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RESUMO

Introducdo: Nas regides interioranas do Brasil o cataplasma feito com folhas de Passiflora edulis tem sido usado pela
populagdo como cicatrizante, para tratar infecgdes e inflamagdes cutaneas, sem a comprovagao cientifica dos seus potenciais
beneficios. Objetivo: Avaliar a cicatrizagdo de feridas abertas em ratos com a aplicagdo topica de extrato hidroalcodlico de
Passiflora edulis. Métodos: Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos, divididos em dois grupos: o
grupo Passiflora e o grupo Controle. Os animais do primeiro grupo foram tratados com o extrato de Passiflora edulis, e os
do segundo grupo, com 4gua destilada. A aplicagdo diaria do extrato e da agua destilada foi realizada sobre ferida circular
padronizada de 2cm de diametro na regido dorsal de cada animal. A avaliacdo da ferida foi feita do ponto de vista macro
e microscopico nos periodos pré-determinados (7°, 14° e 21° dias). Fez-se a analise macroscopica da evolugdo do aspecto
da lesdo e medida da retragdo cicatricial da ferida, por planimetria digital. O estudo histolégico em laminas coradas pela
Hematoxilina-Eosina e Tricomico de Masson considerou os pardmetros de elementos celulares inflamatorios incluindo
colagenizagdo e reepitelizagdo. Resultados: Nao houve diferenca estatisticamente significante entre as areas cirurgicas
das feridas tratadas com Passiflora edulis e o grupo Controle; entretanto, histologicamente houve colagenizagao signifi-
cantemente maior no 14° dia de pds-operatorio nos animais do grupo Passiflora (p = 0,012). Conclusdes: O uso topico
do extrato de Passiflora edulis ndo apresenta macroscopicamente efeito significativo na cicatrizagdo de feridas na pele de
ratos; entretanto microscopicamente apresenta aumento da proliferacdo fibroblastica no 7° dia e colagenizagdo maior no
14° dia de pos-operatorio.

Descritores: Passiflora edulis. Cicatrizagao de Feridas. Ratos.

ABSTRACT

Introduction: In Brazilian countryside, cataplasm made from Passiflora edulis leaves has been used by the population as
a healing agent for infections and skin inflammations in an empiric basis. Purpose: the aim of this work was to evaluate
the healing process of open wounds in rats, in which Passiflora edulis hydro-alcoholic extract was applied. Methods:
Sixty male, adult Wistar rats were divided into two groups: Passiflora group and Control group. Rats of the first group
were treated with Passiflora edulis extract, and those of the second group received distilled water. The daily application of
the extract or distilled water was carried out on a 2 cm diameter standardized circular wound on the dorsal region of each
animal. Wound assessment was performed macroscopically and microscopically on the 7, 14", and 21 postoperative days.
Microscopic analysis included hematoxylin-eosine and Masson Trichromium stains, evaluating inflammatory response,
fibroplasia and collagen deposition. The wound retraction was evaluated by digital planimetry. Results: No significant
difference in the rate of wound healing was detected comparing both groups. However, a significant increase in the number
of fibroblastic cells was seen on the 7" PO day, and significantly greater collagen deposition was observed on the 14" day
PO day in rats from the Passiflora group (p=0,012). Conclusions: The application of the Passiflora edulis extract does
not accelerate the healing process of open wounds in rats, but is associated with increased number of fibroblastic cells on
7™ P.O. day and greater collagen deposition on the 14" PO day.
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Introducao

A cicatrizagdo constitui conjunto dindmico de alteracdes
teciduais importantes na manutengao da integridade do or-
ganismo, que envolve inflamagao, quimiotaxia, proliferagdo
celular, diferencia¢do e remodelagdo'.Surge como resposta
tecidual as lesdes, sejam induzidas por traumatismo ou por
procedimentos cirargicos. E componente necessario ao
processo de reparagdo, por proporcionar oS mecanismos
pelos quais o tecido lesado é preparado para a reconstrugéo?.
Este fendmeno é usualmente multimediado, localizado,
transitorio e autolimitado. No entanto, quando o estimulo
inflamatorio ndo pode ser eliminado ou removido, desenca-
deia-se resposta complexa, envolvendo todo o organismo
e levando a processo inflamatorio cronico, o qual muitas
vezes pode ser deletério’.

Apesar da predominéncia, no arsenal terapéutico, de
substancias sintéticas, inclusive as antiinflamatodrias, nos
ultimos anos tém-se verificado retomada a valorizagdo de
praticas terapéuticas consideradas por muitos profissionais
de satde como populares ou ndo cientificas, inclusive a
lenta reincorporacao das ervas medicinais como alternativa
ou complemento terapéutico. Varios foram os fitoterapicos
testados e usados no processo de cicatrizagdo de feridas
cutineas que se mostraram promissoras. A Aloe Vera (ba-
bosa) foi eficaz no tratamento de feridas cutaneas abertas
em ratos diabéticos e normais®. O extrato alcoolico de
flores de Ixora coccinea facilitou os fatores da cicatrizagao,
como aumento da granulagdo, for¢a de tensdo e deposi¢do
de colageno em feridas cuténeas abertas em ratos*. O uso
topico da solugd@o de Papaina a 2% também apresentou bons
resultados em feridas cutineas abertas em ratos”.

O maracuja ¢ fruto de numerosas espécies da familia
Passifloraceae, originaria das regides tropicais e subtrop-
icais do continente americano. A mais comum delas é a
Passiflora edulis, conhecida como maracuja amarelo. Esta
espécie ¢ bastante cultivada, tanto pelo fruto saboroso como
pela beleza de suas flores ornamentais. Na forma de infuso
de folhas ¢ usada pela populacdo para combater ansiedade,
insonia, epilepsia, febre, cefaléia, neuralgia, tosse, asma,
diarréia e dor abdominal.

Outra forma de aplicacdo clinica da Passiflora edulis
¢ seu preparo como cataplasma e logdo, usado para tratar
infec¢des e inflamagdes cutaneas. A despeito do seu uso
freqiiente pela populag@o, ndo foram identificados estudos
cientificos avaliando sua possivel eficacia quando aplicado
localmente em feridas abertas.

O presente estudo tem por objetivo avaliar a cicatri-
zagdo de feridas cutaneas abertas em ratos, tratados com
uso topico do extrato de Passiflora edulis mediante analise
macro ¢ microscopica do processo cicatricial até o 21° dia
de pds-operatorio.

Métodos
Este estudo foi realizado no Laboratdrio de Pesquisa do
Departamento de Fisiologia ¢ Farmacologia do Centro de

Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal do
Maranhdo, Sdo Luis - MA. Neste local os animais foram
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mantidos durante todo o periodo experimental e foram
coletados os dados para avaliagdo clinica e histologica.
As pegas cirlrgicas foram analisadas no Laboratério de
Patologia do Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora
Bello (IMOAB) e foram obedecidos os principios éticos em
experimentag¢ao animal preconizados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal, COBEA. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica do Departamento de Cirurgia do Hos-
pital Universitario da UFMA.

Coleta do material botdnico e obten¢do do extrato

Folhas integras de Passiflora edulis foram coletadas e
secadas por duas semanas em temperatura ambiente ¢ apos
foram catalogado no Herbario Atico Seabra sobn°1155. Em
seguida, foram colocadas em estufa de secagem para retirada
da umidade em temperatura de 45° a 50°C, por 24 horas.
Posteriormente as folhas foram submetidas ao processo de
moagem no Laboratério do Pavilhdo Tecnologico da Uni-
versidade Federal do Maranhdao (UFMA). Foi obtido um
p6 de coloragdo esverdeada, ao qual foi adicionada solugao
hidroalcodlica a 70% na propor¢do de 1:3. A mistura foi
agitada manualmente por cinco minutos a cada duas horas
durante 12 horas ¢ filtrada em funil de vidro simples ¢ al-
godao, por trés vezes consecutivas. As principais etapas do
processo estdo representadas na Figura 1.

FIGURA 1 - Processo de obtengdo do extrato da Passiflora
edulis: (a) mistura da solug@o hidroalcodlica a
70% ao po6 de P. edulis; b) filtragao da mistura
em funil e algodao; c) extrato bruto concentra-
do em evaporador rotativo para eliminag¢ao do
solvente; d) extrato bruto de Passiflora edulis
de coloragdo verde-escuro

O extrato bruto foi concentrado em evaporador rotativo
(Fisaton 802", Sdo Paulo-SP) em temperatura de 50°-55°C
para a eliminagao total do solvente. O material obtido depois
da concentragdo apresentou-se em forma de pasta, sendo
desta retiradas as amostras para os testes farmacologicos no
Laboratorio de Bioquimica do Centro de Ciéncias Biologica
e da Satde da UFMA. Para uso topico foram retiradas 20g
de extrato bruto de Passiflora edulis, diluidas em 100mL
de solugdo salina, o que resultou em concentragdo final
de 200mg/mL. A sua composic¢do, de acordo com analise
bioquimica realizada no Departamento de Analises de
Alimentos da UFMA revelou ter: pH 5.1; actcares totais
19.2% ; lipideos 5.24%; proteinas 9,982%; cinzas 5,65%;
umidade 58,93%.
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Amostra

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia) da linhagem Wistar, machos, adultos,
com peso médio de 140 + 10g, procedentes do Biotério Cen-
tral da Universidade de Campinas (UNICAMP). Permanece-
ram acondicionados em gaiolas de plastico, em condigdes
de temperatura e umidade ambientais, com livre acesso a
agua potavel e ragéo industrial propria para ratos (Purina®
Sao Paulo — SP). Respeitou-se o periodo de aclimatagio de
sete dias antes do inicio do experimento.

Os animais foram distribuidos por sorteio, em dois gru-
pos de 30 animais: Grupo P (Passiflora) (n=30) ¢ Grupo C
(Controle) (n=30)

Os grupos foram, por sua vez divididos aleatoriamente
em trés subgrupos de acordo com o periodo de observagdo
(7, 14 e 21 dias de pds-operatorio), com 10 animais em
cada subgrupo.

Anestesia e ato operatorio

Os ratos foram submetidos a anestesia inalatoria com
éter etilico sob campénula fechada, procedimento proposto
por White, e foram considerados anestesiados pela imobili-
dade do corpo, mas com freqiiéncia e amplitude respiratoria
normais; em seguida foram identificados com acido picrico
na cabega, cauda, lateral direita e esquerda.

Apds anestesiados, os animais foram posicionados em
decubito ventral e foram imobilizados em prancha de ma-
deira, com contengdo dos membros por tensores elasticos e
submetidos a epilacdo por tragdo manual na regido dorso-
costalis em area de aproximadamente 6¢cm?.

Para a demarcagao da pele a ser retirada, utilizou-se um
punch metalico, especialmente confeccionado para este fim,
contendo lamina cortante na sua borda inferior; semelhante
ao utilizado nos procedimentos de cirurgia plastica (Figura
2). Com este instrumento, foi excisado fragmento cutaneo
de 2 cm de diametro, no centro da area epilada, até a ex-
posicao da fascia muscular dorsal (Figura 3). A hemostasia
foi realizada por compressao digital, utilizando-se gaze
esterilizada.

FIGURA 2 — Detalhe do punch metalico utilizado para a
marcacdo da ferida cutanea padronizada

FIGURA 3 — Ato operatorio, onde observa-se a exposi¢ao
da fascia muscular dorsal

Poés-operatorio

Logo apds ao ato operatorio, os animais foram rea-
condicionados nas caixas especificas, divididos de acordo
com 0s seus respectivos grupos, e foi realizada a primeira
aplicacao topica de 0,1mL do extrato hidroalcodlico de Pas-
siflora edulis na concentragao de 200mg/mL, com seringa
de plastico de ImL, sem agulha, na ferida cutanea dos ratos.
Este procedimento foi repetido diariamente durante sete, 14
ou 21 dias, conforme o subgrupo do grupo Passiflora a que
pertencia o animal. No grupo Controle, foi realizado aplica-
¢do topica isovolumétrica de dgua destilada, diariamente, até
a data da morte do animal, semelhante ao realizado no grupo
Passiflora. Todos os ratos foram examinados diariamente
quanto a sua mobilidade, e foi feita a avaliagdo macroscopica
da ferida operatoria, observando-se a presenga ou auséncia
de secregao, crostas ou necrose. Os dados avaliados foram
anotados em ficha propria, individual para cada rato.

Planimetria digital

Todos os animais tiveram suas lesdes fotografadas por
cAmara digital modelo “Power Shot AS100”, (Canon®,
Tokyo, Japdo), 1,3 mega pixels, Zoom 3.2. e mantida em
tripé a distancia constante de 34 cm. Os dados assim obtidos
do processo de cicatrizagao, no 7°, 14° e 21° dias, foram
registrados em protocolo para posterior comparagdo, por
planimetria digital, mediante aplicagdo do software AUTO
CAD 14 (San Rafael, USA).

A avaliagdo da cicatrizacdo foi realizada em todos os
animais mediante a mensuragdo da area de retragdo do
ferimento, importando-se a imagem da fotografia digital da
lesdo para o software AUTO CAD 14. Para tanto, o contorno
da ferida foi previamente delimitado através do aplicativo
POLILINE, que consiste na demarcagao de todos os pontos
perimetrais pertinentes ao contorno da lesdo. O calculo da
area tomou como referéncia a medida do maior didmetro,
medido com paquimetro digital, e a formatacao da figura
geométrica em que se transformou o ferimento, expresso
em medida decimal. O calculo da area foi realizado em
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computador Pentium® III (Intel, USA) (Figura 4).
Morte dos animais e coleta de dados

No dia pré-estabelecido para a morte (sete, 14 ou 21
dias), os ratos foram pesados ¢ mortos com dose inalatoria
letal de éter etilico. Em seguida foram fixados a mesa cirtr-
gica para a coleta de dados morfologicos e do espécime
cirurgico. As feridas operatorias foram examinadas com uso
de lupa de 2,5 vezes de aumento para verificagdo de crostas,
secregoes, cicatriz hipertrofica e verificado o tamanho da
ferida residual no maior e menor eixo, medidos com paqui-
metro digital (ZEIN® - Alemanha).

A ferida foi excisada com margem de 1 cm de pele integra
em torno da lesdo, em profundidade até a fascia muscular.
Cada pega foi identificada individualmente, fixada em isopor
e colocada em solugao de formalina a 10% para em seguida
ser encaminhada ao Laboratorio de Patologia no Instituto
Maranhense de Oncologia do Hospital Aldenora Bello,
onde foram confeccionadas as laminas para a avaliacdo
histologica.

Avalia¢do microscopica

As pegas retiradas foram conservadas em formalina 10%
por 48 horas e posteriormente inclusas em parafina, submeti-
das a cortes transversais de 4p, com micrétomo, e coradas
com hematoxilina—eosina (HE), para avalia¢ao global dos
cortes de tecido, e pelo Tricomico de Masson (TM), para
avaliar a presenca de fibras colagenas existentes nos locais
de fibrose do intersticio.

A analise dos cortes histologicos foi realizada pelo
mesmo patologista sem o conhecimento prévio da identifica-
¢do dos grupos. Os dados obtidos pela técnica de HE foram
classificados de acordo com a intensidade em que foram
encontrados ¢ transformados em varidveis quantitativas
mediante atribui¢do de indice para o achado histolégico,
conforme demonstrados no Quadro 1.

A intensidade dos achados de HE e TM foi analisada
segundo os seguintes critérios:

Proliferagdo Vascular — foi considerada ausente, quando
ndo se evidenciava vasos no corte histologico; discreta,
quando eram visibilizados poucos vasos esparsamente situa-
dos, de forma isolada no contexto; moderada, quando apa-
reciam com maior freqiiéncia e dispersos no campo optico
e acentuada, quando evidenciados com grande freqiiéncia,
dispostos em todo o contexto.

Células mononucleares — foram classificadas em ausente,

quando estas células ndo eram visualizadas no campo 6ptico;
discreta, quando evidenciadas de forma isolada, possibili-
tando distinguir areas livres de infiltrado; moderada quando
apareciam com maior freqiiéncia, constituindo agregados
densos, mas possibilitando visualizar areas livres de infil-
trado; e acentuada, quando as células foram evidenciadas
com grande freqiiéncia, constituindo agregados densos e
justapostos, sem areas livres de infiltrados.

Células polimorfonucleares — foram classificadas em aus-
entes, quando ainda ndo eram visibilizadas no campo dptico;
discretas, quando eram visibilizadas esparsamente, de forma
isolada, com muitas areas livres de infiltrados; moderada,
quando ja eram visibilizadas formando agregados, porém
com areas adjacentes livres de infiltrados; acentuada, quando
estas células apareciam com grande freqiiéncia, formando
agregados densos, sem areas livres de infiltrados.

Proliferagao fibroblastica — foi classificada em ausente,
quando ndo se evidenciava proliferagdo de fibroblastos;
discreta, quando havia esparsos fibroblastos proliferados em
meio a tecido conjuntivo frouxo; moderada, quando havia
moderada quantidade de fibroblastos proliferados, consti-
tuindo pequenos feixes celulares multi-direcionalmente; e
intensa, quando havia grande quantidade de fibroblastos
proliferados constituindo agregados compactos de células
arranjadas multi-direcionalmente.

Colagenizagdo — classificou-se como ausente, quando
ndo havia fibras colagenas depositadas; discreta, quando a
deposi¢ao de fibras colagenas era em pequena quantidade,
caracterizadas por fibras depositadas em meio aos fibroblas-
tos proliferados; moderada quando a deposigao de colageno
formava feixes de fibras eosinofilicas, espessas, intercala-
das com areas de tecido conjuntivo frouxo e fibroblastos
proliferados; e intensa, quando havia grande deposigdo de
fibras colagenas, constituindo feixes de fibras eosinofilicas
espessas, compactamente arranjadas em meio a fibroblastos
proliferados e sem areas de tecido conjuntivo frouxo.

Reepitelizagdo — classificou-se como ausente, quando
ndo havia epitélio visibilizado no campo 6ptico; discreto ou
moderado, quando aparecia de forma incompleta ou parcial;
acentuada, quando visibilizado de forma total ou completa
sobre o tecido conjuntivo.Os dados coletados foram regis-
trados em fichas individuais para cada animal.

Andlise estatistica
Os dados foram analisados utilizando-se o programa

Statistics for Windows 5.1. A variavel numérica, area cirtr-
gica (cm?), foi avaliada pelo teste t de Student. A avaliagdo

QUADRO 1 — Classifica¢do e atribui¢ao de indices aos achados histologicos de HE (Hematoxilina — Eosina) e TM (Tricrémio de

Masson)
Intensidade dos achados
Achados HE/TM Ausente Discreto Moderado Acentuado
Proliferagdo vascular 0 1 2 3
Células mononucleares 0 1 2 3
Células Polimorfonucleares 0 1 2 3
Proliferagao fibroblastica 0 1 2 3
Colagenizagdo 0 1 2 3
Reepitelizacdo 1 2 2 3
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conjunta dos efeitos dos grupos Controle (C) e Passiflora
(P),edosdias (7, 14 € 21), bem como da interagdo entre eles,
foi feita pelo teste ANOVA com dois fatores. A comparagao
entre as médias foi feita pelo teste de Tukey. As variaveis da
avaliacdo histoldgica foram analisadas pelo teste ndo-para-
métrico de Mann-Whitney. A analise inter-grupo foi feita
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. O nivel de
significancia utilizado para se rejeitar a hipdtese de nulidade
foi de 5% (p<0,05).

Resultados
Evolugdo pos-operatoria e exame da ferida

O ato operatorio de todos os animais transcorreu sem

complicagdes. Nao houve obitos. Todos os ratos recuperam-
se bem da anestesia. As avaliagdes clinicas diarias mostraram
adequada recuperag@o, com manutengdo do estado geral,
presenca de atividade fisica e disposi¢ao para alimentar-se
no grupo Controle e grupo Passiflora.

A evolugdo da ferida cutanea nos ratos do grupo Controle
e no grupo Passiflora mostrou exsudagdo e formagdo de
crostas delicadas até o 7° dia de pos-operatorio. A partir do
7° dia, houve espessamento da crosta, que passou a desta-
car-se espontaneamente a partir do 14° dia; evoluindo para
epitelizagdo no 21° dia de pds-operatorio, com crescimento
de pelos em torno da lesdo (Figuras 4 ¢ 5).

FIGURA 4 — Fotos comparativas de animais do grupo
Passiflora mostrando as lesdes no 7° (A), 14°
(B) e 21° dia (C) de pds-operatério

FIGURA 5 —Fotos comparativas de animais do grupo con-
trole mostrando as lesdes no 7° (A), 14° (B) e
21° (C) de observacao do pos-operatorio
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Evolugdo da area da ferida

A érea da ferida diminuiu gradativamente com a evolugdo
do tempo. A média e o desvio padrdo para cada subgrupo
estdo demonstrados na Tabela 1 e representados na Figura 6.
Como pode ser observado nesta tabela, as areas das feridas
diminuiram progressivamente de maneira significativa em
ambos os grupos com a evolugdo. Entretanto, quando os
grupos foram comparados entre si as médias das areas foram
similares entre os grupos Controle e Passiflora no 7°, 14° ¢
21° dias de pos-operatorio.

Avalia¢do microscopica

1. Reacao inflamatoria aguda

L.a. Proliferagdo vascular

Os resultados da analise da proliferag@o vascular estdo

relatados na Tabela 2. Ndo foram detectadas diferengas
significantes em nenhum dos periodos estudados.

TABELA 1 — Média e desvio-padrio da area cirurgica dos ratos entre os grupos controle (C) e Passiflora (p) no 70, 140 ¢ 210 dias de

pos-operatorio

Dias 1.

Grupos = 4 31 Analise do tempo
Controle 1,469+0,38 * 0,098+0,11 ° 0,000+0,00 © *p = 0,000
Passiflora 1.269+0,48 °* 0,095+0,09 ° 0,036+0,10 *p = 0,000
Andlise 0,316 0,951 0,9510,271
intergrupo

2.2

P=0316
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0.6
02 piaal P=0271
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FIGURA 6 — Média, desvio padrio e significancia estatistica da area cirurgica dos subgrupos C7, P7, C14, P14, C21 E

P21.

TABELA 2 - Intensidade da inflamag@o aguda com avaliagdo da proliferagdo vascular observados na fase de reparagao tecidual

7° Dia 14° Dia 21° Dia
C P C P C P
Ausente 0 0 0 0 0 0
Discreta 0 0 7 8 9 10
Moderada 2 6 3 2 1 0
Acentuada 8 4 0 0 0 0
p=0,17 p=0,30 p=0,31
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1.b. Polimorfonucleares

A intensidade da inflamacao aguda, avaliada pela presen-
¢a de células polimorfonucleares esta apresentada na Tabela
3. Néao foram observadas diferencas significativas entre os
grupos. Na Figura 7 encontra-se representada a infiltragdo
de polimorfonucleares em um rato do grupo Passiflora.

1.c.Células mononucleares

Com relacdo a presenca de células mononucleares, no
7° dia de pos-operatdrio, elas foram classificadas como
moderadas em oito animais ¢ acentuadas em dois animais
do grupo Controle; discretas em oito animais e moderadas
em dois animais do grupo Passiflora. Houve diferenca es-
tatisticamente significante entre os grupos.

No 14° dia de pos-operatoério, as células mononucleares
foram classificadas como ausentes em um animal, discretas
em dois animais e moderadas em cinco animais do grupo
Controle; foram discretas em dois animais e moderadas em
oito do grupo Passiflora. Houve diferenga marginalmente

significativa entre os grupos. Jano 21° dia de pds-operatorio,
ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 4.
A Figura 8 representa exemplos da infiltragdo por células
mononucleares.

2.Reacado inflamatoria créonica
2.a. Proliferacdo fibroblastica

Com relagdo a reagao inflamatoria cronica, avaliada pela
proliferacdo fibroblastica, no 7° dia de po6s-operatdrio, ela
foi discreta em nove ¢ moderada em um animal do grupo
Controle; foi classificada como discreta em nove e moderada
em um animal do grupo Passiflora. Esta diferenca foi esta-
tisticamente significante (p=0,000) entre os grupos. No 14°
e 21° dias ndo houve diferenga entre os grupos, conforme
relatado na Tabela 5.

TABELA 3 - Intensidade da inflamacdo aguda com avaliagdo de polimorfonucleares observados no processo de reparagao tecidual

7° Dia 14° Dia 21° Dia
C P C P C P
Ausente 0 0 6 6 10 10
Discreta 0 0 2 4 0 0
Moderada 2 0 2 0 0 0
Acentuada 8 10 0 0 0 0
p =0,068 p=20,35 p=1

FIGURA 7 - Fotomicrografia da ferida cirtirgica com uso
do extrato de Passiflora edulis no 7° dia de p6s-
operatorio. Observa-se acentuada intensidade
de polimorfonucleares no campo 6ptico (M.O,
colorag@o H.E., aumento de 40x)

FIGURA 8 — Fotomicrografia do tecido de reparacdo da pele
de rato do grupo Passiflora no 7° dia de pds-ope-
ratorio (A) e no 14° dia de pds-operatorio (B).
observa-se células (setas) mononucleares em
intensidades moderada e acentuada nos campos
opticos, respectivamente (M.O, coloragao H.E.
aumento de 40x)

TABELA 4 - Intensidade da inflamagdo aguda com avaliagdo de mononucleares observados no processo de reparagdo tecidual

7° Dia 14° Dia 21° Dia
C P C P C P
Ausente 0 0 1 0 0 1
Discreta 0 8 2 2 9 9
Moderada 8 2 5 8 1 0
Acentuada 2 0 0 0 0 0
*p=0,00 *p=0,05 p=0,16
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2.b. Colagenizag¢do

A colagenizacdo foi similar entre os grupos no 7° dia
de pos-operatdrio, conforme demonstrado na Tabela 6. En-
tretanto, no 14° dia de pds-operatorio a colagenizacdo foi
discreta em 10 animais do grupo controle; discreta em cinco
¢ moderada em cinco animais do grupo Passiflora. Houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p=
0,01). A Figura 9 apresenta exemplo de colagenizagdo em
rato do grupo Passiflora.

2. c.Reepitelizagao

No 7° dia de pos-operatdrio, a reepitelizagio foi ausente
em 10 animais do grupo Controle; ausente em cinco e parcial
em cinco animais do grupo Passiflora. Esta diferenca foi
estatisticamente significante (p=0,01).

Nao foram observadas diferengas significantes na reep-
itelizagdo no 14° e no 21° dia de po6s-operatorio, conforme
pode-se ver na Tabela 7.

Discussao

Varios autores ja avaliaram o emprego topico de in-
umeros fitoterapicos com o objetivo de influenciar o pro-
cesso cicatricial, com resultados variados. Contrera et al3,
estudaram a tintura mée de raizes de Lichnophora ericoides
(arnica-da-serra-dourada), de Aristolochia esperanzae (papo-
de-pertr) e de Solidago microglossa (falsa-arnica) em feridas
cutaneas de ratos. Houve retardo na cicatrizagdo das feridas

submetidas ao tratamento com a tintura, com relag¢@o ao con-
trole. Marchini et al.® avaliaram o uso da Rosa. Rubiginosa
L., (Oleo de Rosa Mosqueta) em ferimentos cutdneos no
dorso de ratos. O 6leo mostrou-se eficaz no tratamento de
feridas abertas em animais de laboratodrio, acelerando a cica-
trizagdo. Sanchez et al.’ estudaram aspectos morfoldgicos
e morfométricos da reparagdo tecidual de feridas cutineas
em ratos com ou sem tratamento com solu¢@o de papaina a
2%. O seu uso promoveu reparacao tecidual mais eficaz que
o grupo Controle, atuando na fase inicial e de fibroplasia
das feridas tratadas.

FIGURA 9 - Fotomicrografia da ferida cirirgica com uso
do extrato da Passiflora edulis no 14° dia de pos-
operatdrio. Observa-se colagenizagao moderada
(M.O. coloragao T.M., aumento de 40x)

TABELA 5 — Intensidade da inflamagdo cronica com avaliacdo da proliferacdo fibroblastica observada no processo de reparacdo

tecidual

7° Dia 14° Dia 21° Dia
C P C P C P
Ausente 0 0 0 0 0 0
Discreta 9 0 0 0 0 0
Moderada 1 8 4 4 1 0
Acentuada 0 2 6 6 9 10

*p=10,00 p=0,66 p=0,31

TABELA 6 — Intensidade da inflamag@o cronica com avaliagdo da colagenizagdo observada no processo de reparagao tecidual

7° Dia 14° Dia 21° Dia
C P C P C P
Ausente 4 1 0 0 0 0
Discreta 6 9 10 5 1 2
Moderada 0 0 0 5 8 6
Acentuada 0 0 0 0 1 2
p=0,13 p=20,01 p=0,72

TABELA 7 — Intensidade da inflamag@o cronica com avaliagdo da reepitelizagdo, observada no processo de reparagdo tecidual

7° Dia 14° Dia 21° Dia
C P C P C P
Ausente 10 5 0 0 0 0
Parcial 0 5 2 2 0 4
Completa 0 0 8 8 10 6
*p=0,01 p=0,70 p=10,06
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Eurides et al.” estudaram aspectos morfologicos e mor-
fométricos da evolugdo cicatricial de feridas cutineas em
dorso de ratos tratadas com solucdo aquosa de barbatimao
(Stryphynodendron barbatiman martius). Os resultados
mostraram que esta solucdo apresentou eficiéncia significa-
tiva no auxilio da reparacdo cicatricial de feridas cutaneas
de camundongos.

Brito et al.®. estudaram a influéncia do extrato aquoso
de Centella asiatica em ferimento experimentais em ratos
albinos. Os resultados mostraram que o extrato aquoso
quando em suspensdo com propilenoglycol a 5% favoreceu
o processo cicatricial das feridas. Brito® avaliou os aspectos
morfologicos e morfométricos da cicatrizagao de feridas
cutdneas abertas em ratos, tratados com 6leo de copaiba.
Houve retardo no processo de contragio da ferida do grupo
copaiba em relagdo ao controle. Miranda’ avaliou o uso da
tintura de arnica em feridas cutaneas abertas em ratos. Os
resultados mostraram retardo na retragdo cicatricial do grupo
arnica, em relagdo ao controle.

A revisdo da literatura médica nas bases de dados da
Medline e Lilacs ndo identificou nenhum trabalho clinico
ou experimental que tenha avaliado o extrato etandlico das
folhas da Passiflora edulis no processo de cicatriza¢do de
ferida aberta no dorso de ratos. Desta forma, pareceu justi-
ficavel, a realizagdo do presente estudo.

O animal de escolha foi o rato, da linhagem Wistar,
devido a facilidade de manuseio e acomodagio, resisténcia
a manipula¢@o, agressdes cirurgicas ¢ a processos infeccio-
sos'. E também animal amplamente utilizado em estudos
experimentais'®.

A escolha do fitoterapico, mais precisamente, pela
utilizagdo das folhas da Passiflora edulis para obtengdo
do extrato bruto, foi feita por ser um processo bem estab-
elecido e difundido. Silva'' estudou a atividade analgésica
de extrato semelhante, tanto pela via oral e como por via
intra-peritoneal. Foi constatada a diminui¢do do numero
de contorgdes abdominais induzidas por acido acético em
camundongos; a atividade antiinflamatéria foi confirmada
pela reducgdo do edema de orelha nestes animais, induzido
por oleo de croton.

Silva'l, demonstraram que o extrato etandlico das
folhas da Passiflora edulis apresenta efeito analgésico e
anti-inflamatdrio, pela redugdo de ntimeros de contor¢des
abdominais em camundongos, assim como a diminui¢ao do
edema de orelha desses animais e a reducao do edema de pata
em ratos. Estes achados sugerem a presenga de compostos
quimicos relacionados com a atividade analgésica e antiin-
flamatoria, caracteristica de antiinflamatorios nao esteroidais
(AINES), que diminuem a dor por inibigao da biossintese de
eicosanoides, mediadores de processos inflamatérios'?.

Adotou-se no presente estudo os dias sete, 14 ¢ 21 para
analise dos pardmetros. Simdes et al.'* demonstraram que
estes sdo os dias mais significantes para o estudo do processo
de reparagdo tecidual da pele. Existem na literatura, trabalhos
sobre cicatrizagdo em feridas cutineas de ratos em que os
periodos de observagéo foram de sete e 14 dias6; 10 dias?;
trés, sete, 14 e 21 dias>’; quatro, oito, 12, 16, 20 e 24 dias;
trés, sete e 21 dias®’.

Marchini et al.®, estudando o efeito do d6leo de rosa

mosqueta na cicatriza¢@o de feridas abertas em animais de
experimentacdo, constataram diferencas entre os grupos
controle e experimento somente a partir do 7° dia de pos-
operatorio, motivo pelo qual a observacdo neste trabalho
nao incluiu o 3° dia.

A depilagdo do dorso dos animais foi feita através de
método manual e ndo mecanico, pelo fato de que a tragéo
manual dos pelos dificilmente causa lesdes na pele, ao con-
trario do que acontece com o uso de aparelhos laminados.

A regido dorsal do rato, escolhida para produzir a lesao,
teve por finalidade evitar que o proprio animal conseguisse
atingi-la, e por ser modelo experimental de ferida aberta
bastante conhecido'®'*. Quanto ao tamanho das lesdes, foi
utilizada medida constante, o que permitiu melhor acompan-
hamento da cicatrizag¢@o, conforme ja utilizada por outros
autores, como Marchini et al. e Sanchez Neto et al.>.

A ferida operatoria foi estudada por observagdes macro
e microscopica nos dias considerados os mais significantes
para o estudo do processo de reparagao tecidual da pele de
ratos'’.

Avalia¢do macroscopica

A morfometria da area cirurgica foi feita por planimetria
digital mediante fotografia digital das lesoes. Utilizou-se o
programa de computador AUTOCAD 14 (San Rafael-USA)
empregado pelos engenheiros civis, no calculo de area fisica
em topografia. Na evolugdo cicatricial, a retragdo dos bordos
da lesdao deformou seu aspecto original e padronizado pelo
que foi utilizado o aplicativo POLILINE empregado para
a formatagdo de qualquer area geométrica a ser definida. O
calculo, apos a defini¢do da area, foi realizado por computa-
dor Pentium III (Intel-USA).

Em relagdo a area da ferida observou-se decréscimo sig-
nificante ao longo do tempo, acentuadamente entre o 7° ¢ 14°
dias de pds-operatorio tanto para o grupo Controle quanto
para o grupo Passiflora. A comparagio dos dois grupos de
estudo ndo evidenciou efeito da Passiflora edulis na redugdo
da area cirurgica com relagao ao grupo Controle, visto que
as médias estatisticas foram similares nos trés periodos de
observagao. A diferenca estatistica acentuada entre o0 7° ¢ 14°
dias de pds-operatorio indicou apenas efeito temporal.

Avalia¢do microscopica

Para a analise histologica foram utilizados dois tipos
de colorag@o: Hematoxilina-Eosina (H.E) e Tricromio de
Masson (T.M). A primeira para observagao dos elementos
celulares e esta tltima, para o estudo do colageno.

O processo de reparacdo tecidual apresenta varias fases
com caracteristicas proprias, que se desenvolvem concomi-
tantemente'®'3'3,

No 7° dia de po6s-operatdrio, observou-se que as lesdes,
tanto no grupo Controle como no Passiflora, apresentavam
suas superficies recobertas por crosta fibrino-leucocitaria, de
consonancia com o que afirmam estudos feitos sobre cicatri-
zagdo. A solugdo de continuidade causada pela remogdo do
fragmento de pele ¢ inicialmente preenchida por coagulo,
fibrina e exudato inflamatorio'®'*!,
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A fase inicial da cicatrizagdo é chamada de inflamatoria
e ¢ vital para o processo de reparagdo. Sem inflamacao nio
ha reparagao6. Ocorre aumento da permeabilidade capilar
e consequente migracdo de células (leucocitos, linfocitos,
eritrocitos) para a ferida, que com o acumulo de plasma,
constituem o exsudato inflamatorio'®"; compativel com o
que foi encontrado na analise histologica de ambos os grupos
(Controle e Passiflora).

Segue-se entdo a fase proliferativa ou de fibroplasia. A
proliferagao endotelial, processo fundamental no mecanismo
de cicatrizacdo, depende da presenga de macrofagos, que
promovem a neo-angiogénese devido as suas interagdes
com prostaglandinas e tromboxanes. Em contigiiidade aos
capilares rompidos, originam-se brotos endoteliais que
proliferam rapidamente, formando corddes solidos, entreme-
ando-se com os fibroblastos, que se canalizam permitindo
o fluxo sanguineo. O conjuntivo recém formado, intensam-
ente vascularizado, constitui o tecido de granulagdo''s. A
intensa proliferag¢ao vascular nesta fase foi compativel com
o encontrado neste trabalho. A comparacao entre 0s grupos
Controle ¢ Passiflora ndo mostrou diferenca significativa
entre 0s grupos.

Em relacdo ao niimero de leucocitos (mononucleares
e polimorfonucleares), a variancia por postos de Kruskal-
Wallis mostrou, tanto para o grupo Controle como para o
Passiflora, que os valores sofreram decréscimo significante
(p=0,0003 ¢ p=0,0005 respectivamente), pois os valores
observados aos 14 e 21 dias de pds-operatorio foram signifi-
cantemente menores que aos sete dias. Quando comparados
os dois grupos, pelo teste de Mann-Whitney, houve dife-
renca estatisticamente significante no 14° dia, em fungdo
dos mononucleares. Estes achados estdo de acordo com os
dizeres de Masini'® de que os leucocitos sdo as primeiras
c¢lulas inflamatorias a aparecerem na area da lesdo ¢ tem
vida curta.

O fibroblasto ¢ célula reguladora por apresentar a dupla
fungdo de sintese e reabsorcdo de colageno, procurando man-
ter o equilibrio quantitativo e qualitativo desta proteina'®. Os
valores obtidos na contagem de fibroblastos mostrou que, no
grupo Passiflora, os valores foram maximos aos sete dias de
pos-operatorio, apresentando decréscimo a partir de entéo.
Achados semelhantes foram obtidos por Alvares'® e Simdes
et al."® 0 mesmo ndo ocorrendo com o grupo Controle do
experimento. Quando os dois grupos foram comparados
entre si, ndo houve diferenga estatisticamente significante
entre 0s grupos.

No 14° dia de pos-operatdrio, observou-se que a area
cirargica apresentava crosta de consisténcia firme, de na-
tureza fibrinoleucocitaria, com escassa ou quase nenhuma
substancia hialinizada, o que coincide com os achados de
Alvares'®, Marchini et al.° e Sanchez Neto et al.’. A sub-
stancia hialinizada ¢ produzida pelo fibroblasto no tecido
de granulacdo e ¢ composta por mucopolissacarideos, que
estdo envolvidos com a producdo e orientagdao das fibras
colagenas'’. Em seguida inicia-se a fase proliferativa ou
de fibroplasia. Em torno de quatro dias, estas células pre-
dominam no tecido de granulagdo em desenvolvimento. A
densidade dos fibroblastos alcangam o0 maximo entre sete e
14 dias apos a injuria, sob a influéncia de potentes fatores
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de crescimento da ferida'®. Neste trabalho os valores obtidos
na contagem de fibroblastos no 14° dia de pos-operatorio
mostraram, tanto para o grupo Controle como para o Passi-
flora, que os valores comegaram a decrescer, em consonancia
com os resultados obtidos por Alvares'® e Simdes et al.".
Quando os dois grupos foram comparados entre si, ndo
houve diferenca estatisticamente significante'”.

Em relagdo ao colageno, os valores foram significante-
mente maiores aos 14 ¢ 21 dias de pos-operatdrio do que
aos sete dias, tanto para o grupo Controle quanto para o
Passiflora. Quando compararam-se os dois grupos entre
si, houve aumento significativo no Passiflora (p=0,01),
sugerindo beneficio do seu uso quando mensurado por este
parametro.

No 21° dia de pds-operatorio, tanto o grupo Controle
quanto o Passilflora apresentavam lesdes totalmente ep-
itelizadas. Modolin'® relataram que uma das caracteristicas
da tltima fase do processo de reparagao tecidual (fase de
maturagdo) ¢ a regressdo endotelial. Observou-se fendmeno
semelhante no presente estudo, tanto no grupo Controle
como no Passiflora. Nesta fase ocorre a epitelizacdo da
lesdo, que € controlada por complexo glicoprotéico denomi-
nado chalona, ¢ que estimula a atividade mitotica epitelial'.
Nas observagdes morfoldgicas, ndo foram encontradas
diferengas entre os epitélios das lesdes do grupo Controle
e do Passiflora'®.

Perspectivas futuras

O emprego do extrato de Passiflora edulis no processo de
cicatrizagdo de feridas cutaneas em seres humanos perman-
ece ainda campo aberto a estudos, no entanto ¢ importante
que se amplie o estudo experimental em animais com dosa-
gens maiores, maior nimeros de dias de experimentagao,
além do isolamento do componente ou componentes do
extrato, responsaveis pela influéncia positiva no processo
de reparagdo de tecidos.

Enfim, os resultados do presente estudo permitem con-
cluir que o uso topico do extrato de Passiflora edulis ndo
apresenta efeito significativo na cicatrizagdo da pele de
ratos em relag@o a area cirargica. Entretanto, o uso topico
do extrato de Passiflora edulis associa-se a aumento da
proliferagdo fibroblastica e melhor reepitelizagdo no 7°
dia de pos-operatorio, e reagdo inflamatdria leucocitaria e
colageniza¢do mais intensa no 14° dia de pds-operatorio,
sugerindo efeito benéfico do processo cicatricial.
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