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Resumo

Introducao: Queimaduras levam a destruicao parcial ou total dos tecidos expos-
tos. A Passiflora edulis S. trata inflamacdes cutaneas. Objetivo: Avaliar os efeitos
do extrato da Passiflora edulis em queimaduras induzidas em camundongos.
Métodos: 30 camundongos, divididos aleatoriamente em trés grupos iguais:
Controle (C), Queimaduras (Q) e Queimadura tratado com extrato da Passiflora
edulis S. (QT) subdivididos em sete e 14 dias. A avaliagdo qualitativa se baseou na
presenca de células inflamatdria, fibroblastos e organizacao das fibras coldgenas
e a quantitativa no programa Image J®, funcao “cell conter”. Resultados: Houve
redugdo no ntimero das células inflamatérias e aumento no nimero de fibroblas-
tos no grupo QT aos sete dias, em comparagdo com os demais grupos. Aos 14 dias
observa-se uma organizacado das fibras colagenas e uma diferenca significativa
(p<0,001), do nimero de fibroblastos, quando se relacionam os grupos Q e QT.
Conclusao: O extrato da Passiflora edulis S. acelerou o processo de reparo das
queimaduras induzidas em camundongos.

Descritores: Passiflora; Queimaduras; Inflamagao.

Abstract

Introduction: Burns lead to partial or total destruction of the exposed tissue.
The Passiflora edulis S. treats skin inflammation. Objective: Evaluating the ef-
fects of the Passiflora edulis S. extract in burns induced in mice. Methods: 30
mice, randomly divided in three equal groups: Control (C), Burns (Q) and Burns
treated with the Passiflora edulis S. extract (QT) split in seven and fourteen days.
The qualitative evaluation was based on the presence of inflammatory cells,
fibroblasts and organization of the collagen fibers and the quantitative was based
on the Image J® program, function “cell counter”. Results: A reduction of the
amount of inflammatory cells and a raise on fibroblasts was noted on the QT
group after seven days. After the fourteen days it was observed an organization
of the collagen fibers and a significant difference (p<0,001) on the fibroblasts
number when related to the Q and QT groups. Conclusion: The Passiflora edulis S.
extract accelerated the repair process of the induced burns on mice.

Keywords: Passiflora; Burns; Inflammation.



Introducéo

As queimaduras sao feridas cutdaneas que
apresentam perda da continuidade do tecido e
consideradas mundialmente com um dos pro-
blemas de satide publica com indices elevados
de mortalidade".

O reparo tecidual é um estado dinami-
co que compreende diferentes processos, entre
eles, inflamagdo, proliferacdo celular e sintese de
elementos que constituem a matriz extracelular,
como colageno, elastina e fibras reticulares. A
sintese de colageno é processo rapido e harmo-
nico que tem seu inicio com a lesdo intersticial
e se estende até o final da fase de cicatrizacao,
quando ocorre a remodelagao dos tecidos***.

O género Passiflora possui um grande nu-
mero de espécies, 530, sendo cerca de 120 nati-
vas do Brasil®. Pertencente ao reino Plantae, da
classe Magnoliopsida, o maracuja tem formato
arredondado e quando maduro sua casca apre-
senta-se na cor amarela, juntamente com sua
polpa onde se encontra uma grande quantidade
de carocos denominando-se sementes. Fruto de
fonte de vitaminas A, C e do complexo B apre-
senta boa quantidade de ferro, sédio, calcio e
fosforo, no organismo humano funcionam como
calmante natural.

O maracujd apresenta atividades analgési-
cas e anti-inflamatérias e na forma de infuso de
folhas é usada pela populagdo para combater an-
siedade, insonia, epilepsia, febre, cefaleia, neural-
gia, tosse, asma, diarreia e dor abdominal. Outra
forma de aplicagdo clinica da Passiflora edulis S. é
seu preparo como cataplasma e lo¢do, usado para
tratar infecgdes e inflamagdes cutaneas.

Nos ultimos anos, tém se verificado a reto-
mada de préticas terapéuticas, como alternativa
ou complemento no uso de fitoterdpicos, torna-
do uma prética promissora e com bons resulta-
dos. Muitos estudos ja foram realizados e com-
provados a sua eficdcia, no que diz respeito ao
reparo tecidual, como por exemplo, a Aloe e vera
(babosa) e 6leo de buriti 478,

Assim, mudangas de estratégias terapéuti-
cas poderdo ser formuladas a partir da utiliza-

¢do da Passiflora edulis S. para o tratamento de
queimaduras levando a popula¢do uma forma
de utilizagao de cicatrizante de baixo custo e fa-
cil acesso.

Os objetivos deste estudo foram: avaliar
os efeitos da Passiflora edulis S. no processo de
cicatrizagdo em queimaduras induzidas em ca-
mundongos e verificar qualitativamente e quan-
titativamente as células inflamatérias no proces-
so de cicatrizagao de queimaduras induzida em
camundongos tratados com Passiflora edulis S.

Métodos

Este estudo foi baseado na Lei Federal de
Experimentacdo em Animais n° 11.794/2008, e
iniciado ap6s a aprovagiao do Comité de Etica
em Uso de Animais- CEUA/ Faculdade Integral
Diferencial (FACID), Teresina, PI sob o nimero do
protocolo 027/13 mediante a assinatura do termo
de autorizagao da coleta de dados da instituigao.

Amostra e identificag¢do dos
animais

Foram utilizados 30 camundongos ma-
chos (Mus musculus), peso corpéreo entre 29-33
g, mantidos no biotério da Faculdade Integral
Diferencial, Teresina, PI, em gaiolas individuais,
com alimentacdo e 4gua a vontade, mantidos no
ciclo claro escuro — 24 horas.

Os animais foram distribuidos de forma
aleatéria em trés grupos de 10 animais cada, sen-
do Controle (C); Queimadura (Q) e Queimadura
tratada com extrato da Passiflora eduis S. (QT). Os
mesmos foram pesados e cada gaiola foi identifi-
cada com o grupo a que o animal pertencia.

Preparo do extrato da folha da
Passiflora edulis S

Primeiramente, foram coletadas folhas da
espécie Passiflora edulis S. integras, obtidas de
espécimes localizados na regiao sul do Piaui, na
cidade de Baixa Grande do Ribeiro, e em segui-
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da foram colocadas para secar por duas semanas
a temperatura ambiente. Apds esse procedimen-
to, foram colocadas em estufa de secagem para
a retirada da umidade em temperatura de 45° a
50°C, por 24 horas. Posteriormente as folhas fo-
ram submetidas ao processo de moagem, em li-
quidificador industrial (METVISA-26FEV14), no
laboratério da Faculdade Integral Diferencial,
(FACID), de Teresina Piaui. Ap6s a moagem das
mesmas foi obtido um pé de coloracao esverde-
ada, ao qual foi adicionado alcool etilico abso-
luto para extragdo do 6leo. A mistura obtida foi
agitada manualmente por cinco minutos a cada
duas horas durante 12 horas e filtrada em funil
de vidro simples e algoddo por trés vezes con-
secutivas. O extrato etandlico foi concentrado
em evaporador rotativo (IKA RV-10) sob pressao
reduzida e temperatura controlada (50 °C — 55
°C). O material resultante foi conservado em
geladeira durante todo o desenvolvimento. O
material obtido depois da concentracao se apre-
sentou em forma de pasta, sendo desta retiradas
as amostras para os testes farmacol6gicos no la-
boratério de bioquimica da FACID.
Para uso topico foi retirada 1g de
extrato bruto de Passiflora edulis S,
diluidas em 100 mL de solugédo sa-
lina o que resultou em concentragao
final de 1mg/mL (Figura 1).

Indugdo da queimadura
Os animais foram pesados e
em seguida anestesiados, com ad-
ministragdo via intramuscular de
cloridrato de ketamina 10% (dose de
0,1 ml/100g/Kg), associada a mes-
ma dose de cloridrato de xilazina a
2%. A seguir, realizou-se a depila-
¢do da area, com 4cm de extensdo
e 3cm de largura, na regido do dor-
so- e higienizagdo com 4lcool ioda-
do a 4%. A inducdo da queimadu-
ra foi utilizado um tubo de ensaio
de 4 cm de didmetro contendo 25
ml de dgua destilada aquecida em

estado de ebuligdo (100°C), e tempo de contato
do instrumento com a pele de 30 segundos °. A
fim de aliviar a dor ocasionada pela queimadura
induzida, foi administrado morfina (dose de 10
mg/kg) antes da recuperacdo anestésica e du-
rante um periodo de pelo menos 12 — 24hs apos
a recuperacdo por via subcutanea (SC). Ap6s os
procedimentos, os animais ficaram acomodados
em gaiolas de polipropileno e mantidos durante
todo o experimento em condigdes ideais de hi-
giene, iluminagdo e temperatura, e alimentados
com ragao e agua " ad libitun”.

Procedimento experimental

Os animais do grupo queimadura trata-
do (QT) receberam, de forma tépica, 0,5 ml do
extrato da folha da Passiflora edulis S., uma vez
ao dia, ap6s 24 da indugdo da queimadura, até
o término dos tempos experimentais estudados
de 07 e 14 dias.

Figura 1: Obtenc¢do do extrato da folha da Passiflora
edulis S

(A) Folhas em processo de secagem em temperatura ambiente;

(B) Folhas no processo de secagem em estufa para a retirada da
umidade em temperatura de 45° a 50°C, por 24 horas; (C) Processo
de moagem; (D) Mistura filtrada em funil de vidro simples; (E)
Extrato etandlico concentrado em evaporador rotativo (IKA RV-10)
sob pressao reduzida e temperatura controlada (50 °C — 55 °C); (F)
Concentragao Final Obtida.

Fonte: Original do autor.



Eutandsia

Os animais receberam uma dose para se-
rem eutanasiados de 0,2ml/100g de cloridrato
de morfina a 2% e aplicado uma sobre dose de
tiopental, 60mg/Kg.

Andlise Histolégica e
Histomorfométrica

Apbs a eutandsia dos animais, foi retirada
a peca anatomica de interesse com ajuda de um
bisturi estéril, utilizando uma margem de 1 cm
ao redor da lesdo e cerca de 3mm de profundida-
de, esta suficientes para retirado do tecido na di-
mensao da area lesada. Sendo identificada, eram
fixados em formol a 10% e encaminhados para os
procedimentos histolégicos de rotina, para colo-
ragdes especificadas. Cortes semi-seriados com
aproximadamente 0,5mm, através de micrétomo
(Leica DM 1000), foram obtidos, sendo os mesmos
submetidos ao sistema de coloragao
com hematoxilina-eosina (HE) e as-
sim submetido as analises histol6-
gicas e histomorfométrica. Esta foi
realizada com o auxilio de micros-
copio 6ptico (Olimpus, 2000) acopla-
do a um sistema de cdmara digital.
Para tanto, foram obtidas imagens
de trés regides das lesdes cirurgi-
cas (margem direita, regido central e
margem esquerda) de cada animal,
na objetiva de 40X, utilizando o pro-
grama LeicaQwin. Para contagem
do niimero de células inflamatorias
utilizou-se o programa de compu-
tador Image J®, na sua fungao “cell
conter”. A avaliacdo qualitativa se
baseou nos estudos dos cortes histolégicos com
relagdo a presenca de células inflamatéria, fibro-
blastos e a disposi¢do das fibras coldgenas em re-
lagdo ao tempo experimental.

Organizagdo e Andlise dos Dados
Os dados obtidos foram submetidos a ana-
lise estatistica utilizando o programa GraphPad

ConScientiae Saude, 2016;15(1):122-128.

Barros EML, Santos DKB, Coelho NPMF, Reis MR, Bezerra BG

Prisma 5.0 pelo método ANOVA seguido do
Teste de Tukey, com intervalo de confianga igual
a 95% e p<0,05 ou p<0,001.

Resultados e Discussdo

Resultados
Andlise qualitativa do processo inflamatério
Com relagao a analise qualitativa do pro-
cesso inflamatério, observou-se que, no tempo
experimental de sete dias, os espécimes do gru-
po queimadura tratado com Passiflora edulis S.
(QT) apresentaram uma menor quantidade de
tecido de granulagdo, presenga de fibroblastos
e uma melhor organizacdo das fibras colage-
nas, quando comparados aos animais do gru-
po Queimadura (Q) caracterizando, portanto, a
fase de proliferacdao no processo de cicatrizagao
(Figura 2).

Figura 2: Aspectos qualitativos do processo inflamatério
no processo de cicatrizagdo de queimadura tratados com
Passiflora edulis S (maracujd) no tempo experimental de

7 dias
Legenda: Seta preta — células inflamatorias

Fonte: Original do autor.

Aos 14 dias, o processo inflamatério nos
animais do grupo Queimadura (Q) reduziu e o
namero de fibroblastos aumentou, porém ainda
apresentava tecido de granulagdo. Os animais
do grupo queimadura tratado com a Passiflora
edulis S. (QT), apresentaram fibroblastos madu-
ros, auséncia de infiltrado inflamatdério e uma
completa modelagao das fibras coldgenas, quan-
do comparados com os animais do grupo quei-
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madura (Q) evidenciando a fase de
remodelagdo do processo de cicatri-
zacdo normal do tecido (Figura 3).
Andlise histomorfomética

Em relacdo ao numero de
células inflamatorias, observou-
se diferenca significativa entre
os grupos controle (C) e o grupo
Queimadura (Q) (p<00,01) no tem-
po experimental de sete dias o que
permite afirmar a presenga do pro-
cesso inflamatério. Quando compa-

Figura 3: Aspectos qualitativos do processo inflamatorio
no processo de cicatrizagdo de queimadura tratados com
Passiflora edulis S no tempo experimental de 14 dias

rados os grupos Queimadura (Q) e Legenda: Seta laranja — fibroblastos
Queimadura tratado com Passiflora Fonte: Original do autor.

edulis S.(QT) observou uma diferen-

ca significativa (p<0,001). Os animais do grupo
QT, no tempo experimental de 14 dias compa-
rados aos do grupo controle (C), apresentaram
diferenca estatisticamente significativa com
p<0,05 havendo, portanto, uma redugao do pro-
cesso inflamatério (Figura 4).

Quando se relacionam os numeros de fi-
broblastos presentes nos grupos Queimadura (Q)
com Queimadura tratado com Passiflora edulis S.,
aos sete dias, hé diferenca estatistica significativa
(p<0,001). No tempo experimental de 14 dias veri-
fica-se que entre os animais dos grupos C, Q e QT
ha diferenca significativa (p<0,05) e (p <0,001), ou
seja, uma maior presenca de fibroblastos, carac-
terizando a fase de proliferacdo do processo de
cicatrizagdo normal tecidual (Figura 5).

Discusséo

Os fibroblastos sdo estimulados a migrar
para a area da lesdo e a produzir fibras colage-
nas para efetivar o processo de reparo tecidual,
em condi¢des normais'®. Assim, é possivel ava-
liar a etapa em que se encontra esse processo,
pela anélise histolégica, qualitativa e quantita-
tiva, das principais caracteristicas que eviden-
ciam a evolugdo desse processo: células inflama-
torias, angiogénese, fibroblastos e a deposicao e
organizagdo das fibras colagenas®'’.

No Brasil, plantas medicinais oferecem,
aos pesquisadores, substancias que apresentam

- P<0,001
§4° P<0,001
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mEm C 7 Dias = Q7 Dias QT 7 Dias
E= C 14 Dias mm Q 14 Dias QT 14 Dias

Figura 4: Numero de células inflamatérias
(20.000und/pm?) nos grupos estudados

em tempos experimentais d e 7 e 14 dias
tratados com Passiflora edulis S

Fonte: Original do autor.
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Grupos experimentais

EEm C 7 Dias Q7 Dias QT 7 Dias

= C 14 Dias mm Q14 Dias QT 14 Dias
Figura 5: Numero de fibroblastos
(20.000und/pm?) nos grupos estudados
em tempos experimentais de 7 e 14 dias
tratados com Passiflora edulis S

Fonte: Original do autor.
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agdo terapéutica, tendo nos seus principios ati-
vos, componentes bioquimicos que atuam no
processo de reparo tecidual®''2!*4 Nesse con-
texto o estudo da Passiflora edulis em queimadu-
ras induzida pode levar a sua aplicacao na area
da satde.

A utilizagdo de produtos naturais tem
evidenciado que do 4° ao 7° dia de tratamento,
ocorre uma reducdo do processo inflamatério
uma acentuada quantidade de fibroblastos e
uma hiperplasia de epitélio. Podem ser citados o
extrato aquoso da semente de urucum, Mauritia
flexuosa L., Cenostigma macrophyllum, aloe vera e
ipé roxo, pois apresentam componentes que mo-
delaram a fase inflamatéria e permitiram uma
acao cicatrizante promovendo um reparto teci-
dual mais eficaz ”8!415 Tais estudos corrobo-
ram com esta pesquisa, pois, o uso do extrato da
Passiflora edulis S. acelerou a formacgao de fibras
coldgenas no 7° dia e uma redugdo do processo
inflamatoério.

Pesquisas realizadas com o 6leo de pequi
no processo de cicatrizagao de feridas constata-
ram, ao 7° dia de tratamento, uma redugédo do
infiltrado inflamatério e uma proliferagao fi-
broblastica. Aos 14 dias ocorreu a etapa final do
processo de cicatrizagdo'® Resultados esses que
corroboram com este estudo.

O 6leo de semente de maracuja a base de
pomada também foi estudado no tratamento
de lesdes cutdneas em coelhos cujos efeitos de
sua aplicacdo aceleraram o processo da cica-
trizagao'. Fato semelhante foi observado no
estudo com 6leo de copaiba'®. Neste estudo,
os animais do grupo tratado com extrato da
Passiflora edulis S. apresentaram maior forma-
¢do de fibras colagenas quando comparado ao
grupo controle e uma completa reorganiza-
¢do das fibras colagenas aos 14 dias de tempo
experimental, o que vem a corroborar com as
pesquisas ja publicadas.

A Copernicia prunifera (Carnadba) foi es-
tudada no processo de cicatrizagdo feridas em
Rattus norvegicus, e aos 14 dias observou que
ocorreu uma completa organizacao das fibras
colagenas”. No estudo em queimadura cutanea

em rato utilizando 6leo de copaiba, verificou-se
aos 14 dias de tratamento uma acentuada pre-
senca de fibroblastos, deposicao de fibras colé-
genas e processo de reepitelizagdo intenso® Fato
ocorrido nesta pesquisa no tempo experimental
de 14 dias.

Conclusado

O extrato da Passiflora edulis S. acelerou
o processo de reparo das queimaduras induzi-
das em camundongos. Houve uma reducgao do
ndmero de células inflamatérias no tempo de
7 dias e um aumento do nimero de fibroblas-
tos e uma maior deposicdo e organizacdo das
fibras colagenas nos animais do grupo tratado
com a Passiflora edulis S. no tempo experimen-
tal de 14 dias.
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