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RESUMO

Introducdo: O processo de reparo tecidual é importante no restabelecimento da funcdo de
Orgdos e sistemas. Por isso, € importante investigar alternativas que contribuam para a
modulacdo positiva desse processo. Nesse contexto, a Matricaria recutita (camomila)
apresenta indicacdo de uso no reparo tecidual devido a suas propriedades anti-inflamatdrias.
Por sua vez, a terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa) apresenta resultados contraditorios
nesse processo. Ainda ndo ha relatos documentados sobre os efeitos potencializados ou nao
resultantes da associacdo entre essas duas terapias. Objetivo: Avaliar a acdo da camomila
topica no manejo da mucosite oral (MO) em pacientes oncologicos e analisar sua acdo no
reparo de ulcera em dorso de lingua de ratos, de forma isolada ou associada a TFDa. Material
e métodos: Foi realizada uma revisdo sistematica da literatura, com busca de publicacGes do
tipo ensaios clinicos randomizados nas plataformas PubMed, Cochrane Library e Bireme, de
acordo com os parametros PRISMA, sob registro na PROSPERO. Foi feito ainda um estudo
experimental com 75 ratos machos Wistar submetidos a ferida cirtrgica padronizada de 5 mm
de didmetro em dorso lingual. Os animais foram alocados nos grupos: controle, extrato fluido
camomila (Ad-muc®), camomila infusdo, TFDa, TFDa + camomila infusdo. A eutanésia
ocorreu no 3°, 7° e 14° dia ap6s o procedimento cirdrgico. Analises clinica, histomorfoldgica e
histomorfométrica foram realizadas em sec¢des coradas por hematoxilina e eosina e sirius
vermelho. Resultados: Um total de seis estudos foram incluidos na revisdo sistematica. Os
resultados demonstraram que a camomila topica foi eficaz na prevencgdo e (ou) no tratamento
da MO em quatro estudos, com concentra¢es que variaram de 1% a 2,5% e aplicacao entre
uma a quatro vezes por dia. No que diz respeito ao trabalho experimental, foi observado que o
grupo extrato fluido camomila (Ad-muc®) demonstrou resultados superiores clinica
(p<0,0001) e histologicamente, na andlise descritiva e na inferencial (p<0,05). Os grupos que
utilizaram a camomila infusdo ndo exibiram diferencas significativas em relacdo ao grupo de
controle na maior parte dos parametros avaliados, enquanto 0s grupos submetidos a TFDa nao
modificaram o reparo tecidual. Conclusdo: A aplicacdo da camomila topica em diferentes
formas de apresentacdo no manejo da MO quimioinduzida parece ser bem indicada.
Adicionalmente, o extrato fluido de camomila (Ad-muc®) evidenciou superioridade no que
tange ao reparo tecidual em Ulceras em dorso de lingua de ratos. Recomenda-se a realizagédo
de novos estudos do tipo ensaio clinico com o objetivo de obter resultados que reafirmem
esses achados e favorecam o estabelecimento de protocolos efetivos.

Palavras-chave: Camomila. Matricaria. Terapia fotodindmica. Azul de metileno. Mucosa
bucal.
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ABSTRACT

Introduction: The tissue repair process is important in restoring the function of organs and
systems, so it is important to investigate alternatives that contribute to the positive modulation
of this process. In this context, Matricaria recutita (chamomile) is indicated for tissue repair,
due to its anti-inflammatory properties. In turn, antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT)
presents contradictory results in tissue repair. There are no documented reports on the
potentiated or non-potentiated effects resulting from the association between these two
therapies. Objective: Evaluate the effect of topical chamomile in the management of oral
mucositis (OM) in cancer patients and to evaluate this same agent in the repair of an
experimental ulcer made in the dorsum of the tongue in rats alone or associated with aPDT.
Material and methods: It was a systematic review, which sought articles of the randomized
clinical trial in the databases PubMed, Cochrane Library, and Bireme according to the
PRISMA parameters, registered in the PROSPERO. Furthermore, an experimental study was
carried out with 75 male Wistar rats were submitted to a 5 mm diameter surgical wound made
on the dorsum of the tongue. The animals were allocated in the experimental groups: control,
chamomile extract fluid (Ad-muc®), chamomile infusion, aPDT, aPDT + chamomile
infusion. Euthanasia was scheduled for the 3rd, 7th and 14th day after the surgical procedure.
Clinical, histomorphological and histomorphometric analyzes were performed on sections
stained with hematoxylin and eosin and red sirius. Results: A total of six articles were
included in the systematic review. The results showed that the application of topical chamomile
was effective in the prevention and (or) treatment of OM in four of the six studies, with a dose
ranging from 1% to 2.5% and duration that ranged from single to four times/day. Regarding
the experimental study, when comparing the therapies chosen for ulcers' repair on the dorsum
of the tongue, it was noted that the chamomile extract fluid (Ad-muc®) group showed
superior clinical (p<0.0001) and histological results, whether in descriptive or inferential
analysis (p<0.05). The groups that used chamomile under infusion did not show significant
differences in relation to the control group in most of the parameters evaluated, while the
groups that underwent aPDT did not modify tissue repair. Conclusion: The application of
topical chamomile in the different forms of presentation in the management of chemoinduced
OM seems to be well indicated. Additionally, the fluid extract of chamomile (Ad-muc®)
showed superiority in tissue repair in oral ulcers in rats. It is recommended that new clinical
trials be carried out in order to obtain results that reaffirm these findings and that favor the
establishment of effective protocols.

Keywords: Chamomile. Matricaria. Photochemotherapy. Methylene blue. Mouth mucosa.
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1 INTRODUCAO GERAL

A mucosa oral é uma estrutura de revestimento que constitui uma barreira fisica
protetora contra reveses externos, devido a presenca de um epitelio pavimentoso
estratificado, queratinizado ou n&o, sustentado por um tecido conjuntivo subjacente,
denominado de lamina proprial. A ruptura de continuidade dessa mucosa promove um
dano anatémico e funcional denominado de Glcera®. O reparo tecidual, por sua vez,
compreende uma série de eventos moleculares e celulares com alta complexidade e
dinamismo, em que o organismo busca a reconstrucdo tecidual com o objetivo de

retorno a sua forma original®?.

Com a finalidade de promover o reparo de lesGes de mucosa oral, diversas opcdes
terapéuticas de uso topico sdo citadas na literatura, o que inclui os anti-inflamatorios
esteroidais®, os agentes naturais>® e as terapias baseadas no uso de fotobiomoduladores’.
Apesar da grande variedade de opcdes, a busca por novas terapias de facil acesso, custo
baixo e que atuem na melhoria do reparo tecidual em cavidade oral ainda é alvo de

muita investigacio*®,

Paralelamente a essa busca, a medicina natural tem alcangado papel de destaque
na comunidade cientifica, pois propde um amplo espectro de acbes benéficas dos
fitoterapicos nos eventos de reparo tecidual, o que inclui atividade analgésica, anti-
inflamatdria e antimicrobiana, e tem estimulado o aumento progressivo de seu consumo
e sua indicacdo®. A camomila — pertencente a familia Asteraceae, também conhecida
como Matricaria chamomilla L., Chamomilla recutita (L.) Rauschert, Matricaria
recutita L. e Matricaria suaveolens L. — € uma planta medicinal milenar, amplamente
utilizada no manejo de diversas enfermidades, devido as caracteristicas terapéuticas
provenientes dos compostos fendlicos pertencentes a esse agente natural, o que
evidencia sua agdo sedativa, antiespasmodica, antimicrobiana, moduladora da

inflamac4o e cicatrizante® 10,

Na odontologia, a camomila de uso topico apresenta resultados promissores no
manejo de alteracdes da cavidade oral de diversas naturezas, como Ulceras aftosas
recorrentes*! e traumaticas*!?, gengivite!® e infecgdes orais por Enterococcus faecalis e
Candida albicans4, além de lesbes de etiopatogenia mais complexas, com destaque

para a mucosite oral (MO)>16,
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A camomila pode se apresentar sob a forma de extrato fluido em solucdo
hidroetandlica, vapor, cépsula ou comprimido com extrato seco, além de tinturas,
infusdo e oleo volatil*"8, O extrato fluido de camomila, Ad-muc® (Biolab, So Paulo,
Brasil), é facilmente encontrado nas farmécias brasileiras e apresenta custo
relativamente acessivel. De acordo com o fabricante, apresenta propriedades
antissépticas e anti-inflamatérias, com indicacéo clinica que abrange desde o tratamento
da gengiva até lesdes na mucosa de revestimento®®, o que pdde ser comprovado através
de estudos experimentais em animais?®2!. Todavia, a comparacéo do uso do Ad-muc®
com outras formas de apresentacdo da camomila ndo foi encontrada na literatura
pesquisada, no que tange ao efeito terapéutico relacionado ao reparo tecidual em
cavidade oral, a seguranca de uso e a toxicidade.

A literatura busca, de forma incessante, por terapias que promovam a prevencao e
(ou) o tratamento da mucosite, por se tratar de um efeito colateral proveniente da terapia
antineoplasica capaz de contribuir para a morbimortalidade do paciente oncoldgico?.
Associada a essa condicdo, o crescente aumento de estudos, na odontologia, que
investigam os fitoterapicos e as plantas medicinais, sob uso topico, em especial a
camomila, estimulou a presente investigacdo sobre o tema através de uma revisdo
sistematica da literatura. Com o intuito de compreender o efeito da camomila sobre a
MO na literatura atual, apresenta-se o primeiro artigo original desta tese, intitulado
“Acdo da Matricaria recutita (camomila) no manejo da mucosite oral
radioquimioinduzida: revisdo sistematica da literatura”, que ja se encontra publicado e

esta disponivel no ANEXO A do texto desta tese.

A fotobiomodulacéo laser, através da utilizagdo do laser de baixa poténcia (LBP),
alcancou ampla indicacdo na odontologia, devido a capacidade de modulagéo do reparo
tecidual e do processo inflamatdrio, além da promocao de analgesia®®?*. Todavia, por
ndo provocar aumento de temperatura no tecido-alvo, como ocorre com o laser de alta
poténcia, ndo apresenta atividade antimicrobiana associada. Em contrapartida, a terapia
fotodindmica antimicrobiana (TFDa) € uma modalidade terapéutica que visa a redugéo e
(ou) a morte microbiana através da unido de trés componentes essenciais: fonte de luz
compativel — com destaque para a acdo fotobiomoduladora do LBP -, corante
fotossensibilizador e presenca de oxigénio?>?. Apesar de a capacidade de destruicio de

microrganismos da TFDa ja se encontrar constatada na literatura?’, seu potencial
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indireto de cicatrizacdo de Glceras orais ndo foi completamente elucidado?®?, o que se

atribui a escassez de estudos sobre o tema.

Em uma tentativa de buscar alternativas que acelerem o processo de reparo
tecidual, bem como de preencher a lacuna observada na literatura vigente acerca do uso
da associacdo da camomila com a TFDa durante o reparo tecidual, ndo foram
encontrados estudos sobre a combinacdo desses agentes. Assim, houve uma motivagdo
para a realizagdo do trabalho experimental aqui apresentado, intitulado “Avaliacdo da
aplicacdo da Matricaria recutita isolada ou em associacdo a terapia fotodindmica no

reparo tecidual em dorso de lingua de ratos”.

1.1 JUSTIFICATIVA

O uso de plantas medicinais objetiva contribuir para o tratamento e o controle de
varias doencgas, com possibilidade de utilizagdo de forma concomitante com
medicamentos alopaticos, desde que haja indicacdo?®. Nos dias atuais, 0s produtos
naturais e seus derivados caracterizam mais de 50% de todas as drogas, com
representatividade de 25% dos produtos naturais derivados de plantas®*°. A camomila,
em suas diferentes apresentacGes, age tanto na prevencdo como no tratamento de
diferentes afeccGes, a exemplo de desordens inflamatorias e no reparo tecidual em pele
e na cavidade oral®!°. Suas propriedades naturais e seus efeitos terapéuticos ndo
invasivos tornaram essa planta bem tolerada pelo organismo, além do facil acesso, da
grande disponibilidade de matéria-prima e do baixo custo, o que tem proporcionado o
aumento progressivo de seu consumo devido a excelente aceitacdo por parte da

populagio®.

Na odontologia, 0 uso topico da camomila demonstrou resultados satisfatérios
em diferentes enfermidades, sob a forma de infusdo ou extrato fluido!**®. No entanto,
apesar da sua capacidade de favorecer a reepitelizacdo de Ulceras orais de natureza
infecciosa e inflamatoria'*'®, sua acdo no reparo tecidual em mucosa ndo esta
completamente elucidada, assim como sua posologia adequada, para a determinacdo de

um possivel protocolo terapéutico®.

Além da camomila, na odontologia, a TFDa é uma terapia potencialmente

promissora para a erradicacdo de microrganismos de natureza viral, fungica e
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bacteriana, o que contribui, de forma significativa, para o sucesso do processo de
cicatrizacdo, uma vez que muitas dessas feridas se encontram contaminadas por uma
variedade de microrganismos. Ela se destaca por reduzir a resisténcia microbiana, o
tempo de reparacdo e a frequéncia de surgimento de algumas lesdes, além de ser uma

técnica atraumatica, com minimos efeitos colaterais e custo relativamente acessivel?6:3-
33

Até o presente momento, hipotetiza-se que o mecanismo de acdo da TFDa, no
processo de cicatrizacdo tecidual, ocorra devido a reacdo de foto-oxidacdo a partir da
formacdo de radicais livres®?, o que pdde ser demonstrado em estudos prévios34=°,
Todavia, hd a necessidade de mais estudos que abordem essa tematica para melhor

compreensdo e possivel determinacdo de uma acdo efetiva nesse processo.

As Ulceras, por definicdo, representam o rompimento do tecido epitelial, com
exposicdo do tecido conjuntivo subjacente, e se caracterizam pela presenca de dor e
desconforto. Na cavidade oral, constituem uma condi¢cdo extremamente comum,
proveniente de fatores etioldgicos com diferentes graus de complexidade, e que pode se
manifestar devido a presenca de um trauma local, ou até mesmo pela existéncia de um
processo infecioso, imunoldgico ou neoplasico, ou ainda em decorréncia da
radioquimioterapia. Podem ser categorizadas em agudas ou cronicas, lesdes Unicas ou
maltiplas, de natureza primaria ou recorrente®®3’. Por representarem as lesdes mais
comuns da cavidade oral e afetarem a qualidade de vida dos individuos acometidos, seu
manejo rapido e adequado é mandatorio. Todavia, apesar da busca incessante da
comunidade cientifica por novas terapias que auxiliem no processo de reparo dessas
lesBes, ha uma escassez de estudos que abordem a aplicacdo da TFDa em Ulceras orais,

bem como a auséncia de trabalhos que associem a camomila topica com a TFDa.

Uma vez que ambas as terapias sdo capazes de modular o reparo tecidual quando
utilizadas de maneira isolada'!1%32, pode-se inferir que tais agentes, em associac&o,
poderiam potencializar o efeito cicatricial, tornando-se aliados e indicados em pacientes
que apresentam dificuldade de cicatrizagdo. Dessa maneira, o presente trabalho se
justifica para que se estabeleca uma melhor compreensdo acerca de tais agentes
moduladores e se verifique se ha real beneficio em seu uso, de forma conjunta, no

reparo tecidual.

Esse conhecimento podera ser posteriormente aplicado na pratica clinica, com a

possibilidade de uso da camomila, associada ou ndo a terapia com laser proposta
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(TFDa), em ulceras da cavidade oral, a exemplo daquelas causadas pela mucosite oral
(MO), radio e (ou) quimioinduzida, além de poder ser indicada para o tratamento de

Ulceras causadas por outras condic@es sistémicas, como Diabetes mellitus.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da camomila, associada ou ndo com a TFDa, na cicatrizacdo de

ferida cirdrgica em dorso de lingua de ratos.

1.2.2 Objetivos especificos
1.2.2.1 Revisao sistematica da literatura

e Avaliar se a camomila de uso tdpico é eficaz na prevencédo e (ou) no tratamento

da MO radio e (ou) quimioinduzida.
1.2.2.2 Estudo experimental em modelo animal

e Comparar clinicamente o tempo de reepitelizacdo das feridas, entre 0s grupos

experimentais.

e Avaliar, comparativamente e de forma semiquantitativa, os parametros
histolégicos do reparo tecidual — edema, celularidade tecidual, infiltrado

inflamatdrio e reepitelizacdo — com o uso das modalidades terapéuticas.

e Verificar o grau de reepitelizacdo da ferida cirtrgica entre os grupos submetidos
a aplicacdo topica de diferentes formas de apresentagdo da camomila e dos
grupos TFDa atraveés de histomorfometria.

e Verificar se ha diferenca quantitativa e no padrdo de organizacéo de colageno na
ferida cirurgica, entre os grupos submetidos a aplicacdo topica de diferentes

formas de apresentacéo da camomila e dos grupos TFDa.

e Determinar se h& diferencas nos padrBes clinicos, histoldgicos e

histomorfométricos entre os grupos experimentais avaliados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 REPARO TECIDUAL

A pele e a cavidade oral apresentam caracteristicas que se assemelham. Do
ponto de vista estrutural, a camada mais externa de ambas é composta por epitélio
pavimentoso estratificado, um revestimento sofisticado que impede a entrada de
patdgenos do meio externo, além da presenca de ceratina, uma proteina que confere
maior protecdo a essas duas estruturas. Subjacente ao epitélio, encontra-se a lamina
propria, um tecido conjuntivo vascularizado e com tipos celulares semelhantes para as
duas regides. Todavia, apesar das caracteristicas comuns, a cavidade oral apresenta
particularidades, como, por exemplo, a presenca do fluido salivar e a auséncia de anexos

cutaneost %,

Quando ocorre o rompimento da integridade da pele, mucosa ou membrana de
tecidos e 6rgdos, essa lesdo é denominada ulcera e pode ser desencadeada por lesdo de
qualquer natureza, como agente fisico, quimico ou biologico®*%. Quando ocorre a
interrupgdo da continuidade estrutural dessa barreira mecénica protetora, de forma
imediata se inicia 0 processo de reparo, que envolve uma sequéncia coordenada e
complexa de eventos celulares e bioquimicos, que objetivam a restauracdo macro e
microestrutural do tecido, bem como seu possivel retorno a funcionalidade original?2.
Vale salientar que a regeneracgéo, por definicdo, compreende a restituigdo estrutural e
funcional indistinguivel do tecido de origem. Ja no reparo, ocorre a formacao
predominante de tecido fibrético cicatricial, independentemente do local onde ocorre,
com vistas ao retorno da integridade estrutural. No geral, em Ulceras de pequena
extensdo e profundidade, ha uma tendéncia a regeneracdo; ja em feridas extensas e

profundas, geralmente o reparo ocorre por cicatrizagio*®4:.

A sequéncia complexa estruturada que envolve o reparo tecidual foi inicialmente
dividida de forma didatica em cinco estagios: inflamacé&o, proliferacdo celular, formacgéo
de tecido de granulacdo, contracdo e remodelacdo. Todavia, 0 processo de cicatrizagdo
pode ser descrito em trés fases sequenciais: inflamatdria, proliferativa e de

remodelagio® 42,
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A fase inflamatoria ocorre logo ap6s o rompimento da barreira de revestimento
tecidual e permanece até o periodo de 24 a 72 horas. A lesdo no tecido promove, de
forma imediata, 0 extravasamento de substancias do sangue, com destaque para as
plaquetas e fibrinas, que atuam na liberacdo de substancias sinalizadoras da inflamacao
e desencadeiam uma resposta inflamatoria, com o objetivo priméario de formar o
coagulo sanguineo®. Essa matriz provisoria favorece a migragdo de células para o local
da lesdo, com a consequente ativacdo da cascata de coagulacdo e do sistema
complemento, além da liberacdo de fatores de crescimento, que, através da producao de
mediadores vasoativos e fatores quimiotéxicos, auxiliam no recrutamento de células do

sistema imunoldgico inato para o local da lesdo*?.

Clinicamente, a fase inflamatdria se caracteriza pela presenca dos cinco sinais
cardinais: calor, rubor, dor, tumor e perda de funcdo. Os neutréfilos sdo as células de
defesa polimorfonucleares, que predominam no inicio da fase inflamatéria. Além de
fagocitarem restos necréticos e bactérias, produzem espécies reativas de oxigénio
(EROs) que favorecem a destruicdo bacteriana, além de citocinas pro-inflamatérias, que
estimulam a ativacdo e migracdo de queratindcitos. Cerca de 48 horas apds o inicio da
lesdo, ocorre uma intensa transcitose de mondcitos, que se diferenciam em macréfagos,
uma vez que chegam ao tecido lesado, e compreendem as células de defesa
monomorfonucleares. Além de apresentarem atividade fagocitica, sdo células
apresentadoras de antigenos e produtoras de fatores de crescimento, como o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador (TGF),
fibroblastico (FGF) e endotelial vascular (VEGF), que estimulam a formac&o do tecido

de granulagdo®“2.

A fase proliferativa se inicia em torno do quarto dia apos a lesdo e geralmente se
estende até o 14° dia, a depender do tecido. Caracteriza-se por hemostasia,
neoangiogénese, formacdo de tecido de granulacdo, reepitelizacdo e inicio da
fibroplasia, que compreende o aumento quantitativo de colageno. Essas células séo
responsaveis pela deposicdo de coldgeno, com nova formacdo de matriz extracelular
(MEC), o que, posteriormente, acarretara a remodelacdo tecidual, terceira e Ultima fase
do reparo*. Além disso, os fibroblastos secretam o fator de crescimento de
queratinécitos (KGF e o VEGFO, com consequente neoangiogénese e posterior

reepitelizacdo, quando a camada externa da ferida se restaura**2,
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A Ultima fase do reparo tecidual é a de remodelacdo, cujo inicio ocorre no periodo
de duas a trés semanas ap0s a lesdo inicial, com possibilidade de perdurar até um ano
apos. Caracteriza-se pela reorganizagdo do tecido conjuntivo, remodelacdo do colageno
através da substituicdo do colageno tipo Il pelo colageno tipo | e sintese de novas fibras
colagénicas, que se tornam mais espessas e mais paralelas, o que acarreta maior
resisténcia ao tecido neoformado, com a participagdo das metaloproteinases (MMP) -2,
-3 e -14. Ocorre também a reorganizacdo da MEC e a resolucdo do processo

inflamatorio, além da degradacéo de acido hialurdnico e fibronectina*43,

Em andlise comparativa do reparo de tecidos orais e cutaneos, constata-se que,
apesar de manifestarem caracteristicas estruturais compativeis, o processo de
cicatrizacdo da mucosa oral tem suas particularidades devido a seus aspectos Unicos, 0
que a torna capaz de acelerar o reparo em comparacao ao do tecido cutaneo. Dentre suas
caracteristicas especiais, destacam-se a presenca do fluido salivar, o biofilme
microbiano complexo, a alta capacidade mitética e a resposta inflamatdria menos
exacerbada, devido ao recrutamento reduzido de células de defesa. Ademais, a presenca
de fatores de crescimento e diferencas funcionais nos fibroblastos orais parecem
voabilizar o aumento na velocidade de cicatrizagdo do tecido oral*+4®.

Entretanto, a presenca de um microambiente diferente, pode tornar desafiador o
reparo na cavidade oral, devido a capacidade de espécies locais desenvolverem
infeccBes. Uma vez que uma ferida se torne infectada, isso pode retardar o processo de
cicatrizacdo, o que torna pertinente a busca por estratégias terapéuticas que permitam o
controle desses microrganismos, associadas & capacidade reparadora desses agentes®’.

2.2 MATRICARIA RECUTITA (CAMOMILA)

2.2.1 Caracteristicas gerais da fitoterapia, plantas medicinais e camomila

Ao longo da histdria, a medicina baseada no uso de agentes naturais tem adquirido
espacgo para o tratamento de diversas enfermidades. O uso de plantas ou de parte delas
com essa finalidade, atendendo-se a critérios especificos, denomina-se de fitoterapia.
Portanto, a fitoterapia € a ciéncia que estuda a empregabilidade de plantas medicinais
para 0 manejo de doencas que ocorrem na espécie humana?®. Os medicamentos

fitoterapicos sdo preparacOes obtidas através do emprego exclusivo de matéria-prima
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vegetal ativa, disponivel sob a forma sélida ou liquida, que apresente documentacao
técnico-cientifica em publicages ou ensaios clinicos®. Ademais, eles devem possuir
qualidade constante, possibilidade de reproducdo, além da caracterizacéo de riscos e de
eficacia através de levantamentos etnofarmacoldgicos®®. Portanto, nem toda planta
medicinal deve ser considerada um fitoterdpico, uma vez que, para isso, precisa
apresentar critérios de inclusdo especificos e ndo somente ter efeito para uso médico ou

terapéutico®.

Considera-se como planta medicinal a espécie vegetal, na sua forma bruta, em que
parte da planta € utilizada com a finalidade de curar ou aliviar enfermidades, como, por
exemplo, atraves do uso de infusdes. Essas plantas ndo foram submetidas ao controle
rigoroso de qualidade, o que inclui testes clinicos. Entretanto, tém sido utilizadas
tradicionalmente ao longo de séculos, de forma que beneficiam a humanidade®. Nos
tempos atuais, mais de 80% da populacdo, nos paises em desenvolvimento, dependem

do uso de terapias a base de vegetais®.,

No inicio do século XX, o uso de plantas medicinais foi subestimado por escassez
de estudos relacionados. Na década de 70, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS)>2
passou a incentivar seu estudo cientifico, com vistas ao atendimento das demandas de
atencdo primaria a salde em paises em desenvolvimento, 0 que gerou aumento do
consumo de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil entre as décadas de 70 e 80%°.
Posteriormente, em 1999, a prépria OMSY” langou o primeiro volume que apresenta
uma lista de medicamentos fitoterdpicos seguros e com ac¢do comprovada, além de
fornecer informac@es cientificas sobre seguranca, eficacia e controle de qualidade. Ja
em 2006, no Brasil, houve a implantagdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos e da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no
Sistema Unico de Saude. Desde entdo, a Farmacopeia Brasileira tem se dedicado para

consolidar essas politicas nos servigos de satide?®,

A abordagem terapéutica de pacientes através do uso de plantas medicinais e (ou)
fitoterapicos objetiva prevenir, curar ou amenizar doencas de diversas naturezas. Seu
uso apresenta vantagens, como facil acesso, devido a grande disponibilidade, e custo
baixo para a populagdo e para os servi¢os publicos de saide, além de demonstrarem
inimeras propriedades farmacologicas benéficas, como atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria, ansiolitica, cicatrizante, antioxidante, dentre outras. Por essas razoes,

apresentam elevada aceitacdo popular. Todavia ndo se pode excluir a possibilidade de
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causarem toxicidade, hipersensibilidade ou até mesmo reacao alérgica, o que enfatiza a

necessidade de uso consciente e de forma segura®®:,

Camomila é o nome popular de uma planta que pertence a familia Asteraceae e
apresenta inimeras propriedades medicinais. Apesar de apresentar varias denominacdes
— como Matricaria chamomilla L., Matricaria recutita L., Matricaria suaveolens L. e
Chamomilla recutita (L.) Rauschert —, de acordo com as Regras Internacionais de
Nomenclatura Boténica, Chamomilla recutita (L.) Rauschert € o nome legitimo para
essa espécie®®. Apresenta odor aromatico agradavel e sabor palatavel, ligeiramente
amargo. Apesar de ser nativa do norte da Europa, é cultivada em muitas outras regides
da Europa, no continente asiatico, norte da Africa, Estados Unidos e Brasil. A flor de
camomila contém um Gleo essencial com cor azul intensa, em decorréncia do seu teor
de camazuleno, que representa cerca de 1 a 15% da sua composi¢do. Apesar de
apresentar mais de 120 constituintes em suas flores'®, seus principais componentes so:
a-bisabolol e sesquiterpenos relacionados, que compdem até 50% do 6leo; apigenina e
glicosideos flavonoides, que constituem até 8% do peso seco dessa droga vegetal®’.

Os sesquiterpenos, com destaque para o a-bisabolol, sdo responsaveis pela
atividade antimicrobiana, antioxidante e inseticida. Os compostos flavonoides e o seu
derivado apigenina promovem acdo antiviral, antitumoral, anti-inflamatoria,
antioxidante e de regulacdo hormonal. Ademais, outros constituintes, como as
cumarinas e a matricina, se destacam por promover atividade anti-inflamatdria, bem
como as proprias cumarinas também exibem capacidade antifingica e agem como

vasodilatadoras coronarias®.

A camomila pode ser utilizada sob diversas formas e com diferentes indicagoes,
de acordo com sua forma de apresentacdo. Pode ser usada em preparacdes caseiras,
como infusdes, chas, tinturas e post’. O pé seco da flor é recomendado e utilizado para
diferentes problemas de salde, que varia desde infeccdes e ferimentos nos tecidos até
alteragbes gastrointestinais e insonia®. As flores secas podem ser extraidas através do
uso de solventes, como &agua, etanol ou metanol, formando-se, assim, 0s extratos
aquosos, alcodlicos, etandlicos e metandlicos, respectivamente. O extrato aquoso sob a
forma de infuso € a apresentacédo terapéutica mais comum da camomila e é usado como
agente anti-inflamatorio em regido de mucosa oral e garganta através de lavagem ou
gargarejo. Esses sachés, que contém o pé de flor de camomila puro ou misturado com

outras ervas medicinais, sdo de facil acesso no comércio. A tintura de camomila
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consiste na mistura de uma parte de flor em quatro partes de agua com 12% de alcool de
cereais. J& os capitulos florais sdo a parte da camomila utilizada para produzir o
medicamento de uso tdpico, em que se pode obter o extrato fluido em solugédo
hidroetandlica (1:1). Ademais, esse agente pode ser encontrado ainda sob as formas de
vapor, capsula ou comprimido, que contém extrato seco e devem ser armazenadas em

recipiente fechado, protegidas da luz!":18:5,

2.2.2 Acao no reparo tecidual

As atividades funcionais da camomila se encontram em seus inUmeros
constituintes, que desempenham, muitas vezes, multiplas funces, através da capacidade
de atuar em diferentes alvos farmacoldgicos. Com o intuito de sumarizar esses
componentes ativos e suas funcdes, o presente grupo de pesquisa desenvolveu uma
revisao narrativa da literatura acerca das propriedades gerais da camomila (Matricaria

recutita) e seus principais constituintes bioativos®.

Acredita-se que o processo de reparo tecidual estimulado pela camomila se deve
as suas possiveis atividades imunomoduladoras, estrogénicas e antioxidantes®®, com
consequente acdo no eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal/gonadal, que induz e
potencializa a formacdo do trombo priméario e, de forma sequencial, favorece a
hemostasia e a cicatrizagdo tecidual®’. Todavia também n&o se descarta a possibilidade

de ocorrerem mecanismos desconhecidos que facilitem o processo de reparacio®®.

Quando se trata da avaliagdo da camomila sobre o reparo tecidual cutaneo através
de estudo experimental em animais, a literatura demonstra sucesso terapéutico com seu
uso sob a forma sistémica em ferida padronizada em regido de dorso de ratos, quando
comparados a animais do grupo de controle (p<0,002). Nesse caso, seis animais do
grupo experimental foram submetidos a ingestdo diaria de dgua associada com extrato
aquoso de Matricaria recutita (120mg/kg) e comparados com os do grupo de controle,
em que a mesma quantidade de ratos foi submetida a ingestdo exclusiva de agua®. De
forma similar, a camomila de uso tépico, em associacdo com azeite de oliva, também
demonstrou sucesso terapéutico em incisdo linear na regido do dorso cutaneo de 15
ratos albinos, em relacdo ao grupo de animais (n=15) que nao foi submetido a nenhum
tratamento, por um periodo de 20 dias (p<0,05)°. Dessa forma, a camomila foi capaz de

acelerar a cicatrizacdo em ambos 0s experimentos®®-8,
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Resultados benéficos também foram encontrados no processo cicatricial em
cavidade oral com o uso da camomila topica através de estudos experimentais em
animais*'2%°_ Martins et al.* (2009) avaliaram clinica e histologicamente, de forma
comparativa, o extrato fluido de camomila (Ad-Muc®, Biolab, Sdo Paulo, Brasil) com
corticosteroides topicos — triancinolona acetonida (Omcilon A, Bristol Myers Squibb,
Séo Paulo, Brasil), propionato de clobetasol creme 0,05% (Psorex® creme, Medley,
Campinas, Brasil) e propionato de clobetasol pasta 0,05% (Psorex® creme, Medley,
Campinas, Brasil) — para o tratamento de Ulceras produzidas em lingua de ratos com uso
de um bisturi circular de 3 mm. Os resultados demonstraram que todos os animais do
grupo camomila apresentaram cicatrizagdo completa da ferida no 5° dia do experimento,
clinica e histologicamente (p<0,05), enquanto os demais grupos exibiram cicatrizagao
completa no 14° dia de pds-operatorio. Os autores concluiram que 0s animais tratados
com extrato fluido de camomila apresentaram cicatrizacdo mais rapida em comparagédo

aos tratados com corticosteroides.

Oliveira et al.!2, em 2016, avaliaram os aspectos micro e macroscopicos do efeito
do extrato fluido de camomila 10% (Ad-Muc®, Biolab, Sdo Paulo, Brasil) e da
triancinolona acetonida 1 mg/g (Omcilon-A, Orabase®, B-MS, Sao Paulo, Brasil) em
Ulcera padronizada com bisturi n°® 15, em mucosa jugal esquerda de ratos diabéticos. Os
resultados clinicos demonstraram que, no 10° dia de experimento, 0 grupo submetido a
aplicacdo do corticosteroide apresentou maior tamanho de Ulcera, em comparacdo ao
grupo camomila. Histologicamente, o grupo camomila promoveu maior reducdo da
apoptose e da expressdo do fator de necrose tumoral a (TNF-a) nas células epiteliais.
Dessa maneira, pode-se concluir que o extrato de camomila foi capaz de otimizar a
cicatrizacdo atraves da reducdo da fase inflamatoria de Glceras orais traumaticas em

ratos diabéticos.

Outro estudo experimental objetivou também avaliar o efeito do extrato fluido
de camomila (Ad-muc®, Biolab, Séo Paulo, Brasil), aplicado de de 12 em 12 horas em
Ulcera em dorso de lingua de ratos feita com bisturi circular tipo punch de 5 mm, em
comparagdo com grupo de controle negativo. Apos analise clinica e histomorfoldgica, o
efeito mais significativo observado foi a disposic¢do dos fibroblastos no tecido de reparo
no 10° dia de experimento. Eles estavam dispostos de forma mais desorganizada no
grupo de controle em comparagdo ao observado no grupo camomila, em que as fibras

colagenas estavam paralelas a superficie®®.
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2.2.3 Acgdo no reparo em lesdes de mucosite oral (MO)

A mucosite constitui uma reacdo inflamatoria adversa resultante da terapia
antineoplasica, que pode acometer todo o sistema digestdrio. Na cavidade oral, sua
manifestacdo se encontra presente, principalmente em pacientes irradiados em regido de
cabeca e pescoco e naqueles submetidos ao regime de condicionamento para transplante
de células tronco hematopoiéticas. A MO constitui um processo continuo que, nos
estagios iniciais, se manifesta como areas de eritema. Todavia essas lesdes podem
evoluir para ulceras difusas dolorosas, que servem como porta de entrada para
microrganismos que podem, de forma rapida, se disseminar para a corrente sanguinea,

com possibilidade de sepse®¢L,

Em revisdo sistematica recente, foi avaliado o efeito da camomila topica no
manejo da MO através de parametros clinicos e (ou) histolégicos em modelo animal. Os
resultados foram expostos em dois artigos, nos quais foram avaliados os efeitos do
extrato fluido de camomila (Ad-Muc®) na MO quimioinduzida em com hamsters
fémeas, com mesma metodologia para inducdo da lesdo. Quanto ao desfecho, observou-
se que a camomila, sob duas aplicacGes diarias, foi eficaz na cicatrizacdo dessas lesdes
de mucosite induzidas por 5-fluorouracil (5-FU), do ponto de vista clinico e histoldgico
(p<0,0001), bem como na reducdo significativa de citocinas pré-inflamatérias (IL-1B e
TNF-a), através de andlise imunoistoquimica (p<0,05). Ressalta-se que os dois estudos
pertenciam ao mesmo grupo de pesquisa e, por isso, exibiram metodologias semelhantes
e com poucas limitacdes, o que o0s torna reproduziveis e com objetivos bem
estabelecidos. De acordo com a aplicacdo da estratégia ARRIVE (Animal Research:
Reporting in Vivo Experiments), como limitacdes dos estudos, destacaram-se a auséncia
de informacdo referente a justificativa de uso da espécie animal, de acordo com
objetivos propostos, e informacBes sobre 0 monitoramento pés-anestésico, horario de
eutanasia e caracteristicas mais aprofundadas sobre o alojamento dos animais. Ademais,
foi sugerido que estudos do tipo ensaio clinico precisam ser realizados com o objetivo

de comprovar a real eficicia desse agente na mucosite®?.

Quando se trata de estudos em seres humanos, a literatura tem demonstrado o
efeito benefico da camomila de uso topico no reparo de lesdes de MO, além de seu uso

n&o ter causado intolerancia e toxicidade aos pacientes>®,
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No estudo de dos Reis et al.*® (2016), um total de 38 pacientes com cancer
gastrico ou colorretal, submetidos ao regime de quimioterapia com 5-FU e leucoverin,
foram alocados em dois grupos: crioterapia exclusiva e infusdo de camomila associada
com crioterapia, com o objetivo de avaliar comparativamente essas duas terapias na
prevencdo e reducdo da intensidade da MO. Os resultados demonstraram que as lesfes
tiveram menor ocorréncia no grupo camomila (50%) em relacdo ao grupo crioterapia
(30%), com significancia estatistica no 8° dia de analise (p<0,005). Além disso, a dor foi
maior nos pacientes submetidos a crioterapia exclusiva (p<0,005), em todos os periodos

de avaliacdo.

Braga et al. em 2015%°, por sua vez, objetivaram identificar a dosagem do extrato
liquido de camomila necessaria para reduzir a incidéncia e a intensidade da MO em 40
pacientes adultos submetidos ao transplante alogénico de células-tronco. Para isso, a
amostra foi alocada em quatro diferentes grupos: controle e trés experimentais com uso
de diferentes concentracdes de camomila sob a forma de enxaguatério bucal (0,5%, 1%
e 2%). A camomila na concentragdo de 1% demonstrou melhores resultados com
relacdo a reducdo na incidéncia, intensidade e duracdo da MO. Adicionalmente,
independentemente do grupo camomila no qual o paciente se encontrava inserido, 84%
dos pacientes classificaram o enxaguante bucal com sabor muito agradavel ou

agradavel.

2.3 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

2.3.1 Terapia fotodinamica

A terapia fotodinamica (TFD) foi descoberta pelo farmacologista alemdo Herman
Von Tappeiner, em 1904, através da inativacdo de protozoarios sob a presenca de luz e
do corante acridina. Em 1910, a acdo fotodinamica foi utilizada para o tratamento de
neoplasias cutaneas e combate a agentes infecciosos através da triade: corante
fotossensibilizador, oxigénio e fonte de luz®®. Apesar de ndo ser considerada uma
modalidade terapéutica atual, o desenvolvimento de novas pesquisas sobre a TFD teve
aumento gradativo somente nas ultimas décadas, em especial pela crescente resisténcia

microbiana aos antibioticos existentes3:648°,
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A acdo fotodindmica pode ser classificada em antineoplasica e antimicrobiana
(TFDa). A primeira objetiva tratar neoplasias malignas através do uso de uma fonte
luminosa associada a um corante fotossensibilizador apropriado, com destaque para as
hematoporfirinas. J& a TFDa, também conhecida como "inativacdo fotodinamica",
"efeito fotodinamico", ‘“desinfeccdo fotoativada™, “fotossensibilizacdo letal” ou
“quimioterapia  antimicrobiana  fotodindmica”, consiste na erradicacdo de
microrganismos através da interacdo de um agente fotossensibilizador associado a uma
fonte de luz apropriada sobre um tecido oxigenado, com consequente foto-oxidacao de

virus, bactérias, parasitas e fungos3:66:67,

O principio bésico dessa técnica envolve a entrega de luz visivel no comprimento
de onda adequado, para que ocorra o efeito desejado. Dessa maneira, a fonte luminosa
deve apresentar capacidade fotobiomoduladora, como os LASERs (acrénimo de
amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiacdo) e os LEDs (diodo de emisséo
de luz)36768  Apesar de esses dispositivos apresentarem efeitos benéficos, por ndo
provocarem aumento de temperatura no tecido-alvo, ndo possuem acao antimicrobiana

associada, com necessidade de associagdes que permitam tal mecanismo31°,

A presenca de uma fonte de luz especifica, em conjunto com um agente corante
fotossensibilizador extrinseco, em contato com o oxigénio do ambiente, tera como
produto final a producdo de EROs, a exemplo do oxigénio singleto. Essas espécies
reativas promovem dano em compostos celulares microbianos, com destaque para a
membrana, mitocéndrias, &cidos nucleicos, proteinas e lipidios, com consequente morte
microbiana. Esse processo fotoquimico envolve a excitacdo de moléculas do corante
fotossensibilizador através da absorcdo maxima de um foton de luz visivel e
comprimento de onda compativel com a faixa de absorcdo do corante, transformando-o
em energia Util. Como resultado, ocorrera a liberacdo de oxigénio singleto de meia-vida
curta®>’°, Ou seja, apos a absorcéo do foton de luz visivel, o corante fotossensibilizador
sai do seu estado fundamental e se torna excitado, com mudancga para o estado singleto.
J4 no estado singleto, pode ser convertido, através de uma transicdo eletrénica
denominada de cruzamento intersistema, para uma energia ligeiramente inferior,
denominada de estado tripleto excitado de longa duracdo, que pode reagir através da via
fotoquimica tipo I, em que ocorre transferéncia de elétrons, e (ou) tipo Il, onde ha

transferéncia de energia, com o objetivo de produzir radicais hidroxila, superoxido e
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oxigénio singleto. Esses radicais, por sua vez, causam citotoxicidade e destruicdo

microbiana através de apoptose, autofagia ou necrose®:7%72,

A determinacdo de estratégias que maximizem os resultados das reac6es de foto-
oxidacdo é o ponto-chave para o sucesso da TFDa. Apesar de ser de extrema
importancia a presenca da triade oxigénio, luz e corante para a formacdo de substratos
bioldgicos, ndo se deve ignorar que as células sdo heterogéneas e que, para a formacéo
de radicais livres, o corante e as biomoléculas celulares devem apresentar afinidade
entre si’®. Para que isso ocorra, existem grupos diferentes de fotossensibilizadores que
podem ser empregados de acordo com sua estrutura e origem, com destaque para 0s

corantes sintéticos, naturais e estruturas de tetrapirrol33%4,

O azul de metileno e o azul de toluidina pertencem ao subgrupo das fenotiazinas e
sdo amplamente utilizados na TFDa?®’#", Foram os primeiros corantes sintéticos
testados com essa finalidade, e, por apresentarem carga catidnica intrinseca, promovem
aumento da fotoativacdo e da producdo de oxigénio singleto, com elevada eficécia
contra inimeros microrganismos®. Com relagdo aos corantes de origem natural, se
destacam a hipericina, popularmente conhecida como erva de Sdo Jodo, que pertence a
espécie Hypericum perforatum, e a curcumina, que é um agente natural extraido das
raizes da planta Curcuma longa® ", A hipericina demonstrou efeito antimicrobiano e
cicatricial em lesdes por queimaduras e Ulceras em pele. Sua aplicagdo como corante na
TFDa foi capaz de inativar Streptococcus mutants e Propionibacterium acnes®’’. A
curcumina, por sua vez, exerce acdo anti-inflamatoria, antimicrobiana e cicatrizante.
Apesar da escassez de estudos in vivo com sua aplicacdo sob a forma de TFDa, sua
capacidade antibacteriana e antifingica foi observada através de estudos in vitro’®’°. As
porfirinas foram as estruturas de tetrapirrdis pioneiras na TFD antineoplasica. Sao
facilmente obtidas, pois provém da hemoglobina ou da clorofila®. Tem sido observado
um aumento exponencial de estudos em animais, que abordam as porfirinas aplicadas na

TFDa%%° bem como estudos em humanos®.

A TFDa apresenta diversas vantagens, como a capacidade de ndo prejudicar os
tecidos adjacentes, ser uma técnica atérmica, segura, atraumatica e minimamente
invasiva, com custo relativamente acessivel®*’t, Vale ressaltar que a TFDa pode ser
usada de forma conjugada com outras modalidades terapéuticas, com minima

possibilidade de resisténcia microbiana3336473,
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2.3.2 Terapia fotodinamica antimicrobiana no reparo tecidual

De acordo com a literatura, a capacidade antimicrobiana da TFD ja se encontra
bem consolidada®’. Por outro lado, devido a escassez de estudos, a teoria acerca de seu
potencial cicatricial ndo se encontra completamente elucidada. A Figura 1 ilustra o
possivel mecanismo de acdo da TFDa proposto por Nesi-Reis et al.®? (2017). Na
atualidade, o efeito benéfico da TFDa no reparo tecidual cutaneo tem sido descrito,
como no caso da psoriase®?, acne vulgar®, leishmaniose cutanea®, tlcera diabética® e
queratose actinica ndo hipertréfica®?. Todavia, quando se trata do reparo de lesdes em
cavidade oral, os estudos se restringem a aplicacéo em Ulceras de origem traumatica®%2

e aquelas provenientes da terapia antineoplasica, como é o caso da MO™.

As ulceras rompem a barreira protetora da pele ou da mucosa oral, o que facilita a
penetracdo, colonizacdo e proliferacdo de microrganismos patogénicos heterogéneos,
com prejuizo no processo cicatricial®®. Hipotetiza-se que, além da capacidade
antimicrobiana, a TFD seja capaz de estimular células do sistema imune e mediadores
inflamatdrios, como a interleucina (IL)-1B e IL-2, 0 TNF-a, além da MMP-1 e MMP-3,
através da estimulacdo fibroblastica’*®’. Uma vez que a ferida se torna infectada, a
fotobiomodulacgdo laser, por si SO, parece ndo ser capaz de acelerar o reparo tecidual.
Todavia, quando associada a um corante fotossensibilizador, torna-se efetiva nessas
circunstancias, devido a capacidade antimicrobiana associada com o estimulo

imunomodulador sobre o tecido-alvo®..
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Figura 1 — Mecanismo de agdo da TFDa no reparo tecidual proposto por Nesi-Reis et al.*?

(2017).
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Abreviacbes — TFD: terapia fotodindmica; FS: fotossensibilizador no estado fundamental; EROs: espécies
reativas de oxigénio; TNF-a: fator de necrose tumoral o; IL-1: interleucina 1; IL-6: interleucina 6; TGF-p:
fator de crescimento fibroblastico B; MMPs: metaloproteinases de matriz.

Fonte: traduzido e modificado de Nesi-Reis et al.®? (2017).

Em revisdo sistematica da literatura com o objetivo de avaliar a cicatrizacdo de
lesbes cutdneas em seres humanos submetidos a TFDa, artigos foram coletados entre o
periodo de julho de 2005 a marco de 2017. Do total de 17 estudos incluidos, dez
apresentavam descri¢do de infeccdo secundaria associada. Dentre os tipos de feridas
cuténeas tratadas com a TFDa, foram incluidas as Ulceras crénicas de origem venosa,
arterial, mista ou diabéticas, leishmaniose cutanea, ferimentos excisionais e queratose
actinica ndo hipertréfica. O nimero de sessbes variou de uma a 12, com intervalo de
aplicacdo que oscilou de dois a 30 dias. Os resultados demonstraram que a TFDa foi
capaz de atuar nas diferentes fases da cicatrizagdo, pois se constatou a inducdo de uma
resposta inflamatoria aguda localizada através da producdo de TNF-o0, com a
consequente ativacdo do sistema imunolégico. Também se pbde verificar que
mondcitos, macrofagos e mastocitos se acumularam no tecido-alvo, com ativagdo
subsequente de linfocitos TCD8 +, que contribuem para a eliminacdo de células e
tecidos danificados e aceleram o processo de reparo tecidual®2.

Ainda na mesma revisdo sistematica, trés estudos realizaram avaliagdo

histoldgica das feridas tratadas com TFDa. Um deles demonstrou aumento na deposigdo
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de elastina e de colageno tipos | e Ill, ap6s nove meses em que ocorreu a ferida
excisional. O segundo estudo constatou a presenca de macrofagos na derme de paciente
com leishmaniose cuténea apds a TFDa e, na reavaliacdo de trés meses, verificou-se a
regressdo total da lesdo, constatada também pela auséncia do protozoario. O ultimo
desses trabalhos relatou a presenca de fibrose subepidérmica, com separacdo da

epiderme das camadas de tecido actinico, sob a agdo da TFDa na queilite actinica®.

Em mucosa oral, pode-se deduzir que o efeito antimicrobiano da TFD é capaz de
acelerar o reparo tecidual de feridas infectadas por patdgenos orais, como o0
Porphyromonas gingivalis, 0 Streptococcus sanguis e o Streptococcus mutans®,
Deyhimi et al.?® (2016) realizaram estudo pioneiro através da avaliagdo clinica e
histoldgica da TFDa associada com o azul de metileno no processo de reparo cicatricial
de Ulcera padronizada em mucosa jugal esquerda de ratos Wistar, através da utilizacédo
de um punch circular com 2 mm de diametro. A aplicacdo da TFDa ocorreu logo apés a
realizacdo da ferida, do 1° ao 4° dia, e do 6° ao 9° dia, totalizando oito aplicagdes. Os
resultados demonstraram que a TFDa promoveu acdo inibitoria em fases tardias do
processo de cicatrizacdo. Todavia, até o 7° dia de experimento, que representa a fase
inicial, pbde-se observar, histologicamente, acdo estimulatdéria no processo de
cicatrizacdo. De acordo com os autores, uma possivel causa para o efeito inibitorio
tardio foi a baixa densidade de energia aplicada, ja que ndo existe um protocolo-padrao

para sua aplicacéo.

Em relato de caso publicado recentemente, cinco sessdes de TFDa, com intervalo
de 48 horas entre as aplicacOes, foram realizadas em Ulceras traumaticas no palato
devido ao uso do expansor palatino, um dispositivo ortodontico que visa a corrigir a
mordida cruzada posterior. Vinte dias apds o inicio do tratamento, ndo havia sinal

clinico dessas lesbes em palato?®,

Simdes et al.”® (2017), através de relato de dois casos de MO radioinduzida,
associada com infeccdo secundaria, também demonstraram resultados satisfatorios do
uso da TFDa apds tentativas anteriores de reparo através da fotobiomodulacgdo laser. A
cicatrizacdo das lesdes ocorreu 14 e 29 dias apds a TFDa, respectivamente, sem
necessidade de interrupcdo da radioterapia, com melhora na qualidade de vida do

paciente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 REVISAO SISTEMATICA

Foi realizada uma revisdo sistematica da literatura entre novembro de 2020 e
fevereiro de 2021, que consistiu na busca de artigos do tipo ensaio clinico randomizado
com base nos parametros PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta- Analysis)® e registrados no banco de dados PROSPERO
(CRD42020210862). As bases eletronicas de dados adotadas foram PubMed, Cochrane
Library e Bireme.

Apos a aplicacdo dos componentes da estratégia PICO®, apresentada na Tabela 1,
a questdo de pesquisa formulada foi: “A camomila topica é capaz de prevenir e (OU)
tratar a MO em pacientes oncoldgicos sob quimioterapia ou radioterapia em regido de
cabeca e pesco¢o?” Para isso, foi realizado o cruzamento dos descritores DeCS/MeSH e

termos livres através dos operadores booleanos AND e OR.

Conforme foi citado anteriormente, o presente estudo deu origem ao artigo de
revisao sistematica da literatura, que ja se encontra publicado e sera apresentado como
Artigo 1, intitulado “Acéo da Matricaria recutita (camomila) no manejo da mucosite

oral radioquimioinduzida: revisdo sistematica da literatura”.

Tabela 1 — Descricédo da estratégia PICO® (LBO, UFBA, 2021).

Acrénimo Definicéo Descricdo

P Populacéo Pacientes oncol6gicos sob
quimioterapia ou radioterapia em
regido de cabeca e pescogo

I Intervengéo Camomila topica na prevencao e (ou)
tratamento da MO

C Comparagéo Grupo placebo; grupo de controle, em
que ndo houve intervencdo ou
comparagdo com outros agentes de
uso tépico

@) Desfecho (outcomes) Grau de MO
Dor associada a MO
Tempo de estabelecimento da MO

Fonte: autoria propria.
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3.1.1 Critérios de inclusao e exclusao

Estudos do tipo ensaio clinico randomizado foram incluidos, nos quais a MO foi
induzida pelo tratamento oncoldgico. A abordagem terapéutica para a mucosite foi o
uso exclusivo da camomila topica. Quanto ao idioma, apenas estudos na lingua inglesa
foram selecionados, embora ndo houvesse restricdo quanto ao periodo de publicacdo,
sexo e idade dos pacientes, estadiamento e tipo de céncer, assim como gravidade e

graduacédo da MO.

Foram excluidos estudos cuja abordagem terapéutica compreendeu uso de outros
agentes associados a camomila, camomila sob uso sistémico ou em situagGes clinicas
diferentes da MO, além de estudos experimentais em animais e ainda os que, de alguma
forma, ndo disponibilizassem o protocolo de uso desse agente natural. Também néo
foram incluidos estudos com auséncia de resumos nas bases de dados, teses,

dissertacOes, editoriais, cartas ao editor e relatos de caso clinico.

3.1.2 Selecdo de artigos, qualidade metodoldgica e risco de viés

Todos os artigos selecionados foram tabulados no programa Microsoft Word,
Microsoft 365® (versdo 2018). A selecdo ocorreu com base na analise de titulo,
resumo e texto completo do artigo. Dois examinadores realizaram a selecdo de
forma independente. Artigos duplicados foram considerados apenas uma vez. O teste
kappa foi utilizado para avaliar a concordancia dos estudos incluidos entre os

revisores e o resultado obtido foi de 0,76, o que significa concordancia substancial®*.

Com o objetivo de maximizar a avaliacéo, foi utilizada a diretriz CONSORT
(Consolidated Standards of Reporting Trials), a qual se baseia na orientacdo de 37
informagBes necessarias que devem ser incluidas em ensaios clinicos
randomizados®. Também foi utilizado o instrumento de colaboracdo da Cochrane,
com o objetivo de verificar os potenciais riscos de viés em ensaios clinicos

randomizados®.
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3.1.3 Extracéo de dados

A extracdo dos dados foi realizada de forma individual por dois examinadores,
através da busca das seguintes varidveis para cada estudo: autores, ano e pais de
publicacdo; objetivo do estudo, amostra total (n) e descricdo da amostra; metodologia
empregada; caracteristicas dos grupos comparativos ou de controle; pardmetros clinicos
avaliados; principais resultados, desfecho e diretriz CONSORT. A analise descritiva dos

estudos foi realizada e apresentada em tabela especifica.

3.2 ESTUDO EXPERIMENTAL EM MODELO ANIMAL

Este estudo pode ser categorizado como experimental laboratorial, com uso de
animais, conduzido no Biotério do Laboratério de Neurociéncias do Instituto de
Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) (ANEXO B) e no
Laboratorio de Bioguimica Oral (LBO) do ICS da UFBA (ANEXO C), Salvador, Bahia,
Brasil. A metodologia definida e nele empregada recebeu aprovacio do Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) do ICS da UFBA, de acordo com o parecer ndmero
3562050618, em 29/09/2018 (ANEXO D), como parte de um projeto maior intitulado
"Avaliacdo do efeito da camomila na cicatrizacdo da mucosa oral de ratos". A
metodologia experimental seguiu os principios éticos para 0 uso de animais, elaborados
pela Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, afiliado ao Conselho Internacional
de Ciéncia de Animal de Laboratério, que estabelece as normas e condutas que devem
ser utilizadas em experimento com uso de animais, baseadas nos principios de
sensibilidade, bom senso e boa ciéncia. Além disso, esta de acordo com 0s 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 Experimentagéo
Animal (CONCEA).

O presente trabalho gerou um artigo original, que sera apresentado como Artigo 2,
intitulado “Awvaliacdo da aplicacdo da Matricaria recutita isolada ou em associacdo a
terapia fotodindmica no reparo tecidual em dorso de lingua de ratos”.
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3.2.1 Amostra e grupos experimentais

Um total de 75 ratos machos da linhagem Wistar, Rattus norvegicus albinus, com
peso entre 200 e 230g, entre a 2° e a 3° semana de vida, foram alojados em gaiolas
plasticas especificas, em grupos de cinco animais, com boas condicdes de iluminacao
(ciclo claro e escuro de 12 em 12 horas) e temperatura de + 24-26°C, submetidos a uma
dieta comercial com racdo (Nuvlab, Quimtia, Colombo, Parand, Brasil) e agua ad
libitum durante todo o experimento. Os animais permaneceram em adaptacdo no
biotério por uma semana. A espécie Wistar foi escolhida pois é de facil manipulacéo e
por apresentar breves ciclos reprodutivos. Além disso, esses animais possuem tracos
comportamentais e estagios de maturacdo dos sistemas fisiol6gicos semelhantes aos dos

seres humanos®*%°,

Com o objetivo de determinar o quantitativo de animais, foi realizada a consulta
ao artigo de Martins et al.* (2009), que realizou estudo semelhante em relagdo ao uso da
camomila no reparo tecidual, bem como o trabalho de Pavesi et al.?® (2011) Ambos os
estudos auxiliaram na verificacdo de um n amostral. Todavia o calculo amostral foi
realizado através do parametro das diferencas entre o nimero de células inflamatérias

que devem ser observadas entre 0s grupos, o que determinou um total de 15 animais por
grupo.
Os animais foram alocados randomicamente em cinco grupos, conforme é exposto

a seguir e na Tabela 2.

Tabela 2 — Randomizacdo dos animais nos grupos experimentais (LBO da UFBA,
2022).

Grupos experimentais Periodos de eutanésia

D3 (n) D7 (n) D14 (n)

G1 - Controle (n=15)
G2 — Camomila extrato fluido (n=15)
G3 — Camomila infusdo (n=15)
G4 - TFDa (n=15)
G5 — Camomila infusdo + TFDa (n=15) 5 5 5

o o1 o1 o
o o1 o1 o
(62 IS ) BN & 2 NN

!D3: 3 dias ap6s procedimento cirrgico; D7: 7 dias ap6s procedimento cirlrgico; D14: 14
dias ap0s procedimento cirdrgico.
Fonte: prdpria do autor.
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Grupo 1 (G1), controle — Os animais foram submetidos a aplicacdo diaria de
soro fisiolégico a 0,9% com uso de haste flexivel plastica com algodbes nas
extremidades (Cotonetes, Johnson & Johnson, Sdo Paulo, Brasil), sobre a ferida
cirurgica padronizada em dorso de lingua, de 12 em 12 horas.

Grupo 2 (G2), camomila extrato fluido — Os animais receberam tratamento
com extrato fluido de camomila a 10% (Ad-Muc®, Biolab, Sdo Paulo, Brasil), através
de aplicagdo toépica didria na ferida cirdrgica padronizada, com uso de haste
flexivel plastica com algoddes nas extremidades (Cotonetes, Johnson & Johnson, Sé&o
Paulo, Brasil), em dorso de lingua de ratos, com intervalos de aplicacdo de 12 em 12
horas, conforme orientacdo do fabricante.

Grupo 3 (G3), camomila infusdo — Os animais foram submetidos a aplicacao
topica diaria de infusdo de camomila (Chas Real®, Almirante Tamandaré, Parand,
Brasil), sob preparo conforme orientagfes do fabricante, utilizando-se 250 ml de agua
filtrada fervida para cada sach& com a utilizacdo de chaleira elétrica (Electrolux,
Curitiba, Brasil). Apos alcangar a temperatura de ebulicdo (100 °C), a &gua, ainda com
temperatura superior a 90 °C%, foi despejada em uma caneca, e o saché de camomila foi
colocado em infusdo com a caneca tampada, durante 3 minutos. De forma sequencial, o
cha de camomila foi resfriado a uma temperatura entre 20 e 22°C para utilizagdo por
periodo maximo de 24 horas. Essa sequéncia foi repetida diariamente durante todo o
periodo do experimento. A aplicacdo ocorreu em intervalo de 8 em 8 horas, ou seja, trés
vezes ao dia, na ferida cirdrgica localizada em dorso de lingua de ratos, com o auxilio
de um conta gotas.

Grupo 5 (G4), TFDa — Os animais foram submetidos ao uso topico da TFD na
ferida cirdrgica em dias alternados. Inicialmente, realizou-se a aplicacdo do azul de
metileno a 0,01% (Chimiolux; Hydro-Farma, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil),
durante trés minutos, com haste flexivel flexivel plastica com algodBes nas
extremidades (Cotonetes, Johnson & Johnson, Sdo Paulo, Brasil), seguida pela
irradiagdo em ponto Gnico no centro da Ulcera com o LBP (Laser DMC® Therapy EC,
Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil), em modo continuo, com poténcia de 100 mW,
comprimento de onda de 660 nm, area de saida de 0,028 cm?, densidade de energia de
117,85 J/lcm?, 3,3 J de energia por ponto e 33 segundos de aplicagdo, de acordo com o
protocolo estabelecido por Sperandio et al.®’ (2010).

Grupo 6 (G5), infusdo camomila + TFDa — Os animais foram submetidos a

aplicacdo tdpica diaria de infusdo de camomila de 8 em 8 horas, associada a realizacéo
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da TFDa em dias alternados, conforme foi descrito acima para 0s grupos isolados. A
infusdo de camomila foi aplicada apos a realizacdo da TFDa.

A aplicagdo das respectivas modalidades terapéuticas teve inicio no dia zero do
experimento (DO0), imediatamente apds a confeccdo da ferida cirdrgica padronizada em
dorso de lingua de ratos, e seguiu até o dia de eutanasia. Os medicamentos, com
indicacdo de uso de 12 em 12 horas, foram aplicados de manha e a noite, diariamente.
Os grupos que envolveram a aplicagcdo de 8 em 8 horas, seguiram o protocolo de uso

nos turnos da manha, tarde e noite, diariamente.

3.2.2 Procedimento cirargico

Antes do inicio do procedimento cirargico, os animais foram pesados em
balanga (Mettler-Toledo, Barueri, Sdo Paulo, Brasil). Somente entdo, uma Unica ferida
cirrgica circular foi realizada no centro do dorso da lingua de cada rato no DO do
experimento, no turno da manha, com o auxilio de um punch circular de 5 mm de
diametro e 1 mm de profundidade (Biopsy Punch, Stiefel, Alemanha), com o intuito de
obter uma ferida padronizada e uniforme, com o envolvimento de tecido epitelial e
lamina prépria. Os animais foram submetidos a esse procedimento sob o efeito de
anestesia profunda, induzida pela administragdo da mistura de cloridrato de cetamina
10% (Ketamina®, Farex do Brasil Ltda., Porto Alegre, Brasil) e cloridrato de xilazina
2% (Xilazin®, Syntec, Sdo Paulo, Brasil) na proporcdo de 90mg/kg e 5mg/kg,
respectivamente, por via intraperitoneal. Optou-se por utilizar esses anestésicos, pois
estudos tém demonstrado a eficacia da combinacdo entre esses dois farmacos em
promover uma anestesia profunda, relaxamento muscular e a analgesia necessaria para a
realizacdo do procedimento cirdrgico® . A via intraperitoneal foi escolhida em virtude
da seguranca e do conforto dessa via de administracdo, tanto para 0s animais quanto
para o pesquisador'®, Vale ressaltar que, apos o procedimento, houve monitoramento

dos animais até o término do efeito anestésico.
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3.2.3 Morte e descarte dos animais

Os animais foram eutanasiados, também no turno da manhd, mediante sorteio para
cada grupo e por aprofundamento anestésico através do uso dos medicamentos e da
técnica acima citados. Os periodos de morte estabelecidos foram trés, sete e 14 dias
apos a cirurgia em mucosa de dorso lingual (Tabela 2). Um total de cinco animais de
cada grupo foram mortos em cada um dos dias preestabelecidos. Apds a morte dos
animais, as carcacas foram acondicionadas, em sacos de PVC, em freezer a -20° para
posterior incineracdo apos coleta pela empresa responsavel pelo servico no Laboratério

de Neurociéncias do ICS da UFBA, que o faz de forma sistematica.

3.2.4 Processamento histoldgico

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 Histologia e Embriologia (LHE) da Faculdade Adventista da Bahia
(FADBA), em Cachoeira (BA), onde se seguiu o processamento histologico, até
inclusdo em blocos de parafina. As pecas seguiram para obtencéo de cortes histologicos
de 5um de espessura e posteriormente coradas com hematoxilina e eosina (HE) e sirius

vermelho (colageno total).

3.2.5 Andlises

3.2.5.1 Andlise clinica

A analise das caracteristicas macroscopicas no processo de reparo das ulceras em
dorso lingual foi realizada diariamente, no turno matutino, 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 adotado
por Martins'® (2004) e Pelisser, Vier-Pelisser, Fontanella, Figueiredo®®? (2007), com

reducdo do estresse dos animais. Tal avaliagdo obteve a classificagdo “presente”,
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quando ainda eram observados sinais clinicos da ferida, e "ausente”, quando 0 processo

de reparo da ulcera havia sido visivelmente completado.

A mensuracdo das feridas em milimetros foi realizada com o auxilio de um
paquimetro universal analogico (Starret, Athol, Massachussetts, Estados Unidos), no dia
da cirurgia (DO0) e nos dias da eutanasia. A analise clinica da ferida foi realizada por um

unico operador previamente calibrado, e os registros foram anotados em ficha.

3.2.5.2 Andlise histomorfométrica

Os examinadores foram calibrados para uso dos programas e equipamentos no
LBO do ICS, UFBA. Todas as analises foram realizadas as cegas, em triplicata, para
evitar vies de tendenciosidade, atraves do uso de mascaras nas laminas. Utilizou-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, Séo Paulo, Brasil) acoplado a cAmera Moticam 5.0.

Com as seccdes histologicas coradas em HE, foi realizada uma analise
morfolégica no microscépio de luz, considerando o epitélio e os aspectos do tecido
conjuntivo de cada corte histoldgico, utilizando-se a objetiva de 10x (APENDICE A). A
caracterizacdo ocorreu de forma semiquantitativa de acordo com as seguintes
categorias: intensa (+++), moderada (++), discreta (+) e ausente (0), conforme é descrito
por Medrado et al.'® (2008). O tecido conjuntivo foi submetido ao processo de
coloragdo histoquimica com o sirius vermelho, a fim de se quantificar e qualificar as
fibras colagenas'®. A partir dessas seccdes, foi realizada a analise morfoldgica das

fibras colagenas e do padrdo de expressao colagénico tecidual (APENDICE B).

Para a avaliacdo morfométrica do tecido epitelial em seccBes coradas em HE,
utilizou-se o Software Motic Images Plus 2.0 (Motic Asia, Hong Kong, China). Essa
analise foi realizada a partir da captura de imagens de trés areas distintas de cada uma
das secc¢Oes teciduais, em objetiva de 10x, através do microscopio acoplado a camera.
As mensuragOes lineares realizadas incluiram a distancia da camada basal a camada da
superficie epitelial (DCBCSE) e a espessura da camada coérnea (ECC), através da

utilizagio de escala em micrometros (um) (APENDICE C).
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A analise morfométrica quantitativa do percentual de colageno total em relacéo a
area total do tecido foi realizada pelo Software ImageJ (National Institutes of Health,
Bethesda, Md, EUA), com a padronizacdo da area de 720.000 um? da imagem (800 pum
X 900 um) por dois examinadores cegos, previamente calibrados, realizada também a
partir das capturas de fotomicrografias de trés areas distintas das seccdes teciduais

coradas em sirius vermelho na objetiva de 10x (APENDICE D).

As analises ocorreram com intervalos de uma semana entre elas.

3.2.5.3 Andlise 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 uma analise quantitativa do percentual de colageno.
Os dados das variaveis morfolégicas foram apresentados com frequéncias absolutas e

relativas, também com moda, valores minimo e maximo.

Para as variaveis morfométricas e porcentagem de area de colageno em relacdo a
area total do tecido, os dados foram expressos em média, desvio padrdo e mediana
(minimo e méximo). Todas as analises foram realizadas no programa R (Foundation for

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

Introducdo: A mucosite oral (MO) constitui uma condi¢do inflamatoria aguda
frequente em pacientes oncoldgicos. Até o momento, ndo existe terapia considerada
padrdo-ouro para seu manejo. A camomila € uma das plantas medicinais mais utilizadas
mundialmente, pois possui inumeras caracteristicas benéficas. Objetivo: Avaliar a agdo
da camomila tépica na prevencdo e (ou) tratamento da MO em pacientes oncologicos.
Material e métodos: O estudo consistiu numa revisdo de literatura sistematica, que
buscou artigos do tipo ensaio clinico randomizado de acordo com o0s parametros
PRISMA, sob registro na PROSPERO. As bases de dados utilizadas foram PubMed,
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Cochrane Library e Bireme. Descritores foram selecionados a partir do DeCS/MeSH, e
a estratégia PICO foi aplicada. Resultados: A busca resultou em 148 textos. Apds todas
as etapas de refinamento, um total de seis artigos foram selecionados. A amostra total
contemplou 492 pacientes e todos os trabalhos utilizaram a mesma escala de aferigéo da
MO. Os resultados demonstraram que a camomila topica foi eficaz na prevengdo e (ou)
tratamento da MO em quatro dos seis estudos, com varia¢do de concentracdo entre 1% a
2,5% e com aplicacdo entre uma a quatro vezes por dia. Algumas limitagdes foram
observadas: ndo foi informada a idade minima dos pacientes e ndo houve especifica¢do
dos sitios tumorais e quimioterapicos utilizados. Concluséo: A aplicacdo da camomila
topica no manejo preventivo e terapéutico da MO quimioinduzida parece ser bem
indicada. Ademais, a producdo cientifica sobre essa temética deve ser incentivada, pois
propicia a determinacdo de protocolos Uteis desse recurso natural para a populagdo
oncologica.

Palavras-chave: Mucosite oral. Matricaria. Camomila. Radioterapia. Quimioterapia.

Abstract

Introduction: Oral mucositis comprises an acute inflammatory condition frequent in
cancer patients. To date, there is no therapy considered gold standard for its
management. Chamomile is one of the most used medicinal plants worldwide, as it has
several beneficial characteristics. Objective: Evaluate the effect of topical chamomile
in the prevention and (or) treatment of oral mucositis (OM) in cancer patients. Material
and methods: It were a systematic review, which sought articles of the randomized
clinical trial according to the PRISMA parameters, registered in the PROSPERO. The
databases used were PubMed, Cochrane Library, and Bireme. Descriptors were selected
from DeCS/MeSH and the PICO strategy was applied. Results: The search found 148
manuscripts. After all the steps, six articles were selected. The total sample included
492 patients and all studies used the same OM measurement scale. The results showed
that the application of topical chamomile was effective in the prevention and (or)
treatment of OM in four of the six studies, with a dose ranging from 1% to 2.5% and
duration that ranged from single to four times a day. Some limitations were observed:
the minimum age of the patients was not informed, and there was no specification of the
sites involved or the chemotherapies used. Conclusion: The application of topical
chamomile in the preventive/therapeutic of chemo-induced OM seems to be
recommended. In addition, scientific production should be encouraged, as it aims to
determine useful protocols for this phytotherapy for the oncology population.

Keywords: Oral mucositis. Matricaria. Chamomile. Radiotherapy. Chemotherapy.

4.1.1 Introducéo

O termo mucosite oral (MO) surgiu em 1980 para descrever lesdes ulcerativas

inflamatdérias na mucosa bucal de pacientes submetidos a quimioterapia e (ou)
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radioterapia em regido de cabeca e pesco¢o'®. Embora o desenvolvimento da MO seja
um processo dindmico, em 2004, Sonis'® (2004) descreveu o seu complexo ciclo
biolégico em cinco fases: iniciacdo, geracdo de sinais mensageiros, sinalizacdo e
amplificacdo, ulceracdo e cicatrizacdo. A MO, em média, surge de sete a dez dias apos a
quimioterapia e a partir da segunda semana do inicio do tratamento radioterapico. O
surgimento das lesdes e sua evolucdo dependem de inimeros fatores. Podem estar
relacionados a toxicidade oral proveniente da quimioterapia, a associacdo ou ndo da
radioterapia com a quimioterapia, & dose de radiacdo acumulada e do agente

quimioterapico, assim como a resposta individual do paciente ao protocolo utilizado®

107

Estudos demonstram que 20% a 35% dos pacientes submetidos a quimioterapia
para tratamento de tumores solidos desenvolvem lesdes de MO, enquanto aqueles
expostos a radiacdo ionizante em regido de cabeca e pescogo, ou submetidos ao
condicionamento quimioterapico para o transplante de células-tronco podem chegar a

taxas de ocorréncia proximas de 1009811,

Clinicamente, a MO se caracteriza pela presenca de areas eritematosas, que
podem progredir para Ulceras dolorosas, com predisposicdo ao desenvolvimento de
infeccbes oportunistas e disfagia, o que leva a modificacdo na dieta alimentar, ou até
mesmo, em casos mais severos, a necessidade de nutricdo parenteral ou enteral, 0 que
pode tornar necessaria a alteracdo ou a interrup¢do do tratamento oncoldgico, com

sérias consequéncias na resposta ao tratamento e prognostico do paciente??106:112,

Até o presente momento, ndo existe uma terapia isolada capaz de prevenir ou
tratar completamente a MO, devido a sua alta complexidade bioldgica. Algumas
modalidades terapéuticas, a exemplo de analgésicos, anti-inflamatorios e
fotobiomodulacédo laser, promovem a melhora do quadro clinico inflamatério e algico
que se estabelece em decorréncia dessa condi¢cdo. Nesse sentido, a busca por novos
tratamentos que atuem de forma eficaz no manejo da MO tornou-se alvo primordial da

comunidade cientifica, com consequente aumento de estudos com esse foco*!t113.114,

Paralelamente a essa busca, a medicina baseada no uso de agentes naturais tem
adquirido papel de destaque devido aos possiveis efeitos terapéuticos dos agentes
fitoterapicos, além de serem de facil acesso e baixo custo, o que tem promovido o
aumento progressivo de seu consumo e indicacdo®. A camomila, pertencente a familia

Asteraceae, constitui uma das plantas milenares medicinais mais utilizadas em todo o
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mundo em decorréncia de suas propriedades terapéuticas benéficas e da presenca dos
compostos fendlicos, principalmente flavonoides, apigenina, quercetina, patuletina,
luteolina e glicosideos, que sdo o0s responsdveis pela atividade sedativa, anti-
inflamatoria, antiespamodica, antimicrobiana e reparadora desse agente natural®°. Os
capitulos florais sdo a parte da camomila utilizada para produzir o medicamento de uso
topico. Alem dessa forma de apresentacdo, pode-se obter também o extrato fluido (1:1)
em solugdo hidroetandlica, vapor, cédpsula ou comprimido contendo extrato seco,
tinturas, infusdo e Gleo volatil'”!8, Resultados promissores com o uso tdpico da
camomila foram obtidos no manejo de alteracdes complexas em cavidade oral, o que

inclui a MO quimioinduzida®™® e radioinduzida®®.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi realizar uma revisao
sistematica da literatura sobre a acdo da camomila tépica na prevencdo e (ou)

tratamento da MO em pacientes oncoldgicos submetidos a terapia antineoplasica.

4.1.2 Material e métodos

4.1.2.1 Critérios de elegibilidade, estratégias de busca e informacdes da pesquisa

O estudo consistiu numa revisdo sistematica da literatura, executada de novembro
de 2020 a fevereiro de 2021, que buscou artigos do tipo ensaio clinico randomizado
com base nos parametros PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta- Analysis), que auxilia na construcdo de revisdes sistematicas e meta-
analises®®, e foi registrada no banco de dados PROSPERO (CRD42020210862). As
bases de dados eletrénicas utilizadas para a pesquisa foram PubMed, Cochrane Library

e Bireme.

Apos a aplicagdo dos componentes da estratégia PICO® (P — populag&o: pacientes
oncologicos submetidos a terapia antineoplésica; | — intervencdo: camomila tépica na
prevencéo e (ou) tratamento da MO; C — comparagédo: grupo placebo, grupo de controle,
em que ndo houve intervencdo ou comparagdo com outros agentes de uso topico; O —
desfecho: a camomila topica promove a prevencao e (ou) diminui¢do da severidade da

MO?), a formula¢do da questdo relevante e¢ especifica do presente estudo foi: “A
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camomila tépica é capaz de prevenir e (ou) tratar a MO em pacientes oncoldgicos sob
quimioterapia ou radioterapia em regido de cabeca e pesco¢o?” Para isso, foi realizado o
cruzamento dos descritores DeCS/MeSH e termos livres através dos operadores
booleanos AND e OR. A estratégia de pesquisa incluiu apenas termos relacionados a

camomila e mucosite, conforme se apresenta no Quadro 1.

Quadro 1 — Estratégia de busca com descritores selecionados (LBO, UFBA, 2021).

Mucosite "Mucositis" OR Mucositides OR "Stomatitis" OR Stomatitides OR
“Oral Mucositis” OR “Oral Mucositides” OR “Oromucositis” OR
“Oromucositides”.

“mucosa inflammation” OR “mucosa irritation” OR “mucositis” OR
“Mucositides” OR “Oromucositis” OR “Oromucositides” OR
“cancrum oris” OR “denture stomatitis” OR “mouth epithelium
inflammation” OR “mouth inflammation, ulcerative” OR “mouth
inflammation, ulcerous” OR “mouth mucosa inflammation” OR
“oral inflammation, ulcerative” OR ‘stomatitis ulcerativa” OR
“stomatitis ulcerosa” OR “stomatitis”, OR ‘“stomatitis, ulcerative”
OR “stomatitis, ulcerous” OR “ulcerative mouth inflammation” OR
“ulcerative oral inflammation”.

Camomila “Chamomile” OR “Chamomiles” OR “Chamomilla recutita” OR
“Matricaria” OR “Matricaria chamomilla” OR “Matricaria recutita”
OR “Matricarias” OR “Chamomillas” OR “Matricaria recutitas”.

“Chamomille tea” OR “Chamomille infusion” OR “Chamomiles
tea” OR “Wild camomille”.

Fonte: autoria propria.

4.1.2.2 Critérios de inclusao

Foram incluidos estudos do tipo ensaio clinico randomizado, em que a MO foi
induzida por quimioterapia para tratamento de tumores solidos ou para mieloablagcdo em
regimes de condicionamento para o transplante de células-tronco hematopoiéticas,
radioterapia ou radioquimioterapia para tumores solidos em regido de cabeca e pescoco.
A abordagem terapéutica para essa condicdo foi 0 uso exclusivo da camomila tépica em

diferentes concentracBes, sem associagdo com outros agentes terapéuticos. Quanto ao
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idioma, apenas estudos na lingua inglesa foram selecionados. Todavia ndo houve
restricdo quanto a periodo de publicagdo, sexo e idade dos pacientes, estadiamento do
cancer, assim como gravidade e graduacdo da MO, j& que existe uma escassez de

estudos com essa tematica.

4.1.2.3 Critérios de exclusdo

Em contrapartida, foram excluidos estudos cuja abordagem terapéutica abrangeu
outros agentes associados ou ndo a camomila, indicacdo da camomila de forma
sistémica ou em situacdes clinicas diferentes da MO, além de estudos experimentais em
animais e ainda os que, de alguma forma, ndo disponibilizaram o protocolo de uso da
camomila. Também n&o foram incluidos estudos sem resumos nas bases de dados, além
de teses, dissertacBes, editoriais, cartas ao editor e relatos de caso clinico, pois, de
acordo com a escala de evidéncia cientifica do Manual Cochrane para Revisdes
Sistematicas de Intervencbes, essas modalidades apresentam baixo nivel de

evidénciall®,

4.1.2.4 Selecdo de artigos

Todos os artigos selecionados foram tabulados no programa Microsoft Word,
(Microsoft 365®, versao 2018). Os artigos foram escolhidos de acordo com a anélise
de titulo, resumo e texto completo do periddico, com base nos critérios previamente
estabelecidos. Dois examinadores (JBLD e GBM) realizaram a sele¢do de forma
independente, nos bancos de dados previamente selecionados. Em caso de ndo
concordancia entre ambos, um terceiro autor seria convocado (TFCF), o que ndo foi
necessario. A extracdo dos dados, através dos critérios de incluséo e exclusao, foi
realizada de acordo com aspectos éticos, metodologia clara e presenca de resultados.
Artigos duplicados foram considerados apenas uma vez. Foi realizada uma busca
ativa secundaria, e novos artigos foram incluidos com o objetivo de complementar a
fundamentacéo tedrica. O teste kappa foi utilizado para avaliar a concordancia dos
estudos incluidos entre os revisores. O resultado obtido foi de 0,76, o que significa

concordancia substancial entre os revisores.
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4.1.2.5 Qualidade metodoldgica e risco de vies

Com o objetivo de maximizar a avaliagcdo, a diretriz CONSORT (Consolidated
Standards of Reporting Trials) foi utilizada, a qual se baseia na orientacdo de 37
informacdes necessarias que devem ser incluidas em ensaios clinicos randomizados,
para tornad-los reprodutiveis, ordenados, transparentes e precisos®?. Também foi
utilizado o Instrumento de Colaboracdo da Cochrane, com o objetivo de verificar os
potenciais riscos de viés em ensaios clinicos randomizados, com a aplicacdo de sete
dominios, a saber: viés de selecdo, viés de performance, viés de deteccdo, viés de atrito,

viés de relato e outros vieses®.

4.1.2.6 Extracdo e anélise dos dados

A extragdo dos dados foi realizada de forma individual por dois examinadores
(JBLD e GBM) através da busca das seguintes variaveis para cada estudo: autor
principal e colaboradores, ano e pais de publicacdo do artigo; objetivo do estudo,
amostra total (n) e descricdo da amostra, metodologia empregada — tratamento
oncolégico, caracteristicas da camomila (concentracdo, posologia, frequéncia de
aplicacdo), caracteristicas do (s) grupo (s) comparativo (s) (concentracdo, posologia,
frequéncia de aplicacdo) ou controle —, parametros clinicos avaliados, principais
resultados, desfecho e diretriz CONSORT. A analise descritiva dos estudos foi

realizada.

4.1.3 Resultados

Através da busca inicial nas bases de dados, foram encontrados 72 estudos na
plataforma Cochrane, 27 na Bireme e 49 no PubMed, totalizando 148 artigos. Apos a
primeira analise, foram removidos os textos duplicados e o ndmero de artigos foi
reduzido para 62. Apos aplicacdo dos critérios de inclusdo e excluséo, 55 artigos foram
excluidos. Sete artigos foram lidos na integra e, desses, seis contemplaram os critérios
de inclusdo apo6s todas as etapas de selecdo e refinamento de busca, conforme
fluxograma baseado no modelo PRISMA (Figura 1)%. Na Gltima etapa, o estudo de
Kato et al.}'” (2017) foi excluido, pois abordou o manejo da estomatite mediado por
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inibidores da tirosina quinase. Adicionalmente, a busca ativa secundaria resultou na

inclusdo de 24 estudos que complementaram a fundamentacéo teorica.

Ap0s a anélise dos dados, pode ser observado que os estudos clinicos incluidos no
presente trabalho foram publicados em uma janela temporal de 21 anos, entre o periodo
de 1996 a 2017, sendo que os anos de 2015 a 2017 se destacaram, pois apresentaram
quatro das seis publicagOes totais incluidas no presente estudo. Para elaboracdo da
presente revisdo, foram incluidos cinco ensaios clinicos que compararam os efeitos da
camomila tépica na MO quimioinduzida®>6118-120 e ym estudo na MO proveniente da
radioterapia em regido de cabeca e pescoco'!®, totalizando 492 pacientes oncoldgicos
distribuidos entre eles. A média das amostras de todos os ensaios clinicos foi de 82
pacientes (DP: 43.50).

Com relacdo aos dados sociodemograficos, obteve-se uma média de idade de
41,36 anos (DP: 17.53) dos individuos, com variacdo entre seis e 64 anos de idade. O
estudo de Shabanloei et al.!'*® (2009) ndo informou a idade minima dos pacientes
incluidos. A maior parte da populacdo estudada foi do sexo masculino (n=293), com
representatividade de 59,5% da amostra total, enquanto o sexo feminino foi

representado por 40,4% dos pacientes (n=199).

Dos cinco estudos que envolveram o uso de agentes quimioterapicos, trés
englobaram pacientes com tumores sélidos!>!!811° e dois utilizaram altas doses desse
agente para o tratamento de neoplasias malignas hematolégicas®®?°. Dentre os tumores
sélidos tratados através da quimioterapia, Shabanloei et al.**® (2009) ndo especificaram
os sitios envolvidos, bem como os agentes quimioterapicos utilizados. Dos Reis et al.®
(2016) tiveram como foco a abordagem do cancer gastrico ou colorretal, através do uso
do 5-fluorouracil (5-FU) e leucovorin. E Fidler et al.*® (1996) informaram somente o
uso do 5-FU como agente antineoplasico, sem citar os tumores envolvidos no
tratamento. Com relacdo aos estudos que adotaram a quimioterapia em neoplasias
malignas hematoldgicas, Braga et al.'® (2015) avaliaram pacientes submetidos a ciclos
de bussulfano e ciclofosfamida, fludarabina e melfalano, ou fludarabina e bussulfano,
com enfoque para o condicionamento de transplante de células-tronco hematopoiéticas,
enquanto Pourdeghatkar et al.*?° (2017) avaliaram criancas com leucemia linfobléstica
aguda submetidas a quimioterapia exclusiva com citarabina e metotrexato. A
consolidacdo dos resultados foi desenvolvida pelos autores, conforme mostra a Tabela
1.
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Figura 1 — Fluxograma de identificacdo dos artigos selecionados (LBO, UFBA, 2021).
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Fonte: autoria prépria.

Com relacdo a metodologia adotada, dois trabalhos compararam o efeito topico
da camomila com placebo®!8; um estudo empregou a crioterapia com cubos de gelo®;
dois ensaios clinicos do Ird adotaram como controle positivo o aloupurinol, um inibidor
seletivo do 4cido arico™®'?: e o estudo de Bahramnezhad et al.'*® (2015) teve como
objetivo principal avaliar comparativamente os efeitos do enxaguante com mel natural
puro em relacdo a camomila. Quanto a forma de uso da camomila, todos os estudos
padronizaram o uso topico com enxaguante bucal. Todavia, dos Reis et al.’® (2016),
Braga et al.*® (2015) e Shabanloei et al.**® (2009) produziram o enxaguante a partir de
flores da planta. De acordo com Shabanloei et al.}'® (2009), depois da moagem e
pesagem, as flores foram inseridas em recipientes fechados e agua destilada fervente foi

adicionada em duas etapas, com o objetivo de se obter o volume de 8g em 50cc. Logo
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em seguida, a solucdo foi filtrada, engarrafada e selada para uso. Dos Reis et al.*®> (2016)
produziram chips de gelo com infusdo de camomila a 2,5% e Braga et al.® (2015)
realizaram uma formulacdo mais complexa, que consistiu na elaboracdo do enxaguante
no laboratério farmacotécnico de uma universidade publica. As flores foram
desidratadas e rigorosamente controladas até a obtencdo do produto final, e as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas das espécies vegetais foram avaliadas
de acordo com os métodos descritos em USP30-NF2527 e pela Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS). Os niveis do marcador de apigenina-7-glicosideo na formulacao final
foram de 0,054, 0,108 e 0,216 mg/ml para as dosagens de 0,5%, 1% e 2%,
respectivamente. Dois estudos adotaram o uso de enxaguante a base de camomila
comercialmente disponivel no Ir, sendo que Pourdeghatkar et al.'?° (2017) utilizaram a
diluicdo de 30 gotas de 30 ml da solucdo de camomila (Matrika barijessans, kashan, Ird)
em 20cc de agua durante um minuto, enquanto Bahramnezhad et al.!*® (2015) adotaram
a mistura de 3 ml de Matricaria (Barij Pharmaceutical Company, Ird) com meio copo de
agua. Por fim, Fiddler et al.}® (1996), utilizaram, em seu experimento, um antisséptico
proveniente da mistura de 100 ml de &gua com 30 gotas de camomila concentrada
(ASTA Medica, Incorporated, Hackensack, NJ).

Com relacdo a administracdo da camomila, um estudo orientou a aplicacdo duas
vezes ao dia®®, e dois experimentos indicaram o uso tdpico trés vezes ao dia'® 12, Um
tnico trabalho teve como orientacdo a aplicagdo topica diaria de quatro vezes!®, e o
estudo de dos Reis et al.'® (2016) adotou o uso da crioterapia com camomila em
momento Unico, que se iniciou na pré-quimioterapia e permaneceu durante a infusdo do
agente quimico, conforme a descricdo da Tabela 1. Vale ressaltar que um Unico ensaio
clinico ndo deixou clara a quantidade de administracdo diaria da camomila tdpica, pois
somente disponibilizou a informacdo de que o enxague ocorreu por 60 segundos,
durante trés semanas**®.

Todos 0s estudos!®>16:115118-120 ayaliaram os pardmetros clinicos da MO através
do sistema de graduacdo proposto pela OMS em 19792, Além da avaliagdo da MO, o
estudo de Shabanloei et al.**® ?%9) avaliou a dor associada & mucosite quimioinduzida;
dos Reis et al.!® (2016) analisaram a dor, o grau de desconforto e percepcéo do paladar
associado com uso topico desse agente; Braga et al.'® (2015) avaliaram as propriedades
organolépticas do enxaguante de camomila, bem como os efeitos adversos manifestados
pelo uso topico, através de entrevista com a adog¢do dos termos "nunca” até "muito

frequente”; e Fidler et al.'*® (1996) aplicaram questionario referente a toxicidade desse
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agente natural. Todos esses dados, bem como os periodos de analise encontram-se
também compilados na Tabela 1.

No que diz respeito aos periodos de avaliacdo dos pardmetros clinicos,
Shabanloei et al.**® (2009) avaliaram as varidveis MO e dor em quatro fases distintas,
que compreendeu m periodo total de 16 dias de uso da camomila, com inicio no
primeiro dia de quimioterapia. Todavia ndo informou com exatiddo o dia de inicio e o
de término de cada fase. As avaliagbes do estudo de Pourdeghatkar et al.!? (2017)
ocorreram um dia antes de se iniciar a quimioterapia, no 7° e 14° dia apdés a infusdo. No
ensaio clinico de dos Reis et al.'® (2016), a avaliagdo da MO e da dor ocorreram nos dias
oito, 15 e 22 apds a primeira infusdo do quimioterapico; e, de forma semelhante,
Bahramnezhad et al.}*® (2015) aferiram a graduagdo da mucosite em trés momentos
distintos: 1°, 7° e 14° dia apos o inicio da radioterapia locorregional. Por fim, Fiddler et
al.!'8 (1996) acompanharam o desenvolvimento da MO no primeiro dia de infusdo do 5-
FU até o 14° dia e aplicaram o questionario para avaliacdo de toxicidade no 1° dia de
quimioterapia e trés semanas depois.

Quanto ao desfecho, pdde-se observar que a aplicacdo da camomila topica em
MO foi eficaz na maioria dos estudos, do ponto de vista clinico>¢1%120, Todavia dois
estudos ndo demostraram superioridade da camomila em relacdo ao mel'®® e ao
placebo!!®. Ademais, a camomila tdpica ndo demonstrou causar toxicidade!®>!!® ou
intolerancia’®.,

De acordo com a estratégia CONSORT, no estudo de dos Reis et al.® (2016),
foram implementadas 31 recomendacGes dos 37 critérios previamente estabelecidos
(83,78%), e, no estudo de Braga et al.*® (2015) e no de Bahramnezhad et al.}*® (2015),
foram inseridas 25 recomendacdes (67,5%). Os demais estudos obtiveram indices
semelhantes, com alguma limitacdo na metodologia, mas que ndo interfere em sua
reproducdo, 0 que torna os artigos transparentes, ordenados de forma l6gica, bem
conduzidos e com objetivos precisos (Tabela 1).



Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos estudos incluidos (LBO, UFBA, 2021).
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AUTOR, OBJETIVO AMOSTRA gn) TERAPIA GRUPO INTERVENCAO GRUPO CONTROLE PARAMETROS RESULTADOS DESFECHO DIRETRIZ
ANO, E DESCRICAO ONCOLOGICA (CAMOMILA) E OU GRUPO AVALIADOS CONSORT
PAIS DO DA AMOSTRA PROTOCOLO COMPARAGCAO
ESTUDO TERAPEUTICO
dos Reis et Comparara  Total de 38 QT com5-FUe  Chips de gelo feito com Os pacientes Durante 0 uso Com relagdo ador,0 A ocorréncia Valor
al.’®2016  crioterapia pacientes acima  Leucovorin (4a  infusdo de camomila a receberam uma xicara dos chips, houve GC teve maior de MO e dor absoluto: 31
comaguaea de 18 anos, com 6 ciclos), 2,5%. Pacientes com chips de gelo o preenchimento  pontuacdo em todos foi menor nos
Brasil crioterapia cancer gastrico  durante 5 dias instruidos a esfregar o feito com agua purae de ficha periodos avaliados pacientes que
com infusdo  ou colorretal, consecutivos de  gelo em sua cavidade foram instruidos a referente ao (p=0,02, p=0,09 e fizeram uso da g3 780
Estudo de camomila que infuséo e oral por pelo menos 30 utilizar de forma gosto do gelo p=0,14, camomila em 1070
piloto na foram alocados  descanso de 21  minutos durante a QT, semelhante a0 grupo  (bom, ruimou  respectivamente). A L . at(_an,d_eram aos
randomiza- prevencdoe em dois grupos:  dias. com inicio 5 minutos camomila. indiferente), dor  presenca de Ulcera foi ¢ © Criterios
do cego redugdo da grupo controle antes da infuso. e desconforto significativa apenas Nenhuma
intensidade (GC: crioterapia (escala com 10 no dia 8 (p=0,10). Na  tyxidade em
da MO com agua, pontos). MO, houve relacio a
induzida por  n=18); grupo ocorréncia em 50% camonmila foi
5-FU. experimental no GC e 30% no GE,
(GE: crioterapia sem manifestagdo de observada.
com camomila, grau 2 ou mais.
n=20).
Braga et Identificar a Total de 40 Regime de Enxaguante bucal de Sem intervencéo. Avaliacdo da A'incidénciade MO A camomila Valor
al.® 2015 dosagem do  pacientes (acima condicionamen-  camomila nas MO com a foi menor no grupo na absoluto: 25
extrato de 18 anos), to parao TCTH. concentracGes de 0,5%, escalada OMS.  camomila 1% (30%),  concentragéo
Brasil liquido de C.  divididos em 4 1% e 2%. Os pacientes A percepcéo em comparagéo com  de 1%
recutita, grupos: controle foram instruidos a sobre as 0 grupo controle demonstrou 67 5%
Ensaio necessaria e trés enxaguar a boca com 10 caracteristicas (90%) (p=0,01). reducéo na 1970
clinico para reduzir  experimentais: mL da solugéo 2 vezes organolépticas  Quatro pacientes incidenci atenderam a0s
randomiza- aincidéncia  enxaguatdrio ao dia, 1 hora antes das 3 (sabor, cheiroe  (40%) com dosagem inciaencia, critérios
doFasell e bucal contendo principais refeicdes, por cor)ea de 2% nédo |ntens~|dade €
intensidade  diferentes 1 minuto e nio engolir. presenca de desenvolveram MO, ~ duracdo da
da MO em concentragdes O uso se iniciou no 1° dia nauseas, vémito  Nos grupos 0,5% e MO_ em
pacientes de C. recutita. de condicionamento e e queimacdona 2%, 60% da amostra  Pacientes
adultos terminou quando a boca foram manifestou ulceragio  adultos
submetidos mucosa voltou ao normal aferidos pela em cavidade oral. submetidos ao
ao TCTH ou a contagem de escala de TCTH




60

alogénico. granuldcitos foi excedida avaliacdo de Independentemente alogénico.
500 mm?3 por 3 dias Likert. do grupo, 84% dos
consecutivos em pacientes
pacientes que nao classificaram o
desenvolveram MO. enxaguante como
“muito agradavel” ou
“agradavel”. Apenas
4 pacientes relataram
nduseas e 1 relatou
sensacdo de
queimacao.
Bahramnez  Avaliar, de Um total de 105 Radioterapiaem Enxaguante bucal com Grupo mel: colutério  Avaliacdo da Houve diferenca A aplicacdo de Valor
had et forma pacientes com regido de cabega camomila durante 60 com20mlou5 MO de acordo estatisticamente mel natural foi  absoluto: 25
al.ts comparativa, idade superiora e pescogo-200 segundos, por 3 semanas.  colheres de mel comaescalade significativaentre 0S  eficaz no
2015 os efeitosdo 8 anos e com cGY/dia. misturado em um da OMS. 3gruposemrelagdo a  controle e na
enxaguante CCP foram copo de 4gua e severidade da MO no prevencio da g7 5o
Ird com mel alocados em 3 dividido em 2 partes 14° dia (p=0,028 e MO 70
natural puro  grupos: grupo iguais (30 segundos p=0,00). dioinduzid atenderam aos
Ensaio e da mel, grupo de uso de cada parte). radloinduziaa - critérios
controlado  camomilana camomilae em pacientes
randomiza  prevencéo grupo controle. Grupo controle: com CCP.
do e cego da MO por colutério com 20 ml
radiacdo em de 4gua apds cada
pacientes refeicéo.
com CCP.
Uso: 3 semanas.
Fiddleret  Avaliarse o  Total de 164 QT com 5-FU Antisséptico bucal de Antisséptico bucal de  Avaliagdo da Né&o houve diferenca  Osresultados  Valor
al.1’81996 antisséptico  pacientes foram  no 1°ciclo,com  camomila foi aparéncia idéntica MO com escala  estatistica na MO clinicos ndo absoluto: 21
com alocados em 5 dias sequidos  administrado 3a5vezes com acamomila (100 daOMS,do1°  entre os 2 grupos, apoiam a
Estados camomila dois grupos: de QT. ao dia por 1 minuto (at¢ ~ ml de agua com 30 ao 14° dia. com relagéo a hipétese de
Unidos ameniza a placebo (n=82) finalizar 100 mL), gotas de placebo severidade e duracao que a 56 750
MO em e camomila durante 14 dias, a partir concentrado), 3a 5 (p=0,32 e p=0,85, camomila 11970
Ensaio pacientes (n=82). do 1° dia de QT. vezes ao dia, por 1 respectivamente). .~ atenderam aos
P s . pode diminuir ar
clinico submetidos a minuto, durante 14 . . criterios
duplocego QT com 5- dias, a partir do 1° dia a MO induzida
defasell. FU. de QT. por 5-FU.
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Shabanloei Determinare Total de 83 QT exclusiva. Grupo II: o preparo do Grupo I; 0 p6 do Avaliacdo da Os grupos | e 1l Os resultados ~ Valor
et al.1t® comparar a pacientes com enxaguante bucal de aloupurinol foi MO com a mostraram resultados  indicaram absoluto: 16
2009 eficacia de tumores sélidos camomila ocorreu adicionado a solugdo  escala da OMS.  semelhantes nas eficacia
aloupurinol,  foram alocados através do uso de flores  de hidroxila propil variveis dor semelhante do
Ird camomilae  em 3 grupos: da planta diluidas em metil celulose Dor, através de  (p=0,071) e MO aloupurinol e 43 29
solucéo grupo | agua destilada. (5mg/mL). escala numérica  (p=0,059). Todavia : 1£70
camomila na
Ensaio salina na aloupurinol; de 0 a 10. em relacdo ao grupo x atenderam  aos
e x . i prevencdo da ar
clinico prevencao grupo 1l: Uso ocorreu 4 vezes ao Grupo IlI: 111, ambos . criterios.
randomiza da MO camomila; dia durante 16 dias enxaguante bucal de demonstraram _muco_5|te
doduplo  induzidapor grupo I consecutivos, sendo 0 1°  solugéo salina. melhores resultados  Induzida por
cego. QT. solucéo salina. dia de uso no dia em que em ambas variaveis QT.
se iniciou a QT. Uso idéntico ao com p=0,027 e
grupo camomila. p=0,017.
Pourdeghat Comparar os  Total de 62 QT com O grupo de controle O uso do enxaguante Avaliacdo da A frequénciae a O enxaguante  Valor
kar et al. efeitos do criangas (6 a15 citarabinae utilizou enxaguante (sucralfato, MO de acordo severidade da MO no  bucal com absoluto: 20.
1209017 enxaguante & anos) com LLA  metotrexato. bucal com camomila, 3 aloupurinol, comaescalada  7°dia p6s-QT nédo camomila foi
base de foram divididas vezes ao dia, com inicio  bicarbonato 7,5% em  OMS. foram significativas  gficaz na
Ird Zlgzrﬁ)]térr:ﬂgl em 2 grupos: 1 diaantesda QT e que soro f|3|0|0_g|co) se (p=0,46) nos 2 prevencio da 54,05%
grupo de se estendeu por 28 dias iniciou 1 dia antes da grupos. MO em
Ensaio na controle consecutivos. QT e continuou por No 14°dia p6s-QT, 0 .o at(_anld_eram aos
clinico prevencéo (camomila) e 14 dias consecutivos. grupo camomila cas criterios.
randomiza da MO grupo teste. Apos a escovagdo, 0s demonstrou melhores oncologicas.
do duplo induzida por pacientes realizaram indices no controle da
cego QT em bochecho 3 vezes ao MO (p=0,001).

criangas com
cancer.

dia.

Legenda: CCP: cancer de cabeca e pescoco; MO: mucosite oral; QT: quimioterapia; OMS: Organizagdo Mundial da Saude; LLA: leucemia linfoblastica aguda; 5-FU: 5-fluorouracil;
cGY: centigray; TCTH: transplante de células-tronco hematopoiéticas.

Fonte: autoria propria.
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O risco de viés foi considerado baixo para os estudos incluidos. Houve uma
diminuicdo minima na qualidade metodoldgica, pois, em alguns estudos, informacoes
sobre o cegamento de avaliadores de desfecho ndo estavam presentes™ 115 118120 (Figura
2).

Figura 2 — Resumo dos métodos de revisdo: avaliacdo dos revisores e autores em cada aspecto
metodologico (apresentacdo da qualidade de cada item nos estudos incluidos, com base no
Instrumento de Colaboracgdo da Cochrane®) (LBO, UFBA, 2021).

Cegamento de avaliadores de desfecho (wiés de detecgiio)

+
.' . . . . . Desfechos incompletos (viés de atrito)

Oeultagiio de alocagio (viés de selegiio)

Bahramnezhad et al.. 2015

Braga et al_ 2015

Dos Reis et al., 2016

-~ . . . Geragho de sequéncia aleatoria (viés de selegho)

® e ee
-~ . . . . . Cegamento participantes e profissionais (wiés de performance)

Fiddler et al.. 1996

e . ~ . . Relato de desfecho seletive (viés de relata)

- . . . . . Outras fontes de vieses

Pourdeghatkar et al., 2017 ?

Shabanloei et al.. 2009

LIS

Fonte: autoria propria.
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4.1.4 Discussao

O presente estudo objetivou realizar uma revisdo sistematica da literatura sobre a
acdo da camomila topica no manejo da MO radioquimioinduzida por meio de ensaios
clinicos. Com o objetivo de maximizar a avaliacdo e a utilizacdo das informacdes
apresentadas pelos estudos, foi utilizada a estratégia PICO (paciente, intervencéo,
comparacdo e desfecho)®. Quatro dos seis ensaios incluidos na presente revisdo
sugerem que a aplicacdo da camomila apresenta capacidade de prevenir ou tratar lesdes
de MO em pacientes oncoldgicos submetidos a regimes de condicionamento
mieloablativos para o transplante de células-tronco hematopoiéticas'®'?°, bem como em

pacientes com neoplasias malignas solidas, sob tratamento quimioterapico®>1°,

Com relacdo a populacéo estudada, apesar de haver uma ampla variacdo entre as
idades dos pacientes oncologicos incluidos, dos seis aos 64 anos, observou-se que, além
dos resultados positivos referentes a camomila no manejo da MO?*16119120 |3 foi bem
aceita e tolerada pela maioria dos pacientes de todas as faixas etérias, que, mesmo sob a
presenca de efeitos comuns da terapia oncoldgica, como nauseas, enjoos e vomitos, ndo

manifestaram queixas severas sobre esse agente natural>®.

De acordo com a metodologia empregada para avaliacdo da MO, todos os estudos
adotaram a mesma escala de graduagdo®?!, o que favorece a padronizagdo da analise
clinica dos resultados de forma mais fidedigna, uma vez que os mesmos critérios foram
adotados para avaliacdo do processo de reparo tecidual. Ademais, embora existam
varios sistemas de afericdo da MO, a classificacdo proposta pela OMS combina
diferentes aspectos objetivos e subjetivos da mucosite, pois analisa, de forma ampla e
prética, os sinais, sintomas e disturbios funcionais dos pacientes oncoldgicos, o que
torna sua aplicacdo simples e rapida, além de determinar uma pontuacdo global

eficaz!??,

Todos os estudos adotaram o uso da camomila topica no manejo da MO,
conforme critério de inclusdo estabelecido. Todavia uma diferenca que pdde ser
observada entre os trabalhos estd no padrdo de forma de uso e apresentacdo. Nos
estudos de dos Reis et al.’® (2016), Braga et al.'® (2015) e Shabanloei et al.''° (2009),
houve a producéo do enxaguante a partir de flores da planta, enquanto Bahramnezhad et
al.1*® (2015) e Pourdeghatkar et al.1?° (2017) utilizaram diferentes tipos de enxaguante de

camomila comercialmente disponiveis no Ird e, de forma semelhante, Fidler et al.l!8
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(1996) adotaram o uso da mistura de camomila concentrada (ASTA Medica,
Incorporated, Hackensack, NJ) diluida em &gua, o que originou um antisséptico bucal.
De forma diferente, dos Reis et al.™® produziram chips de gelo de camomila, o que
possivelmente configura uma acdo conjugada dos efeitos benéficos desse agente natural
com a crioterapia, através da promocdo de vasoconstriccdo local. De acordo com a
OMS, em 1999'7, as formas de apresentacdo da camomila também incluem flores secas,
extrato liquido (1:1 em 45% de &lcool), tinturas e outros galénicos. Além disso, ela
também pode ser encontrada sob a forma de vapor, capsula ou comprimido cum extrato
seco, tinturas, infuséo e 6leo volatil*®. Com relacio a administragdo topica da camomila,
0 uso variou de duas?® até quatro vezes ao dial'®. Dois estudos ficaram no meio termo e
realizaram aplicacdo topica diaria de trés vezes''®12°, Apesar de haver diferenca entre as
formas de producdo, posologias e uso da camomila, a maioria dos estudos
demonstraram efeitos satisfatorios da camomila topica, no que diz respeito a menor
ocorréncia ou diminuicdo da gravidade das lesdes de MQO™16119120 hem como na

sintomatologia dolorosa associada a essas lesdes'®119,

O efeito favoravel da camomila topica, de acordo com os estudos incluidos, se
deve a suas propriedades medicinais ja previamente estabelecidas, que inclui a agédo
anti-inflamatoria e analgésica, devido a presenga do camazuleno, alfa bisabolol, 6xidos
de bisabolol, espirdmetros e compostos flavonoides®1%123, De acordo com dois dos seis
estudos incluidos na presente revisdo>¢, a camomila foi eficaz no manejo da mucosite
pertencente a cascata da inflamagao. Além disso, Braga et al.'® (2015) afirmaram que a
quantidade de apigenina-7-glicosideo, que representa um composto flavonoide,
determina a atividade anti-inflamatoria desse agente natural. Todavia, no estudo
realizado por Fidler et al.}'® (1996), os resultados obtidos ndo constataram que a
camomila foi superior ao grupo placebo, no que diz respeito a diminuicdo da severidade
das lesdes de MO induzida por 5-FU. Um possivel fator para esse resultado se deve ao
fato de que os pacientes de ambos os grupos foram submetidos a crioterapia antes de
cada dose de quimioterapia. Esse mecanismo, por si so, ja& confere a prevencdo da
mucosite induzida por quimioterapicos com meia vida curta, como é o caso do 5-FU, de
acordo com o guia proposto pela Associacdo Multinacional de Cuidados de Suporte em
Cancer, Sociedade Internacional de Oncologia Oral (MASCC/ISSO)!!!. Dessa maneira,

esse resultado deve ser avaliado com cautela, uma vez que a unido de duas modalidades
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terapéuticas consideradas preventivas no manejo da mucosite pode configurar um viés,

quando comparada com estudos que utilizaram a camomila topica de forma exclusiva.

Por esse motivo, o estudo de dos Reis et al.'® (2016) avaliou ndo somente a
capacidade reparadora como também o potencial de analgesia desse agente natural,
através da aplicacdo de escala visual analdgica. De acordo com os resultados obtidos, a
percepcdo de dor no grupo de controle foi maior em relacdo ao grupo camomila em
todos os periodos de avaliacdo, que ocorreram no 8°, 15° e 22° dia pos-quimioterapia, 0
que confirma o potencial analgésico da camomila, o qual, de acordo com Braga et al.'®,

se deve a capacidade de inibicdo da COX-2.

Um unico estudo avaliou o efeito da camomila topica na prevencdo da MO em
pacientes submetidos a radioterapia em regido de cabeca e pescoco!'®. Os resultados néo
revelaram superioridade desse agente natural em relacdo ao colutério com mel natural.
Uma das possiveis causas se deve ao fato de que a cascata bioldgica de inducdo da
mucosite radioinduzida é diferente em relacdo a mucosite relacionada com agentes
quimioterapicos!??, pois a radioterapia compreende a utilizagdo de radiacdo ionizante
diretamente no alvo, com efeito locorregional, enquanto a quimioterapia envolve a
aplicacdo sistémica de agentes quimicos, com capacidade de agir nas células do
organismo humano com altas taxas de replicacdo, o que inclui a cavidade orall%107,
Diante desse contexto, de acordo com a MASCC, I1SSOM!, existem terapias que s&o
recomendadas de forma exclusiva para 0 manejo da MO quimioinduzida, como € o caso
da crioterapia. A benzidamina, um anti-inflamatério ndo esteroidal de uso tdpico, é
recomendada para a prevencdo dessas lesdes em pacientes sob radioterapia que recebem
dose de irradiacio moderada (< 50 Gy)!!3. De forma complementar, a literatura sugere o
uso de outras terapias direcionadas para a mucosite proveniente de todas as terapias
oncologicas, como é o caso de protocolos adequados de higiene oral, o que inclui a

escovacao associada com orientagio de higiene oral e cuidados profissionais®?,

Dentre 0s possiveis motivos para os achados de dois estudos serem contraditorios,
estdo as diferencas metodoldgicas, o que inclui a forma de apresentacdo da camomila e
a aplicacdo em diferentes grupos oncoldgicos'®>!!8, Todavia, ao se considerar que esses
pacientes fazem uso de uma gama de medicamentos devido a sua condi¢do sistémica
associada ao aumento dos gastos gerados pela terapia antineoplasica, a busca por
alternativas terapéuticas de facil acesso e baixo custo se torna necessaria, o que favorece

a realizagdo de estudos que utilizem agentes naturais, dentre eles, a camomila. Além
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desse fato, a camomila é bem tolerada pelo organismo, conforme foi demonstrado no
estudo de Braga et al.’®, em que 84% dos pacientes atribuiram a camomila um sabor
muito agradavel ou agradavel, e no estudo de dos Reis et al.’®, em que nenhuma
toxicidade em relacdo a camomila foi observada. Dessa maneira, 0 aumento progressivo
de seu consumo torna-se viavel, conforme foi demonstrado na presente revisdo, em que
quatro dos seis estudos foram realizados entre os anos de 2015 e 2017. Ressalta-se que,
por falta de regulamentagdo rigorosa, a necessidade de o fabricante nutracéutico
comprovar eficacia, seguranca e qualidade de um produto comercializado € menos
reforcada em relacdo ao setor farmacéutico. Portanto, muitos produtos disponiveis

podem ser ineficazes devido a uma menor fiscalizagéo.

Com relagdo ao periodo final de avaliacdo da MO, houve uma variagdo entre o 14°
dia apds o inicio da terapia oncoldgica até o 22° dia. Todavia essa diferenca entre os
estudos ndo configura viés metodoldgico, uma vez que todos abrangem o periodo em
que se espera desenvolver lesbes de MO pdés-infusdo quimioterapica ou pos-radioterapia
em cabeca e pescoco.

Vale ressaltar que revisdes sistematicas e metanalises estdo no topo da hierarquia
da evidéncia cientifica, de modo que a pratica baseada nesses tipos de estudos pode ser

realizada, desde que possua comprovagao constatada'?>*2°.

No geral, a maioria dos estudos demonstrou adequada ocultacdo de alocagéo e
cegamento de avaliadores e desfecho. Dos seis estudos analisados, quatro apresentaram,
de forma clara, a ocultacdo de aloca¢io'>!6115118 e em um estudo'?, essa avaliacio
ndo foi possivel. Ressalta-se 0 potencial viés relacionado ao nimero limitado de artigos
disponiveis nas bases de dados, 0 que levou a procura por artigos com grau de evidéncia

reduzido.

Algumas limitacbes foram observadas durante a elaboracdo da presente revisao
sistematica. No estudo de Shabanloei et al.'® (2009), n&o foi informada a idade minima
dos pacientes incluidos e ndo houve especificacdo dos sitios envolvidos, bem como dos
agentes quimioterapicos utilizados. De forma semelhante, Fidler et al.!'® (1996) ndo
informaram os tumores solidos envolvidos no tratamento oncoldgico. Por fim,
Bahramnezhad et al.}*® (2015) n&o esclareceram a quantidade de administracdo diaria da
camomila topica, pois somente disponibilizaram a informag&o que o enxague ocorreu
por 60 segundos, durante trés semanas. Devido a essas limitagdes, recomenda-se

fortemente a realizacdo de novos ensaios clinicos controlados, que visem ao uso da
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camomila topica no manejo da MO, uma vez gque nao existe terapia isolada considerada
padrdo-ouro para a prevencéo e (ou) tratamento dessa condicao debilitante dos pacientes
oncoldgicos, 0 que, muitas vezes, requer a interrupcao da terapia antineoplasica, com

diminuicdo da qualidade de vida ou até mesmo risco de 6bito do paciente?2106:111.112,

4.1.5 Conclusao

Com base no que foi apresentado, pode-se considerar que a terapia topica com
camomila, no manejo preventivo e terapéutico da MO quimioinduzida em pacientes
oncologicos com faixa etaria ampla, parece ser bem indicada. Ademais, por ser um
agente natural de facil acesso e baixo custo, mais estudos de alta qualidade séo
necessarios para melhor estabelecer dosagem, concentracdo, intervalo de aplicacdo e
duracdo do tratamento. A eficacia clinica da planta determinara protocolos Gteis para
seu emprego, além de melhorar a qualidade de vida dos pacientes oncologicos. Vale
ressaltar que o estadiamento e o tipo de cancer, bem como 0s agentes quimioterapicos e
0 numero de ciclos utilizados, sdo fatores que interferem no manejo da mucosite e

devem ser considerados.



68

4.2 ARTIGO 2

AVALIACAO DA APLICACAO DA MATRICARIA RECUTITA ISOLADA OU
EM ASSOCIACAO A TERAPIA FOTODINAMICA NO REPARO TECIDUAL
EM DORSO DE LINGUA DE RATOS

Juliana Borges de Lima Dantas?, Tila Fortuna?, Horténcia Resende Della Cella®, Fabio Luis
Meneses de Sousa da Silva“?, Rejane Conceicdo Santana®, Gabriela Botelho Martins®

! Doutoranda do Programa de P6s-graduacdo em Processos Interativos dos Orgéos e Sistemas.
Instituto de Ciéncias da Salde da Universidade Federal da Bahia (ICS, UFBA).

2 Doutora do Programa de Pds-graduagdo em Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas.
Instituto de Ciéncias da Salde da Universidade Federal da Bahia (ICS, UFBA).

% Graduada de Odontologia. Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia
(FOUFBA).

4 Responsavel pelo Laboratério de Histologia e Embriologia (LHE) da Faculdade Adventista da
Bahia (FADBA).

% Doutora em Patologia Humana pela UFBA. Professora Associado do Instituto de Ciéncias da
Salde da Universidade Federal da Bahia (ICS, UFBA).

® Doutora em Estomatologia Clinica pela PUCRS. Professora Associado do Instituto
Multidisciplinar de Reabilitacdo e Saude da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

Endereco de correspondéncia:
Juliana Borges de Lima Dantas

Endereco: Av. Reitor Miguel Calmon s/n, Vale do Canela, 4° andar (sala 413).
Laboratorio de Bioquimica Oral do Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Bahia. CEP 40.110-100. Salvador, Bahia, Brasil.

Tel.: (+55) (71) 3283-8891

E-mail: judyborges@gmail.com



69

Resumo

Introducéo: As Ulceras sdo lesbes comuns em mucosa oral. A busca por tratamentos
que acelerem a cicatrizagcdo dessas lesdes constitui interesse constante. A Matricaria
recutita € uma planta com propriedade antimicrobiana, anti-inflamatoria e cicatricial,
enquanto a terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa) erradica microrganismos,
favorecendo o reparo tecidual. Objetivo: Avaliar o efeito da camomila associada ou néo
com a TFDa no reparo tecidual em dorso de lingua de ratos. Material e métodos:
Setenta e cinco ratos Wistar machos, foram submetidos a realizacdo de uma Ulcera
padronizada em dorso lingual com punch de 5 mm de didmetro e alocados
randomicamente nos grupos: controle (G1), extrato fluido camomila (G2), infusédo
camomila (G3), TFDa (G4), infusdo camomila + TFDa (G5). No 3° no 7° e no 14° dia
ocorreu a eutanasia e a medicdo das Ulceras com paquimetro. AvaliacBes de edema,
infiltrado inflamatodrio, celularidade, reepitelizacdo e caracterizagdo do colageno foram
realizadas em sec¢des coradas com hematoxilina e eosina e sirius vermelho. Anélises
histomorfométricas do percentual de colageno, da distancia da camada basal a superficie
epitelial e da espessura da camada cornea foram realizadas. Resultados: O G2 modulou
positivamente as fases iniciais do reparo, tanto clinica (p<0,0001) como
histologicamente, tanto na andlise descritiva como na inferencial (p<0,05). O G3
mostrou diferenca significativa em relacdo ao G1 no parametro clinico (p<0,0001). O
G4 e o G5 ndo modificaram o reparo tecidual. Conclusdo: O extrato fluido de
camomila exerceu melhores efeitos no reparo tecidual nas linguas dos ratos. Houve
diferenga nos parametros clinicos, histologicos e histomorfométricos entre os grupos
experimentais da presente investigacéao.

Palavras-chave: Camomila. Matricaria. Terapia fotodindmica. Azul de
metileno. Cicatrizacéo.

Abstract

Introduction: Ulcers are common oral cavity lesions. The search for treatments that
accelerate the healing of these lesions is of constant interest. Matricaria recutita is a
plant with antimicrobial, anti-inflammatory, and healing properties, and antimicrobial
Photodynamic Therapy (aPDT) eradicates microorganisms, which favors tissue repair.
Objective: To evaluate the effect of the topical use of chamomile with or without aPDT
on tissue repair in the dorsum of the tongue of rats. Material and methods: Seventy-
five male Wistar rats underwent standardized ulceration on the dorsum of the tongue
using a punch of 5 mm diameter and were randomly allocated into the following
groups: control (G1), Chamomile Fluid Extract (G2), Chamomile Infusion (G3), aPDT
(G4), and Chamomile Infusion + aPDT (G5). On the 3rd, 7th, and 14th days
postoperatively, euthanasia was performed, and the ulcers were measured using
calipers. The presence of edema, inflammatory infiltrate, cellularity, re-epithelialization,
and characterization of total collagen were evaluated using sections stained with
Hematoxylin and Eosin and Red Sirius. Histomorphometric analyses 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: G2 positively modulated
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the exudative and proliferative phases of repair, both clinically (p<0.0001) and
histologically, whether in descriptive or inferential analyses (p<0.05). G3 showed a
significant difference in clinical parameters compared with G1 (p<0.0001). G4 and G5
did not positively modulate tissue repair. Conclusion: The chamomile fluid extract
showed better outcomes for tissue repair in the rat tongue. There were differences in the
clinical, histological, and histomorphometric patterns among this study’s experimental
groups.

Keywords: Chamomile. Matricaria. Photochemotherapy. Methylene blue. Wound
healing.

4.2.1 Introducéo

As Ulceras constituem as lesdes mais frequentes da cavidade oral. Caracterizam-
se por dor e desconforto, em virtude da perda de epitélio e exposicdo das terminagdes
nervosas do tecido conjuntivo subjacente, o que afeta a qualidade de vida dos
individuos®®!?’, Por apresentarem etiopatogenia variada, o que inclui trauma, processos
infecciosos, inflamatdrios e doencas imunologicamente mediadas, seu tratamento,
muitas vezes, torna-se complexo, principalmente em circunstancias em que essas lesoes
se tornam infectadas®®128,

Existem diversas opc¢des terapéuticas capazes de promover a cicatrizacdo dessas
ulceras, com modificacBes das fases do processo de reparo, as quais podem ser usadas
de forma isolada ou em combinagdo*®. Dentre os principais recursos utilizados para
acelerar o reparo tecidual, destacam-se o0s agentes sintéticos, que incluem os
antimicrobianos e imunomoduladores®?®, além da fotobiomodulacdo laser’, que se
caracteriza por ser um dispositivo com emissdo estimulada de radiagdo ndo ionizante* 7.
Além desses recursos, nas Ultimas décadas, o uso crescente de ervas medicinais tornou-
se frequente em virtude de facil acesso, baixo custo e minimos efeitos adversos
descritos. O potencial terapéutico desses agentes naturais tem estimulado seu uso para o
tratamento de diversas enfermidades, inclusive as tlceras em cavidade oral>®%°,

A camomila, também conhecida como Matricaria recutita, € uma das infusdes
mais utilizadas em todo o mundo. E uma planta medicinal natural, pertencente a familia
Asteraceae, amplamente conhecida e de alta disponibilidade ao publico, cujos capitulos
florais apresentam propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas, antiespasmadicas,
antioxidantes, sedativas e cicatriciais>®. Apresenta cerca de 120 componentes bioativos,

em que se destacam os compostos fendlicos, responsaveis pela acdo antioxidante®®,
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flavonoides e seus derivados (apigenina, luteolina, patulenina e quercetina), a-bisabolol
e sesquiterpenos relacionados, além dos camazulenosl®. Ja sua atividade anti-
inflamatoria e antimicrobiana é atribuida aos compostos flavonoides, camazulenos e
sesquiterpenos. De forma adicional, os flavonoides inibem a liberacdo de histamina, e o
a-bisabolol promove a formacdo de tecido de granulacdo na cicatrizacdo de
ferida529,55,59,130_

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa), por sua vez, é uma modalidade
terapéutica utilizada com a finalidade de reduzir e (ou) eliminar microrganismos através
do principio de interacdo entre um corante fotossensibilizador, uma fonte de luz com
comprimento de onda apropriado sob um tecido oxigenado, com consequente formagéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e foto-oxidacdo de virus, bactérias, parasitas e
fungos®:3+6667.131 'Na odontologia, a TFDa se mostrou eficaz no tratamento de lesbes de
herpes labial recorrente’, na doenca periodontal'®? e na descontaminagio de implantes
dentarios!33. Apesar de ser uma terapia potente na erradicagdo de microrganismos, o que
contribui de forma indireta para o processo de reparo tecidual, uma vez que muitas
dessas feridas se encontram contaminadas, os beneficios da TFDa, como agente
modulador da cicatrizacdo, ndo se encontram bem elucidados na literatura, e 0s poucos
estudos sobre essa abordagem apresentam resultados contraditorios?6:28.75.97.134

Apesar dos resultados promissores da camomila e da TFDa no reparo, na
literatura vigente ndo foram encontrados estudos que abordassem a associacdo desses
agentes, e se, em conjunto, possuem sua acdo potencializada ou modificada. Dessa
maneira, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da camomila (Matricaria
recutita) associada ou ndo com a TFDa no reparo tecidual em ferida cirirgica em dorso

de lingua de ratos.

4.2.2 Material e métodos

4.2.2.1 Trabalho experimental em modelo animal

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do ICS da UFBA, sob nimero de protocolo 3562050618. Trata-se de
um estudo experimental laboratorial, com uso de modelo animal, cuja amostra

contemplou 75 ratos machos Wistar, Rattus norvegicus albinus, com peso entre 200 e
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230 g e com duas a trés semanas de vida. Os animais foram alojados em gaiolas
plasticas especificas, em grupos de cinco, com boas condi¢Bes de iluminacgdo (ciclo
claro e escuro de 12 em 12 horas) e temperatura de = 24 a 26°C, submetidos a uma dieta
comercial (Racdo Nuvilab, Quimtia, Colombo-PR, Brasil) e dgua ad libitum durante
todo o experimento. Todos 0s animais passaram por um periodo de adaptacdo de sete

dias no ambiente do biotério.

4.2.2.2 Procedimento cirdrgico

Houve pesagem inicial de todos os animais com balanca-padrdo (Toledo, S&o
Bernardo do Campo, SP, Brasil), os quais, sequencialmente, foram anestesiados com
uma mistura cloridrato de cetamina 10% (Ketamina®, Farex do Brasil Ltda., Porto
Alegre, Brasil) e cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®, Syntec, S&o Paulo, Brasil) na
proporcdo de 90mg/kg e 5mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal. O
procedimento cirurgico compreendeu o dia zero (DO) do experimento, em que foi
confeccionada uma Uulcera padronizada no centro do dorso da lingua dos ratos,
utilizando-se bisturi circular tipo punch de 5 mm de didmetro (Biopsy Punch, Stiefel,
Alemanha) e aproximadamente 1 mm de profundidade, limitada a mucosa, sem
comprometimento muscular. A Glcera foi medida com o uso de paquimetro analogico de

150 mm (Zaas, Floriandpolis, Brasil), por um Unico avaliador, previamente calibrado.

4.2.2.3 Grupos experimentais

Apo6s a realizacdo do procedimento cirdrgico (DO), os animais foram alocados
randomicamente em cinco grupos experimentais, conforme € descrito a seguir. A Figura

1 representa um fluxograma de todas as etapas do estudo.
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Figura 1 — Fluxograma representativo de todas as etapas do estudo (LBO, UFBA, 2022).
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Fonte: autoria prépria.

Grupo de controle (G1) — Quinze animais foram submetidos a aplicacao de soro
fisioldgico (0,9%), com uso de haste flexivel plastica com algoddes nas extremidades
(Cotonetes, Johnson & Johnson, S&o Paulo, Brasil), sob uso diario, de 12 em 12 horas,

que se iniciou no DO, logo apos a cirurgia.

Grupo extrato fluido (G2) — Quinze animais foram submetidos a aplicacédo
topica de extrato fluido de camomila 10% (Ad-Muc®, Biolab, Sdo Paulo, Brasil)*, com
auxilio de haste flexivel plastica com algoddes nas extremidades, sob uso diario, de 12
em 12 horas, conforme é preconizado pelo fabricante do medicamento, sendo a primeira

dose realizada no DO, imediatamente ap0s a cirurgia.

*Composicdo do Ad-Muc®: 100 mg de extrato fluido de Chamomilla recutita (L.) Rauschert para cada grama
de pomada. Demais ingredientes: glicerol, alcoois de lanolina, cetostearil alcool, petrolato de sédio macio
branco, goma xantana, metilparabeno, esséncia de horteld-pimenta, tintura de mirra, 6leo mineral, sacarina
sédica e agua purificada®®.
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Grupo camomila infus@o (G3) — Quinze animais foram submetidos a aplicacéo tdpica
diaria de infusdo de camomila (Chéas Real®, Parana, Brasil) de 8 em 8 horas, através da
simulacdo de um bochecho, sob auxilio de um conta gotas, em que uma média de cinco
gotas, contemplando um total de 0,25 ml de infuso foi despejado no dorso lingual. O
conteddo foi obtido atraves da infusdo de 01 saché submerso em 250 ml de agua
fervente por 3 minutos, conforme orientacdo do fabricante. Sequencialmente, foi
resfriado a temperatura de 20 a 22°C, e armazenado por um periodo de até 24 horas. A

primeira dose foi realizada no DO, imediatamente apds a cirurgia.

Grupo TFDa (G4) — Quinze animais foram submetidos a aplicacdo do corante
azul de metileno a 0,01% (Chimiolux; Hydro-Farma, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil) durante 3 minutos, com haste flexivel, seguida pela irradiacdo com o laser de
baixa poténcia (LBP) (Laser DMC® Therapy EC, Sdo Carlos, S3o Paulo, Brasil), em
modo continuo, poténcia de 100 mW, comprimento de onda de 660 nm, area de saida de
0,028 cm2, densidade de energia de 117,85 J/cm?, 3,3 J de energia no centro da Glcera e
33 segundos de aplicacdo, de acordo com o protocolo proposto por Sperandio et al.%

(2010), aplicado em dias alternados, com inicio no DO, imediatamente ap0s a cirurgia.

Grupo camomila infusdo + TFDa (G5) — Quinze animais foram submetidos a
aplicacdo tdpica diaria de infusdo de camomila de 8 em 8 horas, associada a TFDa, em
dias alternados, no turno matutino, conforme é descrito acima para os grupos isolados.
A infusdo de camomila foi aplicada apds a realizacdo da TFDa. A primeira aplicacdo

ocorreu imediatamente ap0s a cirurgia, no DO do experimento.

Para a realizacdo dos procedimentos de aplicacdo dos agentes moduladores, 0s
animais foram contidos por um dispositivo plastico atraumatico, conforme modelo
utilizado por Pelisser, Vier-Pelisser, Fontanella, Figueiredo'®? (2007), com reducédo do
estresse dos animais. Ainda nos grupos em que foi utilizada a camomila, os animais

foram mantidos sem &gua e alimento por um periodo de 30 minutos.

4.2.2.4 Avaliacéo clinica

Caracteristicas macroscopicas do processo de reparo das uUlceras em dorso de
lingua foram analisadas diariamente, no turno matutino, com auxilio de luz ambiente,

espatulas de madeira e elasticos para auxilio na abertura de boca dos animais. Tal
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avaliacdo obteve a classificagdo "presente”, quando eram observados sinais clinicos da
presenca da ferida, e "ausente", quando a Ulcera se encontrava ausente e o processo de

reparo havia sido completado macroscopicamente.

Nos dias da eutanasia, a inspecdo visual foi mais precisa e, com o auxilio do
mesmo paquimetro analdgico utilizado no DO, o diametro da ferida foi registrado em
milimetros ap6s a eutanasia, quando ainda presente, e a mensuracdo correspondia ao
longo eixo da lingua dos animais. A afericdo foi realizada por um Unico avaliador,

previamente calibrado.

4.2.2.5 Morte dos animais

Os animais foram eutanasiados também no turno da manhd, mediante
randomizacdo e por administracdo de anestésico injetavel de cloridrato de cetamina
10%, associado ao cloridrato de xilazina 2%, na mesma seringa, através da técnica de
aprofundamento anestésico, com administracdo por via intraperitoneal com
90:10mg/kg. Os periodos de morte estabelecidos foram trés, sete e 14 dias apds a

cirurgia em mucosa de dorso lingual.

4.2.2.6 Processamento histologico

Apbs constatacdo do Obito, os espécimes de lingua dos animais foram obtidos por
autopsia com auxilio de uma lamina de bisturi n® 15 (Descarpack, Santa Catarina,
Brasil) e uma tesoura goldman fox (Golgran, Sdo 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 Laboratério 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.
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4.2.2.7 Avaliacdo morfoldgica e morfométrica

Anélise histologica das sec¢des coradas por HE foram feitas as cegas e em
triplicata, com intervalo minimo de uma semana entre elas, por um examinador
previamente calibrado, em que a presenca de edema, infiltrado inflamatério e
celularidade fibroblastica foi avaliada de forma semiquantitativa e codificada com os
escores que variaram de intensa (+++), moderada (++), discreta (+) e ausente (0),
conforme é descrito por Medrado et al.**® (2008).

Nas mesmas seccdes, foi avaliada, também em triplicata, a predominancia
caracteristica do tipo de infiltrado inflamatdrio, categorizado como polimorfonuclear ou
monomorfonuclear, além do grau de reepitelizacdo, nesse caso classificada como
ausente, parcial, completa desorganizada ou completa organizada. Nesse Gltimo caso,
considerou-se a presenca de epitélio com todas as suas camadas e a observacdo da
diferenciacédo das papilas linguais.

Na analise morfoldgica das seccdes coradas com sirius vermelho, avaliou-se o
padrdo de deposicdo e espessura das fibras coladgenas (se espessas ou delicadas), o
padrdo de alongamento (se organizado ou desorganizado) e a profundidade de
deposicédo no local da ferida (normal ou aumentada).

Para a analise morfométrica, utilizou-se o Software Motic Images Plus 2.0 (Motic,
Barcelona, Espanha). Essa avaliacao 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 sec¢des teciduais coradas em HE, em objetiva de 10x, através da camera
acoplada ao microscopio. Nos casos em que ndo havia Ulcera presente, 0 nimero 0
(zero) foi atribuido como medida. As mensuracdes lineares, realizadas em pm,
incluiram a distancia da camada basal a camada da superficie epitelial (DCBCSE) e a
espessura da camada cdrnea (ECC).

A andlise 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 padronizacio da area de 720.000 pm? da imagem, em que se considerou a
altura de 800 pum e o comprimento de 900 pm, por dois examinadores cegos,
previamente calibrados, realizada também a partir das capturas de trés areas distintas
das seccdes teciduais das duas bordas e do centro da Ulcera, coradas em sirius vermelho,

na objetiva de 10x.
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4.2.2.8 Andlise 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 a analise quantitativa do percentual de colageno.

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

Foram realizadas andlises de reprodutibilidade interavaliador para as variaveis
porcentagem de area de colageno e medida morfométrica linear. Para isso, foram
utilizados o teste t pareado e a andlise de correlacdo intraclasse. A interpretacdo do
coeficiente de correlacio intraclasse (CCI) foi feita de acordo com Fleiss, Levin, Paik!®
(2013), que consideram coeficientes abaixo de 0,40 como pobres, de 0,40 até abaixo de
0,75 como satisfatérios e igual ou acima de 0,75 como excelentes. 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-se os efeitos de grupo e tempo, bem como a
interacdo entre eles, para analisar a porcentagem de area de colageno. Para medidas
morfométricas, foram considerados, no modelo, os efeitos de grupo, tempo e ECC, bem
como as interacdes duplas e triplas entre eles. Para a avaliacdo clinica da ulcera, foi
utilizado um modelo linear generalizado misto para medidas repetidas no tempo. As
associacdes entre o grupo e a 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 Andlise clinica

Na Tabela 1, encontram-se os dados clinicos relacionados ao nimero de animais
com presenca de Ulcera e suas respectivas porcentagens em cada grupo experimental, ao
longo do tempo. PAde-se observar que, do 8° ao 12° dia, houve diferenca significativa

entre os grupos (p<0,05) quanto a porcentagem de animais com Ulcera. No 8° dia, todos



78

o0s animais do G1, G4 e G5 apresentavam ulcera. A cicatrizacdo foi mais acelerada para
as duas formulagbes da camomila, ou seja, nos grupos G2 e G3, com regressao
completa das Ulceras no 9° dia de experimento, seguidos pelo G5, com cicatrizacéo total
no 11° dia. O G4 obteve o0 mesmo indice no 12° dia, e, por fim, o G1 demonstrou

cicatrizacao das Ulceras de todos os animais no 14° dia.

Tabela 1 — NUmero de animais com Ulcera/nimero total de animais no grupo (%), em cada

grupo, no decorrer do tempo (LBO, UFBA, 2022).

Dia Gl G2 G3 G4 G5 p-valor
DO  15/15(100,0%)  15/15(100,0%)  15/15(100,0%)  15/15(100,0%)  15/15 (100,0%) -
D1 15/15 (100,0%) 15/15 (100,0%) 15/15 (100,0%) 15/15 (100,0%)  15/15 (100,0%) -
D2 15/15 (100,0%) 15/15 (100,0%) 15/15 (100,0%) 15/15 (100,0%)  15/15 (100,0%) -
D3 15/15 (100,0%) 15/15 (100,0%) 15/15 (100,0%) 15/15 (100,0%)  15/15 (100,0%) -
D4 10/10 (100,0%) 10/10 (100,0%) 8/10 (80,0%) 10/10 (100,0%)  10/10 (100,0%) 0,1412
D5 10/10 (100,0%) 10/10 (100,0%) 8/10 (80,0%) 10/10 (100,0%)  10/10 (100,0%) 0,1412
D6 10/10 (100,0%) 10/10 (100,0%) 7/10 (70,0%) 10/10 (100,0%)  10/10 (100,0%) 0,0230
D7 10/10 (100,0%) 9/10 (90,0%) 7/10 (70,0%) 9/10 (90,0%) 10/10 (100,0%) 0,2011
D8 5/5 (100,0%) 3/5 (60,0%) 1/5 (20,0%) 5/5 (100,0%) 5/5(100,0%)  0,0048
D9 5/5 (100,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 4/5 (80,0%) 5/5 (100,0%)  <0,0001
D10  5/5(100,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 2/5 (40,0%) 1/5 (20,0%) 0,0011
D11 4/5(80,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 1/5 (20,0%) 0/5 (0,0%) 0,0146
D12  3/5(60,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0,0154
D13 2/5 (40,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0,1231
D14 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) 0/5 (0,0%) -

Teste Exato de Fisher.
Fonte: autoria propria.

Com relacdo ao tamanho da ferida cirdrgica, na Tabela 2, observa-se que, no
tempo inicial (D0), ndo havia diferenca significativa entre os grupos quanto a medida da
ulcera (p>0,05), o que confere a padronizacdo esperada nesse periodo. Nota-se que, na
mensuracdo realizada nos animais eutanasiados aos trés dias, o tamanho da Ulcera
exibiu maior reducdo no grupo G4 (TFDa) em relacdo aos demais grupos (p<0,05).
Com excecdo do G4, os grupos exibiram medidas equiparadas no 3° dia, incluindo o
grupo de controle. Aos sete dias, todos 0s grupos apresentaram reducéo significativa da

Ulcera em relacdo ao 3° dia do experimento. Além disso, nesse mesmo periodo, a
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medida da UGlcera foi significativamente maior no G1 do que no G4 (p<0,05).
Entretanto, 0 G4 né&o diferiu estatisticamente dos grupos que utilizaram outras terapias.
No dia 14, conforme esperado — devido ao processo cicatricial fisiologico que ocorre na

mucosa oral —, todos 0s grupos exibiram auséncia de ulcera (p>0,05).



Tabela 2 — Média (desvio padrdo), mediana (minimo e maximo) da medida em milimetros, inicial e final, da Ulcera, em fun¢do do grupo (LBO,
UFBA, 2022).

Medigdo Grupo

Tempo (dias)
3 dias 7 dias 14 dias
Mediana (minimo e Média (desvio Mediana (minimo e Meédia (desvio Mediana (minimo e

Média (desvio

padréo) maximo) padrao) maximo) padréo) maximo)
G1 9,60 (0,89) Ab 9,00 (9,00; 11,00) 9,20 (0,84) Aa 9,00 (8,00; 10,00) 9,40 (1,14) Aa 9,00 (8,00; 11,00)
G2 10,40 (0,55) Aa 10,00 (10,00; 11,00) 9,60 (0,89) Ba 9,00 (9,00; 11,00) 9,17 (0,41) Ba 9,00 (9,00; 10,00)
Inicial G3 9,20 (0,45) Ab 9,00 (9,00; 10,00) 8,90 (0,55) Aa 9,00 (8,00; 9,50) 9,10 (0,22) Aa 9,00 (9,00; 9,50)
G4 9,20 (0,45) Ab 9,00 (9,00; 10,00) 9,20 (1,10) Aa 9,00 (8,00; 11,00) 9,20 (0,84) Aa 9,00 (8,00; 10,00)
G5 9,60 (0,55) Ab 10,00 (9,00; 10,00) 8,80 (0,84) Aa 9,00 (8,00; 10,00) 9,60 (0,89) Aa 9,00 (9,00; 11,00)
G1 *7,10 (0,89) Aa 7,00 (6,00; 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) Aa 7,00 (6,00; 7,00) *4,20 (2,49) Bab 5,00 (0,00; 6,00) *0,00 (0,00) Ca 0,00 (0,00; 0,00)
Final G3 *8,00 (1,58) Aa 8,00 (6,00; 10,00) *4,10 (2,46) Bab 4,50 (0,00; 6,00) *0,00 (0,00) Ca 0,00 (0,00; 0,00)
G4 *5,60 (0,22) Ab 5,50 (5,50; 6,00) *3,60 (2,10) Bb 4,00 (0,00; 5,50) *0,00 (0,00) Ca 0,00 (0,00; 0,00)
G5 *7,80 (0,45) Aa 8,00 (7,00; 8,00) *4,50 (1,12) Bab 4,50 (3,00; 6,00) *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, € mindsculas comparando 0s grupos na
vertical dentro de cada mediacgdo) indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). p(tempo)<0,0001; p(grupo)=0,1531; p(medi¢do)<0,0001; p(tempo X
grupo)=0,0757; p(medi¢do x grupo)=0,0417; p(tempo x medi¢d0)<0,0001; p(tempo x grupo x medi¢do)=0,0061. Anélise realizada com modelo linear misto.

Fonte: autoria prépria.
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4.2.3.2 Anélise histomorfoldgica

Embora tenha sido feita a analise de todas as sec¢des histologicas obtidas, nos
resultados apresentados, optou-se por remover uma seccao histologica corada em HE do
grupo G3, referente ao 3° dia de sacrificio, e uma sec¢do do grupo G2, no 7° dia, devido
a auséncia de material biol6gico em boas condicOes para avaliacao.

A Tabela 3 demonstra a frequéncia dos resultados da avaliacdo morfologica dos
grupos de acordo com os periodos de analise. No que se refere ao parametro edema, na
fase inicial do reparo tecidual, observou-se que todo os grupos exibiram indice elevado
dessa caracteristica no 3° dia apés a realizacdo da Ulcera padronizada. No 7° dia de
experimento, o G2 se destacou por apresentar todas as sec¢oes (100%) com auséncia de
edema, enquanto o G3 e 0 G4 apresentaram somente 20% dos ratos com edema ausente.
Ao final do experimento, conforme esperado, esse parametro ndo foi observado nos
grupos G1, G2 e G3. Entretanto, os grupos submetidos a TFDa (G4 e G5) apresentaram

20% de sua amostra com edema intenso no dia 14.

Com relacdo a intensidade de células inflamatdrias, no 3° dia, apesar de todos 0s
grupos terem exibido infiltrado inflamat6rio com padrdo de moderado a intenso, o Gnico
grupo que apresentou parte das secg¢bes (20%) com auséncia do infiltrado foi o G4.
Apbs sete dias, o0 G2 foi o Unico grupo que manifestou reducdo expressiva desse
parametro, com auséncia total (100%) de células em todas as amostras. O G5 exibiu um
padrdo intermediario, em que houve dominio de infiltrado discreto nesse mesmo
periodo (60%). Os demais grupos demonstraram um padrdo persistente, com
predominancia de infiltrado moderado a intenso. Ao final do experimento, somente o
G4 e o G5 manifestaram infiltrado intenso (40%). Com relacdo ao tipo celular
predominante, no 3° dia, todos 0s grupos exibiram a predominancia de células
polimorfonucleares, conforme esperado. No 7° dia, 0 G1 e 0 G3 exibiram um padréo
celular heterogéneo, e 0 G2 ja demonstrou auséncia de células inflamatdrias. Entretanto,
nos grupos submetidos a TFDa (G4 e Gb5), observou-se o dominio de células

monomorfonucleares, que também predominaram no dia 14 em todos 0s grupos.

No que diz respeito a celularidade fibroblastica, notou-se que, no 3° dia, as
seccOes analisadas de todos os grupos ndo manifestaram celularidade e (ou)

apresentaram discreto contingente de células povoando o microambiente tecidual. No 7°
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dia, entretanto, notou-se que 0 G3, 0 G4 e 0 G5 exibiram 20% das sec¢des com
populacéo fibroblastica intensa. O G2, nesse mesmo periodo, revelou 100% das sec¢des
com celularidade moderada, enquanto o G1 demonstrou esse mesmo padrao em 40% de
sua amostra. No 14° dia, todos os grupos manifestaram um padrdo de celularidade que
oscilou entre moderado e intenso. Todavia, 0 G4 foi 0 Unico grupo que exibiu um maior
contingente de secc¢des (60%) com auséncia de populacéo fibroblastica.

Sobre o parametro reepitelizacdo, apenas 0s grupos G3 e G4 apresentaram esse
processo, iniciado no periodo de trés dias, em que 50% e 40% das seccdes,
respectivamente, obtiveram um padrdo de reepitelizacdo parcial. O padrdo completo
organizado foi observado nos grupos experimentais a partir do 7° dia, com destaque
para os que foram submetidos ao uso tdpico da camomila: 0 G2 demonstrou 100% das
seccOes re-epitelizadas, seguido pelo G3 (40%). O G4 apresentou, nesse mesmo
periodo, 20% da amostra re-epitelizada e organizada. Ao final do experimento, somente
0 G2 apresentou 100% das seccGes com a reepitelizagdo completa e organizada, com a
presenca de papilas linguais, o que equivaleu a 80% das sec¢fes do grupo G5. Somente
0s grupos submetidos a TFDa (G4 e G5) ndo apresentaram toda a sua amostra re-
epitelizada ao final do experimento. A Tabela 3 exemplifica os resultados da analise
morfoldgica das sec¢des coradas em HE. As caracteristicas histologicas observadas nos
grupos avaliados encontram-se ilustradas nas Figuras 2 e 3.

De acordo com a anéalise morfoldgica do padrdo de deposicdo do colageno total
realizada através de seccOes histoldgicas coradas em sirius vermelho, notou-se, no 3°
dia, que os grupos se aproximaram do padrdo de coladgeno desorganizado, com
espessura delicada e profundidade de deposicdo aumentada, com excecdo do grupo
submetido a aplicacdo do extrato fluido (G2), que exibiu um padrdo de deposicdo
desorganizado, porém com fibras espessas. Com o decorrer do experimento, todos 0s
grupos apresentaram um padréo similar no 7° dia, em que se observou um padrdo de
fibras espessas e desorganizadas. Contudo, no que tange a profundidade da camada
basal epitelial ao tecido muscular, ela se apresentou aumentada no G1, G3 e G4, no 7°
dia de tratamento, e permaneceu com esse padréo no 14° dia somente no G3. No dia 14,
as fibras exibiram um aspecto espesso homogéneo e com feixes ainda desorganizados
em todos os grupos, com excecdo do G2, que exibiu um padrdo espesso homogéneo,
com feixes organizados e profundidade da camada basal ao tecido muscular de
espessura normal. A Figura 4 ilustra as principais caracteristicas morfoldgicas do padrédo

de colageno dos grupos experimentais.
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Tabela 3 — Distribuicdo de frequéncias dos resultados das analises morfolégicas em funcéo do grupo e do tempo de sacrificio (LBO,UFBA, 2022).

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=5 n=4 n=5 n=4 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

Ausente 0(0,0%) 3(60,0%) 5(100%) 0(0,0%) 4(100%) 5(100%) 0(0,0%) 1(20,0%) 5(100%) 1(20,0%) 1(20,0%) 4(80,0%) 0(0,0%) 3(60,0%) 4(80,0%)

Discreto 0(0,0%)  2(40,0%)  0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 3(60,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(20,0%)  0(0,0%)

Edema Moderado 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 3(60,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(25,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)

Intenso 5(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 3(75,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 4(80,0%) 2(40,0%) 1(20,0%) 5(100%) 1(20,0%) 1(20,0%)

Ausente 0(0,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 4(100%) 2(40,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 1(20,0%) 1(20,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 3(60,0%)

i'n”fflgrt;z‘tjg Discreto 0(0,0%) 0(0,0%) 4(80,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 3(60,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 3(60,0%) 0(0,0%)

rio Moderado 3(60,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(50,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)

Intenso 2(40,0%) 3(60,0%) 0(0,0%) 5(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(50,0%) 4(80,0%) 0(0,0%) 4(80,0%) 4(80,0%) 2(40,0%) 5(100%) 2(40,0%) 1(40,0%)

Caracteris  Ausente 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 4(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 3(60,0%)

tica do PMN 5 (100%) 3(60,0%) 0(0,0%) 5(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 5(100%) 4(80,0%) 1(20,0%) 5(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 5(100%) 1(20,0%) 0(0,0%)

infiltradko MMN 0(0,0%) 2(40,0%) 5 (100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 5(100%) 0(0,0%) 1(20,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 4(80,0%) 4(80,0%) 0(0,0%) 4(80,0%) 2(40,0%)

Ausente 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 5(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 4(80,0%) 4(80,0%) 3(60,0%) 5(100%) 2(40,0%) 1(20,0%)

Celulari-  Discreta 5(100%) 3(60,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 4(100%) 3(60,0%) 1(20,0%) 1(20,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(20,0%)

(f't;ja(:ﬁ Moderada 0(0,0%) 2(40,0%) 3(60,0%) 0(0,0%) 4(100%) 3(60,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 1(20,0%)
ibroblas-

tos) Intensa 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(0,0%) 1(20,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 2(40,0%)

Ausente 5(100%) 3(60,0%) 0(0,0%) 5(100%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(50,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 3(60,0%) 2(40,0%) 2(40,0%) 5(100%) 1(20,0%) 1(20,0%)

_Re_— Parcial 0(0,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2(50,0%) 2(20,0%) 0(0,0%) 2(40,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 0(0,0%)

ep't%'c')za' CDes 0(0,0%) 0(0,0%)  2(40,0%)  0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 3(60,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)

& COrg 0(0,0%) 0(0,0%) 3(60,0%) 0(0,0%) 4(100%) 5(100%) 0(0,0%) 2(40,0%) 2(40,0%) 0(0,0%) 1(20,0%) 3(60,0%) 0(0,0%) 3(60,0%) 4(80,0%)

CDes: completa desorganizada; COrg: completa organizada; PMN: polimorfonuclear; MNN: monomorfonuclear.
Fonte: autoria prépria.
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Figura 2 — Andlise morfolédgica dos grupos experimentais. Fotomicrografias de sec¢des histoldgicas (HE)
obtidas na objetiva de 10x dos centros das Ulceras, que demonstram os graus de reepitelizacdo dos grupos
com trés, sete e 14 dias. Nota-se que as sec¢des de todos os grupos manifestaram auséncia de
reepitelizacdo no 3° dia. No 7° dia, apenas o G2 exibiu reepitelizagdo completa de todas as sec¢fes. Os
demais grupos exibiram formag&o inicial de epitélio em bordas da ferida, conforme demonstra a seccéo
do G5 (ponta da seta). Aos 14 dias, apesar de a cobertura epitelial completa ter sido observada em todos
0s grupos, 0 G4 e o G5 apresentaram sec¢des com auséncia de reepitelizacdo. O G2, G4 e G5 exibiram
também diferenciacdo das papilas linguais (seta). a: artefato de técnica. n: necrose.

3 DIAS 7 DIAS 14 DIAS

Fonte: LBO, UFBA, 2022.
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Figura 3 — Analise morfoldgica dos grupos experimentais. Fotomicrografias de secgdes histoldgicas (HE)
obtidas na objetiva de 40x das regiGes das Ulceras, que ilustram as caracteristicas histomorfoldgicas nos
grupos com trés, sete e 14 dias. Nota-se que, no 3° dia, todos os grupos exibiram edema (e) e infiltrado
inflamatorio (asterisco vermelho). Area de Ulcera (ponta da seta) pode ser observada nesse periodo. Aos
sete dias, 0 G2 e G3 apresentam celularidade tecidual - fibroblastos (asterisco preto) e matriz colagénica
(mc). Aos 14 dias, a maior parte dos grupos exibiu auséncia de Ulcera em todas as seccles (G1, G2 e G3),
com reepitelizacdo completa. a: artefato de técnica; cruz preta: luz de vaso sanguineo.

3 DIAS 7 DIAS 14 DIAS

TN

\N :
i‘ﬁ'}?&

]

Fonte: LBO, UFBA, 2022.



Figura 4 - Analise morfologica dos grupos experimentais.
representativas de secgdes histolégicas (sirius vermelho) para ilustrar a expressao do
colageno no 7° dia e 14° dia, obtidas na objetiva de 10x. Observa-se que 0S grupos
exibiram um padrédo similar entre o 7° e 0 14° dia, em que fibras apresentaram aspecto
de normalidade e padrdo mais delicado (ponta de seta), com excecdo do G2, que exibiu
fibras colagénicas mais espessas (asterisco), porém desorganizadas. No 14° dia, as
fibras colagénicas sdo mais espessas e organizadas nos grupos. O G2 manifesta um

padrao préximo do aspecto de normalidade. a: artefato de técnica.

Fotomicrografias

7 DIAS

14 DIAS

G1

G2

G3

G4

G5

Fonte: LBO, UFBA, 2022.
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4.2.3.3 Andlise histomorfométrica

Inicialmente, foi realizada a anélise de reprodutibilidade interavaliador para a
medida morfométrica linear através do coeficiente de correlacdo intraclasse, e a
reprodutibilidade foi considerada excelente (CCI>0,75).

Quanto as medidas morfométricas das sec¢es em HE, observou-se um aumento
significativo na medida da espessura da camada cornea (ECC) ap0s sete dias, em
relacdo ao 3° dia (p<0,05) em todos os grupos que utilizaram algum tipo de tratamento,
com excecdo do grupo de controle (G1). Apds 14 dias de tratamento, houve aumento
significativo na ECC em relagdo ao 3° dia (p<0,05), em todos os grupos. Ao avaliar 0s
grupos de forma comparativa, apds trés dias de tratamento, a ECC foi
significativamente maior no grupo submetido a TFDa (G4), em relacdo a G1, G3 e G5
(p<0,05). Aos sete dias, todos os grupos submetidos a algum tipo de tratamento
exibiram aumento significativo dessa camada, em comparacdo ao G1. Ao final do
experimento, essa medida foi significativamente menor no G5 do que nos demais
grupos (p<0,05) (Tabela 4).

Com relacdo a mensuracdo da distancia da camada basal a camada da superficie
epitelial (DCBCSE), variavel que se refere a camada epitelial neoformada, notou-se o
aumento dessa medida no G5 no 7° dia de tratamento, em relacdo ao 3° dia (p<0,05). No
14° dia de tratamento, ndo houve diferenca significativa dessa variavel nos grupos, em
comparagdo com o 3° dia (p>0,05), ou seja, todos 0s grupos apresentaram similaridade
na espessura de camada epitelial neoformada. No que diz respeito a avaliacdo da
DCBCSE, no periodo de trés dias ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
(p>0,05). Passados os sete dias de tratamento, os grupos submetidos a infusdo de
camomila (G3 e G5) apresentaram medidas significativamente maiores em relacdo ao
grupo de controle (G1) (p<0,05). Apo6s 14 dias, 0 G1 e o G3 apresentaram medidas
significativamente maiores que o G2 (p<0,05). A Tabela 4 apresenta as medidas da
ECC e DCBCSE.

Também foi realizada a analise de reprodutibilidade interavaliador, para a analise
do percentual da &rea do coldgeno em seccBes coradas em sirius vermelho. O resultado
dessa avaliacdo quantitativa através da correlacdo intraclasse foi considerado
satisfatorio (CCI1=0,47). Ao se avaliar a area de coldgeno no decorrer do experimento,

observou-se que apenas no grupo submetido a TFDa exclusiva (G4) houve aumento
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significativo dessa porcentagem no 7° dia de tratamento em relacéo ao 3° dia (p<0,05).
Contudo, ao se comparar a area de colageno ao final do experimento, ou seja, no 14° dia
em relacdo ao 3° dia, constatou-se aumento significativo dessa variavel nos grupos G1,
G2 e G4 (p<0,05). Na analise comparativa entre 0s grupos, com sete dias de tratamento,
0 G2 demonstrou menor porcentagem de area de colageno que o G1 e o G5 (p<0,05).
Todavia, ao final do experimento, no 14° dia, ndo houve diferenca significativa na area
de colageno entre os grupos (p>0,05). A Tabela 5 e a Figura 5 explicitam esses dados

obtidos atraves da analise quantitativa da area de colageno.
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Tabela 4 — Média (desvio padrao), mediana (minimo e maximo) das medidas morfométricas lineares em funcdo do grupo e do tempo (LBO, UFBA, 2022).

Variavel  Grupo Tempo (dias)
3 7 14
Média (desvio padrdo)  Mediana (minimo e Média (desvio padrao) Mediana (minimo e Média (desvio padrao) Mediana (minimo e
maximo) maximo) maximo)
Gl 21,42 (10,64) Bb 19,83 (8,89; 39,97) 29,30 (10,70) Bb 29,49 (15,43; 46,76) 65,24 (15,79) Aa 70,36 (47,62; 85,44)
G2 25,38 (4,91) Bab 24,11 (21,48; 31,81) 73,02 (17,27) Aa 63,32 (62,79; 92,96) 55,09 (27,19) Aa 47,66 (30,52; 103,16)
ECC G3 21,00 (8,13) Bb 18,91 (13,53; 33,63) 48,99 (17,70) Aa 41,34 (37,91; 75,37) 54,45 (19,61) Aa 48,53 (36,12; 85,40)
G4 34,85 (12,36) Ba 33,00 (22,61; 54,66) 50,78 (20,18) Aa 51,42 (22,67; 74,38) 57,87 (23,61) Aa 63,34 (31,14; 91,43)
G5 17,71 (3,81) Cb 17,99 (11,47; 21,56) 56,65 (48,39) Aa 35,05 (17,37; 136,74) 36,00 (14,39) Bb 36,02 (22,35; 56,99)
Gl  *106,54 (28,78) Aa 107,32 (67,74; 147,21) *98,96 (17,21) Ab 99,27 (76,05; 119,54) *140,69 (44,60) Aa 131,58 (94,03; 193,74)
G2 *93,72 (7,57) Aa 94,63 (83,67; 101,95) 113,68 (37,89) Aab 92,16 (91,47; 157,43) *84,90 (26,76) Ab 73,48 (59,28; 130,87)
DCBCSE G3 *07,62 (12,26) Aa 98,10 (79,71; 110,43) *146,67 (83,58) Aa 107,58 (99,79; 271,73)  *126,81 (31,63) Aa 130,19 (91,00; 168,81)
G4  *104,18(20,39) Aa 98,92 (84,64; 131,59)  *121,15(21,13) Aab 112,69 (96,66; 150,61)  *114,15 (20,87) Aab 105,75 (96,74; 144,86)
G5 *86,03 (9,07) Ba 89,52 (75,84; 94,69) *133,08 (58,01) Aa 121,14 (76,25; 209,56) *95,19 (15,28) Bab 102,61 (71,15; 109,21)

DCBCSE: Distancia da camada basal a camada da superficie epitelial; ECC: espessura da camada cornea. *Difere da espessura de ceratina nas mesmas condicdes de grupo e tempo (p<0,05). Letras
distintas (mailsculas na horizontal e mindsculas na vertical) indicam diferencas 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)<0,000; p(grupo x ceratina x tempo)=0,0053. Analise realizada com modelos lineares.
Fonte: autoria propria.



Tabela 5 — Média (desvio padrao), mediana (minimo e maximo) da porcentagem de area de colageno em funcdo do grupo e do tempo (LBO, UFBA, 2022).

Grupo

Tempo (dias)

7

14

Média (desvio
padréo)

Mediana (minimo e
maximo)

Média (desvio
padréo)

Mediana (minimo e
maximo)

Média (desvio
padréo)

Mediana (minimo e
maximo)

G1
G2
G3
G4
G5

23,17 (8,17) Ba
17,74 (4,63) Ba
24,70 (10,68) Aa
17,33 (6,29) Ba
24,85 (4,94) Aa

24,06 (12,51; 35,29)
17,79 (12,03; 23,35)
21,46 (14,71; 42,69)
15,26 (9,83; 26,38)
23,26 (19,35; 32,61)

33,56 (9,11) ABa
18,83 (3,18) Bb
24,68 (7,12) Aab
28,51 (10,48) Aab
33,65 (11,46) Aa

37,54 (15,62; 39,33)
17,50 (16,53; 22,45)
20,82 (18,09; 33,70)
32,51 (14,66; 39,25)
26,37 (24,76; 47,50)

35,39 (7,18) Aa
32,12 (8,98) Aa
27,36 (9,53) Aa
37,07 (13,15) Aa
32,24 (4,90) Aa

33,53 (28,41; 47,40)
29,62 (22,58; 44,14)
23,89 (17,07; 40,83)
38,60 (21,18; 51,21)
30,56 (26,97; 39,79)

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

p(interagdo)=0,0906. Analise realizada com modelos lineares.
Fonte: autoria prépria.
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Figura 5 — Box plot da porcentagem de area de colageno em funcéo do grupo e do tempo (LBO,
UFBA, 2022).
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Fonte: autoria prépria.

4.2 .4 Discussao

Algumas lesdes ulceradas em mucosa oral promovem dor e desconforto, 0 que acarreta
dificuldades de alimentacéo, fala e degluticdo®3". Além disso, em algumas situacdes, ha
demora no processo de cicatrizacdo decorrente da propria natureza da condi¢cdo ou do meio
ambiente bucal, rico em microrganismos que podem contribuir para a contaminacdo da
feridal2106107.136 " 5 que justifica a busca por modalidades de tratamento que acelerem e
aprimorem esse processo. Com o intuito de facilitar a modulacdo do reparo tecidual com
terapias que ndo apresentem contraindicacdo de uso, em associacdo com outros agentes
terapéuticos, além de manifestarem minimos efeitos indesejados, por serem bem toleradas
pelo organismo, o presente estudo objetivou avaliar o efeito da Matricaria recutita sobre o
tempo de cicatrizacdo em Ulceras induzidas mecanicamente em dorso de lingua de ratos em
diferentes formas de apresentacdo, bem como a TFDa, isolada ou associada. A justificativa se
encontra na premissa de que, apesar de a camomila apresentar comprovada eficacia no reparo
tecidual em cavidade oral*1?1%16182021 trata-se de uma alternativa utilizada de forma

empirica e que precisa ser testada clinicamente em suas variadas formas.
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Por sua vez, apesar de se inferir que a TFDa favoreca a cicatrizacdo de feridas, uma vez
que promove a reducdo e (ou) eliminacdo de microrganismos locais, na literatura, 0s
resultados sdo contraditorios?®329713/ No presente estudo, a associacdo dessas duas terapias
ndo foi capaz de acelerar o reparo tecidual em lingua de ratos, tanto do ponto de vista clinico,
quanto do ponto de vista histologico. Todavia, quando analisadas de forma isolada, a TFDa
exibiu maior reducdo da lesdo na fase inicial do reparo, do ponto de vista clinico. O extrato
fluido de camomila, por sua vez, modulou positivamente todas as fases da cicatrizagéo,
clinica e histologicamente, sendo o agente utilizado que exibiu resultados mais lineares e

satisfatorios.

A partir da anélise da medida clinica da ulcera, foi possivel verificar que o grupo
submetido a TFDa de forma isolada (G4), no 3° dia do experimento, apresentou uma reducao
clinica, com significancia estatistica em relacdo aos demais grupos. A partir desse periodo, 0s
grupos se equivalem nesse aspecto, com exce¢do do G1. Dessa maneira, inicialmente, a TFDa
parecia ser capaz de promover um reparo cicatricial mais acelerado; todavia, com o decorrer
do experimento, 0s demais grupos conseguiram atingir o mesmo objetivo. Tais resultados
foram semelhantes aos observados nos estudos de Sperandio et al.” (2010) e Zuhayri et al.**’
(2022).

Sperandio et al.” (2010), ao avaliarem o efeito da TFDa com azul de metileno na
mesma concentracdo de 0,01% aqui utilizada e com os parametros de dosimetria do aparelho
de LBP idénticos ao do presente estudo, na cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratos Wistar,
durante 14 dias, verificaram que, no 3° dia, 0s grupos tratados com TFDa e com LBP
obtiveram maior diminuicdo na &rea da ferida em relacdo aos dois grupos de controle
(p=0,025), e se mantiveram no mesmo padrdo no 5° dia do estudo. Zuhayri et al.'¥" (2022)
realizaram um estudo experimental com 15 camundongos machos, em que duas feridas
circulares com 5 mm de didametro foram criadas, uma em cada pata traseira do animal. Os
animais foram alocados em cinco grupos: controle, TFDa com azul de metileno 0,01% e LBP
com 1 J/cm?, TFDa com azul de metileno 0,01% e LBP com 4 J/cm?, TFDa com acido 5-
aminolevulinico 20% e LBP com 1 J/cm? e TFDa com &cido 5-aminolevulinico 20% e LBP
com 4 Jicm?. O grupo em que foi aplicado o azul de metileno associado a uma maior energia,
4 Jlcm?, obteve maior reducdo clinica da ulcera, em relagdo aos demais grupos. Apesar das
diferencas metodologicas, ao final do estudo, que compreendeu o dia 14, todos 0s grupos

apresentaram clinicamente as feridas cutaneas cicatrizadas, assim como no presente trabalho.
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Deyhimi et al.?® (2016), por sua vez, também através de estudo experimental em
animais, realizaram uma ulcera induzida com punch de 2 mm de didmetro em mucosa jugal
de 48 ratos machos Wistar, os quais foram alocados em trés grupos: controle, LBP e TFDa. O
grupo TFDa teve como protocolo o uso prévio do corante fotossensibilizador azul de metileno
a 2% por cinco minutos, seguido da aplicacdo do LBP (Azor Ltd.; Laser Medical Equipment
Moscow, Russia) no comprimento de onda de 660 nm e poténcia de 25 mW. A irradiagdo foi
realizada em contato com a ferida por dez segundos em Unico ponto, com uma densidade de
energia de 1 J/cm?, entre os dias um e quatro do estudo, além dos dias seis ao nove, o que
totalizou oito aplicagdes. Os autores observaram que houve um atraso no reparo cicatricial das
ulceras no grupo TFDa, clinicamente, sugestivo de possivel efeito inibitério dessa terapia,
uma vez que demonstrou resultados inferiores em relacdo ao grupo que ndo utilizou nenhuma

modalidade de tratamento.

Ao avaliar a frequéncia total de animais com Ulcera em cada grupo no decorrer do
experimento, no 8° dia, somente 0s animais dos grupos submetidos a aplicagdo das duas
diferentes formulacdes de camomila (G2 e G3) exibiram reducdo clinica das Ulceras mais
acelerada, com regressdao completa em todos os animais no 9° dia de experimento. Esse
achado reitera o que a literatura afirma acerca da capacidade de a camomila acelerar a
cicatrizacdo na cavidade oral, em comparagdo com o grupo que ndo foi submetido a terapia
alguma®® ou, até mesmo, aqueles submetidos ao uso de corticosteroides topicos*2. No estudo
de Martins et al.* (2009), ratos Wistar foram submetidos a realizacdo de Ulcera traumatica em
lingua com punch de 3 mm de diametro. Os animais receberam duas aplicacGes diarias do
extrato fluido de camomila Ad-muc®, em intervalo de 12 horas, durante todo o experimento,
até 0 14° dia. Todos os animais submetidos a aplicacdo topica do extrato fluido de camomila
apresentaram cicatrizacdo completa da ferida no 5° dia de experimento, nove dias antes dos
demais grupos avaliados. Um possivel fator que pode estar associado com o reparo clinico
dessas Ulceras de forma mais acelerada em relacdo ao presente estudo se deve ao fato de que a
lesdo induzida foi feita com um bisturi punch de menor didametro. Independentemente dessa
diferenga metodoldgica, a camomila foi capaz de acelerar a cicatrizagdo de Ulceras em

cavidade oral em ambos 0s experimentos.

De acordo com Duarte, Quirino, Patrocinio, Anbinder®® (2011), ao se avaliarem secgdes
teciduais durante o reparo tecidual em mucosa oral em modelo animal, o tempo é uma
varidvel de extrema importancia, relacionada com as caracteristicas do que se espera

encontrar nas trés fases inflamatérias. No inicio da lesdo e até o 3° dia, espera-se encontrar, na
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lamina propria, inflamagdo aguda associada com elevado numero de infiltrado
polimorfonuclear, em meio a &reas de edema, poucos fibroblastos e vasos sanguineos
neoformados. O centro da ferida permanece sem epitélio; todavia uma proliferacédo tecidual se
inicia a partir da borda da ferida, com formacao de fino revestimento epitelial estratificado
pavimentoso ortoqueratinizado. Com sete dias, espera-se encontrar o centro da Ulcera coberta
por delgada camada de epitélio. O infiltrado inflamatorio apresenta um padréo
monomorfonuclear, com nimero moderado de células. No 10° dia, células inflamatorias, por
vezes, podem ser observadas, e o contingente de fibroblastos deve estar mais abundante,
permeado por fibras de colageno delicadas®. Esse padrédo foi verificado no grupo de controle
(G1) e no grupo submetido a aplicacdo tépica de camomila sob a forma de infusdo (G3), na
analise morfologica de seccbes histoldgicas coradas em HE. Assim, foi observado o curso
natural do processo de reparo tecidual através da presenca das caracteristicas apresentadas, de

acordo com os periodos propostos.

Ainda sobre a andlise morfologica em funcdo dos grupos e periodos de eutanésia,
notou-se que todas as terapéuticas se comportaram de forma previsivel no inicio do
experimento (3° dia), com baixa celularidade e auséncia de reepitelizacdo completa, além de
manifestar elevada intensidade de edema e de infiltrado inflamatério agudo, com
predominancia do contigente polimorfonuclear. Esse achado é compativel com estudos
prévios que avaliaram a acdo da camomila sobre o reparo tecidual®*2°°, Martins et al.* (2009)
observaram que tanto o grupo submetido a aplicacdo do extrato fluido de camomila Ad-muc®
como o grupo de controle manifestaram auséncia de reepitelizacdo em todas as amostras, bem
como o tecido conjuntivo exibiu moderada a intensa quantidade de células inflamatérias no 3°
dia de experimento. Duarte, Quirino, Patrocinio, Anbinder® (2011), através de ferida
padronizada semelhante a realizada no presente experimento — onde, na sequéncia, se realizou
a aplicacdo do extrato fluido de camomila Ad-muc®, definido como grupo experimental,
enguanto que, no grupo de controle, houve a simulacdo de aplicacdo —, realizaram também
analise morfoldgica das lesdes. Aos trés dias, observou-se area ampla ulcerada e, na lamina
propria, notou-se inflamacgdo aguda intensa com predominio de células polimorfonucleares em
ambos o0s grupos. O presente estudo também verificou inflamagdo aguda intensa com

contingente predominante de células polimorfonucleares nessa fase do experimento.

Quando se trata da analise das mesmas variaveis morfolégicas na fase inicial do reparo,
em estudos que envolveram o uso da TFDa em cavidade oral?® e em ferida cutanea® de

animais, os resultados sdo compativeis com uma modulagdo positiva da fase inflamatoria
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desse processo. Deyhimi et al.® (2016) verificaram que, aos dois dias de experimento, 50%
das secc¢bes do grupo TFDa manifestaram moderada quantidade de colégeno, inicio da
formacéo de tecido de granulacgéo e de reepitelizacdo, compativel com cicatrizagdo moderada.
Aos quatro dias, houve equiparacdo entre 0s grupos, com discreta superioridade do grupo
TFDa. De forma semelhante, Sperandio et al.®” (2010) observaram que, aos trés dias de
estudo, a reepitelizacdo em tecido cutdneo ocorreu de forma mais avancada nos grupos
submetidos a LBP e TFDa (p=0,025), bem como o infiltrado inflamatorio foi
significativamente menor para esses dois grupos experimentais (p=0,025). Esses achados se
contrapdem aos resultados aqui obtidos, em que a acdo fotodindmica no G4 e G5 néo foi
capaz de reduzir o edema, e a modulacéo positiva do reparo foi sutil. Nesses grupos, pode-se
considerar que a bioestimulacdo tecidual, no sentido de acelerar a reepitelizacdo, foi discreta

no 3° dia de experimento.

No que diz respeito ao periodo intermediério do estudo (7° dia), o extrato fluido de
camomila se destacou nas anélises das variaveis morfologicas, com resultados superiores em
relacdo aos demais grupos, que apesar de terem obtido indices que oscilaram, mantiveram um
padrdo de semelhanca entre si. Esse achado foi compativel com estudos anteriores que
adotaram o uso do mesmo extrato fluido de camomila de 12 em 12 horas**°, de acordo com a
orientacéo do fabricante!®. Martins et al.* (2009) verificaram, desde o 5° dia de experimento, 0
reparo tecidual completo do epitélio e do tecido conjuntivo subjacente, com auséncia ou
minima presenca de células inflamatorias. Duarte, Quirino, Patrocinio, Anbinder®® (019
observaram, aos sete dias, que, apesar de 0s animais dos grupos de controle e extrato fluido de
camomila terem apresentado formagdo de um novo epitélio escamoso estratificado
ortoceratinizado delgado, auséncia de edema e moderado contigente de células
mononucleares, os fibroblastos estavam dispostos de forma menos organizada nas amostras
do grupo de controle. Os resultados desses estudos, bem como os obtidos pelo presente
trabalho, fortalecem a teoria de que a fitoterapia valida o efeito farmacoldgico de plantas que
passaram por uma inspecao criteriosa de constituintes e estudos controlados®® 2°, o que as
torna indicadas para o tratamento de diversas enfermidades, de acordo com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)*8. Ressalta-se que o grupo que utilizou camomila

sob a forma de infus@o nédo exibiu os mesmos resultados obtidos para o grupo extrato fluido.

Ao final do experimento, o grupo submetido ao uso do extrato fluido Ad-muc® (G2) se
comportou de forma semelhante ao dia sete, com resultados superiores no que diz respeito a

todas as variaveis histomorfoldgicas. Esse grupo foi o Gnico que apresentou 100% das seccdes
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com reepitelizacdo completa e organizada, associada com formacéao de novas papilas linguais,
0 que denota um grau de diferenciacdo avancado em relagdo aos demais grupos. Resultados
semelhantes puderam ser observados em estudos prévios*'?%° com destaque para o
experimento de Duarte, Quirino, Patrocinio, Anbinder® %9 que notaram a diferenciagéo das
papilas linguais de forma mais pronunciada nas amostras dos animais tratados com esse

fitoterapico a partir do 10° dia.

Destaca-se também que, nesse mesmo periodo, o grupo de controle exibiu
comportamento compativel com o processo natural de reparo tecidual, conforme € descrito na
literatura®*2, assim como o grupo submetido ao uso topico da infusio de camomila (G3), que
manifestou um padrdo histolégico mais proximo ao do grupo de controle (G1), do que em
relacdo ao grupo de extrato fluido (G2). Esse resultado possivelmente se deve a concentracao
final de camomila aplicada na infusdo. Apesar de sua forma de preparo ter seguido os padrdes
propostos pelo Gltimo formulario de fitoterapia publicado pela ANVISA®, em 2021, e pela
Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA), em 2015%° a concentracdo da camomila na
infusdo pronta ndo pode ser obtida, por ser considerada uma planta medicinal. Ou seja, apesar
de ser indicada para a cura ou alivio de enfermidades, através da utilizacdo da espécie vegetal
em sua forma bruta, essas plantas ndo sdo submetidas ao controle de qualidade através de
testes clinicos®. Dessa maneira, o fitoterapico se destaca em relagdo a planta medicinal, por
apresentar rigoroso controle em sua formulagdo. Entretanto, urge salientar que as agéncias
reguladoras ndo contraindicam o uso de plantas medicinais em sua forma bruta ou comercial,
uma vez que apresentam um uso tradicional ao longo de séculos, de forma que beneficiam a
humanidade®®® *°. Além disso, no Brasil, que possui uma flora rica e diversa, ha alta
disponibilidade da matéria-prima, o que reduz o custo e facilita 0 acesso da populagio?®.
Ademais, novos estudos que abordem o uso da camomila sob a forma de infuso em diferentes
concentracdes se tornam essenciais para a validacdo da terapia baseada no uso desse agente

natural.

Outro fator importante, que deve ser ressaltado, € que a camomila, como infuso,
apresenta uma forma liquida, enquanto o extrato fluido se aproxima da formulacdo
mucoadesiva, que fornece maior aderéncia aos tecidos e, portanto, permanece por mais tempo
no local, 0 que, por consequéncia, aumenta a absorcdo e o efeito do agente terapéutico'®. A
aplicagdo topica de camomila, por sua vez, através de uma forma de bochecho, apresenta
situacdo contraditoria na literatural#!. Possiveis razdes que exemplificam os achados aqui

obtidos e influenciam na ag&o terapéutica da camomila envolvem a forma como a planta foi
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manipulada ou processada, a forma e a frequéncia de aplicacdo, a concentracdo do agente e o
veiculo utilizado?®?1°%14 Por essas razdes, recomenda-se, mais uma vez, a realizagdo de
mais estudos em que se utilize a infusdo de camomila, principalmente no que se refere ao uso

em Ulceras extensas e multiplas, por ser de facil aplicacéo.

Ainda sobre o final do experimento (14° dia), os grupos submetidos & TFDa (G4 e G5)
obtiveram resultados desfavoraveis, pois foram os Gnicos grupos que ndo apresentaram todas
as seccgoes reepitelizadas, além de terem apresentado infiltrado e edema intenso em parte das
seccdes nesse mesmo periodo. No que se refere a populacéo fibroblastica, o G4 foi o Unico
grupo que exibiu um maior contingente de sec¢Ges com auséncia de celularidade compativel
com a formag&o de uma nova matriz colagénica. Esses achados podem estar relacionados com
0 mecanismo de acdo da TFDa, cujo principio primordial é a erradicacdo de virus, bactérias,
fungos e protozoarios®:®%57 e ndo apresenta acdo confirmada no reparo tecidual. Essa agio se
baseia na premissa de que o mecanismo de destruicdo do microrganismo depende do tipo de
célula tratada, da concentracdo do fotossensibilizador utilizado e da dose de energia luminosa
fornecida; altas dosagens tendem a promover a morte celular por necrose, enquanto
protocolos com doses de energia menores causam a morte via apoptose3!’?, Dessa forma,
presume-se que o presente experimento adotou um protocolo em que a dosimetria em si ndo
parece ter sido elevada, uma vez que o estudo prévio de Sperandio et al.®’ (2010) utilizou esse
mesmo parametro e obteve sucesso terapéutico. Todavia, a0 se comparar a frequéncia de
aplicacdo da TFDa entre os dois experimentos, observa-se que o estudo pioneiro de Sperandio
et al.%” (2010) realizou uma Unica aplicacio da TFDa, enquanto o presente trabalho usou o
recurso em dias alternados, totalizando oito sessdes, 0 que parece nao ter promovido a
aceleracdo do processo de reparo. O estudo de Deyhimi et al.?® (2016) também realizou oito
sessOes de TFDa durante o periodo de 14 dias, e, apesar de o protocolo instituido ter sido
diferente do adotado no presente estudo no que diz respeito a dosimetria, tempo pré-radiacdo
e intervalo de aplicacdo, os resultados foram semelhantes, e o processo de reparo tecidual ndo
foi acelerado. Os autores?® recomendam o uso dessa modalidade terapéutica nos primeiros
estagios do reparo de feridas, com o intuito de promover o efeito antimicrobiano inicial, o que

evita a perpetuacdo da oxirreducdo, e, por conseguinte, ndo atrasa a cicatrizacdo tecidual.

De forma adicional, além da realizacdo de uma Unica sessédo de TFDa com a mesma
dosimetria no inicio do experimento, 0s autores deste estudo sugerem a realizacdo
subsequente de sessdes de fotobiomodulagdo laser através do uso do LBP em dias alternados,

com dosimetria capaz de acelerar a cicatrizacdo, 0 que ja se encontra bem fundamentado na
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literatural®2. Em lesGes de caréater infeccioso, como é o caso de lesdes herpéticas’® 48! e
aquelas provenientes da sindrome respiratdria aguda grave do coronavirus 2 (Sars-CoV-2)®
144 ou até mesmo em ulceras de origem inflamatoria, em decorréncia de terapia
antineoplasica, mas que facilmente se tornam infectadas, como é o caso da mucosite’™, a
associacdo da TFDa com a fotobiomodulacdo laser jA é uma realidade, com um aumento
crescente de estudos com essa abordagem?%74.7581143.144 ‘Todavia vale a pena ressaltar que, no
presente estudo, as ulceras ndo foram contaminadas de forma intencional, ou seja, essas lesdes
foram expostas a flora microbiana local caracteristica da cavidade oral e, dessa maneira, 0

potencial antimicrobiano em si relacionado a TFDa ndo foi analisado.

Outro ponto de destaque para o sucesso fotodinamico se deve a interacdo adequada
entre a fonte de luz e o fotossensibilizador. Quanto a fonte luminosa, deve-se levar em
consideracdo o tipo de luz utilizada e os parametros, o que inclui poténcia, fluéncia, dose por
ponto, dose total e tempo de aplicagdo. O LBP, no comprimento de onda vermelho, tem se
destacado em pesquisas’"®81145 nois a maioria das substancias corantes sdo ativadas sob a
influéncia desse comprimento de onda, que varia de 630 a 700nm?>32, 0 que promove nio so
o efeito antimicrobiano, mas também favorece o reparo tecidual®. Esses achados reiteram que
o0s parametros relacionados a dosimetria do aparelho bem como ao corante fotossensibilizador
aqui adotados estdo adequados para a obtencdo de resultados favoraveis.

Com relacdo ao tempo de pré-irradiacdo — que compreende o periodo de contato entre o
corante e o tecido-alvo, com o intuito de sensibilizar o agente etioldgico —, apesar de estudos
prévios terem aplicado o azul de metileno durante cinco minutos?®®’, este experimento optou
por reduzir o tempo de aplicacdo para trés minutos, uma vez que a literatura sugere que 0
tempo de contato entre o agente fotossensibilizador e o tecido-alvo pode variar de trés a cinco
minutos’4">1%° Ademais, a escolha do periodo reduzido de tempo se deveu também ao fato de
que a manipulacdo dos animais por tempo prolongado poderia lhes causar estresse e até
morte, independentemente do uso de contencdo atraumatica e causadora de minimo estresse.
Dessa maneira, ratifica-se que a provavel causa da pouca agdo da TFDa no processo de
cicatrizacdo, neste estudo, se deve ao fato de a frequéncia de aplicacdo ocorrer em dias

alternados e ndo na fase inicial do reparo tecidual.

Optou-se por realizar também a analise linear morfométrica ECC e DCBCSE, que,
guando avaliados de forma conjunta com os dados morfoldgicos, podem reiterar os achados
do tecido epitelial, em que o espessamento do estrato corneo ocorre em resposta a um possivel

estresse, com maior producdo de ceratina*®. Sob essa Otica, 0s grupos que apresentaram
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valores numéricos mais elevados demonstraram maior amadurecimento da reepitelizacdo, o
que confere uma modulacdo positiva no reparo. Ao se avaliar o ECC de forma isolada, notou-
se 0 espessamento do estrato cdrneo em todos 0s grupos com o decorrer do experimento.
Apos trés dias, esse parametro foi mais elevado no G4, o que também pdde ser notado atraves
da andlise clinica. Ao final do estudo, o G5 exibiu 0s menores valores, nesse caso
confirmados através de dados morfoldgicos. A DCBCSE apresentou similaridade em todos 0s
grupos ao final do experimento. No 7° dia, 0s grupos submetidos a infusdo de camomila (G3 e
Gb5) apresentaram um padrdo de espessamento significativo em relagdo ao grupo de controle,
0 que sugere um possivel amadurecimento precoce desses grupos nesse periodo. Pelo fato de
esses parametros ndo terem sido expressivos ao final do experimento em nenhum grupo, ha

evidéncia de que nenhuma terapia demonstrou resposta exacerbada ao trauma local.

No que concerne a analise morfologica do padrdo de deposicdo do colageno total
através de seccgdes histoldgicas coradas em sirius vermelho, do inicio ao fim do experimento,
0s grupos, de maneira geral, exibiram um padrdo regular compativel ao curso natural do
processo de reparo tecidual® 2, em que foi observado, na fase inflamatdria, a deposicdo de
colageno de forma desorganizada, com espessura delicada e profundidade aumentada. De
forma gradual, na fase proliferativa, notou-se o0 espessamento dessas fibras, que
permaneceram desorganizadas até o fim do experimento. Todavia 0 grupo submetido a
aplicacdo do extrato fluido de camomila (G2) exibiu um padrdo diferenciado de fibras
colagénicas, pois, desde o 3° dia, ja se observava uma deposi¢do desorganizada, porém com
fibras espessas, e, no 14° dia, além de exibirem um padrdo de espessura homogénea do
colageno nas secgdes, também ja se caracterizava de forma organizada e com padrdo préximo

a normalidade.

De forma semelhante, no estudo de Duarte, Quirino, Patrocinio, Anbinder®® (2011), na
analise histomorfoldgica, observou-se a disposicdo dos fibroblastos de forma organizada e as
fibras colagenas paralelas a superficie no tecido de reparo em ratos tratados com o extrato
fluido de camomila, desde o 7° dia até o 14° dia de experimento. Oliveira et al.'?, através de
secgOes coradas em sirius vermelho, notaram que, desde o 5° dia de experimento, o grupo de
ratos diabéticos submetidos ao uso diario, de 12 em 12 horas do extrato fluido de camomila
apresentou maior deposi¢cdo de coldgeno em relagcdo ao grupo de controle positivo, que era
composto por animais normoglicémicos. Ao 10° dia, os ratos diabéticos pertencentes ao grupo
camomila demonstraram maior deposicao de fibras colagenas, ao serem comparados com 0s

do grupo triancinolona acetonida (Omcilon-A, orabase®, 1 mg/g, B-MS, S&o Paulo, Brasil),
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que compreende um anti-inflamatorio esteroidal tépico amplamente utilizado para o
tratamento de Glceras orais. Por sua vez, Martins et al.* (2009) avaliaram comparativamente a
presenca ou a auséncia de fibrose em seccdes coradas em HE de ratos submetidos a aplicacéo
do extrato fluido de camomila e de diferentes tipos de corticosteroides, o que incluiu a
triancinolona acetonida e o propionato de clobetasol, sob a forma de pasta e creme. Foi
verificado que, desde o 5° dia de experimento, a lamina prdpria do grupo camomila exibiu um
padrdo de fibrose com minima quantidade de células inflamatorias, revelando que esse

fitoterapico foi capaz de modular positivamente o reparo em tecido conjuntivo.

Com relacdo a andlise histomorfométrica da porcentagem das areas de colageno no
decorrer do experimento, observou-se que o grupo submetido a TFDa exclusiva (G4) obteve
aumento significativo dessa variavel no 7° e no 14° dia de tratamento em relacdo ao 3° dia
(p<0,05). Esses achados sugerem a possibilidade bioestimuladora da TFDa no tecido
conjuntivo subjacente, onde houve aumento da area de coldgeno em decorréncia do aumento
da atividade fibroblastica, o que favorece a modulacdo do reparo nesse tecido. Achado
semelhante foi encontrado no estudo de Zuhayri et al.**” (2002), em que, através de andlise in
vivo de camundongos submetidos a TFDa com azul de metileno 0,01%, associado com o LBP
sob irradiagdo de 4 J/cm? em Ulceras cutaneas, foi observada maior deposicdo de fibras
colagenas do tipo | e fibras elasticas, em relacdo aos demais grupos, dos sete aos 14 dias de
experimento. Em contrapartida, Deyhimi et al.?® (2016) n&o obtiveram resultados compativeis
através da analise semi-quantitativa da deposicdo de colageno, em relacdo aos achados dos
resultados de Zuhayri et al.'*’ (2022) e do presente experimento. Nesse Gltimo caso, a TFDa,
de inicio, pareceu modular de forma satisfatoria o reparo nesse tecido, pois foi o Gnico grupo
que exibiu abundante contetdo de fibras colagénicas. Entretanto, com o decorrer do
experimento, o grupo de controle alcancou resultados superiores em relacdo a TFDa, ja que,
no 7° dia, 100% das seccdes desse grupo ja apresentavam abundante conteddo de colageno,
em comparacdo a 50% das amostras do grupo TFDa. Os autores do presente estudo sugerem a
realizacdo de trabalhos com maior periodo de andlise, para permitir a avaliacdo da etapa de
remodelacdo do reparo tecidual e, dessa maneira, analisar de forma mais fidedigna o padréo
de deposicéo e organizacdo dessas fibras colagénicas.

Com o objetivo de maximizar e consolidar os resultados encontrados, orienta-se a
realizacdo de estudos em seres humanos do tipo ensaio clinico randomizado, além do uso de
outros protocolos da TFDa e outras formulagGes de camomila em modelos animais. Também

se recomendam andlises adicionais das amostras teciduais, através da imunoistogquimica,
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microscopia de fluorescéncia e eletrénica de transmissdo, que constituem métodos descritos
na literatura com vistas ao reparo tecidual’®®137147 Todavia vale ressaltar que as analises aqui
realizadas permitiram iniciar a investigacdo acerca dessas modalidades de tratamento

propostas.

4.2.5 Conclusao

Do ponto de vista clinico, todos os grupos avaliados exibiram cicatrizacdo da ferida
produzida em dorso de lingua de ratos. A camomila, em diferentes formulagGes, demonstrou
modular positivamente os padrdes do reparo tecidual clinicamente, e o extrato fluido de
camomila, por sua vez, exibiu melhores padrdes histologicos de reparo tecidual, quando
comparado aos dos demais grupos, tanto relacionados a organizacdo e ao quantitativo de
deposicdo de colageno tecidual, quanto aos parametros morfolégicos e morfométricos
relacionados ao tecido epitelial. A TFDa, por sua vez, ndo acelerou o reparo tecidual
histologicamente em dorso de lingua de ratos. Ademais, notou-se diferenca nos parametros
dos padr@es clinicos, histologicos e histomorfométricos entre 0os grupos experimentais da

presente investigacao.
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5 DISCUSSAO GERAL

Nos ultimos anos, hd um crescente interesse pela medicina baseada no uso de agentes
naturais para a cicatrizacao de feridas, e, nesse contexto, se destaca o uso de fitoterapicos e
plantas medicinais* 1112148149 Muitos desses agentes tém demonstrado efeito positivo em
um ou mais estagios do processo de reparo tecidual, o que contribui para uma cicatrizacao
eficaz* 122021148 -~ A camomila (Matricaria recutita), por sua vez, apresenta, na literatura,
uma fundamentacdo cientifica que a torna amplamente indicada para o tratamento de lesdes
ulceradas de etiopatogenias diferentes, como é o caso das afeccfes orais provenientes de
traumas locais**2, de origem imunoldgica'®, infecciosa''4344 ou ainda em decorréncia da
terapia antineoplasica®®%202!, Essa capacidade cicatricial da camomila pdde ser verificada
nos dois estudos aqui apresentados. O primeiro demonstrou efeito benéfico da Matricaria sob
a forma de uso tdpico, como enxaguante bucal produzido a partir de flores da planta, ou
através da diluicdo de camomila comercial em agua, aplicada de uma a quatro vezes ao dia e
em diferentes concentragdes, no manejo da MO quimioinduzida em pacientes oncoldgicos.
No segundo trabalho apresentado, que compreendeu no estudo experimental em modelo
animal, o extrato fluido de camomila (Ad-muc®) demonstrou superioridade em relacdo a
camomila sob a forma de infusdo, no reparo tecidual em lesdo traumatica induzida em lingua

de ratos, bem como em relagcéo aos outros recursos avaliados.

No que concerne ao efeito da modulacdo da inflamacdo, ambos os trabalhos aqui
expostos reiteraram a capacidade de reducdo do processo inflamatério com o uso da
camomila. A mucosite consiste no desenvolvimento de lesbes de origem inflamatoria em
decorréncia da quimio ou radioterapial®i% e a Matricaria, por sua vez, foi capaz de
prevenir, reduzir e tratar esse efeito colateral agudo em pacientes oncol6gicos. Além disso, no
estudo experimental, também foi observada a capacidade anti-inflamatoria desse agente
natural através da andlise de seccOes histoldgicas, pois, na fase proliferativa do reparo, houve
uma diminuic¢do importante do infiltrado inflamatdrio nos ratos submetidos a aplicacdo topica
do extrato fluido Ad-muc®. Estudos anteriores, encontrados na literatura existente, ja
demonstraram a capacidade anti-inflamatoria da camomila através de estudos experimentais

em animais* #2221 hem como em estudos em seres humanos!1>16,

Apesar de essas caracteristicas positivas terem sido comprovadas no manejo da MO,
através de estudos experimentais em animais?®?! e em ensaios clinicos em humanos'>, além

da revisdo sistematica aqui apresentada, ndo se pode ignorar a alta complexidade que envolve
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a fisiopatologia da mucosite, 0 que destaca, nos dias atuais, a auséncia de um protocolo que
seja considerado padrdo-ouro para 0 manejo dessa condicdo!!l. Associado a esse fato, de
acordo com a MASCC/ISSO!, e devido a insuficiéncia de dados cientificos que corroborem
0 uso da camomila na prevencdo e (ou) tratamento da MO, ainda ndo existe recomendacao
oficial quanto ao uso desse agente no manejo dessa condigdo. Dessa maneira, orienta-se a
realizacdo de mais estudos com esse enfoque, na tentativa de se obterem dados robustos

acerca da eficacia da camomila no manejo da MO.

A camomila pode se apresentar sob a forma de infuso, capsula, comprimido, extrato
fluido, solucdo hidroetandlica, tinturas e outros galénicos!’8, Em ambos os estudos aqui
apresentados, esse agente natural foi utilizado sob a forma de infusdo e (ou) de extrato fluido
ou liquido. Por definicdo, a infusdo compreende na preparacao de dgua potavel fervente sobre
0 agente vegetal, e, na sequéncia, deve-se abafar o recipiente por um periodo de tempo
determinado. O cha medicinal, em contrapartida, pode ser obtido através da infusdo, decoccéo
ou maceragdo da droga vegetal em agua pelo consumidor. A decocg¢do consiste na ebuli¢do de
partes rigidas da droga vegetal em &gua potavel por tempo determinado, enguanto a
maceracao € um método indicado para substancias que se degradam com o aquecimento. Sua
preparacdo compreende o contato da droga vegetal com agua potavel, em temperatura
ambiente e por tempo determinado®3®. Portanto, pode-se inferir que, no presente estudo, o cha
de camomila foi obtido através do infuso de seus capitulos florais, responsaveis pela atividade
cicatricial e anti-inflamatoria topica desse agente'”!8, o que torna ambas as terminologias

sindnimas para expressar 0 uso desse agente com finalidade medicinal topica.

Optou-se pela utilizagdo da infusdo de camomila sob a forma de saché comercialmente
disponivel no presente estudo experimental, devido ao baixo custo e facil acesso, o que
facilita e favorece sua aplicacdo clinica. Em contrapartida, o infuso de camomila é
caracterizado como planta medicinal, o que sugere que, apesar de manifestar efeito
terapéutico, ndo foi submetido ao controle rigoroso de qualidade, como ocorre com 0S
fitoterapicos*®“®. Dessa maneira, o extrato fluido de camomila Ad-muc®, por ser um
fitoterapico, apresenta preparacdo controlada com o emprego exclusivo de matéria-prima
vegetal ativa'®, além de possuir qualidade constante®®, o que confere uma vantagem em
relacdo ao uso do infuso e pode justificar seu efeito superior no presente estudo. Ademais,
outro possivel fator que potencializou o efeito desse agente se deve ao fato de que o extrato
fluido compreende a preparacdo com consisténcia liquida, em que uma parte do extrato,

corresponde a uma parte, em massa, da droga vegetal seca utilizada em sua preparacdo®®?.
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Com base na premissa que 0 Ad-muc® é um extrato fluido, por possuir a goma xantana em
sua composicio®, ele possui maior bioadesividade nas superficies mucosas'*® e permanecera
por um periodo de tempo maior no local, o que aumenta a absorcdo da medicacdo empregada,

em relacdo ao infuso.

Vale ressaltar que o teste para obtencéo da concentracdo do infuso de camomila néo foi
realizado. Todavia seu peso bruto de 10 g, de acordo com a informacdo do fabricante,
encontra-se dentro da recomendacéo atual da ANVISA, em 20218, e da EMA, em 2015%°,
Essas agéncias orientam que a infusdo deve ser preparada com inflorescéncias secas e
rasuradas com peso entre 1g a 10 g, sob a quantidade de 100 ml de &gua, sendo que, para
lesGes orais, preconiza-se o uso de 1g a 5 g. Dessa maneira, 0 presente experimento encontra-

se em consonancia com a recomendacdo de agéncias reguladoras nacional e internacional.

A TFDa tem como objetivo a inativacdo e (ou) a morte microbiana através de reagdes
de fotoativacdo sob a presenca da triade: corante fotossensibilizador, fonte de luz com
dosimetria apropriada e oxigénio®’. Na literatura, sua acdo antimicrobiana estd bem
consolidada®-33707481 “embora sua capacidade de promover o reparo tecidual ainda ndo se
encontre bem elucidada, o que requer a realizacdo de estudos com esse enfoque. Por essa
razdo, o presente estudo objetivou a utilizagdo dessa terapia com vistas a se obter o reparo em
lesBes induzidas por trauma em dorso de lingua de ratos. Apesar de os resultados apresentados
terem demonstrado que a TFDa ndo foi capaz de acelerar a cicatrizagcdo das lesbes nesses
animais, ndo se elimina a possibilidade cicatricial desse dispositivo, uma vez que, por ndo
existir um protocolo padronizado com essa finalidade, hd dificuldade na escolha de
parametros ideais e diferentes dosimetrias podem ser testadas, o que favorece a obtencéo de
resultados contraditérios, especialmente em casos em que uma energia elevada sobre o tecido-

alvo pode ser capaz de promover efeito inibitdrio, ao invés de favorecer a cicatrizacio®2.

O efeito de ndo aceleracdo da cicatrizacdo apresentado pela TFDa p6de ser observado
neste experimento, pois, na fase proliferativa do processo de reparo, a TFDa demonstrou
cicatrizacao tardia, com parte das sec¢fes ndo reepitelizadas. Todavia, na fase inflamatoria
desse processo, 0 grupo submetido a TFDa obteve resultados positivos, tanto do ponto de
vista clinico, quanto histol6égico, o que condiz parcialmente com a hipo6tese proposta por
Karrer et al.%” (2004), que consiste na premissa de que essa terapia é capaz de estimular
ceélulas do sistema imune e de mediadores inflamatorios. Todavia, a dosimetria adotada ndo

pareceu ser capaz de induzir a estimulag&o fibrobléstica.
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A adocéo dos parametros para a TFDa, no presente trabalho, se baseou na tentativa de
se estabelecer uma proposta terapéutica que apresentasse viabilidade clinica, de forma que
protocolos de fotobiomodulacdo laser fossem o ponto de partida para a determinacdo da
frequéncia de aplicacio®?*, uma vez que esse dispositivo promove o reparo através da
biomodulagéo tecidual'l. Além disso, o estudo de Sperandio et al.®” %1% norteou a escolha da
dosimetria da TFDa, uma vez que se tratou de estudo experimental em animais que objetivou
avaliar o efeito dessa terapia sobre o reparo tecidual em regido de dorso de ratos e obteve

sucesso clinico e histologico.

Ademais, o presente trabalho teve como tema central verificar se a unido de duas
terapias que se encontram em evidéncia na literatura atual?222%557 seria capaz de favorecer o
reparo tecidual ou até mesmo potencializa-lo, uma vez que ambas tém como principio a acao
antimicrobiana e reparadora?®®%74130.132133 - Apesar de os resultados ndo terem demonstrado
efeito positivo da camomila associada com a TFDa na cicatrizacdo das feridas no modelo aqui
utilizado, recomenda-se a realizacdo de novos estudos com esse enfoque, uma vez que este
experimento foi pioneiro e, portanto, mudangas metodologicas podem viabilizar e favorecer

0s préximos resultados.

Dentre as limitagdes encontradas no presente estudo, destaca-se a auséncia de recursos
para a realizacdo de analises adicionais, a exemplo da biologia molecular, bem como a
dificuldade de obter parcerias para essa realizacdo, uma vez que o periodo vigente da pesquisa
compreendeu a pandemia de COVID-19 (Doenga por Coronavirus 2019). A analise com
biomarcadores especificos para citocinas e fatores de crescimento inflamatorios traria dados
relevantes e ampliaria o conhecimento. Contudo, ndo foi possivel realizar tais avaliagfes. De
modo adicional, também ndo foi possivel realizar testes especificos para se obter a
concentracdo exata da camomila e seus constituintes bioativos nos sachés. Em suma, destaca-
se que a presente linha de pesquisa promovera a execucao de novos experimentos, na tentativa

de preencher lacunas de conhecimento ainda existentes.
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6 CONCLUSAO GERAL

e O uso tépico da Matricaria recutita, de maneira isolada, no reparo tecidual foi capaz
de modular positivamente suas etapas, quando comparado a seu uso associado com a
TFDa.

6.1 REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA

e A aplicacdo topica da Matricaria recutita sob diferentes formulages e concentragdes
foi capaz de prevenir e tratar a MO quimioinduzida em pacientes oncoldgicos.

6.2 ESTUDO EXPERIMENTAL EM MODELO ANIMAL

Com a metodologia utilizada, concluiu-se que:

e A analise clinica revelou que todos os grupos apresentaram reducdo da ferida oral ao
final do experimento, com superioridade nos animais submetidos ao uso da camomila

sob a forma de infuso e de extrato fluido.

e Ao avaliar os parametros histoldgicos do reparo tecidual, o extrato fluido de camomila
contribuiu de maneira mais efetiva para a resolucao da fase exsudativa da inflamacéo e

o estimulo da fase proliferativa.

o A reepitelizagéo das feridas avaliadas pela histomorfometria evidenciou diferengas ao
longo do tempo para todos os grupos, embora, no 14° dia, somente 0 G5 exibiu

reducdo da camada cdrnea, o que configura menor resposta ao trauma nesse grupo.

e Com relacdo a organizacdo e ao quantitativo de deposicdo de colageno tecidual,
observou-se que, passados 14 dias, todos o0s grupos apresentaram resultados
semelhantes. Entretanto, na analise morfoldgica, notou-se que o grupo extrato fluido
de camomila apresentou fibras colagénicas mais espessas e mais organizadas, 0 que

sugere atribuicdo de maior qualidade ao tecido em neoformagéo.
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e Houve diferenca nos parametros dos padrBes clinicos, histolégicos e

histomorfométricos entre 0s grupos experimentais da presente investigacao.
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1 | INTRODUCTION

Tila Fortuna Costa Freira® |
| Erielma Lomba Dias Juliao? |
Gabriela Botelho Martins?

Abstract

The ohjective of this study was to evaluate the effect of topical chamom il in the
prevention and/or treztment of oral mucositis (OM) in cancer patients. It was a 5ys-
tematic review, which sought articles of the randomized dinical tmal secording to the
PRISMA parameters, registered in the PROSPERD. The databases used were
FubMed, Cochrane Library, and Bireme. Descriptors were selected from DeCs/MesH
and the PICO strateqy was applied. The search found 14& publications. After all the
steps, six articles were selected. The total sam ple included 492 patients and all stud-
igs wsed the same OM measurement scale. The results showed that the application
of tapical chamomile was effective in the prewention andfor treatment of OM in four
of the six studies, with a dose ranging from 1% to 2.5% and duration that ranged
from single to 4 times a day. Some limitations were observed: the minimum age of
the patients was not informed, and there was no specification of the sites involved or
the chemotherapies used. The application of topical chamomile in the preventiveS
therapeutic of chem o-induced OM szems to be recommended. In addition, scientific
production should be encoursged, as it aims to determine wseful protocols for this
phytotherapy for the oncalogy population.

KEYWOR D3
chamomaile, chemsotherapy, Matricenia, oral mescositis, rediotheragy

related to oral boxicity caused by chemotherapy, the possible sszocie-
tion of radintherapy with chemotherapy, the accamulated rediation

The term “oral muccsitis” (OW] appeared in 1280 10 desorbe mflam-
matory wlosrathes lesions in the orel mucose of petissts undergoing
chem ctherapy and,or radiotherapy in the head and neck region
[Petzrson, 1205). Akhough the dewzlopment of OM is & dymemic pro-
cess, in 2004, Zomis described its complex biglogicel cycle in five
pheses: initiation, generation of messenger sigmels, signeling and
amplification, ulceration, and healing. OM, om average, appenrs from
7 o 10 days after chemotherapy end from the second week of the i
tiation of radiotherepy trestment. The spprarance of lesions, as well

wi their progression, depends on numeroms fectors. This may be

Fivtachersay Aeseprch 2022;1-11.

wilaypanlinelibeary cam Saumal/ptr

dose and chemotherspeutic mgent, or the indwidsal responses of the
patient tz the regimes used (Sonis et al, 2004; Somis 2t al., 20970,

Studies keve shown thet epproximately 20%-13% of petients
undergoing chemotherapy for the treatment of solid tumces
develop OM legions, while those expozed to ionizing radiation in
the heed end neck ames or submsitted to chemotherapy cosditioning
for hematopoietic stem cell transplentation can reach an oocur
rence rate close to 1005 (Barasch & Peterson, 2003; Bellm,
Epstein, Rose-Pad, Marting & Fuchs, 2000; Lalla =t al., 2014;
Sikverman Jr, 2007).

@ 2021 Jahn Wiley & Sans, L. 1
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Clinically, OM is characterized by the presence of srythematous
wrzas thet can progress to painful ulcers and predispose to the devel
opment of cpportunistic infections and dysphagia, which leads to
thanges in the diet or, in more severe caces, in the need for parentenal
or enteral nutrition, makisg it necessary to alter or interrept cancer
treatmient, with sericus consequences on tumsar resposse and patient
surdival (Raker-Durlecher, Elad) & Exrach, 2000; Saunders etal, 2013;
Zonis, 2004).

To date, there is no isolated therapy thatis capsble of completely
prevesting or treating OM duz to fs high biclogical complexity. Some
tharapeutic maodalities, such ec anelgesics, anti-inflammatzsies, and laszr
phaotzbiomadulation promote the improwement of inflammatory and
prinfsl clinizal conditions that ere 2stablished as & result of OM. In this
senze, the search for new therapeutic modalities that ect effectively in
the manegement of OM has become a primary target of the scientific
momamunity, with & consaquest increase is studies focusing on this sub-
jectiArivawardana et al. 2079; Lella etal., 2014, Yarom et al, 2020).

Furallel to this search, medicine based on the use of netural egents
hes been gaining promiseace becsuse of the possible thernpeutic #ffects
of herbal eg2nts, in pddition to being easily accessible and finencially feasi-
ble, which has promoted the progressive ncrease in it consumption and
indication [Mirej, Azizi, & Kiani, 2016). Chamomile, belomging to the
Asteracene Family, is one of the most globelly wsed ancient medicinal
plants dus to it beneficial thermpeutic propesties, such as the presence of
phenolic compounds, manly flavescids, aspergenin, quercetis, patuletin,
lutealin, end glycosides, which are respansible for the sedative, mnti-
inflammiatory, antipamadic, antimicrobial, med restorative activities of this
natural agent (McKay & Elumbarg, 2006; O'Hara, Kiefar, Famnrall, &
Kemper, 1933). The forel chepters are the pert of the chamomile used 1o
produce the topical medicine end teere are seweral formes of presentation,
which includes the opical use, fluid extract (1:1): in Bydroethanolic solu-
tion, vapaour, capssle or tablet comtmining dry axtrace, tinchares, infusion
end wolatile ail (Ministerio da Sadde, 2016; WHO monography, 19930,
Promising results with the topical use of chamomile heee been obtained
in the management of complex changes in the ol cawity, including chem-
ically induced (Erage =t el 2015; dos Reis etal,, 2008) end radic-induced
OM Behremnezhad, Mayen, Bassampour, Khajeh, & Asgari) 20135).

Therefore, the objective of the precent study was to cosduct &
systemetic review of the action of topicel chamamile is the preven-
tizn and/or treatment of OM in cancer patients wndzrgoing antinee-
plaztic therapy.

& | MATERIALS AMD METHODS

21 | Eligibility criteria, search strategies and
search information

This =as & systematic review of the litzrature carried owt from
Kovember 2020 1o Febrsary 2021, which sought articles types of ras-
domized dinical trial based on the Freferres Reporting ftem far System-

atic Reviews ang Meta-Aeaiysis (PRISMA] parameters, which assists in

the constrectios of systemsetic reviews and metn-analpses [Moher,

DIE LIMAA DANTAS or ne

Liberati, Tetlaff, & Altman, 2008), and registered in the FROSPERD
databese (CROEZD20210462), Eleztronic detabases such as PubMed,
Cochrane Library, and Eireme were gsed for this rezearch.

After the application of the compaonents of the FICD strategy,
wherein P, population: cencer patiests; |, intersention: topical chamo-
mile in the preventios and/or treatment of OM; C, comparison: ple-
cebo group; control group in which thers was no intervention or
comparison with other topical agents; O, nstcome: whether topicel
chamomile promaotes the prevestion asd/er trestment of OM. The
mast relewant and specific question of the present study was whether
topicel chamomile is cepakle of preventing and for treating OM iin ren-
demized cantrolled trials. For this, the Dels/MeSH descriptors and
free termas were cross-referenced using AND asmd OF Bocleas opera-
tors. The resenrch strategy only included terms related to chamamille

and oral meczsitis, e described in Table 1.

2% | Inclusion criteria

Ltadies thatware randomized clinizal trials were included, in which
OM was indwced by chemaotkerapy for the treatment of solid tumars
or for myeloaklation in conditioning regimens for hesentopodetic stem
cell tramsplantetion, chemaoradiotherapy, or radiotkerapy for solid
temizrs in the head and neck region. The therepeutic approach for this
oondition was the exchusive use of kopical chamomsile wt different con-
centrations, without association with other therapeutic agents. As for
lenguege, anly stedies present in English were selected; however,
thers was mo restrction on the period of pukblication, sex asd age of
patienis, severity and stage of cencer, as wall as the seventy and stage
of OM, given thatthere is alrendy a scarcity of studies.

TABLE1 Thesewrch strategy with selected descriptors

Muzositis (Muzositis” Ok m uzpsiides OF 'stom atitis” QR
Stomattides DR "Cral mucosits” OR “Dral
mucositides” DR "Cram ucesitis" OR
*Cramucosides’].

"m wzose infee m ation” OR "m weoss wriation’ OR
" ucesitis’ DR "m uecsidides” OR "Crom v easitis”
OR "Crom weositides” O “camcrum ariz™ OR
“denture stom atitis” OF “m outh epithe live
aflus watian’ OL "w puth infla tiam,
ulerntive” OR 'm cuth influm » ation, ukerous’
OF "w outh m uzose inflam m atien” OF “cral

aflam watian, uleerative” DR 'stom ptitis
ulcerativa” DR “stom atitic uboeroza™ OR.
“stomatitis”, O “stam atitis, uhceratine” O
"stom atitis, wleerous” O R "aleerative m auth
nflam m atize” 3E "wlearstve anl inflam v ation)

[Fekamam ike” OR “chaw am iks” QL Thumamile
recutita” OF "Masricaria™ OF, "Matricania
chamamilla” OF "Merticaria recutita” OR

Madricarins” QL Cham amillas” OR "Mutricaria
rezutitas).

[Chom zmille tea” OF "Cham om ille infuzics QR
cham omiles fea’ OR "wild 2am awille)

Chamamile

Souree: own sutharship.
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23 | Exclusion criteria

On the cther hand, we excluded studies whose therapewtic approach
cowered other agents, regerdless of their mssocietion with chamomile,
whose indication of chamomile systzmicelly or i= clinical sitsations
different from OM, those with experimental stadies cosducted o=
animals, and those thet did ot meet the inclusion criteris. We alsa
excluded studies without an mhstract in the databages, thesis, disserts-
tions, editoriaks, and l=tiers to the editor becmuss acoording fo the
scabe of scientific evidence in the Cochrans Masual for Systematic
Reviews of Interventions, these modalities provide a low level of sci-

entific evidence (Higgims & Greas, 2011)

24 | Article selection

All selectz=d articles were tabuleted using Microsoft Word |versios
201 8). The articles were selected based on the anakysis of the tithe,
whstract, and full text of the aricl: based on previously establisked
criteria, Two exeminers (JELD mnd GEM] independantly perforsad
the szhzction in the previcusly select=d datsbases. In cese of dscrep-
wncy hetween the fwo, a third author {TFCF] would hewe been called,
which was not necessary. Date extraction wsing the inclusion and
exclusion criterin wes cerried gut according to the ethical aspacts,
clzar methodclegy, and presence of results. Duplicets articles were
censidered only once. & secondary active search wes performed and
wrticles were included to comsplement the theonetical foundation. The
keppa test wes ssed to sssess the agreement of included studies

smong reviewers, The result sbtained was 0.76, which means a=
tlmast substantiel egresmaent betwezn the reviewers

25 | Methodological quality and risk of bias

To msaximize the eveluation, the CONIORT guideline (Conselidated
Ironderds of Reporting Trials) was used, which is based on guiding
37 information thet is necessary im randomized clinical trials in order
to meke the stady reproducible, orderky, transparent, and accurate
[Schulz, Aliman, & Moher, 2010]. We also ssed the Cochrene Collabe-
ratios instrumest o access the potential risks of bias in randomized
climical trials, with the spplization of seven domains. This implement
systematizes the domeins for validation: selection bias, performance
bias, detection kies, attrition bias, end reporting bias (Higgins &
Altman, 2071}

0 | Dati extraction

Daty extraction war performed individuelly By two axaminers (JELD
enid GEM) by searching for the following wariabbes for emch study:
main auther of the article and collabarators, yeer and cowntry of pebli-
cation of the article; the objective of the study, total sample {n) and

description of the semple, the methedslogy smployed, camcer

WILEY

treatment, characteristics of chamomile {concentration, desage, fre-
quency of edministration), cheracteristics of the comperative growpls)
[concentration, dosage, frequency of edminitration] or control, evalu-
sted clinical parameters, muin results, outcomes, and CONZORT

guideline. We zonducted & descriptive anakysic of the ctudies.

I | RESULTS

Through the initiel szarch of the databases, 72 studies were found on
tae Cochrane platform, 27 on Bireme, and 4% on PubMed, making ita
total of 143 erticles. After the firct mnelysic, duplicate texts were
remioved and the number of erticles was reduced tm €2, After applying
the inclesion e=d exclusion criteriy, amother 55 aeticles were excluded.
A total of 7 articles were reed in full, end of these, 6 met the inclusion
rriteria after all steges of senrch selection and refinement, eocording
to B flowchart based on the PRIEMA model (Figurs 1) (Moher
etal, 20081 In the last refinement step, the study of Kete et al. {2017}
was excluded, because of the menagement of stomatitis medinted by
tyrosine kinase inhibitors. & secondery active search was perfomed
and 24 studies were included to complement the thecretical
foundation.

After analyzing the daty, it was observed thet the clinical studies
included wers publizhed in & 21-year time frame, beteaan 1998 and
2017, witk the years 2015 42 2017 standing out as they present=d
£ of the 6 totl publications included in the present study. For the
preparation of thiz rewiew, 5 clinical triels were included that com-
parad the =ffects of topical chamomile on chemo-induced OM
[Fiddler et al., 1995; Ehabankoei =t al,, 2008; Braga et al., 2015, dos
Re=is =t al., 2018; Pourdeghatkar et al., 2017} and 1 study on OM
induced by radiotherepy in the head and neck region {Eehremaezhed
etal, 2015y, with & total of 207 cancer patients distributed amaong
them. The mverage sample for ell clinicel triels =as 32 patients (stan-
dard deviation [ED]: 43.500.

Is regerd to scciodemographic data, en awversge ege of
41.36 years (3D0: 17.53) was observed, ranging between & and
64 years of age_ Shabanloei et al. {200%) did mot repart the mimimum
ege of the included patients. Mast of the studied popalation was mals
In = 283, 50.5%8), while femules accounted for 40 2% of the total
petiznts {n = 195,

Of the 5 studias that involved the uoe of chem otherapeutic
egents, 3 included patients with solid tumars {Fiddker et el., 1925;
Thebanloei et al., 2009; dos Reis et el, Z006), and 2 wsed high doses
of this agent for the treatment of hematologizal malignencies [Braga
etal, 2075; Powrdeghatker et al,, 2017). Amapong solid tumors treated
using chemotherapy, Shakanloei et al. (2009} did not spexify the sites
involved or the chemotherapeutic agents used, dos Reis e al. (2075]
focuzed om the mamagement of gastric or colorectal cancer, through
the uze of 5-flusrouracil end lescovarin, and Fiddler et al. {1026)
reported the wse of S-flugrourecil alens &5 &n antineoplastic egent
withowt mentizning the tumors invalved in the treatment. Regarding
studies that adopted chemsotherapy for hematological malignancies,
Erage etal {2075) evabeated putizsts sdministered cycles of busulfas

128



[ i r DE LIMA DANTAS
WILEY e
—
s Becoeidn wlrzndied threugh datsbise Asddsteomal pevords idemtfed troapk
searchang GO T
(= = 14E) =0
e? r
Pecords adher duphcates removed
(n=5f)
L Pecoads soveened Peceads exchuded
m= &2 =35

]

Fulll.bexd artscbes mssemed for

& M (n= 1}, manssement of
| 'h'p?.;h" i stomatitis neediased by
5 = tyrotame kmave mbsbibors.

Fall-text srtaches exchded

Sradird nchaded In
quahiimtzor fyneheiis
(LR ]

Iacladed
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wnd rydophosphamide, fludershine mnd melphalen, or fluderahbine and
busulfan, with a focus on conditioning hemetopoietic stem cell trans-
plantetion, wkile Foardeghatiar ot al. {2017) evelusted children with
szute lymphoblestic leukemin wko snd2reent exclusive chemother-
apy with oytarabine and methotrexate. The consolidation of the
resulis was developed by the authers, 4z shown im Takle 2.

Regarding the methodelogy sdopted, 2 studies compared the top-
ical effect of chemomile with & placebo growp Fiddler et el 1926;
Erage etal, 20151, | study employed cryothemapy with ioe cubes {dos
Reis etal., 2016), 2 clinizel trials in bran were adopted a5 pacitive com-
tral aboupuringl, & selectve uric ackd inkibitar (Shabenloei ot al., 2009;
Pourdeghatkar =t al., 2017}, and the study of Eahramnezhad
etal. (201 5) as the main objective to com parntively evaluate the
effects of rinsing with pare nataral koney in relstion to chamemile.
Regarding the form of presentation end use of chememile, all studies
have standardized its topical use with mouthwash. Howewer,
Shebanloei et al. (2009}, Erege etal {2013) end dos Reis et al {2018),
produced a rinse from the flowers of plants. According to Shakasloei
et al 2002}, after grinding wnd weighing, the flowers were placed in

toced containers and boiling distilled wrber was sdded in two stages,
with the objective of obtaining & volume of 5 g in 50 cc. Subse-
quaety, the selutisn wes filtered, botthed, and sealed for further use.
Doz Reis et al (2016) produced ice chips with 1.5% chemomile infu-
sicn, and Braga =t al. {2015) camvied out e more complex formslation,
which consisted of the zlaboration of the rinse aid in the
pharmacotechnicel leboratory of & public usiversity. The flowers wers
dehydrated and stricthy controlled wntil the final product was
ohtmined, wnd the physicochemsizal end mizrobiokegical charcterstics
of the plant species were evalusted according to the methods
described in USFS0-NF2527 and by WHO. The levels of the
spigenin-T-glyzoside marker in the final Formulstion were 0054,
0108, and D216 mg/ml for dosages of 03K, 1N, and 2% respec-
tively. Two studies adopted the use of & commercially available
thamomile-besed rinse i bren, Pourdeghatioar et al (3017} used a dilu-
tion of 30 drops of 30 mlL of the chamomile solution (Matrika
barijeszans/kashan, Iram} in 20 oo of water for 1 min, while
Exhremnezied et ol {2073) adopted & mixture of 3 mL of Matricasia
[Bari] Prarmeceutical Compary, Iran) with half a glass of water. Finally,
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TABLE 2

Authaorfyear

country of

study

Fiddler etal,
(100E],
United
States,
Double-blind
phase I
clinical trial

ihabanloei et al.

(20081, Iram,
Double-blind
clinicall trial

Brege =t el

12015}, Brezil,

Double-blind
phasze I
clinical trial

Purpose

To evaluate whether
the antiszptic with
chemomile has
the cepacity to
relieve DM in
patiznts
undergoimg CT
with 5-FII.

Determine and
com pare the
efficecy of
alzupurinol,
chemomile and
saline solutsan in
preventing CT-
induced ML

dentify the dosage
of rinse Liguid
extract of g
recutits, necessary
to reduce the
inzidence and
Intensity of GM
edslt patients
undergoing
sllogensic HECT.

Sample (m}and

sam ple

description

164 patiemts were
sllocated in bwa
groups: Placebo

[m= 32} amd
cham om il=
s = E2).

3% patiemts with
salid tumars
=ere allocated
to 3 groups:
Growp L
Alougurincl;
Growp II:

Cham cmaile;
Group NIz Faline
solution.

40 patients fover
18 yenrs aldl,
divided into 4
groups: Contral
and
experimental:
Mouthwash
containing
different
concentrations
of C. recutita.

General characteristics of the included studies (ICS, UFBA, 2021}

Omcology teraphy

CT with 5-FU in the first
cycle, with §

consecutive days of CT.

Exchusive CT.

TCTH conditoming regime.

Intervention group
(cham om ile) and
therapeutic pratocel
Chemomile mouthwesh
was administerad 3
timaes & dey for 14 days,
from the first day of CT.
Chemomile was
administered 3 to 5
times & day funtd ell 100
ml was used), for 14
deys, from the first dey
of CT. This sclution was
msed topically far
approximetely 1 min

Group Il: The preparaticn
of the chamomil:
mouthwash occurred
with the use of flawers
from the plant diluted in
distillled water.

Use 4 times o dey for 16
comsecutive days. The
first day of use on the
day the CT started.

Chemomile mouthwash in
concentrations of 0.5%,
1% and 2%. Patients
were imstructed to rinze
their mouth with 10 mL
of the solution twice &
day, 1 hr before the 2
main meels, for 1 min
and mot to swallow_ The
wse started on the first
dey of conditioning and
ended when the mucose
returned to normal or
the gramulocyts count
wag exceeded 500 mm®
for 3 consecutive days in
patients who did not
develop 0.

Evalunt=d
Farameters

Contral group or
comparizen group

Mouthwesh of
identical

Evaluation of 0K
with WHO scale,
Froms the first 1o
the T4th dey.

apprarance with
cham omile
(100 ml of
water with 30
drops af
concentrated
placebal, 3 tm 3
times & day (For
| min mnd for
14 days, from
the firct day of

CT.

Group I Evaluation of OM
Aloupurinol with WHO scale.
powder was Fain, with mumerical
added to the scale from O o
hydroxyl propyl 10,

mzthyl cellulose
solution (3 mgy
ml).

Group Il
Mouthwash
saline solution.

Identical use to the
chamomile
grosp.

Mo intzrezntion. Evaluation of OM
with WHO scale.

The perception of
organaleptic
characteristics
[teste, sraell end
color) and She
presencze of
nauseA, Yom iting
and berning in the
mauth were
measured by the
Likert rating scale.

Results

There was no statistizal
difference in QM
between the two
groups, regarding
severity and duretion
[p=10.12 snd g = .83,
respectively).

Groups | and M showed
similar results in the
varithles prin
[g=071)and OM
i = 055 Howewer, in
relation to Croug I,
both showed better
results in these two
varithles with
F=0.027 and
F=0.017,
respectivehy.

The incidenze of OM was
lower in the
chamomile group 1%
(30K}, compered to the
control growp {30%]

(p = .01} Four patients
0%} with 4 2X
dosage showed mo
signs or symptoms of
OM. In the 0.5% and
2% groups, §0% of the
patients had
ubzerations in the oral
cavity.

The inzidenze of DM was
lawer in the
Chamgmils group 1%
(308}, compered to the
Control growp (20X) (p
= .01} Four patiznts
(0%} with 4 2K

Qutcom =3

The results of
this climicel
study do mot
suppart the
hypothesis
that
chiam om ile
can decrease
OM-indwced
5-F.

The results
indicated
similar
efficacy of
Aloupurinol
and
chamomile in
the
prevention of
CT-induced
LIT-H R

Chemomile 1%
dem onstrated
a reduction is
incidence,
miEnsity amd
duration of
GM in adult
patients
undergoing
allogeneic
HSCT.
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Consort
guideline

Ahsolute walue:
21

56.75%
meeting the
criteria

WS LINYD YIRIT3d

Absolute value:
16

431N meeting
the criteria

Absolute value:
25

57.5% meeting
the crit=ria

—ATTIM

[Continues)
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TABLE 2 (Continued) =
Authoryear) Semple {n} and Intzriention group L
country of sam ple ichemaomilel and Contral group or Ewaluated Consort
study Purpase description Cncology tzraphy therapzutic pratoce! COMELrison group Param =t=rs Results Qutcomes guideline E

dosage showed no —
signs or symptoms of -
OM. In the 0.5% and rrl
1% groups, 60% of the {
patients had
ulzzrations in the oral
cawity. Regardless of
the group, the majerity
of patients (39%)
claszified the
mouthwash as “wery
nize”or “nice”. Only 4
patients reported
neuser and 1 reported
a burning senzeticn.
Eahram nezhad To com paratively 105 patients over Rediotherapy in head asd Mauthwash with camomile Heney group: Evaluation of OM Therz wes a statistically The application Absolute value:
etal [2015], study the effects thez age of & neck regien - 200 far 61 seconds, for Mouthwash with WHO scale. significant difference of matural 25
Iran, Blind of the rinse with years and with cGY day. I weeks. with 20 mL or § between the 3 groups haney was 67 5% meeting
randomized pure natural HHE were tablespoons of regerdimg the sewerity effective in the criteria
controdled homey and slloceted to 3 haney mixed in of OM om the 149th day the cantrol
trial chameomile in the groups: Homey B glass of water g = 028 e p = 000 and
prevention of group, and divided it prevention of
T nduced OM Cham om ile two equal paris radiation-
in patients with group and (30 seconds of induzed OM
HMC. Comtrol group. use for each in patisnts
partl. with HNG.
Control group:
Mouthwash
with 20 mL of

water after gach
meal
Use for 3 weeks.

das Reis etal Com pare 3§ patizmts cwer Exclusiee CT with 5-FU lee chips mede with 2.5% The potients Daring the use of ‘With regard to pain, the The occurrence Absolutz value:
(018, Brazil, cryatherapy with TE yerrs witk and leucovarin (4 & chemomile infusion. reczived & cup the chips, thers GG hed & kigher scome of OM and 31
Blind water and gastric or Putiemts instructed to with ice chips was the filling of & n all the periods pain was 83.78%
randomized crypatherapy with colorectal rub the ice in their orel made with pure farm referring o wanlunted (p = 002, lopwer in mesting the
pilot study cham om il= CARCEr wEre days and Z1-day rest. cavity for atlenst 30 min water and wars thie taste of the p= 08ep=14 patizmts who criteria
infuzion in ellocated into during CT, ctarting 3 min instructed to use ice (good, bad or respectivelyl. The used
preventing and w0 groups: before the infusion. it similerly to the indifferent), pain presence of wlcerstion chamomile
redurcing the Contrel group cham omile end dizcom fort was significent anly an compared to
intensity of OM [eteg group. [scale with 10 day B le= 0101 G,
induced by 3-FU. Cryotherapy paints). Regarding the OM, the K texicity
with water, CCCUITENCE WaS chamomile E
n=18&y okserved in 50% of the was ohsemed, |
Experim ental patients in the GO end %
grosp {EC: 10% in the patiznts of (=]
Cryctherapy the EG, with no ane %
with chumomile, manifesting OM grads a
n =20} I ormore. "
F
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é a Fiddber et ul. [1596) used in their experiment an antiseptic from & mi-
E‘i E i EE ture of 100 mL of water with 30 drops of comcentrated chamomile
E'! g ﬁg = i (AZTA Medica, Incorporeted, Hackensazk, I
= = regard to the administretion of chamamile, & study guided the
E o ."_E' ] E applicetion twice o duy (Brege et al. 2015), and I experimests ndi-
= E E E - o H H cated topical e 3 times a Juy (Fiddler etal, 1398; Pomrdeghatkar
g é g ? ':'é E E z etal, 2017). A single study was condwcted with the daily topical appli-
= == = cation of 4 times (Shabanlosi et al, 2009}, end the study of dos Reis
: ;_ eral (2076] adopted the mse of cryotherapy with chamamilz w5 &
] = E _'__- E i = E single-use, which started in pre-chemotherapy and remained during
E E = E_%' SEDS= 1 E = the infusion of the chemicel egent, 25 described in Table 2. It & note-
E o= E-E :3" E "g_ i -: *-’: warthy that 2 single chnical trial did not clarify the recommesded daily
E-E'g E E _E '-_: E; E .;- use of topicel chamaomile and only prowided information akawt rinsing
E w & 5E E-EE ZHE a for 60 5 for 3 weeks (Eshramnezhed 22al, 201 5).
& = :* AN studies evaluated the clinicel parametzrs of OM using the
2 grading system proposed by the World Herlth Organization (WHO]
E E ] (OME, 1975] (Fiddler et al., 1996; Shabanloei ot o, 2009; Ernge et al,
- Ei fl-" 20153; Eshramnezhad et ol 2015; dos Reis et al, 2016;
g E E: -i Fouwrdeghatker et ul., 2017} In addition 1o the ewnluntion of DM, the
E E - E stucly of Shabanlcei =t al. (20090, assessed pain associated with
E chema-induced OM, dos Reis et al. (2018) analyzed pain, the degree
= ¥ Ea = 2a = of discomfort, and perception of taste associsted with the topical use
= E E .E g § u -E i E E = of this egent, Sraga et el {2015} evaluated the organolepsic properties
SHRERH e e 01 i ek
i E z3u s E £ EE ﬁg i of the chemomile ringe and the adwerse affects manifested by topical
=2 HrE S 2E= 1 E wke, through interviews with the adoption of the terms “never” until
- “vary Frequent’, and Fiddler et ol (1926) spplied & questionneire
z regarding the toxicity of this maturel egent. AN these deta, along with
= E 5 = E s -E- the periods of amakysis, are also compied in Table 2
E B E ;E BEGE i H n regard bo the evalustion perisds of chnical peremesers, Shabankosi
BES g ? = E.‘E 2 £ i et ol {2008} evabsated the varishles OM and puis in € distinct phases,
E g E E E_E E E = witick comprized & total pesiod of 16 days of ckamamile use, starting on
; E ESZHEE % day 1 of chemotherapy. However, the authors did net socurately maen-
;“ tion the start and =nd deys of each phase. Assescments in the stedy by
E Fowrdeghatker et al. (2007} were sturted 1 day befare starting chema-
] therery on the seventh and 14th day after infusion. In the clinical triel of
E g ] & E‘ dos Reis etal. (Z01E], the assessment of OM and pam wes caried out
= E_ié " ondays 8, 15, and 27 efter the firstinfusion of chemotherapy, and
E z E ﬁ E‘ Behramnezhed =t al. (201 5) me2mzured the mucssitic gradetion et 3 differ-
E E Sm E znt times; thatwas, boweser, done on deys 1, 7, and 14 after the stert
& of locoregionel radictherepy. Finally, Fiddler 22 el {1926} followsd the
= 2 %l' ; F E E E development of the OM from the first dose of 5-fleorourecil ustl day
= = E 5 ng - . G 14, end provided & questiommaire to assess toxidey os dey | of chemo-
¥ iE | :_:? :E 'g E i = therapy and 3 weeks aftar chemotherapy
H aoToE=E = B for the ouszome of the selacted stedies, it was observed thas the
§ applizetion of tapical chamamile in OM was effective i= mast studies
AR TS é from & clinicel point of view (Bhabankesi et al., 2009; Eraga etal,, 201 §;
ﬁ E gz o E? [ dos Reis etal 2016; Pourdeghatkar etal,, 2017). However, 2 studies
. Ef‘: g E B EE = %_ have shows no superiority of chemomile over honey (Eahrameezhad
E E 2 tEé ;‘.EE E i ezal, Z005) and plecekbo Fiddler et al, 1288). Furthermore, topical
E (2 ; chemaomilz kas notbeen shown o cause toxicity [Fiddler et al,, 19588;
13. E dos Reis et al, 2016) ar intolerance (Erage etal 2015)

Regerding the application of the CONSORT stretegy, im the study
of dos Reis et all (20181, 31 recommendations were imaplemented out

Elimd phase
dinical triel

Franieghsfar

THELE 2
Bt year)
aauntry aff
sy

&hbresintins:
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of 37 previosshy establisked criteria [33.78%), and in the study of
Eraga =t ol (20715) end Bshremnezhad «t al. (2013), 25 recommenda-
tions wers sptered (57.5%). The other stedies obinined similar rates
with some Emittions in methods, but that does st interfere with the
possibility of repraduction of them, whick makes transparest articles,
ordered logically, well-conducted and with precise objectives
{Teble Z1. The risk of biss wes considered low for the included studies,
considering that some additional information from the authors
junpublished) was nececsary for this eveluation. There wes & =smimum
decrense in quality, bat thers was no information about Eeeding of
outrames escessment in some sbedies (Fiddler et al,, 1596; Shabanloei
et al., Z2005; Exhramnezhad et al., 2015; dos Reis =t al., 2016;
Fourdeghaticar et al, 200 7} and selective repesting habanbozi et al,
200%; dos Reis etal., 201E; Pourdeghatkar et al,, 2017} {Figure Z].

4 | DISCUSSION

The present study aimed to conduct & systemetic review of the litzm-
ture om the wse of wmpical chamomile = the masagement of

DE LIMA DANTAS rrwe

radicchemetherapy by means of clinical trials. To maximize the evslu-
ation end use of the informeation presemted by the studies, the FICO
strategy was used [Petient, Intervention, Comperizon, and Qwtcome)
\5untos, Pimente, & Nobre, 2007). Four of the B stadies included in
this review smggest that the application of chamomile has the abilizy
to prevent or treat OM lesions in cancer patients undergaing
myeloabletive comditicning regimens for hamatoposietic stem call
trensplantetion (Brage et al, 2005; Poardeghetkar et al. 2007} and in
petients with solid maligeascies wndergoing treatmant with chemo-
therepy {Shabenloei etal., 200%; dos Reis etal, 2016).

Regarding the studied populetion, although there was o wide
weriation i the age of the incheded cancer putients (B-G4 years), it
was observed that in addition to the positive results regarding
chamomile in the management of OM {Shabanloei et al., 2005;
Braga =t al., 2015; dos Beis 2t al., 2006; Pourdeghatkar 2t al. 2017,
chamomile wes well accepied and tolerated by most patiests of ol
age groups; these patients, even under the presence of comman
side-affects of cancer therapy such ms nausea and vomiting, did not
menifest severe effects of this maturel agent {Eraga et al, 2015; dos
Reiz et al., 207E).

Bahrarmnezhad el al, 2015

Braga elal, 2015

~ || i@ |~ | Blinding of oulcome assessment (delechon blas)

dos Rels elal, 2016

~ | @ | ® | @ | Random sequence generabon (gelection bias)

w | @ |~ | @ | @ | Selective reporting (reporting bias)

FIGURE 2 Summary of review methods:

=~ |@|®|®|® | @ cinding of paricipants and personnel (performance bias)

®|~|®| ®|®| @ occation concealment (selaction bias)
B 0 9 @ @ | @) nomplele outtomi data (atirition bias)

Fiddier el al, 1996 ?
Pourdeghatiar el al, 2017 (| # 7
Shabantoel el al, 2009 | @ ?

assesemaent of reviewersauthors on eack
methodologicel aspect (presenting the guality of =ach

B . . ...O'Ihermas

itzmi in the included studies)
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Azcording to the methadabegy used to evalante OM, all studies
adopted the came graduation scale (WHO, 1878} that favors the sten:
derdization of clinical analyzis of results in & more reliakle way, since
the same criteria were adopted to assess the tissue repair process.
Furthermore, sithough there are several OM measurement systems,
the classification proposed by the WHO combises different objective
and subjective aspects of mucasitis, as it broedly end practically ana-
lyzes the signs, symptoms, and functional disorders of cancer petiests,
which mukes its mpplication simple end determines an effective glokal
score (Sanis et el 2004

AN ctudies pdopted the wie of topicel chamomile in the manage:
ment of OM, according to the esteblished inclusion critena; however,
1 particuler difference abseried betwezn the studies was in the pat
tern of use and presentation of chemomile. In the studies cosducted
by Shabunlzei et al. {2009}, dos Reis et al. {2016}, end Eraga et al.
12015} a production of the rinse from flowers of the plant was comied
sut, while Pourdeghatiar et al. {2017) and Sahramanezhad =2 al. (2015
used different types of chamomile rinse commercisly wvailakde in Iran,
and Faddler et all {199) sdopted the wse of & concestrated chamomaile
mixture (AETA Madica, Incorporated, Hackenzack, NI diluted in
water, which formed a mouthaach. In s different way, dos Peic
22 al. (2016} produced chamamile ice chips, wihich passibly represents
1 comnbined mction of the beneficial effects of this maturel agent with
cryotheragy, through the promotion of local vasoconstriction.
According to WHO monography (1995], the presentation fomms of
chamomile elso include dried flower-hexds, liquid extract (1:1 = 45%
alechall, tinctures, and other gelenicals. I= addition, wapour, capsule ar
tablet contaiming dry extract, tisctures, infusion and volutile oil, can
alsz be faund (Ministerio da Sedde, 20160 Regarding the topicel
administration of chamomile, its wge was varied from twice a day
\Eraga etal., 2015) wp to 4 times o day (Shebenloei et al., 2008} While
I sbwdies performed topical application 3 times duily (Pourdeghatkar
etal, 2017; Fiddler et al., 199E). Although there is a difference
betwzen the Farms of presestation, dosages, and use of chamomile,
most studies have demonastrated sutisfactory effects of tapical chamo:
mile, with regard to a lower occurrence or decrerse in the severity of
OM-reluted injuries {Shabanloei et ul., 2009; Erage et ul,, 2005; dos
Reic et al, 2016; Pourdegkatker et ul., 20171, along with the painful
sympioms misociated with these lesions (Shakanbzei et al., 2009; dos
Rziz =t al., 2018

The favorable effect of topical chamomile according to the
included studies & dus to ity prewiossly 2stablshed medicinal proper-
ties, which include entiinflammatory a=d anelgesic ection, due to the
presence of chamsazslene, alphe bisakbolol, hisabolol oxides, spirome-
ters, and flavoneid compousds {0'Hara et ol 1598; Fresibella, Villas-
Eoms, Balletti, Santos, & Weffort-Santos, 2006; McKey & Elumbarg,
L00E]. Acconding ta 2 of the § studies inchaded in this review (Eraga
etal, 2005; dos Reis etal, 2016), chamomile wes effective in the
menegement of chema-induced mucesitis due to the inkibitian of the
productios of cyclocaygenase-F (C0X-2}, an enzyme belonging ta the
isflammetion cascade. Furthermore, Eraga et el. (2015) stated that the
amount of aspegenin-T-glycoside, which is a flavonoid camposend,
determimes the asmti-inflammatory actwity of this mataral agent

WILEY-_L_*

Howeser,in the stady carried owt by Fidler et al. [1996), the reswlts
did not show that chamamile wes superior to the plecebo group, with
respect tothe decreaze in the saverity of OM lesions induced by
S-fluorouracil. A possible reason For this recsult could be due to the
fact that patients in Eoth groups underwent cryotherapy prior fo each
dose of chemotherapy. This mechanism slone prevents mucositis
induced by chemotherepeutic egents with & skort half-life, a5 is the
zase with S-fleorcurecil, according to the guidelines proposed by
MASCCIE50 Lalle et al., 2004} Theas, this result chould be curefully
eyalunted, since the combination of twa therapestic modalities is con-
sidered preventive in the management of muccsits asd may consti-
tute a bias when com pared with studies that have us=d topical
thamaomile exclusively

Far this reason, the study conducted by dos Reis et al. (2018)
evaluxted not only the reparative capacity but also the analgesic
potestial of this natural agent thraugh the applcation of & visual ana-
log scele. Azearding to the results obtained, the perception of pein in
the contral group was gremter than thatin the chamomile group in all
evnluation periods, which cocurred on days 8, 15, and 23 after che-
motherapy, wiich confirms the enelgesic potestial of chamamile. The
analgesic potential of chemomile, ac mentioned exrier, is due to it
ability ta inhibit COX-2 {Erega etal, 2015).

A simgle study evelueted the affect of topicel chamamile on the
prevention of OM i patiests mndergoing rediotherapy in the kead
and neck region (Bshrasanezhed ez al, 2005). The results did not
reveal the superiority of thiz naturel agent as & mosthwash used with
naturel honey. Ome of the possikle causes could be that the bislogical
tascade of induction of redictherapy-induced mucositis is differeant
than that induced by chemotherspeutic agents (Soniz et al. 2004,
Eedintherapy involves the use of iznizing redistion directly on the tar-
get, havieg a locoregional effect, while chemotherapy involves the
syskemsic administretion of chemical agests, capable of acting on the
cells of the oral cavity with high rates of replication (3onis, 2004;
Jonis, 2007). Giwen this comtext, according to MASCC/ISE0 (Lalla
etal, 2014), there are recommended therapies exclusively for the
managemernt of chem o-induced OM, such as cryotherapy and
benzidamine, which represests & non-steroidal anti-inflammatory
effect for topicel use, and is recommended for the prevention of these
injuries in patients whe receive @ moderate radiation dose (<30 Gyl
\Ariyawerdase et al., 20180 In & complementary way, the litzrature
swggests the wse of other therapies directed at mucositis from all
snezlogical therapies, as is the ceoe with adeguete orel kygiznz prato-
zols, which include Brushing nssociwbed with oral bygiene guidence
and professional care (Hong =t al., 2015}

One possible reasos for the costradictory findings of the I exper-
ments is methodologicel differemces, which includes the method of
presenting chamaomile and its application in different oncelogical
gromps (Exhramnezked et al, 201 5; Fidler et el., 1996 However,
when censidering that cencer patiznts make use of 2 renge of sedica-
tions dus ta their systemic condition mssociated with the increase in
expenses generated by antineoplastic therapy, the sewrch for easily
accessible and low-cost therapeutic altemsatives ic necessary, which
fewars the studies that use nebaral agents, such as chamomile. Allied
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to this fact, chamomile is well talerated by the body because of its
low toxicity, a5 demomsirated in studies by Braga et al. (2005), in
which 4% of patients rated chamomile with a very pleasant or pleas-
ant taste, and dos Reis et al. [2016) chserved an absence of toxicity in
the patients. Im this way, the progressin: incremse in their consump-
ticn becomes feasible, as demonstrated in the presemt review, in
which 4 of the & studies were carried out during 2014-2007. It
notewarthy that, dee to lack of rigomous regulation, the need for the
munufacbarer of the subtmceutical to prove efficecy, safety and quality
of & marketed product is less strongly esforced then in the pharma-
ceutical sector, Therefore, many awailable products might be
ineffactive.

Fegerding the final DM evaluation pericd in the studies included
in the present meview, thers was a variation between dey 14 after the
beginning of cancer therapy until day 22. However, this difference
betwaen the stedies does mot oastitute & methodedogical bias, since
all studies cover the period in which Ob lesions are expected to
develop after chematherepy infusion or after radictherepy i the head
and neck region.

It is notewarthy that cystemetic rewiews end mete-anebyses are ot
the top of the hierarchy of the clinicel evidence, 50 the practice of
evidence-brsed medicine for patients can ke informed by this wil-
akle evidence (lzzo, Hoon-Kim, Radhakrishnen, & Willivmzos, 2016;
Willimmszzn, Liv, & lzze, 2020).

30 LIMITATIONS

In general, mast of the studies showed adequate allocation conceal-
ment and blinding of outcomse assescors. OF the six studies anakyzed,
four were clear abeut ellocation concealment (Fiddler et sl., 1598,
Eraga et el 2015; Bahramnezhed et al, 2005; dos Reis et al., 201E],
and in ene [Pourdeghatkar et al. 2007), this evalustion was not possi-
ble. It is notewaorthy thet the potestial publicetios bins, whers the lim-
ited mumbar of ertickes led us to lower the degres of evidemce,

Lome limitations were chserved during the construction of this
study. In the stedy by Shakanloei et al. (2003), the minimum &ge of
the included patiznts was not informed, end thers was ne specifica-
tion of the sites invobved or the chemotherepeutic agents used. Simi-
larly, Fiddber et al. {1958} did not report the sofid tumars involved in
cancer treatm emt. Exhramnezhad =t al. (201 3) did not clarify the
amount of dadly edministration of topicel chamamile and only men-
ticned that the rinse was performed for 80 5 for 3 weeks. Despite
thece limitations, it is strongly recommesded to conduct new cos-
trolled clinicel triels wimed ot the mze of topical chemomilz in the men-
agement of OM, as there is no isclated therapy considered the gold
standurd for the prevention endfor treatment of this debilitntng con-
dition for cencer patiznts, which often requires the intzrmaption of
antineophstic therapy, with a decreased quality of §ife or even a risk
of death to the patient (Lalla =t al, 2014; Enber-Durlacher
atal, 2010; Zaunders et al., 2013; Sonis, 2004

Eased on this Iiterature review, it cen be considered that topical
therapy with chemomille in the preventive and therapeutic of chema-
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induced OM in cancer petiznts with a widle age range is well tolerated.
Iz mddition, as this natural egent is easily pcrcessikle and financially fes-
sible, Further high-quality studies are needed to firmly establish the
best dosage form, concentretion, dosing imterval, end duration of
treatment. The chmicel efficacy of the plant will determine mseful pro-
tacols for its users to manage and improwe the quality of Bfe in cancer
petients. The stage of camcer, type of cancer, chematherepy agents,
the num ber of chemotherapy ojcles may be important factars in
responss to the trestment.
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ANEXO B — Carta de Anuéncia do Laboratorio de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da
Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA ‘it

INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE ;

CARTA DE ANUENCIA

Eu, “REJANE CONCEICAD SANTANA", na gualidade de responsivel pelo(a)
“BIOTERIO DO LABORATORIO DE NEUROCIENCIAS DO INSTITUTO DE
CIENCIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA", autorizo a realizagao
da pesquisa intiiulada “EFEITO DA CAMOMILA NA CICATRIZAGAD DA
MUCOSA ORAL DE RATOS", cujo cbjetivo & avaliar o efeito da Chamomilla
Recutita (L) na cicatrizagio 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 infragstrutura

necessana a realizacdo da referida pesquisa.

Salvadar, 03 de abril de 2018.

i

Profa. Dra” Rejane Conceigdo Santana

Coordenadora de Biobério do Laboratdric de Meurociéncias — ICS/UFBA
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ANEXO C - Carta de Anuéncia do Laboratoério de Bioquimica Oral do Instituto de Ciéncia da
Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

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

TERMO DE ANUENCIA

Declaro para os devidos fins que o Laboratério de Bioquimica Oral estad de
acordo com a execucao do projeto “EFEITO DA CAMOMILA NA CICATRIZACAO 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 esta ciente de suas co-responsabilidades como instituicdo
coparticipante do presente projeto de pesquisa, e de seu compromisso
dispondo de infra-estrutura necessaria para a execugao do mesmo, cumprindo
as Resolugdes Eticas, em especial a Resolugso 466/2012 do CNS.

Salvador, 03 de Abril de 2018

Elisangela de Jesus Campos

5 . a5 [
Alintingela -

Profa. Adjunto de Bloguimica

Coordenadora do Laboratério de Bioguimica Oral
Departamento de Bloguimica e Biofisica

Instituto de Ciéncias da Salde

Universidade Federal da Bahia

Campus do Canela

Laboratdrio de Bioguimica Oral/ Sala 400 — Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA
Av. Reitor Miguel Calmon, s/n — Vale do Canela, Campus do Canela,
Tel. (71) 3283-8891 - CEP: 40160-100 — Salvador — Bahia — Brasil
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ANEXO D - Parecer do CEUA do Instituto de Ciéncia da Saude (ICS) da Universidade
Federal da Bahia (UFBA).

Comiss3o de Etica no Uso de Animais @% s,

Instituto de Ciéncias da Sauce - UFBA
’ W Gu«\ N

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 Conceigdo Santana; Gabriela Botelho Martins; Roberto Paulo Correla de Aradjo - que envolve
a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa clentifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lel 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),
e fol aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Bahla (Instituto de Cléncias da Saide)
(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
Correla 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 (Heaith
Sciences Institute) (CEUAACS.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 SaGde

Origem:  N3o aplicdvel biotério

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 60 a2 90 dias N: 108
Linhagem: Wistar Peso: 2002300g

Local do experimento: O procedimento cirlrgico e os procedimentos de aplicagdo das medicagdes, bem como as aplicagbes do
laser serdo realizados em sala especifica para manipulacdo de animails 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 Bioquimica Oral

do ICS/UFBA.
Salvador, 02 de outubro de 2018
G Fa—
Dra. Luciana Lyra Casais-e-Silva MSc. Marcos Borges Ribeiro
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais

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

A Rotor Miguel Calmon, ui, Vale do Canela, Salvador/BA - CEP 40110-940 - tel: 55 (7] 32838958
Hordnio de atendiments: 20 a 62 das 8 4 17h | e-mait ceusicaBulte. br
CEUA N 35@2050618
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