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RESUMO

Introdução: Devido às suas propriedades biológicas, a camomila (Matricaria recutita) vem sendo empregada na cicatrização de feridas. No entanto, seu efeito sobre a mucosa oral normal, bem como sua associação com a terapia de fotobiomodulação com laser (TFBML) ainda não foram documentados. Objetivo: Verificar o padrão tecidual da mucosa oral normal sob ação tópica da camomila e avaliar o reparo de úlcera experimental produzida mecanicamente em mucosa oral após o uso tópico da camomila isoladamente ou associada à TFBML. Métodos: Ratos machos Wistar foram submetidos ao uso tópico de camomila aplicada em mucosa jugal normal e em ferida cirúrgica de 5mm de diâmetro confeccionada em dorso de língua, bem como avaliados quanto à aplicação da camomila em tecido normal (mucosa jugal). Os animais foram alocados nos grupos experimentais: Baseline, Controle, Camomila Extrato fluido, Camomila Infusão 1, Camomila Infusão 2, Laser, Laser + Camomila Infusão. A eutanásia foi programada para os dias 3, 7 e 14 após procedimento cirúrgico. Análises clínica, morfológica e morfométrica foram realizadas em Hematoxilina e Eosina e Sírius Vermelho. Resultados: Não foram observadas alterações clínicas na mucosa jugal normal onde ocorreu aplicação tópica da camomila. As características morfológicas e morfométricas avaliadas demonstraram semelhança entre os grupos experimentais e o grupo controle/baseline, sem diferenças estatísticas entre eles. Ao se comparar as terapêuticas escolhidas no reparo da úlcera em dorso de língua, notou-se que, de maneira geral, os grupos Extrato fluido e Laser foram capazes de modular significativamente as variáveis correspondentes às fases exsudativa e proliferativa do reparo tecidual, tanto clínica como histologicamente. Os grupos que utilizaram a camomila apenas sob infusão ou em associação ao laser, não mostraram diferenças significativas em relação ao grupo controle na maior parte dos parâmetros avaliados. Conclusão: A aplicação tópica da M. Recutita, sob diferentes formulações não provocou alterações clínicas ou histológicas no tecido de revestimento oral normal. Apesar da diferença nos parâmetros dos padrões clínicos, histológicos e histomorfométricos que evidenciou superioridade da TFBML nas análises realizadas, ambas as terapêuticas modularam positivamente as diferentes etapas do reparo da ferida cirúrgica, entretanto, com melhores resultados quando aplicadas isoladamente.
Palavras-chave: Camomila. Matricaria. Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Terapia a Laser. Mucosa Bucal.
Freire TFC. Histomorphometric analysis of the use of Matricaria recutita and laser photobiomodulation in the oral mucosa of rat [thesis]. Interactive Processes of Organs and Systems, Institute of Health Sciences, Federal University of Bahia: Salvador; 2022. 137 p.

ABSTRACT
Introduction: Due to its biological properties, chamomile (M. recutita) has been used in wound healing. However, its effect on normal oral mucosa as well as its association with laser photobiomodulation therapy (TFBML) has not been documented yet. Objective: To verify the tissue pattern of the normal oral mucosa under topical action of chamomile and to evaluate the repair of an experimental ulcer made in the oral mucosa after topical use of chamomile alone or associated with TFBML. Methods: Male Wistar rats were submitted to topical use of chamomile applied to normal buccal mucosa and to a 5mm diameter surgical wound made on the dorsum of the tongue, as well as being evaluated for the application of chamomile to normal tissue (buccal mucosa). The animals were allocated in the experimental groups: Baseline, Control, Chamomile Extract fluid, Chamomile Infusion 1, Chamomile Infusion 2, Laser, Laser + Chamomile Infusion. Euthanasia was scheduled for days 3, 7 and 14 after the surgical procedure. Clinical, morphological and morphometric analyzes were performed in Hematoxylin and Eosin and Red Sirius. Results: No clinical changes were observed in the normal cheek mucosa where chamomile was applied. The morphological and morphometric characteristics evaluated showed similarity between the experimental groups and the control/baseline group, with no statistical differences between them. When comparing the therapies chosen for ulcers' repair on the dorsum of the tongue, it was noted that, in general, the Fluid Extract and Laser groups were able to modulate the exudative and proliferative phases of tissue repair, both clinically and histologically. The groups that used chamomile only under infusion or in association with laser did not show significant differences in relation to the control group in most of the parameters evaluated. Conclusion: Topical application of M. recutita under different formulations did not cause clinical or histological changes in normal oral lining tissue. Despite the difference in the parameters of clinical, histological and histomorphometric patterns that showed superiority of TFBML in the performed analyses, both therapies positively modulated the different stages of surgical wound repair, however, with better results when applied alone.
Keywords: Chamomile. Matricaria. Low-Level Light Therapy. Laser Therapy. Mouth Mucosa.
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1 INTRODUÇÃO GERAL
O reparo tecidual representa um processo biológico complexo que se inicia no momento do trauma ou da enfermidade. Frente à agressão, é através do reparo que o organismo procura recuperar e restaurar o seu equilíbrio1. Entretanto, milhões de pessoas no mundo permanecem com feridas estagnadas em alguma fase do reparo, em especial na fase inflamatória2, o que desafia profissionais a encontrar agentes terapêuticos que promovam a cicatrização dessas feridas crônicas.
Há tempos, a comunidade científica busca compreender melhor os eventos bioquímicos e celulares que envolvem a cicatrização de ferimentos, o que inclui investigar e explanar os possíveis agentes capazes de modificar a resposta tecidual. Dentre os diferentes protocolos terapêuticos anteriormente testados, especialmente na Odontologia, encontram-se diversos moduladores do processo inflamatório3, como uso de analgésicos, anti-inflamatórios, agentes naturais, como a Matricaria recutita (M. recutita) e fotobiomoduladores, como o laser de baixa intensidade.
A M. recutita, conhecida popularmente como camomila, é uma espécie vegetal pertencente à lista de Produtos Tradicionais Fitoterápicos de Registro Simplificado, publicada pela Instrução Normativa 02/20144. As propriedades que conferem a aplicabilidade de uso medicinal desta planta, estão relacionadas à sua composição, com mais de 120 constituintes bioativos, sendo alguns destes, os sesquiterpenos, flavonoides e as cumarinas5,6. Tais constituintes são responsáveis por promover efeitos bioativos que envolvem ação antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatória7.
Em uma revisão da literatura sobre o uso de agentes naturais, Pazyar et al.8 citam a indicação da M. recutita no manejo de ferimentos cutâneos, por acelerar a re-epitelização das feridas, ação também descrita por outros autores9-11. Os benefícios da camomila na cavidade oral no controle dos microrganismos presentes no biofilme dental12, nas gengivite13, infecções orais14 e no manejo de condições como a xerostomia15, mucosite oral (MO)16, e ulcerações aftosas recorrentes10 também foram relatados. 
O extrato fluido da camomila comercialmente conhecido como Ad-muc® (Biolab, São Paulo, Brasil) possui reconhecidas propriedades antissépticas e anti-inflamatórias e indicação clínica para o tratamento da gengiva e mucosas de revestimento oral, conforme orientação do fabricante. Todavia, apesar de sua ampla indicação clínica, não constam na bula do produto informações referentes à toxicidade e segurança do uso deste agente terapêutico17.
 Uma busca atual da literatura não revelou trabalhos que relatassem o efeito do uso tópico da camomila em diferentes formulações sobre os tecidos de revestimento oral normais, o que instigou esta investigação sobre o tema em um modelo experimental. Em uma tentativa inicial de preencher esta lacuna observada na literatura vigente, apresenta-se o primeiro artigo original desta tese, intitulado “Avaliação histomorfométrica da mucosa oral normal de ratos submetida à aplicação tópica de camomila (Matricaria recutita)”.
Já a fotobiomodulação, descreve-se como um fenômeno capaz de modular inúmeros processos biológicos através de uma fonte de luz não ionizante18, sendo a fototerapia com o uso do laser de baixa potência ou de baixa intensidade, uma das ferramentas mais estudadas na prática clínica dos profissionais de saúde19. O laser é capaz de aumentar o metabolismo celular e induzir analgesia, possui ação anti-inflamatória e atua sobre o reparo tecidual20. Contudo, tais efeitos são dependentes de parâmetros de irradiação e do tipo celular em questão3. Os benefícios do uso do laser de baixa potência com a terapia da fotobiomodulação laser (TFBML) no reparo tecidual já são bem descritos na literatura21-23. Estudos clínicos e em modelos experimentais mostram que esta terapia também é capaz de acelerar o processo de cicatrização tecidual3,24,25. 

Em uma busca na literatura vigente, acerca do uso da associação da camomila com a TFBML durante o reparo tecidual, não foram encontradas publicações sobre a combinação de agentes, o que motivou a realização do segundo trabalho experimental aqui apresentado, intitulado “Avaliação da aplicação da Matricaria recutita associada à terapia da fotobiomodulação laser na cicatrização da mucosa oral de ratos”.

1.1 JUSTIFICATIVA
As doenças da mucosa oral representam várias condições comuns que afetam todos os segmentos da população em geral. Essas afecções podem ser categorizadas com base em seus achados clínicos, como condições agudas ou crônicas, lesões únicas ou múltiplas, de natureza primária ou recorrente26.
Úlceras são caracterizadas pela perda do epitélio e consequente exposição do tecido conjuntivo43 e são sinais comumente apresentados de um amplo espectro de doenças da cavidade oral. Diversas são as lesões ulceradas que podem envolver os tecidos de revestimento da cavidade oral. Estas podem ser advindas de fatores etiológicos distintos, como processos infecciosos, podem estar atreladas ao sistema imunológico, ou possuir origem traumática e ainda neoplásica27.

Condições orais de etiologia infecciosa podem envolver a sífilis e a tuberculose. E as de origem não infecciosas, compreendem às estomatites aftosas recorrentes, eritema multiforme, lesões liquenoides, o líquen plano oral, lesões versículo-bolhosas como o pênfigo vulgar e o penfigoide cicatricial26,27, ulcerações de origem traumática, seja a origem térmica, química ou mecânica e ainda de origem neoplásica27, entre outras.
O uso tópico da camomila28-30, assim como da TFBML31-33, é alvo constantes de investigações clínicas para averiguar a capacidade e os mecanismos de ação destes agentes no reparo tecidual. Ambas as terapêuticas vêm sendo indicadas para o manejo de diversas afecções orais, a exemplo da gengivite13 e ulcerações aftosas recorrentes10. Dentre estas alterações, inclui-se a MO, uma das principais e mais frequente complicação bucal decorrente do tratamento antineoplásico em região de cabeça e pescoço34-36, o que classifica esses casos como de maior morbidade37.

Uma vez que tanto a TFBML quanto a M. recutita são moduladores do processo inflamatório, consequentemente, capazes de promover a aceleração do reparo tecidual23,38-42 quando utilizadas de maneira isolada, pode-se inferir que tais agentes sejam considerados aliados dos pacientes sob terapêuticas antineoplásicas. Esta possibilidade é fundamentada pela orientação, do uso de cada uma dessas terapêuticas, que consta nas diretrizes da prática clínica para pacientes com MO recomendadas pela Associação Multinacional de Cuidados de Suporte em Câncer e Sociedade Internacional de Oncologia Oral (MASCC/ ISOO)31.

Úlceras orais, independentemente de sua etiologia, geralmente são lesões dolorosas que estão relacionadas a várias condições que podem se desenvolver na cavidade oral e que podem acarretar o comprometimento da qualidade de vida do indivíduo. Apesar da ampla busca pela comunidade científica em testar e desenvolver terapêuticas para auxiliar no processo de reparo dessas lesões, não foram observados trabalhos sobre a associação da camomila tópica com a TFBML. 

Este trabalho se justifica para melhor compreender tais agentes moduladores e verificar se há real benefício do uso destes de forma conjunta no reparo tecidual, para ajudar a responder estes questionamentos e servir como base para futuros estudos clínicos com o uso destes agentes, associados ou não.
Ainda, verificar o efeito da ação tópica da M. recutita na mucosa oral normal, visto que o uso desta planta vem sendo amplamente investigado9,43,44 e possui indicação de uso clínico no tratamento de úlceras orais, contudo sem informações referentes à segurança do uso desta17.
1.2 OBJETIVOS 

1.2.1 Objetivo Geral

Verificar o padrão tecidual da mucosa oral normal bem como o processo de reparo em mucosa oral de ratos após o uso tópico da camomila isolada e em associação com a TFBML.

1.2.2 Objetivos Específicos

1.2.2.1 Experimento em mucosa oral normal

· Examinar clinicamente a mucosa oral normal sob efeito do uso tópico da camomila;
· Avaliar histologicamente a morfologia tecidual da mucosa oral normal após a aplicação da camomila;
· Avaliar histomorfometricamente os parâmetros teciduais da mucosa oral normal, sob aplicação tópica de diferentes formulações de camomila.
1.2.2.2 Experimento com úlcera em dorso lingual

· Comparar clinicamente o tempo de re-epitelização das feridas cirúrgicas, entre os grupos experimentais;
· Avaliar comparativamente e de forma semiquantitativa os parâmetros histológicos do reparo tecidual, a saber celularidade tecidual, edema, infiltrado inflamatório e re-epitelização, com o uso de ambas as modalidades terapêuticas;

· Verificar histomorfometricamente o grau de re-epitelização da ferida cirúrgica com o uso da associação da infusão de camomila com a TFBML e da camomila em diferentes apresentações através de histomorfometria;

· Verificar se há diferença quantitativa e no padrão de organização de colágeno na ferida cirúrgica, com o uso da camomila isoladamente e na associação com laser;
· Determinar se há diferenças nos padrões clínicos, histológicos e histomorfométricos entre os grupos experimentais.
2 REVISÃO DA LITERATURA
2.1 O REPARO TECIDUAL
Após o dano tecidual, uma série de alterações dinâmicas que envolvem mediadores, células sanguíneas, matriz extracelular e proliferação celular parenquimatosa são desencadeadas a fim de restabelecer a integridade do tecido. Este fenômeno é denominado de reparo tecidual e é modulado pela atividade de células da resposta infamatória, de queratinócitos, citocinas, componentes da matriz extracelular (MEC) e fatores de crescimento que irão orquestrar a migração, proliferação e diferenciação celular que ocorrerão no local da agressão40,46.
O reparo inicia-se ainda na fase inflamatória aguda, que normalmente se estabelece nas primeiras 24 horas e pode se estender até 48 horas, em que é deflagrada uma resposta vascular capaz de promover a agregação plaquetária e formação de rede de fibrina, que objetiva além de reestabelecer a homeostasia, organizar uma matriz provisória, necessária para a migração celular, que permitirá os eventos que ocorrerão na fase seguinte, de proliferação celular, responsável pelo fechamento da ferida e que envolve fenômenos como a angiogênese, fibroplasia e re-epitelização45. 
Passadas 48 horas após o estabelecimento da lesão inicial, se intensifica a migração de monócitos que se diferenciam em macrófagos, capazes de liberar fatores de crescimento como o derivado de plaquetas (PDGF), transformador (TGF), fibroblástico (FGF) e endotelial vascular (VEGF), estes se destacam como os principais estimuladores da formação do tecido de granulação23.

 O tecido de granulação é formado na etapa final da fase proliferativa e é composto caracteristicamente pela presença de fibroblastos, fluido seroso e novos pequenos vasos sanguíneos, colágeno, sendo este o principal componente, capaz de fortalecer e sustentar o tecido extracelular47. Assim, a fase proliferativa se caracteriza pela substituição de estruturas especializadas com a diferenciação de tipos celulares precursores, existentes e recém-chegados no microambiente da lesão onde ocorre também estímulo para a proliferação fibroblástica, desde as primeiras 48 horas, até o 14º dia após o estabelecimento do dano tecidual45. 
 A última fase do processo cicatricial é a de remodelamento, que se inicia duas a três semanas após a lesão podendo perdurar por mais de um ano e visa aumentar a força tênsil do leito, através da reorganização da MEC com a maturação dos elementos na matriz e resolução da inflamação inicial. Nessa etapa, ocorre a degradação de componentes da matriz, como ácido hialurônico, fibronectina e res-síntese de fibras colagênicas, que se tornam mais espessas e com tendência a se orientar em paralelismo, o que confere maior resistência ao tecido neoformado45.
Apesar de seguirem processo de cicatrização macroscópico semelhante, foi demonstrado que tecidos cutâneos e orais exibem variações no nível celular e molecular em relação aos processos celulares subjacentes à restauração da arquitetura e função tecidual48. Ferimentos na mucosa de revestimento oral possuem uma cicatrização significativamente mais rápida, com formação mínima de cicatriz em comparação com feridas cutâneas. De forma concomitante, uma resposta inflamatória reduzida tem sido atribuída principalmente ao recrutamento reduzido de neutrófilos, macrófagos e células T, apesar de outros fatores contribuintes terem sido propostos para desempenhar papel na velocidade de cicatrização do tecido da cavidade oral, incluindo a presença de saliva, leucócitos, fatores de crescimento e diferenças fenotípicas entre fibroblastos orais e cutâneos, bem como a presença de bactérias, que estimulam a cicatrização de feridas49.
Segundo Mah et al.50, fibroblastos gengivais proliferam mais rapidamente e expressam níveis mais elevados de moléculas envolvidas na modulação da inflamação e remodelação da MEC através das metaloproteinases: MMP-1, -3, -10, e dos inibidores teciduais das MMP (TIMP-4) em comparação com os fibroblastos dérmicos.

Segundo Duarte, Quirino, Patrocinio, Anbinder44, existe uma importante variável que está relacionada com as características do que se espera encontrar ao se avaliar secções teciduais durante o reparo tecidual em mucosa oral em modelo animal: o tempo. Desse modo no 3º dia do processo de reparo, há expectativa de observar no tecido conjuntivo, inflamação aguda e elevado número de infiltrado polimorfonuclear em meio a áreas de edema, com presença de poucos fibroblastos dispersos na matriz extracelular, acompanhados de vasos sanguíneos recém-formados. Um fino revestimento epitelial estratificado pavimentoso ortoqueratinizado com a proliferação iniciada a partir da borda da ferida também é esperado.

Com 7 dias, a úlcera encontra-se coberta por fina camada de epitélio estratificado pavimentoso ortoqueratinizado.  A presença de edema não é prevista, e a intensa inflamação aguda deve ter sido substituída por um tecido com número moderado de células monomorfonucleares. No 10º dia, a presença de células inflamatórias por vezes pode ser observada, o contingente de fibroblastos deve estar mais abundante permeado por fibras delicadas de colágeno44.
Na fase de remodelamento ocorre a degradação do colágeno tipo III, que será realizado pela MMP produzida pelas células epiteliais, células endoteliais, fibroblastos e os macrófagos, enquanto a síntese do colágeno tipo I aumenta. Esta regulação é controlada por diversos fatores de crescimento como o TGF β1 e o FGF, que exercem fortes efeitos na expressão gênica desta proteína45. Esta etapa é associada à apoptose de miofibroblastos, células endoteliais e macrófagos, o que resulta em um remanescente tecidual no microambiente em reparo, composto principalmente de proteínas da MEC51.

2.2 CAMOMILA (M. RECUTITA)
2.2.1 Planta medicinal
A história evidencia que o uso de plantas medicinais faz parte da evolução humana sendo estes os primeiros recursos terapêuticos utilizados pelos povos antigos52. A primeira referência escrita sobre o uso de plantas como remédios foi descrita na obra chinesa intitulada “A Grande Fitoterapia”, de Shen Nung, que remonta a 2800 antes de Cristo (a.C)53.
O valor terapêutico e tóxico das plantas já era conhecido na Grécia antiga, onde Hipócrates (460-377 a.C.), nomeado o “Pai da Medicina”, reuniu em sua obra “Corpus Hipocratium” a súmula dos conhecimentos médicos de seu tempo, acerca das enfermidades, terapêuticas e dos remédios vegetais indicados. Entretanto, apenas no século XIX a fitoterapia teve seu maior avanço, em consequência do progresso científico na área da química, o que permitiu a análise, identificação e separação dos princípios ativos das plantas medicinais54.
A Organização Mundial de Saúde (OMS)55 verificou que práticas não convencionais de saúde, como a acupuntura, as técnicas manuais e a fitoterapia vêm ganhando espaço de modo complementar às terapias medicamentosas alopáticas. No Brasil o crescimento das práticas de medicina integrativa, dentre elas a fitoterapia, ocorreu apenas a partir da segunda metade dos anos 70 e década de 8056.
Em geral, confunde-se fitoterapia com o uso de plantas medicinais. Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) é considerado medicamento fitoterápico, apenas aquele obtido exclusivamente de matérias-primas de origem vegetal, com qualidade reprodutível e constante, cujos riscos e cuja eficácia sejam caracterizados por levantamentos etnofarmacológicos, documentações técnico científicas em publicações ou ensaios clínicos57. Já a definição de planta medicinal, envolve a capacidade da mesma em ter efeito para uso médico ou terapêutico58. 
Entretanto, antes de serem utilizadas pela população faz-se necessário que as referidas plantas, passem por processos que gerem formulações com indicações de uso seguro e adequado. Tais processos englobam a química orgânica; fitoquímica, na qual ocorre o isolamento, purificação e caracterização de princípio ativo; a farmacologia, que  investiga os extratos e os constituintes químicos isolados; a química orgânica sintética, que faz as transformações químicas de princípios ativos; a química medicinal e farmacológica que estuda a relação estrutura/atividade e os mecanismos de ação dos princípios ativos; e por fim, a preparação de formulações para a produção do fitoterápico59-62.

Plantas classificadas como medicinais não precisaram passar pelos testes clínicos exigidos para os fármacos sintéticos, e credenciaram-se pelo seu uso tradicional ao longo de séculos59. Tais plantas beneficiaram, e continuam a beneficiar, a humanidade, uma vez que nos tempos atuais, mais de 80% da população nos países em desenvolvimento depende do uso de terapias à base de vegetais60. O uso de plantas medicinais corrobora com as proposições da OMS, que tem incentivado a valorização das terapias alternativas propostas pela medicina integrativa, sendo estas reconhecidas como recurso terapêutico especialmente úteis nos programas de atenção primária à saúde61. 

A fitomedicina tem sido amplamente estudada em doenças crônicas como distúrbios cutâneos. Atividades anti-inflamatórias, antioxidante e antimicrobiana das plantas medicinais contribuem para o processo de cura tecidual. Eles estimulam a produção de citocinas críticas, como a interleucina-1β (IL- 1β) e outros fatores, como TGF-β, PDGF, FGF e VEGF, para acelerar a re-epitelização, angiogênese, formação de tecido de granulação, proliferação de fibroblastos e deposição de colágeno nas feridas8.

Na medicina integrativa, inúmeros compostos apresentam capacidade de modular  o processo inflamatório e as etapas do reparo tecidual. Dentre eles, destaca-se a camomila, também conhecida como Matricaria Chamomilla L., Chamomilla recutita (L.) Rauschert, Matricaria recutita L. e Matricaria suaveolens L., pertencente à família Asteraceae, representa um dos chás mais utilizados em todo o mundo. É uma planta medicinal natural amplamente conhecida, de fácil acesso pela população em geral, cujas flores apresentam propriedades anti-inflamatórias, antimicrobianas, antifúngicas, antiespasmódicas e sedativas63. Seus principais componentes incluem inúmeros compostos fenólicos, principalmente os flavonoides, cumarinas e poliacetilenos64.

Várias são as formas de preparação da camomila. A utilização do seu princípio ativo pode ser empregada através do uso direto da planta na forma de preparações caseiras, como infusões, chás, tinturas e pós, ou na forma de compostos puros isolados65. O pó seco da flor é recomendado e utilizado para diversos tipos de problemas de saúde, variando de infecções e ferimentos nos tecidos de revestimento, distúrbios gastrointestinais até problemas do sono. Ingredientes medicinais são tradicionalmente extraídos das flores secas, utilizando para isto água, etanol ou metanol como solventes, e os extratos correspondentes são conhecidos respectivamente como extratos aquosos ou alcoólicos, como etanólicos e/ou metanólicos66. A mistura de uma parte de flor de camomila em quatro partes de água com 12% de álcool de cereais é utilizada para o preparo da tintura de camomila66, já o uso da planta inteira serve para formular cervejas e loção da erva medicinal para aplicação tópica67. 

Extratos aquosos, como na forma de chás obtidos através de infusões, contêm entre 10-15% do óleo essencial disponível na flor5. O óleo de camomila é um ingrediente popular na aromaterapia e para cuidados com os cabelos. O óleo essencial extraído da flor varia sua concentração entre 0,42 a 2%68. O infuso de camomila (chá) é a apresentação terapêutica mais comum e é usada como agente para lavagem ou gargarejo a fim de tratar inflamações das membranas mucosas da boca e garganta69.

A aplicação tópica de camomila através de uma forma de bochecho, entretanto, é contraditória na literatura7. Possíveis razões para explicar os distintos resultados obtidos, envolve características da composição, o tipo de camomila, a forma como a planta foi manipulada ou processada e até mesmo a forma de aplicação do agente em cada estudo41,44,70,71. Ademais, a eficácia clínica do uso tópico depende de fatores inerentes à medicação como a estrutura química, a concentração, o veículo utilizado e a presença de outras substâncias, outros fatores como o número e a forma de aplicação, frequência e duração do uso bem como a localização da aplicação e a lesão envolvida também podem influenciar na ação terapêutica7,41.
2.2.2 Ação no reparo tecidual
Em prol de sua sobrevivência, as plantas desenvolvem suas próprias defesas químicas, o que torna sua constituição complexa e capaz de atuar nos alvos específicos moleculares de seus predadores. Seus metabólitos secundários são produzidos para modular seu próprio metabolismo, porém, como consequência, alcançam alvos terapêuticos também em humanos59. Uma revisão narrativa sobre os principais constituintes bioativos da M. recutita, bem como suas propriedades encontra-se disponível no apêndice A, ao final deste texto.
Enquanto a maior parte dos medicamentos sintetizados apresenta um único princípio ativo, responsável pelo efeito farmacológico desejado, extratos vegetais são constituídos por misturas multicomponentes de substâncias, que por vezes são capazes de atuar em alvos farmacológicos diferentes59.

Os efeitos benéficos da camomila no reparo tecidual podem ser devido às suas atividades estrogênicas, antioxidantes e imunomoduladoras72 que podem afetar o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal/gonadal, potencializando a agregação plaquetária e dessa forma interferindo positivamente na cicatrização de feridas73 ou ainda, através de mecanismos desconhecidos72.
Em um estudo experimental em ratos, Nayak, Raju, Rao72 realizaram um ferimento cutâneo no dorso dos animais tratados com o extrato de M. recutita (camomila) em uma dose de 120mg/kg diariamente por via oral durante 14 dias (grupo teste), e um grupo controle. Os autores observaram uma taxa de re-epitelização mais rápida no grupo teste (15,20 dias ± 0,13) do que nos animais do grupo controle (18,0 dias ± 0,10). A redução na área da ferida no grupo teste (61%) foi estatisticamente significante (p <0,002) quando comparada com o grupo controle (48%).
Outro estudo experimental conduzido por Jarrahi et al.74, utilizou 30 ratos submetidos a uma incisão linear de 3 cm em dorso cutâneo, alocados em três grupos experimentais. O grupo controle não recebeu tratamento; o grupo azeite recebeu aplicação tópica de azeite uma vez por dia, desde o início do experimento até a cicatrização da ferida; e o grupo tratado com camomila dissolvida em azeite ao mesmo tempo. Os autores não encontraram diferença significativa da taxa de cicatrização entre os grupos controle e azeite. A porcentagem da medição da ferida nos dias 5, 8 e 11 mostrou um incremento (p<0.05) no grupo que utilizou a camomila dissolvida em azeite em comparação ao controle. Dessa forma, segundo os autores, o extrato de camomila foi capaz de acelerar o processo cicatricial neste experimento.

De igual modo, em 2011, Duarte,  Quirino, Patrocinio, Anbinder 44 conduziram outro estudo experimental, realizando úlceras em dorso de lingua de ratos com punch de 5 mm. Os pesquisadores alocaram os animais em um grupo controle e um grupo teste, no qual foi aplicado na ferida extrato fluido de camomila (Ad-muc, Biolab, Taboão da Serra, SP, Brazil) de 12 em 12 horas, conforme orientação do fabricante. Após análise histomorfológica das secções obtidas e análise clínica quantitativa da área de re-epitelização, segundo os autores, os efeitos mais significativos observados durante a análise histomorfológica foram relacionados ao período experimental em si e não ao tratamento instituído. Contudo, notaram que os fibroblastos foram dispostos de forma mais desorganizada nas amostras do grupo controle em comparação ao grupo teste, cujos fibroblastos e fibras estavam paralelos à superfície. A diferenciação das papilas linguais também foi mais pronunciada nas amostras dos animais tratados.

Em uma revisão sistemática, Dantas et al.75 objetivou avaliar o efeito do uso tópico da camomila na MO quimioinduzida com parâmetros clínicos e/ou histológicos em modelo animal. Para tal, após criteriosa avaliação dentre os artigos que envolviam estudos experimentais em animais, cuja abordagem terapêutica foi exclusivamente o uso de camomila tópica sob diferentes concentrações, sem associação com outros agentes, apenas dois trabalhos foram incluídos. Ambos utilizaram a mesma metodologia para induzir MO e a ferida em mucosa jugal dos animais. Da mesma forma, o início do uso da pomada com 100 mg de extrato fluido de camomila, comercialmente conhecida como Ad-Muc®, se iniciou no 5º dia, em ambos os estudos. Quanto ao resultado dos estudos selecionados, a aplicação tópica de camomila na MO induzida por quimioterapia em hamsters se mostrou eficaz, tanto do ponto de vista clínico quanto histológico. Concluiu-se que a camomila apresentou resultados clínicos e histopatológicos positivos e a capacidade de reduzir os níveis de algumas citocinas pró-inflamatórias.
Curra et al.70, em um estudo experimental com hamsters, avaliaram o efeito do tratamento tópico com camomila e corticosteroides sobre o perfil de citocinas teciduais (IL-1β e TNF-α) na MO quimioinduzida. A análise semiquantitativa deste trabalho revelou que a imunomarcação de IL-1β e TNF-α no 10º dia, período de pico da MO, apresentou escores mais baixos para ambas citocinas pró-inflamatórias no grupo tratado com camomila. Segundo os autores, a redução nos níveis das citocinas estudadas ocorreu concomitantemente com a melhora clínica e histopatológica da MO, o que permitiu aos autores  inferir que o tratamento com camomila foi responsável pela diminuição da resposta inflamatória observada na mucosite induzida por 5-fluorouracil em hamsters.
Um dos principais flavonoides presentes na M. recutita, a apigenina, possui potencial anti-inflamatório devido a sua capacidade de interferir na adesão leucocitária e na regulação positiva da proteína de adesão em células endoteliais humanas,  de inibir a síntese de prostaglandinas induzida pela IL-1, assim como a produção de IL-6 e IL-8 induzidas pelo TNF-α e bloquear a adesão de leucócitos a células endoteliais tratadas com citocinas6,76,77.

Segundo Liang et al.76, a apigenina possui ainda efeito inibitório na expressão de COX-2 e produção de óxido nítrico76. Camazulenos também possuem ação inibitória na síntese de leucotrienos78. As enzimas ciclooxigenase (COX) e 5-lipoxigenase estão envolvidas na liberação de ácido araquidônico, que consequentemente interfere na formação dos leucotrienos, os quais constituem um ponto de partida para uma resposta inflamatória79. 

2.3 FOTOBIOMODULAÇÃO LASER 
2.3.1 Fotobiomodulação 
Desde o início do século XXI, inúmeros artigos publicados com ênfase nos efeitos fisiológicos da luz vermelha e infravermelha próxima demonstraram que esses comprimentos de onda de luz, são capazes de penetrar nos tecidos humanos e afetar localmente, e até mesmo sistemicamente, o metabolismo celular, a sinalização, processos inflamatórios e a produção de fatores de crescimento80.
O fenômeno foi descrito pela primeira vez na literatura em 1967, por Endre Mester, na Hungria81, e se refere ao uso de fótons em uma irradiância não térmica, capaz de alterar a atividade biológica tecidual82. Apesar de ter sido conhecido por mais de 60 outros nomes na literatura, como “terapia com laser de baixa potência” ou “laserterapia”, o termo “terapia de fotobiomodulação” (TFBM) atualmente é o mais utilizado, uma vez que não implica no uso de um aparelho laser necessariamente, e sim no uso de outras fontes de luz, como os diodos emissores de luz incoerentes (LED), que podem funcionar igualmente bem. Além disso, o uso da terminologia “modulação”, diferente de “fotobioativação” ou “bioestimulação”, não implica que os efeitos terapêuticos sejam sempre estimulatórios, visto que, em algumas circunstâncias eles são inibitórios65,67,68. 
Inventado em 1960 por Theodore Maiman, o primeiro aparelho de Laser, do acrônimo “amplificação de luz por emissão estimulada de radiação”, consiste em uma fonte de luz65 de largura espectral estreita e envolve porções do espectro eletromagnético vermelho ou infravermelho próximo (390nm – 1600nm), que pode ser de onda contínua ou pulsada, com uma densidade de potência (irradiância) entre 1mw-5W/cm3,81,83,84, que utiliza o fenômeno físico de emissão estimulada para criar um feixe de luz monocromático e coerente de baixa divergência80. 
Comprimentos de onda (λ) na faixa de 500 a 700 nm (vermelho) são considerados adequados para tratar lesões teciduais superficiais, enquanto comprimentos de onda que variam entre 800 e 1000 nm (infravermelho próximo) são mais indicados para lesões de tecidos mais profundos85. Entende-se que essas faixas específicas de comprimento de onda podem ser utilizadas para promover o transporte de elétrons, e dessa forma promover aumento da produção de adenosina trifosfato (ATP), aumento da síntese de ácido desoxirribonucleico (DNA), modulação de espécies reativas de oxigênio (ERO), espécies de oxigênio nítrico (EON) e a indução de fatores de transcrição80,86. Dessa forma, ao contrário de outros procedimentos médicos a laser, a TFBML não consiste em um mecanismo térmico ou ablativo e sim em um efeito fotoquímico, no qual a luz é absorvida e promove uma mudança química, comparável ao fenômeno da fotossíntese nas plantas81.
O método terapêutico que utiliza a luz laser de baixa energia, ou baixa intensidade, é capaz de fornecer uma energia baixa, porém suficiente para produzir estimulação, sem a destruição do sistema alvo81. Pode-se então dizer que a TFBML utiliza lasers de baixa intensidade, ou de baixa potência, que compreendem radiações não invasivas e não ionizantes que, em contato com diferentes tecidos, promovem efeitos térmicos, fotoquímicos e não lineares18.
2.3.2 Ação da TFBML no reparo tecidual
Segundo a literatura, dentre os diversos benefícios promovidos por essa terapêutica sobre ferimentos cutâneos, encontram-se o estímulo à biossíntese de integrantes da matriz extracelular, como o colágeno, mitose de diversos tipos celulares, incluindo fibroblastos e células epiteliais, bem como revascularização, com o estímulo à neoangiogênese40,87, fenômenos necessários para a resolução do processo inflamatório e reparo tecidual com a contração da ferida e re-epitelização.
A TFBML, segundo Reis et al.42, é capaz de modular o reparo tecidual promovendo a redução do edema e acelerando a transição de característica do infiltrado inflamatório de células polimorfonucleares para monomorfonucleares, capaz também de aumentar a síntese colagênica e melhorar o padrão de organização dos componentes fibrilares da matriz extracelular. De igual modo, Viegas et al.88 confirmaram que essa modalidade terapêutica não reduz a resposta inflamatória, porém promove o início precoce e consequente resolução desta fase do reparo, além de ser capaz de aumentar a síntese de colágeno.
Wagner et al.3 investigaram através de um estudo experimental em mucosa oral de ratos Wistar, o impacto da TFBML na cicatrização de úlceras orais. Após realizar um ferimento com punch de 3mm no dorso da língua dos animais, os animais foram alocados randomicamente em três grupos experimentais: controle (0 J∕cm2), Laser 4 J∕cm2 e Laser 20 J∕cm2. O laser foi aplicado imediatamente após o procedimento cirúrgico e uma vez ao dia durante 14 dias consecutivos e a eutanásia dos animais foi programada para os dias 1, 5, 10 e 14 após o procedimento cirúrgico. À análise clínica, os autores observaram diminuição na área média da ferida em todos os grupos no dia 5, com a menor área no grupo do laser 4 J∕cm2, e, no dia 10, todos os animais deste grupo apresentaram lesões totalmente reparadas, sendo que essa situação clínica só foi observada ao final do experimento nos outros grupos. Histologicamente, no dia 5, todos os animais do grupo laser 4 J∕cm2 exibiram re-epitelização completa, observada nos demais grupos a partir do dia 10. A presença de infiltrado mononuclear, neovascularização e proliferação de fibroblastos eram evidentes e as fibras de colágeno foram predominantemente organizadas e paralelas à camada basal do epitélio. Os autores3 concluíram que o laser vermelho (λ660 nm) com potência de saída de 40 mW é capaz de acelerar o processo de cicatrização da mucosa oral. Além disso, re-epitelização e cicatrização tecidual mais rápida e organizada da mucosa oral foram alcançadas com uma densidade de energia de 4 J∕cm2 em comparação com 20 J∕cm2.

Em sua revisão sistemática publicada em 2017, Suter, Sjölund, Bornstein89 investigaram os benefícios do uso do laser na cicatrização e na dor de pacientes sob tratamento de estomatites aftosas, através da análise de 11 artigos incluídos no seu trabalho. Dos artigos selecionados, 9 incluíram a avaliação do reparo e dentre estes, 5 autores observaram redução do tempo de cicatrização após a irradiação laser. Os autores demonstraram que a utilização de lasers (laser de CO2, laser de Nd:YAG e laser de diodo) é uma opção para aliviar os sintomas e promover a cicatrização de feridas em pacientes com estomatite aftosa com baixo risco de efeitos colaterais.

Em uma meta-análise para elucidar o benefício clínico da TFBML na redução da dor e do edema e na redução da limitação de abertura de boca, He et al.90 concluíram que esta terapêutica foi eficaz na redução destes três parâmetros. Achado similar encontrado por Oliveira et al.91, cujo protocolo  terapêutico estabelecido com  uso do laser de AsGaAl, com 4 J/cm² de densidade de energia, comprimento de onda 808 nm, por períodos de 30 a 40 segundos intra e extraoral, respectivamente, irradiado 24 e 48 horas após a cirurgia, também  se mostrou eficaz na redução da dor no pós-operatório de pacientes submetidos à remoção cirúrgica  de terceiros molares inferiores e ainda induziu os autores a considerar sua utilização como método  auxiliar no restabelecimento da amplitude de abertura de boca dos indivíduos.
Em 2019, Zadik et al.92 objetivaram revisar sistematicamente as evidências sobre a TFBML para a MO radio/quimioinduzida e, consequentemente, atualizar as diretrizes de prática clínica do MASCC/ISOO para o manejo desta condição. Segundo os autores, os dados relatados na literatura apresentam benefícios para a prevenção de MO e sua dor associada em certos tipos de populações de câncer. O alívio da dor se correlacionou com a redução da gravidade da MO ao longo do tempo. A terapêutica pode ser considerada uma modalidade de tratamento válida especialmente em pacientes pediátricos que podem não ser capazes de cumprir outras modalidades, como o uso de bochechos. Os autores notaram, entretanto, variação nos parâmetros apresentados pelos diversos ensaios clínicos controlados randomizados (ECR). Dessa forma, ECR mais bem desenhados, incluindo populações de pacientes pediátricos e pacientes tratados com quimioterapia, são necessários para esclarecer o potencial promissor do uso da TFBML no manejo da MO em pacientes com câncer.
3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 TRABALHO EXPERIMENTAL COM MODELO ANIMAL
Os procedimentos deste estudo foram conduzidos no Biotério do Laboratório de Neurociências do Instituto de Ciências da Saúde (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) (ANEXO 1) e no Laboratório de Bioquímica Oral (LBO) do ICS/UFBA (ANEXO 2) e foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do ICS/ UFBA sob número 3562050618 (ANEXO 3). 

Este trabalho gerou dois manuscritos de artigos originais, que estão em processo de avaliação após submissão na comunidade científica e que serão aqui apresentados como Artigo 1, intitulado “Avaliação clínica e histomorfométrica da mucosa oral normal de ratos submetida à aplicação tópica de camomila (Matricaria recutita)” e Artigo 2, intitulado “Avaliação da aplicação da Matricaria recutita isolada ou em associação à terapia da fotobiomodulação laser na cicatrização da mucosa oral de ratos”. 

Foram utilizados ratos machos Wistar, Rattus norvegicus albinus, pesando em média 238g, que ficaram alojados em gaiolas plásticas específicas, em grupos de cinco animais, com boas condições de iluminação e temperatura (±26ºC) submetidos a uma dieta comercial (Ração Nuvilab, Quimtia, Colombo-PR, Brasil) e água ad libitum durante todo o experimento. Passaram por adaptação no ambiente do biotério por um período de sete dias.
3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Para determinação do quantitativo de animais, foi utilizado como consulta o estudo de Martins et al.11, que realizou estudo semelhante em relação ao uso da camomila em reparo tecidual, bem como o trabalho de Pavesi et al.41 Estes trabalhos auxiliaram na verificação de um n amostral, todavia, o cálculo amostral foi realizado determinando um total de 15 animais por grupo. 
Os animais foram alocados aletoriamente nos respectivos grupos experimentais, conforme descrito nas tabelas 1 e 2 e no texto abaixo, de acordo com o artigo correspondente originado.
Tabela 1 – Randomização dos animais nos grupos experimentais correspondentes ao Artigo 1 (LBO/UFBA, 2022).
	Grupos Experimentais
	Períodos de Eutanásia

	 
	D0
	D7
	D14

	Baseline (n=3)
	3
	-
	-

	Controle (n=2)
	-
	1
	1

	Camomila Extrato Fluido (n=10)
	-
	5
	5

	Camomila infusão 1 (n=10)
	-
	5
	5

	Camomila infusão 2 (n=10)
	-
	5
	5


1D0: dia do início do experimento; D7: 7 dias após início de aplicação das terapêuticas procedimento cirúrgico; D14: 14 dias após após início de aplicação das terapêuticas. Fonte: própria do autor.
Tabela 2 – Randomização dos animais nos grupos experimentais correspondentes ao Artigo 2 (LBO/UFBA, 2022).
	Grupos Experimentais
	Períodos de Eutanásia

	 
	D3


	D7


	D14

	Controle (n=15)
	5
	5
	5

	Camomila Extrato Fluido (n=15)
	5
	5
	5

	Camomila infusão 2 (n=15)
	5
	5
	5

	Laser (n=15)
	5
	5
	5

	Camomila infusão + Laser (n=15)
	5
	5
	5


1D3: 3 dias após procedimento cirúrgico; D7: 7 dias após procedimento cirúrgico; D14: 14 dias após procedimento cirúrgico. Fonte: própria do autor.

Grupo Baseline:  Animais selecionados como controle negativo, em que não foi empregada forma terapêutica (apenas presente no Artigo 1).
Grupo Controle: Animais submetidos à aplicação de soro fisiológico (0,9%) com uso de haste flexível plástica com algodões nas extremidades (Cotonetes, Johnson & Johnson, São Paulo, Brasil), em intervalos de 12 horas em mucosa jugal direita (Artigo 1) e em dorso de língua (Artigo 2). Adicionalmente foi realizada simulação de irradiação com aparelho de Laser diodo desligado.

Grupo Camomila Extrato Fluido: Animais submetidos à aplicação tópica de extrato fluido de camomila (Ad-Muc®, Biolab, São Paulo, Brasil), com uso de haste flexível plástica com algodões nas extremidades (Cotonetes, Johnson & Johnson, São Paulo, Brasil), em intervalos de 12 em 12 horas, até o dia da eutanásia, como preconizado pelo fabricante do medicamento.

Grupo Infusão 1: Animais submetidos à aplicação tópica de infusão de camomila, preparadas conforme indicação do fabricante que recomenda uso de um sachê para uma xícara de água fervente, correspondente a 250 mL de água filtrada fervida em chaleira elétrica (Electrolux, Curitiba, Brasil). Após atingir a temperatura de ebulição (100 °C), a água, ainda com temperatura superior a 90°C93, foi despejada em uma caneca, e o sachê de camomila (Chás Real®, Paraná, Brasil) foi colocado em infusão com a caneca tampada, durante 3 minutos, conforme orientação do fabricante. Após o preparo, o chá de camomila foi mantido resfriado a uma temperatura entre 20-22°C para uso ao longo de 24 horas, passado esse período, nova infusão de chá foi preparada. A aplicação na cavidade oral dos animais deu-se em temperatura resfriada com intervalos de aplicação de 12 horas, com o auxílio de um conta gotas, até o dia da eutanásia (apenas no Artigo 1).

Grupo Infusão 2: Animais seguiram o mesmo protocolo do Grupo Infusão 1, entretanto, a aplicação ocorreu três vezes ao dia (08 em 08 horas).

Grupo Laser: Animais irradiados com aparelho de laser diodo semicondutor (Laser DMC Therapy EC, São Paulo, Brasil) de AsGaAl em emissão contínua, com potência máxima de saída de 100mW, área da ponta ativa do aparelho de 0,028cm2, comprimento de onda de 660nm, aplicado em dias alternados. A dosimetria utilizada foi de 35 J/cm2, 1J de aplicação no centro da ferida, por 10 segundos, iniciado ainda no dia do procedimento cirúrgico (apenas no Artigo 2).

Grupo Camomila Infusão + Laser: Animais tratados com as terapêuticas da aplicação tópica três vezes ao dia da infusão de camomila e da TFBML, conforme descrito para os grupos isolados, iniciando-se pela irradiação laser prévia à aplicação da camomila (apenas no Artigo 2).
3.3 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO
Após pesagem, os animais correspondentes ao trabalho sobre reparo tecidual (Artigo 2) foram anestesiados com uma mistura de Ketamina® (Farex do Brasil Ltda. Porto Alegre-Brasil) e Xilazina® (J.A. Saúde Animal, São Paulo-Brasil) na proporção de 90mg/kg e 5mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal. Uma porção circular do dorso da língua foi removida utilizando-se um bisturi circular de 5 mm de diâmetro (Biopsy Punch, Stiefel, Alemanha).
3.4 MORTE E DESCARTE DOS ANIMAIS
Os animais foram eutanasiados por administração de anestésico injetável de 90mg/kg de Ketamina® associado a 10mg/kg de Xilazina®, na mesma seringa, administrado por via intraperitoneal, de forma que a dose fosse suficiente para produzir a ausência do reflexo corneal e confirmação da morte. Os períodos de morte estabelecidos foram descritos nas tabelas 1 e 2.
Após a morte dos animais, as carcaças foram acondicionadas em sacos de PVC em freezer a - 20°C com posterior incineração após coleta. 
3.5 PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO
Os espécimes obtidos por autópsia foram fixados em formalina tamponada a 4%, com pH 7,4 e foram enviados para o processamento histológico de rotina no laboratório de Patologia Oral da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) e no Laboratório de Histologia e Embriologia (LHE) da Faculdade Adventista da Bahia (FADBA), onde seguiu-se o processamento histológico, até inclusão em blocos de parafina. Os fragmentos teciduais foram então cortados em micrótomo, para obtenção de secções histológicas coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) com 5 µm de espessura
Para realização da análise qualitativa e quantitativa das fibras colágenas (colágeno total) do tecido conjuntivo, os fragmentos teciduais inclusos em blocos de parafina foram enviados ao LHE/FADBA, em Cachoeira-BA, para realização da coloração de Sírius Vermelho, específico para colágeno.

3.6 ANÁLISES 
3.6.1 Análise clínica
As mucosas jugais foram inspecionadas visualmente durante todo o período do experimento, com o intuito de verificar possíveis alterações clínicas. Caso estas fossem verificadas, seriam registradas para posterior avaliação. Características macroscópicas do processo de reparo das úlceras em dorso lingual foram analisadas diariamente com o auxílio de luz ambiente, espátulas de madeira e elásticos para auxílio na abertura de boca dos animais, que foram contidos por um dispositivo plástico atraumático, conforme modelo utilizado por Martins94 e Pelisser, Vier-Pelisser, Fontanella, Figueiredo95, causando mínimo estresse. Tal avaliação obteve a classificação "presente", quando ainda eram observados sinais clínicos da úlcera, e "ausente" quando o processo de reparo da úlcera havia sido visivelmente completado.

Nos dias da eutanásia, a inspeção visual foi com o auxílio de um paquímetro, que mediu o diâmetro da ferida, quando ainda presente.
3.6.2 Análise histomorfométricas
Os examinadores foram calibrados para uso dos programas e equipamentos no LBO/ICS/UFBA. Para as análises, que foram realizadas às cegas através do uso de máscaras nas lâminas, utilizaram-se o Software Motic Images Plus 2.0 (Motic Asia, Hong Kong, China), Software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Md, EUA) e microscópio de luz Quimis BA410 (Quimis, São Paulo, Brasil) acoplado à câmera Moticam 5.0.

Com as secções coradas em HE, foi realizada uma análise morfológica no microscópio de luz, em triplicata, de cada secção histológica utilizando-se a objetiva de 10x. A caracterização ocorreu de forma semiquantitativa de acordo com as seguintes categorias: intensa (+++), moderada (++), discreta (+) e ausente (0), conforme descrito por  Medrado et al.23. A partir das secções coradas com Sírius Vermelho, foi realizada a análise morfológica das fibras colágenas e do padrão de expressão colagênica tecidual, bem como análise quantitativa do percentual da área do colágeno. As análises ocorreram com intervalos de uma semana entre elas.
Para a análise morfométrica, utilizou-se o Software Motic Images Plus 2.0, e foi realizada a partir da captura de imagens de três áreas distintas de cada uma das secções teciduais, em objetiva de 10x, através do microscópio acoplado à câmera. As mensurações lineares realizadas utilizaram escala em micrômetros (µm) e foram realizadas tanto nas secções referentes às mucosas jugais quanto nas de úlcera em língua.
A análise quantitativa do percentual de colágeno total em relação à área total do tecido foi realizada pelo Software ImageJ, com a padronização da área de 720.000 µm2 da imagem, considerando a altura de 800 µm e o comprimento de 900 µm, por dois examinadores cegos, previamente calibrados, realizada também a partir das capturas de três áreas distintas das secções teciduais na objetiva de 10x.

3.6.3 Análise de dados
Foi criado um banco de dados no Microsoft Excel 2016 (versão 2016), para análise descritiva com a finalidade de identificar as características gerais e específicas da amostra estudada, incluindo-se análise quantitativa do percentual de colágeno. Os dados das variáveis morfológicas foram apresentados com frequências absolutas e relativas, também com moda, valores mínimo e máximo.

Para as variáveis morfométricas e porcentagem de área de colágeno em relação à área total do tecido, os dados foram expressos em média, desvio padrão, mediana e intervalo interquartil. Todas as análises foram realizadas no programa R (Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria), com nível de significância de 5%.
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Resumo
Introdução: A Matricaria recutita, conhecida como camomila, é utilizada mundialmente como erva medicinal por apresentar ação nos transtornos digestivos, propriedades antimicrobiana, analgésica e anti-inflamatória. Na Odontologia, possui amplo uso no tratamento de inflamações e infecções orais de diversas etiologias. No entanto, sua ação sobre a mucosa oral normal ainda não foi documentada. Objetivo: Avaliar o padrão tecidual após a aplicação tópica de diferentes apresentações da camomila na mucosa oral normal de ratos. Materiais e Métodos: Trinta e cinco ratos machos tipo Wistar foram alocados randomicamente em 04 grupos experimentais: Controle/baseline (G1), Extrato fluido de camomila - 2x/dia (G2), Camomila Infusão 1 - 2x/dia (G3), Camomila Infusão 2 - 3x/dia (G4). A eutanásia dos animais ocorreu nos dias 7 e 14 após o começo das aplicações da planta medicinal na mucosa jugal direita. Secções coradas com Hematoxilina e Eosina foram avaliadas por morfologia descritiva (degeneração da camada basal epitelial; presença de infiltrado inflamatório e expressão de colágeno) e morfometria (distância da camada basal à superfície epitelial; distância da crista epitelial para a superfície epitelial; largura da crista epitelial; distância inter-cristas; e espessura da camada córnea). O quantitativo e o padrão de organização do colágeno total foi avaliado pela coloração de Sírius Vermelho. Resultados: Nenhum dos grupos experimentais apresentou diferenças estatísticas significativas entre si, além de apresentarem semelhança ao G1. Conclusão: O uso tópico da camomila, independentemente da posologia ou formulação investigada, não provocou dano tecidual em mucosa oral normal de ratos, podendo ser considerada um agente terapêutico bem tolerado pelos tecidos.
Palavras-chave: Camomila. Fitoterapia. Mucosa Bucal. Histologia

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

Keywords: Chamomile. Phytotherapy. Mouth Mucosa. Histology
4.1.1 Introdução
O Brasil possui uma farmacopéia popular diversificada em plantas medicinais, resultante da miscigenação cultural envolvendo africanos, europeus e indígenas, com introdução de espécies exóticas pelos colonizadores e escravos96. De acordo com a Organização Mundial da Saúde97, a definição de planta medicinal é “todo vegetal que contém, em um ou vários de seus órgãos, substâncias que podem ser empregadas para fins terapêuticos ou precursores de substâncias utilizadas para tais propósitos”.
Dentre a diversidade das espécies vegetais e de biomas encontrados no Brasil, a planta Matricaria recutita (M. recutita), conhecida popularmente como camomila, é amplamente utilizada em todo o mundo, principalmente sob a forma de chás/infusão e decocção44,98-100. Contém constituintes bioativos como flavonóides, matricina, camazuleno e terpenóides, que conferem a esta planta propriedades anti-inflamatória, antiespasmódica e antibacteriana66,101. Dentre os possíveis usos medicinais da M. recutita, sabe-se que é indicada no controle das perturbações estomacais em geral, diarréia, náuseas, inflamações das vias urinárias e distúrbios menstruais, além de inflamações dos olhos e boca65.

Alguns estudos experimentais demonstram a capacidade desta planta medicinal em aumentar a velocidade do reparo tecidual e dessa forma promover uma re-epitelização mais rápida de úlceras41,44,72. Tal atividade explica a indicação do uso da camomila sobre feridas difíceis de cicatrizar e nas afecções da pele em geral65.

Devido às ações antimicrobianas e bioestimuladoras no reparo tecidual, a camomila tem sido utilizada na Odontologia para controle dos microrganismos presentes no biofilme dental12 e como adjuvante na terapia de condições como: xerostomia15, mucosite14, gengivite13, infecções orais14 e ulceração aftosa recorrente10.

Apesar de ser amplamente investigada ao longo dos anos, ainda não foi claramente descrito na literatura os achados histopatológicos da aplicação tópica desta planta medicinal sobre tecidos normais, tendo em vista que durante a aplicação, independente da finalidade, a substância acaba por atingir regiões de tecido consideradas sadias durante o seu período de uso. Desta forma, este trabalho se justifica pela contribuição do conhecimento acerca da repercussão do uso da camomila, sob diferentes formulações e concentrações, em mucosa oral normal em ratos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o padrão tecidual após a aplicação tópica de diferentes apresentações da camomila (M. recutita) na mucosa oral normal de ratos.
4.1.2 Materiais e métodos
Os procedimentos foram conduzidos no Biotério do Laboratório de Neurociências do Instituto de Ciências da Saúde (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Esta pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Bahia - ICS/ UFBA (nº 3562050618).
Trinta e cinco (35) ratos machos tipo Wistar, Rattus norvegicus albinus, pesando em média 233g, ficaram alojados em gaiolas plásticas específicas, em grupos de cinco animais, com boas condições de iluminação e temperatura (±26ºC) submetidos a uma dieta comercial e água ad libitum durante todo o experimento. Passaram por adaptação no ambiente do biotério por um período de sete dias.
4.1.2.1 Grupos experimentais
Os animais foram alocados randomicamente em quatro grupos experimentais e a aplicação tópica da camomila ocorreu em mucosa jugal direita com auxílio de haste flexível plástica com algodões nas extremidades (Cotonetes, Johnson & Johnson, São Paulo, Brasil):

Grupo Controle/baseline (G1): Cinco animais foram alocados nesse grupo. Três serviram como controle negativo, onde não foi empregada terapêutica ou simulação e dois foram submetidos à aplicação de soro fisiológico (0,9%) em intervalos de 12 horas.

Grupo Camomila Extrato Fluido (G2): Dez animais submetidos à aplicação tópica diária de extrato fluido de camomila (Ad-Muc®, Biolab, São Paulo, Brasil), em intervalos de 12 horas, como preconizado pelo fabricante do medicamento.

Grupo Infusão 1 (G3): Dez animais submetidos a aplicação tópica de infusão de camomila (Chás Real®, Paraná, Brasil), com intervalos de aplicação de 12 horas, até o dia da eutanásia.

Grupo Infusão 2 (G4): Dez animais seguiram o mesmo protocolo do Grupo Infusão 1, entretanto, a aplicação tópica de infusão de camomila ocorreu três vezes ao dia, com intervalo de 08 horas entre as aplicações.
4.1.2.2 Infusão do chá de camomila
As infusões de camomila foram preparadas conforme indicação do fabricante (Chás Real®, Paraná, Brasil). Logo, utilizou-se o correspondente a um sachê para uma xícara de água fervente, correspondente a 250 mL de água filtrada fervida em chaleira elétrica (Electrolux, Curitiba, Brasil). Após atingir a temperatura de ebulição (100 °C), a água, ainda com temperatura superior a 90°C93, foi despejada em uma na caneca e o sachê de camomila (Chás Real®, Paraná, Brasil) foi colocado em infusão com a caneca tampada, durante 3 minutos. Após o preparo, o chá de camomila foi mantido resfriado a uma temperatura entre 20-22°C para uso ao longo de 24 horas; passado esse período, nova infusão de chá foi preparada. A aplicação na mucosa dos animais deu-se em temperatura resfriada.
4.1.2.3 Morte dos animais
Dos cinco animais do grupo controle, três foram sacrificados no dia zero, antes da aplicação tópica da substância, e dois animais tiveram o sacrifício programado para 7º e 14º dias (01 animal/dia) após aplicação tópica da solução salina. Os animais deste grupo serviram de referência para os parâmetros de normalidade. Por se tratarem de animais saudáveis e com mucosa jugal sem alterações, as possibilidades de alterações histológicas eram mínimas. Com isso, não foi necessária a morte de mais animais ao longo dos períodos estabelecidos, o que também está de acordo com as normas de uso científico de animais, estabelecidas na Lei brasileira nº 11.794, de 8 de Outubro de 2008102.

Os períodos de morte estabelecidos para os demais grupos experimentais foram 7 e 14 dias após o início da aplicação em mucosa jugal normal (5 animais/dia). Os animais foram eutanasiados por administração de anestésico injetável de 75mg/kg de Ketamina® (Farex do Brasil Ltda. Porto Alegre-Brasil) associado à 10mg/kg de Xilazina® (J.A. Saúde Animal, São Paulo-Brasil), por via intraperitoneal, dose suficiente para produzir a ausência do reflexo corneal e confirmação da morte. 
4.1.2.4 Análise clínica
Ao final do experimento e após a morte dos animais, a mucosa jugal foi avaliada macroscopicamente para verificação de possíveis alterações clínicas.

A mucosa jugal direita dos animais foi avaliada por inspeção visual diariamente durante o período de aplicação tópica das diferentes formulações da camomila. Foram investigadas possíveis alterações da normalidade da mucosa quanto à cor (semelhante à mucosa adjacente, pálida, avermelhada, amarelada ou pigmentada/coloração), textura superficial (lisa ou rugosa), alterações de relevo, brilho/hidratação (seca/úmida).
4.1.2.5 Processamento histológico
Os espécimes de mucosa jugal obtidos por autópsia foram fixados em formalina tamponada a 4%, com pH 7,4 e foram enviados para o processamento histológico de rotina no laboratório de Patologia Oral da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) para obtenção de secções histológicas de 5µm de espessura coradas por Hematoxilina e Eosina (HE).

Para realização da análise qualitativa e quantitativa das fibras colágenas (colágeno total) do tecido conjuntivo, os fragmentos teciduais inclusos em blocos de parafina foram enviados ao Laboratório de Histologia e Embriologia (LHE) da Faculdade Adventista da Bahia (FADBA), em Cachoeira-BA, para realização da coloração de Sírius Vermelho.
4.1.2.6 Análise morfológica e morfométrica
A calibração dos examinadores para uso do Software Motic Images Plus 2.0 (Motic Asia, Hong Kong, China), Software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Md, EUA) e microscópio de luz Quimis BA410 (Quimis, São Paulo, Brasil) acoplado à câmera Moticam 5.0 ocorreu no Laboratório de Bioquímica Oral (LBO) do Instituto de Ciências da Saúde (ICS) da UFBA.
Para evitar o viés de tendenciosidade as análises foram feitas às cegas, através de máscara, no qual os examinadores no momento da análise dos parâmetros não tiveram acesso a qualquer informação referente ao grupo, codificação original da lâmina, identificação numérica do animal ou dias do sacrifício. As análises foram feitas em triplicata pelos mesmos avaliadores, com intervalos semanais.
Com as secções coradas com HE, foi realizada uma análise morfológica no microscópio de luz, em triplicata, de cada secção histológica utilizando-se a objetiva de 10x. A caracterização ocorreu de forma semiquantitativa de acordo com as seguintes categorias: intensa (+++), moderada (++), discreta (+) e ausente (0), conforme Medrado et al.23. As variáveis avaliadas foram: a) degeneração da camada basal epitelial; b) presença de infiltrado inflamatório e c) expressão de colágeno. Com as secções coradas com Sírius Vermelho, foi realizada a análise morfológica das fibras colágenas e do padrão de expressão colagênica tecidual, bem como análise quantitativa do percentual da área do colágeno. As análises em triplicata ocorreram com intervalos de uma semana entre elas.
Para a análise morfométrica, utilizou-se o Software Motic Images Plus 2.0, e foi realizada a partir da captura de imagens de três áreas distintas de cada uma das secções teciduais, em objetiva de 10x, através do microscópio acoplado à câmera. As mensurações lineares realizadas, em micrômetros, incluiram: a) distância da camada basal à superfície epitelial (DCBSE); b) distância do ápice da crista epitelial para a superfície epitelial (DACESE); c) largura da crista epitelial (LCE); d) distância inter-cristas (DI); e e) espessura da camada córnea (ECC).
A análise quantitativa do percentual de colágeno total em relação à área total do tecido foi realizada pelo Software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Md, EUA), com a padronização da área de 720.000 µm2 da imagem, considerando a altura de 800 µm e o comprimento de 900 µm, por dois examinadores cegos, previamente calibrados, realizada também a partir das capturas de três áreas distintas das secções teciduais na objetiva de 10x.

4.1.2.7 Análise estatística
Os dados coletados foram abrigados em planilhas do Microsoft Excel 2016 (versão 2016), para análise descritiva com a finalidade de identificar as características gerais e específicas da amostra estudada, incluindo-se análise quantitativa do percentual de colágeno.

Devido ao tamanho da amostra e ao delineamento do estudo, optou-se por uma análise estatística paramétrica. Os dados do grupo controle não foram considerados para fins de aplicação dos testes de hipóteses.

Os dados das variáveis morfológicas foram apresentados com frequências absolutas e relativas, também com moda.

As variáveis morfométricas DCBSE; DACESE e ECC foram realizadas por análise de variância (ANOVA) “two way”, considerando os fatores de estudo grupo e tempo de sacrifico, bem como a interação entre eles (grupos e tempos de morte). 

Para as análises da LCE, DI e porcentagem de área de colágeno em relação à área total foram utilizados modelos lineares generalizados, também considerando os fatores de estudo grupo e tempo de sacrifício, bem como a interação entre eles. Para a variável de porcentagem de área de colágeno em relação à área total os dados foram utilizadas medidas de tendência central expressos em média e de dispersão com desvio padrão. Todas as análises foram realizadas no programa R (Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria), com nível de significância de 5%.
4.1.3 Resultados 
A avaliação clínica realizada através de inspeção visual imediatamente após a morte, não evidenciou a presença de alterações nos aspectos de normalidade da superfície da mucosa jugal dos animais quanto à cor, textura superficial, alterações de relevo, brilho/hidratação.

Embora tenha sido feita a análise de todas as secções obtidas, os resultados estatísticos apresentados se referem às análises em HE dos grupos G2, G3 e G4 (Figura 1), onde optou-se por remover 01secção histológica do G3, referente a um caso de 7 dias de sacrifício, por falta de material biológico em boas condições para avaliação

Nas secções histológicas coradas por HE do grupo controle (G1), observou-se uma camada córnea com aspecto de normalidade, presença de cristas epiteliais em toda extensão do epitélio e infiltrado inflamatório mononuclear residente na lâmina própria nos animais de todos os períodos de sacrifício (Figura 1). Independentemente do período investigado, notou-se padronização na expressão de colágeno total. Com relação à degeneração da camada basal, esta foi ausente em todas as secções analisadas.  Nas secções coradas com Sírius Vermelho, notou-se presença de fibras colágenas espessas, com feixes densos, dispostas em todos os sentidos (Figura 2).
Figura 1 – Fotomicrografias representativas de secções histológicas coradas por HE vistas na objetiva de 10x (A, C, E e G) e 40x (B, D, F e H) que ilustram a morfologia dos grupos experimentais. Percebe-se espessura do epitélio estratificado pavimentoso ortoceratinizado, com presença de cristas epiteliais (asterisco) ora volumosas, ora discretas. Observa-se também graus variados de espessura de camada córnea (ponta de seta), que caracterizam o padrão histomorfológico da mucosa jugal de ratos. Seta: vaso sanguíneo.
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Fonte: LBO/UFBA, 2022
Figura 2 – Fotomicrografias representativas de secções histológicas coradas por Sírius Vermelho com objetiva de 10x (A, C, E, G) e 40x (B, D, F, H) para ilustrar o padrão morfológico das fibras colágenas nos grupos, onde se nota padronização de profundidade de deposição de colágeno (linhas interrompidas) na lâmina própria, com fibras densas (ponta de seta) dispersas em diferentes arranjos organizacionais.
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 Fonte: LBO/ICS/UFBA, 2022
Quanto ao grupo Extrato Fluido (G2), ao avaliar as características do epitélio com 7 dias e 14 dias de sacrifício, estes se mostravam sem alterações significativas na maior parte da amostra (Figura 1). No que diz respeito à degeneração da camada basal, assim como no grupo Controle (G1), esse parâmetro também se encontrou ausente em todos os períodos investigados (100%) (Tabela 1). Quanto à presença de infiltrado inflamatório mononuclear, este se apresentou de forma discreta em toda a amostra (100%), nos dois períodos de sacrifício. Por fim, no que tange à expressão de colágeno, na maior parte da amostra, se apresentou de maneira discreta (100% em 7 dias e 80% em 14 dias) (Tabela 1). Quanto à análise pela coloração com Sírius Vermelho, as fibras colágenas se apresentaram espessas, dispostas em todos os sentidos, com feixes densos homogêneo em toda a extensão (Figura 2).

Tabela 1 –Distribuição de frequências dos resultados das análises morfológicas em função do grupo e tempo de sacrifício (LBO/UFBA, 2022).
	Variável
	Resultado
	G2
	G3
	G4

	
	
	7 dias
	14 dias
	7 dias
	14 dias
	7 dias
	14 dias

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

	Degeneração da camada basal
	Ausente
	5 (100,0%)
	5 (100,0%)
	4(100,0%)
	5 (100,0%)
	5(100,0%)
	5 (100,0%)

	
	Discreto
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)

	
	Moderado
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)

	Infiltrado Inflamatório
	Ausente
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	1 (20,0%)
	1 (20,0%)

	
	Discreto
	5 (100,0%)
	5 (100,0%)
	4(100,0%)
	5 (100,0%)
	4 (80,0%)
	4 (80,0%)

	
	Moderado
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)

	Expressão de colágeno
	Ausente
	0 (0,0%)
	1 (20,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)

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

	
	Moderado
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	0 (0,0%)
	4 (80,0%)
	3 (60,0%)


Fonte: autoria própria

No grupo G3 (Infusão 1), as características epiteliais também não apresentaram modificações em seu padrão, em 7 ou 14 dias (Figura 1). Semelhante ao que foi observado no grupo G2, a degeneração da camada basal aqui também foi ausente na totalidade da amostra (100%). A variável de infiltrado inflamatório mononuclear encontrava-se predominantemente discreta nos dois tempos do sacrifício (100% em 7 e 14 dias). A expressão de colágeno, se mostrou totalmente (100%) discreta tanto para quanto 7 e 14 dias (Tabela 1). Pela coloração com Sírius Vermelho, as fibras colágenas também se mostraram espessas dispostas em todos os sentidos, com feixes densos, porém de aspecto fragmentado em parte da amostra (Figura 2).

Por último, no grupo G4 (Infusão 2), o padrão epitelial não se alterou em seus aspectos em nenhum dos dois períodos avaliados (Figura 1). A degeneração da camada basal, assim como nos demais grupos, também estava ausente na integralidade da amostra (100%). Observou-se discreto infiltrado inflamatório na maioria das secções dos dois tempos (80%). Com relação à expressão de colágeno, esta foi notada de forma moderada na maioria das secções dos períodos (80% em 7 dias e 60% em 14 dias) (Tabela 1). Quanto ao padrão das fibras colágenas, pela coloração do Sírius Vermelho, estas encontravam-se presentes de forma espessas sob feixes densos, dispostos em todos os sentidos (Figura 2).

Os resultados das variáveis morfométricas são apresentados na Tabela 2. Para tal análise, considerou-se os parâmetros do G1 (baseline) que incluiu a DCBSE (57,61 µm); a DACESE (111,06 µm); a LCE (60,93 µm); a DI (39,67 µm) e a ECC (18,56 µm). Apesar da mensuração da DCBSE do G2, aos 7 dias, ter apresentado maior valor (95,23 µm) em contraste com o menor valor descrito no G4, aos 14 dias (59,51 µm), que foi o grupo que mais se aproximou a média do baseline, tal diferença não foi estatisticamente significativa (p = 0,1757), assim como a DACESE, que aos 14 dias do G2 apresentou o maior valor (165,85 µm) comparado ao menor valor encontrado no G4 aos 14 dias, que também foi o mais próximo do baseline (103,28 µm), porém com p = 0,2040. 

No que diz respeito a LCE, o grupo G2, no período de 7 dias do sacrifício apresentou o maior valor de média (79,07 µm) contrapondo ao menor valor (53,19 µm) encontrado aos 7 dias do G4. Sendo o grupo do 14º dia do G3 (56,23 µm), o que apresentou média mais próxima ao baseline. Sem diferença estatisticamente significativa (p = 0,4862) entre os grupos.
Aos 14 dias, o mesmo G2, também foi o que apresentou valor de DI (57,32 µm) comparado aos 14 dias do G4, com menor valor de média (40,34 µm), novamente com média mais próxima ao encontrado no baseline, com p = 0,7009. Por fim, no parâmetro de ECC, os valores médios na amostra variaram de 40,55µm e 17,61µm correspondentes aos grupos de 7 dias do G2 e aos 14 dias do G3, respectivamente, com a média descrita do G4, a que mais se aproximou ao grupo baseline. No entanto, em termos de avaliação estatística, tal diferença também não foi significativa (p = 0,1386).

Observou-se que, apesar de haver divergência nas mensurações das variantes nos grupos investigados ao longo dos tempos, essa diferença não foi estatisticamente significativa (p>0,05).

Considerou-se um percentual para o baseline de 48,1 (G1) para o padrão quantitativo de expressão do colágeno total.  Nota-se que o valor médio do G2, apresentou maior divergência no percentual de expressão colagênica (aos 7 dias 41,5 e aos 14 dias 37,3) em comparação com os demais períodos e grupos investigados, o que determinou um p-valor próximo ao limiar (p=0,0569), porém ainda sem significância estatística.

Tabela 2 – Média e desvio padrão (DP) das medidas morfométricas (µm) em função do grupo e tempo de sacrifício (LBO/UFBA, 2022).
	Variável

DCBSE
	Estatística
	G2
	G3
	G4

	
	
	7 dias
	14 dias
	7 dias
	14 dias
	7 dias
	14 dias

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

	
	Média (DP)
	95,23 (27,38)
	76,84 (20,93)
	82,79 (24,75)
	87,87 (26,75)
	69,52 (23,50)
	59,51 (39,75)

	1p-valores
	
	
p(grupos)=0,1757; p(tempo)=0,4631; p(interação)=0,6609


	DACESE
	Média (DP)
	163,23 (28,73)
	165,85 (33,75)
	126,22 (483,26)
	156,56 (55,75)
	133,38 (92,32)
	103,28 (51,54)

	1p-valores
	
	p(grupos)=0,2040; p(tempo)=0,9639; p(interação)=0,5112

	LCE
	Média (DP)
	79,07 (13,84)
	67,73 (12,85)
	73,20 (13,01)
	56,23 (16,43)
	53,19 (31,61)
	65,68 (23,82)

	1p-valores
	
	p(grupos)=0,4862; p(tempo)=0,1437; p(interação)=0,5783

	DI
	Média (DP)
	49,16 (20,38)
	57,32 (10,93)
	45,37 (21,01)
	49,55 (11,09)
	46,51 (29,24)
	40,34 (10,82)

	1p-valores
	
	p(grupos)=0,7009; p(tempo)=0,7208; p(interação)=0,1740

	ECC
	Média (DP)
	40,55 (27,37)
	24,30 (64,71)
	20,67 (7,62)
	23,54 (10,08)
	22,04 (12,04)
	17,61 (10,49)

	1p-valores
	
	p(grupos)=0,1386; p(tempo)=0,2796; p(interação)=0,3598


1Para fins da análise estatística não foi considerado o grupo controle. DCBSE: Distância da camada basal a superfície epitelial; DACESE: Distância do ápice da crista a superfície epitelial; LCE: largura da crista epitelial; DI: Distância inter-cristas; ECC: Espessura da camada córnea. DCBSE, DACESE e ECC análise com ANOVA “two way”; LCE, DI análise com modelos lineares generalizados. Fonte: autoria própria.
Para análise do padrão quantitativo de colágeno total obteve-se o total de 30 secções histológicas coradas com Sírius Vermelho, sendo os grupos G1, G2, G3 e G4 composto por: 04, 10, 09 e 07 casos, respectivamente, em função da dificuldade de análise do material biológico de 01 caso referente ao dia 0 dia G1; 01 caso de 7 dias do G3; 01 caso de 7 dias e 02 casos de 14 dias do G4. Assim como nos resultados das secções em HE, as análises referentes ao grupo controle/baseline (G1) não foram incluídas na análise estatística, embora analisadas.

Observa-se na Tabela 3 que não houve diferença significativa entre os grupos e os tempos quanto à percentagem de área de colágeno em relação à área total do tecido (p>0,05).
Tabela 3 – Média e desvio padrão (DP) da porcentagem de área de colágeno em relação à área total do tecido em função do grupo e tempo de sacrifício (LBO/UFBA, 2022).
	Grupo
	   7 dias
	                    14 dias

	
	
	Média (DP)
	
	Média (DP)

	G2 
	
	41,5 (8,1)
	
	37,3 (11,2)

	G3
	
	42,1 (5,0)
	
	47,1 (8,9)

	G4
	
	50,0 (4,4)
	
	49,1 (5,3)

	p-valor
	p(grupo)=0,0569; p(tempo)=0,9173; p(interação)=0,4928


1Para fins da análise estatística não foi considerado o grupo controle. Análise com ANOVA “two way”. Fonte: autoria própria

4.1.4 Discussão
Sabe-se que plantas medicinais não são isentas de provocar reações adversas ao organismo, que podem decorrer dos próprios componentes intrínsecos, dosagem inadequada ou presença de contaminantes durante as preparações fitoterápicas103,104. 
Em função da popularidade, facilidade de acesso e baixo custo tais substâncias possuem ampla utilização para fins terapêuticos, em especial sob forma de bochechos e orabase na Odontologia10,13,16, além da dificuldade de limitar a utilização destes agentes apenas nas áreas lesionadas, faz-se necessária essa investigação da ação tópica da M. recutita também no tecido normal. Neste estudo, as características histológicas propostas para análise são as mesmas encontradas quando um tecido é submetido a danos das mais diversas formas e provoca as alterações teciduais.

Devido à dificuldade em encontrar a descrição do padrão histológico da mucosa oral dos ratos na literatura, os resultados obtidos pelas análises do grupo Controle/baseline (G1) serviram como parâmetros de referência para os demais grupos experimentais, por se tratar de amostra de mucosa oral sem exposição aos agentes tópicos deste experimento, justificando a inclusão deste grupo no estudo.
As características de estruturas teciduais da mucosa dos ratos se assemelham à mucosa de humanos, tanto em relação ao epitélio de revestimento quanto à lâmina própria105, exceto pela presença do extrato córneo. Ao se avaliar o parâmetro ECC, não se observou espessamento do estrato córneo produzido em resposta a um possível estresse, através da maior produção de ceratina106, tanto no grupo baseline quanto nos grupos experimentais. A DCBSE também não evidenciou padrão de espessamento significativo, o que se caracteriza histologicamente como acantose, que é definida como aumento do estrato espinhoso devido ao maior número de células epiteliais106.  Uma vez que tais parâmetros não demonstraram discrepâncias significativas entre os grupos experimentais, tais achados evidenciam que não houve resposta expressiva a um possível trauma. Este, poderia ter ocorrido pela fricção da haste de algodão no tecido durante a aplicação da substância na região, ou até mesmo em função de estímulo provocado pelas substâncias presentes nas formulações de camomila.

A despeito da possibilidade de trauma pelo uso da haste flexível durante a aplicação tópica do extrato fluido, o trabalho de Myose et al.107 testou a fricção de instrumentais ou artefatos em mucosa de ratos ao estabelecer um modelo in vivo de lesão intraepitelial para avaliar os efeitos na resposta inflamatória de macrófagos. Para tal, os autores utilizaram como metodologia, o uso de haste flexível com extremidades de algodão, outra coberta com gaze, uma escova de tufo e uma de esponja cortada em cubos de 10 mm, 30 vezes com uma carga aplicada de 50g. O dano tecidual foi avaliado quando observado clinicamente imediatamente após a fricção e microscopicamente. Em seus resultados, os autores observaram que dentre os artefatos utilizados, apenas a escova de esponja não foi capaz de provocar lesão intraepitelial, o que comprova que cargas constantes com alguns materiais podem resultar em lesão. Danos macroscópicos como eritema não foram observados, entretanto, o ligeiro aumento de macrófagos nos tecidos subepiteliais mostra que os macrófagos reagiram à lesão mecânica. De forma complementar ao que os autores apresentaram, os achados clínicos e histológicos do presente estudo mostraram que o uso das hastes flexíveis com extremidades de algodão aplicadas duas vezes ao dia, por 7 ou 14 dias, não foi capaz de provocar dano macro ou microscópico ao tecido e que pudessem ser confundidos com alterações teciduais causadas pela aplicação da substância.
Em relação à degeneração da camada basal, representada pela perda da integridade da camada basal108, o fato desta estar ausente em todos os grupos experimentais indica um fator positivo à camomila, pois demonstra que a aplicação tópica da mesma, independente da forma de veiculação, não foi capaz de provocar dano aos tecidos avaliados durante os 14 dias do experimento.

Quanto à presença de infiltrado inflamatório mononuclear, observações características do processo inflamatório106,109, que se apresentaram de ausentes a discretos nos grupos experimentais em ambos os tempos de sacrifício, percebe-se similaridade com o grupo Controle/baseline (G1). Cabe ressaltar que, além da matriz extracelular, o tecido conjuntivo é também composto por células residentes próprias, a exemplo dos macrófagos, mastócitos e leucócitos, capazes de agir inicialmente frente à uma agressão110. Tal característica explica a presença do discreto infiltrado inflamatório observado nas secções avaliadas. Uma vez que a resposta inflamatória é decorrente de um dano, pode-se sugerir então que houve ausência de lesão tecidual em qualquer das formas de apresentação e posologia da camomila. Esta ausência de efeitos adversos e a boa tolerância tecidual ficam evidentes em diversos estudos10,11,13,28, que tiveram como finalidade observar o efeito anti-inflamatório da camomila.

No estudo de Oliveira et al.9, os autores avaliaram o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e apoptose em úlceras induzidas na mucosa jugal esquerda de ratos divididos em 5 grupos: animais tratados com solução salina (grupo controle negativo/ratos normoglicêmicos e grupo controle positivo/ratos diabéticos); animais tratados com extrato de camomila (ratos normoglicêmicos e ratos diabéticos) e; animais diabéticos tratados com triancinolona. Após dez dias do experimento, a análise histológica mostrou que o grupo controle negativo e o grupo camomila com ratos diabéticos apresentaram a pontuação 1 no score, representada por ausência de úlcera, fibrose e infiltrado inflamatório crônico; o grupo controle positivo pontuou score 2, pois apresentava ulceração epitelial; o grupo triancinolona teve um score 4, caracterizado pela presença de úlcera e intenso processo inflamatório agudo e; o grupo camomila de animais normoglicêmicos mostrou epitélio totalmente remodelado e sem inflamação, o que representou o score 0. Os autores atribuíram os resultados favoráveis da camomila à capacidade anti-inflamatória oriunda dos seus compostos bioativos, capazes de inibir a ciclooxigenase-2 e síntese de mediadores inflamatórios. Além disso, relatam que o alfa-bisabolol presente na camomila está relacionado com a formação de tecido de granulação durante o processo de reparo de feridas. Importa ressaltar que, também neste estudo, não há informações sobre o tecido normal, que não foi submetido à dano.

Salum, Cherubini, Amenábar105, em seu estudo experimental, caracterizaram a mucosa oral de diferentes modelos animais utilizados comumente em pesquisas. Ao avaliar a mucosa jugal de um rato (Ratus norvegicus), descrevem que a espessura epitelial encontrada variou de 40 a 80 µm, sendo destes, 7 a 20 µm de espessura da ceratina. Tais resultados encontram-se discretamente diferentes dos descritos neste estudo, visto que a espessura da camada epitelial (DCBSE) variou aproximadamente entre 59 e 95 µm e a espessura da camada córnea (ECC) de 17 a 40 µm. Essas diferenças de dados apresentado pelos autores com o presente estudo podem ser decorrentes da diferença do n amostral, visto que no estudo citado, apenas um animal foi utilizado para análise. A dificuldade em obter estudos comparativos ou que incluam os aspectos de normalidade dos tecidos destes animais justificam a relevância deste trabalho e deve ser fator estimulante para outras publicações contendo estas informações.
No presente estudo, apesar dos resultados morfométricos de tais medidas lineares (DCBSE e ECC) nos grupos experimentais terem sido divergentes do Controle/baseline, com tendência à médias mais elevadas, quando comparadas entre si (G2, G3 e G4) não foram observadas diferenças significativas. Dessa forma, sugere-se que o discreto espessamento da camada epitelial e a ceratinização superficial, bem como a presença das critas epiteliais descritas sejam característicos da espécie investigada. Entretanto, sugerem-se novos estudos, com maior número amostral, para confirmar estes resultados.

Salum et al.111, realizaram uma avaliação histológica na mucosa da bolsa jugal de sessenta e seis hamsters após aplicação do tiocianato tópico (dosagens diárias de 55 mg/kg do gel por peso corporal), um íon que estimula o sistema enzimático da peroxidase salivar, com o objetivo de verificar se tal substância intensificaria a atividade proliferativa epitelial e seria capaz de interferir na deposição da queratina. Os autores mensuraram a espessura do epitélio e do estrato córneo, no grupo controle e encontraram médias de 34,21 e 6,40 µm, respectivamente, no grupo experimental, as médias obtidas foram de 34,57 e 5,95 µm para os mesmos parâmetros investigados. A espessura do epitélio não exibiu diferença estatisticamente significativa entre os grupos estudados (p=0,677). No entanto, a espessura do estrato córneo apresentou diferença estatística entre os dois grupos avaliados, sendo a média do grupo experimental inferior à do grupo controle (p=0,035), segundo os autores, o aumento na frequência de células claras e diminuição na altura do estrato córneo promovidos pela administração do íon, pode estar associado ao aumento da hidrofilia de ceratina. Apesar da diferença descrita, os autores concluíram que o tiocianato não foi capaz de promover a intensificação da atividade proliferativa epitelial e incremento da queratina, como esperado, logo, sem alterações macroscópicas e histológicas importantes. Apesar da descrição dos aspectos epiteliais neste estudo, não foi possível comparar tais parâmetros com a presente investigação em virtude das diferentes substâncias utilizadas e espécies envolvidas.

Não foram encontrados estudos prévios na literatura consultada que tragam resultados quantitativos sobre o padrão das cristas epiteliais em ratos. A ausência de cristas epiteliais foi descrita por Pinto112 como uma característica histológica da bolsa jugal de hamsters. Com isso, os resultados das médias baixas relativas a DACESE, LCE e DI encontrados no presente estudo em todos os grupos experimentais, incluindo o grupo Controle/baseline (G1), demonstram apenas a presença de uma interface menos imbricada entre os tecidos analisados.

Em um tecido normal, o padrão de deposição do colágeno resulta do balanço entre a síntese e degradação das fibras, que por sua vez condiz com o processo de formação da matriz extracelular113.  Segundo Pinto112, a lâmina própria da mucosa oral de hamsters apresenta concentração significativa de fibras colágenas, o que diferiu do padrão discreto encontrado nas secções teciduais analisadas na presente investigação, entretanto, tal achado sugere ausência de alteração tecidual, visto que todos os períodos e grupos investigados apresentaram tal aspecto. Com isso, sugere-se mais uma vez que a camomila aplicada de forma sistematizada não interferiu no aspecto de normalidade do tecido.
Estudos experimentais em modelo animal, com uso tópico de outras plantas medicinais, são descritos na literatura, como o de Abu-Al-Basal114, que utilizou camundongos diabéticos para avaliar a eficácia do extrato aquoso por via intraperitoneal e o uso tópico do óleo essencial de Rosmarinus officinalis, na cicatrização cutânea. Os autores avaliaram a área de cicatrização por um cálculo através de imagem digitalizada, e realizaram análise histológica com as secções coradas em HE e Tricromo de Masson. Segundo os autores, diferenças significativas foram encontradas entre os grupos que receberam as terapêuticas em comparação ao grupo controle, em diferentes aspectos do processo de cicatrização de feridas diabéticas, como na contração da ferida cutânea, re-epitelização, regeneração do tecido de granulação, angiogênese e deposição de colágeno. Na presente investigação, como não havia área de ferimento a ser mensurada, apenas inspesão visual da mucosa foi realizada em busca de possíveis alterações de superfície nos animais submetidos a aplicação tópica, não sendo observadas modificações dos aspectos clínicos. Utilizou-se também secções coradas em HE para análise morfológica e morfofométrica tecidual e ainda coloração de Sírius Vermelho para análise do colágeno.

As secções coradas com Sírius Vermelho possibilitaram ainda a análise quantitativa do percentual de expressão colagênica, o que minimiza a subjetividade da análise descritiva através da comparação numérica entre os grupos, e confirma que a aplicação tópica do fitoterápico não foi capaz de gerar estímulo de biossíntese ou degradação de colágeno tecidual, que poderia ser percebido pela alteração da expressão das fibras colágenas nos tempos estudados115.

Cavalcanti et al.116 também em um modelo experimental, investigaram a ação do uso de uma formulação farmacêutica tópica, desenvolvida incluindo óleo essencial extraído das folhas de Croton zehntneri, na cicatrização cutânea de camundongos. Além da análise semiquantitativa macroscópica do edema e da contagem  do número de capilares e leucócitos com secções coradas em HE, secções coradas com Tricromo de Masson foram utilizadas para análise quantitativa de fibroblastos e fibras colágenas presentes na fotomicrografia obtida. Diferente do método morfométrico utilizado na presente investigação, a quantificação do conteúdo de colágeno foi realizada segundo os autores com a contagem de todas as fibras, independentemente da espessura, por cinco campos randomizados, de seis amostras em cada grupo. Segundo os autores, no 15º dia de investigação, os grupos tratrados com óleo essencial de Croton zehntneri a 20%, bem como com 20% de trans-anetole, obtiveram aumento significativo no número de fibras de colágeno em comparação com o controle e os animais tratados com dexametasona. Este resultado difere do presente estudo, visto que não foram observadas diferenças quantitativas nos grupos experimentais, com a metodologia utilizada.
O método morfométrico empregado para contagem do percentual de colágeno, se assemelha ao utilizado  no estudo de Fortuna et al.117, onde quarenta ratos Wistar foram submetidos à cirurgia cutânea, para caracterização da densidade vascular e o processo de fibroplasia após os estágios de reparação tecidual, através da média quantitativa por pixel, constatou-se que houve maior expressão de fibras colágenas no grupo que recebeu ação fotobiomoduladora do laser com 4 J/cm2 (3949 pixels em 14 dias e 3828 pixels em 21 dias) quando comparado ao grupo controle, com animais irradiados com laser desligado (1876 pixels em 14 dias e 21 dias com 2885 pixels), com significância estatística de p=0,008 e p=0,016, respectivamente, que foi relacionado aos efeitos primários resultantes da estimulação pelo laser, como o aumento do número de fibroblastos, miofibroblastos e expressão de colágeno. Todavia, mais uma vez importa ressaltar a ausência de uma lesão tecidual prévia às análises da presente investigação, o que dificulta a compração de resultados.
A análise do padrão de deposição do colágeno após dano tecidual, há tempos é investigada na literatura, em especial em estudos que tratam da fotobiomodulação a laser no tecido de reparo3,23,118. É importante entender que a inclusão deste trabalho nesta discussão, visa esclarecer que existem agentes externos capazes de interferir na produção e deposição colagênica. Ainda, justifica-se a inclusão desses autores pela dificuldade em identificar publicações que exibam padrão tecidual após aplicação de fitoterápicos.


Por sua vez, Oliveira et al.9, também avaliou o percentual de deposição do colágeno pela coloração de Sírius Vermelho. Os autores identificaram que o grupo controle negativo, grupo controle positivo e o grupo camomila de ratos normoglicêmicos foram os que mostraram aumento na colagênese do 5º ao 10º dia do experimento, comparado aos animais diabéticos dos grupos tratados com camomila e com triancinolona, que pode estar relacionado ao fato da hiperglicemia modificar o perfil biológico de deposição de colágeno, que acaba por interferir na cicatrização das feridas.

Vale lembrar que, diferente destes estudos, o presente trabalho avaliou a expressão de colágeno de tecido que não passou por um dano prévio, com isso, os resultados mostram que não houve estímulo da produção colagênica através da ação tópica da camomila, indicando boa tolerância dos tecidos na presença deste fitoterápico. O fato do p-valor para grupos terem sidos próximos ao limiar (p=0,0569), podem ser justificados pelo quantitativo da amostra, mas que ainda assim não houve diferença estatística nos dois períodos e em todos os grupos. 

Apesar de alguns autores relatarem em seus estudos a ação genotóxica de componentes bioativos da camomila, como flavonóides que possuem potencial antiproliferativo119,120, a capacidade anti-genotóxica deste fitoterápico também é descrita na literatura por outros grupos de pesquisa, em modelos experimentais com camundongos, bulbos de Allium cepa, Drosophila melanogaster65,121,122. Tal contraposição entre autores, traz em evidência a necessidade de pesquisas acerca dos efeitos da camomila sobre os tecidos normais. Dessa forma, sugere-se que novos estudos devam ser realizados com amostras maiores, outras formas de posologia e veículos de aplicação dos fitoterápicos, bem como outras formas de análise tecidual. Ainda assim, os resultados encontrados no presente estudo reafirmam a hipótese de que a aplicação tópica da camomila não foi capaz de provocar dano tecidual na amostra estudada, através de uma análise histomorfométrica.
4.1.5 Conclusão
Neste estudo, os parâmetros clínicos, morfológicos e morfométricos avaliados não apresentaram diferenças estatísticas entre os grupos experimentais. Dessa forma, o uso tópico da camomila não promoveu alterações no padrão histológico da mucosa oral normal de ratos. Assim, a camomila pode ser considerada um agente terapêutico bem tolerado pelos tecidos, além de ser uma alternativa economicamente viável para o manejo de lesões inflamatórias em cavidade oral.
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Resumo
Introdução: A terapia da Fotobiomodulação laser (TFBML) mostra-se como um dos possíveis agentes moduladores da inflamação. De igual modo, plantas medicinais, como a camomila (M. recutita) também são utilizadas com o mesmo fim. Objetivo: Avaliar o reparo tecidual em dorso de língua de ratos sob o uso tópico da camomila isolada e em associação com a TFBML. Materiais e Métodos: Setenta e cinco ratos Wistar machos, foram submetidos à realização de uma ferida padronizada em dorso lingual e alocados nos grupos: Controle (G1), Extrato fluido camomila (G2), Infusão camomila (G3), Laser (G4), Infusão camomila + Laser (G5). A eutanásia ocorreu nos dias 3, 7 e 14 após cirurgia. As úlceras foram medidas com paquímetro. Secções coradas com Hematoxilina e Eosina e Sírius Vermelho permitiram avaliação do edema, infiltrado inflamatório, celularidade, re-epitelização e caracterização do colágeno total. Análises histomorfométricas do percentual de colágeno total, da distância da camada basal a superfície epitelial e espessura da camada córnea foram realizadas. Resultados: Os grupos G2 e G4 modularam as fases exsudativa e proliferativa da inflamação, tanto clínica como histologicamente. Os grupos G3 e G5 não mostraram diferenças significativas em relação ao G1 na maioria dos parâmetros avaliados. Conclusão: O extrato fluido da camomila e a TFBML isoladamente apresentaram melhores respostas clínicas e histológicas para o reparo tecidual do que a associação entre estas modalidades terapêuticas. Houve diferença nos parâmetros dos padrões clínicos, histológicos e histomorfométricos entre os grupos experimentais da presente investigação. A TFBML mostrou-se superior nas análises realizadas.
Palavras-chave: Camomila. Matricaria. Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Terapia a Laser. Mucosa Bucal.
Abstract
Introduction: Laser photobiomodulation therapy (LPBMT) is shown as one of the possible modulating agentes of inflammation. Similarly, medicinal plants, such as chamomile (M. recutita) are also used with the same purpose. Objective: To evaluate tissue repair in the dorsum of the tongue of rats under topical use of chamomile alone and in association with LPBMT. Materials and Methods: Seventy-five male Wistar rats underwent a standardized wound on the dorsum of the tongue and were allocated into experimental groups: Control (G1), Chamomile Fluid extract (G2), Chamomile Infusion (G3), Laser (G4), Chamomile Infusion + Laser (G5). Euthanasia took place on days 3, 7 and 14 after surgery. Ulcers were evaluated and measured with a caliper. Sections stained with hematoxylin and eosin and Sirius Red allowed evaluation of edema, inflammatory infiltrate, cellularity, re-epithelialization and characterization of total collagen. Histomorphometric analyzes of the percentage of total collagen, the distance from the basal layer to the epithelial surface and the thickness of the stratum corneum were performed. Results: The G2 and G4 groups modulated the exudative and proliferative phases of inflammation, both clinically and histologically. The G3 and G5 groups did not show significant differences in relation to the G1 group in most of the evaluated parameters. Conclusion: Chamomilefluid extract and TFBML alone showed better clinical and histological responses for tissue repair than the association between these therapeutic modalities. There were differences in the parameters of clinical, histological and histomorphometric patterns between the experimental groups of the present investigation. The TFBML proved to be superior in the performed analyses

Keywords: Chamomile. Matricaria. Low-Level Light Therapy. Laser Therapy. Mouth Mucosa.
4.2.1 Introdução
O reparo tecidual é uma resposta complexa e coordenada do organismo, que consiste em fases bem definidas123, dependente da ativação, recrutamento e atividade de diferentes tipos celulares, incluindo queratinócitos, células endoteliais, fibroblastos e células inflamatórias124.

Algumas terapias capazes de modular tais fases deste fenômeno, como a hemostasia, fase inflamatória exsudativa, proliferativa e de remodelamento tecidual, vem sendo investigadas na literatura3,23,42. A terapia da Fotobiomodulação laser (TFBML) mostra-se como um dos possíveis agentes moduladores, capaz de acelerar a fase aguda da inflamação, estimular a proliferação celular, aumentar a contração de feridas cutâneas e acelerar a re-epitelização. A TFBML ainda proporciona redução do edema e uma rápida transição do contingente de células inflamatórias polimorfonucleares para o infiltrado monomorfonuclear, associado ao aumento da síntese de fibras colágenas e incremento do padrão de organização dos componentes fibrilares da matriz extracelular23,42.

De igual modo, por possuírem atividade antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatória e angiogênica64, algumas plantas medicinais também são amplamente utilizadas como moduladoras da inflamação devido ao baixo custo, origem natural e menor possibilidade de efeitos colaterais descritos60. 

A camomila (M. recutita) é uma das plantas medicinais de fácil acesso à população, cujas flores apresentam propriedades anti-inflamatórias, antimicrobianas, antifúngicas, antiespasmódicas e sedativas63. Seus principais componentes incluem inúmeros compostos fenólicos, principalmente os flavonóides, aspegenina, quercetina, patuletin, luteolina e seus glicosídeos6.

Diversas são as publicações8,12,16 que investigam o uso de agentes terapêuticos para o tratamento das afecções orais, incluindo úlceras traumáticas27 , ulcerações aftosas recorrentes10 e  mucosite oral16,92. É estabelecido que o uso isolado da TFBML31-33 e o uso tópico da camomila28-30 são capazes de modular a inflamação e consequentemente o reparo tecidual23,40-42. Entretanto, não consta na literatura investigada, trabalhos sobre a associação de ambos os agentes para verificar se há benefício do uso destes moduladores em forma conjunta, em especial na mucosa oral. 

Dessa forma, o presente trabalho, objetiva avaliar reparo tecidual em dorso de língua de ratos sob o uso tópico da camomila isolada e em associação com a TFBML.

4.2.2 Materiais e métodos
4.2.2.1 Trabalho Experimental com Modelo Animal
Após aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do ICS/ UFBA sob número 3562050618, setenta e cinco (75) ratos machos Wistar, Rattus norvegicus albinus, pesando em média 238g, ficaram alojados em gaiolas plásticas específicas, em grupos de cinco, com boas condições de iluminação e temperatura (±26ºC) submetidos a uma dieta comercial (Ração Nuvilab, Quimtia, Colombo-PR, Brasil) e água ad libitum durante todo o experimento. Passaram por adaptação no ambiente do biotério por um período de sete dias.
4.2.2.2 Procedimento cirúrgico
Após pesagem com balança (Toledo, São Bernardo do Campo-SP, Brasil), os animais foram anestesiados com uma mistura Ketamina® (Farex do Brasil Ltda. Porto Alegre-Brasil) e Xilazina® (J.A. Saúde Animal, São Paulo-Brasil) na proporção de 90mg/kg e 5mg/kg, respectivamente por via intraperitoneal. Uma porção circular de mucosa no centro do dorso da língua foi removida utilizando-se bisturi circular de 5 mm de diâmetro (Biopsy Punch, Stiefel, Alemanha) para a obtenção de uma ferida uniforme e padronizada, com aproximadamente 1 mm de profundidade, limitada à mucosa e sem comprometimento muscular. A ferida foi medida com o uso de paquímetro analógico de 150 mm (Zaas, Florianópolis, Brasil), por um único avaliador, previamente calibrado.
4.2.2.3 Grupos experimentais

Após a realização do procedimento cirúrgico, os animais foram alocados aleatoriamente em cinco grupos experimentais (Figura 1): 
Figura 1 – Fluxograma que representa as etapas do estudo
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                Fonte: LBO/UFBA, 2022.
Grupo Controle (G1): Quinze animais submetidos à aplicação de soro fisiológico (0,9%) com uso de haste flexível plástica com algodões nas extremidades (Cotonetes, Johnson & Johnson, São Paulo, Brasil) e simulação de irradiação com TFBML em dias alternados, com aparelho desligado.

Grupo Extrato Fluido (G2): Quinze animais com feridas tratadas com aplicação tópica de extrato fluido de camomila (Ad-Muc®, Biolab, São Paulo, Brasil) com auxílio de haste flexível plástica com algodões nas extremidades, em intervalos de 12 horas, diariamente, como preconizado pelo fabricante do medicamento, sendo a primeira dose imediatamente após a cirurgia.
Grupo Infusão Camomila (G3): Quinze animais submetidos à aplicação tópica de infusão de camomila obtidas através da infusão de 01 sachê (Chás Real®, Paraná, Brasil) submersos em de 250 mL de água fervente por 3 minutos, conforme orientação do fabricante, refrigerado à temperatura de 20-22°C, armazenados por um período de até 24 horas, aplicado com intervalos de 08 horas, com auxílio de um conta gotas.

Grupo Laser (G4): Quinze animais irradiados com aparelho de laser diodo semicondutor (Laser DMC Therapy EC, São Paulo, Brasil) de AsGaAl em emissão contínua, com potência máxima de saída de 100mW, área da ponta ativa do aparelho de 0,028cm2, comprimento de onda de 660nm, aplicado em dias alternados. A dosimetria utilizada foi de 35 J/cm2, 1J no centro da ferida, por 10 segundos, iniciado no dia do procedimento cirúrgico
Grupo Infusão Camomila + Laser (G5): Quinze animais tratados com ambas as terapêuticas, conforme descrito para os grupos isolados, iniciando-se pela irradiação laser prévia à aplicação da infusão de camomila no primeiro horário de tratamento da aplicação tópica da camomila com intervalos de 08 horas.

Para a realização dos procedimentos de aplicação dos fármacos, os animais não precisaram ser anestesiados. Foram contidos por um dispositivo plástico atraumático, conforme modelo utilizado por Martins94 e Pelisser, Vier-Pelisser, Fontanella, Figueiredo95, causando mínimo estresse aos animais. 

4.2.2.4 Avaliação clínica
Características macroscópicas do processo de reparo das úlceras foram analisadas diariamente com o auxílio de luz ambiente, espátulas de madeira e elásticos para auxílio na abertura de boca dos animais. Tal avaliação obteve a classificação "presente", quando eram observados sinais clínicos da presença da úlcera, e "ausente", quando a úlcera se encontrava ausente e o processo de reparo da úlcera havia sido completado macroscopicamente.

Nos dias da eutanásia, a inspeção visual foi mais precisa e, com o auxílio de um paquímetro, o diâmetro da ferida foi registrado quando ainda presente, e a mensuração correspondia ao longo eixo da língua dos animais.

4.2.2.5 Morte dos animais
Os animais foram eutanasiados por administração de 90mg/kg de Ketamina® associada à 10mg/kg de Xilazina®, por via intraperitoneal, dose suficiente para produzir a ausência do reflexo corneal e confirmação da morte. Os períodos de morte estabelecidos foram de 3, 7 e 14 dias após a cirurgia em mucosa de dorso lingual.
4.2.2.6 Processamento histológico
Após constatação do óbito, a língua dos animais foi removida com auxílio de uma lâmina de bisturi nº 15 (Descarpack, Santa Catarina, Brasil) e uma tesoura goldman fox (Golgran, São Paulo, Brasil), cujo fragmento foi fixado em formalina tamponada a 4%, com pH 7,4 e posteriormente enviado para o processamento histológico de rotina no Laboratório de Histologia e Embriologia (LHE) da Faculdade Adventista da Bahia (FADBA), em Cachoeira-BA para obtenção de lâminas coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) e Sírius Vermelho.

4.2.2.7 Avaliação morfológica e morfométrica
Análise histológica das secções coradas por HE foram feitas por um examinador previamente calibrado e cego, onde a presença de edema, infiltrado inflamatório e celularidade foram avaliados de forma semi-quantitativa, codificadas com os escores que variaram de intensa (+++), moderada (++), discreta (+) e ausente (0), conforme descrito por Medrado et al.23. A análise ocorreu em triplicata, com intervalo mínimo de uma semana entre elas. 

Em tempo, com as mesmas secções, foi avaliado ainda, e também em triplicata, a predominância característica do tipo de infiltrado inflamatório, categorizado como polimorfonuclear ou monomorfonuclear e o grau de re-epitelização tecidual, classificado como:  ausente, parcial e completa, podendo esta última ser organizada ou desorganizada.

Na análise morfológica das secções coradas com Sírius Vermelho avaliou-se o padrão de deposição das fibras colágenas, a espessura dessas fibras, se espessas ou delicadas, o padrão de alongamento, se fragmentadas e não fragmentadas, e a profundidade de deposição das fibras no local da ferida, classificada como normal ou aumentada.

Para a análise morfométrica, utilizou-se o Software Motic Images Plus 2.0 (Motic, Barcelona, Espanha), e foi realizada a partir da captura de imagens de três áreas distintas de cada uma das bordas (bordas direita e esquerda) e do centro da ferida contida nas secções teciduais coradas em HE, em objetiva de 10x, através da câmera acoplada ao mucroscópio. Nos casos em que não havia úlcera presente, o número 0 (zero) foi atribuído como medida. As mensurações lineares, realizadas em µm, incluíram: a distância da camada basal à superfície epitelial (DCBSE) e a espessura da camada córnea (ECC).
A análise quantitativa do percentual de colágeno total em relação à área total do tecido foi realizada pelo uso de um software livre, ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Md, EUA), com a padronização da área de 720.000 µm2 da imagem, considerando a altura de 800 µm e o comprimento de 900 µm. Foi executada por dois examinadores cegos, previamente calibrados, também a partir das capturas de três áreas distintas das secções teciduais das duas bordas e centro da úlcera, coradas em Sírius Vermelho, na objetiva de 10x.
4.2.2.8 Análise estatística
Foi criado um banco de dados no Microsoft Excel 2016 (versão 2016), para análise descritiva com a finalidade de identificar as características gerais e específicas da amostra estudada, incluindo-se análise quantitativa do percentual de colágeno.

Os dados das variáveis morfológicas foram apresentados com frequências absolutas e relativas e moda.

Foram realizadas análises de reprodutibilidade inter avaliador para as variáveis porcentagem de área de colágeno e medida morfométrica linear. Para isso foram utilizados teste t pareado e análise de correlação intraclasse. A interpretação do coeficiente de correlação intraclasse (CCI) foi feita de acordo com Fleiss, Levin, Paik 124, que considera coeficientes abaixo de 0,40 como pobre, de 0,40 até abaixo de 0,75 satisfatória e igual ou acima de 0,75 como excelente. A seguir foi realizada a média dos dois avaliadores para essas variáveis. 

Foram então realizadas análises descritivas e exploratórias dos dados. Modelos lineares foram utilizados considerando os efeitos de grupo e tempo, bem como a interação entre eles, para analisar a porcentagem de área de colágeno. Para medidas morfométricas foram considerados no modelo os efeitos de grupo, tempo e ECC, bem como as interações duplas e tripla entre eles. Para a avaliação clínica da úlcera foi utilizado um modelo linear generalizado misto para medidas repetidas no tempo. As associações entre o grupo e presença de úlcera foram analisadas pelo teste Exato de Fisher. Todas as análises foram realizadas no programa R (Foundation for Statistical Computing, Vienna, Áustria), com nível de significância de 5%.

4.2.3 Resultados
4.2.3.1 Análise clínica
Na análise clínica do número de animais com presença de úlcera nos respectivos grupos, ao longo do tempo (Tabela 1), pôde-se observar que, do oitavo ao décimo segundo dia houve diferença significativa entre os grupos (p<0,05). No grupo G1, no oitavo dia, todos os animais apresentavam úlcera, já no grupo G3, 20% dos animais apresentavam úlcera nesse mesmo período de tempo, enquanto no grupo G4 nenhum animal apresentava úlcera no oitavo dia.   O tempo exato para que todos os animais de cada um dos grupos deixassem de apresentar úlcera foi de 14, 9, 9, 8 e 10 dias nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5, respectivamente, exibindo melhor tempo para o grupo TFBML (G4) e tempo semelhante para as duas formulações da camomila (G2 e G3).
Tabela 1 - Número de animais com úlcera/número total de animais no grupo (%), em cada grupo, no decorrer do tempo (LBO/UFBA, 2022).

	Dia
	G1
	G2
	G3
	G4
	G5
	p-valor

	D0
	15/15 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	15/15 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	-

	D1
	15/15 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	15/15 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	-

	D2
	15/15 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	15/15 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	-

	D3
	15/15 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	15/15 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	16/16 (100,0%)
	-

	D4
	10/10 (100,0%)
	11/11 (100,0%)
	8/10 (80,0%)
	11/11 (100,0%)
	11/11 (100,0%)
	0,0653

	D5
	10/10 (100,0%)
	11/11 (100,0%)
	8/10 (80,0%)
	10/11 (90,9%)
	10/11 (90,9%)
	0,4127

	D6
	10/10 (100,0%)
	11/11 (100,0%)
	7/10 (70,0%)
	10/11 (90,9%)
	10/11 (90,9%)
	0,1315

	D7
	10/10 (100,0%)
	10/11 (90,9%)
	7/10 (70,0%)
	6/11 (54,5%)
	9/11 (81,8%)
	0,0744

	D8
	5/5 (100,0%)
	4/6 (66,7%)
	1/5 (20,0%)
	0/6 (0,0%)
	4/6 (66,7%)
	0,0046

	D9
	5/5 (100,0%)
	0/6 (0,0%)
	0/5 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	2/6 (33,3%)
	0,0001

	D10
	5/5 (100,0%)
	0/6 (0,0%)
	0/5 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	<0,0001

	D11
	4/5 (80,0%)
	0/6 (0,0%)
	0/5 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	0,0005

	D12
	3/5 (60,0%)
	0/6 (0,0%)
	0/5 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	0,0061

	D13
	2/5 (40,0%)
	0/6 (0,0%)
	0/5 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	0,0529

	D14
	0/5 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	0/5 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	0/6 (0,0%)
	-


Teste Exato de Fisher. Fonte: autoria própria.
Com relação ao tamanho da ferida cirúrgica, na Tabela 2 observa-se que no tempo inicial não houve diferença significativa entre os grupos quanto à medida da ferida realizada (p>0,05), conferindo a esta a característica de padronização esperada neste período. Nota-se que na mensuração realizada nos animais eutanasiados aos 3 dias, não houve diferença dos grupos tratados (G2, G3, G4 e G5) com o grupo Controle (G1) e que apesar do grupo G5 ter apresentado medida de úlcera significativamente menor (p<0,05) que o G3, ambos os grupos exibiram medidas equiparada às apresentadas pelos demais grupos neste período. Aos 7 dias, todos os grupos apresentaram redução significativa da úlcera em relação ao 3º dia do procedimento, sendo que os grupos que utilizaram a TFBML (G4 e G5) foram os únicos que tiveram redução significativa em comparação ao G1 (p<0,05). Entretanto, tais grupos não diferiram estatisticamente dos demais grupos que utilizaram outras terapias. Após 14 dias, conforme esperado devido ao processo cicatricial fisiológico que ocorre na mucosa oral, todos os grupos apresentaram ausência de úlcera (p>0,05).
4.2.3.2 Análise histomorfológica
Embora tenha sido feita a análise de todas as secções histológicas obtidas, nos resultados apresentados, optou-se por remover uma secção histológica corada em HE dos grupos G2, G3 e G4 (todas referentes a 3 dias de sacrifício), e duas secções do grupo G2 (com 7 dias) por falta de material biológico em boas condições para avaliação. 

No que se refere aos parâmetros morfológicos na fase inicial do reparo tecidual (Tabela 3), observou-se que com relação ao edema, apenas o grupo G4 apresentou maior parte das secções (75%) com ausência da variável no período de 3 dias da realização do procedimento cirúrgico, fato este observado nos demais grupos somente após 7 dias. Neste período, o G2 foi o único que apresentou todas as secções (100%) com ausência de edema. Com 14 dias, como esperado, este parâmetro não foi observado nos grupos experimentais. 

Sobre a expressão de células inflamatórias, no 3º dia, o único grupo que apresentou parte das secções (50%) com ausência do infiltrado inflamatório, foi o G4 e após 14 dias, os grupos G2, G4 e G5 apresentaram 60% das secções sem infiltrado evidente.  O G3 apresentou secções ainda com infiltrado moderado (40%) ou discreto (20%) e o G1, 80% das secções com discreto infiltrado inflamatório persistente. Com relação ao tipo celular predominante, ao 3º dia, o único grupo que apresentou todas as secções com contingente superior de células monomorfonucleares foi o grupo Laser (G4), sendo o tipo celular encontrado nos demais grupos nesse período o polimorfonuclear. No 7º dia, entretanto, além do grupo G4, os grupos Extrato fluido (G2) e associação (G5) apresentaram predominância de células monomorfonucleares. Aos 14 dias, a maior parte de células inflamatórias era de característica monomorfonuclear em todos os grupos.

Tabela 2 - Média (desvio padrão), mediana (intervalo interquertil) da medida em milímetros, inicial e final da úlcera, em função do grupo (LBO/UFBA, 2022).

	Medição
	Grupo
	Tempo (dias)

	
	
	3 dias
	7 dias
	14 dias

	
	
	Média (desvio padrão)
	Mediana (intervalo interquartil)
	Média (desvio padrão)
	Mediana (intervalo interquartil)
	Média (desvio padrão)
	Mediana (intervalo interquartil)

	Inicial
	G1
	9,60 (0,89) Aa
	9,00 (9,00; 10,00)
	9,20 (0,84) Aa
	9,00 (8,00; 10,00)
	9,40 (1,14) Aa
	9,00 (9,00; 10,00)

	
	G2
	10,40 (0,55) Aa
	10,00 (10,00; 11,00)
	9,60 (0,89) Aa
	9,00 (9,00; 10,00)
	9,17 (0,41) Aa
	9,00 (9,00; 9,00)

	
	G3
	9,20 (0,45) Aa
	9,00 (9,00; 9,00)
	8,90 (0,55) Aa
	9,00 (9,00; 9,00)
	9,10 (0,22) Aa
	9,00 (9,00; 9,50)

	
	G4
	9,40 (1,52) Aa
	9,00 (9,00; 9,00)
	9,00 (1,22) Aa
	9,00 (8,00; 9,00)
	9,83 (1,47) Aa
	9,50 (9,00; 11,00)

	
	G5
	8,60 (0,55) Aa
	9,00 (8,00; 9,00)
	9,00 (0,71) Aa
	9,00 (9,00; 9,00)
	8,50 (1,22) Aa
	9,00 (7,00; 9,00)

	Final
	G1
	*7,10 (0,89) Aab
	7,00 (6,50; 8,00)
	*5,60 (0,55) Ba
	6,00 (5,00; 6,00)
	*0,00 (0,00) Ca
	0,00 (0,00; 0,00)

	
	G2
	*6,80 (0,45) Aab
	7,00 (7,00; 7,00)
	*4,20 (2,49) Bab
	5,00 (4,00; 6,00)
	*0,00 (0,00) Ca
	0,00 (0,00; 0,00)

	
	G3
	*8,00 (1,58) Aa
	8,00 (7,00; 9,00)
	*4,10 (2,46) Bab
	4,50 (4,00; 6,00)
	*0,00 (0,00) Ca
	0,00 (0,00; 0,00)

	
	G4
	*7,00 (1,87) Aab
	7,00 (6,00; 7,00)
	*2,50 (2,35) Bb
	3,50 (0,00; 4,00)
	*0,00 (0,00) Ca
	0,00 (0,00; 0,00)

	
	G5
	*6,60 (0,55) Ab
	7,00 (6,00; 7,00)
	*2,60 (2,77) Bb
	2,00 (0,00; 5,50)
	*0,00 (0,00) Ca
	0,00 (0,00; 0,00)


*Difere significativamente do tempo inicial (p≤0,05). Letras distintas (maiúsculas comparando os tempos na horizontal e minúsculas comparando os grupos na vertical dentro de cada mediação) indicam diferenças estatisticamente significativas (p≤0,05). p (tempo)<0,0001; p(grupo)=0,0443; p (medição)<0,0001; p(tempo x grupo)=0,3068; p(medição x grupo)=0,0489; p(tempo x medição)<0,0001; p(tempo x grupo x medição)=0,0134. Análise realizada com modelo linear misto. Fonte: autoria própria

No tocante aos parâmetros referentes à fase proliferativa com o recrutamento e diferenciação de fibroblastos (celularidade) no tecido em reparo, notou-se que aos 3 dias, 100% das secções analisadas apresentaram discreto contingente de células povoando o microambiente tecidual, exceto no G4, que nesse período apresentou 25% das secções com celularidade classificada como moderada. Com 7 dias, entretanto, observou-se que apesar do G4 ter exibido 20% das secções com intensa celularidade, o grupo associação (G5) apresentou 60% das secções com população fibroblástica intensa. O G2 neste mesmo período, revelou 100% das secções com celularidade moderada. Contudo, aos 14 dias, todos os grupos que foram submetidos a algum tipo de terapêutica, apresentaram 20% das secções com discreta celularidade, e apenas o grupo Controle (G1) exibiu 60% das secções com celularidade moderada e 40% intensa (Tabela 3).
Com relação à deposição de fibras colágenas no leito do tecido em reparo, observou-se que os grupos G1, G2 e G3 não apresentaram características de início da fibroplasia aos 3 dias, visto que 100% das secções, esta encontrava-se ausente. Os grupos que receberam a TFBML (G4 e G5), apresentaram deposição colagênica no 3º dia, com uma discrepante diferença do grupo G4, que apresentou 50% das secções com intensa fibroplasia. No G5, a deposição esteve presente em apenas 20% das secções analisadas. Aos 14 dias, notou-se variação de moderada a intensa em todos os grupos investigados (Tabela 3). 
Acerca da re-epitelização (Tabela 3), notou-se que apenas os grupos G1 e G4, apresentaram este processo já iniciado no período de 3 dias, com 40% das secções coradas em HE do G1 com re-epitelização completa, porém ainda desorganizada, 50% das secções do G4 re-epitelizadas com característica completa de organização, com presença de papilas formadas.  Esta característica só foi observada nos demais grupos experimentais (G2, G3 e G5) a partir de 7 dias, exceto no grupo Controle (G1), onde ocorreu apenas 14 dias após realização do procedimento cirúrgico. Aos 14 dias, apenas o grupo G2 apresentou 100% das secções com a re-epitelização completa e organizada com presença de papilas linguais, o que equivaleu a 60% das secções nos grupos submetidos a TFBML (G4 e G5). Os grupos G1 e G3, apresentaram apenas 40% das secções com tais características nesse período.
Tabela 3 – Distribuição de frequências dos resultados das análises morfológicas em função do grupo e tempo de sacrifício (LBO/UFBA, 2022). 

	Variável
	Resultado
	G1
	G2
	G3
	G4
	G5

	
	
	3 dias
	7 dias
	14 dias
	3 dias
	7 dias
	14 dias
	3 dias
	7 dias
	14 dias
	3 dias
	7 dias
	14 dias
	3 dias
	7 dias
	14 dias

	
	
	n=5
	n=5
	n=5
	n=4
	n=3
	n=5
	n=4
	n=5
	n=5
	n=4
	n=5
	n=5
	n=5
	n=5
	n=5

	Edema
	Ausente
	0(0,0%)
	3(60,0%)
	5(100%)
	0(0,0%)
	3(100%)
	5(100%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	5(100%)
	3(75,0%)
	4(80,0%)
	5(100%)
	0(0,0%)
	4(80,0%)
	5(100%)

	
	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%)
	1(25,0%)
	1(20,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	0(0,0%)

	
	Moderado
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	1(25,0%)
	1(20,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)

	
	Intenso
	5(100%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	4(100%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	3(75,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	4(80,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)

	Infiltrado inflamató-rio
	Ausente
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	0(0,0%)
	2(66,6%)
	3(60,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	2(50,0%)
	3(60,0%)
	3(60,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	3(60,0%)

	
	Discreto
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	4(80,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	1(20,0%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	3(60,0%)
	2(40,0%)

	
	Moderado
	3(60,0%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	2(50,0%)
	1(33,3%)
	0(0,0%)
	2(50,0%)
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	1(25,0%)
	1(20,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)

	
	Intenso
	2(40,0%)
	3(60,0%)
	0(0,0%)
	2(50,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	2(50,0%)
	4(80,0%)
	0(0,0%)
	1(25,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	5(100%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)

	Caracterís-tica do infiltrado
	Ausente
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	2(66,6%)
	3(60,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	2(50,0%)
	3(60,0%)
	3(60,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	3(60,0%)

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

	
	MMN
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	5 (100%)
	0(0,0%)
	1(33,3%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	2(40,0%)
	2(50,0%)
	2(40,0%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	3(60,0%)
	2(40,0%)

	Celulari-dade
	Ausente
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)

	
	Discreto
	5(100%)
	3(60,0%)
	0(0,0%)
	4(100%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	4(100%)
	3(60,0%)
	1(20,0%)
	3(75,0%)
	2(40,0%)
	1(20,0%)
	5(100%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)

	
	Moderado
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	3(60,0%)
	0(0,0%)
	3(100%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	2(40,0%)
	1(25,0%)
	2(40,0%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	2(40,0%)

	
	Intenso
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	2(40,0%)
	0(00,0%)
	1(20,0%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	3(60,0%)
	2(40,0%)

	Re-epiteliza-ção
	Ausente
	3(60,0%)
	1(20,0%)
	0(0,0%)
	3(75,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	2(50,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)

	
	Parcial
	0(0,0%)
	4(80,0%)
	0(0,0%)
	1(25,0%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	2(50,0%)
	2(20,0%)
	0(0,0%)
	2(50,0%)
	1(20,0%)
	0(0,0%)
	3(60,0%)
	1(20,0%)
	0(0,0%)

	
	CDes
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	3(60,0%)
	0(0,0%)
	1(33,3%)
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	3(60,0%)
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	1(20,0%)
	2(40,0%)

	
	COrg
	0(0,0%)
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	0(0,0%)
	2(66,6%)
	5(100%)
	0(0,0%)
	2(40,0%)
	2(40,0%)
	2(50,0%)
	2(40,0%)
	3(60,0%)
	0(0,0%)
	3(60,0%)
	3(60,0%)


CDes: completa desorganizada; COrg: completa organizada; PMN: polimorfonuclear; MNN: monomorfonuclear. Fonte: autoria própria

Os aspectos teciduais histológicos observados nos grupos avaliados encontram-se ilustrados nas Figuras 2 e 3.
Figura 2 - Fotomicrografias de secções histológicas (HE) na objetiva de 10x dos centros das úlceras, que demonstram os graus de re-epitelização dos grupos experimentais com 3, 7 e 14 dias. Observa-se que apenas o grupo G4 possuiu secções com re-epitelização parcial ainda no 3º dia (ponta da seta) e o grupo G5 exibiu formação inicial de epitélio em bordas da ferida (ponta da seta). Aos 7 dias, apenas os grupos G1 e G3 ainda exibiam presença de úlcera e persistência de infiltrado inflamatório (asterisco vermelho). Aos 14 dias, todos os grupos exibiram presença de fibroblastos (asterisco preto) e cobertura epitelial completa. Porém, os grupos G2 e G4, apresentaram também re-epitelização completa e organizada, com diferenciação das papilas linguais (seta). n: necrose. e: edema. c: matriz colagênica.
[image: image7.jpg]14 DIAS





Fonte: LBO/UFBA, 2022.
Figura 3 -. Fotomicrografias de secções histológicas (HE) na objetiva de 40x das úlceras, que ilustram as características histomorfológicas nos grupos experimentais com 3, 7 e 14 dias. Nota-se que aos 3 dias, o grupo G4 exibe presença de fibroblastos (asterisco preto) e início da síntese de colágeno (c), enquanto os demais grupos apresentam edema (e), infiltrado inflamatório (asterisco vermelho), áreas de necrose (n) e presença de úlceras (ponta da seta). Aos 7 dias, os grupos G2 e G4 apresentam re-epitelização, celularidade tecidual (asterisco preto) e matriz colagênica (c). Aos 14 dias, todos os grupos apresentaram ausência de úlcera e os grupos G2 e G4, com re-epitelização completa e organizada, com diferenciação das papilas linguais (seta). h: extravasamento de hemossiderina. cruz preta: luz de vaso sanguíneo.
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Fonte: LBO/UFBA, 2022.

Para execução da análise morfológica do padrão de deposição do colágeno total (Figura 4), optou-se por remover duas secções histológicas coradas em Sírius Vermelho do grupo G2, com 3 e 7 dias de sacrifício, e uma secção do G4, referente a um caso de 3 dias, devido à falta de boas condições de material para avaliação.

Observou-se que os grupos que utilizaram a infusão de camomila (G3 e G5) foram os que apresentaram características morfológicas que mais se aproximaram do aspecto de organização do colágeno presente no grupo Controle (G1), onde aos 3, 7 e 14 dias, havia predominância de fibras colágenas com alteração do padrão de normalidade e feixes fragmentados, de espessura delicada. 
O grupo tratado com Extrato fluido (G2) apesar de ter exibido características similares ao grupo Controle (G1) no 3º dia, passou a apresentar um padrão mais amadurecido a partir do 7º dia, visto que metade das secções apresentavam feixes espessos e sem fragmentação, característica que se intensificou na análise tecidual do 14º dia, onde o padrão de deposição era predominantemente similar ao do tecido normal. O grupo tratado apenas com Laser (G4), se sobrepôs aos demais nessa análise, visto que aos 3 dias de reparo, os feixes tinham característica de padrão da normalidade, com fibras espessas e sem fragmentação (Figura 4).

Figura 4 – Fotomicrografias representativas de secções histológicas (Sírius Vermelho) para ilustrar a expressão do colágeno com 14 dias nos grupos experimentais. HE, 10x (A, C, E, G, I) e 40x (B, D, F, H, J). Nota-se discreta diferença nos padrões morfológicos de deposição de colágeno (traços interrompidos), com variações de fibras mais delicadas (ponta de seta) a espessas (asterisco), o que interfere na intensidade da coloração utilizada e na resistência tênsil do tecido.
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             Fonte: LBO/UFBA, 2022.

4.2.3.3. Análise histomorfométricas
Pela análise do coeficiente de correlação intraclasse, a reprodutibilidade inter avaliador foi excelente (CCI≥ 0,75). Quanto às medidas morfométricas (Tabela 4) pode-se observar que houve aumento significativo nas medidas de ceratina (ECC), após 7 dias em relação aos 3 dias (p<0,05) em todos os grupos que utilizaram algum tipo de terapêutica, a exceção do grupo Controle (G1). Ainda aos 3 dias, os grupos G4 e G5 apresentaram aumento significativo (p<0,05) da ECC em relação ao G1, entretanto, o grupo G5 teve resultado similar aos demais (p>0,05). Aos 7 dias, todos os grupos submetidos a algum tipo de terapêutica (G2, G3, G4 e G5), exibiram aumento significativo dessa camada, em comparação ao grupo Controle (G1). Contudo, todos os grupos alcançam padrões similares de espessura dessa camada aos 14 dias.
Na mensuração da DCBSE, aos 3 dias, todos os grupos investigados apresentaram similaridade na espessura de camada epitelial neoformada. Passados os primeiros 7 dias, houve aumento significativo das mensurações (p<0,05) dos grupos tratados em comparação ao grupo Controle (G1), sendo os valores dos grupos que receberam tratamento com o infuso de camomila (G3 e G5) superiores em relação aos demais. No 14º dia foi encontrada menor medida nos grupos G2 e G5 em comparação com o G1, sendo o valor dos grupos G3 e G4 estatisticamente similares a este grupo (G1) (Tabela 4).
Para a avaliação quantitativa do percentual da área do colágeno, as secções coradas em Sírius Vermelho foram avaliadas por dois examinadores de forma cega, cuja análise entre avaliadores da correlação intraclasse foi considerada satisfatória (CCI=0,59). 

Na Tabela 5 e Figura 5, observa-se que aos 3 dias, apenas o grupo G5, apresentou expressão de percentual de colágeno inferior ao grupo Controle (G1) e demais grupos tratados (p<0,05). No 7º dia, o mesmo padrão foi encontrado nos grupos G2 e G4 em relação ao G1, contudo, aos 14 dias, todos os grupos apresentaram percentual de expressão colagênica similar (p>0,05). No G3, o padrão de deposição se manteve constante ao longo do período investigado, fato diferente observado no G2, que apresentou menor percentual de expressão nos dias 3 e 7, com posterior aumento no 14º dia.
Tabela 4 -Média (desvio padrão), mediana (intervalo interquartil) das medidas morfométricas lineares em função do grupo e do tempo (LBO/UFBA, 2022).

	Variável
	Grupo
	Tempo (dias)

	
	
	3
	7
	14

	
	
	Média (desvio padrão)
	Mediana (intervalo interquartil)
	Média (desvio padrão)
	Mediana (intervalo interquartil)
	Média (desvio padrão)
	Mediana (intervalo interquartil)

	ECC
	G1
	21,42 (10,64) Bb
	19,83 (15,62; 24,41)
	29,30 (10,70) Bc
	29,49 (21,61; 33,01)
	65,24 (15,79) Aa
	70,36 (50,83; 71,96)

	
	G2
	25,38 (4,91) Bb
	24,11 (21,54; 29,22)
	73,02 (17,27) Aa
	63,32 (62,79; 92,96)
	55,09 (27,19) Aa
	47,66 (32,98; 68,55)

	
	G3
	21,00 (8,13) Bb
	18,91 (14,99; 23,96)
	48,99 (17,70) Aab
	41,34 (38,90; 59,08)
	54,45 (19,61) Aa
	48,53 (41,43; 60,80)

	
	G4
	40,85 (24,36) Ba
	36,67 (20,96; 60,74)
	68,23 (15,44) Aab
	69,82 (63,19; 71,05)
	57,12 (15,79) ABa
	59,50 (53,34; 62,32)

	
	G5
	29,75 (11,58) Bab
	23,01 (21,63; 39,79)
	48,34 (17,67) Ab
	55,92 (43,71; 60,58)
	56,05 (16,75) Aa
	57,69 (37,05; 69,83)

	DCBCSE
	G1
	*106,54 (28,78) ABa
	107,32 (84,20; 125,45)
	*98,96 (17,21) Bb 
	99,27 (83,81; 115,84)
	*140,69 (44,60) Aa
	131,58 (104,11; 179,97)

	
	G2
	*93,72 (7,57) Aa
	94,63 (88,71; 98,73)
	113,68 (37,89) Aab
	92,16 (91,47; 157,43)
	*84,90 (26,76) Ac
	73,48 (69,64; 102,65)

	
	G3
	*97,62 (12,26) Ba
	98,10 (92,68; 107,19)
	*146,67 (83,58) Aa
	107,58 (100,90; 192,43)
	*126,81 (31,63) ABab
	130,19 (100,81; 143,23)

	
	G4
	*99,65 (19,29) Aa
	106,82 (88,33; 110,97)
	*128,43 (72,30) Aab
	105,16 (90,87; 117,27)
	*120,40 (30,62) Aab
	120,87 (102,77; 151,09)

	
	G5
	*85,03 (16,98) Ba
	88,49 (70,11; 92,18)
	*140,62 (20,30) Aa
	135,50 (131,38; 137,52)
	*98,54 (14,99) ABbc
	95,40 (89,38; 100,89)


DCBCSE: Distância da camada basal a camada da superfície epitelial; ECC: espessura da camada córnea. *Difere da espessura de ceratina nas mesmas condições de grupo e tempo (p≤0,05). Letras distintas (maiúsculas na horizontal e minúsculas na vertical) indicam diferenças estatisticamente significativas (p≤0,05). p(grupo)=0,0003; p(ceratina)<0,0001; p(tempo)<0,0001; p(grupo x ceratina)<0,0001; p(grupo x tempo)<0,0001; p(ceratina x tempo)<0,0001 ; p(grupo x ceratina x tempo)=0,0053. Análise realizada com modelos lineares. Fonte: autoria própria.
Tabela 5 - Média (desvio padrão), mediana (intervalo interquartil) da porcentagem de área de colágeno em função do grupo e do tempo (LBO/UFBA, 2022).

	Grupo
	Tempo (dias)

	
	3
	7
	14

	
	Média (desvio padrão)
	Mediana (intervalo interquartil)
	Média (desvio padrão)
	Mediana (intervalo interquartil)
	Média (desvio padrão)
	Mediana (intervalo interquartil)

	G1
	23,17 (8,17) Ba
	24,06 (16,05; 26,07)
	33,56 (9,11) ABa
	37,54 (32,74; 38,59)
	35,39 (7,18) Aa
	33,53 (29,45; 40,01) 

	G2
	17,74 (4,63) Bab
	17,79 (14,71; 20,77)
	18,83 (3,18) Bb
	17,50 (16,53; 22,45)
	32,12 (8,98) Aa
	29,62 (25,19; 41,57) 

	G3
	24,70 (10,68) Aa
	21,46 (20,01; 24,63)
	24,68 (7,12) Aab
	20,82 (19,83; 30,98)
	27,36 (9,53) Aa
	23,89 (21,85; 33,15) 

	G4
	28,26 (2,82) ABa
	29,22 (26,29; 30,24)
	22,03 (8,04) Bb
	23,00 (17,55; 23,42)
	34,81 (14,53) Aa
	42,58 (22,22; 44,18) 

	G5
	14,39 (6,85) Bb
	11,18 (11,03; 14,94)
	25,26 (9,07) Aab
	28,86 (18,33; 29,93)
	32,68 (15,69) Aa
	29,74 (19,11; 38,92) 


Letras distintas (maiúsculas na horizontal e minúsculas na vertical) indicam diferenças estatisticamente significativas (p≤0,05). p(grupo)=0,0444; p(tempo)<0,0001; p(interação)=0,0906. Análise realizada com modelos lineares. Fonte: autoria própria.
Figura 5 - Box plot da porcentagem de área de colágeno em função do grupo e do tempo (LBO/UFBA, 2022).
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Fonte: autoria própria.
4.2.4 Discussão
Diante dos inúmeros estudos acerca do uso tópico da camomila28-30 e da TFBML3,31-33 isoladamente no reparo tecidual, inclusive no manejo de afecções orais como úlceras traumáticas27, ulcerações aftosas recorrentes10 e MO16,92, esta pesquisa visou fortalecer os achados da literatura frente a essas terapias e verificar qual modalidade, dentre as investigadas, modulou positivamente o processo de reparo.
As fases que caracterizam os eventos celulares e bioquímicos presentes no reparo tecidual se sobrepõem ao longo do tempo e não se excluem mutuamente45. Apesar das úlceras já não estarem presentes nos grupos experimentais no 14º dia de investigação clínica, como previsto pela sequência dos eventos desencadeados para resolução do dano tecidual, a completa re-epitelização foi percebida em alguns animais de maneira precoce nos grupos que receberam algum tipo de intervenção terapêutica, comparando-se ao grupo Controle, nos dias 8, 9 e 10. Isto sugere que, sob a perspectiva clínica, o uso tópico da camomila, independentemente da formulação testada e do laser de maneira isolada ou combinada antecipou o fechamento da ferida cirúrgica. 
No presente trabalho, a redução do tamanho das úlceras foi significativa no 7º dia de cicatrização nos grupos que utilizaram a TFBML (G4 e G5). De modo similar, Wagner et al.3 avaliaram o uso da TFBML 1, 5, 10 e 14 dias após procedimento cirúrgico com punch de 3 mm em dorso de língua de ratos Wistar e revelaram, na análise clínica, diminuição da área média da ferida em todos os grupos: controle (0 J∕cm2), Laser 4 J∕cm2 e Laser 20 J∕cm2 ainda no 5º dia, porém, com menor área identificada no grupo Laser 4 J∕cm2. No 10º dia, todos os animais do grupo Laser 4 J∕cm2, apresentavam lesões totalmente reparadas, fato observado nos demais grupos apenas no 14º dia. Apesar do presente estudo ter utilizado fluência de 35 J/cm2, aspectos clínicos e histológicos benéficos relacionados ao reparo tecidual foram observados, visto que embora todos os grupos apresentassem redução da ferida oral do 3º ao 7º dia, apenas os grupos submetidos à aplicação do laser exibiram melhores resultados que o grupo Controle aos 7 dias. Dessa forma, sob a perspectiva clínica, pode-se inferir que a TFBML foi a modalidade terapêutica que trouxe maior benefício nesse aspecto.
De modo semelhante aos autores supracitados3, o estudo experimental com cicatrização de úlceras mecanicamente induzidas em dorso de língua de ratos, de Farias Gabriel et al.125, avaliou o efeito da TFBML na acetilação da histona 3 (acH3), que ativa genes de transcrição, bem como a expressão do fator de transcrição NF-κB, o qual é parte fundamental da resposta do processo inflamatório e desempenha um papel importante na defesa imunológica. Os autores utilizaram como protocolo a irradiação com laser InGaAlP, 660 nm, 40 mW, tamanho de ponto de 0,04 cm2, 4 J/cm2, 4 segundos e 0,16 J por ponto, uma vez ao dia em contato próximo por 10 dias consecutivos. A análise imuno-histoquímica com 3, 5 e 10 dias de experimento revelou que a TFBML acelera o reparo de úlceras pela ativação de mecanismos epigenéticos em estágios iniciais de cicatrização e ativa a migração epitelial e em fases tardias, estimula a diferenciação final das células epiteliais. Tais achados ajudam a explicar a repercussão clínica e características morfológicas encontradas na presente investigação, cujo grupo G4, que utilizou a TFBML, apresentou re-epitelização precoce em comparação aos demais grupos investigados. Ressalte-se que, apesar de utilizar-se o mesmo tipo de laser com semelhante comprimento de onda, os demais parâmetros do protocolo de irradiação divergiram entre os estudos.
Os achados obtidos na presente investigação se contrapõem com a revisão de Andrade, Clark, Ferreira87, em relação à densidade de energia empregada, onde, segundo os autores, fluências compreendidas entre 3-6 J/cm2 parecem ser mais eficazes do que aquelas acima de 10 J/cm2 as quais estão associadas a efeitos deletérios. Entretanto, outro estudo experimental em ratos, executado por Rambo et al.25, avaliou a expressão de biomarcadores inflamatórios em um modelo de reparo cutâneo em ratos jovens e idosos irradiados com TFBML pelo método transcutâneo de ponto único, com energia total de 2 J, uma densidade de energia ainda superior a empregada no presente estudo, com fluência de 72 J/cm2 e um tempo de 67 segundos. Os resultados mostraram que a TFBML foi eficaz no tratamento de feridas cutâneas tanto em animais jovens como idosos durante as diferentes fases do reparo tecidual. Estes resultados fundamentam a escolha dos parâmetros de fluência de 35J/cm2 e de energia de 1J utilizados na presente investigação, por exibirem alta densidade de energia, porém com valores baixos de joules entregues diretamente ao tecido. Segundo  Andrade, Clark, Ferreira87, comprimentos de onda compreendidos entre 632,8 e 1000nm apresentam resultados mais satisfatórios no processo de cicatrização tecidual. Esses parâmetros conferem à TFBML a capacidade de promover seus principais efeitos fisiológicos como a resolução anti-inflamatória, neoangiogênese, proliferação epitelial e de fibroblastos, síntese e deposição de colágeno, revascularização e contração da ferida. 
Tal informação corrobora com os achados de Machado, Vianna, Sbruzzi126, ao avaliar os efeitos da TFBML em úlceras de pressão (UP) em humanos, por meio de uma revisão sistemática de estudos randomizados que utilizaram essa modalidade terapêutica sob diferentes protocolos. Os resultados dos autores apontam que comprimentos de onda superiores a 658 nm não parecem ser benéficos no tratamento das UP. Entretanto, na presente investigação, o laser diodo (AsGaAl) com comprimento de onda de 660 nm, em emissão contínua, com potência de 100mW energia de 1J e fluência de 35 J/cm2 foi utilizado e pode-se observar seus efeitos benéficos sobre a cicatrização em mucosa oral de ratos.
Dessa forma, surge o questionamento que: apesar dos parâmetros clínicos indicarem que a TFBML foi a mais efetiva na indução do reparo, se ao final dos 14 dias, todas as demais terapêuticas levaram a total re-epitelização da ferida, a indicação do uso do laser ainda deve ser a mais recomendada? Soma-se a isso fatores que não podem ser desconsiderados, a exemplo de custo, acesso e adesão ao tratamento e praticidade. Independente desses fatores citados, os aspectos envolvidos na análise microscópica podem auxiliar a elucidar os reais fenômenos que ocorreram no microambiente do tecido lesionado e dessa forma contribuir para a escolha da modalidade terapêutica mais efetiva.
Com relação ao uso da M. recutita, diversos são os achados na literatura acerca dos efeitos benéficos desta planta medicinal sobre o reparo tecidual9,41,70. A exemplo do estudo experimental conduzido por Nayak, Raju, Rao72 onde o ferimento cutâneo no dorso de ratos foi tratado com o extrato de M. recutita, em uma dose de 120mg/kg diariamente por via oral durante 14 dias (grupo teste), enquanto outros animais receberam apenas água (grupo controle). Os autores observaram uma taxa de re-epitelização mais rápida no grupo teste (15,20 dias ± 0,13) em comparação ao grupo controle (18,0 dias ± 0,10), sendo a redução na área da ferida no grupo teste, estatisticamente significativa (p<0,002). Apesar do referido trabalho ter sido conduzido em tecido cutâneo e a presente investigação em mucosa oral de ratos, tais achados podem contribuir para o melhor entendimento do reparo sob ação desta substância. 
O extrato fluido da camomila têm sido grande alvo de investigações, ao exemplo do estudo realizado por Pavesi et al.41 que analisaram clínica e histologicamente a cicatrização de úlceras de MO induzidas em mucosa de hamsters. Em todos os períodos investigados (dias 0, 2, 5, 8, 10, 12, 14 e16), o extrato fluido de camomila (Ad-Muc®) se mostrou superior (p<0,0001) ao grupo tratado com corticosteróide (Celestone®) e ao grupo sem tratamento (Controle). Segundo os autores, nos dias 8, 10, 12 e 14 do experimento, os grupos controle e corticosteróide apresentaram aspectos histológicos severos de inflamação aguda (p<0,0001) em relação ao grupo tratado com camomila, com extensas áreas de úlcera, sangramento, severa hiperemia e edema, e com presença de infiltrado inflamatório difuso. O grupo camomila entretanto, apresentou reação histopatológica menos intensa, com discreta hiperemia vascular e infiltrado inflamatório, além da ausência de úlceras.
Em outro estudo experimental com ratos Wistar, Oliveira et al.9, também compararam o uso tópico do extrato fluido de camomila (Ad-muc®) a um corticosteróide, a triamcinolona (Omcilon-A). Oliveira et al.9  objetivaram avaliar a influência do TNF-α e da apoptose em ratos com Diabetes mellitus (DM). Para tal, animais diabéticos e normoglicêmicos foram submetidos à realização de úlcera em mucosa jugal por abrasão. Os animais foram avaliados clinicamente e tiveram sangue coletado no dia zero e nos dias 5 e 10. Os autores concluíram que o extrato de camomila pôde otimizar a cicatrização de úlceras orais traumáticas em ratos diabéticos através da redução da apoptose no epitélio e expressão de TNF-α. Apesar de no presente trabalho os animais não cursarem com possíveis distúrbios sistêmicos capazes de influenciar no processo de reparo tecidual, entende-se que a investigação de citocinas, como o TNF-α, parece ser um dos caminhos que precisam ser melhor esclarecidos acerca do mecanismo de ação da camomila na cicatrização.

Contudo, no presente estudo foi investigada não apenas o extrato fluido (G2) como também a infusão da mesma (G3) para uso tópico, no intuito de simular o bochecho com o chá desta planta medicinal. Isto porque o uso da infusão de camomila torna-se mais viável devido ao baixo custo, maior acessibilidade e aplicabilidade em casos de úlcersas extensas ou múltiplos sítios de acometimento da mucosa de revestimento oral, como ocorre nos casos de MO. Entretanto, nas secções histológicas observadas, notou-se que o extrato fluido foi mais efetivo tanto no controle dos fenômenos exsudativos como no estímulo aos proliferativos, uma vez que aos 7 dias de sacrifício, os animais deste grupo (G2) apresentaram em sua maioria ausência de edema e infiltrado inflamatório, em contrapartida, no mesmo período apresentaram ainda celularidade moderada. Uma possível justificativa para tais achados pode estar associada à concentração obtida da substância, às características específicas que envolvem o uso da pomada, orabase, como descrito pelos achados de Chaushu et al.127. 

Apesar do uso tópico da M. recutita ser comum, sua eficácia clínica depende de múltiplos fatores7, como o tipo de camomila, a forma como a planta foi cultivada, manipulada e processada41,44,70,71 a concentração, veículo utilizado, forma, frequência e duração da aplicação bem como da característica da lesão envolvida7,41. Dessa forma, o fabricante do chá de camomila selecionado, assim como o método empregado para tentativa de simulação do bochecho nos animais através do uso de conta gotas, pode ter influenciado na ação do infuso da planta nos grupos G3 e G5, embora todos os cuidados fossem tomados em relação a quantidade e o tempo do líquido na boca dos animais.

Ao serem investigadas as características macroscópicas e microscópicas e efeitos do gel orabase sozinho na cicatrização primária dos tecidos moles, em mucosa oral de ratos, através da expressão de marcadores de células-tronco mesenquimais e epiteliais, Chaushu et al.127 observaram que a orabase promove o fechamento de lacunas epiteliais e dessa forma, é capaz de acelerar o reparo tecidual em uma cicatrização primária de feridas. A nível molecular, a orabase exerce seu efeito através da promoção da diferenciação epitelial de células-tronco. Ademais, apesar dos autores terem testado apenas a pomada como veículo, sem o emprego de constituinte bioativo propriamente dito, extrapola-se que a característica pegajosa que a orabase possui, permite o maior tempo de contato e consequentemente maior ação terapêutica de possíveis agentes como a M. recutita presente no extrato fluido comercializado.
Apesar das evidências7,41 acerca da ação da camomila sob formulação de extrato fluido (Ad-muc®) sobre o tecido em reparo, é de se considerar a necessidade de investigações de outras formulações desta planta menos onerosas e mais acessíveis à população em geral.Com este intuito, dos Reis et al.28 avaliaram a potencial eficácia e a viabilidade da crioterapia feita com infusão de camomila para prevenção e redução da intensidade da MO em pacientes recebendo 5-fluorouracil e leucovorina para tratamento de câncer gástrico ou colorretal. Houve uma incidência de 30% de MO no grupo camomila e nenhum desses pacientes desenvolveu grau 2 ou superior, enquanto no grupo controle, a incidência foi de 50% e sete desses pacientes desenvolveram MO grau 3. Apesar das metodologias distintas, as secções histológicas analisadas na presente investigação, em contraste com o estudo de dos Reis et al.28, indicam que o grupo Infusão de camomila (G3) não apresentou diferença dos parâmetros morfológicos inflamatórios encontrados ao longo do tempo, quando comparado ao grupo Controle (G1). 
 A despeito dos constituintes bioativos que compõem plantas medicinais como os flavonóides, cumarinas, terpenos e esteróides, possuírem a capacidade de promover a proliferação de queratinócitos e fibroblastos, além de exibirem efeitos anti-inflamatórios, antimicrobianos e antioxidantes128, Duarte,  Quirino, Patrocinio, Anbinder 44, não encontraram diferenças em relação ao grau de inflamação entre o grupo controle e aqueles tratados com a M. recutita. Os referidos autores utilizaram 36 ratos Wistar, submetidos a úlceras no centro da lingua com punch de 5 mm. Os animais foram alocados em um grupo controle, que não recebeu tratamento, e um grupo teste, onde foi aplicado a partir do 1º dia da realização da ferida, 0,02 mL de extrato fluido de camomila (Ad-muc®) de 12 em 12 horas, conforme orientação do fabricante. A análise clínica e histomorfológica das secções obtidas nos períodos de 3, 7 e 10 dias, revelou que os principais efeitos encontrados estavam relacionados ao período experimental em sí e não ao tratamento instituído. Contudo, notaram que os fibroblastos foram dispostos de forma mais desorganizada nas amostras do grupo controle em comparação ao grupo teste e a diferenciação das papilas linguais também foi mais pronunciada nas amostras dos animais tratados e aos 10 dias maior re-epitelização foi percebida no grupo teste.

Dessa forma, os efeitos mais significativos observados durante a análise histomorfológica e clínica da área de re-epitelização, segundo os autores44, não foram influenciados pela terapia empregada e sim pelo tempo fisiológico do reparo em sí. Este achado reforça os resultados da análise histomorfológica do presente experimento, onde a re-epitelização foi completa em todos os grupos experimentais no 14º dia. Entretanto, grupos submetidos a aplicação tópica da M. recutita, independentemente da formulação (G2, G3 e G5) revelarem que a re-epitelização se iniciou logo no 3º dia do reparo, enquanto o grupo Controle (G1) exibiu com 7 dias, 80% das secções, ainda com re-epitelização em estágio parcial, corroborando com as características observadas na avaliação clínica. Contudo, o único grupo experimental que apresentou todas as secções histológicas com total re-epitelização de forma organizada ecom presença de diferenciação de papilas linguais aos 14 dias, foi o grupo do Extrato fluido da camomila (G2). O que sugere que esta modalidade terapêutica foi superior que as demais para a re-epitelização do dorso de língua de ratos.

O estudo in vitro de Wyganowska-Swiatkowska et al.129 analisou a influência da clorexidina (CHX), do óleo essencial (OE: timol, 0,064%; eucaliptol, 0,092%; salicilato de metilo, 0,060%; mentol, 0,042%) como enxaguante bucal e de infusões de sálvia, camomila e calêndula sobre cultura de fibroblastos humanos. Após 24 e 48 horas, os autores, avaliaram a morfologia celular, o crescimento relativo e a apoptose dessas células e verificaram que a CHX, o OE e a sálvia reduziram a taxa de proliferação de fibroblastos e estimularam morte celular. A exposição de células a infusões de camomila ou calêndula não alterou a morfologia ou proliferação dos fibroblastos. Os resultados mostraram que a infusão de camomila não influenciou negativamente a biologia desse tipo celular. No presente estudo, aos 14 dias da realização do ferimento, os grupos experimentais apresentaram padrão de celularidade equiparados, o que reforça os achados de Wyganowska-Swiatkowska et al.129 acerca do infuso da camomila.
Ainda, percebeu-se que dentre os três grupos que utilizaram a M. recutita como terapêutica no presente experimento (G2, G3 e G5), o grupo que associou a camomila com a TFBML (G5) foi o que apresentou maior contingente de fibroblastos no 7º dia, com a celularidade tecidual variando de moderada a intensa. O grupo da Infusão (G3) foi caracterizado com a maior parte das secções (60%) ainda com discreta expressão desse contingente celular no mesmo período, sugerindo um atraso no processo esperado. Contudo, avaliando a expressão de colágeno presente no tecido nesse período da investigação, notou-se que este grupo (G3) se equiparou com o grupo da associação (G5).
Embora o tratamento com camomila não tenha apresentado efeito na contagem de fibroblastos em nenhum dos momentos considerados no estudo de Duarte, Quirino, Patrocinio, Anbinder44, foi observado maior teor de colágeno em animais tratados com camomila após 10 dias de tratamento. A camomila apresentou maior influência na atividade de fibroblastos do que na contagem de células em si e os autores buscaram justificar este achado com o trabalho de Lim, Kim130, que explica que alguns flavonóides, como a quercetina e a apigenina, que são constituintes bioativos da camomila, são conhecidos por inibir a matriz-metaloproteinase-1 (MMP-1) e regular negativamente a expressão de MMP-1 através da inibição da ativação da proteína ativadora-1 (AP-1). Logo, o aumento do nível de colágeno pode resultar da inibição da atividade das metaloproteinases, o que aponta a necessidade de novos trabalhos para se elucidar os possíveis mecanismos relacionados a ação da M. recutita na atividade dos fibroblastos durante a síntese colagênica. 
O tecido de granulação, formado através do aumento da proliferação fibroblástica, biossíntese colagênica e elástica131, começa a se formar aproximadamente quatro dias após o estabelecimento da lesão45. Nesta fase inicial, há predominância da síntese de colágeno tipo III,  caracterizado com feixes de fibras delicadas depositadas de forma desorganizada que, posteriormente, são degradados e substituídos pela síntese de colágeno do tipo I, fenômeno orquestrado por fatores como o TGF-β1 e FGF. Ademais, as novas fibras colágenas tornam-se mais espessas e orientadas em paralelismo que resulta em maior força tênsil tecidual45. 
Em seu estudo experimental, que avaliou seções de tecido obtidas de quatro grupos experimentais: com irradiação simulada, TFBML, sílica e a associação de ambos, nos períodos de 3, 7, 10, 15, 20, 30 e 60 dias, Medrado et al.23 realizaram uma análise com microscopia de fluorescência e observaram que a birrefringência revelou uma organização, com fibras colágenas dispostas de forma paralela nos animais submetidos ao tratamento da TFBML nos dias 10, 15 e 20 após ferimento cutâneo.  Revelou ainda aumento gradual de colágeno tipo I e fibronectina, especialmente proeminentes nos animais submetidos à contaminação por sílica e tratamento com laser. No entanto, a partir do 30º dia em diante, diferença foi menos aparente, uma vez que a substituição do tecido de colágeno de todos os grupos mostraram similarmente o mesmo grau avançado de maturação. Dessa forma, revelaram uma tendência de substituição precoce do colágeno tipo III pelo tipo I em animais tratados com laser. Este fato pode justificar a disposição das fibras de colágeno com alteração do padrão de normalidade em todas as secções dos grupos G1, bem como a espessura delicada com um padrão fragmentado das fibras no 3º dia do experimento no grupo Controle (G1) ao mesmo tempo em que o grupo Laser (G4) apresentou a maioria das secções com fibras colágenas espessas e sem fragmentação. 
Segundo Medrado et al.23, a microscopia imunofluorescente foi útil para demonstrar os tipos de colágeno (I e III), bem como fibronectina, dentro dos tecidos em cicatrização, visto que a diferença na interferência de cores nessa técnica, permite a diferenciação dessas fibras. Contudo, a análise realizada pelo presente trabalho limitou-se a utilização de secções coradas com Sírius Vermelho em microscopia de luz, como realizado previamente por Fortuna et al.117. Os autores117 também utilizaram secções coradas com Sírius Vermelho seu estudo experimental, para investigar os efeitos da terapia com laser GaAlAs de 670 nm na densidade vascular e fibroplasia durante a remodelação tecidual, através de uma análise quantitativa do percentual de colágeno depositado no tecido na fase tardia do reparo (14, 21, 28 e 35 dias). Encontraram expressão de colágeno significativamente maior no grupo laser comparado com o grupo controle nos dias 14 e 21 após a criação da ferida cutânea (p = 0,008; p = 0,016) e no grupo controle entre 14 e 28 e 14 e 35 dias (p = 0,001; p = 0,007), sugerindo que a TFBML teve influência na fase tardia do reparo. Apesar da fase de remodelamento se iniciar duas a três semanas após o estabelecimento da ferida, esta pode durar por mais de um ano45, o que sugere que os achados referentes a síntese colagênica no 14º dia, ainda sejam incipientes com relação a real expressão de colágeno que será sintetizada no tecido. Futuros estudos com um período de investigação a longo prazo, como os realizados pelos autores supracitados podem ser importantes para caracterizar melhor a fase do remodelamento tecidual.
Em sua revisão, Kuffler85 afirmou que a cicatrização de feridas ocorre devido a uma competição no mecanismo entre a síntese e a degradação do colágeno. Portanto, segundo os autores, qualquer fator que aumente a degradação ou reduza a síntese de colágeno pode interferir no processo de cicatrização. Dessa forma, ressalta-se a importância em se conhecer o percentual total de colágeno, para melhor compreender o processo do reparo tecidual, como foi realizado no presente estudo através da análise morfométrica das secções coradas com Sírius Vermelho.

As características benéficas que envolvem a TFBML no processo de reparo tecidual por estimulação de reações celulares como migração, proliferação, apoptose e diferenciação celular132, além de modular a secreção de fatores de crescimento, como o VEGF e o FGF133, criam a expectativa que os grupos que envolvem esta terapêutica, tenham efeito superior às demais modalidades. No presente trabalho, de fato, a análise morfológica tecidual revelou que, de maneira geral, o grupo Laser (G4) foi o grupo terapêutico que apresentou menor tempo para resolução da fase inflamatória do reparo, visto que aos 3 dias, após a realização do ferimento cirúrgico padronizado, a maior parte das secções não evidenciavam edema, metade delas não apresentava mais presença de infiltrado inflamatório e 40% delas, aos 7 dias já não exibiam sinais de hiperemia. De igual modo, ainda no 3º dia, esse grupo apresentava secções com característica de celularidade moderada a intensa e expressão de colágeno no microambiente da lesão em reparo. Ademais, neste período do reparo, o G4 apresentava todos os cortes histológicos com algum grau de epitelização superficial. Contudo, quando esta terapêutica foi associada ao uso tópico da infusão de camomila (G5), as secções não apresentaram padrão semelhante ou superior a TFBML ou a infusão de camomila de maneira isolada. 
Segundo de Paiva et al.134, na prática clínica, muitas vezes é comum e até necessário a combinação de dois ou mais agentes terapêuticos em um esforço para maximizar os efeitos desejados durante o tratamento. Dessa forma, uma maior compreensão do agente terapêutico mais eficaz ou da combinação de modalidades para uma determinada condição é necessária para otimizar a tomada de decisão clínica. Esse estudo contribui para a literatura vigente, trazendo resultados pioneiros no que se refere a associação da TFBML e da infusão de camomila, resfriada.
Naturalmente, a associação da TFBML com outras modalidades terapêuticas já foi investigada na literatura. No ECR, de Paiva et al.134, TFBML com laser superpulsado de 905 nm em combinação com diodos emissores de luz (LED) de 875 e 640 nm e crioterapia por compressas de gelo de borracha flexível como um único ou combinado na recuperação do músculo esquelético após contrações excêntricas dos extensores do joelho. Como parâmetros os autores avaliaram o desempenho do exercício avaliando a contração voluntária máxima, o início tardio da dor muscular e dano muscular pela presença de creatina quinase. Segundo os autores, a TFBML isolada mostrou-se ideal para recuperação pós-exercício com melhora dos parâmetros (p <0,05) de 24 a 96 horas em comparação com placebo, crioterapia e crioterapia combinada a TFBML. Apesar de tratar-se de um estudo com finalidade e metodologia distinta e ainda ser específica para outra área do conhecimento da saúde, a inclusão destes autores nesta discussão enriquece a compreensão geral sobre o uso de terapêuticas combinadas, em especial a TFBML, que de igual modo aos achados do presente estudo, também apontam que tal terapia quando empregada de maneira isolada se mostra superior à associação com outra modalidade.
Sobre o uso tópico da M. recutita, a formulação que mostrou melhor resultado na análise histológica com controle da inflamação e fechamento precoce da ferida cirúrgica, foi o extrato fluido (G2), uma vez que o comparando ao uso da infusão de camomila (G3) ou associação da infusão com a TFBML (G5), a resolução do edema, do infiltrado inflamatório e a completa re-epitelização foram antecipadas em comparação ao grupo Controle (G1) com o uso desta terapêutica. Contudo, notou-se que acerca dos parâmetros relacionados à celularidade e deposição de colágeno, correspondentes ao início da fase proliferativa do reparo e, ainda, considerando a análise clínica, o grupo da associação (G5) mostrou superioridade em relação aos demais grupos que utilizaram esta planta medicinal no 3º e 7º dias, fato que pode estar atribuído a ação bioestimuladora da TFBML e não necessariamente a ação do infuso em si. 
Com intuito de reduzir a quantidade de ratos utilizados no presente trabalho, sem comprometer a qualidade dos resultados, o número mínimo de animais do cálculo amostral foi utilizado, totalizando grupos de cinco. Entretanto, a perda amostral que ocorreu em alguns grupos, limitou a análise estatística dos aspectos morfológicos investigados, visto que muitas variáveis foram avaliadas, viabilizando apenas a análise descritiva desses dados. 
A partir da discussão apresentada, percebe-se que apesar de tanto a TFBML de maneira isolada ou em conjunto com a infusão de camomila resultarem na antecipação da redução clínica da ferida do dorso de língua dos animais, os parâmetros histológicos demostraram ação benéfica do uso da M. recutita, sob formulação de extrato fluido, através do controle da fase exsudativa da inflamação e do estímulo durante a fase proliferativa, ambos no 7º dia após realização do ferimento. Porém, a TFBML permanece sendo um potente modulador do reparo, visto que o uso desta terapia, mostrou mais eficiência em comparação ao uso do agente natural, uma vez que a resolução da fase inflamatória aguda foi percebida ainda no 3º dia do reparo tecidual. Histologicamente, o uso da associação destes agentes, entretanto, não foi superior ao uso dos mesmos de maneira isolada.
Sabe-se que para a consolidação dos resultados encontrados, a realização de outros estudos como ensaios clínicos randomizados e uso de outras tecnologias para análise das amostras teciduais, como a imuno-histoquímica, microscopia de fluorescência e eletrônica de transmissão, métodos amplamente descritos na literatura vigente acerca do reparo tecidual23,42,117 são importantes. Contudo, as análises clínica, morfológica e morfométrica obtidas, permitiram iniciar a investigação acerca dessas modalidades terapêuticas propostas.

4.2.5 Conclusão
Todas as modalidades terapêuticas propostas, atuaram de forma a modular positivamente diferentes etapas do reparo, uma vez que nenhuma delas promoveu o retardo do processo cicatricial em dorso de língua de ratos, reafirmando que a M. recutita possui efetiva ação sobre o reparo. A terapia com camomila sob extrato fluido e a TFBML isoladas, exibiram melhores padrões histológicos de reparo tecidual, quando comparados ao infuso ou à associação das terapias. Com relação à organização e ao quantitativo de deposição de colágeno tecidual, notou-se que os grupos tratados com TFBML apresentaram fibras colagênicas mais espessas e sem fragmentação, sugerindo maior resistência ao tecido em neofomação, todavia, sem diferenças na análise quantitativa desta proteína. Houve diferença nos parâmetros dos padrões clínicos, histológicos e histomorfométricos entre os grupos experimentais da presente investigação. A TFBML mostrou-se superior nas análises realizadas.
5 DISCUSSÃO GERAL
Apesar da ampla investigação na literatura acerca do uso de plantas medicinais e os seus benefícios nos diversos tipos de problemas de saúde, nem todos os constituintes bioativos, mecanismos de ação ou grau de tolerância tecidual são completamente conhecidos. No primeiro estudo, a ausência de diferenças nos parâmetros morfológicos e morfométricos avaliados entre os grupos experimentais, mostrou que o uso tópico da camomila é bem tolerado pelos tecidos, uma vez que não provocou alterações no padrão histológico da mucosa oral normal de ratos. 

Dessa forma, o primeiro artigo contribui com a literatura acerca de conhecimentos fundamentais relacionados à segurança de uso da M. recutita, planta medicinal que possui benefício comprovado no controle dos microrganismos presentes no biofilme dental10, na gengivite11, infecções orais12 no manejo da MO14 e ulceração aftosa recorrente8.
Como descrito por Goes et al.13, em um estudo piloto com 30 pacientes se propuseram a avaliar os efeitos de um enxaguatório bucal contendo extrato de M. recutita para pacientes com gengivite associada a aparelhos ortodônticos fixos. Os pacientes receberam um kit de higiene oral contendo escova, fio dental e dentifrício fluoretado junto a um frasco de enxaguatório que poderia conter solução de clorexidina a 0,12%, extrato de M. recutita a 1%, ou uma solução placebo. Os autores observaram que pacientes que receberam enxaguatório bucal com CHX ou M. recutita exibiram uma redução no biofilme dental (p=0,0001) e do sangramento gengival (p=0,003), em comparação com o grupo placebo. Além desses achados clínicos, cinco pacientes do grupo CHX relataram queimação ou alteração do paladar após 14 dias de uso do colutório, enquanto a M. recutita foi bem tolerada e não foi associada a efeitos adversos.
Seyyedi et al.10 realizaram um ECR para investigar os efeitos terapêuticos do enxaguatório bucal com tintura de camomila na ulceração aftosa recorrente. Dos 50 participantes da pesquisa, 25 foram alocados no grupo camomila e o restante no grupo placebo, sendo instruídos a aplicar 10 gotas na cavidade oral, da solução do grupo ao qual estavam designados, três vezes ao dia. Os pacientes foram examinados clinicamente após 2, 4 e 6 dias e, em casos de persistência das lesões, permaneceram sendo examinados semanalmente. A duração da cicatrização, o número de lesões observadas em cada visita, o tamanho das lesões, possíveis efeitos colaterais da medicação, dor e queimação foram registrados usando uma escala visual analógica (EVA). O número médio de lesões no início do estudo foi de 2,95 no grupo camomila e de 2,67 no grupo controle, sendo que após 6 dias, durante a quarta visita, registrou-se 1,3 no grupo controle e nenhuma lesão foi observada no grupo camomila. Em relação à dor e sensação de queimação na quarta visita, usando a EVA, foi zero (sem dor) no grupo camomila e 3,4 no grupo controle, sendo tal diferença estatisticamente significante (p<0.001). Os autores concluíram que o grupo de pacientes que utilizou a camomila teve o processo de cicatrização acelerado, visto que na segunda visita observou-se a remissão dos sintomas. Assim, a camomila mostrou-se um agente efetivo na condição da estomatite aftosa recorrente e pode ser utilizada sempre que apropriado. 

De semelhante modo, é consenso na literatura20 que a TFBML é capaz de deprimir a fase exsudativa ao mesmo tempo que aumenta os processos proliferativos durante a inflamação aguda e crônica2,73. De modo que há possibilidade da redução do edema, transição de característica do infiltrado inflamatório de células polimorfonucleares para monomorfonucleares e estímulo à biosíntese de colágeno20,37,73.
Uma vez que tanto a TFBML quanto a M. recutita são moduladores do processo inflamatório, consequentemente, capazes de promover a aceleração do reparo tecidual20,35-37 quando utilizadas de maneira isolada, e não foram encontrados na literatura investigada, estudos comparando ou correlacionando esses dois agentes terapêuticos, o segundo trabalho aqui descrito, traz à tona, informações primárias acerca do reparo tecidual sob influência dessas duas modalidades terapêuticas tanto de maneira isolada, como conjunta.

Em sua recente revisão sistemática, Dantas et al.43 avaliaram o efeito do uso tópico da camomila na MO com parâmetros clínicos e/ou histológicos em modelo animal. Seus critérios de inclusão envolveram estudos experimentais em animais, cuja abordagem terapêutica foi exclusivamente o uso de camomila tópica sob diferentes concentrações, sem associação com outros agentes. Um total de dois trabalhos foram incluídos na referida revisão, ambos do mesmo grupo de pesquisa, dessa forma, tratou-se de estudos que utilizaram metodologias semelhantes na indução da MO e ferida em mucosa jugal de hamsters. Foi preconizado início do uso da pomada com 100 mg de extrato fluido de camomila (AdMuc®) no 5º dia. Os resultados revelaram que a aplicação tópica de camomila foi eficaz no tratamento da MO induzida por quimioterápicos. Os autores concluem que a camomila apresentou resultados clínicos e histopatológicos positivos e a capacidade de reduzir os níveis de algumas citocinas pró-inflamatórias.

Também em uma revisão sistemática Suter, Sjölund, Bornstein74, investigaram a ação do uso do laser sobre a cicatrização e dor de pacientes sob tratamento de estomatites aftosas. Foram incluídos 11 artigos no estudo, dentre os quais, 9 avaliam o reparo tecidual e dentre estes, 5 observaram redução do tempo de cicatrização após a irradiação tanto com laser de CO2, laser de Nd:YAG e laser de diodo. A TFBML mostrou ser uma opção viável para aliviar os sintomas e promover a cicatrização de feridas, com o benefício de apresentar baixo risco de efeitos colaterais.

Os resultados encontrados no presente trabalho, ressaltam que, efetivamente, estes agentes são capazes de modular as fases que envolvem o processo do reparo tecidual. Ao avaliar-se apenas clinicamente, as terapêuticas não se sobrepõem uma a outra de forma evidente, de modo que todas contribuem para a cicatrização tecidual. Contudo, a análise histológica demonstra superioridade do uso da M. recutita, sob formulação de extrato fluido, e da TFBML isoladas. Surpreendentemente, o uso associado de ambas as terapêuticas não pareceu contribuir para o processo do reparo tecidual em mucosa oral de ratos, sobre o modelo experimental estabelecido.

Uma vez que o número amostral mínimo foi utilizado em ambos os experimentos, perdas imprevistas que ocorreram, limitaram a análise morfológica a uma avaliação descritiva dos dados relacionados a tais parâmetros. Ainda, com intuito de reduzir o número de animais incluídos, optou-se por utilizar metodologia semelhante à de Pavesi et al.41 no Artigo 1, onde um quantitativo ainda menor de ratos foi utilizado no grupo Controle/baseline.
Outra limitação encontrada foi referente aos recursos disponíveis para uso nas análises, em especial durante o período vigente da pesquisa, que se estendeu ao longo da pandemia de COVID-19. Sabe-se que análises com biomarcadores específicos para citocinas e/ou fatores de crescimento, trariam dados relevantes, cujas análises ampliariam o conhecimento acerca dos fenômenos moleculares e das vias envolvidas nos experimentos, contudo, tais avaliações não foram possíveis de serem realizadas. De semelhante modo, também não foi possível realizar testes específicos para se conhecer a concentração exata da M. recutita e os constituintes bioativos presentes nas formulações utilizadas.
Fica evidente, nos resultados aqui apresentados e discutidos, que a M. recutita é uma planta medicinal com real ação de modulação positiva do reparo tecidual. Todavia, outros estudos que aprofundem as análises aqui propostas, bem como sugiram novas formas de uso desta substância, são necessários para reafirmar esta ação. A constante demanda pelo uso de fitoterápicos e a necessidade de maior conhecimento sobre seus mecanismos de ação parecem ser estímulos para futuras investigações. 
6 CONCLUSÃO GERAL
· O uso tópico da M. recutita, independentemente da forma de apresentação investigada, não provocou alterações teciduais macroscópicas e microscópicas. Tal agente utilizado de maneira isolada ou associada à TFBML, modulou positivamente diferentes etapas do reparo tecidual. Entretanto, melhores resultados foram encontrados quando estes agentes terapêuticos foram utilizados isoladamente.

6.1 EXPERIMENTO EM MUCOSA ORAL NORMAL
· A aplicação tópica da M. recutita sob diferentes formulações, não provocou alterações clínicas ou no tecido de revestimento oral normal.
· A avaliação histomorfométrica dos parâmetros investigados no tecido oral normal não exibiu modificações sob ação da M. recutita.

6.2 EXPERIMENTO COM ÚLCERA EM DORSO LINGUAL
· A análise clínica revelou que todos os grupos apresentaram redução da ferida oral do 3º ao 7º dia, com superioridade nos animais submetidos à TFBML de forma isolada.
· Ao se avaliar os parâmetros histológicos do reparo tecidual, tanto o Extrato fluido da camomila, como a TFBML contribuíram de maneira mais efetiva para a resolução da fase exsudativa da inflamação e do estímulo da fase proliferativa. Contudo, o grupo da TFBML isoladamente foi ainda superior nos quesitos avaliados.
· A re-epitelização das feridas avaliadas pela histomorfometria, evidenciou diferenças ao longo do tempo para todos os grupos estudados, todavia, aos 14 dias, observou-se redução das camadas epiteliais nos grupos G2 e G5.
· Com relação à organização e ao quantitativo de deposição de colágeno tecidual, observou-se que aos 14 dias, todos os grupos apresentaram resultados semelhantes. Entretanto, na análise morfológica, notou-se que os grupos tratados com TFBML apresentaram fibras colagênica mais espessas e sem fragmentação, sugerindo maior resistência ao tecido em neofomação.
· Houve diferença nos parâmetros dos padrões clínicos, histológicos e histomorfométricos entre os grupos experimentais da presente investigação. A TFBML mostrou-se superior nas análises realizadas.
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1. INTRODUCTION

The diversity of medicinal herbs and their functions in the prevention and treatment of different types of diseases, together with their natural characteristics associated with the absence or low rate of adverse effects, stimulates the worldwide consumption of plants for therapeutic purposes. Consequently, it increases the interest of health professionals in focusing on studying these agents and exploring their pharmacological properties [1].

Popularly known as chamomile, Matricaria recutita (M. recutita) belongs to a large group of medicinal plants that has been used since ancient times by Egyptians and Greeks, being native to Europe and distributed worldwide [2,3].

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

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

The benefits of chamomile in the different areas of dentistry have also been investigated and described. Chamomile has an action in the control of microorganisms present in dental biofilm [8] and in the management of conditions such as xerostomia9, mucositis [10-12], gingivitis [13-15], oral infections [16,17], recurrent aphthous ulceration [18], and even bone resorption [19].

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

2. LITERATURE REVIEW 

The use of plants in human health has been documented for thousands of years. The enduring popularity of herbal medicines can be explained by the tendency of herbs to work slowly, usually with minimal toxic side effects [20]. However, the misconception that plants, as they are natural, are therefore free from risks and adverse effects, must be reevaluated. Obeying the prescribed dosages and taking care to accurately identify the substance used can prevent a series of complications [7]. According to Martins et al. [21], among the recommendations for treatments with medicinal plants in general, is the maximum period of use between 21 and 30 days, interspersed with a rest period between 4 and 7 days

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

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

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

True chamomile is an annual herbaceous plant with thin, spindle-shaped roots that only penetrate the soil. The cylindrical stem is erect, strongly branched and grows at a height ranging from 10 to 90 cm. The 11 to 27 small flowers with hollow yellow tapered centers, surrounded by white petals, are between 6 and 11 mm long, about 3.5 mm wide and are arranged concentrically [3,5,26].

2.2 Biochemical characteristics of Chamomile

More than 120 constituents have been identified in chamomile flowers. Its phytochemical analysis revealed that this plant is rich in cytoprotective active molecules, such as phenolic compounds, which are considered natural antioxidant agents [4,22].

Of the different bioactive constituents present in chamomile, the presence of sesquiterpenes, flavonoids, coumarins and polyacetylenes has already been identified [1,3,27]. The main components extracted from chamomile flowers that are described in the consulted literature are listed in Table 1.

Table 1 - Main bioactive constituents of chamomile.

	Components:
	Action:
	Derivatives:

	Sesquiterpenes (Terpenoids) [3,6,27,28]
	Antimicrobial [29], antioxidant, insecticide or repellent [30]


	Farnesol [3]

	
	
	α-bisabolol [3,6,27]

	
	
	α-bisabolol A oxides [3,27]

	
	
	α-bisabolol B oxides [3,27]

	Flavonoids [3,27,28] 
	Antiviral, antitumor, anti-inflammatory, antioxidant, hormonal regulation [31] and chemopreventive [32]


	Apigenin [3,27]

	
	
	Apigenin-7-O-glycoside [3,27]

	
	
	Luteolin [3,27]

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

	
	
	Quercetin [3,27]

	
	
	Routine [3]

	
	
	Naringenin [3,27]

Patuletin [4]

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

	
	
	Umbelliferone [3]

	Phenylpropanoids [3,27]
	Antioxidant, insecticide or repellent [30]


	Chlorogenic acid [3]

	
	
	Caffeic acid [3]

	Matricin [3]
	Antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant [26,27]
	Chamazulene [3,6]


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

Bisabolol has been shown to promote the formation of granulation tissue in wound healing [35]. It has been found to reduce the amount of the proteolytic enzyme pepsin secreted by the stomach, without any changes in the amount of acid in the stomach, due to which it was recommended for the treatment of gastric and upper intestine diseases. It has also been reported to promote epithelialization and granulation, and to have a pronounced and antiphlogistic effect on edema [36].

The properties of chamomile are partly also due to its phenolic compounds [3]. Phenolic compounds are bioactive substances found in large quantities in food plants that are regularly consumed by humans. They are compounds that have a benzene ring, which may contain one or more hydroxyl groups (OH-), including their functional derivatives (esters, methyl ethers, glycosides) [37]. According to Gupta [38], eleven bioactive phenolic compounds were found in chamomile extract: herniarin and umbelliferone (coumarins), chlorogenic acid and caffeic acid (phenylpropanoids), apigenin, apigenin-7-O-glucoside, luteolin and luteolin-7-O-glucoside (flavones), quercetin and rutin (flavonols), and naringenin (flavanone).

Chamomile's anti-inflammatory capacity is mainly attributed to apigenin and its acetylated derivatives. In addition to their anti-inflammatory action, flavonoids are also known to play an important role in chemopreventive activity against ultraviolet, anti-tumor and sedative radiation [31,32]. It is also known that flavonoids act by inhibiting the release of histamine [35].

Chamazulene (7-ethyl-1,4-dimethylazulene) is an artefactual component formed under high temperatures and/or acidic matric conditions (procamazulene), which is present in the head of fresh flowers [4]. This compound characterizes the dark-blue color of chamomile oil and is related to its bactericidal, fungicidal, anti-inflammatory and antioxidant properties [26,27].

Herniarin and umbelliferone, derived from coumarins, represent approximately 0.1% of the total biochemical constituents of this medicinal plant; however, the amounts obtained from frequent consumption of teas are not insignificant [4]. Umbelliferone has a fungistatic action [36].

2.3 Formulations for use 

The use of medicinal plants has evolved from the simplest forms of local treatment, to the technologically sophisticated forms of industrial manufacturing. Chamomile is widely marketed as herbal tea, as well as in ointments, soaps, tinctures, and inhalations [26].

There are several ways of preparing chamomile. The dry powder of the chamomile flower is recommended and used for several types of health problems, ranging from infections and injuries to the lining tissues, to gastrointestinal disorders, to sleep problems. Medicinal ingredients are traditionally extracted from dried flowers, using water, ethanol or methanol as solvents, and the corresponding extracts are known respectively as aqueous or alcoholic extracts, such as ethanolic and/or methanolic [6].

Aqueous extracts, as in the form of teas obtained through infusions, contain very low concentrations of free apigenin, but include high levels of apigenin-7-O-glycoside [39]. Teas made from chamomile contain between 10-15% of the essential oil available in flowers [4]. Chamomile infusion (tea) is the most common therapeutic presentation and is used as an agent for washing or gargling in order to treat inflammation of the mucous membranes of the mouth and throat [39,40]. Chamomile tea sachets, containing pure chamomile flower powder or mixed with other popular medicinal herbs, are easily found and commercialized [6].

The mixture of a part of chamomile flower in four parts of water with 12% of grain alcohol is used for the preparation of chamomile tincture [6], since the use of the whole plant serves to formulate beers and medicinal herbal lotion for topical application [41]. 

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

2.4 General therapeutic uses

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

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

The literature shows it has been prescribed for dyspepsia, stomach disorders in general [1,6,42], diarrhea[1,6,42], nausea, inflammation of the respiratory and urinary tracts, hemorrhoids [6,42], menstrual disorders [1,6,42], anxiety, neuralgia, sleep disorders, toothache, rheumatic pain, burns, thrush [6], difficult to heal wounds [42], skin and mucosal conditions in general, including herpes zoster and boils, inflammation of the mouth, throat, eyes and ears [6,42], and even as an acaricidal and anti-tick agent [43].

2.5 Applications in Dentistry

In Dentistry, studies describe the use of M. recutita for infection control, mainly due to its antimicrobial action, and as a therapeutic agent for several types of oral disorders, as described below.

      2.5.1 Antimicrobial action

Albuquerque et al. [16], in an in vitro experimental study, evaluated the antimicrobial activity of M. recutita extract on the microorganisms present in dental biofilm. The authors compared the averages of the inhibitory halos formed in the cultivation of strains of Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus, and Lactobacillus casei after the action of 0.12% hydroalcoholic extract and chlorhexidine. According to the authors, although M. recutita at a concentration of 0.84 g/mL has antimicrobial activity, it was lower than that of 0.12% chlorhexidine, which was more effective in the antibacterial control of the strains investigated.

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

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

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

2.5.2 Anti-inflammatory and healing activity on soft tissues

2.5.2.1 Gingivitis

In 2009, Lucena et al. [40] evaluated the anti-inflammatory effect of M. recutita and chlorhexidine in patients with chronic gingivitis. In their study, the authors allocated 36 patients to three experimental groups, one using a mouthwash of chamomile extract diluted in 10mL of alcohol in ½ glass of water for each application, another with a mouthwash of 10 mL of 0.12% chlorhexidine, and one group using only brushing associated with flossing. The frequency of substance use was three times a day for one minute, during the entire period of the experiment, being evaluated on the 3rd and 7th days. The authors concluded that the rates of plaque and bleeding decreased significantly from the first to the second assessment in all groups. Chamomile showed efficacy comparable to chlorhexidine in the treatment of chronic gingivitis; however, it should be noted that the clinical presentation of chronic gingivitis can be reduced with oral hygiene guidance, dispensing with the use of chemical control.

A randomized clinical trial was conducted to determine the effectiveness of chamomile mouthwash compared to 0.12% chlorhexidine and a placebo solution (distilled water, 0.02 mg ascorbic acid and mint green tincture) in the treatment of gingivitis in 30 patients from 19 to 25 years of age. The Gingival, Plaque and Bleeding Index were evaluated before the mouthwash, 7 and 15 days after the use of the substances. In their results, the authors observed that both the use of chamomile mouthwash and 0.12% chlorhexidine after 15 days achieved a significant reduction in the rates evaluated compared to the placebo solution, with the difference that patients who used chamomile showed no adverse effects, which are known for long-term use of chlorhexidine, such as dental staining and dysgeusia [13].

Lins et al. [14] proposed to clinically evaluate the effect of mouthwash based on chlorhexidine and extracts from the aroeira medicinal plants (Schinus terebinthifolius) and chamomile (M. recutita) on bacterial plaque and gingivitis through a randomized clinical trial. The study included 59 patients diagnosed with chronic gingivitis seen at the Integrated Clinics of the Department of Dentistry of the State University of Paraíba. The Plaque Index (PI) and the Gingival Bleeding Index (GBI) were used on three occasions, these being on the first day of research, prior to the beginning of the use of the respective mouthwash; on the 7th day after starting treatment with the mouthwash; and on the 15th day after starting treatment with the mouthwash. The patients were instructed to mouthwash twice daily with the solution corresponding to their group, diluted in ½ cup (250mL) of water, 30 minutes after brushing their teeth in the morning and at night, for one minute.

The results of the PI and GBI showed that mouthwash based on mastic extract and chamomile proved to be effective in controlling plaque (p <0.001), as well as in the treatment of chronic gingivitis (p <0.001), with results similar to that of 0.12% chlorhexidine (p <0.001). However, to estimate which of these was more effective, the difference between the final and the initial moments of each group was calculated, culminating in the gross rate of reduction of the indices, with the chamomile mouthwash showing the greatest reduction in PI (1.03), and aroeira, the smallest reduction (0.70) [14].

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

In their findings, the authors observed that patients who received mouthwash with chlorhexidine or M. recutita exhibited a reduction in dental biofilm (p = 0.0001) and gingival bleeding (p = 0.003), compared to the placebo group. Both the chlorhexidine and M. recutita groups did not differ in relation to the visible PI (p> 0.05) and the GBI compared to the placebo group. In addition to these clinical findings, five patients in the chlorhexidine group reported burning or altered taste after 14 days of using the mouthwash, while the M. recutita was well tolerated and was not associated with any adverse effects [15].

2.5.2.2 Recurrent mouth ulceration (RMU)


Seyyedi et al. [18] conducted a randomized clinical trial to investigate the therapeutic effects of chamomile dye mouthwash in RMU. The authors evaluated patients diagnosed with aphthous lesions between the years 2008 to 2010. Of the 50 research participants, 25 were allocated to the chamomile group and the other 25 to the placebo group, being instructed to apply 10 drops of the solution assigned to them to the oral cavity, three times a day. After application, patients rinsed their mouths using mouthwashes for three minutes. After rinsing their mouth, patients were instructed to abstain from eating any food for half an hour. The patients were examined clinically after 2, 4 and 6 days and, in cases of persistent lesions, they continued to be examined weekly. The duration of healing, the number of lesions observed in each visit, the size of the lesions, possible side effects of the medication, pain and burning were recorded using a visual analog scale (VAS). Patients were instructed not to use any other medication during the study period.

According to the authors, the average number of lesions at the beginning of the study was 2.95 in the chamomile group and 2.67 in the control group, and after 6 days, during the fourth visit, the number was 1.3 in the control group and no lesions were observed in the chamomile group. Regarding pain and burning sensation on the fourth visit, using VAS, it was zero (no pain) in the chamomile group and 3.4 in the control group, with a statistically significant difference (p <0.001). The authors concluded that the group of patients who used chamomile had an accelerated healing process, since the remission of symptoms was already observed on the second visit. Thus, chamomile proved to be an effective agent for recurrent foot-and-mouth disease, can be used whenever appropriate [18].

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

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

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

In their results, the authors observed that the maximum duration and the established average daily degree of OM were significantly reduced in the treatment group (p <0.05). The use of herbal mouthwash led to significant improvements in pain intensity (p = 0.009), dry mouth feeling (p = 0.04), and dysphagia (p = 0.009). Other significant results included a reduction in the use of complementary drugs (p = 0.03), narcotic analgesics (p = 0.047), total parenteral nutrition (TPN) (p = 0.02), and the duration of TPN (p = 0, 03). The authors concluded that patients who received the herbal mouthwash, including chamomile, had fewer complications and symptoms associated with OM [11].

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

2.5.3 Action on mineralized tissues

Taking into account the known anti-inflammatory capacity of M. recutita on the soft tissues of the oral cavity, an experimental study with 76 rats evaluated the effects of chamomile on inflammatory response and alveolar bone resorption. In their experiment, the authors used a nylon suture ligature (3-0) positioned on the cervical of the left upper second molar, in a subgingival position on the palatal side and supragingival on the buccal side. The animals were allocated into four groups that received Tween® 80, a non-ionic detergent, or M. recutita extract at 10, 30 and 90 mg/kg per gavage, 30 minutes before placing the bandage and daily until the 11th day, when the animals were killed. The nylon thread around the upper second molar induced significant alveolar bone resorption from the 3rd day of ligation, reaching a maximum between days seven and eleven [19].

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

2.5.4 Xerostomia
A clinical trial conducted in 2016 by Morales-Bozo et al.[9] included 74 elderly patients, with the goal of determining the effectiveness of a natural saliva substitute, based on M. recutita and linseed, to relieve xerostomia, compared to the substitute of conventional saliva. The substitute for natural saliva was made from an infusion of 30 g of flaxseed and 1 g of chamomile in one liter of water, the seeds being removed through filtration, while a commercial agent based on carboxymethyl cellulose was used as the substitute for conventional saliva (2 mL, four times a day each). At the beginning of the experiment, the baseline data for the xerostomia of the participants was determined through the Fox survey, which assesses the degree of intensity of the xerostomia symptoms using a visual analog scale to assess its severity. In their results, the authors observed that the saliva substitute based on medicinal herbs promoted greater relief of dry mouth symptoms, a sensation of thick saliva and difficulty in swallowing compared to the conventional substitute (p <0.05)

2.5.5 Burning Mouth Syndrome

A report of two clinical cases of female patients, Caucasian, aged 68 and 59, with a burning mouth complaint, whose most affected areas were lips and tongue, both diagnosed with Burning Mouth Syndrome (BMS) was described in the literature. Both patients had high degrees of pain according to the VAS, with the first at degree 8 and the second at degree 9. The treatment proposed for both included ingesting a large volume of water and rinsing with unsweetened chamomile tea. It was advised that the tea be kept in the mouth for three minutes, four times a day, in association with cognitive therapy. During the reassessment, after 14 days, both reported a significant reduction in the burning sensation and improvement in general well-being. The new appointment on the VAS was 4 for the first patient described and 3 for the second. The established therapy was continued for one year, with visits every 15 days in the first two months, and monthly thereafter. According to the authors, taking into account the results achieved with the described cases, the use of chamomile mouthwash associated with cognitive therapy proved to be promising in the treatment of BMS [47].

FINAL CONSIDERATIONS

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

It is known that M. recutita has an antimicrobial, anti-inflammatory, healing action, among others. It is important that dental surgeons know the possible actions and benefits of this medicinal herb, as well as its possible formulations so that they can use it in their dental practice.
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APÊNDICE B - Ficha de análise morfométrica aplicada para coleta de dados do Artigo 1
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APÊNDICE C - Ficha da análise morfométrica do colágeno aplicada para coleta de dados do Artigo 1
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APÊNDICE D – Ficha da análise morfológica aplicada para coleta de dados do Artigo1
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APÊNDICE E - Ficha da análise morfológica das secções em HE aplicada para coleta de dados do Artigo 2
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APÊNDICE F - Ficha da análise morfométrica das secções em HE aplicada para coleta de dados do Artigo 2
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APÊNDICE G – Ficha da análise morfológica das secções coradas com Sírius Vermelho aplicada para coleta de dados do Artigo 2
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APÊNDICE H – Ficha da análise morfométrica das secções coradas com Sírius Vermelho aplicada para coleta de dados do Artigo 2
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ANEXOS

ANEXO A – Carta de Anuência do Laboratório de Neurociências do Instituto de Ciências da Saúde (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA %

INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE ity

CCARTA DE ANUENCIA

Eu, “REJANE CONCEIGAO SANTANA", na qualdade de responsavel pelo(a)
“BIOTERIO DO LABORATORIO DE NEUROCIENCIAS DO INSTITUTO DE
CIENCIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA", autorzo a reaiizagdo
da pesquisa intiuiada “EFEITO DA CAMOMILA NA CICATRIZAGAO DA
MUCOSA ORAL DE RATOS", cujo abjetivo & avalar o efeto da Chamomilla
Recutt (L) na cicatizagao de ferida ciirgica em lingua de ratos, a ser
conduzda sob a responsabiidade do pesquisador “GABRIELA BOTELHO
MARTINS E EQUIPE "; e DECLARO que o mesmo apresenta infraestrutura
necessaria a ealizagdo da referida pesquisa.

Salvador, 03 de abil de 2015,

‘Conceigao Santana

Coordenadora do Biotéro do Laboratsrio de Newrociéncias — ICSIUFBA
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ANEXO B - Carta de Anuência do Laboratório de Bioquímica Oral do Instituto de Ciência da Saúde (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).
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‘TERMO DE ANUENCIA

Dectro para os devidos fns que o Laboratsrio de Bioguimica Oral ests de.
‘acordo com a execugao do projeto "EFEITO DA CAMOMILA NA CICATRIZAGAO DA
MUCOSA ORAL DE RATOS', coordenado pela professora Gabriola Botolho
Martins e assume o compromisso de apoiar o desenvolvimento da referida
pesauisa nesta Instiuigao durante a realizagdo da mesma.

Esta insiiigdo esta cente de suas co-responsabildades como instiigdo
coparticipante do_presente projelo de pesauisa, & de seu compromisso
dispondo de infra-estutura necesséria para a execugdo do mesmo, cumprindo
‘a5 Resolugdes Elicas, em especial a Resolugdo 46612012 do CNS.

‘Salvador, 03 de Abril de 2018

Etistngola do Josus Campos

tingela Gl
Profa Adjunio do Boquimica
Coontenadors o Labaraton e Bamis Ol
‘eparament de Boquimica o Bafica
st oe Clncas ca Saue
Unversiiate Faes 0 Bana
‘Campus do Cancla

Laboratéio d Boquimica Oral Sala 400 - Instuto de Cidncias da Saide da UFEA
"Av. Retor Miguel Calmon, & — Vale do Canela, Campus 6o Canel,
Tel(71) 283.8891 - CEP: 40160100 - Salvador - Baia — Brasd





ANEXO C - Parecer do CEP do Instituto de Ciência da Saúde (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta Intitulada *AVALIACAO DO EFEITO DA CAMOMILA NA CICATRIZACAO DA MUCOSA ORAL DE RATOS",
protocolada 50b o CEUA n 3562050618, sob a responsabllidade de Gabriela Botelho Martins e equipe; Tila Fortuna Costa;
Jukana Borges de Lima Dantas: Rejane ConceigSo Santana; Gabriela Botelho Martins: Roberto Paulo Correia de Aradjo - que envolve
a producdo, manutenc3o efou utlzagBo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homenn), para fins
de pesquisa cientfica ou ensino - esté de 3cordo com os precetos Ga Lel 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6,899 de.
15 de juiho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controe da Experimentag3o Animal (CONCEA),
@ fol aprovada pela Comiss30 de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Sadde)
(CEUAICS.UFBA) na reunilo de 29/09/2018.

We certy that the proposal “EVALUATION OF THE EFFECT OF CAMOMILE IN THE HEALING OF ORAL MUCOSUS OF RATS", utiizing
108 Heterogenics rats (108 maies), protocol number CEUA 3562050618, under the responsibilty of Gabriela Botelho Martins
‘and team: Tila Fortuna Costa; Juliana Borges de Lima Dantas: Rejane Conceic3o Santana; Gabriela Botelho Martins; Roberto Paulo
Correia de Aradjo - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientiic research purposes or teaching - s in accordance with Law 11794 of
‘October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, a5 well as with the rules ssued by the National Councilfor Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Bahia (Heaith
Sclences insitute) (CEUAVICS.UFBA) in the meeting of 09/29/2018.

Finaiidade da Proposta: Pesquisa (Acadérmica)
Vigéncia da Proposta: de 09/2018 a 09/2019 Area: Ciéncias da Saode.
Origem: N30 aplicével biotério

Espéce:  Ratos heterogénicos sexo; Machos idade: 602 90 dias n~ 108
Linhagem: _Wistar Peso: 20023009

Local do experiment: O procedimento cirdrgico e os procedimentos de aplicag3 das medicagbes, bem como as aplicades do
laser ser3o reaizados em sala especiiica para manipulac3o de animais no Laborattrio de Neurociéncias do Insttuto de Ciéncias da
Saide da UFBA. As anslises das I3minas confeccionadas apds a morte dos animais acontecer3o no Laboratério de Bioquimica Oral
9o ICSIUFBA.

‘Salvador, 02 de outubro de 2018

%.u—,. Q-Q.:: SL. /é/‘e«w o= lluro

Dra. Luciana Lyra Casais-e Siva MSc. Marcos Borges Ribeiro
Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss3o de £tica no Uso de Animais
Universidade Federal da Bahia (instuto de Ciéncias da Sadde)  Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Sadde)
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ANEXO D – Comprovante de submissão do Artigo 1 para apreciação pelos revisores.
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