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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do extrato das folhas de Passiflora edulis na cicatrizagdo de bexiga em ratos, sob aspectos
histolégico. Métodos: Quarenta ratos da linhagem Wistar, machos foram submetidos a incisdo longitudinal na bexiga e
sintese em plano Unico. Apds este procedimento comum, os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos,
Passiflora e Controle. No grupo Passiflora utilizou-se dose inica intra-peritoneal do extrato hidroalcodlico das folhas
de Passiflora edulis e no grupo controle utilizou-se dose Unica intraperitoneal de agua destilada. Cada grupo foi dividido
em dois subgrupos, conforme o dia de morte dos animais, subgrupos Controle trés e sete dias e subgrupos Passiflora trés
e sete dias. Apds a morte dos animais, foi feito o inventario da cavidade abdominal e a retirada da bexiga. Uma analise
comparativa entre os dois grupos, utilizando-se parametros microscopicos da cicatriza¢do, foi realizada. Resultados: Houve
menor inflamacdo aguda (p=0,008), maior colagenizagdo (p=0,001) e maior neoformacédo capilar (0,000) no subgrupo
Passiflora do terceiro dia, quando comparado com o subgrupo Controle do terceiro dia. Encontrou-se menor inflamagao
aguda (p=0,001), maior proliferagao fibroblastica (p=0,011) e maior presen¢a de colageno (p=0,001) no subgrupo Passi-
flora do sétimo dia quando comparado ao subgrupo Controle do sétimo dia. Conclusao: O extrato das folhas de Passiflora
edulis diminuiu a inflamacdo aguda e aumentou a proliferagao fibroblastica, a colagenizacdo e a neoformagao capilar na
cicatrizagdo da bexiga de ratos.

Descritores: Passiflora edulis. Cicatrizagdo de Feridas. Bexiga. Ratos.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the effects of hydroalcoholic extract of Passiflora edulis leaves in the healing of urinary bladder in
rats from histological aspects. Methods: Forty Wistar male rats were submitted to a longitudinal incision of the bladder
followed by a stetching in only one level. After this common procedure, animals were divided at random two groups:
Passiflora and Control. In the Passiflora group the only dosage used was administered by intraperitonial injection of hy-
doalcoholic extract of Passiflora edulis leaves while in the Control group distilled water was injected. Each subgroup was
then divided in two subgroups according to the death of these animals: Control, three and seven days, Passiflora, three
and seven days. After the death of these animals, an inventory of the abdominal cavity was performed and the bladder was
removed. A comparative analysis was done between the two groups with microscopic evaluation of the healing. There was
less acute inflammation (p=0.008), greater colagenous formation (p=0.001) and greater capillary neo-formation (p=0.000)
in the third day Passiflora subgroup when compared to the Control subgroup of the third day. Results: There was less
acute inflammation (p=0.001), greater fibroblastic proliferation (p=0.011) and greater colagenous formation (p=0.001) in
the Passiflora subgroup of seventh day when compared with the Control seventh day subgroup. Conclusion: The use of
Passiflora edulis leaves extract resulted in less acute inflammation, greater fibroblastic proliferation, colagenous formation
and capillary neo-formation on rats bladder wound healing.
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Introducao

A cicatrizagdo € um processo que visa limitar os danos Os avangos da biologia celular e molecular tém per-
e restabelecer a integridade e a fungdo dos tecidos afeta-  mitido o estudo e ampliado o conhecimento das etapas da
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dos'. cicatrizacao. Sabe-se que os tecidos cicatrizam-se de maneira
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semelhante e em trés fases parcialmente sobrepostas: fase
inflamatéria (0 a 4 dias); fase proliferativa (3 a 14 dias)
quando ocorre a formacdo do tecido de granulagdo; fase
de maturagdo que corresponde a deposi¢do, agrupamento
e remodelagdo do colageno e a regressdo endotelial®. Al-
guns fatores inibem o processo de cicatrizag@o, tais como
infecgdo, desnutrigdo, hipoxia tecidual, envelhecimento,
radiagdo ionizante e medicamentos, como quimioterapicos
e glicocorticoides'.

Apesar da cicatrizagdo tecidual dar-se de modo semel-
hante em diferentes tecidos, alguns 6rgaos tém suas pecu-
liaridades. No caso da bexiga, a cicatriza¢do ¢ dificultada
pela presenga da urina®. No processo de cicatrizagdo, podem
ocorrer fistulas e fibrose devido ao seu extravasamento, as-
sim como formagdo de calculos urinarios pelo uso de fios
de sutura®.

Muitas plantas sdo utilizadas popularmente no Brasil
e em outras partes do mundo com a crenga de que contém
substancias indcuas ¢ com menos cfeitos colaterais que
os medicamentos alopaticos. Algumas delas sdo usadas
como cicatrizantes, porém muitas carecem de validacdo
cientifica’.

A Passiflora edulis ¢ uma espécie de planta trepadeira,
pertencente a familia Passifloraceae, também conhecida
como maracuja-amarelo, maracuja-redondo, maracuja-
mirim, maracuja-peroba, maracuja-roxo, maracuja-preto ¢
maracuja-de-garapa. Tem sua origem nas regides tropicais
e subtropicais do continente americano, com ampla distri-
buigdo geografica no Brasil®.

O infuso das folhas de Passiflora edulis tem sido usado
popularmente no tratamento de ansiedade, epilepsia, febre,
cefaléia, nevralgia, tosse, asma, bronquite, palpitacao, diar-
réia e dor abdominal. A logao e a cataplasma de folhas sdo
aplicadas as inflamagdes cutineas’.

O extrato das folhas de Passiflora edulis apresentou, em
camundongos, a¢ao depressora do sistema nervoso central,
atividade analgésica, atividade antiinflamatoéria e, por fim,
acdo inibitdria do sistema digestorio®. As fragdes clorofor-
mica e aquosa e as subfracdes hexanica, hexanica acetato
8:2, hexanica acetato 2:8 e metanolica do extrato etanolico
das folhas de Passiflora edulis também possuem atividades
analgésica e antiinflamatdria’®.

Diante da necessidade de se melhorar a cicatrizagio
vesical e das agdes atribuidas ao extrato das folhas de
Passiflora edulis, este estudo tem como objetivo avaliar o
efeito do extrato hidroalcodlico destas folhas no processo de
cicatrizagdo de bexiga em ratos, considerando parametros
microscopicos.

Métodos
Amostra

Foram utilizados 40 ratos (Rattus novergicus albinus,
Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, machos, pesando
entre 150 e 200 gramas. Foram alojados em gaiolas de 0,15
m2, cinco animais em cada gaiola, em ciclos dia e noite de
12 horas, em condigdes de temperatura ¢ umidade ambi-
entais, recebendo ra¢do padrio para ratos (Purina labina®,
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Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil) e dgua ad libitum durante sete
dias para adaptagao.

Foram obedecidos os principios éticos em experimen-
tacdo animal, preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentag¢@o Animal (COBEA — Resolugdo 592, 1992).
Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica do De-
partamento de Medicina II da UFMA.

Preparo do extrato das folhas de Passiflora edulis

Retiraram-se 8 kg de folhas da parte aérea de uma mesma
planta Passiflora edulis, que foram ent3o postas para secar
por um periodo de duas semanas a temperatura ambiente. As
folhas secas foram colocadas em uma estufa para retirada
da umidade a temperatura de 45-50°C por 24 h.

Apos a secagem, as folhas foram moidas em moinho elé-
trico, obtendo-se um p6 de cor amarelada e odor caracteristi-
co. O pé foi pesado em balanga analitica digital, totalizando
a quantidade de 2 Kg, que foram colocados em um recipiente
e em seguida diluidos em solugdo hidroalcoodlica a 70% na
proporg¢do 1:3 do p6. A mistura permaneceu por 12 h, sendo
que a cada 2 h foi agitada manualmente por cinco minutos.
A mistura foi filtrada em funil de vidro contendo algodao,
sob pressao reduzida. Este procedimento foi realizado por
trés vezes consecutivas, obtendo-se no final quantidade de
5500 ml de extrato bruto das folhas de Passiflora edulis, de
coloragdo verde-escuro.

A partir do extrato bruto, calculou-se a concentragdo em
g/ml e o seu rendimento. O extrato bruto foi entdo concen-
trado em evaporador rotativo, sob pressdo reduzida a uma
temperatura de 60-65°C para eliminagao total do solvente.
Apos a concentragdo, o material obtido foi em forma de
pasta. Retirou-se 25g dela que foram diluidos em 100 ml de
solugdo salina, resultando em uma concentragdo de 250mg/
ml para aplicagdo via intra-peritoneal (i.p.).

Etapas experimentais

Os animais foram submetidos a jejum de 12 h antes
do procedimento cirurgico e antes de anestesiados, foram
pesados em balanga eletronica. A anestesia foi inalatdria
dentro de uma campanula com algodao embebido em éter
etilico comercial a 97% em sistema fechado, em tempo
médio de cinco minutos, até a obtengdo do plano anes-
tésico'. Os ratos foram considerados anestesiados quando
se apresentavam imoveis ¢ com perda do reflexo corneano.
A anestesia foi mantida em sistema semi-aberto por vapor-
izador artesanal''.

O animal anestesiado foi fixado em dectbito dorsal, com
fita adesiva na prancha cirurgica, que media 20 cm x 30 cm.
Realizou-se a epilagdo da metade inferior do abdome, a anti-
sepsia da regido abdominal com povinilpirrolidona-iodo e a
colocag@o de campo fenestrado estéril sobre o animal, ex-
pondo o campo operatorio. Realizou-se uma incisdo de 2 cm,
com bisturi de 1amina n° 15, interessando pele, aponeurose
e peritdnio, expondo-se a cavidade abdominal.

Realizou-se em seguida a exposi¢do da bexiga e sua
tracdo com pinga reta hemostatica. Procedeu-se entdo a ab-
ertura da mesma com incisdo longitudinal de 1 cm, seguida
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do seu fechamento com fio de poliglactina 910, 5-0, com
agulha cilindrica de 1,5 cm, em plano tnico total, com quatro
pontos separados (Figura 1).

FIGURA 1 - exposicdo da bexiga (a), abertura longi-
tudinal (b) e sintese da bexiga (¢).

Apbs o fechamento vesical, os animais foram distribui-
dos aleatoriamente em dois grupos contendo 20 ratos cada,
denominados de grupo Controle (GC) e grupo Passiflora
(GP). O grupo Controle (GC) recebeu dose tnica i.p. de
agua destilada 1 ml/kg de peso do animal e o grupo Pas-
siflora (GP) recebeu extrato bruto hidroalcoodlico das folhas
de Passiflora edulis via i.p. em dose Unica de 250 mg/kg de
peso do animal.

Ao final do procedimento, cada grupo foi dividido,
aleatoriamente em dois subgrupos com 10 animais cada,
conforme o dia da morte dos animais. Os ratos dos subgrupos
Controle de 3 dias (SGC3) e Passiflora de 3 dias (SGP3)
foram sacrificados no terceiro dia do periodo pds-operatdrio
e aqueles dos subgrupos Controle de 7 dias (SGC7) ¢ Pas-
siflora de 7 dias (SGP7), no sétimo.

No dia da morte, os animais foram pesados ¢ colocados
sob uma campanula de vidro e submetidos a dose letal in-
alatoria de éter etilico a 97%.

Coleta de dados pos-operatorios

Apbs a morte, os animais foram fixados na prancha
cirrgica e tiveram sua ferida operatéria examinada, bem
como sua cavidade abdominal aberta, promovendo-se um
inventario a procura de infec¢des, aderéncias peritoneais e
fistulas urinarias. A bexiga foi retirada através da sec¢ao do
colo vesical, depois aberta por incisao longitudinal na parede
contraria a ferida e entdo presa a uma placa de isopor de 2
cm? com alfinetes.

Ela foi fixada em formol a 10% por 48 h, quando entdo
foram retirados os fios de sutura e realizados dois cortes na
peca, transversais a incisdo, dividindo-a em trés partes de
0,3 cm de largura, contemplando as periferias e o centro da
ferida vesical. A parte correspondente ao centro da ferida
foi identificada com nanquim. Os fragmentos foram colo-
cados em capsulas para a histotécnica e lavados em agua
corrente por 15 minutos para retirada do excesso de formol
do tecido. Depois, no autotécnico, sofreram desidratagdo em
alcool etilico a 70, 80 ¢ 90% e posteriormente diafanizagido
em xilol, impregnagdo por parafina a 58°C com formagao
de blocos.

Para cada bloco de parafina foram preparadas duas
laminas. Os cortes dos blocos foram realizados por micro-
tomo regulado para 5 pum. A primeira lamina foi corada

pela técnica de hematoxilina-eosina (HE), para verificagao
do processo de cicatrizagdo e de fibroplasia ¢ a segunda
pela técnica tricromico de Masson (TM) para verificagao
das fibras colagenas e colagenizacdo. Foi realizado estudo
microscopico do processo de reparagdo tecidual por médica
patologista que desconhecia o subgrupo do animal corre-
spondente a lamina estudada. A area da sutura foi analisada,
considerando-se o processo de reparagdo tecidual. Foram
estudados oito campos por lamina com objetivas de 4, 10 e
40 X e ocular de 10 X.

Os parametros histologicos analisados foram: inflama-
¢do aguda, inflamagdo cronica, necrose isquémica, reagdo
gigantocelular, proliferacdo fibroblastica, colagenizagdo,
reepitelizagdo, coaptacdo das bordas da sutura, extensdo
do infiltrado na parede e neoformagdo capilar'?. Os para-
metros proliferagdo fibroblastica e colagenizagdo foram
também analisados nas laminas coradas pelo tricromico
de Masson.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o programa
Statistica for Windows 5.1. O peso inicial e o final dos ani-
mais foram analisados pelo teste ¢ de Student. As variaveis
da avaliagdo histologica foram analisadas pelo teste ndo-
paramétrico de Mann-Whitney. O nivel de significancia
(p) utilizado para se rejeitar a hipdtese de nulidade foi de
5% (p <0,05).

Resultados

Avaliacio microscopica

Terceiro dia do periodo pos-operatorio

A andlise histologica das bexigas revelou inflamagdo
aguda moderada em todos os animais do SGP3 e em apenas

trés animais do SGC3, os demais apresentaram inflamagao
aguda acentuada (p=0,008) (Figura 2).

FIGURA 2 - Inflamagao aguda moderada em animal do
SGP3 (A) e inflamagdo aguda acentuada em
animal do SGC3, com formagao de abscesso
(ABS) (B).

A colagenizagao foi discreta em todos os ratos do SGP3
e em apenas um do SGC3, nos outros animais deste grupo a
colagenizacgao esteve ausente (p=0,001) (Figura 3).

A neoformacao capilar esteve ausente em todos aqueles
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do SGC3 (p=0,000) ¢ foi leve em todos os animais do SGP3
(Figura 4).

FIGURA 3 - Fibras colagenas (FC) em fotomicrografia de
animal do SGP3 (A) e auséncia de colage-
nizagdo em animal do SGC3 (B).

FIGURA 4 - Vasos neoformados em animal do SGP3 (A) e
auséncia de neoformagéao vascular em animal
do SGC3 (B).

Os demais parametros histoloégicos ndo demonstraram
diferenca estatisticamente significante quando comparados
0s SGC3 e o SGP3.

Seétimo dia do periodo pos-operatorio

O estudo histologico das pegas revelou inflamago aguda
moderada em todos os animais do SGC7 e em apenas um
animal do SGP7 (p=0,001), nos demais ratos do SGP7, sete
tiveram inflamago aguda discreta e em um, a inflamagao
aguda esteve ausente (Figura 5).

FIGURA 5 - Inflamacdo aguda moderada em animal do
SGP7 (A) e inflamagdo aguda acentuada em
animal do SGC7 (B).

A proliferacao fibroblastica foi moderada em sete ratos
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do SGP7 e em quatro do SGC7 (p=0,011). Os demais ratos
do SGC7 apresentaram proliferacdo fibroblastica discreta e
em dois do SGP7 ela foi acentuada (Figura 6).

FIGURA 6 - Fibroblastos em feixes compactos sao obser-
vados em animal do SGP7 (A) e fibroblastos
esparsos em animal do SGC7 (B).

A colagenizagdo foi moderada em sete animais do SGP7
e em apenas um rato do SGC7 (p=0,001). Nos outros nove
animais do SGC7, ela foi discreta ¢ em dois animais do
SGP7 foi acentuada (Figura 7).

FIGURA 7 - Fibras colagenas em grande quantidade em
animal do SGP7 (A) e poucas fibras colagenas
em animal do SGC7 (B).

A inflamacdo cronica foi moderada em cinco ratos do
SGP7 ¢ em apenas um do SGC7, os demais ratos de ambos
os subgrupos apresentaram inflamagdo cronica discreta
(p=0,094). Resultados semelhantes foram encontrados no
parametro neoformagdo capilar (p=0,094).

Os demais critérios histologicos pesquisados ndo apre-
sentaram diferenga estatisticamente significante, quando
comparados os SGC7 e SGP7.

Discussao

O uso popular do extrato das folhas da Passiflora edulis
para diversas enfermidades carece de validagao cientifica.
Ha evidéncias de efeito antiinflamatorio, analgésico, an-
tipirético e antiespasmddico do extrato desta planta®®!?
porém sua acdo cicatrizante ainda ndo foi comprovada
cientificamente. Portanto, pesquisas que venham investigar
os efeitos do extrato das folhas de Passiflora edulis, que é
uma espécie amplamente distribuida no territdrio brasileiro,
sdo justificadas®.

A escolha da dose do extrato de Passiflora edulis, 250
mg/kg, foi baseada nos valores empregados em estudo ante-
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rior, que variaram de 125 mg/kg a 250 mg/kg. Ainda, neste
mesmo estudo, a via intraperitoneal foi a mais utilizada pela
sua facilidade de aplicagdo e eficiéncia'.

A analise da cicatrizagdo tecidual deve ser realizada
através de trés pardmetros principais: a determinacdo da
resisténcia mecanica da cicatriz, o estudo histologico da mor-
fologia tecidual e a determinag@o da sua taxa colagena®.

Decidiu-se, no presente estudo, ndo se avaliar a resistén-
cia mecanica da cicatriz devido dificuldades técnicas para
se realizar este estudo associado a analise histologica da
bexiga de ratos, em projeto piloto prévio.

A andlise histologica tem sido usada no estudo da
cicatrizagdo em cirurgias experimentais por diversos au-
tores'®!'"!®, Neste estudo, as 1aminas foram coradas pela
técnica da hematoxilina-eosina por ser método de coloragéo
simples, barato e eficaz para o estudo dos elementos celu-
lares envolvidos no processo de cicatrizagdo'?. A técnica
do tricromico de Masson também foi empregada para se
avaliar melhor a fase proliferativa da cicatrizagdo, através
da quantificacdo de fibroblastos e da colagenizagao.

As pegas estudadas no terceiro e no sétimo dia do periodo
pos-operatorio demonstraram menor inflamag@o aguda nos
subgrupos Passiflora. O grau de inflamagdo aguda ¢é fator
determinante para que haja cicatriza¢@o satisfatoria, uma
vez que a inflamacdo aguda exacerbada pode diminuir a
irrigagao sanguinea tecidual e comprometer a proliferagdo
fibroblastica'.

Resposta inflamatoria muito diminuida também nao
¢ desejavel por causar retardo no processo de reparacdao
tecidual®’. Na presente pesquisa, a resposta inflamatoria
inicial nos subgrupos Passiflora pareceu adequada, pois a
fase proliferativa foi melhor que nos subgrupos Controle,
sendo demonstrada através de maior neoformagao capilar
e colagenizagao no terceiro dia do periodo pos-operatorio e
maior proliferacdo fibroblastica e colagenizagido no sétimo
dia do periodo poés-operatorio. O colageno € responsavel pela
forga e integridade dos tecidos afetados, entretanto, convém
ressaltar, que a quantificagdo pura e simples do colageno,
ndo representa a quantifica¢do de sua forga ténsil®.

Conclusao

O uso do extrato hidroalcoolico das folhas de Passiflora
edulis, na dose de 250 mg/kg, por via intraperitoneal, teve os
seguintes efeitos na cicatrizacdo de bexiga em ratos:

* diminuiu a inflamacdo aguda no terceiro e no sétimo
dias do periodo pds-operatorio;

 aumentou a proliferagdo fibroblastica no sétimo dia do
periodo pds-operatorio;

» aumentou a colagenizagdo tecidual no terceiro e no
sétimo dias do periodo pds-operatorio;

» aumentou a neoformagao capilar no terceiro dia do
periodo pos-operatorio.
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