,93 pum); a DI (39,67 um) e a ECC (18,56
pum). Apesar da mensuracdo da DCBSE do G2, aos 7 dias, ter apresentado maior valor
(95,23 pm) em contraste com o menor valor descrito no G4, aos 14 dias (59,51 um),
que foi o grupo que mais se aproximou a média do baseline, tal diferenca ndo foi
estatisticamente significativa (p = 0,1757), assim como a DACESE, que aos 14 dias do
G2 apresentou 0 maior valor (165,85 pum) comparado ao menor valor encontrado no G4
aos 14 dias, que também foi o mais proximo do baseline (103,28 um), porém com p =
0,2040.

No que diz respeito a LCE, o grupo G2, no periodo de 7 dias do sacrificio
apresentou o maior valor de média (79,07 um) contrapondo ao menor valor (53,19 pum)
encontrado aos 7 dias do G4. Sendo o grupo do 14° dia do G3 (56,23 um), o que
apresentou média mais proxima ao baseline. Sem diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,4862) entre 0s grupos.

Aos 14 dias, 0 mesmo G2, também foi o que apresentou valor de DI (57,32 um)
comparado aos 14 dias do G4, com menor valor de média (40,34 um), novamente com
média mais proxima ao encontrado no baseline, com p = 0,7009. Por fim, no pardmetro
de ECC, os valores médios na amostra variaram de 40,55um e 17,61um
correspondentes aos grupos de 7 dias do G2 e aos 14 dias do G3, respectivamente, com
a media descrita do G4, a que mais se aproximou ao grupo baseline. No entanto, em
termos de avaliagéo estatistica, tal diferenga também néo foi significativa (p = 0,1386).

Observou-se que, apesar de haver divergéncia nas mensuracdes das variantes nos
grupos investigados ao longo dos tempos, essa diferenca ndo foi estatisticamente
significativa (p>0,05).

Considerou-se um percentual para o baseline de 48,1 (G1) para o padréo
quantitativo de expressdo do colageno total. Nota-se que o valor médio do G2,
apresentou maior divergéncia no percentual de expresséo colagénica (aos 7 dias 41,5 e

aos 14 dias 37,3) em comparagdo com 0s demais periodos e grupos investigados, o que
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determinou um p-valor préximo ao limiar (p=0,0569), porém ainda sem significancia

estatistica.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo (DP) das medidas morfométricas (um) em funcéo do grupo e
tempo de sacrificio (LBO/UFBA, 2022).

Variavel Estatistica G2 G3 G4
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
n=5 n=5 n=4 n=5 n=5 n=5
Média 95,23 76,84 82,79 87,87 69,52 59,51
DCBSE (DP) (27,38) (20,93) (24,75) (26,75) (23,50) (39,75)
1p-valores p(grupos)=0,1757; p(tempo)=0,4631; p(interacdo)=0,6609
DACESE Média 163,23 165,85 126,22 156,56 133,38 103,28
(DP) (28,73) (33,75) (483,26) (55,75) (92,32) (51,54)
1p-valores p(grupos)=0,2040; p(tempo)=0,9639; p(interacdo)=0,5112
LCE Média 79,07 67,73 73,20 56,23 53,19 65,68
(DP) (13,84) (12,85) (13,01) (16,43) (31,61) (23,82)
1p-valores p(grupos)=0,4862; p(tempo)=0,1437; p(interacdo)=0,5783
DI Média 49,16 57,32 45,37 49,55 46,51 40,34
(DP) (20,38) (10,93) (21,01) (11,09) (29,24) (10,82)
1p-valores p(grupos)=0,7009; p(tempo)=0,7208; p(intera¢do)=0,1740
ECC Média 40,55 24,30 20,67 23,54 22,04 17,61
(DP) (27,37) (64,71) (7,62) (10,08) (12,04) (10,49)
Ip-valores p(grupos)=0,1386; p(tempo)=0,2796; p(intera¢do)=0,3598

!Para fins da analise estatistica ndo foi considerado o grupo controle. DCBSE: Distancia da camada basal
a superficie epitelial; DACESE: Distancia do apice da crista a superficie epitelial; LCE: largura da crista
epitelial; DI: Distancia inter-cristas; ECC: Espessura da camada cérnea. DCBSE, DACESE e ECC anélise
com ANOVA “two way”’; LCE, DI analise com modelos lineares generalizados. Fonte: autoria propria.

Para analise do padrdo quantitativo de colageno total obteve-se o total de 30
secgOes histologicas coradas com Sirius Vermelho, sendo os grupos G1, G2, G3 e G4
composto por: 04, 10, 09 e 07 casos, respectivamente, em fungdo da dificuldade de
analise do material bioldgico de 01 caso referente ao dia 0 dia G1; 01 caso de 7 dias do
G3; 01 caso de 7 dias e 02 casos de 14 dias do G4. Assim como nos resultados das
seccOes em HE, as analises referentes ao grupo controle/baseline (G1) ndo foram
incluidas na analise estatistica, embora analisadas.

Observa-se na Tabela 3 que ndo houve diferenga significativa entre os grupos e
0s tempos quanto a percentagem de area de colageno em relacdo a area total do tecido
(p>0,05).
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Tabela 3 — Média e desvio padrdo (DP) da porcentagem de area de colageno em
relacéo a area total do tecido em funcéo do grupo e tempo de sacrificio (LBO/UFBA,
2022).

Grupo 7 dias 14 dias
Média (DP) Média (DP)
G2 41,5 (8,1) 37,3(11,2)
G3 42,1 (5,0 47,1(8,9)
G4 50,0 (4,4) 49,1 (5,3)
p-valor p(grupo)=0,0569; p(tempo)=0,9173; p(interacéo)=0,4928

Para fins da anélise estatistica ndo foi considerado o grupo controle. Andlise
com ANOVA “two way”. Fonte: autoria propria

4.1.4 Discussao

Sabe-se que plantas medicinais ndo séo isentas de provocar rea¢des adversas ao
organismo, que podem decorrer dos proprios componentes intrinsecos, dosagem
inadequada ou presenca de contaminantes durante as preparacoes fitoterapicas®3104,

Em funcédo da popularidade, facilidade de acesso e baixo custo tais substancias
possuem ampla utilizacdo para fins terapéuticos, em especial sob forma de bochechos e
orabase na Odontologia'®!316, além da dificuldade de limitar a utilizacdo destes agentes
apenas nas areas lesionadas, faz-se necessaria essa investigacdo da acao topica da M.
recutita também no tecido normal. Neste estudo, as caracteristicas histologicas
propostas para analise sdo as mesmas encontradas quando um tecido é submetido a
danos das mais diversas formas e provoca as alterac6es teciduais.

Devido a dificuldade em encontrar a descri¢cdo do padrdo histolégico da mucosa
oral dos ratos na literatura, os resultados obtidos pelas andlises do grupo
Controle/baseline (G1) serviram como parametros de referéncia para os demais grupos
experimentais, por se tratar de amostra de mucosa oral sem exposicdo aos agentes
topicos deste experimento, justificando a inclusdo deste grupo no estudo.

As caracteristicas de estruturas teciduais da mucosa dos ratos se assemelham a
mucosa de humanos, tanto em relacdo ao epitélio de revestimento quanto a lamina
proprial®, exceto pela presenca do extrato corneo. Ao se avaliar o parametro ECC, ndo
se observou espessamento do estrato corneo produzido em resposta a um possivel
estresse, através da maior producédo de ceratinal®, tanto no grupo baseline quanto nos

grupos experimentais. A DCBSE também ndo evidenciou padrdo de espessamento
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significativo, o que se caracteriza histologicamente como acantose, que é definida como
aumento do estrato espinhoso devido ao maior nimero de células epiteliais'®. Uma vez
que tais parametros ndo demonstraram discrepancias significativas entre 0s grupos
experimentais, tais achados evidenciam que ndo houve resposta expressiva a um
possivel trauma. Este, poderia ter ocorrido pela friccdo da haste de algoddo no tecido
durante a aplicacdo da substadncia na regido, ou até mesmo em funcdo de estimulo
provocado pelas substancias presentes nas formula¢des de camomila.

A despeito da possibilidade de trauma pelo uso da haste flexivel durante a
aplicacédo topica do extrato fluido, o trabalho de Myose et al.'’ testou a friccdo de
instrumentais ou artefatos em mucosa de ratos ao estabelecer um modelo in vivo de
lesdo intraepitelial para avaliar os efeitos na resposta inflamatoria de macrofagos. Para
tal, os autores utilizaram como metodologia, 0 uso de haste flexivel com extremidades
de algodéo, outra coberta com gaze, uma escova de tufo e uma de esponja cortada em
cubos de 10 mm, 30 vezes com uma carga aplicada de 50g. O dano tecidual foi avaliado
quando observado clinicamente imediatamente apds a friccdo e microscopicamente. Em
seus resultados, os autores observaram que dentre os artefatos utilizados, apenas a
escova de esponja ndo foi capaz de provocar lesdo intraepitelial, o que comprova que
cargas constantes com alguns materiais podem resultar em lesdo. Danos macroscopicos
como eritema nao foram observados, entretanto, o ligeiro aumento de macréfagos nos
tecidos subepiteliais mostra que os macrofagos reagiram a lesdo mecénica. De forma
complementar ao que os autores apresentaram, os achados clinicos e histolégicos do
presente estudo mostraram que o uso das hastes flexiveis com extremidades de algodao
aplicadas duas vezes ao dia, por 7 ou 14 dias, ndo foi capaz de provocar dano macro ou
microscopico ao tecido e que pudessem ser confundidos com alteracdes teciduais
causadas pela aplicacdo da substancia.

Em relacdo a degeneracdo da camada basal, representada pela perda da
integridade da camada basal’’®, o fato desta estar ausente em todos os grupos
experimentais indica um fator positivo a camomila, pois demonstra que a aplicacdo
topica da mesma, independente da forma de veiculacdo, ndo foi capaz de provocar dano
aos tecidos avaliados durante os 14 dias do experimento.

Quanto a presenca de infiltrado inflamatério mononuclear, observacdes
caracteristicas do processo inflamatoriol®®10° que se apresentaram de ausentes a
discretos nos grupos experimentais em ambos 0s tempos de sacrificio, percebe-se

similaridade com o grupo Controle/baseline (G1). Cabe ressaltar que, além da matriz
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extracelular, o tecido conjuntivo é também composto por células residentes proprias, a
exemplo dos macrofagos, mastdcitos e leucocitos, capazes de agir inicialmente frente a
uma agressao''?. Tal caracteristica explica a presenca do discreto infiltrado inflamatério
observado nas sec¢Oes avaliadas. Uma vez que a resposta inflamatéria é decorrente de
um dano, pode-se sugerir entdo que houve auséncia de lesdo tecidual em qualquer das
formas de apresentacdo e posologia da camomila. Esta auséncia de efeitos adversos e a
boa tolerancia tecidual ficam evidentes em diversos estudos®111328 que tiveram como
finalidade observar o efeito anti-inflamatério da camomila.

No estudo de Oliveira et al.?, os autores avaliaram o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e apoptose em ulceras induzidas na mucosa jugal esquerda de ratos
divididos em 5 grupos: animais tratados com solugdo salina (grupo controle
negativo/ratos normoglicémicos e grupo controle positivo/ratos diabéticos); animais
tratados com extrato de camomila (ratos normoglicémicos e ratos diabéticos) e; animais
diabéticos tratados com triancinolona. Apds dez dias do experimento, a analise
histolégica mostrou que o grupo controle negativo e o grupo camomila com ratos
diabeticos apresentaram a pontuacdo 1 no score, representada por auséncia de ulcera,
fibrose e infiltrado inflamatdrio crénico; o grupo controle positivo pontuou score 2, pois
apresentava ulceracdo epitelial; o grupo triancinolona teve um score 4, caracterizado
pela presenca de Ulcera e intenso processo inflamatério agudo e; o grupo camomila de
animais normoglicémicos mostrou epitélio totalmente remodelado e sem inflamacéo, o
que representou o score 0. Os autores atribuiram os resultados favoraveis da camomila a
capacidade anti-inflamatoria oriunda dos seus compostos bioativos, capazes de inibir a
ciclooxigenase-2 e sintese de mediadores inflamatorios. Além disso, relatam que o alfa-
bisabolol presente na camomila estd relacionado com a formacdo de tecido de
granulacdo durante o processo de reparo de feridas. Importa ressaltar que, também neste
estudo, ndo ha informacdes sobre o tecido normal, que ndo foi submetido a dano.

Salum, Cherubini, Amenabar'®, em seu estudo experimental, caracterizaram a
mucosa oral de diferentes modelos animais utilizados comumente em pesquisas. Ao
avaliar a mucosa jugal de um rato (Ratus norvegicus), descrevem que a espessura
epitelial encontrada variou de 40 a 80 pum, sendo destes, 7 a 20 um de espessura da
ceratina. Tais resultados encontram-se discretamente diferentes dos descritos neste
estudo, visto que a espessura da camada epitelial (DCBSE) variou aproximadamente
entre 59 e 95 um e a espessura da camada cornea (ECC) de 17 a 40 um. Essas

diferencas de dados apresentado pelos autores com o presente estudo podem ser
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decorrentes da diferenca do n amostral, visto que no estudo citado, apenas um animal
foi utilizado para analise. A dificuldade em obter estudos comparativos ou que incluam
0s aspectos de normalidade dos tecidos destes animais justificam a relevancia deste
trabalno e deve ser fator estimulante para outras publicagbes contendo estas
informacoes.

No presente estudo, apesar dos resultados morfométricos de tais medidas
lineares (DCBSE e ECC) nos grupos experimentais terem sido divergentes do
Controle/baseline, com tendéncia a médias mais elevadas, quando comparadas entre si
(G2, G3 e G4) ndo foram observadas diferencas significativas. Dessa forma, sugere-se
que o discreto espessamento da camada epitelial e a ceratinizagdo superficial, bem como
a presenca das critas epiteliais descritas sejam caracteristicos da espécie investigada.
Entretanto, sugerem-se novos estudos, com maior numero amostral, para confirmar
estes resultados.

Salum et al.*!, realizaram uma avaliacéo histolégica na mucosa da bolsa jugal
de sessenta e seis hamsters ap6s aplicacdo do tiocianato tépico (dosagens diarias de 55
mg/kg do gel por peso corporal), um ion que estimula o sistema enzimatico da
peroxidase salivar, com o objetivo de verificar se tal substancia intensificaria a atividade
proliferativa epitelial e seria capaz de interferir na deposicdo da queratina. Os autores
mensuraram a espessura do epitélio e do estrato corneo, no grupo controle e
encontraram médias de 34,21 e 6,40 um, respectivamente, no grupo experimental, as
médias obtidas foram de 34,57 e 5,95 yum para 0s mesmos parametros investigados. A
espessura do epitélio ndo exibiu diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
estudados (p=0,677). No entanto, a espessura do estrato cdrneo apresentou diferenga
estatistica entre os dois grupos avaliados, sendo a média do grupo experimental inferior
a do grupo controle (p=0,035), segundo os autores, 0 aumento na frequéncia de células
claras e diminuicdo na altura do estrato corneo promovidos pela administragdo do ion,
pode estar associado ao aumento da hidrofilia de ceratina. Apesar da diferenga descrita,
0s autores concluiram que o tiocianato nao foi capaz de promover a intensificacdo da
atividade proliferativa epitelial e incremento da queratina, como esperado, logo, sem
alteracBes macroscopicas e histologicas importantes. Apesar da descricdo dos aspectos
epiteliais neste estudo, ndo foi possivel comparar tais parametros com a presente
investigacdo em virtude das diferentes substancias utilizadas e espécies envolvidas.

Nao foram encontrados estudos prévios na literatura consultada que tragam

resultados quantitativos sobre o padrdo das cristas epiteliais em ratos. A auséncia de
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cristas epiteliais foi descrita por Pinto'*? como uma caracteristica histolégica da bolsa
jugal de hamsters. Com isso, os resultados das médias baixas relativas a DACESE, LCE
e DI encontrados no presente estudo em todos 0s grupos experimentais, incluindo o
grupo Controle/baseline (G1), demonstram apenas a presenca de uma interface menos
imbricada entre os tecidos analisados.

Em um tecido normal, o padrdo de deposi¢cdo do colageno resulta do balanco
entre a sintese e degradacdo das fibras, que por sua vez condiz com 0 processo
de formacdo da matriz extracelular'®®, Segundo Pinto!'?, a lamina prépria da mucosa
oral de hamsters apresenta concentracdo significativa de fibras colédgenas, o que diferiu
do padréo discreto encontrado nas seccdes teciduais analisadas na presente investigacao,
entretanto, tal achado sugere auséncia de alteragdo tecidual, visto que todos os periodos
e grupos investigados apresentaram tal aspecto. Com isso, sugere-se mais uma vez que a
camomila aplicada de forma sistematizada ndo interferiu no aspecto de normalidade do
tecido.

Estudos experimentais em modelo animal, com uso topico de outras plantas
medicinais, sdo descritos na literatura, como o de Abu-Al-Basal*'4, que utilizou
camundongos diabéticos para avaliar a eficacia do extrato aquoso por via intraperitoneal
e 0 uso tépico do bleo essencial de Rosmarinus officinalis, na cicatrizacdo cutanea. Os
autores avaliaram a area de cicatrizacdo por um célculo através de imagem digitalizada,
e realizaram analise histologica com as sec¢des coradas em HE e Tricromo de Masson.
Segundo os autores, diferencas significativas foram encontradas entre os grupos que
receberam as terapéuticas em comparacao ao grupo controle, em diferentes aspectos do
processo de cicatrizagdo de feridas diabéticas, como na contracéo da ferida cutanea, re-
epitelizacdo, regeneracdo do tecido de granulacdo, angiogénese e deposicdo de
coladgeno. Na presente investigacdo, como nao havia area de ferimento a ser mensurada,
apenas inspesdo visual da mucosa foi realizada em busca de possiveis alteracdes de
superficie nos animais submetidos a aplicacdo tdépica, ndo sendo observadas
modificagdes dos aspectos clinicos. Utilizou-se também seccdes coradas em HE para
analise morfoldgica e morfofométrica tecidual e ainda coloracdo de Sirius Vermelho
para analise do colageno.

As seccOes coradas com Sirius Vermelho possibilitaram ainda a anélise
quantitativa do percentual de expressdo colagénica, 0 que minimiza a subjetividade da
analise descritiva através da comparacdo numérica entre os grupos, e confirma que a

aplicagdo topica do fitoterapico ndo foi capaz de gerar estimulo de biossintese ou
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degradacdo de colageno tecidual, que poderia ser percebido pela alteracdo da expressao
das fibras colagenas nos tempos estudados!*®.

Cavalcanti et al.!*® também em um modelo experimental, investigaram a acéo do
uso de uma formulacdo farmacéutica tdpica, desenvolvida incluindo 6leo essencial
extraido das folhas de Croton zehntneri, na cicatrizacdo cutanea de camundongos. Além
da analise semiquantitativa macroscopica do edema e da contagem do numero de
capilares e leucocitos com seccdes coradas em HE, seccdes coradas com Tricromo de
Masson foram utilizadas para analise quantitativa de fibroblastos e fibras colagenas
presentes na fotomicrografia obtida. Diferente do método morfométrico utilizado na
presente investigacao, a quantificacdo do contetdo de colageno foi realizada segundo 0s
autores com a contagem de todas as fibras, independentemente da espessura, por cinco
campos randomizados, de seis amostras em cada grupo. Segundo os autores, no 15° dia
de investigagao, os grupos tratrados com oOleo essencial de Croton zehntneri a 20%, bem
como com 20% de trans-anetole, obtiveram aumento significativo no nimero de fibras
de colageno em comparacdo com o controle e os animais tratados com dexametasona.
Este resultado difere do presente estudo, visto que ndo foram observadas diferengas
quantitativas nos grupos experimentais, com a metodologia utilizada.

O método morfométrico empregado para contagem do percentual de colageno,
se assemelha ao utilizado no estudo de Fortuna et al.*'’, onde quarenta ratos Wistar
foram submetidos a cirurgia cutinea, para caracterizacdo da densidade vascular e o
processo de fibroplasia apds os estagios de reparacdo tecidual, através da média
quantitativa por pixel, constatou-se que houve maior expressao de fibras colagenas no
grupo que recebeu acdo fotobiomoduladora do laser com 4 J/cm? (3949 pixels em 14
dias e 3828 pixels em 21 dias) quando comparado ao grupo controle, com animais
irradiados com laser desligado (1876 pixels em 14 dias e 21 dias com 2885 pixels), com
significancia estatistica de p=0,008 e p=0,016, respectivamente, que foi relacionado aos
efeitos primarios resultantes da estimulacéo pelo laser, como o aumento do nimero de
fibroblastos, miofibroblastos e expressdo de coldgeno. Todavia, mais uma vez importa
ressaltar a auséncia de uma lesdo tecidual prévia as analises da presente investigacdo, o
que dificulta a compracéo de resultados.

A analise do padrdo de deposi¢do do colageno apds dano tecidual, ha tempos é
investigada na literatura, em especial em estudos que tratam da fotobiomodulacdo a
laser no tecido de reparo®23118, E importante entender que a inclusio deste trabalho

nesta discussdo, visa esclarecer que existem agentes externos capazes de interferir na
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producdo e deposicdo colagénica. Ainda, justifica-se a inclusdo desses autores pela
dificuldade em identificar publicagbes que exibam padrdo tecidual apos aplicacdo de
fitoterapicos.

Por sua vez, Oliveira et al.%, também avaliou o percentual de deposicdo
do colageno pela coloracdo de Sirius Vermelho. Os autores identificaram que o grupo
controle negativo, grupo controle positivo e o0 grupo camomila de ratos
normoglicémicos foram os que mostraram aumento na colagénese do 5° ao 10° dia do
experimento, comparado aos animais diabéticos dos grupos tratados com camomila e
com triancinolona, que pode estar relacionado ao fato da hiperglicemia modificar o
perfil bioldgico de deposicdo de colageno, que acaba por interferir na cicatrizacdo das
feridas.

Vale lembrar que, diferente destes estudos, o presente trabalho avaliou a
expressdo de colageno de tecido que ndo passou por um dano prévio, com isso, 0S
resultados mostram que ndo houve estimulo da producdo colagénica através da acdo
topica da camomila, indicando boa tolerancia dos tecidos na presenca deste fitoterapico.
O fato do p-valor para grupos terem sidos préximos ao limiar (p=0,0569), podem ser
justificados pelo quantitativo da amostra, mas que ainda assim ndo houve diferenga
estatistica nos dois periodos e em todos 0s grupos.

Apesar de alguns autores relatarem em seus estudos a acdo genotoxica de
componentes bioativos da camomila, como flavonoides que possuem potencial
antiproliferativo®1?° a capacidade anti-genotoxica deste fitoterapico também é
descrita na literatura por outros grupos de pesquisa, em modelos experimentais com
camundongos, bulbos de Allium cepa, Drosophila melanogasters®1?1.122. Tal
contraposicdo entre autores, traz em evidéncia a necessidade de pesquisas acerca dos
efeitos da camomila sobre os tecidos normais. Dessa forma, sugere-se que novos
estudos devam ser realizados com amostras maiores, outras formas de posologia e
veiculos de aplicacdo dos fitoterapicos, bem como outras formas de analise tecidual.
Ainda assim, os resultados encontrados no presente estudo reafirmam a hipdtese de que
a aplicacdo tépica da camomila ndo foi capaz de provocar dano tecidual na amostra

estudada, através de uma analise histomorfométrica.
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4.1.5 Conclusao

Neste estudo, os parametros clinicos, morfologicos e morfométricos avaliados ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos experimentais. Dessa forma, o uso
topico da camomila ndo promoveu alteracdes no padrdo histolégico da mucosa oral
normal de ratos. Assim, a camomila pode ser considerada um agente terapéutico bem
tolerado pelos tecidos, além de ser uma alternativa economicamente viavel para o

manejo de lesbes inflamatorias em cavidade oral.
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Resumo

Introducdo: A terapia da Fotobiomodulagdo laser (TFBML) mostra-se como um dos
possiveis agentes moduladores da inflamacéo. De igual modo, plantas medicinais, como
a camomila (M. recutita) também sdo utilizadas com o mesmo fim. Objetivo: Avaliar o
reparo tecidual em dorso de lingua de ratos sob o uso tépico da camomila isolada e em
associacdo com a TFBML. Materiais e Métodos: Setenta e cinco ratos Wistar machos,
foram submetidos a realizacdo de uma ferida padronizada em dorso lingual e alocados
nos grupos: Controle (G1), Extrato fluido camomila (G2), Infusdo camomila (G3),
Laser (G4), Infusdo camomila + Laser (G5). A eutanasia ocorreu nos dias 3, 7 e 14 ap06s
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cirurgia. As Uulceras foram medidas com paquimetro. SeccBes coradas com
Hematoxilina e Eosina e Sirius Vermelho permitiram avaliacdo do edema, infiltrado
inflamatdrio, celularidade, re-epitelizacdo e caracterizacdo do colageno total. Analises
histomorfométricas do percentual de colageno total, da distancia da camada basal a
superficie epitelial e espessura da camada cornea foram realizadas. Resultados: Os
grupos G2 e G4 modularam as fases exsudativa e proliferativa da inflamacéo, tanto
clinica como histologicamente. Os grupos G3 e G5 ndo mostraram diferencas
significativas em relacdo ao G1 na maioria dos parametros avaliados. Conclusdo: O
extrato fluido da camomila e a TFBML isoladamente apresentaram melhores respostas
clinicas e histologicas para o reparo tecidual do que a associagdo entre estas
modalidades terapéuticas. Houve diferenca nos parametros dos padrbes clinicos,
histologicos e histomorfométricos entre 0s grupos experimentais da presente
investigacdo. A TFBML mostrou-se superior nas analises realizadas.

Palavras-chave: Camomila. Matricaria. Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Terapia
a Laser. Mucosa Bucal.

Abstract

Introduction: Laser photobiomodulation therapy (LPBMT) is shown as one of the
possible modulating agentes of inflammation. Similarly, medicinal plants, such as
chamomile (M. recutita) are also used with the same purpose. Objective: To evaluate
tissue repair in the dorsum of the tongue of rats under topical use of chamomile alone
and in association with LPBMT. Materials and Methods: Seventy-five male Wistar
rats underwent a standardized wound on the dorsum of the tongue and were allocated
into experimental groups: Control (G1), Chamomile Fluid extract (G2), Chamomile
Infusion (G3), Laser (G4), Chamomile Infusion + Laser (G5). Euthanasia took place on
days 3, 7 and 14 after surgery. Ulcers were evaluated and measured with a caliper.
Sections stained with hematoxylin and eosin and Sirius Red allowed evaluation of
edema, inflammatory infiltrate, cellularity, re-epithelialization and characterization of
total collagen. Histomorphometric analyzes of the percentage of total collagen, the
distance from the basal layer to the epithelial surface and the thickness of the stratum
corneum were performed. Results: The G2 and G4 groups modulated the exudative and
proliferative phases of inflammation, both clinically and histologically. The G3 and G5
groups did not show significant differences in relation to the G1 group in most of the
evaluated parameters. Conclusion: Chamomilefluid extract and TFBML alone showed
better clinical and histological responses for tissue repair than the association between
these therapeutic modalities. There were differences in the parameters of clinical,
histological and histomorphometric patterns between the experimental groups of the
present investigation. The TFBML proved to be superior in the performed analyses

Keywords: Chamomile. Matricaria. Low-Level Light Therapy. Laser Therapy. Mouth
Mucosa.
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4.2.1 Introducéo

O reparo tecidual € uma resposta complexa e coordenada do organismo, que
consiste em fases bem definidas??3, dependente da ativacdo, recrutamento e atividade de
diferentes tipos celulares, incluindo queratindcitos, células endoteliais, fibroblastos e
células inflamatdrias'?,

Algumas terapias capazes de modular tais fases deste fendmeno, como a
hemostasia, fase inflamatéria exsudativa, proliferativa e de remodelamento tecidual,
vem sendo investigadas na literatura®?42, A terapia da Fotobiomodulacdo laser
(TFBML) mostra-se como um dos possiveis agentes moduladores, capaz de acelerar a
fase aguda da inflamacéo, estimular a proliferacdo celular, aumentar a contracdo de
feridas cutaneas e acelerar a re-epitelizacdo. A TFBML ainda proporciona reducdo do
edema e wuma rapida transicdo do contingente de células inflamatdrias
polimorfonucleares para o infiltrado monomorfonuclear, associado ao aumento da
sintese de fibras coladgenas e incremento do padrdo de organizacdo dos componentes
fibrilares da matriz extracelular®+42,

De igual modo, por possuirem atividade antibacteriana, antioxidante, anti-
inflamatéria e angiogénica®, algumas plantas medicinais também sdo amplamente
utilizadas como moduladoras da inflamagdo devido ao baixo custo, origem natural e
menor possibilidade de efeitos colaterais descritos®.

A camomila (M. recutita) é uma das plantas medicinais de facil acesso a
populacdo, cujas flores apresentam propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas,
antifingicas, antiespasmddicas e sedativas®®. Seus principais componentes incluem
inimeros compostos fendlicos, principalmente os flavondides, aspegenina, quercetina,
patuletin, luteolina e seus glicosideos®.

Diversas sdo as publicacdes®!?16 que investigam o uso de agentes terapéuticos
para o tratamento das afeccdes orais, incluindo Ulceras traumaticas?’ , ulceracdes aftosas
recorrentes’® e mucosite oral*692, E estabelecido que o uso isolado da TFBML33 e o
uso tépico da camomila?®-39 sio capazes de modular a inflamacédo e consequentemente o
reparo tecidual?34%-42, Entretanto, ndo consta na literatura investigada, trabalhos sobre a
associacdo de ambos os agentes para verificar se ha beneficio do uso destes
moduladores em forma conjunta, em especial na mucosa oral.

Dessa forma, o presente trabalho, objetiva avaliar reparo tecidual em dorso de

lingua de ratos sob o uso topico da camomila isolada e em associacdo coma TFBML.



65

4.2.2 Materiais e métodos

4.2.2.1 Trabalho Experimental com Modelo Animal

Apbs aprovacio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do ICS/
UFBA sob nimero 3562050618, setenta e cinco (75) ratos machos Wistar, Rattus
norvegicus albinus, pesando em média 238g, ficaram alojados em gaiolas plasticas
especificas, em grupos de cinco, com boas condicdes de iluminacdo e temperatura
(x26°C) submetidos a uma dieta comercial (Ragdo Nuvilab, Quimtia, Colombo-PR,
Brasil) e dgua ad libitum durante todo o experimento. Passaram por adaptacdo no

ambiente do biotério por um periodo de sete dias.

4.2.2.2 Procedimento cirdargico

Apos pesagem com balanca (Toledo, S8o Bernardo do Campo-SP, Brasil), 0s
animais foram anestesiados com uma mistura Ketamina® (Farex do Brasil Ltda. Porto
Alegre-Brasil) e Xilazina® (J.A. Saude Animal, Sdo Paulo-Brasil) na propor¢do de
90mg/kg e 5mg/kg, respectivamente por via intraperitoneal. Uma porgdo circular de
mucosa no centro do dorso da lingua foi removida utilizando-se bisturi circular de 5 mm
de diametro (Biopsy Punch, Stiefel, Alemanha) para a obtencdo de uma ferida uniforme
e padronizada, com aproximadamente 1 mm de profundidade, limitada a mucosa e sem
comprometimento muscular. A ferida foi medida com o uso de paquimetro analdgico de

150 mm (Zaas, Florianopolis, Brasil), por um tnico avaliador, previamente calibrado.

4.2.2.3 Grupos experimentais

ApoOs a realizagdo do procedimento cirurgico, os animais foram alocados

aleatoriamente em cinco grupos experimentais (Figura 1):
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Figura 1 — Fluxograma que representa as etapas do estudo
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Fonte: LBO/UFBA, 2022.

Grupo Controle (G1): Quinze animais submetidos a aplicacdo de soro fisioldgico
(0,9%) com uso de haste flexivel plastica com algodBes nas extremidades (Cotonetes,
Johnson & Johnson, Sdo Paulo, Brasil) e simulagdo de irradiacdo com TFBML em dias

alternados, com aparelho desligado.
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Grupo Extrato Fluido (G2): Quinze animais com feridas tratadas com aplicacgao topica
de extrato fluido de camomila (Ad-Muc®, Biolab, Sdo Paulo, Brasil) com auxilio de
haste flexivel plastica com algoddes nas extremidades, em intervalos de 12 horas,
diariamente, como preconizado pelo fabricante do medicamento, sendo a primeira dose
imediatamente apds a cirurgia.
Grupo Infusdo Camomila (G3): Quinze animais submetidos a aplicacdo topica de
infusdo de camomila obtidas atraves da infusdo de 01 saché (Chés Real®, Parand,
Brasil) submersos em de 250 mL de agua fervente por 3 minutos, conforme orientacdo
do fabricante, refrigerado a temperatura de 20-22°C, armazenados por um periodo de
até 24 horas, aplicado com intervalos de 08 horas, com auxilio de um conta gotas.
Grupo Laser (G4): Quinze animais irradiados com aparelho de laser diodo
semicondutor (Laser DMC Therapy EC, Sao Paulo, Brasil) de AsGaAl em emissdo
continua, com poténcia maxima de saida de 100mW, area da ponta ativa do aparelho de
0,028cm?, comprimento de onda de 660nm, aplicado em dias alternados. A dosimetria
utilizada foi de 35 J/cm?, 1J no centro da ferida, por 10 segundos, iniciado no dia do
procedimento cirdrgico
Grupo Infusdo Camomila + Laser (G5): Quinze animais tratados com ambas as
terapéuticas, conforme descrito para os grupos isolados, iniciando-se pela irradiacdo
laser prévia a aplicacdo da infusdo de camomila no primeiro horario de tratamento da
aplicacdo topica da camomila com intervalos de 08 horas.

Para a realizacdo dos procedimentos de aplicacdo dos farmacos, 0s animais nao
precisaram ser anestesiados. Foram contidos por um dispositivo plastico atraumatico,
conforme modelo utilizado por Martins® e Pelisser, Vier-Pelisser, Fontanella,

Figueiredo®, causando minimo estresse aos animais.

4.2.2.4 Avaliagéo clinica

Caracteristicas macroscopicas do processo de reparo das Ulceras foram
analisadas diariamente com o auxilio de luz ambiente, espatulas de madeira e elasticos
para auxilio na abertura de boca dos animais. Tal avaliagdo obteve a classificagdo
"presente”, quando eram observados sinais clinicos da presenca da Ulcera, e "ausente”,
quando a Ulcera se encontrava ausente e 0 processo de reparo da Ulcera havia sido

completado macroscopicamente.
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Nos dias da eutanasia, a inspe¢do visual foi mais precisa e, com 0 auxilio de um
paquimetro, o diametro da ferida foi registrado quando ainda presente, e a mensuragao

correspondia ao longo eixo da lingua dos animais.

4.2.2.5 Morte dos animais

Os animais foram eutanasiados por administracdo de 90mg/kg de Ketamina®
associada a 10mg/kg de Xilazina®, por via intraperitoneal, dose suficiente para produzir
a auséncia do reflexo corneal e confirmacdo da morte. Os periodos de morte

estabelecidos foram de 3, 7 e 14 dias ap0s a cirurgia em mucosa de dorso lingual.

4.2.2.6 Processamento histolégico

Apos constatacdo do Obito, a lingua dos animais foi removida com auxilio de
uma lamina de bisturi n® 15 (Descarpack, Santa Catarina, Brasil) e uma tesoura goldman
fox (Golgran, S&o Paulo, Brasil), cujo fragmento foi fixado em formalina tamponada a
4%, com pH 7,4 e posteriormente enviado para o processamento histoldgico de rotina
no Laboratorio de Histologia e Embriologia (LHE) da Faculdade Adventista da Bahia
(FADBA), em Cachoeira-BA para obtencdo de laminas coradas por Hematoxilina e

Eosina (HE) e Sirius Vermelho.

4.2.2.7 Avaliacdo morfoldgica e morfométrica

Anadlise histolégica das seccbes coradas por HE foram feitas por um examinador
previamente calibrado e cego, onde a presenca de edema, infiltrado inflamatorio e
celularidade foram avaliados de forma semi-quantitativa, codificadas com os escores
que variaram de intensa (+++), moderada (++), discreta (+) e ausente (0), conforme
descrito por Medrado et al.?%. A analise ocorreu em triplicata, com intervalo minimo de
uma semana entre elas.

Em tempo, com as mesmas seccdes, foi avaliado ainda, e também em triplicata,
a predominancia caracteristica do tipo de infiltrado inflamatério, categorizado como

polimorfonuclear ou monomorfonuclear e o grau de re-epitelizacdo tecidual,
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classificado como: ausente, parcial e completa, podendo esta Ultima ser organizada ou
desorganizada.

Na analise morfologica das sec¢des coradas com Sirius Vermelho avaliou-se o
padrdo de deposicdo das fibras coladgenas, a espessura dessas fibras, se espessas ou
delicadas, o padrdo de alongamento, se fragmentadas e ndo fragmentadas, e a
profundidade de deposicdo das fibras no local da ferida, classificada como normal ou
aumentada.

Para a analise morfométrica, utilizou-se o Software Motic Images Plus 2.0
(Motic, Barcelona, Espanha), e foi realizada a partir da captura de imagens de trés areas
distintas de cada uma das bordas (bordas direita e esquerda) e do centro da ferida
contida nas secgOes teciduais coradas em HE, em objetiva de 10x, através da camera
acoplada ao mucroscépio. Nos casos em que ndo havia Ulcera presente, 0 nimero 0
(zero) foi atribuido como medida. As mensuragOes lineares, realizadas em pm,
incluiram: a distancia da camada basal a superficie epitelial (DCBSE) e a espessura da
camada cérnea (ECC).

A anélise quantitativa do percentual de colageno total em relacgdo a area total do
tecido foi realizada pelo uso de um software livre, ImageJ (National Institutes of
Health, Bethesda, Md, EUA), com a padronizacdo da area de 720.000 um? da imagem,
considerando a altura de 800 pum e o comprimento de 900 um. Foi executada por dois
examinadores cegos, previamente calibrados, também a partir das capturas de trés areas
distintas das secc¢des teciduais das duas bordas e centro da Ulcera, coradas em Sirius

Vermelho, na objetiva de 10x.

4.2.2.8 Analise estatistica

Foi criado um banco de dados no Microsoft Excel 2016 (versdo 2016), para
analise descritiva com a finalidade de identificar as caracteristicas gerais e especificas
da amostra estudada, incluindo-se analise quantitativa do percentual de colageno.

Os dados das variaveis morfoldgicas foram apresentados com frequéncias
absolutas e relativas e moda.

Foram realizadas analises de reprodutibilidade inter avaliador para as variaveis
porcentagem de area de colageno e medida morfométrica linear. Para isso foram
utilizados teste t pareado e andlise de correlacdo intraclasse. A interpretacdo do

coeficiente de correlacdo intraclasse (CCI) foi feita de acordo com Fleiss, Levin, Paik
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124 que considera coeficientes abaixo de 0,40 como pobre, de 0,40 até abaixo de 0,75
satisfatoria e igual ou acima de 0,75 como excelente. A seguir foi realizada a média dos
dois avaliadores para essas variaveis.

Foram entdo realizadas analises descritivas e exploratdrias dos dados. Modelos
lineares foram utilizados considerando os efeitos de grupo e tempo, bem como a
interacdo entre eles, para analisar a porcentagem de area de colageno. Para medidas
morfomeétricas foram considerados no modelo os efeitos de grupo, tempo e ECC, bem
como as interacBGes duplas e tripla entre eles. Para a avaliacdo clinica da Ulcera foi
utilizado um modelo linear generalizado misto para medidas repetidas no tempo. As
associagdes entre o grupo e presenca de Ulcera foram analisadas pelo teste Exato de
Fisher. Todas as analises foram realizadas no programa R (Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria), com nivel de significancia de 5%.

4.2.3 Resultados

4.2.3.1 Anélise clinica

Na analise clinica do nimero de animais com presenca de Ulcera nos respectivos
grupos, ao longo do tempo (Tabela 1), pode-se observar que, do oitavo ao décimo
segundo dia houve diferenca significativa entre os grupos (p<0,05). No grupo G1, no
oitavo dia, todos os animais apresentavam ulcera, ja& no grupo G3, 20% dos animais
apresentavam Ulcera nesse mesmo periodo de tempo, enquanto no grupo G4 nenhum
animal apresentava Ulcera no oitavo dia. O tempo exato para que todos os animais de
cada um dos grupos deixassem de apresentar ulcera foi de 14, 9, 9, 8 e 10 dias nos
grupos G1, G2, G3, G4 e G5, respectivamente, exibindo melhor tempo para o grupo

TFBML (G4) e tempo semelhante para as duas formulacdes da camomila (G2 e G3).
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Tabela 1 - Namero de animais com Ulcera/nimero total de animais no grupo (%), em cada grupo, no

decorrer do tempo (LBO/UFBA, 2022).

Dia G1 G2 G3 G4 G5 p-valor
DO 15/15 (100,0%) 16/16 (100,0%) 15/15 (100,0%) 16/16 (100,0%) 16/16 (100,0%) -
D1 15/15 (100,0%) 16/16 (100,0%) 15/15 (100,0%) 16/16 (100,0%) 16/16 (100,0%) -
D2 15/15 (100,0%) 16/16 (100,0%) 15/15 (100,0%) 16/16 (100,0%) 16/16 (100,0%) -
D3 15/15 (100,0%) 16/16 (100,0%) 15/15 (100,0%) 16/16 (100,0%) 16/16 (100,0%) -
D4 10/10 (100,0%) 11/11 (100,0%) 8/10 (80,0%)  11/11 (100,0%) 11/11 (100,0%) 0,0653
D5 10/10 (100,0%) 11/11 (100,0%) 8/10 (80,0%)  10/11 (90,9%)  10/11 (90,9%) 0,4127
D6 10/10 (100,0%) 11/11 (100,0%) 7/10 (70,0%)  10/11(90,9%)  10/11 (90,9%) 0,1315
D7 10/10 (100,0%) 10/11 (90,9%)  7/10 (70,0%) 6/11 (54,5%)  9/11 (81,8%) 0,0744
D8 5/5 (100,0%) 416 (66,7%) 1/5 (20,0%) 0/6 (0,0%) 416 (66,7%) 0,0046
D9 5/5 (100,0%) 0/6 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/6 (0,0%) 2/6 (33,3%) 0,0001
D10 5/5 (100,0%) 0/6 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/6 (0,0%) 0/6 (0,0%) <0,0001
D11 4/5 (80,0%) 0/6 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/6 (0,0%) 0/6 (0,0%) 0,0005
D12 3/5 (60,0%) 0/6 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/6 (0,0%) 0/6 (0,0%) 0,0061
D13 2/5 (40,0%) 0/6 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/6 (0,0%) 0/6 (0,0%) 0,0529
D14 0/5 (0,0%) 0/6 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/6 (0,0%) 0/6 (0,0%) -

Teste Exato de Fisher. Fonte: autoria propria.

Com relacdo ao tamanho da ferida cirurgica, na Tabela 2 observa-se que no
tempo inicial ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos quanto a medida da
ferida realizada (p>0,05), conferindo a esta a caracteristica de padronizacdo esperada
neste periodo. Nota-se que na mensuracdo realizada nos animais eutanasiados aos 3
dias, ndo houve diferenga dos grupos tratados (G2, G3, G4 e G5) com o grupo Controle
(G1) e que apesar do grupo G5 ter apresentado medida de Ulcera significativamente
menor (p<0,05) que o G3, ambos os grupos exibiram medidas equiparada as
apresentadas pelos demais grupos neste periodo. Aos 7 dias, todos 0s grupos
apresentaram reducdo significativa da Ulcera em relacdo ao 3° dia do procedimento,
sendo que os grupos que utilizaram a TFBML (G4 e G5) foram 0s Unicos que tiveram
reducdo significativa em comparacdo ao G1 (p<0,05). Entretanto, tais grupos ndo
diferiram estatisticamente dos demais grupos que utilizaram outras terapias. Apés 14
dias, conforme esperado devido ao processo cicatricial fisiolégico que ocorre na mucosa

oral, todos 0s grupos apresentaram auséncia de ulcera (p>0,05).
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4.2.3.2 Andlise histomorfoldgica

Embora tenha sido feita a analise de todas as seccdes histoldgicas obtidas, nos
resultados apresentados, optou-se por remover uma sec¢do histologica corada em HE
dos grupos G2, G3 e G4 (todas referentes a 3 dias de sacrificio), e duas sec¢des do
grupo G2 (com 7 dias) por falta de material biolégico em boas condi¢des para
avaliagao.

No que se refere aos parametros morfoldgicos na fase inicial do reparo tecidual
(Tabela 3), observou-se que com relagdo ao edema, apenas o grupo G4 apresentou
maior parte das secgdes (75%) com auséncia da variavel no periodo de 3 dias da
realizacdo do procedimento cirurgico, fato este observado nos demais grupos somente
apos 7 dias. Neste periodo, o G2 foi 0 Unico que apresentou todas as secgdes (100%)
com auséncia de edema. Com 14 dias, como esperado, este parametro nao foi observado
NOS grupos experimentais.

Sobre a expressdo de células inflamatérias, no 3° dia, o Unico grupo que
apresentou parte das secc¢des (50%) com auséncia do infiltrado inflamatorio, foi 0 G4 e
apos 14 dias, os grupos G2, G4 e G5 apresentaram 60% das sec¢des sem infiltrado
evidente. O G3 apresentou sec¢Oes ainda com infiltrado moderado (40%) ou discreto
(20%) e 0 G1, 80% das seccdes com discreto infiltrado inflamatdrio persistente. Com
relacdo ao tipo celular predominante, ao 3° dia, o Unico grupo que apresentou todas as
seccdes com contingente superior de células monomorfonucleares foi o grupo Laser
(G4), sendo o tipo celular encontrado nos demais grupos nesse periodo o
polimorfonuclear. No 7° dia, entretanto, além do grupo G4, os grupos Extrato fluido
(G2) e associacdo (G5) apresentaram predominancia de células monomorfonucleares.
Aos 14 dias, a maior parte de ceélulas inflamatorias era de caracteristica

monomorfonuclear em todos 0s grupos.



Tabela 2 - Média (desvio padrdo), mediana (intervalo interquertil) da medida em milimetros, inicial e final da Glcera, em funcdo do grupo
(LBO/UFBA, 2022).
Medicdo Grupo

Tempo (dias)
3 dias 7 dias 14 dias
Mediana (intervalo Média (desvio Mediana (intervalo Média (desvio Mediana (intervalo

Média (desvio

padrédo) interquartil) padréo) interquartil) padréo) interquartil)
Gl 9,60 (0,89) Aa 9,00 (9,00; 10,00) 9,20 (0,84) Aa 9,00 (8,00; 10,00) 9,40 (1,14) Aa 9,00 (9,00; 10,00)
G2 10,40 (0,55) Aa 10,00 (10,00; 11,00) 9,60 (0,89) Aa 9,00 (9,00; 10,00) 9,17 (0,41) Aa 9,00 (9,00; 9,00)
Inicial G3 9,20 (0,45) Aa 9,00 (9,00; 9,00) 8,90 (0,55) Aa 9,00 (9,00; 9,00) 9,10 (0,22) Aa 9,00 (9,00; 9,50)
G4 9,40 (1,52) Aa 9,00 (9,00; 9,00) 9,00 (1,22) Aa 9,00 (8,00; 9,00) 9,83 (1,47) Aa 9,50 (9,00; 11,00)
G5 8,60 (0,55) Aa 9,00 (8,00; 9,00) 9,00 (0,71) Aa 9,00 (9,00; 9,00) 8,50 (1,22) Aa 9,00 (7,00; 9,00)
Gl *7,10 (0,89) Aab 7,00 (6,50; 8,00) *5,60 (0,55) Ba 6,00 (5,00; 6,00) *0,00 (0,00) Ca 0,00 (0,00; 0,00)
G2 *6,80 (0,45) Aab 7,00 (7,00; 7,00) *4,20 (2,49) Bab 5,00 (4,00; 6,00) *0,00 (0,00) Ca 0,00 (0,00; 0,00)
Final G3 *8,00 (1,58) Aa 8,00 (7,00; 9,00) *4,10 (2,46) Bab 4,50 (4,00; 6,00) *0,00 (0,00) Ca 0,00 (0,00; 0,00)
G4 *7,00 (1,87) Aab 7,00 (6,00; 7,00) *2,50 (2,35) Bb 3,50 (0,00; 4,00) *0,00 (0,00) Ca 0,00 (0,00; 0,00)
G5 *6,60 (0,55) Ab 7,00 (6,00; 7,00) *2,60 (2,77) Bb 2,00 (0,00; 5,50) *0,00 (0,00) Ca 0,00 (0,00; 0,00)

*Difere significativamente do tempo inicial (p<0,05). Letras distintas (maiusculas comparando os tempos na horizontal e mintsculas comparando 0s grupos na
vertical dentro de cada mediac8o) indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). p (temp0)<0,0001; p(grupo)=0,0443; p (medi¢do)<0,0001; p(tempo X
grupo)=0,3068; p(medicdo x grupo)=0,0489; p(tempo x medi¢do)<0,0001; p(tempo x grupo x medi¢do)=0,0134. Anélise realizada com modelo linear misto. Fonte:
autoria propria
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No tocante aos parametros referentes a fase proliferativa com o recrutamento e
diferenciacdo de fibroblastos (celularidade) no tecido em reparo, notou-se que aos 3
dias, 100% das seccOes analisadas apresentaram discreto contingente de células
povoando o microambiente tecidual, exceto no G4, que nesse periodo apresentou 25%
das seccdes com celularidade classificada como moderada. Com 7 dias, entretanto,
observou-se que apesar do G4 ter exibido 20% das sec¢bes com intensa celularidade, o
grupo associagdo (G5) apresentou 60% das secgdes com populacdo fibroblastica
intensa. O G2 neste mesmo periodo, revelou 100% das seccdes com celularidade
moderada. Contudo, aos 14 dias, todos os grupos que foram submetidos a algum tipo de
terapéutica, apresentaram 20% das sec¢Bes com discreta celularidade, e apenas o grupo
Controle (G1) exibiu 60% das seccOes com celularidade moderada e 40% intensa
(Tabela 3).

Com relacdo a deposicdo de fibras colagenas no leito do tecido em reparo,
observou-se que 0s grupos G1, G2 e G3 ndo apresentaram caracteristicas de inicio da
fibroplasia aos 3 dias, visto que 100% das secgOes, esta encontrava-se ausente. Os
grupos que receberam a TFBML (G4 e G5), apresentaram deposicao colagénica no 3°
dia, com uma discrepante diferenca do grupo G4, que apresentou 50% das sec¢des com
intensa fibroplasia. No G5, a deposicdo esteve presente em apenas 20% das seccdes
analisadas. Aos 14 dias, notou-se variacdo de moderada a intensa em todos 0s grupos
investigados (Tabela 3).

Acerca da re-epitelizacdo (Tabela 3), notou-se que apenas os grupos G1 e G4,
apresentaram este processo ja iniciado no periodo de 3 dias, com 40% das seccOes
coradas em HE do G1 com re-epitelizagdo completa, porém ainda desorganizada, 50%
das secgdes do G4 re-epitelizadas com caracteristica completa de organizagdo, com
presenca de papilas formadas. Esta caracteristica s6 foi observada nos demais grupos
experimentais (G2, G3 e Gb5) a partir de 7 dias, exceto no grupo Controle (G1), onde
ocorreu apenas 14 dias apoés realizacdo do procedimento cirdrgico. Aos 14 dias, apenas
0 grupo G2 apresentou 100% das seccdes com a re-epitelizacdo completa e organizada
com presenca de papilas linguais, o que equivaleu a 60% das sec¢des nos grupos
submetidos a TFBML (G4 e G5). Os grupos G1 e G3, apresentaram apenas 40% das

seccOes com tais caracteristicas nesse periodo.



Tabela 3 — Distribuicdo de frequéncias dos resultados das analises morfoldgicas em funcdo do grupo e tempo de sacrificio (LBO/UFBA, 2022).
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Variavel Resultado Gl G2 G3 G4 G5

3 dias 7 dias 14 dias 3 dias 7 dias 14 dias 3 dias 7 dias 14 dias 3 dias 7 dias 14 dias 3 dias 7 dias 14 dias
n=5 n=5 n=5 n=4 n=3 n=5 n=4 n=5 n=5 n=4 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

Ausente 0(00%)  3(60,0%)  5(100%) 0(0,0%) 3(100%) 5(100%) 0(0,0%) 1(20,0%) 5(100%) 3(750%)  4(80,0%) 5(100%) 0(00%)  4(80,0%)  5(100%)
Discreto 0(0,0%)  2(400%)  0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 3(60,0%) 0(0,0%) 1(25,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 0(0,0%)
Edema  \1oderado 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(25,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Intenso 5(100%)  0(0,0%) 0(0,0%) 4(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 3(75,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 4(80,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Ausente 0(0,0%) 0000%)  1(200%)  0(000%)  2(66,6%)  3(60,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 2(500%)  3(600%)  3(60,0%) 0(0,0%) 0(00%)  3(60,0%)
I:]’}ng]gfg Discreto 0(0,0%) 0(00%)  4(80,0%)  0(0,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 1(200%)  2(40,0%) 0(00%)  3(60,0%)  2(40,0%)
rio Moderado 3(60,0%)  2(400%)  0(00%)  2(50,0%)  1(33,3%) 0(0,0%) 2(50,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 1(25,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Intenso 2(40,0%)  3(600%)  0(0,0%)  2(50,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(50,0%) 4(80,0%) 0(0,0%) 1(25,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 5(100%)  2(40,0%) 0(0,0%)
Caracteris  Ausente 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(00%)  2(66,6%)  3(60,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 2(500%)  3(600%)  3(60,0%) 0(0,0%) 0(00%)  3(60,0%)
ticado  PMN 5(100%)  3(600%)  0(0,0%) 4 (100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 5 (100%) 4(80,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 5(100%)  2(40,0%) 0(0,0%)
infiltrado  MMN 0(0,0%)  2(400%)  5(100%)  0(0,0%)  1(33,3%) 2(40,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 2(40,0%) 2(50,0%) 2(40,0%)  2(40,0%) 0(0,0%)  3(60,0%)  2(40,0%)
Ausente 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
 Discreto 5(100%)  3(60,0%)  0(0,0%) 4(100%) 0(0,0%) 1(20,0%) 4(100%) 3(60,0%) 1(20,0%) 3(75,0%) 2(400%)  1(20,0%) 5(100%) 0(00%)  1(20,0%)
C'z':éz”' Moderado 0(0,0%)  2(400%)  3(60,0%)  0(0,0%) 3(100%) 2(40,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 2(40,0%) 1(25,0%) 2(40,0%)  2(40,0%) 0(0,0%)  2(40,0%)  2(40,0%)
Intenso 0(0,0%) 0(0,0%)  2(40,0%)  0(0,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 2(40,0%) 0(00,0%) 1(20,0%)  2(40,0%) 0(0,0%)  3(60,0%)  2(40,0%)
Ausente 3(60,0%) 1(200%)  0(00%)  3(75,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(50,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Re- Parcial 0(0,0%)  4(80,0%)  0(0,0%)  1(250%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(50,0%) 2(20,0%) 0(0,0%) 2(50,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 3(60,0%)  1(20,0%) 0(0,0%)
eP”Z‘(‘)Zﬁ' CDes 2(400%)  0(00%)  3(60,0%)  0(0,0%) 1(33,3%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 3(60,0%) 0(0,0%) 2(40,0%)  2(40,0%) 0(0,0%) 1(20,0%)  2(40,0%)
¢ COrg 0(0,0%) 0(00%)  2(400%)  0(000%)  2(66,6%) 5(100%) 0(0,0%) 2(40,0%) 2(40,0%) 2(50,0%) 2(400%)  3(60,0%) 0(00%)  3(60,0%)  3(60,0%)

CDes: completa desorganizada; COrg: completa organizada; PMN: polimorfonuclear; MNN: monomorfonuclear. Fonte: autoria prépria
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Os aspectos teciduais histolégicos observados nos grupos avaliados encontram-se

ilustrados nas Figuras 2 e 3.

Figura 2 - Fotomicrografias de seccdes histoldgicas (HE) na objetiva de 10x dos centros das Ulceras, que
demonstram os graus de re-epitelizacdo dos grupos experimentais com 3, 7 e 14 dias. Observa-se que
apenas o grupo G4 possuiu secgdes com re-epitelizacdo parcial ainda no 3° dia (ponta da seta) e 0 grupo
G5 exibiu formacdo inicial de epitélio em bordas da ferida (ponta da seta). Aos 7 dias, apenas 0s grupos
G1 e G3 ainda exibiam presenca de Ulcera e persisténcia de infiltrado inflamatério (asterisco vermelho).
Aos 14 dias, todos os grupos exibiram presenga de fibroblastos (asterisco preto) e cobertura epitelial
completa. Porém, os grupos G2 e G4, apresentaram também re-epitelizacdo completa e organizada, com
diferenciacdo das papilas linguais (seta). n: necrose. e: edema. ¢: matriz colagénica.

3 DIAS 7 DIAS 14 DIAS

Fonte: LBO/UFBA, 2022.
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Figura 3 -. Fotomicrografias de secgdes histoldgicas (HE) na objetiva de 40x das Ulceras, que ilustram as
caracteristicas histomorfoldgicas nos grupos experimentais com 3, 7 e 14 dias. Nota-se que aos 3 dias, o
grupo G4 exibe presenca de fibroblastos (asterisco preto) e inicio da sintese de colageno (c), enquanto 0s
demais grupos apresentam edema (e), infiltrado inflamatério (asterisco vermelho), areas de necrose (n) e
presenca de Ulceras (ponta da seta). Aos 7 dias, 0s grupos G2 e G4 apresentam re-epitelizacéo, celularidade
tecidual (asterisco preto) e matriz colagénica (c). Aos 14 dias, todos 0s grupos apresentaram auséncia de
Ulcera e 0s grupos G2 e G4, com re-epitelizacdo completa e organizada, com diferenciacdo das papilas
linguais (seta). h: extravasamento de hemossiderina. cruz preta: luz de vaso sanguineo.

3 DIAS 7 DIAS 14 DIAS
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Para execuc¢do da analise morfoldgica do padrdo de deposicdo do colageno total
(Figura 4), optou-se por remover duas sec¢des histologicas coradas em Sirius Vermelho
do grupo G2, com 3 e 7 dias de sacrificio, e uma sec¢do do G4, referente a um caso de 3
dias, devido a falta de boas condicdes de material para avaliacao.

Observou-se que os grupos que utilizaram a infusdo de camomila (G3 e G5)
foram os que apresentaram caracteristicas morfoldgicas que mais se aproximaram do
aspecto de organizacdo do colageno presente no grupo Controle (G1), onde aos 3,7 e 14
dias, havia predominancia de fibras colagenas com alteracdo do padrdo de normalidade
e feixes fragmentados, de espessura delicada.

O grupo tratado com Extrato fluido (G2) apesar de ter exibido caracteristicas
similares ao grupo Controle (G1) no 3° dia, passou a apresentar um padrdo mais
amadurecido a partir do 7° dia, visto que metade das seccdes apresentavam feixes
espessos e sem fragmentacdo, caracteristica que se intensificou na andlise tecidual do
14° dia, onde o padrdo de deposicdo era predominantemente similar ao do tecido
normal. O grupo tratado apenas com Laser (G4), se sobrepbs aos demais nessa analise,
visto que aos 3 dias de reparo, os feixes tinham caracteristica de padrdo da normalidade,

com fibras espessas e sem fragmentacéo (Figura 4).



Figura 4 — Fotomicrografias representativas de secgdes histologicas (Sirius Vermelho)
para ilustrar a expressdo do colageno com 14 dias nos grupos experimentais. HE, 10x
(A, C, E G 1) e 40x (B, D, F, H, J). Nota-se discreta diferenca nos padrdes
morfoldgicos de deposicéo de colageno (tragos interrompidos), com variacoes de fibras
mais delicadas (ponta de seta) a espessas (asterisco), o que interfere na intensidade da
coloracéo utilizada e na resisténcia ténsil do tecido.

Fonte: LBO/UFBA, 2022.
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4.2.3.3. Analise histomorfométricas

Pela andlise do coeficiente de correlacdo intraclasse, a reprodutibilidade inter
avaliador foi excelente (CCI> 0,75). Quanto as medidas morfométricas (Tabela 4) pode-
se observar que houve aumento significativo nas medidas de ceratina (ECC), apds 7
dias em relacdo aos 3 dias (p<0,05) em todos os grupos que utilizaram algum tipo de
terapéutica, a excecdo do grupo Controle (G1). Ainda aos 3 dias, 0s grupos G4 e G5
apresentaram aumento significativo (p<0,05) da ECC em relagdo ao G1, entretanto, o
grupo G5 teve resultado similar aos demais (p>0,05). Aos 7 dias, todos 0S grupos
submetidos a algum tipo de terapéutica (G2, G3, G4 e Gb5), exibiram aumento
significativo dessa camada, em comparacdo ao grupo Controle (G1). Contudo, todos 0s
grupos alcangam padr@es similares de espessura dessa camada aos 14 dias.

Na mensuracdo da DCBSE, aos 3 dias, todos o0s grupos investigados
apresentaram similaridade na espessura de camada epitelial neoformada. Passados 0s
primeiros 7 dias, houve aumento significativo das mensuracdes (p<0,05) dos grupos
tratados em comparacdo ao grupo Controle (G1), sendo os valores dos grupos que
receberam tratamento com o infuso de camomila (G3 e G5) superiores em relacdo aos
demais. No 14° dia foi encontrada menor medida nos grupos G2 e G5 em comparacao
com o G1, sendo o valor dos grupos G3 e G4 estatisticamente similares a este grupo
(G1) (Tabela 4).

Para a avaliacdo quantitativa do percentual da area do colageno, as sec¢des
coradas em Sirius Vermelho foram avaliadas por dois examinadores de forma cega, cuja
analise entre avaliadores da correlacdo intraclasse foi considerada satisfatoria
(CCI=0,59).

Na Tabela 5 e Figura 5, observa-se que aos 3 dias, apenas o0 grupo G5,
apresentou expressdo de percentual de colageno inferior ao grupo Controle (G1) e
demais grupos tratados (p<0,05). No 7° dia, 0 mesmo padrdo foi encontrado nos grupos
G2 e G4 em relagdo ao G1, contudo, aos 14 dias, todos 0s grupos apresentaram
percentual de expressao colagénica similar (p>0,05). No G3, o padrdo de deposic¢do se
manteve constante ao longo do periodo investigado, fato diferente observado no G2,
que apresentou menor percentual de expressao nos dias 3 e 7, com posterior aumento no
14° dia.



81

Tabela 4 -Média (desvio padrdo), mediana (intervalo interquartil) das medidas morfométricas lineares em funcéo do grupo e do tempo (LBO/UFBA, 2022).

Variavel  Grupo Tempo (dias)
Média (desvio padrdo)  Mediana (intervalo Média (desvio padrao) Mediana (intervalo Média (desvio padrao) Mediana (intervalo
interquartil) interquartil) interquartil)
G1 21,42 (10,64) Bb 19,83 (15,62; 24,41) 29,30 (10,70) Bc 29,49 (21,61; 33,01) 65,24 (15,79) Aa 70,36 (50,83; 71,96)
G2 25,38 (4,91) Bb 24,11 (21,54; 29,22) 73,02 (17,27) Aa 63,32 (62,79; 92,96) 55,09 (27,19) Aa 47,66 (32,98; 68,55)
ECC G3 21,00 (8,13) Bb 18,91 (14,99; 23,96) 48,99 (17,70) Aab 41,34 (38,90; 59,08) 54,45 (19,61) Aa 48,53 (41,43; 60,80)
G4 40,85 (24,36) Ba 36,67 (20,96; 60,74) 68,23 (15,44) Aab 69,82 (63,19; 71,05) 57,12 (15,79) ABa 59,50 (53,34; 62,32)
G5 29,75 (11,58) Bab 23,01 (21,63; 39,79) 48,34 (17,67) Ab 55,92 (43,71; 60,58) 56,05 (16,75) Aa 57,69 (37,05; 69,83)
Gl  *106,54 (28,78) ABa 107,32 (84,20; 125,45) *98,96 (17,21) Bb 99,27 (83,81; 115,84) *140,69 (44,60) Aa 131,58 (104,11; 179,97)
G2 *03,72 (7,57) Aa 94,63 (88,71; 98,73) 113,68 (37,89) Aab 92,16 (91,47; 157,43) *84,90 (26,76) Ac 73,48 (69,64; 102,65)
DCBCSE  G3 *07,62 (12,26) Ba 98,10 (92,68; 107,19)  *146,67 (83,58) Aa 107,58 (100,90; 192,43)  *126,81 (31,63) ABab 130,19 (100,81; 143,23)
G4  *99,65(19,29) Aa 106,82 (88,33;110,97)  *128/43 (72,30) Aab 105,16 (90,87; 117,27)  *120,40 (30,62) Aab 120,87 (102,77; 151,09)
G5 *85,03 (16,98) Ba 88,49 (70,11; 92,18) *140,62 (20,30) Aa 135,50 (131,38; 137,52)  *98,54 (14,99) ABbc 95,40 (89,38; 100,89)

DCBCSE: Distancia da camada basal a camada da superficie epitelial; ECC: espessura da camada cornea. *Difere da espessura de ceratina nas mesmas condig¢des de grupo e tempo (p<0,05). Letras
distintas (maitsculas na horizontal e minusculas na vertical) indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). p(grupo)=0,0003; p(ceratina)<0,0001; p(tempo)<0,0001; p(grupo X
ceratina)<0,0001; p(grupo x tempo)<0,0001; p(ceratina x tempo)<0,0001 ; p(grupo x ceratina x tempo)=0,0053. Analise realizada com modelos lineares. Fonte: autoria propria.



Tabela 5 - Média (desvio padrao), mediana (intervalo interquartil) da porcentagem de area de coldgeno em fungdo do grupo e do tempo (LBO/UFBA, 2022).

Grupo

Tempo (dias)

7

14

Média (desvio
padrao)

Mediana (intervalo
interquartil)

Média (desvio
padrdo)

Mediana (intervalo
interquartil)

Média (desvio
padrao)

Mediana (intervalo
interquartil)

Gl
G2
G3
G4
G5

23,17 (8,17) Ba
17,74 (4,63) Bab
24,70 (10,68) Aa
28,26 (2,82) ABa

14,39 (6,85) Bb

24,06 (16,05; 26,07)
17,79 (14,71; 20,77)
21,46 (20,01; 24,63)
29,22 (26,29; 30,24)
11,18 (11,03; 14,94)

33,56 (9,11) ABa
18,83 (3,18) Bb

24,68 (7,12) Aab
22,03 (8,04) Bb

25,26 (9,07) Aab

37,54 (32,74; 38,59)
17,50 (16,53; 22,45)
20,82 (19,83; 30,98)
23,00 (17,55; 23,42)
28,86 (18,33; 29,93)

35,39 (7,18) Aa
32,12 (8,98) Aa
27,36 (9,53) Aa
34,81 (14,53) Aa
32,68 (15,69) Aa

33,53 (29,45; 40,01)
29,62 (25,19; 41,57)
23,89 (21,85; 33,15)
42,58 (22,22; 44,18)
29,74 (19,11; 38,92)

Letras distintas (maitsculas na horizontal e minusculas na vertical) indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). p(grupo)=0,0444; p(tempo)<0,0001;

p(interagd0)=0,0906. Andlise realizada com modelos lineares. Fonte: autoria propria.
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Figura 5 - Box plot da porcentagem de area de colageno em funcao do grupo e do tempo
(LBO/UFBA, 2022).
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Fonte: autoria prépria.

4.2.4 Discussao

Diante dos inimeros estudos acerca do uso topico da camomila?®-% e da TFBML331-33
isoladamente no reparo tecidual, inclusive no manejo de afec¢Bes orais como Ulceras
traumaticas?’, ulceracGes aftosas recorrentes'® e MO¥.2 esta pesquisa visou fortalecer os
achados da literatura frente a essas terapias e verificar qual modalidade, dentre as
investigadas, modulou positivamente o processo de reparo.

As fases que caracterizam 0s eventos celulares e bioquimicos presentes no reparo
tecidual se sobrepdem ao longo do tempo e ndo se excluem mutuamente*®. Apesar das Ulceras
ja ndo estarem presentes nos grupos experimentais no 14° dia de investigacao clinica, como
previsto pela sequéncia dos eventos desencadeados para resolucdo do dano tecidual, a
completa re-epitelizacdo foi percebida em alguns animais de maneira precoce nos grupos que
receberam algum tipo de intervencéo terapéutica, comparando-se ao grupo Controle, nos dias
8, 9 e 10. Isto sugere que, sob a perspectiva clinica, o uso tépico da camomila,
independentemente da formulagdo testada e do laser de maneira isolada ou combinada

antecipou o fechamento da ferida cirurgica.
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No presente trabalho, a reducdo do tamanho das Ulceras foi significativa no 7° dia de
cicatrizacdo nos grupos que utilizaram a TFBML (G4 e G5). De modo similar, Wagner et al.?
avaliaram o uso da TFBML 1, 5, 10 e 14 dias apds procedimento cirdrgico com punch de 3
mm em dorso de lingua de ratos Wistar e revelaram, na andlise clinica, diminuicdo da area
média da ferida em todos os grupos: controle (0 Jcm?), Laser 4 Jem? e Laser 20 Jem? ainda
no 5° dia, porém, com menor area identificada no grupo Laser 4 Jcm?. No 10° dia, todos os
animais do grupo Laser 4 Jcm?, apresentavam lesdes totalmente reparadas, fato observado
nos demais grupos apenas no 14° dia. Apesar do presente estudo ter utilizado fluéncia de 35
Jicm?, aspectos clinicos e histolégicos benéficos relacionados ao reparo tecidual foram
observados, visto que embora todos os grupos apresentassem reducdo da ferida oral do 3° ao
7° dia, apenas 0s grupos submetidos a aplicacdo do laser exibiram melhores resultados que o
grupo Controle aos 7 dias. Dessa forma, sob a perspectiva clinica, pode-se inferir que a
TFBML foi a modalidade terapéutica que trouxe maior beneficio nesse aspecto.

De modo semelhante aos autores supracitados®, o estudo experimental com
cicatrizagdo de Ulceras mecanicamente induzidas em dorso de lingua de ratos, de Farias
Gabriel et al.!?, avaliou o efeito da TFBML na acetilagdo da histona 3 (acH3), que ativa
genes de transcricdo, bem como a expressdo do fator de transcricdo NF-kB, o qual é parte
fundamental da resposta do processo inflamatério e desempenha um papel importante na
defesa imunoldgica. Os autores utilizaram como protocolo a irradiacdo com laser InGaAlP,
660 nm, 40 mW, tamanho de ponto de 0,04 cm?, 4 J/cm?, 4 segundos e 0,16 J por ponto, uma
vez ao dia em contato proximo por 10 dias consecutivos. A analise imuno-histoquimica com
3, 5 e 10 dias de experimento revelou que a TFBML acelera o reparo de Ulceras pela ativacdo
de mecanismos epigenéticos em estagios iniciais de cicatrizagdo e ativa a migracao epitelial e
em fases tardias, estimula a diferenciacdo final das células epiteliais. Tais achados ajudam a
explicar a repercussdo clinica e caracteristicas morfologicas encontradas na presente
investigacdo, cujo grupo G4, que utilizou a TFBML, apresentou re-epitelizacdo precoce em
comparagdo aos demais grupos investigados. Ressalte-se que, apesar de utilizar-se 0 mesmo
tipo de laser com semelhante comprimento de onda, os demais parametros do protocolo de
irradiagdo divergiram entre os estudos.

Os achados obtidos na presente investigacdo se contrapem com a revisdo de Andrade,
Clark, Ferreira®’, em relacdo a densidade de energia empregada, onde, segundo os autores,
fluéncias compreendidas entre 3-6 J/cm? parecem ser mais eficazes do que aquelas acima de
10 J/cm? as quais estdo associadas a efeitos deletérios. Entretanto, outro estudo experimental

em ratos, executado por Rambo et al.?5, avaliou a expressdo de biomarcadores inflamatérios
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em um modelo de reparo cutdneo em ratos jovens e idosos irradiados com TFBML pelo
método transcutaneo de ponto Unico, com energia total de 2 J, uma densidade de energia ainda
superior a empregada no presente estudo, com fluéncia de 72 J/cm? e um tempo de 67
segundos. Os resultados mostraram que a TFBML foi eficaz no tratamento de feridas cutaneas
tanto em animais jovens como idosos durante as diferentes fases do reparo tecidual. Estes
resultados fundamentam a escolha dos parametros de fluéncia de 35J/cm? e de energia de 1J
utilizados na presente investigacdo, por exibirem alta densidade de energia, porém com
valores baixos de joules entregues diretamente ao tecido. Segundo Andrade, Clark, Ferreira®’,
comprimentos de onda compreendidos entre 632,8 e 1000nm apresentam resultados mais
satisfatorios no processo de cicatrizacdo tecidual. Esses parametros conferem a TFBML a
capacidade de promover seus principais efeitos fisiologicos como a resolucdo anti-
inflamatodria, neoangiogénese, proliferacdo epitelial e de fibroblastos, sintese e deposicdo de
colageno, revascularizacao e contracdo da ferida.

Tal informacdo corrobora com os achados de Machado, Vianna, Sbruzzi'?, ao avaliar
os efeitos da TFBML em ulceras de pressdo (UP) em humanos, por meio de uma revisao
sistematica de estudos randomizados que utilizaram essa modalidade terapéutica sob
diferentes protocolos. Os resultados dos autores apontam que comprimentos de onda
superiores a 658 nm ndo parecem ser benéficos no tratamento das UP. Entretanto, na presente
investigacdo, o laser diodo (AsGaAl) com comprimento de onda de 660 nm, em emissdo
continua, com poténcia de 100mW energia de 1J e fluéncia de 35 J/cm? foi utilizado e pode-se
observar seus efeitos benéficos sobre a cicatrizacdo em mucosa oral de ratos.

Dessa forma, surge o questionamento que: apesar dos parametros clinicos indicarem
que a TFBML foi a mais efetiva na inducdo do reparo, se ao final dos 14 dias, todas as demais
terapéuticas levaram a total re-epitelizacdo da ferida, a indicacdo do uso do laser ainda deve
ser a mais recomendada? Soma-se a isso fatores que ndo podem ser desconsiderados, a
exemplo de custo, acesso e adesdo ao tratamento e praticidade. Independente desses fatores
citados, os aspectos envolvidos na analise microscépica podem auxiliar a elucidar os reais
fendmenos que ocorreram no microambiente do tecido lesionado e dessa forma contribuir
para a escolha da modalidade terapéutica mais efetiva.

Com relagdo ao uso da M. recutita, diversos sdo os achados na literatura acerca dos
efeitos benéficos desta planta medicinal sobre o reparo tecidual®*7°. A exemplo do estudo
experimental conduzido por Nayak, Raju, Rao’? onde o ferimento cutaneo no dorso de ratos
foi tratado com o extrato de M. recutita, em uma dose de 120mg/kg diariamente por via oral

durante 14 dias (grupo teste), engquanto outros animais receberam apenas agua (grupo
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controle). Os autores observaram uma taxa de re-epitelizacdo mais rapida no grupo teste
(15,20 dias + 0,13) em comparacdo ao grupo controle (18,0 dias + 0,10), sendo a reducédo na
area da ferida no grupo teste, estatisticamente significativa (p<0,002). Apesar do referido
trabalho ter sido conduzido em tecido cutdneo e a presente investigacdo em mucosa oral de
ratos, tais achados podem contribuir para o melhor entendimento do reparo sob acdo desta
substancia.

O extrato fluido da camomila tém sido grande alvo de investigacdes, ao exemplo do
estudo realizado por Pavesi et al.** que analisaram clinica e histologicamente a cicatrizacdo de
Ulceras de MO induzidas em mucosa de hamsters. Em todos os periodos investigados (dias 0,
2, 5, 8, 10, 12, 14 el6), o extrato fluido de camomila (Ad-Muc®) se mostrou superior
(p<0,0001) ao grupo tratado com corticosteroide (Celestone®) e ao grupo sem tratamento
(Controle). Segundo os autores, nos dias 8, 10, 12 e 14 do experimento, 0s grupos controle e
corticosterdide apresentaram aspectos histologicos severos de inflamacdo aguda (p<0,0001)
em relacdo ao grupo tratado com camomila, com extensas areas de Ulcera, sangramento,
severa hiperemia e edema, e com presenca de infiltrado inflamatorio difuso. O grupo
camomila entretanto, apresentou reacdo histopatolégica menos intensa, com discreta
hiperemia vascular e infiltrado inflamatério, além da auséncia de Ulceras.

Em outro estudo experimental com ratos Wistar, Oliveira et al.®, também compararam
0 uso tépico do extrato fluido de camomila (Ad-muc®) a um corticosteroide, a triamcinolona
(Omcilon-A). Oliveira et al.® objetivaram avaliar a influéncia do TNF-a e da apoptose em
ratos com Diabetes mellitus (DM). Para tal, animais diabéticos e normoglicémicos foram
submetidos a realizacdo de Ulcera em mucosa jugal por abrasdo. Os animais foram avaliados
clinicamente e tiveram sangue coletado no dia zero e nos dias 5 e 10. Os autores concluiram
que o extrato de camomila pbéde otimizar a cicatrizacdo de Ulceras orais traumaticas em ratos
diabeticos através da reducdo da apoptose no epitélio e expressdo de TNF-a. Apesar de no
presente trabalho os animais ndo cursarem com possiveis distirbios sistémicos capazes de
influenciar no processo de reparo tecidual, entende-se que a investigacdo de citocinas, como o
TNF-a, parece ser um dos caminhos que precisam ser melhor esclarecidos acerca do
mecanismo de agdo da camomila na cicatrizag&o.

Contudo, no presente estudo foi investigada ndo apenas o extrato fluido (G2) como
também a infusdo da mesma (G3) para uso topico, no intuito de simular o bochecho com o
cha desta planta medicinal. Isto porque o uso da infusdo de camomila torna-se mais viavel
devido ao baixo custo, maior acessibilidade e aplicabilidade em casos de Ulcersas extensas ou

maltiplos sitios de acometimento da mucosa de revestimento oral, como ocorre nos casos de
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MO. Entretanto, nas secc¢des histoldgicas observadas, notou-se que o extrato fluido foi mais
efetivo tanto no controle dos fenémenos exsudativos como no estimulo aos proliferativos,
uma vez que aos 7 dias de sacrificio, os animais deste grupo (G2) apresentaram em sua
maioria auséncia de edema e infiltrado inflamatério, em contrapartida, no mesmo periodo
apresentaram ainda celularidade moderada. Uma possivel justificativa para tais achados pode
estar associada a concentracdo obtida da substancia, as caracteristicas especificas que
envolvem o uso da pomada, orabase, como descrito pelos achados de Chaushu et al.?’.

Apesar do uso tépico da M. recutita ser comum, sua eficacia clinica depende de
multiplos fatores’, como o tipo de camomila, a forma como a planta foi cultivada, manipulada
e processada*t#47%.7t a concentragdo, veiculo utilizado, forma, frequéncia e duracdo da
aplicacdo bem como da caracteristica da lesdo envolvida’#'. Dessa forma, o fabricante do cha
de camomila selecionado, assim como o método empregado para tentativa de simulacdo do
bochecho nos animais através do uso de conta gotas, pode ter influenciado na acdo do infuso
da planta nos grupos G3 e G5, embora todos os cuidados fossem tomados em relacdo a
quantidade e o tempo do liquido na boca dos animais.

Ao serem investigadas as caracteristicas macroscopicas e microscopicas e efeitos do
gel orabase sozinho na cicatrizacdo primaria dos tecidos moles, em mucosa oral de ratos,
através da expressdo de marcadores de células-tronco mesenquimais e epiteliais, Chaushu et
al.*?” observaram que a orabase promove o fechamento de lacunas epiteliais e dessa forma, é
capaz de acelerar o reparo tecidual em uma cicatrizacdo priméaria de feridas. A nivel
molecular, a orabase exerce seu efeito através da promocdo da diferenciacdo epitelial de
células-tronco. Ademais, apesar dos autores terem testado apenas a pomada como veiculo,
sem o emprego de constituinte bioativo propriamente dito, extrapola-se que a caracteristica
pegajosa que a orabase possui, permite 0 maior tempo de contato e consequentemente maior
acdo terapéutica de possiveis agentes como a M. recutita presente no extrato fluido
comercializado.

Apesar das evidéncias’#! acerca da acdo da camomila sob formulacéo de extrato fluido
(Ad-muc®) sobre o tecido em reparo, € de se considerar a necessidade de investigacGes de
outras formulagdes desta planta menos onerosas e mais acessiveis a populagdo em geral.Com
este intuito, dos Reis et al.?8 avaliaram a potencial eficacia e a viabilidade da crioterapia feita
com infusdo de camomila para prevencdo e reducdo da intensidade da MO em pacientes
recebendo 5-fluorouracil e leucovorina para tratamento de cancer gastrico ou colorretal.
Houve uma incidéncia de 30% de MO no grupo camomila e nenhum desses pacientes

desenvolveu grau 2 ou superior, enquanto no grupo controle, a incidéncia foi de 50% e sete
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desses pacientes desenvolveram MO grau 3. Apesar das metodologias distintas, as seccoes
histologicas analisadas na presente investigacdo, em contraste com o estudo de dos Reis et
al.?8, indicam que o grupo Infusdo de camomila (G3) ndo apresentou diferenca dos parametros
morfoldgicos inflamatérios encontrados ao longo do tempo, quando comparado ao grupo
Controle (G1).

A despeito dos constituintes bioativos que compdem plantas medicinais como 0s
flavonoides, cumarinas, terpenos e esterdides, possuirem a capacidade de promover a
proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos, além de exibirem efeitos anti-inflamatérios,
antimicrobianos e antioxidantes!?®, Duarte, Quirino, Patrocinio, Anbinder 4, ndo encontraram
diferengas em relacdo ao grau de inflamacdo entre o grupo controle e aqueles tratados com a
M. recutita. Os referidos autores utilizaram 36 ratos Wistar, submetidos a Glceras no centro da
lingua com punch de 5 mm. Os animais foram alocados em um grupo controle, que nao
recebeu tratamento, e um grupo teste, onde foi aplicado a partir do 1° dia da realizagdo da
ferida, 0,02 mL de extrato fluido de camomila (Ad-muc®) de 12 em 12 horas, conforme
orientacdo do fabricante. A andlise clinica e histomorfolégica das secgdes obtidas nos
periodos de 3, 7 e 10 dias, revelou que os principais efeitos encontrados estavam relacionados
ao periodo experimental em si e ndo ao tratamento instituido. Contudo, notaram que 0s
fibroblastos foram dispostos de forma mais desorganizada nas amostras do grupo controle em
comparacdo ao grupo teste e a diferenciacdo das papilas linguais também foi mais
pronunciada nas amostras dos animais tratados e aos 10 dias maior re-epitelizacdo foi
percebida no grupo teste.

Dessa forma, os efeitos mais significativos observados durante a analise
histomorfoldgica e clinica da area de re-epitelizacdo, segundo os autores**, ndo foram
influenciados pela terapia empregada e sim pelo tempo fisioldégico do reparo em si. Este
achado reforga os resultados da analise histomorfologica do presente experimento, onde a re-
epitelizacdo foi completa em todos 0s grupos experimentais no 14° dia. Entretanto, grupos
submetidos a aplicacdo tdpica da M. recutita, independentemente da formulacdo (G2, G3 e
G5) revelarem que a re-epitelizacdo se iniciou logo no 3° dia do reparo, enquanto o grupo
Controle (G1) exibiu com 7 dias, 80% das sec¢Oes, ainda com re-epitelizacdo em estagio
parcial, corroborando com as caracteristicas observadas na avaliacdo clinica. Contudo, 0
Gnico grupo experimental que apresentou todas as sec¢bes histologicas com total re-
epitelizacdo de forma organizada ecom presenca de diferenciacdo de papilas linguais aos 14
dias, foi o grupo do Extrato fluido da camomila (G2). O que sugere que esta modalidade

terapéutica foi superior que as demais para a re-epitelizacdo do dorso de lingua de ratos.
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O estudo in vitro de Wyganowska-Swiatkowska et al.'?® analisou a influéncia da
clorexidina (CHX), do oleo essencial (OE: timol, 0,064%; eucaliptol, 0,092%; salicilato de
metilo, 0,060%; mentol, 0,042%) como enxaguante bucal e de infusbes de salvia, camomila e
caléndula sobre cultura de fibroblastos humanos. Apds 24 e 48 horas, os autores, avaliaram a
morfologia celular, o crescimento relativo e a apoptose dessas celulas e verificaram que a
CHX, o OE e a salvia reduziram a taxa de proliferacdo de fibroblastos e estimularam morte
celular. A exposicdo de células a infusdes de camomila ou caléndula ndo alterou a morfologia
ou proliferacdo dos fibroblastos. Os resultados mostraram que a infusdo de camomila ndo
influenciou negativamente a biologia desse tipo celular. No presente estudo, aos 14 dias da
realizacdo do ferimento, 0s grupos experimentais apresentaram padrdo de celularidade
equiparados, o que reforca os achados de Wyganowska-Swiatkowska et al.'?® acerca do infuso
da camomila.

Ainda, percebeu-se que dentre os trés grupos que utilizaram a M. recutita como
terapéutica no presente experimento (G2, G3 e G5), 0 grupo que associou a camomila com a
TFBML (G5) foi o que apresentou maior contingente de fibroblastos no 7° dia, com a
celularidade tecidual variando de moderada a intensa. O grupo da Infusdo (G3) foi
caracterizado com a maior parte das seccdes (60%) ainda com discreta expressdo desse
contingente celular no mesmo periodo, sugerindo um atraso no processo esperado. Contudo,
avaliando a expressao de colageno presente no tecido nesse periodo da investigagdo, notou-se
que este grupo (G3) se equiparou com o grupo da associacdo (G5).

Embora o tratamento com camomila ndo tenha apresentado efeito na contagem de
fibroblastos em nenhum dos momentos considerados no estudo de Duarte, Quirino,
Patrocinio, Anbinder**, foi observado maior teor de coldgeno em animais tratados com
camomila apds 10 dias de tratamento. A camomila apresentou maior influéncia na atividade
de fibroblastos do que na contagem de células em si e os autores buscaram justificar este
achado com o trabalho de Lim, Kim®° que explica que alguns flavonoides, como a
quercetina e a apigenina, que sdo constituintes bioativos da camomila, sdo conhecidos por
inibir a matriz-metaloproteinase-1 (MMP-1) e regular negativamente a expressao de MMP-1
atraves da inibicdo da ativacdo da proteina ativadora-1 (AP-1). Logo, o aumento do nivel de
coldgeno pode resultar da inibicdo da atividade das metaloproteinases, o que aponta a
necessidade de novos trabalhos para se elucidar os possiveis mecanismos relacionados a acéo
da M. recutita na atividade dos fibroblastos durante a sintese colagénica.

O tecido de granulacdo, formado através do aumento da proliferagdo fibroblastica,

biossintese colagénica e elastica'®, comeca a se formar aproximadamente quatro dias apés o
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estabelecimento da lesdo*®. Nesta fase inicial, hd predominancia da sintese de colageno tipo
I1l, caracterizado com feixes de fibras delicadas depositadas de forma desorganizada que,
posteriormente, sdo degradados e substituidos pela sintese de colageno do tipo I, fendbmeno
orquestrado por fatores como o TGF-B1 e FGF. Ademais, as novas fibras colagenas tornam-se
mais espessas e orientadas em paralelismo que resulta em maior forca ténsil tecidual®.

Em seu estudo experimental, que avaliou secOes de tecido obtidas de quatro grupos
experimentais: com irradiacdo simulada, TFBML, silica e a associacdo de ambos, nos
periodos de 3, 7, 10, 15, 20, 30 e 60 dias, Medrado et al.?® realizaram uma analise com
microscopia de fluorescéncia e observaram que a birrefringéncia revelou uma organizacao,
com fibras colagenas dispostas de forma paralela nos animais submetidos ao tratamento da
TFBML nos dias 10, 15 e 20 apos ferimento cutdneo. Revelou ainda aumento gradual de
coladgeno tipo | e fibronectina, especialmente proeminentes nos animais submetidos a
contaminacgdo por silica e tratamento com laser. No entanto, a partir do 30° dia em diante,
diferenca foi menos aparente, uma vez que a substituicdo do tecido de colageno de todos os
grupos mostraram similarmente o mesmo grau avancado de maturacdo. Dessa forma,
revelaram uma tendéncia de substituicdo precoce do colageno tipo Il pelo tipo | em animais
tratados com laser. Este fato pode justificar a disposicdo das fibras de colageno com alteracédo
do padrdo de normalidade em todas as sec¢Bes dos grupos G1, bem como a espessura delicada
com um padrdo fragmentado das fibras no 3° dia do experimento no grupo Controle (G1) ao
mesmo tempo em que 0 grupo Laser (G4) apresentou a maioria das seccdes com fibras
colagenas espessas e sem fragmentacdo.

Segundo Medrado et al.?3, a microscopia imunofluorescente foi Util para demonstrar os
tipos de colageno (I e I11), bem como fibronectina, dentro dos tecidos em cicatrizacdo, visto
que a diferenca na interferéncia de cores nessa técnica, permite a diferenciacdo dessas fibras.
Contudo, a analise realizada pelo presente trabalho limitou-se a utilizacdo de secgdes coradas
com Sirius Vermelho em microscopia de luz, como realizado previamente por Fortuna et
al.''”. Os autores!’ também utilizaram sec¢des coradas com Sirius Vermelho seu estudo
experimental, para investigar os efeitos da terapia com laser GaAlAs de 670 nm na densidade
vascular e fibroplasia durante a remodelacao tecidual, através de uma anélise quantitativa do
percentual de colageno depositado no tecido na fase tardia do reparo (14, 21, 28 e 35 dias).
Encontraram expressdao de colageno significativamente maior no grupo laser comparado com
o0 grupo controle nos dias 14 e 21 ap06s a criacdo da ferida cutanea (p = 0,008; p = 0,016) e no
grupo controle entre 14 e 28 e 14 e 35 dias (p = 0,001; p = 0,007), sugerindo que a TFBML

teve influéncia na fase tardia do reparo. Apesar da fase de remodelamento se iniciar duas a
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trés semanas apos o estabelecimento da ferida, esta pode durar por mais de um ano*, o que
sugere que os achados referentes a sintese colagénica no 14° dia, ainda sejam incipientes com
relacdo a real expressdo de coladgeno que sera sintetizada no tecido. Futuros estudos com um
periodo de investigacdo a longo prazo, como os realizados pelos autores supracitados podem
ser importantes para caracterizar melhor a fase do remodelamento tecidual.

Em sua revisdo, Kuffler® afirmou que a cicatrizacdo de feridas ocorre devido a uma
competicdo no mecanismo entre a sintese e a degradacdo do colageno. Portanto, segundo 0s
autores, qualquer fator que aumente a degradacdo ou reduza a sintese de colageno pode
interferir no processo de cicatrizacdo. Dessa forma, ressalta-se a importancia em se conhecer
o percentual total de colageno, para melhor compreender o processo do reparo tecidual, como
foi realizado no presente estudo através da analise morfométrica das seccOes coradas com
Sirius Vermelho.

As caracteristicas benéficas que envolvem a TFBML no processo de reparo tecidual
por estimulacdo de reagOes celulares como migracao, proliferagdo, apoptose e diferenciacdo
celular'®?, além de modular a secrecéo de fatores de crescimento, como o VEGF e o FGF!3,
criam a expectativa que 0s grupos que envolvem esta terapéutica, tenham efeito superior as
demais modalidades. No presente trabalho, de fato, a analise morfoldgica tecidual revelou
que, de maneira geral, o grupo Laser (G4) foi o grupo terapéutico que apresentou menor
tempo para resolucdo da fase inflamatoria do reparo, visto que aos 3 dias, apos a realizacao do
ferimento cirdrgico padronizado, a maior parte das sec¢des ndo evidenciavam edema, metade
delas ndo apresentava mais presenca de infiltrado inflamatério e 40% delas, aos 7 dias ja ndo
exibiam sinais de hiperemia. De igual modo, ainda no 3° dia, esse grupo apresentava seccoes
com caracteristica de celularidade moderada a intensa e expressdo de colageno no
microambiente da lesdo em reparo. Ademais, neste periodo do reparo, 0 G4 apresentava todos
0s cortes histologicos com algum grau de epitelizacdo superficial. Contudo, quando esta
terapéutica foi associada ao uso topico da infusdo de camomila (G5), as sec¢es ndo
apresentaram padrdo semelhante ou superior a TFBML ou a infusdo de camomila de maneira
isolada.

Segundo de Paiva et al.'3*, na préatica clinica, muitas vezes é comum e até necessario a
combinacdo de dois ou mais agentes terapéuticos em um esfor¢o para maximizar os efeitos
desejados durante o tratamento. Dessa forma, uma maior compreensdo do agente terapéutico
mais eficaz ou da combinacdo de modalidades para uma determinada condicdo é necessaria

para otimizar a tomada de decisdo clinica. Esse estudo contribui para a literatura vigente,
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trazendo resultados pioneiros no que se refere a associacdo da TFBML e da infusdo de
camomila, resfriada.

Naturalmente, a associacdo da TFBML com outras modalidades terapéuticas ja foi
investigada na literatura. No ECR, de Paiva et al.*3*, TFBML com laser superpulsado de 905
nm em combinagdo com diodos emissores de luz (LED) de 875 e 640 nm e crioterapia por
compressas de gelo de borracha flexivel como um Gnico ou combinado na recupera¢do do
musculo esquelético apds contracBes excéntricas dos extensores do joelho. Como parametros
o0s autores avaliaram o desempenho do exercicio avaliando a contracdo voluntaria maxima, o
inicio tardio da dor muscular e dano muscular pela presenca de creatina quinase. Segundo 0s
autores, a TFBML isolada mostrou-se ideal para recuperagdo pos-exercicio com melhora dos
parametros (p <0,05) de 24 a 96 horas em comparagdo com placebo, crioterapia e crioterapia
combinada a TFBML. Apesar de tratar-se de um estudo com finalidade e metodologia distinta
e ainda ser especifica para outra area do conhecimento da salde, a inclusdo destes autores
nesta discussdo enriquece a compreensao geral sobre o uso de terapéuticas combinadas, em
especial a TFBML, que de igual modo aos achados do presente estudo, também apontam que
tal terapia quando empregada de maneira isolada se mostra superior a associacdo com outra
modalidade.

Sobre o uso tépico da M. recutita, a formulacdo que mostrou melhor resultado na
analise histologica com controle da inflamacao e fechamento precoce da ferida cirdrgica, foi o
extrato fluido (G2), uma vez que o comparando ao uso da infusdo de camomila (G3) ou
associacdo da infusdo com a TFBML (G5), a resolucdo do edema, do infiltrado inflamatério e
a completa re-epitelizacdo foram antecipadas em comparagdo ao grupo Controle (G1) com o
uso desta terapéutica. Contudo, notou-se que acerca dos parametros relacionados a
celularidade e deposicdo de colageno, correspondentes ao inicio da fase proliferativa do
reparo e, ainda, considerando a andlise clinica, o grupo da associacdo (G5) mostrou
superioridade em relacdo aos demais grupos que utilizaram esta planta medicinal no 3° e 7°
dias, fato que pode estar atribuido a acdo bioestimuladora da TFBML e ndo necessariamente a
acao do infuso em si.

Com intuito de reduzir a quantidade de ratos utilizados no presente trabalho, sem
comprometer a qualidade dos resultados, 0 nimero minimo de animais do calculo amostral foi
utilizado, totalizando grupos de cinco. Entretanto, a perda amostral que ocorreu em alguns
grupos, limitou a analise estatistica dos aspectos morfoldgicos investigados, visto que muitas

variaveis foram avaliadas, viabilizando apenas a analise descritiva desses dados.
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A partir da discussdo apresentada, percebe-se que apesar de tanto a TFBML de
maneira isolada ou em conjunto com a infusdo de camomila resultarem na antecipacdo da
reducdo clinica da ferida do dorso de lingua dos animais, os parametros histoldgicos
demostraram ac¢do benéfica do uso da M. recutita, sob formulacdo de extrato fluido, através
do controle da fase exsudativa da inflamacéo e do estimulo durante a fase proliferativa, ambos
no 7° dia apos realizacdo do ferimento. Porém, a TFBML permanece sendo um potente
modulador do reparo, visto que 0 uso desta terapia, mostrou mais eficiéncia em comparacao
ao uso do agente natural, uma vez que a resolucdo da fase inflamatéria aguda foi percebida
ainda no 3° dia do reparo tecidual. Histologicamente, o uso da associacdo destes agentes,
entretanto, ndo foi superior ao uso dos mesmos de maneira isolada.

Sabe-se que para a consolidagdo dos resultados encontrados, a realizacdo de outros
estudos como ensaios clinicos randomizados e uso de outras tecnologias para analise das
amostras teciduais, como a imuno-histoquimica, microscopia de fluorescéncia e eletrénica de
transmissdo, métodos amplamente descritos na literatura vigente acerca do reparo
tecidual?®42117 sio importantes. Contudo, as analises clinica, morfolégica e morfométrica

obtidas, permitiram iniciar a investigacdo acerca dessas modalidades terapéuticas propostas.

4.2.5 Conclusao

Todas as modalidades terapéuticas propostas, atuaram de forma a modular
positivamente diferentes etapas do reparo, uma vez que nenhuma delas promoveu o retardo do
processo cicatricial em dorso de lingua de ratos, reafirmando que a M. recutita possui efetiva
acdo sobre o reparo. A terapia com camomila sob extrato fluido e a TFBML isoladas,
exibiram melhores padrdes histoldgicos de reparo tecidual, quando comparados ao infuso ou a
associagdo das terapias. Com relacdo a organizagcdo e ao quantitativo de deposi¢cdo de
colageno tecidual, notou-se que os grupos tratados com TFBML apresentaram fibras
colagénicas mais espessas e sem fragmentacdo, sugerindo maior resisténcia ao tecido em
neofomacdo, todavia, sem diferencas na analise quantitativa desta proteina. Houve diferenca
nos parametros dos padrdes clinicos, histoldgicos e histomorfométricos entre 0s grupos
experimentais da presente investigagio. A TFBML mostrou-se superior nas analises

realizadas.
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5 DISCUSSAO GERAL

Apesar da ampla investigacdo na literatura acerca do uso de plantas medicinais e 0s
seus beneficios nos diversos tipos de problemas de salde, nem todos 0s constituintes
bioativos, mecanismos de acdo ou grau de tolerancia tecidual sdo completamente conhecidos.
No primeiro estudo, a auséncia de diferencas nos parametros morfoldgicos e morfométricos
avaliados entre 0s grupos experimentais, mostrou que 0 uso tépico da camomila é bem
tolerado pelos tecidos, uma vez que ndo provocou alteracdes no padrédo histolégico da mucosa
oral normal de ratos.

Dessa forma, o primeiro artigo contribui com a literatura acerca de conhecimentos
fundamentais relacionados a seguranca de uso da M. recutita, planta medicinal que possui
beneficio comprovado no controle dos microrganismos presentes no biofilme dental?, na
gengivite, infeccdes orais*? no manejo da MO e ulceracdo aftosa recorrente®.

Como descrito por Goes et al.**, em um estudo piloto com 30 pacientes se propuseram
a avaliar os efeitos de um enxaguatorio bucal contendo extrato de M. recutita para pacientes
com gengivite associada a aparelhos ortodonticos fixos. Os pacientes receberam um kit de
higiene oral contendo escova, fio dental e dentifricio fluoretado junto a um frasco de
enxaguatorio que poderia conter solucdo de clorexidina a 0,12%, extrato de M. recutita a 1%,
ou uma solucdo placebo. Os autores observaram que pacientes que receberam enxaguatorio
bucal com CHX ou M. recutita exibiram uma reducdo no biofilme dental (p=0,0001) e do
sangramento gengival (p=0,003), em comparacdo com o grupo placebo. Além desses achados
clinicos, cinco pacientes do grupo CHX relataram queimacédo ou alteragdo do paladar apds 14
dias de uso do colutdrio, enquanto a M. recutita foi bem tolerada e ndo foi associada a efeitos
adversos.

Seyyedi et al.l° realizaram um ECR para investigar os efeitos terapéuticos do
enxaguatorio bucal com tintura de camomila na ulceracdo aftosa recorrente. Dos 50
participantes da pesquisa, 25 foram alocados no grupo camomila e o restante no grupo
placebo, sendo instruidos a aplicar 10 gotas na cavidade oral, da solugdo do grupo ao qual
estavam designados, trés vezes ao dia. Os pacientes foram examinados clinicamente apds 2, 4
e 6 dias e, em casos de persisténcia das lesdes, permaneceram sendo examinados
semanalmente. A duracdo da cicatrizacdo, o numero de lesdes observadas em cada visita, o
tamanho das lesdes, possiveis efeitos colaterais da medicacdo, dor e queimacdo foram
registrados usando uma escala visual analdgica (EVA). O namero médio de lesbes no inicio

do estudo foi de 2,95 no grupo camomila e de 2,67 no grupo controle, sendo que apos 6 dias,



95

durante a quarta visita, registrou-se 1,3 no grupo controle e nenhuma leséo foi observada no
grupo camomila. Em relacdo a dor e sensagdo de queimagdo na quarta visita, usando a EVA,
foi zero (sem dor) no grupo camomila e 3,4 no grupo controle, sendo tal diferenca
estatisticamente significante (p<0.001). Os autores concluiram que o grupo de pacientes que
utilizou a camomila teve o processo de cicatrizacdo acelerado, visto que na segunda visita
observou-se a remissdo dos sintomas. Assim, a camomila mostrou-se um agente efetivo na
condicdo da estomatite aftosa recorrente e pode ser utilizada sempre que apropriado.

De semelhante modo, é consenso na literatura®® que a TFBML é capaz de deprimir a
fase exsudativa a0 mesmo tempo que aumenta oS processos proliferativos durante a
inflamacéo aguda e cronica®®. De modo que ha possibilidade da redu¢do do edema, transicéo
de caracteristica do infiltrado inflamatério de células polimorfonucleares para
monomorfonucleares e estimulo a biosintese de colageno?°37.73,

Uma vez que tanto a TFBML quanto a M. recutita sdo moduladores do processo
inflamatério, consequentemente, capazes de promover a aceleracdo do reparo tecidual?0-35-37
quando utilizadas de maneira isolada, e ndo foram encontrados na literatura investigada,
estudos comparando ou correlacionando esses dois agentes terapéuticos, o segundo trabalho
aqui descrito, traz a tona, informacdes primarias acerca do reparo tecidual sob influéncia
dessas duas modalidades terapéuticas tanto de maneira isolada, como conjunta.

Em sua recente revisdo sistematica, Dantas et al.*® avaliaram o efeito do uso tépico da
camomila na MO com parametros clinicos e/ou histologicos em modelo animal. Seus critérios
de inclusdo envolveram estudos experimentais em animais, cuja abordagem terapéutica foi
exclusivamente o uso de camomila tépica sob diferentes concentracBes, sem associacdo com
outros agentes. Um total de dois trabalhos foram incluidos na referida revisdo, ambos do
mesmo grupo de pesquisa, dessa forma, tratou-se de estudos que utilizaram metodologias
semelhantes na indugdo da MO e ferida em mucosa jugal de hamsters. Foi preconizado inicio
do uso da pomada com 100 mg de extrato fluido de camomila (AdMuc®) no 5° dia. Os
resultados revelaram que a aplicacdo topica de camomila foi eficaz no tratamento da MO
induzida por quimioterapicos. Os autores concluem que a camomila apresentou resultados
clinicos e histopatoldgicos positivos e a capacidade de reduzir os niveis de algumas citocinas
pré-inflamatorias.

Também em uma revisdo sistematica Suter, Sjolund, Bornstein’#, investigaram a agéo
do uso do laser sobre a cicatrizacdo e dor de pacientes sob tratamento de estomatites aftosas.
Foram incluidos 11 artigos no estudo, dentre os quais, 9 avaliam o reparo tecidual e dentre

estes, 5 observaram reducdo do tempo de cicatrizacdo apés a irradiacdo tanto com laser de
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COo., laser de Nd:YAG e laser de diodo. A TFBML mostrou ser uma opc¢ao viavel para aliviar
0s sintomas e promover a cicatrizacdo de feridas, com o beneficio de apresentar baixo risco de
efeitos colaterais.

Os resultados encontrados no presente trabalho, ressaltam que, efetivamente, estes
agentes sdo capazes de modular as fases que envolvem o processo do reparo tecidual. Ao
avaliar-se apenas clinicamente, as terapéuticas ndo se sobrepbem uma a outra de forma
evidente, de modo que todas contribuem para a cicatrizacdo tecidual. Contudo, a analise
histologica demonstra superioridade do uso da M. recutita, sob formulacdo de extrato fluido, e
da TFBML isoladas. Surpreendentemente, o uso associado de ambas as terapéuticas nao
pareceu contribuir para o processo do reparo tecidual em mucosa oral de ratos, sobre o
modelo experimental estabelecido.

Uma vez que o numero amostral minimo foi utilizado em ambos os experimentos,
perdas imprevistas que ocorreram, limitaram a analise morfoldgica a uma avaliacdo descritiva
dos dados relacionados a tais parametros. Ainda, com intuito de reduzir o nimero de animais
incluidos, optou-se por utilizar metodologia semelhante a de Pavesi et al.** no Artigo 1, onde
um quantitativo ainda menor de ratos foi utilizado no grupo Controle/baseline.

Outra limitacdo encontrada foi referente aos recursos disponiveis para uso nhas
analises, em especial durante o periodo vigente da pesquisa, que se estendeu ao longo da
pandemia de COVID-19. Sabe-se que analises com biomarcadores especificos para citocinas
e/ou fatores de crescimento, trariam dados relevantes, cujas analises ampliariam o
conhecimento acerca dos fendbmenos moleculares e das vias envolvidas nos experimentos,
contudo, tais avaliacdes ndo foram possiveis de serem realizadas. De semelhante modo,
também ndo foi possivel realizar testes especificos para se conhecer a concentracdo exata da
M. recutita e os constituintes bioativos presentes nas formulag6es utilizadas.

Fica evidente, nos resultados aqui apresentados e discutidos, que a M. recutita é uma
planta medicinal com real acdo de modulacdo positiva do reparo tecidual. Todavia, outros
estudos que aprofundem as analises aqui propostas, bem como sugiram novas formas de uso
desta substancia, sdo necessarios para reafirmar esta acdo. A constante demanda pelo uso de
fitoterapicos e a necessidade de maior conhecimento sobre seus mecanismos de acao parecem

ser estimulos para futuras investigagoes.
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6 CONCLUSAO GERAL

O uso topico da M. recutita, independentemente da forma de apresentacdo investigada,
ndo provocou alteracdes teciduais macroscopicas e microscopicas. Tal agente utilizado
de maneira isolada ou associada a TFBML, modulou positivamente diferentes etapas
do reparo tecidual. Entretanto, melhores resultados foram encontrados quando estes

agentes terapéuticos foram utilizados isoladamente.

6.1 EXPERIMENTO EM MUCOSA ORAL NORMAL

A aplicacdo topica da M. recutita sob diferentes formula¢6es, ndo provocou alteracdes
clinicas ou no tecido de revestimento oral normal.
A avaliacdo histomorfométrica dos parametros investigados no tecido oral normal ndo

exibiu modificacfes sob agdo da M. recutita.

6.2 EXPERIMENTO COM ULCERA EM DORSO LINGUAL

A analise clinica revelou que todos os grupos apresentaram reducdo da ferida oral do

3°ao 7° dia, com superioridade nos animais submetidos a TFBML de forma isolada.

Ao se avaliar os parametros histologicos do reparo tecidual, tanto o Extrato fluido da
camomila, como a TFBML contribuiram de maneira mais efetiva para a resolucdo da
fase exsudativa da inflamacéo e do estimulo da fase proliferativa. Contudo, o grupo da

TFBML isoladamente foi ainda superior nos quesitos avaliados.

A re-epitelizacdo das feridas avaliadas pela histomorfometria, evidenciou diferencas
ao longo do tempo para todos os grupos estudados, todavia, aos 14 dias, observou-se

reducdo das camadas epiteliais nos grupos G2 e G5.

Com relacdo a organizacdo e ao quantitativo de deposicdo de colageno tecidual,
observou-se que aos 14 dias, todos 0s grupos apresentaram resultados semelhantes.
Entretanto, na analise morfoldgica, notou-se que os grupos tratados com TFBML
apresentaram fibras colagénica mais espessas e sem fragmentacdo, sugerindo maior

resisténcia ao tecido em neofomacéo.
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Houve diferenca nos parametros dos padrGes clinicos, histologicos e
histomorfométricos entre 0s grupos experimentais da presente investigacdo. A

TFBML mostrou-se superior nas analises realizadas.
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1. INTRODUCTION

The diversity of medicinal herbs and their functions in the prevention and treatment of
different types of diseases, together with their natural characteristics associated with the absence or
low rate of adverse effects, stimulates the worldwide consumption of plants for therapeutic purposes.
Consequently, it increases the interest of health professionals in focusing on studying these agents and

exploring their pharmacological properties [1].

Popularly known as chamomile, Matricaria recutita (M. recutita) belongs to a large group of
medicinal plants that has been used since ancient times by Egyptians and Greeks, being native to

Europe and distributed worldwide [2,3].

Its popularity is due to its composition, which consists of several bioactive phytochemicals.
Chamomile is known to help improve cardiovascular conditions and stimulate the immune system [1].
Several authors also describe its antiseptic [1,4-6], diuretic [1,5], expectorant, sedative [5], and anti-

inflammatory actions [1,4-6].

The active ingredient of chamomile can be applied in home medicine through the direct use of
the plant in the form of preparations such as teas, tinctures, and powders, or in the form of isolated
pure compounds. Medicinal herbs, when well-chosen and used correctly, have the same effectiveness
as industrial medicine [7].

The benefits of chamomile in the different areas of dentistry have also been investigated and
described. Chamomile has an action in the control of microorganisms present in dental biofilm [8] and
in the management of conditions such as xerostomia9, mucositis [10-12], gingivitis [13-15], oral

infections [16,17], recurrent aphthous ulceration [18], and even bone resorption [19].

Establishing when the therapeutic effects of this herbal agent will be beneficial or not for
patients requires research and greater generation of scientific evidence. Thus, this work aims to
describe the possible uses of M. recutita in the field of health, with emphasis on dental practice,
emphasizing the benefits and possible means of formulation that have already been investigated and

described in the literature.
2. LITERATURE REVIEW

The use of plants in human health has been documented for thousands of years. The enduring
popularity of herbal medicines can be explained by the tendency of herbs to work slowly, usually with
minimal toxic side effects [20]. However, the misconception that plants, as they are natural, are
therefore free from risks and adverse effects, must be reevaluated. Obeying the prescribed dosages and
taking care to accurately identify the substance used can prevent a series of complications [7].

According to Martins et al. [21], among the recommendations for treatments with medicinal plants in
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general, is the maximum period of use between 21 and 30 days, interspersed with a rest period

between 4 and 7 days

One of the herbs most often used for medicinal purposes is chamomile, whose tea and herbal
extract are prepared from dried flowers of the Matricaria species. Chamomile is one of the oldest
medicinal plants, widely used and well documented in the world, due to its antioxidant [4,22] and anti -
inflammatory [4,5,23] properties, exhibiting many beneficial health effects, also due to its anti-

allergenic, neuro-protective, antimicrobial, antimutagenic and hypocholesterolemic [4,23] action.

2.1 The Matricaria recutita

M. recutita is a plant species belonging to the list of Traditional Phytotherapic Products with
Simplified Registration, published by Normative Instruction 02/2014 [24]. It is one of the most
important medicinal herbs native to southern and eastern Europe. It is also grown in Germany,
Hungary, France, Russia, Yugoslavia and Brazil. This plant can also be found in North Africa, Asia,
North and South America, Australia and New Zealand [3,5].

Popularly known by several names, such as common chamomile, fragrant chamomile, German
chamomile, Hungarian chamomile, Roman chamomile, English chamomile, fake sweet chamomile,
pinhead and maioca [5], there are a number of inaccuracies in relation to its name. The synonymous
use of the names Anthemis, Chamomilla and Matricaria leads to uncertainty regarding the botanical
identification of this plant. According to the literature, the best botanical name for real chamomile is
M. recutita, whose synonym is M. chamomilla, Chamomilla recutita (L.) Rauschert, belonging to the
genus Chamomilla and the family Asteraceae [5,25]. The nomenclature was proposed by Linneaus in
the edition of his ‘Espécie Plantarum’ [25], which justifies the abbreviation of ‘L.” used by some

authors.

True chamomile is an annual herbaceous plant with thin, spindle-shaped roots that only
penetrate the soil. The cylindrical stem is erect, strongly branched and grows at a height ranging from
10 to 90 cm. The 11 to 27 small flowers with hollow yellow tapered centers, surrounded by white

petals, are between 6 and 11 mm long, about 3.5 mm wide and are arranged concentrically [3,5,26].

2.2 Biochemical characteristics of Chamomile

More than 120 constituents have been identified in chamomile flowers. Its phytochemical
analysis revealed that this plant is rich in cytoprotective active molecules, such as phenolic

compounds, which are considered natural antioxidant agents [4,22].



114

Of the different bioactive constituents present in chamomile, the presence of sesquiterpenes,
flavonoids, coumarins and polyacetylenes has already been identified [1,3,27]. The main components

extracted from chamomile flowers that are described in the consulted literature are listed in Table 1.

Table 1 - Main bioactive constituents of chamomile.

Components: Action: Derivatives:
Sesquiterpenes (Terpenoids) Antimicrobial [29], antioxidant, Farnesol [3]
[3,6,27,28] insecticide or repellent [30]

a-bisabolol [3,6,27]
a-bisabolol A oxides [3,27]
a-bisabolol B oxides [3,27]

Flavonoids [3,27,28] Antiviral, antitumor, anti-inflammatory, ~ Apigenin [3,27]
antioxidant, hormonal regulation [31] Apigenin-7-O-glycoside [3,27]
and chemopreventive [32] Luteolin [3.27]

Luteolin-7-O-glycoside [3,27]
Quercetin [3,27]
Routine [3]

Naringenin [3,27]
Patuletin [4]

Coumarins [3,27,28] Anti-inflammatory, expectorant, Herniarin [3]
cytotoxic, antifungal, insecticide and Umbelliferone [3]
coronary vasodilator [33]

Phenylpropanoids [3,27] Antioxidant, insecticide or repellent Chlorogenic acid [3]
[30] Caffeic acid [3]

Matricin [3] Antimicrobial, anti-inflammatory and Chamazulene [3,6]

antioxidant [26,27]

Essential oils of M. recutita are mainly formulated with terpenes or their derivatives. These
substances constitute an extensive group of organic molecules produced as secondary metabolites to
prevent injuries caused by external agents [34], with recognized antimicrobial activity [29].

Bisabolol has been shown to promote the formation of granulation tissue in wound healing
[35]. It has been found to reduce the amount of the proteolytic enzyme pepsin secreted by the stomach,
without any changes in the amount of acid in the stomach, due to which it was recommended for the
treatment of gastric and upper intestine diseases. It has also been reported to promote epithelialization

and granulation, and to have a pronounced and antiphlogistic effect on edema [36].

The properties of chamomile are partly also due to its phenolic compounds [3]. Phenolic
compounds are bioactive substances found in large quantities in food plants that are regularly
consumed by humans. They are compounds that have a benzene ring, which may contain one or more
hydroxyl groups (OH"), including their functional derivatives (esters, methyl ethers, glycosides) [37].
According to Gupta [38], eleven bioactive phenolic compounds were found in chamomile extract:

herniarin and umbelliferone (coumarins), chlorogenic acid and caffeic acid (phenylpropanoids),
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apigenin, apigenin-7-O-glucoside, luteolin and luteolin-7-O-glucoside (flavones), quercetin and rutin

(flavonols), and naringenin (flavanone).

Chamomile's anti-inflammatory capacity is mainly attributed to apigenin and its acetylated
derivatives. In addition to their anti-inflammatory action, flavonoids are also known to play an
important role in chemopreventive activity against ultraviolet, anti-tumor and sedative radiation

[31,32]. It is also known that flavonoids act by inhibiting the release of histamine [35].

Chamazulene (7-ethyl-1,4-dimethylazulene) is an artefactual component formed under high
temperatures and/or acidic matric conditions (procamazulene), which is present in the head of fresh
flowers [4]. This compound characterizes the dark-blue color of chamomile oil and is related to its

bactericidal, fungicidal, anti-inflammatory and antioxidant properties [26,27].

Herniarin and umbelliferone, derived from coumarins, represent approximately 0.1% of the
total biochemical constituents of this medicinal plant; however, the amounts obtained from frequent

consumption of teas are not insignificant [4]. Umbelliferone has a fungistatic action [36].

2.3 Formulations for use

The use of medicinal plants has evolved from the simplest forms of local treatment, to the
technologically sophisticated forms of industrial manufacturing. Chamomile is widely marketed as

herbal tea, as well as in ointments, soaps, tinctures, and inhalations [26].

There are several ways of preparing chamomile. The dry powder of the chamomile flower is
recommended and used for several types of health problems, ranging from infections and injuries to
the lining tissues, to gastrointestinal disorders, to sleep problems. Medicinal ingredients are
traditionally extracted from dried flowers, using water, ethanol or methanol as solvents, and the
corresponding extracts are known respectively as aqueous or alcoholic extracts, such as ethanolic

and/or methanolic [6].

Aqueous extracts, as in the form of teas obtained through infusions, contain very low
concentrations of free apigenin, but include high levels of apigenin-7-O-glycoside [39]. Teas made
from chamomile contain between 10-15% of the essential oil available in flowers [4]. Chamomile
infusion (tea) is the most common therapeutic presentation and is used as an agent for washing or
gargling in order to treat inflammation of the mucous membranes of the mouth and throat [39,40].
Chamomile tea sachets, containing pure chamomile flower powder or mixed with other popular

medicinal herbs, are easily found and commercialized [6].
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The mixture of a part of chamomile flower in four parts of water with 12% of grain alcohol is
used for the preparation of chamomile tincture [6], since the use of the whole plant serves to formulate

beers and medicinal herbal lotion for topical application [41].

Chamomile oil is a popular ingredient in aromatherapy and hair care. The essential oil
extracted from the flower varies in concentration between 0.42 to 2% and consists of compounds such
as bisabolol, camazulene, cyclic sesquiterpenes, bisabolol oxides, and other azulenes and terpenes
[26].

2.4 General therapeutic uses

M. recutita is a plant that has been used as a medicinal herb for centuries due to its relaxing,
sedative, antispasmolytic, antioxidant, anti-inflammatory, curative and digestive properties, among
other properties already described [5,6].

In a systematic review of the literature, Miraj & Alesaeidi [1] describe the traditional
therapeutic uses of M. recutita, which include its antibacterial, antioxidant, anti-inflammatory,
antidepressant, anticarcinogenic and angiogenic activity. In addition, the authors cite its
hepatoprotective, antimicrobial, antidiabetic and antidiarrheal effects, and the applicability of this

herbal medicine in premenstrual syndrome, gastrointestinal disorders and knee osteoarthritis.

The literature shows it has been prescribed for dyspepsia, stomach disorders in general
[1,6,42], diarrhea[1,6,42], nausea, inflammation of the respiratory and urinary tracts, hemorrhoids
[6,42], menstrual disorders [1,6,42], anxiety, neuralgia, sleep disorders, toothache, rheumatic pain,
burns, thrush [6], difficult to heal wounds [42], skin and mucosal conditions in general, including
herpes zoster and boils, inflammation of the mouth, throat, eyes and ears [6,42], and even as an

acaricidal and anti-tick agent [43].

2.5 Applications in Dentistry

In Dentistry, studies describe the use of M. recutita for infection control, mainly due to its

antimicrobial action, and as a therapeutic agent for several types of oral disorders, as described below.
2.5.1 Antimicrobial action

Albuquerque et al. [16], in an in vitro experimental study, evaluated the antimicrobial activity
of M. recutita extract on the microorganisms present in dental biofilm. The authors compared the
averages of the inhibitory halos formed in the cultivation of strains of Streptococcus mitis,

Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus, and Lactobacillus casei after
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the action of 0.12% hydroalcoholic extract and chlorhexidine. According to the authors, although M.
recutita at a concentration of 0.84 g/mL has antimicrobial activity, it was lower than that of 0.12%

chlorhexidine, which was more effective in the antibacterial control of the strains investigated.

In 2011, Carcamo et al. [44] investigated the antibacterial action of M. recutita mouthwash on
the formation of dental biofilm in 32 female patients at the Dentistry college of the Universidad del
Desarrollo, in Chile. The authors compared the action of chamomile and chlorhexidine mouthwashes
at 0.12% concentration on oral prophylaxis after different periods of time, using a bacteriological
sample collected from the mucosa and the dental surface. In their findings, they noted the superior
effectiveness of chlorhexidine over chamomile in controlling colony-forming units (CFU). The
mouthwash with chamomile reached as maximum control the formation of 1976 CFU two hours after
rinsing the mouthwash. The mouthwash with chlorhexidine reached a control of up to 296 CFU eight
hours after rinsing the mouthwash. According to the authors, the best time interval between
mouthwashes with M. recutita is 4 to 6 hours, a period in which there is greater control of bacterial
growth.

An in vitro study conducted by Rahman & Chandra [17] evaluated the antimicrobial activity
of different concentrations of chamomile in aqueous base, between 15 and 25%, and 2% chlorhexidine
gel on strains of C. albicans and E. faecalis. The authors used fluconazole for positive control of C.
albicans, and vancomycin for E. faecalis. According to the authors, 2% chlorhexidine had a greater
inhibitory effect for C. albicans (33.20 mm) and E. faecalis (24.54 mm), while 25% chamomile
showed inhibition halos of 24.16 mm, and 20% of 62 mm for C. albicans and E. faecalis, respectively.
Chamomile at 15% did not show antimicrobial activity. The authors conclude that 25% chamomile
proved to be an antimicrobial agent for the strains investigated, despite being less effective than 2%

chlorhexidine.

Another in vitro study published in 2018 [8] evaluated the inhibitory activity of the
hydroalcoholic extract of M. recutita at 100, 200 and 300 mg/mL, on strains of C. albicans and
Enterobacter cloacae compared to 0.12% chlorhexidine digluconate and distilled water. According to
the authors, the extract of M. recutita at 300 mg/mL significantly reduced (p <0.01) the number of
CFU/mL of E. cloacae, with results similar to 0.12% chlorhexidine, while the extracts at 100 and 200
mg/ml did not show the same effectiveness. Regarding the amount of viable DNA from this strain, E.
cloacae was reduced (p <0.05) in all tested concentrations of M. recutita extract and also in
chlorhexidine. However, there was no significant difference (p = 0.565) in the number of CFU/mL or
in the amount of viable DNA (p = 0.8094) of C. albicans when compared to biofilm without treatment
or even between concentrations of the extract when compared among themselves or with 0.12%

chlorhexidine.
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2.5.2 Anti-inflammatory and healing activity on soft tissues
2.5.2.1 Gingivitis

In 2009, Lucena et al. [40] evaluated the anti-inflammatory effect of M. recutita and
chlorhexidine in patients with chronic gingivitis. In their study, the authors allocated 36 patients to
three experimental groups, one using a mouthwash of chamomile extract diluted in 20mL of alcohol in
Y glass of water for each application, another with a mouthwash of 10 mL of 0.12% chlorhexidine,
and one group using only brushing associated with flossing. The frequency of substance use was three
times a day for one minute, during the entire period of the experiment, being evaluated on the 3" and
7" days. The authors concluded that the rates of plaque and bleeding decreased significantly from the
first to the second assessment in all groups. Chamomile showed efficacy comparable to chlorhexidine
in the treatment of chronic gingivitis; however, it should be noted that the clinical presentation of
chronic gingivitis can be reduced with oral hygiene guidance, dispensing with the use of chemical

control.

A randomized clinical trial was conducted to determine the effectiveness of chamomile
mouthwash compared to 0.12% chlorhexidine and a placebo solution (distilled water, 0.02 mg
ascorbic acid and mint green tincture) in the treatment of gingivitis in 30 patients from 19 to 25 years
of age. The Gingival, Plaque and Bleeding Index were evaluated before the mouthwash, 7 and 15 days
after the use of the substances. In their results, the authors observed that both the use of chamomile
mouthwash and 0.12% chlorhexidine after 15 days achieved a significant reduction in the rates
evaluated compared to the placebo solution, with the difference that patients who used chamomile
showed no adverse effects, which are known for long-term use of chlorhexidine, such as dental

staining and dysgeusia [13].

Lins et al. [14] proposed to clinically evaluate the effect of mouthwash based on chlorhexidine
and extracts from the aroeira medicinal plants (Schinus terebinthifolius) and chamomile (M. recutita)
on bacterial plaque and gingivitis through a randomized clinical trial. The study included 59 patients
diagnosed with chronic gingivitis seen at the Integrated Clinics of the Department of Dentistry of the
State University of Paraiba. The Plaque Index (PI) and the Gingival Bleeding Index (GBI) were used
on three occasions, these being on the first day of research, prior to the beginning of the use of the
respective mouthwash; on the 7" day after starting treatment with the mouthwash; and on the 15th day
after starting treatment with the mouthwash. The patients were instructed to mouthwash twice daily
with the solution corresponding to their group, diluted in %2 cup (250mL) of water, 30 minutes after

brushing their teeth in the morning and at night, for one minute.

The results of the Pl and GBI showed that mouthwash based on mastic extract and chamomile
proved to be effective in controlling plaque (p <0.001), as well as in the treatment of chronic gingivitis
(p <0.001), with results similar to that of 0.12% chlorhexidine (p <0.001). However, to estimate which
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of these was more effective, the difference between the final and the initial moments of each group
was calculated, culminating in the gross rate of reduction of the indices, with the chamomile

mouthwash showing the greatest reduction in P1 (1.03), and aroeira, the smallest reduction (0.70) [14].

In a pilot study with 30 patients carried out at the Federal University of Ceara, Goes et al. [15]
proposed to evaluate the effects of a mouthwash containing M. recutita extract for patients with
gingivitis associated with fixed orthodontic appliances. The patients received an oral hygiene kit
containing a toothbrush, dental floss and fluoride toothpaste together with a mouthwash bottle that
contained either 0.12% chlorhexidine, 1% M. recutita extract, or a placebo solution. They were
instructed to use 15 mL of the mouthwash solution, 30 minutes after brushing, for one minute in the

morning and at night, for 15 days.

In their findings, the authors observed that patients who received mouthwash with
chlorhexidine or M. recutita exhibited a reduction in dental biofilm (p = 0.0001) and gingival bleeding
(p = 0.003), compared to the placebo group. Both the chlorhexidine and M. recutita groups did not
differ in relation to the visible PI (p> 0.05) and the GBI compared to the placebo group. In addition to
these clinical findings, five patients in the chlorhexidine group reported burning or altered taste after
14 days of using the mouthwash, while the M. recutita was well tolerated and was not associated with

any adverse effects [15].

2.5.2.2 Recurrent mouth ulceration (RMU)

Seyyedi et al. [18] conducted a randomized clinical trial to investigate the therapeutic effects
of chamomile dye mouthwash in RMU. The authors evaluated patients diagnosed with aphthous
lesions between the years 2008 to 2010. Of the 50 research participants, 25 were allocated to the
chamomile group and the other 25 to the placebo group, being instructed to apply 10 drops of the
solution assigned to them to the oral cavity, three times a day. After application, patients rinsed their
mouths using mouthwashes for three minutes. After rinsing their mouth, patients were instructed to
abstain from eating any food for half an hour. The patients were examined clinically after 2, 4 and 6
days and, in cases of persistent lesions, they continued to be examined weekly. The duration of
healing, the number of lesions observed in each visit, the size of the lesions, possible side effects of
the medication, pain and burning were recorded using a visual analog scale (VAS). Patients were

instructed not to use any other medication during the study period.

According to the authors, the average number of lesions at the beginning of the study was 2.95
in the chamomile group and 2.67 in the control group, and after 6 days, during the fourth visit, the
number was 1.3 in the control group and no lesions were observed in the chamomile group. Regarding

pain and burning sensation on the fourth visit, using VAS, it was zero (no pain) in the chamomile
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group and 3.4 in the control group, with a statistically significant difference (p <0.001). The authors
concluded that the group of patients who used chamomile had an accelerated healing process, since the
remission of symptoms was already observed on the second visit. Thus, chamomile proved to be an

effective agent for recurrent foot-and-mouth disease, can be used whenever appropriate [18].

2.5.2.3 Oral mucositis

An experimental study conducted in hamsters with the objective of investigating the effect of
the topical use of chamomile in the treatment of oral mucositis induced by 5-fluoracil (5-FU), was
carried out by Pavesi & collaborators [45]. For this, after inducing oral mucositis (OM) in the animals,
the authors compared the absence of treatment (control group), the use of fluid extract of chamomile
(Ad-Muc® group), and betamethasone elixir (Celestone® group). The treatment with the tested
substances started on day 5, after induction of OM, with application twice a day. The death periods
established for the animals were days 0, 2, 5, 8, 10, 12, 14, and 16. The animals that developed OM
and were treated with the corticoid exhibited more severe pictures of mucositis, compared to the group
treated with chamomile throughout the experiment. Analysis of the results showed that the chamomile
group exhibited a lower degree of mucositis over the evaluation period compared to the control and
corticoid groups. The authors concluded that chamomile proved to be effective in the treatment of OM

in the model under study.

In Curitiba, Parand (Brazil), 23 patients were included in a study [46] that evaluated the
evolution of OM in cancer patients treated by the palliative care service, after intervention and medical
and nutritional guidance. After inspecting the oral cavity and classifying the degree of OM that these
patients had, they answered gquestionnaires about food, medications in use, oral complaints and
lifestyle habits. The interviews were conducted at the first appointment and after 15 days. The
nutritional intervention was carried out for all patients, indicating that they mouthwash with cold,
industrialized chamomile tea, three times a day; avoid very acidic, dry, hard or spicy foods; restrict
salt; avoid very hot food or preparations. Medical conduct was determined individually, considering
the diagnosis of the disease and the symptoms presented by each patient. The authors found that on
return, after 15 days of using the mouthwash with chamomile and nutritional guidelines, 73.9% of the
patients did not have OM, and of these, 64.7% reported not having restrictions regarding the
consistency of the diet. Grade | mucositis was found in 13% of patients, with normal food intake.
Grade Il mucositis was present in 8.6% of the patients, of which 50% reported eating liquid foods and
50% consuming foods of any consistency. Grade Il mucositis was present in 4.3% of the cases
studied, with 100% of these referring to ingestion of pasty foods. There was no detection of grade IV

mucositis in the reassessment [46].
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In 2016, Tavakoli Ardakani et al. [11] investigated the effects of M. recutita associated with
Mentha piperita on OM in patients undergoing hematopoietic stem cell transplantation (HSCT)
between the years 2011 and 2012. Sixty patients undergoing HSCT were randomly distributed in two
groups: placebo (n = 33), containing 0.02% wi/v (percentage volume by volume) edible red color,
0.5% v/v (percentage by volume) color chlorophyllin, 13% v/v ethanol at 96 degrees, and 71.5% v/v
of sterile distilled water; and a mouthwash group, based on medicinal herbs (n = 27), containing 1%
viv peppermint oil, dry extract of 1% w/v M. recutita, and 99% v/v ethanol at 96 degrees. All patients
received the mouthwash one week before HSCT and were instructed to use it three times a day for at
least 30 seconds and to avoid eating, drinking any fluids or mouthwash for up to 30 minutes after

using the mouthwash.

In their results, the authors observed that the maximum duration and the established average
daily degree of OM were significantly reduced in the treatment group (p <0.05). The use of herbal
mouthwash led to significant improvements in pain intensity (p = 0.009), dry mouth feeling (p = 0.04),
and dysphagia (p = 0.009). Other significant results included a reduction in the use of complementary
drugs (p = 0.03), narcotic analgesics (p = 0.047), total parenteral nutrition (TPN) (p = 0.02), and the
duration of TPN (p = 0, 03). The authors concluded that patients who received the herbal mouthwash,

including chamomile, had fewer complications and symptoms associated with OM [11].

In addition to the aforementioned studies, in 2018 other authors [12] published a systematic
review on the effects of M. recutita in the treatment of OM. In their literature search, the authors found
21 papers that addressed this topic, 10 studies in animals and 11 in humans, with the beneficial effects
of chamomile being significant in all the investigated species. In the included studies, the authors
described mouthwash, topical and oral use formulated as infusion, orabase and gel as forms of
administration of chamomile. Regarding the duration of the intervention, the articles that reported the
time of use varied from 5 to 30 days of consecutive use. Thus, the authors concluded that the use of
this herbal medicine is a promising alternative in the treatment of OM, although the protocol for using
this type of therapy is still not well established in the literature.

2.5.3 Action on mineralized tissues

Taking into account the known anti-inflammatory capacity of M. recutita on the soft tissues of
the oral cavity, an experimental study with 76 rats evaluated the effects of chamomile on inflammatory
response and alveolar bone resorption. In their experiment, the authors used a nylon suture ligature (3-
0) positioned on the cervical of the left upper second molar, in a subgingival position on the palatal
side and supragingival on the buccal side. The animals were allocated into four groups that received
Tween® 80, a non-ionic detergent, or M. recutita extract at 10, 30 and 90 mg/kg per gavage, 30
minutes before placing the bandage and daily until the 11" day, when the animals were killed. The
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nylon thread around the upper second molar induced significant alveolar bone resorption from the 3"

day of ligation, reaching a maximum between days seven and eleven [19].

According to the authors, the eleven days of ligature-induced bone resorption resulted in
leukocyte infiltration and an increase in pro-inflammatory factors such as TNF-o and IL-1. However,
the use of M. recutita extract significantly prevented (p <0.05) the elevation of these interleukins, in
addition to not causing changes in the organs or body weight of the animals. Thus, they concluded that
M. recutita extract was able to prevent inflammation and alveolar bone resorption, reducing TNF-a
and IL-1B, preventing osteoclast activation, without interfering with bone anabolism [19].

2.5.4 Xerostomia

A clinical trial conducted in 2016 by Morales-Bozo et al.[9] included 74 elderly patients, with
the goal of determining the effectiveness of a natural saliva substitute, based on M. recutita and
linseed, to relieve xerostomia, compared to the substitute of conventional saliva. The substitute for
natural saliva was made from an infusion of 30 g of flaxseed and 1 g of chamomile in one liter of
water, the seeds being removed through filtration, while a commercial agent based on carboxymethyl
cellulose was used as the substitute for conventional saliva (2 mL, four times a day each). At the
beginning of the experiment, the baseline data for the xerostomia of the participants was determined
through the Fox survey, which assesses the degree of intensity of the xerostomia symptoms using a
visual analog scale to assess its severity. In their results, the authors observed that the saliva substitute
based on medicinal herbs promoted greater relief of dry mouth symptoms, a sensation of thick saliva

and difficulty in swallowing compared to the conventional substitute (p <0.05)

25,5 Burning Mouth Syndrome

A report of two clinical cases of female patients, Caucasian, aged 68 and 59, with a burning
mouth complaint, whose most affected areas were lips and tongue, both diagnosed with Burning
Mouth Syndrome (BMS) was described in the literature. Both patients had high degrees of pain
according to the VAS, with the first at degree 8 and the second at degree 9. The treatment proposed for
both included ingesting a large volume of water and rinsing with unsweetened chamomile tea. It was
advised that the tea be kept in the mouth for three minutes, four times a day, in association with
cognitive therapy. During the reassessment, after 14 days, both reported a significant reduction in the
burning sensation and improvement in general well-being. The new appointment on the VAS was 4
for the first patient described and 3 for the second. The established therapy was continued for one

year, with visits every 15 days in the first two months, and monthly thereafter. According to the
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authors, taking into account the results achieved with the described cases, the use of chamomile

mouthwash associated with cognitive therapy proved to be promising in the treatment of BMS [47].

FINAL CONSIDERATIONS

There is a growing demand in the world market for M. recutita, due to the increased
consumption of natural elements and due to the extensive medicinal values and pharmacological
properties of this plant. The benefits of using herbal medicines include fewer side or toxic effects,
facility to obtain, low cost and the possibility of them generating income for their producers. Studies
show the effectiveness and advantages of using M. recutita in relation to allopathic drugs in the
various pathological conditions that affect the oral cavity.

It is known that M. recutita has an antimicrobial, anti-inflammatory, healing action, among
others. It is important that dental surgeons know the possible actions and benefits of this medicinal

herb, as well as its possible formulations so that they can use it in their dental practice.
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APENDICE B - Ficha de analise morfométrica aplicada para coleta de dados do Artigo 1
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA - UFBA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE - ICS

LABORATORIO DE BIOQUIMICA ORAL - LBO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAD EM PROCESSOS INTERATIVOS DOS ORGAQS £ SISTEMAS PPRPIDS

ANALISE MORFOMETRICA - MUCOSA JUGAL

Trabalho: :\\’ALI,\(,'AO IllSTOMORFOMETRlCA DA MUCOSA ORAL NORMAL DE RATOS
SUBMETIDA A APLICACAO TOPICA DE CAMOMILA (Marricaria recutita)

Orientadora: Gabricla Botelho Marting
Doutoranda: Tila Fortuna

R AREA | AREA2 AREA3
LAMINA: Medida pm Medida pm Medida pm
Data: Data: Data:

Distincia da camada basal 4 superficie epitelial
1% ponto

2% ponto

3° ponto

Média

Distiincia do dpice da papila dérmica para
superficie epitelial

1% ponio

2° ponto

3° ponio

Média

Largura da papila dérmica
1* ponto

27 ponto

3* ponto

Média

Distiincia interpapilar

1 ponto

2° ponto

3° ponio

Média

Espessura da cerating

1* ponto

27 ponio

3% ponto
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APENDICE C - Ficha da analise morfométrica do colageno aplicada para coleta de dados do
Artigo 1

N\
PROCESSOS INTERATIVOS \/ @
DOS ORGAOS € SISTEMAS i)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA - UFBA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE - ICS
LABORATORIO DE BIOQUIMICA ORAL - LBO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PROCESSOS INTERATIVOS DOS ORGAOS E SISTEMAS - PPgPIOS

ANALISE MORFOMETRICA DO COLAGENO - MUCOSA JUGAL

Trabalho: AVA‘LIACAO H[STOMORFOMI'ETRICA DA MUCOSA ORAL NORMAL DE RATOS
SUBMETIDA A APLICACAO TOPICA DE CAMOMILA (Matricaria recutita)

Orientadora: Gabriela Botelho Martins
Doutoranda: Tila Fortuna

AREA TOTAL APENAS
ALTURA COMPRIMENTO LAMINA TECIDUAL COLAGENO
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APENDICE D - Ficha da anélise morfoldgica aplicada para coleta de dados do Artigol

N\

PROCESSOS INTERATIVOS 3
DOS ORGAOS £ SISTEMAS =T,
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA - UFBA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE - ICS

LABORATORIO DE BIOQUIMICA ORAL - LBO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROCESSOS INTERATIVOS DOS ORGAOS E SISTEMAS - PPPIOS

Parametros de avaliagdo morfoldgica da mucosa jugal

Trabatho: AVALIAC AO HISTOMORF OMETRICA DA MUCOSA ORAL NORMAL DE RATOS
SUBMETIDA A APLICACAO TOPICA DE CAMOMILA ( Matricaria recutita)

Orientadora: Gabriela Botelho Martins
Doutoranda: Tila Fortuna

Lamina:
Parametro:
Hiperceratose
Acantose
Degeneracdo da
camada basal
epitelial
Infiltrado poli ou
monomorfo
Edema
Deposi¢do
colageno

Ausente (0) Discreta (+) Moderada (++) Intensa (+++)
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APENDICE E - Ficha da analise morfoldgica das seccdes em HE aplicada para coleta de
dados do Artigo 2

PROCESSOS INTERATIVOS
DOS ORGAOS E SISTEMAS

A

PROGMAMA OF NS GHADAIAC AD |

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA - UFBA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE - ICS

LABORATORIO DE BIOQUIMICA ORAL - LBO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PROCESSOS INTERATIVOS DOS ORGAQS E SISTEMAS - PPgPIOS

Avaliacdo morfoldgica — lingua de ratos

Trabalho: AVALIACAO DA TERAPIA DA FOTOBIOMODULACAO LASER ASSOCIADA A
MATRICARIA RECUTITA NA CICATRIZACAO DA MUCOSA ORAL DE RATOS

Orientadora: Gabriela Botelho Martins
Doutoranda: Tila Fortuna

LAMINA:
PARAMETRO AUSENTE DISCRETO MODERADO SEVERO
Celularidade tec.(fibroblastos)
Deposicdo de coldgeno
Edema
Hiperemia
Neoangiogénese
Infiltrado inflamatério
Predominancia inf. Inflam. Polimorfo( ) Monomorfo( )
Reepitelizacdo Completa Parcial | Ausente
Organizada | Desorganizada
Fotografar OBS:
( )
Estrutura:
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APENDICE F - Ficha da analise morfométrica das sec¢des em HE aplicada para coleta de
dados do Artigo 2
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA - UFBA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE - ICS

LABORATORIO DE BIOQUIMICA ORAL - LBO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROCESSOS INTERATIVOS DOS ORGAOS E SISTEMAS - PRgPIOS

Avaliagdo morfométrica - lingua de ratos

Trabalho: AVALIACAO DA TERAPIA DA FOTOBIOMODULACAO LASER ASSOCIADA A
MATRICARIA RECUTITA NA CICATRIZACAO DA MUCOSA ORAL DE RATOS

Orientadora: Gabnicla Botelho Martins
Doutoranda: Tila Fortuna

Lamina: Borda 1 Borda 2 Centro
DCBSE (TOTAL)
12 Ponto
22 ponto
32 Ponto
Meédia
EC (CERATINA)
12 Ponto
22 ponto
32 Ponto
Média
DCBCE (SEM CERATINA)
12 Ponto
22 ponto
32 Ponto
Média
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APENDICE G - Ficha da analise morfoldgica das secgdes coradas com Sirius Vermelho
aplicada para coleta de dados do Artigo 2
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA - UFBA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE - ICS

LABORATORIO DE BIOQUIMICA ORAL - LBO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROCESSOS INTERATIVOS DOS ORGADS E SISTEMAS - PPgPIOS

Avaliagao morfoldgica do colageno - lingua de ratos

Trabalho: AVALIACAO DA TERAPIA DA FOTOBIOMODULACAO LASER ASSOCIADA A
MATRICARIA RECUTITA NA CICATRIZACAO DA MUCOSA ORAL DE RATOS

Orientadora: Gabriela Botelho Martins
Doutoranda: Tila Fortuna

LAMINA:

ORGANIZACAO TECIDUAL -

SEGUE PADRAO DE SIM NAO

NORMALIDADE?

ESPESSURA DA FIBRA DELICADAS (MAIS ROSADA) ESPESSA (MAIS
AVERMELHADA)

PADRAO DE

ALONGAMENTO DAS FRAGMENTADA NAO FRAGMENTADA

FIBRAS

PROFUNDIDADE (DA

CAMADA BASAL AO AUMENTADA NORMAL

TECIDO MUSCULAR)
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APENDICE H - Ficha da analise morfométrica das seccdes coradas com Sirius Vermelho
aplicada para coleta de dados do Artigo 2

% N\
PROCESSOS INTERATIVOS \/ @
DOS ORGAOS £ SISTEMAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA - UFBA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE - ICS

LABORATORIO DE BIOQUIMICA ORAL - LBO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROCESSOS INTERATIVOS DOS ORGAOS E SISTEMAS - PPgPIOS

Avaliagdo morfométrica do coldgeno — lingua de ratos

Trabalho: AVALIACAO DA TERAPIA DA FOTOBIOMODULACAO LASER ASSOCIADA A
MATRICARIA RECUTITA NA CICATRIZACAO DA MUCOSA ORAL DE RATOS

Orientadora: Gabriela Botelho Martins
Doutoranda: Tila Fortuna

Lamina: AREA TOTAL APENAS
ALTURA COMPRIMENTO LAMINA TECIDUAL COLAGENO
BORDA 1

BORDA 2
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ANEXO A — Carta de Anuéncia do Laboratério de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da
Salde (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE

CARTA DE ANUENCIA

Eu, “REJANE CONCEICAO SANTANA", na qualidade de responsavel pelo(a)
“BIOTERIO DO LABORATORIO DE NEUROCIENCIAS DO INSTITUTO DE
CIENCIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA", autorizo a realizacao
da pesquisa intitulada “EFEITO DA CAMOMILA NA CICATRIZACAO DA
MUCOSA ORAL DE RATOS", cujo objetivo é avaliar o efeito da Chamomilla
Recutita (L) na cicatrizagdo de ferida cinirgica em lingua de ratos, a ser
conduzida sob a responsabilidade do pesquisador “GABRIELA BOTELHO
MARTINS E EQUIPE ", e DECLARO que o mesmo apresenta infraestrutura

necessaria a realizacao da referida pesquisa.

Salvador, 03 de abril de 2018.

[

Profa. Drd” Rejane Conceigdo Santana

Coordenadora do Biotério do Laboratério de Neurociéncias — ICS/UFBA
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ANEXO B - Carta de Anuéncia do Laboratorio de Bioquimica Oral do Instituto de Ciéncia da
Salde (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

Universidade Federal da Bahia
Instituto de Ciéncias da Salude
Departamento de Bioguimica e Biofisica
Laboratério de Bioquimica Oral

TERMO DE ANUENCIA

Declaro para os devidos fins que o Laboratério de Bioquimica Oral esta de
acordo com a execu¢ao do projeto “EFEITO DA CAMOMILA NA CICATRIZAGAO DA
MUCOSA ORAL DE RATOS", coordenado pela professora Gabriela Botelho
Martins e assume o compromisso de apoiar o desenvolvimento da referida
pesquisa nesta Instituicao durante a realizagdo da mesma.

Esta instituicdo estd ciente de suas co-responsabilidades como instituicao
coparticipante do presente projeto de pesquisa, € de seu comPromisso
dispondo de infra-estrutura necessdria para a execucgdo do mesmo, cumprindo
as Resolugbes Eticas, em especial a Resolugfo 466/2012 do CNS.

Salvador, 03 de Abril de 2018

Elisangela de Jesus Campos

o . » 7
SN /A v;/'fl.w/"ﬁ\
Profa. Adjunto de Bioquimica
Coordenadora do Laboratdrio de Bioguimica Oral
Departamento de Bioguimica e Biofisica
Instituto de Ciénclas da Sadde
Universidade Federal da Bahia
Campus do Canela

Laboratério de Bioguimica Oral/ Sala 400 - Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA
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ANEXO C - Parecer do CEP do Instituto de Ciéncia da Saude (ICS) da Universidade Federal
da Bahia (UFBA).

Comiss3o de Etica no Uso de Animais 2%,

Instituto de Ciéncias da Sauce - UFBA ) _,~- Ty '\

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *AVALIACAO DO EFEITO DA CAMOMILA NA CICATRIZACAO DA MUCOSA ORAL DE RATOS®,
protocolada sob o CEUA n® 3562050618, sob a responsabilidade de Gabriela Botelho Martins e equipe; Tila Fortuna Costa;
Juliana Borges de Lima Dantas; Rejane Concelgdo Santana; Gabriela Botelho Martins; Roberto Paulo Correla de Aradjo - que envolve
a produgdo, manutengio efou utilizagido de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de
15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA),
¢ fol aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Sadde)
(CEUA/ICS.UFBA) na reunido de 29/09/2018.

We certify that the proposal “EVALUATION OF THE EFFECT OF CAMOMILE IN THE HEALING OF ORAL MUCOSUS OF RATS®, utilizing
108 Heterogenics rats (108 males), protocol number CEUA 3562050618, under the responsibility of Gabriela Botelho Martins
and team; Tila Fortuna Costa; Juliana Borges de Lima Dantas; Rejane Conceigdo Santana; Gabriela Botelho Martins; Roberto Paulo
Correia de Aradjo - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - Is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules Issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Bahia (Health
Sciences Institute) (CEUAICS.UFBA) in the meeting of 09/29/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 09/2018 a 09/2019 Area: Ciéncias da Satde

Origem:  Ndo aplicivel biotério

Espédie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 60 a 90 dias N: 108
Linhagem: Wistar Peso: 20023009

Local do experimento: O procedimento cirlrgico e os procedimentos de aplicagdo das medicacbes, bem como as aplicagdes do
laser serdo realizados em sala especifica para manipulacdo de animais no Laboratério de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da
Salde da UFBA. As andlises das ldminas confeccionadas apds a morte dos animais acontecerdo no Laboratdrio de Bioguimica Oral

do ICS/UFBA.
Salvador, 02 de outubro de 2018
%M Qr- Q:.;t 'g" / /4 /J/J/
Dra, Luciana Lyra Casais-e-Silva MSc. Marcos Borges Ribeiro
Coordenadora da Comissdo de £tica no Uso de Animals Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciénclas da Sadde)  Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Salde)

Av. Taltnr Miguel Caimon, w, Vale do Canela, SalvidorBA - CEP 42110-002 - tei: 55 (T1] 22838958
Horsno de atenciemerts: 20 3 0 das Sn M 175 email cousicuBuite. te
CEUA N 350050618
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ANEXO D - Comprovante de submissdo do Artigo 1 para apreciagao pelos revisores.

ALTERNATIVE THERAPIES

IN HEALTH AND MEDICINE

Submitting Manuscripts/Manuscript Processing

All manuscripts must be submitted electronically to athmsubmissionsé@innovisionhm.com, They are usually acknowledged and
assigned a manuscript number within a week of receipt In our office. The manuscript number should be used in all future
communications with InnaVision Health Media

Include your mailing address, phone number, and fax number in your e-mail message as well as an electronic version (Mi f
Word preferred) of each item listed in the checkiist below. Tables and fig hould be included as attachments if possible. If
they cannot be sent as attachments, please send a high-quality hard copy by post

Manuscripts should be submitted as a series of files including a cover letter, the manuscript (including title page, the abstract,
manuscripttext, and references), and all tables, figures, and legends. Please submit a signed copy of the copyright transfer
form. Most submissions are subject to peer review (see detalls below). Presentation of data at scientific meetings does not
preclude submission.

MANUSCRIPT SUBMISSION 8B

Tila Fortuna «fortuna tila@gm ad com» P wg 200jan 0042 F & :

para sthmsubmizsions, Juliana -

Dear editor,

1115 wath great pleasure that wee are submitting our manuscop! enttied “HISTOMORPHOMETRIC EVALUATION OF NORMAL ORAL MUCOSA OF RATS SUBMITTED
TO TOPICAL APPLICATION OF CHAMOMILE (Matricaria recutita)” for revew and publication at the ATHM journal

Please acknowledge receipt of thes email and s contents

prof*Tila Fortuna




Instituto de Ciéncias da Saude
Programa de Pés Graduagao
Processos Interativos dos Org&os e Sistemas
Avenida Reitor Miguel Calmon s/n - Vale do Canela. CEP: 40110-100
Salvador, Bahia, Brasil

http://www.ppgorgsistem.ics.ufba.br




	
	ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA DO USO DA MATRICARIA RECUTITA E DA FOTOBIOMODULAÇÃO LASER EM MUCOSA ORAL DE RATOS
	Salvador, Bahia, 18 de março de 2022.




