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RESUMO

KOVALIK, AC. Efeito da Malva sylvestris L. no reparo de lesdes palatinas. Estudo
em ratos. [Dissertacdo Mestrado em Clinica integrada]. Ponta Grossa:
Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2012.

A fitoterapia € uma terapéutica caracterizada pela utilizacdo de plantas medicinais
em suas diferentes formas farmacéuticas sem substancias ativas isoladas.
Estudos indicam que a Malva, planta da familia das malvaceas apresenta
potencial antimicrobiano e antiinflamatorio. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a
acao cicatrizante da Malva sylvestris em feridas na mucosa palatina. Foram
utilizados 136 ratos Wistar, 60 dias de idade, peso entre 270 e 300 g. Os animais
foram divididos em 4 grupos: Grupo 1- Controle; Grupo 2- Veiculo orabase
(gelatina, pectina e carboximetilcelulose em partes iguais; Grupo 3- Clorexidina
2% em gel natrosol; Grupo 4- Malva 20% em orabase. Ap0s anestesia uma ferida
na mucosa palatina foi confeccionada com um bisturi circular com extremidade
ativa de 4 mm de diametro. Apos a incisao circular o tecido mucoso foi removido
com um descolador de periésteo, deixando exposto o tecido 0Osseo. As
substancias foram aplicadas 2x/dia (50mg). O reparo das feridas foi analisada
através da avaliacdo de fotos digitais padronizadas do palato, sendo realizadas
medidas em mm? da &area da ferida. Também foram realizados cortes histolégicos
para analise histomorfométrica da porcentagem de epitelizacdo das margens
epiteliais em relacédo a extensédo palatina. Os periodos de avaliacdo foram de 0, 3,
7, 15 e 21 dias. Os dados foram analisados através de ANOVA e pos teste de
Tukey com o nivel de significancia 5%. Os resultados mostraram um padrdo
similar de reparo da mucosa entre todos os grupos, sendo as diferencas nao
significativas (p> 0,05). De acordo com a metodologia empregada foi possivel
concluir que o extrato de Malva sylvestris L. ndo apresentou efeito na modulacéo
do reparo de feridas na mucosa palatina de ratos.

Palavras-chave: Cicatrizacdo. Malva sylvestris L.. Fitoterapia.



ABSTRACT

KOVALIK, AC. Effects of Malva sylvestris L. in palate wound healing. Study in rats.
[Dissertacdo Mestrado em Clinica integrada]. Ponta Grossa: Universidade
Estadual de Ponta Grossa; 2012.

Phytotherapy includes several herbal preparations and herbal final products which
contain active substances or a combination of them with no synthetic compounds
and/or isolated constituents. Some studies have indicated Malva, Malvaceae plant
family has showed antimicrobial and anti-inflammatory potential. The aim of this
present study was to assess the wound healing effect of Malva sylvestris L. on a
palate mucosa wound. A hundred thirty-six rats (Rattus novergicus albinus —
Wistar), two month-old, weighing 270 to 300 g were used. After intraperitoneal
anesthesia, a 4 mm-diameter excisional wound was made (central area of palatal
mucosa), using a punch-out biopsy tool. Mucoperiosteal tissue was removed by
sharp dissection exposing a circular area of uncovered bone. Eight animals were
sacrificed immediately (baseline). The remaining rats were divided into 4 groups:
Group 1- Sham, Group 2- Orabase Vehicle (gelatin, pectin and
carboxymethylcellulose in equal parts), Group 3- 2% Chlorhexidine, Group 4-
Orabase 20% Malva. The agents were applied twice a day (50 mg). Experimental
periods were 3, 7, 15 and 21 days. The wound area was photographically
measured (mm?) considering the distance between the epithelium margins. The
data were analyzed by ANOVA and Tukey post-hoc test with a 5% significance
level. The results showed a similar healing pattern among the groups, with no
significant differences (p>0.05). According to the methodology it was concluded
that Malva sylvestris L. extract had no effect on wound healing in palatal mucosa
of rats.

Keywords: Wound healing. Malva sylvestris L.. Phytotherapy.
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1. INTRODUGCAO

A fitoterapia € a modalidade terapéutica caracterizada pela utilizacéo
de plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, no entanto, sem a
utilizagdo de substancias ativas isoladas, cuja abordagem incentiva o
desenvolvimento comunitario, a solidariedade e a participacéo social (World health
organization® 2008, Barros et al.? 2012, Calixto® 2000, Gasparetto et al.* 2012).

O wuso indiscriminado de plantas sem qualquer conhecimento
fitoquimico, farmacoldgico e principalmente toxicolégico é de grande preocupacgdo
para a saude. Isto acontece com a maioria das espécies vegetais consumidas pela
populacdo. A identificacdo correta destas espécies, sua forma de uso, posologia e
controle de qualidade também constituem questdes a serem resolvidas (Billeter et
al.”> 1990, Redzic et al.® 2005).

A malva (Malva Sylvestris L.) planta da familia das malvaceas,
apresenta propriedades antiinflamatorias gracas a substancias como as mucilagens,
antocianinas composto que também é anti-séptico e flavonéides. Bochechos com
cha das folhas sao utilizados para o tratamento de feridas na mucosa bucal
(Gasparetto et al.* 2012, Billeter et al.® 1990, Castilho et al.” 2007, Lima Junior e
Dimenstein® 2006).

Estudos para comprovar cientificamente a eficacia de fitoterapicos
Sao necessarios, pois além de estimular os pacientes e cirurgides-dentistas a adotar
plantas medicinais em seu esquema terapéutico, podem orientar a propria
populacdo sobre o uso adequado de tais substancias, conhecendo seus efeitos
reais, suas contra-indicacbes e seus riscos (World health organization® 2008,
Calixto® 2000, Franscico'® 2010).

O emprego de fitoterpicos s6 tem a contribuir para a saude de
quem o pratica, quando feito com critérios. Estes, por sua vez, referem-se a
identificagdo do quadro clinico (doenca ou sintoma), a escolha correta da planta a
ser utilizada e a sua adequada preparacdo e desta forma ampliar o acesso a
produtos e servicos aos usuarios do SUS, na perspectiva da integralidade da
atencao a saude.

O reparo ou a regeneracao tecidual apds procedimentos cirlrgicos
intra-bucais representa uma etapa critica para o paciente e para o profissional, pois

a extensa e constante colonizagdo por microrganismos. Em odontologia, a
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prescricdo de fitoterdpicos para uso tépico apOs procedimentos cirdrgicos, visando
reduzir a formagao do biofilme dental e minimizar os impactos do trauma mecanico
da mastigacédo, poderia assegurar ou acelerar a reparacado tecidual. Por isso, o
objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de reparo da Malva sylvestris em leséo

palatina confeccionadas cirurgicamente em ratos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

As plantas sdo mundialmente empregadas na medicina popular. O
reconhecimento de seu valor como recurso clinico, farmacéutico e econdmico tem
crescido progressivamente em Varios paises, 0s quais vém normatizando e
legislando acerca dos diferentes critérios de seguranca, eficacia e qualidade que
devem envolver esses produtos. Apesar do amplo uso dos agentes fitoterapicos, até
hoje sdo escassos o0s estudos sobre as suas constituicdbes quimicas, atividades
biolégicas e mecanismo de acdo (World health organization' 2008, Farnsworth et
al.'* 1985, Marchese et al.*? 2004, Medeiros et al.™® 2004).

O Brasil é o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo,
demonstrando o potencial do pais no desenvolvimento da fitoterapia, pois as plantas
sao importantes fontes de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais
sdo principios para sintese de um grande numero de farmacos como xarope de
Melagrido, xarope de Guaco, Ginseng, Pasalix e Soyfit (repositor hormonal
feminino). Segundo a ANVISA, h4 36 medicamentos fitoterapicos de registro
simplificado (BRASIL' 2008) e a empresa farmacéutica Herbarium possui 40 tipos
de medicamentos fitoterapicos disponiveis comercialmente (Herbarium®® 2012).

Pesquisadores da é&rea de produtos naturais mostram-se
impressionados pelo fato das plantas medicinais revelarem uma grande diversidade
de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e biolégicas (Lima Junior e
Dimenstein® 2006, Medeiros et al.*® 2004, Lorenzi e Abreu Matos*® 2008, Carvalho et
al.'” 2008).

Para ser classificada como medicamento fitoterdpico, a planta
medicinal devera passar por alguns critérios. O primeiro deles é a definicdo de
fitoterapicos, em que um medicamento é assim considerado, apenas quando sdo
obtidos empregando-se exclusivamente derivados de drogas vegetais, como extrato,
tintura, 6leo, cera e suco. Uma planta medicinal ou suas partes constituintes jamais
recebera registro como medicamento fitoterapico. Além disso, o fitoterapico deve ser
seguro, ter seu efeito terapéutico comprovado e sua composicdo padronizada.
Estudos técnico-cientificos, pré-clinicos e clinicos deverdo ser realizados
previamente e seus resultados publicados para validar sua eficicia e seguranca. A

qualidade é determinada através do controle da matéria-prima, do produto acabado,
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embalagem adequada, com formulagcdo farmacéutica e estudos de estabilidade
(BRASIL'® 2004, Ameh et al.*® 2010).

Desde 1978, a OMS incentiva os investimentos publicos em plantas
medicinais, devido aos altos custos dos produtos sintéticos, o que estimulou a
criacdo de leis para regularizar esta pratica em 104 paises (World health
organization® 2008). A primeira iniciativa brasileira nesse sentido foi a criacdo da
Central de Medicamentos (Ceme) em 1982 (extinta em 1991), que implantou um
programa para pesquisar as plantas de uso popular existentes no Brasil, com o
objetivo de obter possiveis substancias ativas que servissem para o preparo de
fitoterdpicos. Em 2006 foi criado o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, com o objetivo de “garantir a populagao brasileira o acesso seguro e o
uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional”
(BRASIL? 2007).

Quanto a legislacdo, em 16 de marco de 2004 a ANVISA divulgou
uma série de documentos que regulamentaram os medicamentos fitoterapicos no
Brasil através da publicacdo da resolucdo RDC n° 48 (BRASIL*' 2004) “Registro de
medicamentos fitoterapicos”, a RE n° 88 (BRASIL?® 2004) “Lista de referéncias
bibliograficas para avaliacdo de seguranga e eficacia dos fitoterapicos”, RE n° 89
(BRASIL?® 2004) “Lista de Registro Simplificado de Fitoterapicos”, a RE n° 90
(BRASIL?* 2004) “Guia para a realizacéo de estudos de Toxicidade pré-clinica de
fitoterapicos”, RE n° 91 (BRASIL® 2004) “Guia para realizacdo de alteragées,
inclusdes, notificacdes e cancelamentos poés-registro de Fitoterapicos”. Em 22 de
junho de 2006, o decreto n° 5.813 (BRASIL?® 2006) aprova a “Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos”. Em 11 de dezembro de 2008 a Resolugdo RDC
n° 95 (BRASIL?’ 2008) regulamentou o texto de Bula de medicamentos fitoterapicos
e finalmente em 11 de dezembro de 2008 a Instrugdo normativa n® 5 (BRASIL®
2008) determinou a publicagdo de “Lista de Medicamentos Fitoterapicos de
Registro”.

Atualmente h& 500 fitoterapicos registrados no Brasil. A ANVISA tem
o papel de regulamentar todos os medicamentos, incluindo os fitoterapicos, além de
fiscalizar as industrias produtoras de medicamentos com o intuito de proteger e
promover a saude geral da populacdo. O primeiro passo para comercializar um

medicamento fitoterapico é a obtencéo do registro dos derivados obtidos da matéria
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prima ativa da planta junto & ANVISA (BRASIL* 2004). Para isso é necessario que a
empresa notifique previamente a producdo de lotes-piloto de acordo com o "Guia
para a notificacdo de lotes-piloto de medicamentos”, publicado pela ANVISA na IN
06, de 18 de abril de 2007 (BRASIL?* 2007 ). Posteriormente uma série de
documentos deve ser anexada ao processo de solicitagdo do registro, incluindo
relatério técnico, relatério de producdo e controle de qualidade, relatério de eficacia
e seguranca.

Para justificar a aplicabilidade terapéutica da planta, um extenso
levantamento bibliogréfico deve também ser anexado ao processo, incluindo estudos
etnofarmacoldgicos, técnico-cientificos e ou publicacbes para avaliar indicagbes de
uso episdédico ou para curtos periodos de tempo; coeréncia em relacdo as
indicacBes terapéutica propostas, possibilidade de toxicidade ou de grupos ou
substancias quimicas toxicas e comprovacao de uso seguro por um periodo igual ou
superior a 20 anos (Neto et al.*° 2006, Carvalho et al.** 2007).

Portanto, as solicitacdes de registro de medicamentos fitoterapicos
passam por criteriosa analise técnica e geram o maior indice de indeferimentos de
solicitac6es de registro da area de medicamentos na ANVISA: 43%. Esse valor é
maior do que o praticado para medicamentos genéricos e similares (23,4%) e para
medicamentos novos (13%), demonstrando a rigidez do controle na liberagéo desses
medicamentos para a populacdo (BRASIL*? 2010)

Prescrever fitoterdpicos ndo € uma tarefa tdo simples. Além dos
dados minimos e essenciais de uma receita, como nome do profissional, profisséo e
especialidade e numero do registro de conselho de classe, também devera constar o
nome popular seguido do nome cientifico da planta, modo de preparo com
guantidades especificas, posologia e tempo de uso, seguido de data, assinatura ou
carimbo profissional, endereco e telefone do profissional. E 0 mais importante é o
conhecimento do profissional acerca das indicacfes especificas dos fitoterapicos em

sua area (Panizza® 2010).
2.1. FITOTERAPICOS NA ODONTOLOGIA
Apesar de encontrarmos relatos na literatura de plantas medicinais

utiizadas no tratamento de afeccbes bucais, tendo estas propriedades

antiinflamatodrias, antihemorragicas, analgésicas e cicatrizantes, os fitoterapicos
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praticamente ndo sdo os medicamentos de escolha nos servicos publicos e em
consultorios particulares de atendimento odontol6gico. Dentre os motivos, além do
pré-conceito, a falta de estudos clinicos que comprovem a eficacia e a seguranca
clinica desta modalidade terapéutica e o desconhecimento sobre o assunto por parte
dos profissionais geram inseguranga no momento da prescricdo (Lima Junior e
Dimenstein® 2006, Franscico™® 2010, Oliveira et al.** 2007, Soyama® 2007),

Castilho et al.* (2007) realizaram um levantamento das plantas
medicinais com potencial uso odontolégico em diversos paises, identificando 44
diferentes plantas cujas pesquisas in vitro ou in vivo demonstraram ser efetivas
contra caries, doencas periodontais, candidiase ou estomatite (Quadro 1).

Outra revisdo sobre as espécies indicadas para o tratamento de
afeccBes odontoldgicas foi realizada por Oliveira et al.*® 2007. Foram identificadas
132 espécies vegetais pertencentes a diferentes familias em livros e artigos
cientificos. Dentre as plantas medicinais mais indicadas estdo: roma (Punica
granatum L.) com 10 citagbes, a malvavisco (Althaea officinalis) com 8 citacdes,
Salvia (Salvia officinalis L.) com 8 cita¢@es, caléndula (Calendula officinalis L.) com 8
citacbes, a malva (Malva sylvestris L.) com 7 citacbes e a tanchagem (Plantago
major L.) com 6 citagcbes. As formas farmacéuticas mais empregadas para a
utilizacdo destas plantas foram: decocto, infusdo, gargarejo e cha. Em menor
frequéncia foram citadas: emplastro, maceracéo, tintura e creme topico. Porém, os
autores concluem que apesar da utilizacdo ja difundida ainda faltam estudos
cientificos para comprovar sua eficacia em afec¢cdes odontoldgicas.

Foi realizado um levantamento de dados incluindo plantas
medicinais com propriedades ansioliticas e irrigantes endoddnticos (Groppo et al.*
2008) além das propriedades acima citadas (Quadro 1). Estes autores destacam que
sdo necessarios estudos clinicos para assegurar a eficacia e a seguranca, efeitos
colaterais, toxicidade e interagdes entre as mesmas.

Dentre as plantas medicinais mais utilizadas por usuarios do servi¢o publico e
privado odontolégico de Jodo Pessoa na Paraiba estdo a roma (Punica granatum
L.), 6leos essenciais do cajueiro roxo (Anacardium occidentale L.) e do jua (Zizyphus
joazeiro), da horteld da folha grauda (Plectrantus amboinicus Lour) e aroeira
(Schimus terebinthifolius), porém, somente um cirurgido dentista indicou o uso de
plantas (Santos et al.*” 2009).
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Nome comum (nome cientifico]

Atividade

Doenca

Autores, ano

(Macleya cordata)

abacate (Persea americana)
acafrdo (Curcuma xanthorrhiza
Roxb.)

alecrim-do-campo (Naccharis
dracuncufolia)

alecrim-pimenta (Lippia
sidoides Cham)

alfazema (Lavandula officinalis)
alho (Allium sativum)

aloe vera (Asphodelaceae Juss)

amendoeira (Terminalia
glauscescens)

anis-estrelado (lllicium verum
Hook.)

arak (Salvadora pérsica)

arnica (Arnica montanaL.)
bardana (Arctium lappa)
caléndula (Callendula
officinalis L.)

camomila (Matricaria camomilla
ou Matricaria recutita L.)
canela-da-china
(Cinnamommum céssia)
capim-cheiroso (Cymbopogon
citratus)

casca do tem (Massularia
acuminat)

cebola-de-cabeca (Allium
cepa)

centela (Centella asiatica)+
roma

cidrao (Aloysia triphyll)
cranberry

Antiinflamatério

previne efeitos IL-1
Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antiinflamatério

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano, Antiinflamatério,
Cicatrizante

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano e Antiinflamatoério
Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano Antiinflamatério
Antiinflamatério

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Cicatrizante

Antimicrobiano
Antimicrobiano

cérie, gengivite
Periodontite

Estomatite

cérie e periodontite
Gengivite

Periodontite

carie e periodontite
periodontite, gengivite, afta,
osteite alveolar
periodontite

periodontite

cérie e gengivite
periodontite

medicac¢ao intracanal
periodontite

gengivite, remocéo da smear layer
dos canais radiculares
candidiase

candidiase

periodontite

cérie e periodontite

periodontite

cérie e periodontite

Khalessi et al., 2005;
Kut-Lasserre et al., 2001;
Rukayadi et al., 2006;

Leitdo et al. 2004; Tarakada et al. 2004;

Soukoulis et al., 2004;

Tarakada et al., 2004;

Elnima et al., 1983; Groppo et al. 2002; Bakri & Douglas
Scherer et al., 1998; Kaim et al., 1998; Wynn, 2005;
Sote and Wilson, 1995; Taiwo et al., 1999;

lauk , 2003;

Al-lafi & Ababneh 1995; Almas, 2001; Almas, 2002; Alm
zeid 2004; Al-Otaibi et al., 2004; Khalessi et al. 2005;
lauk , 2003;

Pereira et al., 2005; Gentil et al., 2006;

Blumenthal et al., 2000; Shultz et al., 2002; lauk
,2003; Sartori et al., 2003; Falcao et al., 2005;

Pannuti et al., 2003; Pistorius et al., 2003; Sadr-Lah
al., 2006; McKay & Blumberg, 2006;

Giordani et al., 2006;

Schuck et al., 2001;

Sote and Wilson, 1995; Taiwo et al., 1999;

Kim, 1997;

Sastravaha et al., 2005;

Sartoratto et al., 2004 ;
Koo et al., 2006;

Quadro 1. Plantas medicinais com potencial de utilizacdo para a cura de afec¢bes bucais.
Fonte: Castilho et al.” (2007) e Groppo et al.*® (2008).

(continua)




28

cominho (Carum carvi))
cravo (Eugenia caryophyllus)
cravo-da india (Syzygium
aromaticum)

equinacea (Equinacea purpurea)
erva-de-sdo-joao (Hypericum
termum)

erva-do-diabo (Plumbago
scadens)

Eucalipto

garcinia (Garcinia manii)
guaco (Mikania laevigata)

hamamelis (Hamamelis vrginiana
L.)
hortela-pimenta (Mentha piperita)

lavanda (Lavandula angustidlia)
magnolia (Magnolia officinalies)
malva (Malva sylvestris L.)

malvavisco (Althaea officinalis)
mamona (Ricinnus communis)

mandinga (Fagara
zanthoxyloides)

Manga (Mangifera indica)
manuka (Leptospermum
scoparium)

maracuja (Passiflora incarnata)
melaleuca (Melaleuca alternifélia)

melissa (Melissa officinalis)
mirra (Commiphora myrrha)

Antimicrobiano
Antimicrobiano
Antimicrobiano

Estimula a resposta imune
Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano, Antiinflamatério,
Analgésico

Antimicrobiano

Antimicrobiano, Antiinflamatorio,
Analgésico

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano,

Antiinflamatério

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano
Antimicrobiano

Ansiolitico
Antimicrobiano,
Antiinflamatério
Ansiolitico
Antimicrobiano

gengivite
gengivite
periodontite e candidiase

ceriodontite
candidiase

candidiase

ceriodontite
carie
carie

periodontite
gengivite, candidiase

candidiase

carie e periodontite
periodontite, gengivite e
estomatite

periodontite

cérie, periodontite e medicacao
intracanal

periodontite

periodontite
periodontite

calmante
carie e gengivite

calmante
gengivite

Pannuti et al., 2003; Pistorius et al., 2003; 2003;
Pistorius et al., 2003;

Feres et al., 2005; Taguchi et al., 2005; Barreto Et al.,
2005;

Pannuti et al.,, 2003; Pistorius et al., 2003;
Fenner et al., 2005;

Paiva et al., 2003;

Tarakada et al., 2004;

Addai et al. 2002;

Mouréo et al., 1999; Suienaga et al., 2002; Yatsuda et
al. 2005;

lauk ,2003;

Pannuti et al.,, 2003; Pistorius et al., 2003;
Sartoratto et al., 2004;

D'Auria et al., 2005;

Hoo et al. 2001; Huang et al. 2004,

Torres et al., 2000; Buffon et al., 2001;

lauk ,2003;

Merkle and Higuchi, 1980; Mordenti et al., 1982; Ferreirg
2002;

Sote and Wilson, 1995; Taiwo et al., 1999;

Bairy et al., 2002;
Tarakada et al., 2004;

Dhawan et al., 2001;

Groppo et al. 2002; Hammer et al.2003; Takarada et
al. 2004; Soukoulis et al. 2004;

Kennedy et al., 2004;

Pannuti et al., 2003; Pistorius et al., 2003;

Quadro 1. Plantas medicinais com potencial de utilizacéo para a cura de afec¢ées bucais.
Fonte: Castilho et al.” (2007) e Groppo et al.*® (2008).

(continua)
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neem (Azadirachta indica A.
Juss)

nozes (Junglandaceae regia)
noz-moscada (Myristica fragrans
Houtt.)

6leo de eucalipto

Gleo de laranja

perilla

pluméria (Plumeria acuminate)
propolis (Hyptis divaricata)

prunela (Prunela vulgaris)
roma (Punicagranatum)

saido (Kalanchoe brasiliensis)
sélvia (Salvia officinalis L.)
sanguinéria (Sanguinaria
canadensis)

soja (Glycine Max L.)

tanchagem (Plantago Major L.)
toothbrush tree (Streblus asper)

tremoco (Lupinus albus)

tribulus (Tribulus terrestris L.)
valeriana (Valeriana offficinalis)
vassourado (Vernonia
amygdalina)

Antimicrobiano

Antimicrobiano
Antimicrobiano

Solvente
Solvente
Antimicrobiano
Antiinflamatério
Antimicrobiano,
Antiinflamatério

Antiinflamatorio
Antimicrobiano, Antiinflamatério

Antiinflamatorio
Antimicrobiano, Antihemorragico
Antimicrobiano

Previne efeitos deletérios da IL-
1R

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Inibe MMPs 1, 2, 3,7,9 e 13,
TIMPs 1, 2

Antimicrobiano

Ansiolitico

Antimicrobiano

carie

carie

cérie

remocao do cimento endodontico
remocé&o do cimento endodéntico
cérie e periodontite

sinais de inflamacéo

cérie, periodontite, candidiase,
medicacao intracanal

gengivite

periodontie, candidiase e estomatite
sinais de inflamacéo

periodontite, gengivite
remineralizacdo, gengivite
periodontite

periodontite, estomatite
cérie, estomatite

periodontite
estomatite

calmante
periodontite

Butterworth & Morgan 1971; Kou et al. 1990;
Shumutterer 1990; Vanka et al., 2001;

Almas & Al-lafi 1995; Jagtap & Karkera, 2000;
Chung et al., 2006;

Hansen, 1998;

Oyama et al., 2002; Martos et al., 2006;

Yamamto & Ogawa 2002;

Gupta et al., 2006;

Park et al., 1998; Yanagida et al., 2000; Koo et al., 1999
2002; Ota et al., 2001; Gebaraa et al., 2003; Silva et al.,
Murata, 2004; Hayacibara et al., 2005; Duarte et al., 200
Bruschi et al., 2006; Oncag et al., 2006;

Khalessi et al., 2005

Vasconcelos et al., 2003; Pereira, 2004 e 2006;
Sastravaha et al., 2005; Ricci et al., 2006;

Mourdo et al., 1999; Koth et al., 2002; Esteves et al.,
2005;

Pannuti et al., 2003; Pistorius et al., 2003; Feres et
al., 2005;

Southard et al., 1987; Harper et al.,1990; Tenenbaum
et al.,1999; Hong et al., 2005;

Kut-Lasserre et al., 2001;

Buffon et al., 2001, Farias et al., 2002; Bieski, 2005;
Triratana & Thaweboon 1987; Wongkham et al. 2001;
Taweechaisu-papong et al., 2006;

Gaultier et al., 2005;

Zhang et al., 2006;
Riedel et al., 1982; Houghton, 1999; Wheatley, 2005;
Sote and Wilson, 1995; Taiwo et al., 1999;

Quadro 1. Plantas medicinais com potencial de utilizacdo para a cura de afec¢des bucais.
Fonte: Castilho et al.* (2007) e Groppo et al.? (2008).

(concluséo)
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2.2. MALVA SYLVESTRIS L.

A Malva sylvestris L. planta herbacea pertencente a familia da
Malvaceae Juss (Figura. 1) cresce espontaneamente em quase toda Europa, sua
regido de origem, além do norte da Asia, Africa e regido mediterrdnea onde é
amplamente distribuida. Adapta-se a solos diversificados devido a facilidade de
penetracdo de suas raizes, principalmente em climas temperados. No Brasil é
cultivada principalmente na regido sul (Lorenzi e Abreu Matos'® 2008, Alonso®
1998).

As flores e folhas da Malva sylvestris vém sendo adotadas
mundialmente em farmacopéias ha anos(Redzic et al.® 2005). Suas propriedades
antimicrobianas, antiinflamatoérias e cicatrizantes conferidas as flores e folhas desta
planta se devem aos principais metabdlitos encontrados que sdo as mucilagens
(15% a 20%), antocianinas, flavondides, taninos, derivados de antraquinonas,
pectinas, amido, sacarose, glicosideos, vitaminas A, Bl, B2 e C, substancias
minerais, gorduras, além de acidos p-cumarinico, clorogénico e cafeico (Billeter et
al.° 1990, Alonso®® 1998, Classen e Blaschek®® 1998, Farina et al.”> 1995, Cutillo et
al.*! 2006, Conforti et al.** 2008).

Dentre as 49 plantas com potencial antimicrobiano utilizadas no
estado do Rio Grande do Sul a Malva sylvestris foi citada. Na avaliacédo
microbiolégica realizada em difusdo em &gar com Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae 0 extrato metandlico da malva
mostrou atividade somente em relagdo ao Saccharomyces cerevisiae cujo halo
formado foi ente 8 e 11 mm (Coelho de Souza et al.** 2004).

Na Turquia, a Malva sylvestris L. também foi avaliada entre as 16
plantas utilizadas na medicina tradicional com atividade antimicrobiana do extrato
etandlico. As cepas bacterianas selecionadas para o teste foram: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris, Bacillus cereus, Mycobacterium smegmatis, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris e Micrococcus luteus, além das
leveduras de Candida albicans, Kluyveromyces fragilis e Rhodotorula rubra. A malva
apresentou atividade moderada contra o0s microrganismos testados quando

comparada aos antibidticos padrdes. A média do didametro do halo de inibicéo foi de
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11 mm e os microrganismos sensiveis foram: Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus e Mycobacterium
smegmatis, podendo ser empregada para protecao contra algumas bactérias (Dulger
e Gonuz* 2004).

Também foi observada a atividade antioxidante e antibacteriana dos
compostos fendlicos dos extratos de plantas utilizadas como chas na regido
sudoeste do estado do Paranda. As plantas testadas foram: arruda (Ruta graveolens),
camomila (Matricaria chamomilla), macela (Achyrocline satureioides), alcachofra
(Cynara scolymus), erva-mate (Llex paraguariensis), tanchagem (Plantago major),
malva (Malva silvestris), salvia (Salvia officinalis), capim-limdo (Cymbopogon
citratus) e alecrim (Rosmarinus officinalis). Foram preparados extratos aquosos e
etandlicos a partir de 10 g de cada planta seca e triturada. A atividade
antimicrobiana foi testada através de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosas, Bacillus cereus e Bacillus subtilis. O extrato aguoso da malva
apresentou atividade antioxidante acima de 97% e o extrato etandlico em torno de
85%, porém, em relacdo a atividade antimicrobiana, o halo de inibicdo formado (3
mm) estava presente somente ao redor da cepa de Staphylococcus aureus (Asolini
et al.*® 2006).

A capacidade antifungica da malva foi avaliada em extrato aquoso
juntamente com Anthemis nobilis L. (camomila), Cinnamomum verum J. Presl.
(canela), Lavandula stoechas L. (lavanda fresca), Arlium sativum L. (alho) e Mentha
piperita L. (horteld-pimenta). Diferentes concentracbes destas plantas foram
adicionadas ao agar dextrose de batata (PDA) para analisar o diametro das coldnias
de Aspergillus candidus, Aspergillus Niger, Penicillium SP. e Fusarium culmorum. Os
extratos mais concentrados de camomila e de malva inibiram totalmente o
crescimento dos fungos, sendo que a malva apresentou efetividade superior uma
vez que apresentou o mesmo resultado em concentragdes inferiores. Os autores
concluiram que a Malva sylvestris possui excelente atividade antifingica in vitro
(Magro et al.*® 2006).

A atividade bacteriostatica das antocianinas presentes na Malva
sylvestris foi testada observando-se a inibicdo do crescimento de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Aspergillus niger em meio de cultura solido e liquido. As
concentracdes de antocianinas empregadas foram: 10, 20 e 30 g.L™, sendo o halo

de inibicdo de 6, 13,5 e 16 mm respectivamente em meio sélido. A inibicdo ocorreu
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somente para crescimento de Staphylococcus aureus em ambos os meios de
cultura, demonstrando ainda um padrao de inibicdo dependente da concentracdo de
antocianina, confirmando sua capacidade bacteriostatica (Cheng e Wang*’ 2006).

A atividade antiinflamatoria local da Malva sylvestris foi testada pela
necessidade de estudos pré-clinicos e clinicos. Foi induzido edema de pata em ratos
com aplicagéo de carragenina a 1% e posterior aplicacdo do veiculo hidrossolavel do
creme, indometacina a 2% e creme de malva a 2%, 5% e 20% entre a 12 e 42 hora.
Houve reducéo significativa do edema na 32 h com a utilizacdo do creme de malva a
5% sendo este efeito superior a indometacina 2%. N&o houve redugéo significativa
pela aplicacdo de cremes de malva a 10 e 20%. Este estudo comprovou a eficacia
do uso tépico da malva em relacéo a atividade antiinflamatéria em ratos (Chiclana et
al.*® 2009).

Um estudo comparativo sobre o potencial nutricional e farmacoldgico
das folhas, flores frutos imaturos e caule florescido a Malva sylvestris confirmou seu
potencial como planta medicinal. De todos os componentes da planta, as folhas
possuem o melhor potencial terapéutico devido a propriedade antioxidante incluindo
a reducao de radicais. Isto ocorre pela abundancia de flavonodides, além de fenais,
carotenoides, tocoferdis, acido linoléico e minerais. As flores séo ricas em &cido
ascorbico, carboidrato e principalmente acucares como frutose e glucose. As frutas
possuem menor potencial nutraceutical devido a baixa concentracdo das
substancias acima citadas. Baseado na composicdo, este estudo demonstra a
capacidade antimicrobiana e antiinflamatéria da planta (Barros et al.*® 2010).

Foi comparada a eficacia do extrato da Malva sylvestris, Plantago
major e Curcuma zedoarea com digluconato de clorexidina a 20% sobre o cultivo de
bactérias coletadas do biofilme dental de 37 amostras. Os resultados mostraram que
0S extratos tiveram inibicdo total e parcial em torno de 60% comparado a 100% de
inibicdo pela clorexidina. As bactérias que cresceram no interior do halo eram
transitrias, ndo sendo, portanto, significativas para o desenvolvimento de lesdes
cariosas e de doencgas periodontais. Os autores concluiram que as plantas testadas
demonstram potencial antimicrobiano, porém, mais estudos devem ser conduzidos
para confirmar estes resultados (Buffon et al.>® 2001).

Um estudo in vitro foi conduzido para analisar a acdo antioxidante da
Malva sylvestris através do nivel de absorbancia de DPPH (1,1-Diphenyl-2-

aPicrylhydrazyl) e de NBT (Nitroblue Tetrazolium) apos a decocgéo das folhas e
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flores. Posteriormente 80 animais divididos em 4 grupos receberam tratamento
durante 15, 30, 60 e 90 dias demonstrando que a preparagcédo com esta planta possui

excelente atividade antioxidante, novamente devido a elevada quantidade de

flavondides em suas folhas, o que propicia seu potencial antiinflamatoério (Marouane
etal.> 2011).

Figura 1. Folhas da Malva sylvestris L.

Figura 2. Flores da Malva sylvestris L.

Devido a rica composicdo em flavondides e taninos a Malva
sylvestris L. pode ser indicada para o tratamento de afec¢des bucais como abscesso
dento-alveolar, gengivite, lesées mucosas, aftas(Gasparetto et al.* 2012, Guarrera®
2005) além de ja estar registrada na ANVISA como fitoterapico, classificada como
demulcente de uso oral, indicado para o tratamento de inflamac¢des orofaringeas
(Carvalho et al.*” 2008).

2.3. LESOES: MUCOSA BUCAL

Ha diversas formas de provocar alteracbes na mucosa bucal,
incluindo agresséo fisica direta como cortes, queimaduras, ulceracdes decorrentes
de radiacéo, irritagcdo quimica ou a prépria colonizagdo por microrganismos, além de
exodontias e cirurgias de implantes e mucogengivais (Nanci e Ten Cate® 2008).

Dependendo da extenséo linear e da profundidade a resolucédo das
feridas em mucosas bucais podera ocorrer por primeira intencdo (cirurgias
periodontais a retalho e colocacdo de implantes) ou por segunda intencdo como
ocorre ap6s exodontias (Peterson® 2005, Nemcovsky et al.>®> 2000)
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O reparo por segunda intengdo ocorre em casos em que a leséo
possui maior extensdo epitelial em largura e profundidade, sem que seja possivel a
coaptacdo de suas bordas, podendo até mesmo ocorrer a exposicdo da tabua
O0ssea. Consequentemente ha necessidade de neoformacédo tecidual extensa. Um
exemplo tipico deste tipo de reparo sdo as cirurgias de enxerto gengival livre, retalho
pediculado e gengivectomia (Nemcovsky et al.>® 2000, Farnoush®® 1978, Del Pizzo et
al.>’ 2002). Neste caso, o intervalo de tempo necessario para que o fechamento da
ferida ocorra é praticamente o dobro, podendo cada uma das fases serem alteradas
prejudicando a sua conclusao (Del Pizzo et al.>’ 2002, Guo e DiPietro®® 2010).

Dentre os fatores que alteram o reparo tecidual, além dos aspectos
sistémicos como diabetes, obesidade e uso cronico de alguns medicamentos, a
contaminacgao bacteriana e a alteracéo da fase inflamatéria por trauma mecéanico ou
quimico sdo consideradas os responsaveis por este processo (Guo e DiPietro®®
2010)

Neste caso, a indicacdo do uso topico como medicamento
fitoterapico na fase pds-operatoéria, pode contribuir de forma significativa para reduzir
a formacdo de biofilme dental favorecendo ou acelerando a neoformacao tecidual
(Kozlovsky et al.>® 2007, Hammad et al.®° 2011).

2.4. TECIDO MUCOSO PALATINO

A cavidade bucal apresenta discretas diferencas em relacdo ao
epitélio formado (Tabela 2).

O palato representa anatomicamente o assoalho da cavidade nasal
e o teto da cavidade bucal. E recoberto por epitélio escamoso estratificado que pode
se apresentar ortoqueratinizado ou paraqueratinizado. Além do epitélio bucal os
tecidos que recobrem o palato sdo a lamina propria (camada de tecido conjuntivo)
cujas papilas interdigitam-se entre as cristas epiteliais formando uma juncao
separada pela lamina basal que aparece como uma monocamada sem estruturas
(Nanci e Ten Cate®® 2008, Cornelissen et al.®* 1999).

A mucosa €é aderida ao tecido 6sseo palatino através do
mucoperiésteo, que € formado por uma camada frouxa de gordura ou de tecido

conjuntivo glandular, contendo nervos e vasos sanguineos principais que gera
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Regiao Epitélio Lamina prépria Submucosa

Mucosa de revestimento

Mucosa labial e bucal Espesso, Papilas de TC Presente, com TA e
nao-queratinizado  arredondadas e GSMe com forte
irregulares, algumas insercéo nos
fibras elasticas, musculos
vascularizacdo extensa
Mucosa alveolar Delgado, Papilas de TC algumas Presente, com GSMe
ndo-queratinizado  vezes ausentes, muitas e muitas fibras
fibras elasticas elasticas; insercao
vascularizacdo extensa frouxa em musculo ou
0SSO
Assoalho da cavidade Extremamente Suprimento  vascular Presente. Assoalho:
oral e face inferior da delgado, extenso adiposa e associada
lingua nado-queratinizado as GSuM e SuL;

Frouxamente inserida
em 0sso /ou musculo.
Inferior da lingua:
delgada e firmemente

inserida em musculo

Palato mole Delgado Espessa com Extremamente

N&o-queratinizado  numerosas papilas de delgada com TA e
TC e camada elastica GSMe; insercao firme

distinta em musculos
adjacentes
Mucosa mastigatdria
Gengiva inserida Espesso Elevada, papilas de TC Ausente
Principalmente estreitas,vascularizagéo

paraqueratinizado, extensa atuando como
ortoqueratinizado mucoperiésteo
em algumas partes
Palato duro Espesso Parte medial: pregas Presente somente
ortoqueratinizado palatinas transversas e nas porcdes laterais.
rafe  atuando como A  parte  anterior
mucoperiosteo apresenta TA e a
posterior GSMe.
Ausente na parte
medial, nas pregas
palatinas transversas

e na rafe
Mucosa especializada
Superficie  dorsal da Espesso Papilas longas, GSMe N&o ha camada
lingua Epitélio na porcao posterior; distinta; a mucosa
gueratinizado e rica em inervacdo esthd aderida ao TC
ndo-queratinizado, principalmente proximo que cerca a

com 3 tipos de aos botBes gustativos,; musculatura da lingua
papilas linguais e plexo papilar na

algumas com camada papilar,

botdes gustativos grandes vasos

Quadro 2. Diferencas regionais da mucosa bucal.

Fonte: Nanci e Ten Cate™ (2008).

Nota: TC - tecido conjuntivo, TA - tecido adiposo, GSMe — glandulas salivares menores, GSuUM —
Glandulas Submandibulares, GSuL- Glandula sublingual.
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uma insercdo firme e inelastica. Diferentemente da pele, a mucosa palatina possui
coloracdo résea em condicbes de homeostasia, a superficie € Umida e néo
apresenta anexos (Nanci e Ten Cate®® 2008, Cornelissen et al.** 1999, Cornelissen
et al.®? 1999).

A integridade estrutural do epitélio bucal € mantida por um processo
de renovacgdo celular continua. Nas trés primeiras camadas do epitélio (camada
basal) ocorre a multiplicacéo celular por mitose através de células progenitoras que
sdo os queratinocitos. A medida que ocorre a renovacgdo celular estas células
migram para a superficie, passando por um processo de diferenciacdo e maturagédo
(camada espinhosa, granulosa e queratinizada) com o objetivo de substituir as
células descamadas. A maturacdo do tecido mucoso palatino representa a orto ou
paraqueratinizacéo (Nanci e Ten Cate®® 2008).

O tempo de renovacédo epitelial do palato duro € um dos mais baixos
dentre os tecidos epiteliais bucais, ocorrendo em 24 dias. Isto ocorre devido a
diferenca de padrdo de maturacdo ou queratinizacdo. A mucosa bucal néo-
gueratinizada renova-se 1,5 vezes mais rapidamente que a gengiva inserida
queratinizada. Porém, h& fatores que podem interferir na capacidade de renovacgéo
celular como o estresse mecanico e a inflamacdo. A presenca de infiltrado
inflamatorio leve favorece a mitose, por outro lado, quadro de inflamacao intensa
reduz esta capacidade. Além disso, algumas citocinas sdo capazes de influenciar
este processo de renovacdo, como o fator de crescimento epidérmico, fator de
crescimento queratindcito, fator de crescimento transformador a e 3 e interleucina-1

(Nanci e Ten Cate®® 2008, Li et al.®® 2007, Witte e Barbul®* 1997).
2.5. PROCESSO DE REPARO DA LESAO

Apés o0 estabelecimento da lesdo e formacdo de coagulo, trés
eventos celulares e diversos bioquimicos ocorrerdo em fungdo do tempo,
independentemente do tecido epitelial lesionado. Estas fases denominadas
inflamacéo, proliferacdo e maturagdo, ocorrem sequencialmente. Este € um sistema
complexo que envolve processos bioldgicos e imunoldgicos, em que uma falha ou o
prolongamento de uma destas fases podera retardar ou ndo permitir a total
reepitelizacdo da lesdo (Cornelissen et al.®* 1999, Cornelissen et al.®? 1999, Witte e
Barbul® 1997, Martin® 1997, Singer e Clark®’ 1999, Broughton et al.?® 2006).
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2.5.1 Hemostasia

Poucos minutos apds o rompimento dos vasos sanguineos ocorre o
extravasamento de plaguetas sobre o tecido colageno subendotelial, havendo a
ativacdo da cascata de coagulacdo. Este contato entre o coldgeno e as plaquetas,
além da presenca de trombina e fibronectina promove a liberacéo de citocinas e de
fatores de crescimento como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de transformacédo de crescimento beta (TGF-B), fator ativador de plaguetas
(PAF), fibronectina e serotonina. Esta rede de fibrina formada no local da lesao
favorece a invasao de células inflamatérias e a deficiéncia em sua formacao pode
causar retardo de resolucdo, adesdo secundaria de células e reducdo de
guimiotaxia. Além de proteger o tecido exposto, o coagulo forma uma barreira
hemostatica que une as margens da leséo (Nanci e Ten Cate®® 2008, Cornelissen et
al.®! 1999, Cornelissen et al.®® 1999, Li et al.®®* 2007, Witte e Barbul®® 1997,
Broughton et al.?® 2006, Broughton et al.®® 2006).

2.5.2 Inflamacgéo

Os eventos que ocorrem neste momento sdo tipicos de um quadro
inflamatorio agudo. Com o aumento da permeabilidade vascular, ocorre a migracao
das células inflamatorias para o local da lesédo, além da liberacdo de citocinas e
fatores de crescimento e ativacao de células. Dentre estas células estdo neutrofilos,
mondcitos, fibroblastos e células endoteliais (Nanci e Ten Cate® 2008, Li et al.®®
2007, Witte e Barbul®® 1997, Broughton et al.®® 2006, Broughton et al.®® 2006).

As primeiras células a migrarem para o local da lesdo sdo os
polimorfonucleares, na qual a principal célula € o neutrofilo. Sua migragédo se deve a
liberacdo de prostaglandinas pelo aumento da permeabilidade vascular e pelo
gradiente de concentracdo de fator quimiotatico, como fatores complemento,
interleucina-1, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), TGF-3, fator de plaqueta 4
(PF4) e produtos bacterianos. A selectina, receptor endotelial, auxilia na adeséo do
neutrofilo ao epitélio (marginacdo) e a integrina, presente em sua superficie facilita a
ligacdo a matriz extracelular. Esta migracdo leucocitaria por diapedese ocorre desde
as primeiras horas apO0s a lesdao e alcanca a concentragdo maxima em

aproximadamente 24 horas, tendo o neutréfilo curta duracdo de vida. O papel dos
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neutrofilos nesta fase sera reduzir a invasdo bacteriana e restos celulares através de
enzimas proteoliticas (Nanci e Ten Cate® 2008, Li et al.®® 2007, Witte e Barbul®
1997, Broughton et al.?® 2006, Broughton et al.®® 2006).

Apo6s 24 h, as proximas células a chegarem ao local da lesdo sao os
monadcitos predominantemente que se diferenciam em macréfagos, permanecendo
durante cinco dias aproximadamente. Sua funcdo sera mediar a angiogénese, a
diferenciacdo de fibroblastos, a sintese de Oxido nitrico e a estimulacdo de
gueratinécitos. Esta colonizacdo depende de fatores quimiotaticos liberados por
plaquetas no coagulo de fibrina, queratindcitos nas margens da leséo, fibroblastos e
leucocitos além de receptores celulares, resultando em uma resposta humoral e
celular e na fagocitose do tecido lesionado e de corpos estranhos (Li et al.®® 2007,
Witte e Barbul® 1997, Broughton et al.®® 2006, Broughton et al.®® 2006)

Os fatores de crescimento liberados como PDGF, TGF-3, PAF,
interleucina-1, quimiocinas e citocinas sédo essenciais para a fase de reparacgéao,
devido a suas funcdes de recrutar e diferenciar células. Os macrofagos também
expressam citocinas responsaveis pela quimiotaxia de linfécitos. O linfécito é o
subtipo de leucdcito mais presente na lesdo nesta fase. O TGF-B estimula a sintese
de proteinas da matriz extracelular e a proliferacdo de fibroblastos e que acelera o
fechamento da lesdo produzindo tecido reparador (Nanci e Ten Cate® 2008, Li et
al.®® 2007, Witte e Barbul®® 1997, Broughton et al.®® 2006, Broughton et al.®® 2006).

A ativacdo de mastdcitos regula a velocidade de reparacdo de
lesbBes cutaneas, por influenciar a formacéo de vasos sanguineos e a quimiotaxia de
neutroéfilos, que na fase inicial sdo essenciais para perpetuar a reepitelizacéo visto
que determinam a liberacéo de mediadores quimicos (Weller et al.”® 2006),.

Os mastécitos normalmente localizados préximo a vasos
sanguineos, liberam mediadores proé-inflamatérios, que além da inflamacédo
promovem alteracdes vasculares, mitose e diferenciacao celular durante a fases de
resolucdo de lesdes mucosas (Nanci e Ten Cate®® 2008, Witte e Barbul® 1997,
Weller et al.”® 2006, Artuc et al.”* 1999)

Durante a fase de hemostasia, 0os mastocitos secretam fatores
quimiotaticos como fator de necrose tumoral, histamina, serotonina, proteases,
leucotrienos e interleucinas que contribuem para a formacao do coagulo, quimiotaxia
adicional de leucdcitos, neste caso, principalmente neutréfilos e mondcitos. Nesta

mesma fase outras substancias séo sintetizadas e liberadas pelos mastocitos como
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a calecraina, fibrinopeptidios a partir do fibrinogénio e produtos da degradacéo de
fibrina que regulam a expresséo de moléculas de adesdo (Li et al.®® 2007, Weller et
al.” 2006, Noli e Miolo’? 2001, Zeinoun et al.” 2009).

Com a liberacdo destes mediadores quimicos, ha inducdo do
processo de reepitelizacado devido a estimulacdo de fibroblastos, células endoteliais
e queratindcitos na fase proliferativa, que sdo células essenciais para o
restabelecimento de lesdo em virtude das estruturas que irdo formar em substituicéo
ao tecido mucoso removido. A heparina, um dos mediadores produzidos pelos
mastocitos, participam da diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos
promovendo a contracdo de lesdo (Weller et al.”® 2006, Zeinoun et al.”® 2009,
Maurer et al.”* 1997).

Diversas células inflamatorias, incluindo linfécitos T e macrofagos
expressam a osteopontina, outra citocina importante acumulada em tecidos
calcificados também conhecida como ativacdo precoce 1 de linfécitos T. A
osteopontina esta associada a ativacdo de macréfagos por atuarem como opsoninas
gue auxiliam os macrofagos a englobarem materiais, inclusive bactérias. Desta
forma ocorre a elevacdo dos niveis de citocinas, que mantém o processo de reparo
tecidual pela continuidade da migracédo e diferenciacdo celular (Nanci e Ten Cate>?
2008, Witte e Barbul®® 1997)

2.5.3 Reparacao

A reparagdo do tecido lesionado e o processo inflamatorio séo
reacdes inversamente proporcionais, pois a medida que reduz a fase inflamatéria
aguda, inicia a regeneracdo tecidual no epitélio e posteriormente no tecido
conjuntivo.

Apobs 24 h as células epiteliais perdem contato uma com as outras
nas margens da lesdo e com o tecido conjuntivo subjacente, evidenciando-se como
um aumento do espaco intercelular.

Entre 24 e 48 h ap0s a leséo inicia-se 0 processo de mitose na
camada basal do epitélio, promovendo uma migracdo destas células em sentido
lateral em direcdo as margens da lesdo sob o coagulo. Este movimento sobre o
tecido conjuntivo é facilitado pela deposi¢cdo de constituintes da lamina basal pelas

células epiteliais, o que favorece a formacdo do citoesqueleto. Ap0s a migracao



40

celular ocorre a adesdo destas células além da redistribuicdo dos receptores de
integrinas na membrana e interacdo com a laminina-5 que dao origem aos
hemidesmossomas (Nanci e Ten Cate®® 2008, Li et al.®® 2007, Witte e Barbul®®
1997).

Ao mesmo tempo as células suprabasais estdo deslizando sobre as
células basais e o0 processo de migracdo lateral continua até o momento em que
ocorre o contato entre as margens epiteliais. A partir do contato margem a margem a
divisdo celular ocorrerd com o objetivo de estratificar a camada e posteriormente
diferenciar as células até que haja a normalizacdo da arquitetura do tecido epitelial
(Nanci e Ten Cate>® 2008, Witte e Barbul® 1997).

O tecido conjuntivo, logo apés a lesdo, sera formado por fibrina,
tecido necroético e infiltrado inflamatoério celular agudo. Durante 24 h ocorrera a
proliferacéo de fibroblastos oriundos da divisdo da prépria populacao de fibroblastos
integros da periferia da leséo e de células mesenquimais indiferenciadas através da
sinalizacdo de PDFG e EGF derivados de plaquetas e macréfagos. As células
resultantes destas duas fontes irdo sintetizar nova matriz composta por colageno tipo
[ll, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e fibronectina, formando o tecido de
granulacdo para promover a neoformacéo tecidual (Nanci e Ten Cate® 2008, Li et
al.®®* 2007, Witte e Barbul® 1997, Broughton et al.®® 2006, Broughton et al.®® 2006).

O inicio da angiogénese se da pela expressao sinérgica de fatores
de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos e
TGF-B, TNF-a e também pela presenca de moléculas da matriz extracelular como a
fibronectina, laminina e o coldgeno que sédo fontes de fatores de crescimento
responsaveis pela estimulacdo de migracdo celular. Células endoteliais iniciam a
fase de proliferacdo além da formacao de capilares que se formam a partir de vasos
preexistentes nas margens da lesdo que irdo fornecer nutrientes, oxigénio e secretar
substancias bioativas como células endoteliais além de permitir a migracdo de
células inflamatérias para o local (White et al.(Nanci e Ten Cate> 2008, Li et al.®®
2007, Witte e Barbul® 1997, Broughton et al.®® 2006, Broughton et al.®® 2006).

Apos trés dias, a lamina propria sera predominantemente celular,
formada por células inflamatérias, capilares em desenvolvimento e grande
guantidade de fibroblastos depositados entre fibrinas remanescentes e novas fibras
colagenas. A maturagcao ocorrera pelo aumento da secrecao de colageno entre o 5°
e 0 30° dia apdés a agressao, sendo em meédia 80% colageno do tipo | e 20%
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coldgeno do tipo lll. Este aumento € proporcional a forca de tenséo exercida sobre o
tecido, porém, podem ser necessarios 150 dias para atingir a recuperacao total de
um tecido. Em média sdo necessarios 20 dias para que a quantidade de células e
fibras seja semelhante a de um tecido normal (Nanci e Ten Cate®® 2008, Cornelissen
et al.®* 1999, Cornelissen et al.®? 1999, Witte e Barbul®® 1997, Broughton et al.®®
2006, Broughton et al.®® 2006).

2.5.4 Persisténcia da resposta inflamatoria

Casos em que o processo inflamatorio se estende por um periodo de
tempo maior retardam a resolucdo de lesdo. A causa é o desequilibrio entre a
atividade proteolitica e a destruicdo tecidual no local a ser reparado. A presenca de
neutréfilos e macréfagos produz grande quantidade de proteinases, inclusive
metaloproteinases da matriz (MMP). Queratindcitos e fibroblastos presentes no
tecido estimulam esta mesma producdo e os componentes bacterianos aliados ao
tecido em processo de degradacdo perpetuam o retardo da reparo por estimular a
manutencdo de um fluxo continuo de células inflamatdrias para o local lesionado
(Nanci e Ten Cate® 2008, Witte e Barbul® 1997, Broughton et al.®® 2006, Broughton
et al.*® 2006).

2.5.5 Contracéo da ferida e formacéo de cicatriz

Somente dois aspectos diferem em relacédo ao reparo de ledes da
pele e do tecido mucoso bucal: a velocidade de fechamento da leséo e a contragéo
do tecido de cicatrizacdo. Na cavidade bucal, a velocidade de reparo € maior e a
contracao do tecido sera discreta, porque a quantidade de fibroblastos em lesdes
mucosas bucais € menor comparado a quantidade destas células presentes na pele.
(Clark™ 1996, Szpaderska et al.”® 2003, Van Beurden et al.”” 2005).

Porém, apesar de minima, inevitavelmente ocorrera a contragdo da
ferida que ocorre em virtude do retardo da resposta inflamatoria. Ao controlar a
infecgdo, a resolucdo da atividade inflamatoria favorece a rapida restauragdo da
integridade da ferida, que é a sua funcdo, porém, o resultado é um tecido com
menor qualidade em fibras coldgenas comparado ao tecido integro, deixando uma

cicatriz (Van Beurden et al.”’ 2005, Funato et al.”® 1999).
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As células responsaveis por esta contracdo da ferida sdo os
miofibroblastos ou fibroblastos contrateis estimulados pelo TGF-B1 e PDGF,
presentes na lesdo do 4° ao 22° dia. Estas células possuem fibras de actina e
miosina o que lhes atribui capacidade contratil por apresentar juncdes entre si e com
as fibrilas do tecido conjuntivo. Ao se contrairem sdo capazes de aproximar as
margens da ferida, reduzindo a superficie da area e facilitando a cicatrizagdo. O
colageno depositado por estas células pode levar a rigidez e perda de mobilidade da
area, prejudicando a funcdo. Porém, na cavidade bucal o tecido cicatricial formado é
remodelado, podendo a maioria das cirurgias bucais serem realizadas sem a
preocupacdo de perda de funcdo do tecido (Nanci e Ten Cate® 2008, Li et al.®®
2007, Witte e Barbul®® 1997, Broughton et al.®® 2006, Broughton et al.®® 2006,

Cornelissen et al.” 2000).
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3. PROPOSICAO

Objetivo Geral

Avaliar em modelo animal a capacidade de modulacdo de reparo do
agente fitoterapico (Malva sylvestris L.) em lesdo de mucosa palatina confeccionada

cirurgicamente em ratos.

Objetivos Especificos

- Analisar o padrdo macroscopico de reparo da ferida entre 0s grupos experimentais
em funcéo do tempo;
- Quantificar a influéncia da Malva sylvestris L. nas alteracfes histologicas e no

reparo de lesdo da mucosa palatina em ratos Wistar.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi fornecido por Quimer Ervas e Especiarias (Sao Paulo,
Brasil). A Malva sylvestris L. estabilizada e rasurada foi mantida em sua embalagem
original, sempre fechada e em local seco, arejado, longe do calor e da umidade com
0 objetivo de preservar as sua caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas. De
acordo com o certificado do fornecedor a planta foi colhida no sul do Brasil em
janeiro de 2008 e possuia validade de dois anos e as partes utilizadas foram as

folhas e o caule.
4.2. EXTRATO BRUTO HIDROALCOOLICO DA Malva sylvestris L.

Apoés a cominuicao e trituracdo da planta estabilizada e rasurada, foi
obtido o p6 moderadamente grosso (Farmacopéia Brasileira®® 2000).

Para corrigir a concentracdo do liquido extrator utilizado na etapa de
maceracdo dinamica (World health organization® 1998) foi determinado o teor de
umidade do material pulverizado e tamisado através do ensaio gravimétrico de perda
por dessecacdo. Para isso, foram pesadas 4 g das particulas em triplicata.
Posteriormente, as placas de Petri com as particulas foram mantidas em estufa a
105 °C durante trés dias ou até que a massa atingisse estabilidade. Apds esta etapa
o material foi transferido para o dessecador contendo silica gel para a reducéo da
temperatura sendo posteriormente pesado novamente. A umidade média foi de
9,08% sendo este valor obtido através da diferenca existente entre o peso inicial
(massa total imida) e o peso final (massa total seca).

O préximo passo foi a adicdo de 50 g de droga vegetal em 220 mL
de etanol a 72 °GL e submissédo desta & maceracdo dindmica em mesa agitadora
orbital MA140/CF (Marconi®, Piracicaba, Brasil) durante sete dias em temperatura
ambiente. Ao material solido resultante apds passagem por peneira domeéstica foi
acrescentado 250 mL de etanol a 72°GL, sendo posteriormente duplamente filtrado
em funil de vidro com papel filtro qualitativo (80 g m™ com porosidade de 3 pm).

Para elevar a concentracdo de principios ativos, o extrato foi

submetido ao processo de reducdo do volume em evaporador rotativo (modelo E344
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B2, Quimis®, Diadema, Brasil) a temperatura de 55°C em 58 rpm, sendo finalmente
congelado a -80 °C.

Com o objetivo de preservar as substancias ativas da malva, o
extrato foi liofilizado (Liofilizador L20, LIOTOP®, Sao Carlos, Brasil). ApOs esta etapa

o extrato foi armazenado em freezer a -40°C.

4.3. DESENVOLVIMENTO DA FORMA FARMACEUTICA

Ao extrato bruto hidroalcoolico (EBHC) da Malva sylvestris L. foi
acrescentado o veiculo adesivo orabase (Gelatina, pectina e carboximetilcelulose em
base de éleo mineral polietileno, em partes iguais) para formar a concentracdo de
20% de EBHC de Malva sylvestris L. em orabase. Esta manipulacao foi realizada
previamente ao momento da aplicacao topica.

O digluconato de clorexidina foi manipulado em gel aguoso de
polimero n&o-idnico de hidroxietilcelulose (Natrosol® - PharmaSpecial®, Sdo Paulo,
Brasil) a 2% (m/m), utilizando a técnica geral de incorporacéo de ativos em bases
galénicas (Ferreira® 2002), conforme as formulacdes preconizadas na literatura
(Appel e Réus®® 2003). Os principios ativos foram misturados com o auxilio do gral e
do pistilo de porcelana e pré-dissolvidos em &gua destilada. Gradativamente, foi
acrescentado o gel base de natrosol (Hidroxietilcelulose — HEC). Cada formulagéo
foi acondicionada em potes de polietileno de alta densidade e rotulada. De acordo
com (Ferreira® 2001), foi estabelecido o prazo de validade de 3 meses para cada
uma das formulagoes.

Para cada substancia quimica foi feita a pesagem com exatiddo, em
funcdo da concentracéo e todas as substancias foram armazenadas em refrigerador
a -20 °C ap6s a manipulacéo.

Essa fase de obtencdo das formas farmacéuticas assim como do
extrato bruto hidroalcéolico da Malva sylvestris foi desenvolvida no Laboratério de
Farmacotécnica do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UEPG, utilizando
técnicas de desinfeccdo e anti-sepsia preconizadas a manipulacdo farmacéutica
(Pelczar et al.2® 1996, Thompson e Davidow® 2004, BRASIL et al.’) por equipe

treinada para este fim e com acompanhamento de profissional especializado.
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4.4. ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados 136 ratos (Rattus Norvergicus albinus
Wistar) com 60 dias de idade, pesando em média 270-300 g, divididos em 5 grupos
(Tabela 1). Os animais receberam racdo balanceada e agua ad libitum, sendo
mantidos durante todo o periodo experimental em sala com temperatura ambiente
(21+3 °C) sob ciclo de iluminacdo natural de 12/12 horas e 4 animais por gaiola e
foram pesados no inicio e antes do sacrificio.

A manipulacdo dos animais seguiu as recomendacdes da SBCAL-
COBEA (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério®® 2011).

Tabela 01- Divisdo dos animais em 4 grupos experimentais.

Periodos Experimentais (Dias)

Grupos Tratamento 0 3 Z G 1 Total
GO Leséo inicial 8 e eeeeee - 8
Gl Sem tratamento (controle) - - - 8 8 8 8 32
G2 Orabase --- 8 8 8 8 32
G3 Clorexidina a 2% --- 8 8 8 8 32
G4 Malva 20% --- 8 8 8 8 32

Total 8 32 32 32 32 136

Fonte: O autor.

O GO (lesao inicial) representa os animais que foram sacrificados
logo ap6s a confecgcdo da lesdo (n=8), o G1 (n=32) caracteriza 0 grupo cuja lesédo
palatina foi confeccionada com o bisturi circular, porém, os animais ndo receberam
qualquer tipo de tratamento (controle). Os demais grupos (G2, G3 e G4) receberam
tratamento com Orabase (veiculo utilizado no preparo da malva a 20%), Clorexidina
2% em gel natrosol (hidroxietilcelulose) e Malva 20% respectivamente de acordo
com os periodos experimentais.

O procedimento para anestesia intraperitoneal foi realizado
utilizando uma associacao de quetamina (100 mg/mL) e relaxante muscular xilasina
(100 mg/mL), diluindo-se 3,75 mL da solucdo de quetamina com 0,5 mL de xilasina
em 5,75 mL de agua destilada, sendo administrados 0,2 mL/100g (Mezadri et al.®®
2004).
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Figura 03. Aplicacdo anestésica
intraperitonial.
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Figura 04. Posicionamento do animal na mesa cirdrgica ap0s a anestesia.

Para a confecgéo da lesdo na mucosa palatina foi utilizado um bisturi
circular (Silverline Leather Punch, Reino Unido) com extremidade ativa de 4 mm de
didmetro produzindo assim uma ferida circular. A lesédo foi realizada sempre atras da
segunda ruga palatina, posicionada entre os primeiros molares superiores. Apés a
incisdo a mucosa palatina foi removida com um descolador de periésteo modelo

Freer CG (Golgran, linha Millennium, Brasil), deixando exposto o tecido 6sseo.
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pf Do

Figura 05. Palato integro (A); Confeccao da lesdo posteriormente a 22 ruga
palatina com “punch” de 4 mm (B); Delimitagdo da ferida pelo bisturi
circular; remocao da mucosa palatina expondo o tecido 6sseo (D).

Vinte e quatro horas apés a confeccdo da lesédo palatina, os animais
foram imobilizados sem serem anestesiados, e em seguida, aplicado topicamente 25
mg das substancia com o auxilio de uma espéatula de plastico identificada pelo nome
da substéancia 25 mg, duas vezes ao dia, totalizando 50mg ao dia, sendo: Grupo 1-
Sem tratamento (controle); Grupo 2- Veiculo orabase; Grupo 3- Clorexidina 2% e
Grupo 4- Malva 20% em orabase. Apos a aplicacdo, as substancias recobriam toda
a ferida palatina (Cornelissen et al.®* 1999, Kahnberg e Thilander®™ 1982, Seymour et
al.®* 1983). Para padronizar a quantia exata de 25 mg, foi adaptado em uma
espatula de madeira um recipiente cujo interior quando totalmente preenchido

atingia o peso de 25 mg para cada uma das substancias (Figura 06). Este peso de
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25 mg para cada uma das substancias foi verificado em balanca analitica de
precisdo (Shimadzu AY220, Japao). Apés a aplicacdo, as substancias recobriam

toda a ferida palatina (Cornelissen et al.®* 1999, Kahnberg e Thilander® 1982,
Seymour et al.”* 1983).

Figura 6. Espatula de madeira adaptado para a padronizacdo de 25mg de cada uma das
substancias (A); Aplicagdo da substancia no dispositivo com o auxilio da espatula de plastico (B).

Figura 09. Visualizagdo de leséo (A); Aplicagdo da Malva 20% (B); Substancia sobre a leséo (C).
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Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical apoés
anestesia prévia (de acordo com o protocolo SBCAL-COBEA), nos periodos de 0, 3,
7,15 e 21 dias (Witte e Barbul® 1997).

4.5. ANALISE MACROSCOPICA

Para mensuracdo o padrdo de reparo da mucosa palatina foram
obtidas fotos digitais (Sony Cybershot DSC 707®, Sony Brasil Ltda, S&o Paulo, SP,
Brazil) padronizadas em relacdo a abertura, intensidade do “flash” e tempo de
exposicao e distancia focal da regido palatina com uma sonda milimetrada (UNC 15
mm periodontal probe, Hu-Friedy do Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) sobreposta a
face oclusal dos molares (padrao de referéncia). A medida da area em milimetros
quadrados da leséo foi realizada com o auxilio do programa de analise Image Pro
Plus 4.5° (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

Feanpes Mossurements | Inout/Ouput | Optices | A

[ messurement [ vate [ womie)
i} Area S |

[CIR  RGB 2409.437.184 bytes), Zoom 100% 1521212 153 56 116
BN AW " OO m e o PR Cront T "7 DETACK PERIORTY

Figural0. Mensuracdo da area da leso através do software Image Pro Plus 4.5°.
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4.6. ANALISE HISTOMETRICA

Oito maxilas de cada grupo dos diferentes tempos contendo a ferida
palatina foram removidas, dissecadas e seccionadas em seu eixo sagital, tendo
como referéncia o centro da area da lesdo. As pecas foram fixadas em formol
tamponado a 4% durante 48 horas e descalcificadas em solugdo de EDTA a 5%,
trocando-se a solucdo a cada 48 horas durante 40 dias. Apos lavagem durante 24
horas em agua corrente, as pec¢as passaram por processo de desidratacao (escala
gradual de &lcool em diferentes concentracdes), foram diafanizadas (xilol) e incluidas
em blocos de parafina, sendo entdo, obtidos cortes seriados de 6 um de espessura
que foram corados com Hematoxilina-Eosina (Wagener et al.®? 2003). As laminas
foram fotografadas em microscopio de luz com camera digital acoplada (Olympus
BX41, DP-72, Japan) em aumento de 40x e mensurada a porcentagem de reparo
em cada um dos periodos avaliados. Esta porcentagem foi obtida pela mensuragéo
da distancia inter-palatina, tendo como referéncia o inicio do epitélio juncional dos
molares direito e esquerdo e por uma segunda mensuracdo realizada entre as
margens do epitélio. As medidas foram realizadas através do programa para a
andlise digital Image Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

I Image-Pro Plus - GO 6.1 (1/1) =8| x |

CHEeCSER2HO00HAY A0 i HaRE2nl 2EALE BEE

"D GO 6.1 (1/1)
AT T

T | 4703288 9238073

21z [[[2525.% || 9355%0 ]

[B5  Selectfrommeny 9760,3760 206 82118 \W.H: 99994325 m (200) 1GB

v Gl oW B g PlanihaTccq) M- Dissertac3o_ Qualifi.. Documento? - Micr... | ) Image-Pro Plus - G0... f PT links » < 1 @ 1333

Figura 11. Mensuragdo da distancia histoldgica entre as margens epiteliais através do software
Image Pro Plus 45°,
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Em ambas as andlises as medidas foram realizadas por um Unico
examinador cego, treinado e calibrado e em triplicata sendo utilizada a média

aritmética para a analise estatistica dos dados obtidos.

4.7. ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

As imagens foram avaliadas em microscopio de luz com camera
digital acoplada (Olympus BX41, DP-72, Japan) utilizando os aumentos de 40x e
200x. Esta analise foi realizada por um unico operador “cego” em relagédo ao grupo
experimental, apos este ter sido treinado e calibrado por um patologista. Para cada
lamina, toda extensdo da lesdo palatina foi observada, desde as margens epiteliais
até a sutura palatina mediana. Os aspectos avaliados foram: presenca de tecido de
granulacao, infiltrado inflamatério, proliferacdo celular, necrose e reabsor¢do da
tabua Ossea palatina, sequestro 6sseo, colonizacdo bacteriana, presenca de
osteoclastos e formacéo de fibras colagenas. A andlise teve continuidade somente
apos haver concordancia em relagdo ao reconhecimento das imagens e estruturas

observadas entre o examinador e o patologista.

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Para verificar a reprodutibilidade intra-examinador dos dados obtidos
através da mensuracdo macroscoépica e histomorfométrica da lesédo foram realizadas
duas medidas com intervalo de 48h (Bland e Altman®® 2010).

A comparacdo entre os diferentes grupos de tratamento foi obtida
através da analise de variancia de um critério (one-way ANOVA). Para comparar 0os
resultados obtidos entre os grupos do estudo, primeiramente foi testado a
normalidade dos dados obtidos através do teste de Shapiro-Wilks (amostra pequena
n=30) e a equivaléncia das variancias foi testada com o teste de Bartlett. Quando
nao houve distribuicdo normal e/ou equivaléncia das variancias foi feita a
transformacao dos dados (logaritmo). Apés a realizacdo da ANOVA, quando obtidas
diferencas significativas, as comparagcfes multiplas foram realizadas como o pos-
teste de Tukey. Para comparar o peso inicial e final em cada grupo nos diferentes

periodos experimentais foi realizado o teste T pareado. O nivel de significancia
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adotado foi de 5% (a=0,05). Todos os calculos foram realizados com o programa

estatistico GraphPad Prism 5.01.
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5. RESULTADOS

Os animais do grupo controle apresentaram reduzido aumento de
peso comparado aos demais grupos correspondentes ao periodo de 3 dias, sendo
esta diferenca estatisticamente significativa. No periodo de 7 dias, a significancia
estatistica ocorreu somente entre o grupo controle e orabase. Nos demais periodos
0S animais continuaram a aumentar o peso corporal sem diferenca estatistica

significativa entre os grupos (Grafico 1).

Grupos
407 4 G1
G2

30 p=0.021 =
. = G3
204 p=0.001 = G4

Aumento de peso
(%)
|_\
i

T
7 dias

Tempos experimentais

Gréfico 1. Percentual de aumento de peso dos animais durante os diferentes periodos
experimentais. ANOVA com pos teste de Tukey. (*) diferenca significativa (p<0,05) no periodo de

3 dias com todos os grupos e no periodo de 7 dias somente com o G2.

5.1. ANALISE MACROSCOPICA

O grafico (Grafico 1) mostra que o examinador estava calibrado no
momento da mensuracado da area macroscopica da leséo, pois os dados encontram-
se dentro do limite de concordancia e o viés (diferenca das duas medidas) néo foi
diferente de forma significativa.

A Unica diferenca significativa encontrada no periodo de 3 dias foi
em relacdo a orabase comparado ao GO (Gréfico 2), ou seja, a lesdo inicial. No
periodo de 7 dias a Malva sylvestris L. demonstrou ter sido mais efetiva em relagéo
ao GO (Grafico 3). A avaliacdo de 15 e 21 dias apresentou o0 mesmo padrao de

fechamento da lesé@o entre os grupos (Grafico 4 e 5).
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Gréfico 2. Reprodutividade intra-examinador dos dados da mensuragédo da medida da
area da ledo palatina (mm?) obtidos em dois momentos com intervalo de 48 h. Método
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de Bland-Altman, valores dentro do limite de concordancia. p=0,2224 em relacdo ao 0
hipotético (Teste t para uma amostra).
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Gréfico 3. Média e erro padrao dos valores da area das les6es palatinas
dos diferentes grupos de tratamento avaliados no periodo de 3 dias. GO-
Lesdo inicial, G1- Sem tratamento (controle), G2-Orabase, G3- Clorexidina
2% e G4- Malva 20%. ANOVA com pos teste de Tukey (p>0,05). (*)
p<0,05, diferenca significativa com o GO.
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Gréfico 4. Média e erro padrdo dos valores da area das lesBes palatinas
dos diferentes grupos de tratamento avaliados no periodo de 7 dias. GO-
Les&o inicial, G1- Sem tratamento (controle), G2-Orabase, G3- Clorexidina
2% e G4- Malva 20%. ANOVA com pos teste de Tukey (p>0,05). (*)
p<0,05, diferenca significativa com GO.
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Gréfico 5. Média e erro padrdo dos valores da area das lesfes palatinas
dos diferentes grupos de tratamento avaliados no periodo de 15 dias. GO-
Lesao inicial, G1- Sem tratamento (controle), G2-Orabase, G3- Clorexidina
2% e G4- Malva 20%. ANOVA com pés teste de Tukey (p>0,05). p<0,05,
diferenca significativa de todos os grupos com o GO.
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Grafico 6. Média e erro padrédo dos valores da area da lesdo palatina dos
diferentes grupos de tratamento avaliados no periodo de 21 dias. GO-
Les&o inicial, G1- Sem tratamento (controle), G2-Orabase, G3- Clorexidina
2% e G4- Malva 20%. ANOVA com pos teste de Tukey (p>0,05). p<0,05,

diferenca significativa.

5.2. ANALISE HISTOMETRICA

O grafico 6 demonstra que o examinador estava calibrado em virtude

da concordancia obtida no resultado.

A analise dos dados demonstrou atividade histologica de reparo da
lesdo somente a partir do 15° dia apos o inicio dos tratamentos.

Houve diferenca significativa em relacdo ao grupo controle e em
funcdo do tempo, porém, ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados.

Além disso, no periodo de 15 dias, o grupo da clorexidina 2% apresentou retardo no

padrao de reparo comparado ao grupo controle.
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Gréfico 7. Reprodutividade intra-examinador dos dados da mensuragdo da distancia
histolégica entre as margens da lesdo palatina (%) obtido em dois momentos com 48
horas.Método de Bland-Altman, valores dentro do limite de concordancia. p= 0,9274 em

relacdo ao o hipotético (Teste t para uma amostra).
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Gréfico 8. Média e erro padrao dos valores da area distancia entre as
margens da lesdo (%) dos diferentes grupos de tratamento avaliados no
periodo de 3 dias. GO- Lesdo inicial, G1- Sem tratamento (controle), G2-
Orabase, G3- Clorexidina 2% e G4- Malva 20%. ANOVA com pos teste de
Tukey (p>0,05). N&o houve diferenca significativa.
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Gréfico 9. Média e erro padrdo dos valores da &rea distancia entre as
margens da lesdo (%) dos diferentes grupos de tratamento avaliados no
periodo de 7 dias. GO- Les&o inicial, G1- Sem tratamento (controle), G2-
Orabase, G3- Clorexidina 2% e G4- Malva 20%. ANOVA com pés teste de
Tukey (p>0,05). Nao houve diferenca significativa.
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Gréafico 10. Média e erro padrdo dos valores da area distancia entre as
margens da lesdo (%) dos diferentes grupos de tratamento avaliados no
periodo de 15 dias. GO- Lesao inicial, G1- Sem tratamento (controle), G2-
Orabase, G3- Clorexidina 2% e G4- Malva 20%. ANOVA com pos teste de
Tukey (p>0,05). Diferenca significativa em relacdo ao GO. * (p<0,05) e **
(p<0,01).
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Gréfico 11. Média e erro padrdo dos valores da area distancia entre as
margens da lesdo (%) dos diferentes grupos de tratamento avaliados no
periodo de 21 dias. GO- Lesao inicial, G1- Sem tratamento (controle), G2-
Orabase, G3- Clorexidina 2% e G4- Malva 20%. ANOVA com pés teste de
Tukey (p>0,05). Diferenca significativa em relagdo ao GO. * (p<0,05), **
(p<0,01) e *** (p<0,001).

ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

Mucoperiésteo palatino normal

Foram visualizadas 4 camadas que recobriam o tecido 6sseo
palatino dos ratos, sendo: epitelial, lamina propria, submucosa e o periosteo. O
tecido epitelial visualizado foi do tipo escamoso estratificado ortoqueratinizado. As
cristas epiteliais apresentavam-se encurtadas e sem discrepancia em relacdo a sua
altura. A lamina prépria era formada pela camada papilar que se estendia para o
interior das cristas epiteliais cujas fibras coldgenas eram frouxas e outra camada
logo abaixo das margens epiteliais com fibras colagenas densas.

A camada submucosa era formada por extensa camada de fibras
colagenas densas cercadas por fibroblastos, além de vasos sanguineos e nervos
maiores. Proximo ao feixe vasculo-nervoso a caracteristica das fibras colagenas era

reticular.
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Em intima relacAo com o periosteo foi visualizada a camada
osteogénica e sobre esta a camada de fibras. Na regido da sutura palatina foi
visualizado o tecido cartilaginoso que era circundado pela camada submucosa. Ao
redor da sutura palatina foi observada a porcdo de tecido -cartilaginoso
bilateralmente circundado pela submucosa oriunda de toda extensdo do periosteo.

Acima da camada de tecido dsseo era possivel visualizar o septo nasal.

Figura 12. Corte histolégico da regido palatina
demonstrando tecido epitelial integro (H.E. 40x).

v

Tecido cartilaginoso

Tecido dsseo palatino
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Figura 13. Epitélio escamoso estratificado
ortoqueratinizado (H.E. 200x).
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Figura 14. Camadas do epitélio escamoso estratificado
ortoqueratinizado (H.E. 400x).

Trés dias

As alteracdes observadas neste periodo foram semelhantes entre os
grupos. Houve discreto inicio de proliferacdo das margens epiteliais entre o coagulo
formado e o tecido 6sseo palatino. O coagulo estava presente em pontos isolados e
em maior frequéncia proximo as margens do tecido epitelial remanescente. Havia
parte da tdbua Ossea exposta a cavidade bucal. Nesta regido havia auséncia de
ostedcitos no interior das lacunas sendo coberta por colénia bacteriana. O tecido de
granulacdo estava presente somente em pontos isolados, principalmente préximos
as margens da lesdo apresentando inicio de proliferacdo celular. Foi observada a
presenca de alguns osteoclastos ao redor da tabua 6ssea em direcdo oposta a
regido de necrose 6ssea inicial. A maioria dos animais apresentou tecido 6sseo
palatino fragmentado. A Unica diferenca aparente entre os grupos foi a camada de
colénia bacteriana sobre o tecido 6sseo desnudo, cuja extensdo era discreta no

grupo da clorexidina e da malva comparado aos demais.



63

Figura 15. Periodo de 3 dias, G1 — Controle; G2 — Orabase; G3 - Clorexidina 2%; G4 — Malva 20%
(H.E. 40x).

Sete dias

A extensdo da tabua éssea apresentava-se em continuidade ou
fragmentada, porém, totalmente necrética na regido desnuda. Somente o Gl
apresentou uma faixa de tecido 6sseo com ostedcitos aprisionados em lacunas. A
extensdo de colbnia bacteriana sobre o tecido 6sseo aumentou em todos 0s grupos,
porém, em menor intensidade no G1 e G2. Também houve aumento da quantidade
de osteoclastos sobre a extenséo do tecido 6sseo voltado para a cavidade nasal.

Neste periodo houve aumento da formacéo de tecido de granulacéo,
da quantidade de infiltrado inflamatério e formacdo de vasos sanguineos. A
quantidade de fibroblastos aparentemente era mais abundante no G1. A epitelizacdo
apesar de ser ainda discreta, apresentava-se em proliferacéo.

Somente um animal do G1 apresentou completa formagéo do tecido
epitelial. Neste animal o tecido 0sseo estava completamente vitalizado com
formacdo de tecido de granulacdo subjacente em abundancia de células
inflamatorias e vasos e menor quantidade de fibras colagenas. A lamina propria e o

mucoperidésteo eram visiveis.
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Figura 16. Periodo de. 7 dias., G1 — Controle; G2 — Orabase; G3 - Clorexidina 2%; G4 — Malva
20% (H.E. 40x).

Quinze dias

Houve aumento significativo do nivel de epitelizacdo das margens
em direcao ao centro da ferida, porém, a area da ferida ainda era extensa nos cortes
analisados. Ainda sobre este aspecto houve diferentes padrdes de reparo neste
periodo: alguns animais ndo apresentaram evolucdo de epitelizacdo, outros
apresentaram total epitelizacdo ou nivel de fechamento intermediario. Naqueles
animais cuja epitelizagdo estava aguém, em maior aumento era possivel visualizar
uma camada de epitélio em formagéao, diferentemente do periodo pés-operatoério de
7 dias, onde ndo havia sequer a camada de tecido de granulacdo sobre toda
extensdo desnuda.

A colonizagdo bacteriana foi visualizada no G1 (controle), nos
demais grupos era menor ou praticamente inexistente.

Raramente eram visualizados osteoclastos e o0 tecido 6sseo
apresentava-se totalmente reabsorvido ou em processo de formacdo de sequestro
0sseo na maioria dos animais.

Extensa camada de tecido de granulacdo foi observada em todos os
grupos, oriundos em sua maioria da cavidade nasal através da comunicacao buco-
sinusal e em menor parte das margens epiteliais remanescente. Quando o sequestro

0sseo estava presente, o infiltrado inflamatério era visualizado. As fibras colagenas,
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quando visualizadas proximas ao tecido epitelial, apresentavam-se dispersas e em
direcdes variadas. Também foi observado grande quantidade de vasos sanguineos
e nervos. Proximos a estes a fibras apresentavam-se dispersas.

O G4 possuia maior quantidade de tecido 6sseo palatino comparado
ao G2 onde praticamente era ausente. Quanto maior era a quantidade de tecido

0sseo necroético remanescente, menor era o tecido epitelial neoformado.
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Figura 17. Periodo de 15 dias. G1 — Controle; G2 — Orabase; G3 - Clorexidina 2%; G4 — Malva
20% (H.E. 40x).

Vinte e um dias

O tecido epitelial neoformado estava presente em toda extensao da
ferida das amostras deste periodo apresentando todas as camadas cujas cristas
epiteliais eram elevadas. Nos espacos em que estavam ausentes era possivel
observar em aumento maior a formacao de queratindcitos em mitose. Em poucas
amostras deste periodo havia tecido 6sseo necrotico. Quando presente eram
praticamente englobados pelo tecido epitelial neoformado, formando sequestro
0sseo e neste caso, havia a presenca de colonizacdo bacteriana e infiltrado
inflamatorio.

Aparente reducdo da quantidade de células no tecido de granulagéo
comparado aos periodos de 7 e 15 dias foi observado. As células eram visualizadas

em maior quantidade diante dos casos onde havia a presenca de sequestro 0sseo.
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As fibras colagenas visualizadas eram mais densas na camada mais
profunda do tecido conjuntivo e menos densas nas proximidades do tecido epitelial

na maioria das imagens analisadas.

Figura 18. Periodo de 21 dias. G1 — Controle; G2 — Orabase; G3 - Clorexidina 2%; G4 — Malva
20% (H.E. 40x).
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6. DISCUSSAO

A Malva sylvestris L. é uma planta que vem sendo amplamente
utilizada pela populacéo leiga nos cuidados relacionados a processos infecciosos e
inflamatoérios. Em odontologia, muitos pacientes relatam a utilizacao topica, na forma
de bochechos para a cura de estomatites, gengivites e pulpites e pds-operatorio.
Este uso empirico associado ao incentivo da Organizacdo Mundial de Saude (World
Health Organization — WHO) instigou pesquisadores da area de atencdo a saude a
desenvolver diversos projetos de investigacdo cientifica sobre a constituicdo da
planta assim como suas propriedades terapéuticas (Billeter et al.> 1990, Redzic et
al.° 2005, Classen e Blaschek® 1998, Farina et al.** 1995, Cutillo et al.** 20086,
Conforti et al.** 2008, Cheng e Wang®*’ 2006, Chiclana et al.*® 2009, Barros et al.*
2010, Buffon et al.>® 2001, Guarrera® 2005, Billeter et al.** 1991, Classen e
Blaschek® 2002, Guarrera et al.?® 2005).

Segundo a Academia Americana de Periodontia, um processo de
cicatrizacdo envolve a formacdo de um tecido fibroso como consequéncia de uma
lesédo previamente provocada, deixando no local injuriado uma alteracao clinica que
€ a cicatriz. O reparo e a regeneracao ao contrario referem-se a cura ou resolucdo
de uma lesdo (Periodontology®’ 2001). Neste caso, o termo correto a ser utilizado é
reparo, pois ndo ha formacao de cicatriz apds lesdes em mucosa bucal.

Ha diversas formas de agressbes que induzem a formacao de lesdes
intra-bucais como estomatites, extracdes dentais, implantes, cirurgias e tratamentos
periodontais. A resolucao da ferida ou reparo na cavidade bucal, sempre esta sujeita
a um prolongamento da fase inflamatéria em virtude de extensa colonizacéo
bacteriana e eventuais traumas (Nanci e Ten Cate® 2008, Cornelissen et al.®* 1999,
Cornelissen et al.®? 1999, Witte e Barbul®® 1997, Broughton et al.®® 2006). Portanto,
encontrar um agente que promova ou acelere a resolugédo de lesdes por segunda
intencdo, reduzindo complicacdes poés-operatorias seria fundamental na area
odontoldgica.

O modelo de lesao palatina adotado nesta pesquisa foi baseado na
facilidade de padronizacdo da técnica em relacdo a extensao (formato circular) e
profundidade (remocdo do mucoperiosteo até a completa exposi¢do da tdbua Ossea
palatina) da confec¢ao da leséo com o bisturi circular o que favorece resultados com

menor Viés e maior seguranca, podendo-se assegurar que estas lesdes nos grupos
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gue receberam tratamento n&do prejudicaram o bem-estar animal, uma vez que nao
houve perda de peso, como demonstrado apds andlise estatistica. Ao contrario 0s
animais continuaram a ganhar peso com o passar do tempo. Em alguns estudos
utilizando a mesma metodologia os autores adotaram o bisturi circular de 3 mm
(Hammad et al.®® 2011, Cornelissen et al.®* 1999, Cornelissen et al.’* 1999,
Cornelissen et al.”® 2000, Cornelissen et al.*® 2000, Cornelissen et al.*® 2002) outro
com 4 mm (Oda et al.'® 2004) e também com 5 mm (Kozlovsky et al.>® 2007). Neste
estudo a escolha do bisturi circular de 4 mm foi baseado em estudo piloto, onde foi
observado que o fechamento da lesdo de 3 mm de didmetro ocorria até o 9 dia,
conforme resultados do estudo de Cornelissen et al (Cornelissen et al.®* 1999).
Neste caso a observacdo do reparo em periodo de tempo maior foi o critério de
escolha do tamanho da lesdo. Além disso, a realizacdo do modelo cirdrgico em ratos
ocorreu devido a facilidade de manuseio e relativo baixo custo de manutencéo
(Cornelissen et al.”® 2000, Cornelissen et al.”® 2000). A aplicacdo das substancias
pertencentes a cada grupo foi iniciada somente apds 24 horas. Neste periodo ocorre
a formacdo do coagulo e deposicdo da camada de fibrina sobre o tecido 6sseo
palatino, considerada fundamental para a neoformacéo de tecido conjuntivo e tecido
epitelial no local da injuria por preservar as margens epiteliais e as células do tecido
conjuntivo e liberar préximo as margens fatores de crescimento (Nanci e Ten Cate®
2008, Cornelissen et al.®* 1999, Cornelissen et al.®? 1999, Li et al.®® 2007, Witte e
Barbul® 1997, Broughton et al.®® 2006). Além disso, este intervalo de tempo é
importante para a recuperacdo do animal apos a inducdo de formacdo da lesdo
palatina (Kozlovsky et al.>® 2007).

Outro detalhe importante foi a opcdo por ndo anestesiar os animais
previamente a cada uma das aplicacdes diarias das substancias. Quando realizamos
a aplicacao topica intrabucal de qualquer medicamento dificiimente ocorrera a
permanéncia deste sobre o local injuriado por longo periodo de tempo. H& uma
movimentagdo dindmica e remocdo da substancia pela saliva e através da
articulacdo dos dentes, musculos e da lingua durante a fala e degluticdo. A agéo
exercida por solugbes, como bochecho com clorexidina ocorre em virtude do seu
efeito residual sobre a superficie epitelial exercida pela sua elevada
substantividade(Jones'™ 1997). Além de aproximar ainda mais de uma situacéo

clinica real, ndo houve risco de perda de animais durante os periodos experimentais.
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O padrédo de reparo ocorreu em funcdo do tempo, porém, sem
diferenca significativa entre os grupos na maioria dos tempos. A semelhanca entre
0S grupos que receberam alguma forma de recobrimento da lesdo demonstra a
importancia em se prevenir a colonizacdo bacteriana e amenizar o impacto das
agressoes fisicas provocadas pela alimentacdo e quimicas diretamente no local da
injuria, pois os melhores resultados observados foram em relagdo ao G2 (veiculo
orabase) e G4 (malva a 20% em orabase). Como a orabase forma uma pelicula
protetora sobre a lesdo pode ter favorecido o reparo nos periodo de 15 e 21 dias nos
grupos G2 e G4 por exercer acdo mecanica protetora (Langlois e Devildos'%? 1974).
Como os resultados entre o0 G2 e G4 foram semelhantes entre si e ndo foram
diferentes de forma significativa do G3 (Clorexidina 2%) e G1 (Controle) ndo ha
como afirmar que a Malva sylvestris teve efeito positivo na redugéo da extensdo da
lesdo. Provavelmente ocorreu em virtude da protecéo exercida pela orabase e nao
pelas propriedades farmacoldgicas exercidas por seus metabdlitos ativos presentes
nas folhas e flores. Porém, outros estudos devem ser conduzidos para certificar este
efeito com outros veiculos e com extratos em diferentes concentragdes.

O veiculo incorporado a Malva sylvestris L. poderia ter sido substancias
na forma de gel como se encontra disponivel comercialmente a clorexidina, porém, a
orabase ndo € toxica, ndo agride os tecidos aos quais permanece em contato, é
aderente quando comparado ao gel, o que mantém as concentracfes da substancia
ativa em maior periodo de tempo possivel sobre a ferida, variando de 15 minutos a 2
horas, dependendo da mobilidade da regido afetada e da salivacdo que remove
mais facilmente quanto maior for o fluxo (Kutscher et al.’®® 1959, Petelin et al.'®*
1998).

Uma das substancias incluidas neste estudo foi o digluconato de
clorexidina a 2% em natrosol, um gel & base de hidroxietilcelulose. Além de ser
considerado o padrao ouro no controle de colonizagéo e proliferacdo bacteriana é a
substancia de escolha para a utlizacdo apos procedimentos cirdrgicos, como
cirurgias periodontais e de implantes osteointegraveis em virtude do seu amplo
espectro de acdo (Jones'® 1997). Neste grupo nao foi utilizada a orabase porque
este veiculo ndo promove a dissociacdo e liberacdo da clorexidina interferindo em
sua acao, optando-se pelo o natrosol. A clorexidina na concentragédo de 2% foi
utilizada, pois é empregada na forma topica apds os procedimentos cirlrgicos na

cavidade bucal.
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No periodo de 15 dias a clorexidina apresentou efeito negativo
comparado ao GO, sem diferenca significativa dos demais grupos no mesmo
periodo. Esta reducdo do padréo de reparo da leséo reflete o efeito nocivo causado
pela substancia sobre a proliferacdo de fibroblastos e consequentemente de
substancias colagenas e ndo-coldgenas, assim como de queratindcitos (Hidalgo e
Dominguez'® 2001, Mariotti e Rumpf'® 1999, Damour et al.'®’ 1992, Pucher e
Daniel'® 1992, Cline e Layman'® 1992). De acordo com estes autores, a inibicéo da
proliferacdo e da funcdo dos fibroblastos in vitro depende do tempo e da
concentragdo da clorexidina sobre o tecido lesionado. Como a concentragéo
utilizada neste estudo foi elevada, o resultado foi contraditério ao estudo que
comparou lesdes palatinas de 5 mm com tratamento de clorexidina a 0,12% e a 1%,
onde o efeito sobre o reparo foi benéfico (Kozlovsky et al.>® 2007, Hammad et al.®
2011).

O trauma mecénico e fisico causado pela mastigacdo foi um
possivel fator que promoveu o retardo do processo de reparo. Acredita-se que a
auséncia do coagulo no grupo de 3 dias, deve-se ao atrito provocado pela racao
contra a lesdo palatina. A auséncia das margens epiteliais que também foi detectado
em alguns animais e consequentemente a auséncia dos fatores de crescimento
(PDGF, TGF-3 e PAF) e prejudica a velocidade de neoformacao de tecido epitelial e
conjuntivo por prolongar a fase inflamatéria, reduzir o nimero de células que
induzem a neoformacéo tecidual e de fatores de crescimento (Cornelissen et al.®*
1999, Cornelissen et al.®? 1999, Witte e Barbul®® 1997, Martin® 1997, Singer e
Clark®” 1999, Broughton et al.®® 2006). Porém, ndo foi realizada analise
imunohistoquimica para detectar quantitativamente a presenca de tais fatores por
nao se tratar do objetivo deste estudo.

Outra possivel consequéncia do trauma da mastigacdo, desta
vez associada a colonizacdo bacteriana, foi a necrose da tdbua Ossea palatina
exposta ao meio bucal. Este foi um achado comum a outro experimento semelhante
(Kozlovsky et al.*® 2007). Embora ndo tenha sido avaliado quantitativamente,
observou-se a presenca de osteoclastos principalmente nos periodos de 7 e 15 dias.
Estes fatores provocam um prolongamento da fase inflamatoria por perpetuar o fluxo
continuo de células inflamatérias para o local da injuria. Células como neutréfilos e
macréfagos e também queratinécitos e fibroblastos nestas condi¢cdes produzem e

liberam para o local metaloproteinases causando um desequilibrio entre a atividade
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proteolitica e a neoformacédo tecidual retardando o processo de resolucdo da leséo
(Witte e Barbul® 1997, Martin® 1997, Singer e Clark® 1999, Broughton et al.**
2006). Alem disso, a fase inflamatdria deste processo exige grande consumo de
oxigénio gerando espécies de oxigénio reativos (ROS) e radicais livres que reduzem
a concentragdo de fatores de crescimento e inibidores de proteinases (Battino et
al.'*? 1999), sendo as células do epitélio gengival altamente sensiveis ao efeito das
espécies de oxigénio reativos derivados de polimorfonucleares (Altman et al.**!
1992).

Apesar dos resultados terem demonstrado que o extrato de Malva
sylvestris Linn ndo promoveu o aceleramento do reparo da lesdo, nao foi observado
resultados negativos ou efeitos prejudiciais aos tecidos e a saude sistémica dos
animais. Como ha diversos estudos in vitro que comprovam o potencial fitoterapico
da malva, demonstrando que esta planta medicinal pode ser promissora nos
cuidados relacionados a saude bucal, deve-se dar continuidade as pesquisas com
diferentes veiculos e concentracfes para testar sua efetividade ndo somente como

cicatrizante, mas também pelo seu potencial antinflamatério e antimicrobiano.
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7. CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada foi possivel concluir que:
- macroscopicamente houve reducéo significativa da ferida em funcao do tempo.
- 0 extrato de Malva sylvestris L. a 20% em orabase n&o apresentou efeito no reparo
de feridas em mucosa palatina de ratos.
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