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RESUMO

A ferida é definida como a separac¢éo dos tecidos do corpo ou qualquer lesdo
tecidual com prejuizo de suas funcdes basicas. A busca de farmacos que acelerem
0 processo de cicatrizacdo se tornou relevante, uma vez que indmeras pessoas
sofrem com feridas cirlrgicas ou traumaticas a cada ano. Varios autores investigam
medicamentos que possam acelerar a cicatrizagdo de feridas, reduzir os sintomas
dolorosos e apresentar uma o6tima relacdo custo-beneficio; dentre eles, os extratos
de espécies endémicas dos manguezais pernambucanos, como a Laguncularia
racemosa (L.), revelou-se com atividade cicatrizante devido aos de altos niveis de
metabdlitos secundéarios, como os taninos. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade cicatrizante in vitro e in vivo do extrato hidroalcodlico e da
preparacdo semissolida das folhas de L. racemosa. A coleta do material vegetal foi
realizada no manguezal de Itamaraca, localizado no litoral Norte Pernambucano.
ApOs a obtencgdo do extrato avaliou-se o perfil fitoquimico, a atividade antioxidante e
o doseamento dos fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas a fim de
determinar e quantificar os metabolitos secundarios. Os testes in vitro foram
realizados pela avaliagdo da citotoxicidade e o teste de cicatrizagcdo com as
linhagens L929, HaCat e VERO. Para a avaliagdo da atividade cicatrizante in vivo foi
preparada uma formulacdo semissoélida do extrato hidroalcodlico das folhas de L.
racemosa a 5 e 10% e testadas em modelo de excisdo por um periodo de 3, 7, 14 e
21 dias. O perfil fitoquimico do extrato indicou a presenca de fendis totais, taninos,
flavonoides e cumarinas e quantitativamente apresentou teor de fendis e taninos
totais de 128,24 + 2,6 e 113 + 0,43 mg EAT/g, respectivamente, de flavondides
85,75 + 7,19 mg ER/g e cumarinas 226,36 + 8,7 mgEC/g. O extrato apresentou uma
atividade antioxidante moderada e ndo apresentou citotoxicidade significativa frente
as linhagens L929, VERO e HaCat no periodo de 72h de incubacdo nas
concentracdes variando entre 1,56 a 200 pg/mL. Na cicatrizacdo in vitro, o extrato
hidroalcodlico na concentracédo de 50 pg/mL induziu a migracdo celular significativa
(p< 0,05) em todas as linhagens avaliadas, quando comparada ao controle. Na
atividade cicatrizante in vivo, 0os grupos tratados com o extrato hidroalcodlico de L.
racemosa a 5 e 10% apresentaram grau de contracéo significativo no periodo de 3
dias com um percentual de 23,45% + 3,4 e 23,46% * 2,8, respectivamente,

comparado ao controle de 5, 95% + 0,5. Apés 7 dias, o grau de contracao foi de 77,



35% + 3,0 e 76,10% =* 6,3, para as concentracdes de 5 e 10%, respectivamente,
comparado ao controle de 58,24% + 5,0. Nas analises histopatoldgicas, 0os grupos
tratados a 5 e 10% promoveram melhor reepitelizagdo tecidual com volumosa
presenca de fibroblastos, formacdo de vasos, fibras colagenas e queratina,
caracterizando uma evolucdo mais rapida do processo cicatricial comparados aos
outros tratamentos. O estudo mostrou que a administracdo tépica das formulacdes
contendo extrato hidroalcodlico das folhas secas de L. racemosa auxiliam na
aceleracédo do processo de cicatrizacdo, mostrando potencial terapéutico sobre as

lesdes cutaneas.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Proliferacdo celular. Cicatrizagdo. Laguncularia
racemosa.



ABSTRACT

The wound is defined as the separation of the tissues from the body or any
tissue injury to the detriment of its basic functions. The search for drugs that
accelerate the healing process has become relevant, since countless people suffer
from surgical or traumatic wounds each year. Several authors investigate
medications that can accelerate the healing of wounds, reduce painful symptoms and
present a great cost-benefit ratio; among them, the extracts of endemic species of
the Pernambuco mangroves, such as Laguncularia racemosa (L.), showed
cicatrizant activity due to high levels of secondary metabolites, such as tannins.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the healing activity in vitro and
in vivo of the hydroalcoholic extract and the semi-solid preparation of L. racemosa
leaves. The collection of the vegetal material was carried out in the Itamaraca
mangrove, located in the north coast of Pernambucano. After obtaining the extract
the phytochemical profile, the antioxidant activity and the dosage of the total phenols,
tannins, flavonoids and coumarins were evaluated in order to determine and quantify
the secondary metabolites. The in vitro tests were performed by the evaluation of
cytotoxicity and the cicatrization test with the strains L929, HaCat and VERO. For the
evaluation of the healing activity in vivo a semi-solid formulation of the hydroalcoholic
extract of the leaves of L. racemosa was prepared at 5 and 10% and tested in the
excision model for a period of 3, 7, 14 and 21 days. The phytochemical profile of the
extract indicated the presence of total phenols, tannins, flavonoids and coumarins
and guantitatively presented total phenol content and tannins of 128.24 + 2.6 and
113 £+ 0.43 mg EAT / g, respectively, of flavonoids 85 , 75 + 7.19 mg ER / g and
coumarins 226.36 + 8.7 mgEC / g. The extract presented a moderate antioxidant
activity and showed no significant cytotoxicity against the strains L929, VERO and
HaCat in the period of 72h incubation at concentrations ranging from 1.56 to 200 g /
mL. In vitro healing, the hydroalcoholic extract at 50 pug / mL induced significant cell
migration (p <0.05) in all strains evaluated, when compared to the control. In the
healing activity in vivo, the groups treated with the hydroalcoholic extract of L.
racemosa at 5 and 10% showed a significant contraction degree in the period of 3
days, with a percentage of 23.45% + 3.4 and 23.46% =* 2.8, respectively, compared
to the control of 5, 95% = 0.5. After 7 days, the degree of contraction was 77.35 + 3.0

and 76.10 = 6.3 for concentrations of 5 and 10%, respectively, compared to the



control of 58.24 + 5, 0. In the histopathological analyzes, groups treated at 5 and
10% promoted better tissue re-epithelization with massive presence of fibroblasts,
vessel formation, collagen fibers and keratin, characterizing a faster evolution of the
cicatricial process compared to the other treatments. The study showed that the
topical administration of the formulations containing hydroalcoholic extract of the dry
leaves of L. racemosa helps accelerate the healing process, showing therapeutic
potential on the cutaneous lesions.

Key words: Medical plants. Cell proliferation. Wound healing. Laguncularia
racemosa.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o pais que detém a maior parcela da biodiversidade mundial, em
torno de 15 a 20%, com destaque para as plantas superiores (gimnospermas e
angiospermas), as quais constitui aproximadamente 24% das espécies nacionais.
Entre os elementos que compdem essa biodiversidade, as plantas sdo a matéria-
prima para a fabricacéo de fitoterapicos e outros medicamentos (BRASIL, 2016).

A utilizacdo de produtos de origem vegetal em estudos quimicos e biologicos
tem sido realizada nos Uultimos anos com o intuito de encontrar compostos
biologicamente ativos para a sintese e o desenvolvimento de novos agentes
farmacolégicos, devido a sua eficacia e, sobretudo, pela menor taxa de efeitos
toxicos e contraindicacfes, quando comparados a maior parte dos medicamentos
disponiveis (MACIEL et al., 2002; PATWARDHAN et al., 2004; LORENZI et al, 2008;
SOUZA et al, 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as plantas
medicinais sdo excelentes fontes para a aquisicdo de novos farmacos. Estudos
demonstram que dos 520 medicamentos obtidos entre 1983 e 2010,
aproximadamente 39% eram derivados de produtos naturais (NEWMAN et al.,
2010). Além disso, a OMS ainda respalda que, atualmente, cerca de 60 a 80% da
populacdo mundial depende da medicina popular nos seus cuidados basicos de
saude, e deste total, 85% se utilizam de plantas e seus derivados como forma
terapéutica (VERRI et al, 2017; FIEBIG et al, 2018).

Entre as principais causas das efetivas propriedades farmacoldgicas de
diversas espécies vegetais esta a presenca de metabolitos secundarios na sua
composicdo bioquimica, tais como os taninos, flavondides, alcaloides e terpenos
presentes nos extratos derivados dessas espécies (SAXENA et al., 1994,
MARQUEZ et al., 2003). Esses metabdlitos, por sua vez, presentes em variadas
plantas localizadas nos biomas brasileiros, especialmente no mangue, sdo as
causas cientifica para efetivos tratamentos ja utilizados na medicina popular
nacional.

A Laguncularia racemosa (L) C. F. Gaertn & conhecida vulgarmente como
mangue-branco. Sua ocorréncia abrange todo o mundo, com maior presenca na
América do Norte e do Sul. Espécies pertencente a familia Combretaceae séo

bastante utilizadas por comunidades tradicionais como recurso terapéutico para
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varios tipos de dores, resfriado, diarreia, conjuntivites, pneumonia, caxumba, sifilis,
febre, infeccbes e na restauracdo de lesdes teciduais. Além disso, estudos recentes
demonstraram propriedades biolégicas comprovadas de espécies da familia
Combretaceae como, atividade antioxidante, hepatoprotetora, anticancer e
antimicrobiana (MASOKO et al., 2010; BARKU et al., 2013; SANTOS et al, 2018).

A cicatrizacao de feridas é um processo dividido em trés fases interativas e
sobrepostas, classificadas como fase inflamatéria, fase de proliferacdo ou de
granulacao e fase de remodelacao ou de maturacao (GURTNER et al, 2008).

Durante a inflamacdo, os neutréfilos e os monécitos invadem o tecido
lesionado e comecam a secretar enzimas proteoliticas, citocinas pré-inflamatérias e
fatores de crescimento. A préxima fase conhecida como proliferacéo é caracterizada
pela proliferacdo e migracéo de fibroblastos e queratindcitos da borda da ferida para
0 seu centro. Nessa fase, a angiogénese € desencadeada e, consequentemente,
leva a formacdo de tecido de granulacdo, o que é importante para sustentar os
nutrientes e o fornecimento de oxigénio no tecido lesado. Além disso, inicia-se a
producéo de colageno e o processo de contragdo tecidual pelos fibroblastos. Na fase
de remodelacdo, ha uma reducdo nos niveis de células presentes no microambiente
da ferida devido a inducdo da apoptose a fim do retorno a homeostase tecidual. A
sintese do colageno € reduzida e os componentes da matriz sdo modificados
conforme a matriz é remodelada, além da substituicdo do tecido de granulacdo para
maturacdo e da deposicdo, agrupamento e reorganizacao de fibras colagenas (PITZ
et al; 2016; KONDO, 2017). A cicatrizacdo tem sucesso quando ha equilibrio entre a
sintese da nova matriz e a lise da matriz antiga.

Os elevados custos dos tratamentos de alteracdes relacionadas a deficiéncia
cicatricial aumentam o interesse na busca de medicamentos capazes de interagir
com o tecido lesado, tendo por objetivo acelerar o processo (SILVA et al; 2015).
Atualmente, diversos estudos com plantas medicinais séo realizados com énfase no
processo de cicatrizagdo e com finalidade de trazer novas alternativas terapéuticas
para o tratamento de feridas cutaneas. Com isso, a proposta deste estudo foi avaliar
a atividade cicatrizante do extrato hidroalcodlico das folhas de Laguncularia

racemosa em lesdes in vitro e in vivo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial cicatrizante in vitro e in vivo do extrato hidroalcodlico e

preparacdo semissolida das folhas de L. racemosa (L) C. F. Gaertn.

1.1.2 Objetivos Especificos

v Preparar o extrato hidroalcodlico das folhas de L. racemosa e realizar o
screening fitoquimico desse extrato;

v Determinar os teores de fendis totais, taninos totais, flavonoides e cumarinas
do extrato hidroalcodlico de L. racemosa,;

v Avaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcoodlico das folhas de L. racemosa
frente as células L929, VERO e HaCat;

v Avaliar a atividade cicatrizante in vitro em células L929, VERO e HaCat;

v Desenvolver uma formulacédo fitoterapica semissolida contendo o extrato
hidroalcodlico das folhas de L. racemosa,;

v Investigar o potencial cicatrizante das formulacdes semissélida contendo o
extrato hidroalcodlico das folhas de L. racemosa sobre lesGes cutaneas em ratos
Wistar.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizac&o de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevencao
de doencas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. A
medicina popular no Brasil é o reflexo do conhecimento transmitido entre as
geracdes de diferentes povos e imigrantes que difundiram o seu conhecimento sobre
a utilizacdo e o aprimoramento da flora medicinal, tornando as plantas medicinais
importantes instrumentos na assisténcia farmacéutica (BRASIL, 2006; BORBA,
2017).

A OMS define planta medicinal como sendo todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais 0rgados, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos (PASQUA,
2009). Elas sao importantes para a pesquisa farmacolégica e o desenvolvimento de
drogas, ndo somente quando seus constituintes sdo usados diretamente como
agentes terapéuticos, mas também como matérias-primas para a sintese, ou
modelos para compostos farmacologicamente ativos. Estima-se que
aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram
desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, sendo 25% a partir
de diversas familias de plantas (WHO, 1978; CALIXTO, 2001; BRASIL, 2006).

De acordo com Forzza et al. (2013), o Brasil disp6e de aproximadamente 35
mil espécies de plantas, cerca de 20% do numero total de espécies do planeta,
distribuidas nos diferentes biomas existentes no pais: Mata Atlantica, Amazoénia,
Caatinga, Cerrado, Pantanal e Pampa (VIEIRA et al., 2010; ALBERNAZ et al., 2010),
porém apenas um percentual de 17% dessas espécies sdo investigados
cientificamente (RODRIGUES et al., 2011; RABELO et al, 2013).

O conhecimento conceitual e pratico das plantas medicinais varia entre as
diferentes populacdes de acordo com as mudancgas culturais, forma de coleta
dessas plantas e os aspectos ecolédgicos da regido, o que dificulta a comprovacéo
da eficacia desse tratamento alternativo (ABIRI et al; 2018). Dessa forma, as plantas
medicinais da flora nativa séo consumidas com pouca ou nenhuma comprovacéo de
suas propriedades farmacolégicas e propagadas por usuarios ou comerciantes.

Muitas vezes essas plantas sdo, inclusive, empregadas para fins medicinais
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diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas (JUNIOR et al; 2005; ALMEIDA et al;
2017).

Em 2006, a medicina popular apresentou um grande avan¢o com a aprovagao
da Portaria do Ministério da Saude de numero 971 que trata da Politica Nacional de
Praticas Integrativas (PNPIC) e Complementares no Sistema Unico de Saude (SUS)
(BRASIL; 2006). Essa portaria traz entre suas normas para plantas medicinais, a
elaboracdo da Relagé@o Nacional de Plantas Medicinais e fitoterapicas, assim como o
aproveitamento do acesso aos usuarios do SUS. Apds alguns meses, em 22 de
junho de 2006, foi decretada a lei federal de nimero 5.813, que incentiva pesquisas
e apoia a implantacdo de servicos em carater nacional pelas Secretarias de Saude
dos municipios, estados e do Distrito Federal (BRASIL, 2006).

Dessa forma, as pesquisas que visam 0 maior estudo das vias de atuacao de
extratos ou compostos isolados de plantas com carater medicinal no tratamento das

mais diversas doencas aumentam exponencialmente.

2.2 ECOSSISTEMA MANGUEZAL

A constante influéncia marinha através do regime de marés, margens com
sedimento lamoso e aguas abrigadas e salobras sdo fatores condicionantes que
permitem o surgimento de uma vegetacao tipica de areas estuarinas, o que cria um
ecossistema altamente adaptado denominado manguezal, definido como um
sistema ecoldgico tropical, entre terra e mar, localizacdo em terrenos baixos na foz
dos rios e estuarios, com solo inundado pelas variacbes das marés e com grande
variacdo de salinidade (SCHAEFFER-NOVELLI, 2002; SILVA, 2012; MADI et al,
2016).

Os manguezais sdo exclusivos de regides subtropicais e tropicais, onde
populacdes de espécies vegetais interagem entre si, com microrganismos e animais
ocupando o mesmo ambiente fisico (BARROS et al., 2000; SCHAEFFER-NOVELLI
et al., 2002; XIMENES et al, 2016). Esse rico ecossistema se distribui entre as
latitudes 30°N e 30°S (Figura 1), abrangendo uma area de 137.760 km2, com maior
desenvolvimento préximo a linha do Equador, entre 5°N e 5°S. H4 éareas de
manguezal em 118 paises e territorios nas Américas, Oceania, Africa e Asia
(SPALDING et al., 2010; GIRI et al, 2011; SOUZA et al, 2018; TANG et al, 2018).
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Figura 1: Distribuigdo do ecossistema manguezal no mundo
Fonte: TANG et al, 2018

O Brasil possui cerca de 7% da éarea de mangue de todo o mundo,
aproximadamente 50% do total da area ocupada por esse ecossistema apresenta
13.800 km? e se estendendo desde o Cabo Orange, litoral do estado do Amapa, até
Laguna em Santa Catarina (Figura 2), 0 que corresponde a segunda maior area
desse ecossistema mundial (SILVA, 2012; ANDRADE et al, 2016). O estado de
Pernambuco exibe uma das menores faixas litoraneas da costa brasileira, com uma
area de 23.973 hectares ocupada por manguezais e a maioria esta localizada nos
municipios de Igarassu, Goiana, Itapissuma e llha de Itamaraca, nas margens do
Canal de Santa Cruz (BARROS et al., 2000).
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Figura 2: Distribuicdo do ecossistema manguezal no Brasil
Fonte: XIMENES et al, 2016

Os ecossistemas manguezais possuem grande importancia para a
manutencdo e o sustento do equilibrio ecologico da cadeia alimentar das regides
costeiras. Estdo entre os principais 0s costeiros tropicais, pois sao considerados
importantes transformadores da matéria organica, resultando na reciclagem dos
nutrientes. Apresentam condicfes necessarias para a alimentacdo, protecdo e
reproducao de diversas espécies de animais que necessitam dessas areas para se
reproduzirem durante o seu ciclo biolodgico. Andrade (2016) destaca que ha uma
grande variedade de espécies de mamiferos, aves, répteis, anfibios, peixes,
moluscos e crustaceos que se beneficiam da alta produtividade desse ecossistema
para suprir suas necessidades nutritivas, reprodutivas e de abrigo temporéario ou
definitivo (XIMENES et al, 2016; ROSA et al, 2018).

Em relacdo as plantas, os manguezais apresentam vegetacdo composta por
espécies do tipo haldfilas. Na regido Nordeste do Brasil, foram registradas cinco
espécies: Rhizophora mangle L., Avicennia schaueriana Stapf. & Leech, A.
germinans L., Laguncularia racemosa (L.) C. F. Gaertn e Conocarpus erectus L.
(CORREIA et al; 2005). Estas compartilham caracteristicas fisiologicas e adaptagdes

especiais que permitem sua ocorréncia em ambientes em constante inundagéo, com
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alta salinidade e em substratos ndo consolidados com baixa oxigenacéo
(KATHIRESAN et al, 2001; MADI et al; 2016).

A destruicdo dos manguezais ocorre como resultado da expanséo urbana, do
turismo, da agricultura, da instalagcdo de viveiros de aquicultura, entre outros. Um
dos maiores problemas enfrentados no Nordeste brasileiro € a atividade da
carcinicultura, que a partir da sua instalacdo e manutencdo acarreta impactos
negativos para o estuario, o que torna irreversivel o equilibrio do ambiente
(OLIVEIRA, 2004). Outro desafio que envolve a questdo do desmatamento refere-se
a perda do conhecimento sobre potencial medicinal dessas plantas e a preocupante
taxa de extincdo dessas espécies vegetais, 0 que mostra a real necessidade de
considerar algumas acdes e propostas de preservacdo da heranca genética desses
vegetais (BORRIS, 1996; SANTANA, 2017).

2.3 FAMILIA COMBRETACEAE

A familia Combretaceae abrange cerca de 14 géneros e cerca de 500
espécies, com distribuicdo pantropical, ocorrendo em ambientes quentes de todos
0s continentes, com os maiores centros de diversidade na Africa e Asia. As espécies
gue compdem a familia constituem importantes elementos de mangues, florestas
Umidas e de regibes semiaridas. No Brasil, ocorrem seis géneros com
aproximadamente 70 espécies que, em média, sdo encontradas em quase todas as
formacdes vegetais brasileiras (LINSINGEN, 2009; RENDON- SANDOVAL et al;
2018).

Com relacédo a classificacdo, desde Engler e Diels (1899) duas subfamilias
tém sido reconhecidas para Combretaceae, Strephonematoideae e Combretoideae
(TAN et al; 2002), e empregadas nos tratamentos mais atuais para a familia (EXELL,
STACE; 1966; STACE; 2004). De acordo com Stace (2004), a subfamilia
Strephonematoideae possui um Unico género, Strephonema, com distribuicdo
exclusiva na Africa e caracterizada por possuir ovario semi-infero. A subfamilia
Combretoideae possui o maior numero de espécies e a distribuicdo mais ampla, com
duas tribos, Lagunculariecae e Combreteae, com quatro e doze géneros,
respectivamente, sendo os géneros Combretum e Terminalia encontrados em todos

0os continentes. A complexidade taxondmica e filogenética da subfamilia
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Combretoideae é reconhecida pela maioria dos autores, principalmente pela ampla
variacdo morfologica nas flores, frutos e brotos vegetativos (LOIOLA et al.; 2009)

Essa familia pode ser caracterizada com arvores ou arbustos, com folhas
alternas simples ou opostas, inteiras, cobertas por tricomas compartimentados.
Possuem flores pequenas, zigomorfas ou actinomorfas, pentameras ou tetrameras,
receptaculo dividido em duas partes, a inferior envolve o ovario e a superior termina
nos lobos do célice, pétalas 4 ou 5 ou ausentes, lobos do calice 4 ou 5, ovario infero,
unilocular, 2-6 rudimentos seminais péndulos e ovoides. Os frutos sdo secos
indeiscente, drupaceos ou betulidios, endocarpo esponjoso ou ligneo, uma semente,
cotilédones plicados ou convolutos e ndo possui endosperma (LINSINGEN et al.,
2009; PRAIA, 2017; SOUSA et al, 2018).

Estudos fitoquimicos realizados com diferentes espécies da familia
Combretaceae, identificaram a presenca de iniumeros compostos bioativos, tais
como: fendis, flavondides, taninos, cumarinas, fenantrenos, lignanas e cicloartano.
Esses resultados estdo possivelmente ligados as diversas atividades medicinais que
essas espécies possuem (ARAUJO et al, 2013; COCCARO et al, 2013; SANTOS et
al; 2018).

Membros da familia Combretaceae apresentaram, segundo a literatura,
atividades antibacteriana, antiasmatica, anticancer, antivirais, antidiabética,
antimutagénica, antioxidante, antitlceras, antinociceptiva e propriedades de
cicatrizacéo de feridas (MONGALO et al, 2016; ANATO et al, 2018; BASHEER et al;
2018).
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2.4 LAGUNCULARIA RACEMOSA (L) C.F. GAERTN.

2.4.1 Classificagdo Taxonémica

Reino: Plantae

-

Classe: Eauisetopsida C. Aaardh

-

Subclasse: Maanoliidae Novak ex Takht

-

Superordem: Rosanae Takht

-

Ordem: Mvrtales Juss. ex Bercht. & J. Presl|

=

Familia: Combretaceae R. BR

1 !

Género: Laauncularia L.

T

Espécie: Laauncularia racemosa (L) C. F.

Figura 3: Classificag&o cientifica da espécie Laguncularia racemosa
Fonte: BASHIR et al., 2014 adaptado

2.4.2 Aspectos Gerais

Laguncularia racemosa (L.) C. F. Gaertn (Figura 4), conhecida como mangue
branco, manso ou tinteira, € uma arvore relativamente pequena, com tamanho
variando entre 3 a 6 metros de altura, cujas folhas tém peciolo vermelho com duas
glandulas em sua parte superior, proximas a lamina foliar. As folhas sdo espessas e
variam de eliptica a oblonga, apresentando margem lisa (SILVA et al; 2010). Sua
distribuicdo se da principalmente ao longo da costa tropical e subtropical das

Américas do Norte, Central e do Sul, especialmente no Brasil, México, Peru e
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Antilhas. Também ocorre com menor frequéncia na Africa Ocidental (SILVA, 2010;
NETO et al; 2014).

Figura 4: Espécie Laguncularia racemosa
Fonte: Autor (2016)

Considerada a segunda espécie vegetal mais representativa nos manguezais
brasileiros, € possivel encontra-la no interior dos manguezais bem como ao longo
dos estuérios, principalmente na interface entre a terra firme e o manguezal, e nas
margens dos rios e ilhotas, apesar da variagao nas condi¢cdes de solos e salinidade.
Além disso, a L. racemosa também pode ser encontrada em grandes densidades em
florestas de restinga e de terras baixas ou planicies (BARTZ et al, 2015; JANTSCH
et al; 2018).

Dentre todas as espécies de mangue, L. racemosa € a que apresenta menor
tolerancia a baixas temperaturas, ao contrario das espécies de Rhizophora e de
Avicennia. Entretanto, a espécie L. racemosa mostra um mecanismo ecofisiologico
de exclusdao de sal que pode estar associado a uma ampla faixa de tolerancia a
salinidade. Este mecanismo também se reflete em suas adaptacbes morfolégicas e

anatdbmicas. Por exemplo, Bartz et al. (2015) sugere que as espécies de manguezal
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apresentam menor tamanho do tronco, altura e densidade da copa comparado as
espécies exclusivas de florestas de transicao.

Sao caracterizadas por apresentarem raizes pneumatéforas com geotropismo
negativo em funcéo do fluxo de marés, o que promove a oxigenacao dos tecidos no
solo alagado. Além disso, tém lenticelas que auxiliam na troca gasosa entre a planta
e 0 meio externo. Possui o tronco solitario ou agrupado, com a casca do caule dura,
fissurada e de coloragdo cinza. O desenvolvimento dos brotos é continuo ou
irregular, com uma inflorescéncia terminal, sem botdo terminal ou articula¢des. Os
galhos possuem numerosas lenticelas ligeiramente salientes. As folhas se
apresentam com peciolo curto (1 a 2 cm), ligeiramente entalhados, o seu limbo € um
pouco carnudo, eliptico ou alongado, com 5-8 por 3-5 cm, possui bordas firmas e
arredondadas, elas ainda apresentam peciolos curtos e avermelhados e uma
estrutura especializada em eliminar o excesso de sal, denominada glandulas de sal
(Figura 5). As flores (Figura 6) podem ser unissexuais ou bissexuais. Cada flor tem
de 4 a 5 mm de didmetro. A taca do célice € de rasa a profunda e coberta de pelos
externamente, contendo 5 célices pontiagudo e as pétalas sao arredondadas e
cobertas de pelos. Os frutos sao produzidos abundantemente em plantas ovuladas.
Possuem um suporte em forma de nervuras, uma pequena noz descascada com 2

cm e comprimento, com alguns residuos do calice. (SILVA, 2010; NETO, 2014).

Figura 5: Glandulas de sal em Laguncularia Figura 6: Flores da espécie Laguncularia
racemosa racemosa

Fonte: https://netnature.wordpress.com Fonte: Autor (2018)
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2.4.3 Propriedades quimicas e bioldgicas

Apesar da espécie Laguncularia racemosa (L) C. F. Gaertn estar presente
em diversos estudos de caracterizacdo e monitoramento do ecossistema manguezal
ou em estudos de interacdo com microrganismos e extratos de espécies da sua
familia terem relatos de diversos ensaios biolégicos, poucos estudos farmacolégicos
e fitoquimicos foram realizados e caracterizados na literatura atual.

Os poucos relatos apresentados indicam a L. racemosa com um potencial
atuante na atividade moluscicida (MENDES et al.; 2018), antioxidante (XUE et al,
2008) e inibicdo da Fosfolipase 2 (PLA-2) e outras vias da cascata da inflamacao
(PINHO et al; 2014).

Silva (2003) e Shi et al (2010) realizaram estudos fitoquimicos com extratos
da espécie L. racemosa, através de cromatografia de camada delgada e
espectrometria de massa e relataram o isolamento de 27 compostos fendlicos,
dentre eles taninos e flavonoides, os quais ja foram observados em diversos extratos
presentes na literatura atividades antioxidante e inibitéria de proteinas quinase
(PINHO, 2014).

Metabdlitos secundarios (taninos, flavonoides, saponinas, alcaloides, etc.)
sdo biossintetizados por plantas para diferentes fins, como regulacdo do
crescimento, interacdes intra e interespecificas, protecdo contra radiacao ultravioleta
e defesa contra predadores e infec¢cdes. Muitos destes apresentam importantes
atividades biolégicas e farmacologicas e séo utilizados como agentes
quimioterapicos ou servem como ponto de partida para o desenvolvimento de novos
farmacos (MENDES et al, 2018).

Os flavonoides compdem um grupo de pigmentos vegetais presente em
varias espécies na natureza e sua principal funcdo pode ser atribuida ao mecanismo
de defesa e de atracéo de polinizadores (SIMOES et al., 2010). Os taninos, por sua
vez, sao compostos fendlicos de grande interesse econdmico e ecoldgico.
Apresentam solubilidade em agua e peso molecular compreendido entre 500 e 3000
Dalton. Estruturalmente, esses compostos possuem de 12 a 16 grupos fendlicos, 5 a
7 anéis aromaticos e podem ser divididos em dois grupos: taninos hidrolisaveis e
taninos condensados.

Pesquisas sobre atividade biolégica dos taninos evidenciaram importante

acdo contra determinados microrganismos, como agentes carcinogénicos e
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causadores de toxicidade hepatica. Eles também podem agir como anti-inflamatorios
e, especialmente, cicatrizantes (MONTEIRO et al; 2005; SIMOES et al; 2010).
Segundo revisGes bibliogréficas realizadas por Simbes et al (2010), os
taninos atuam no processo de cicatrizacdo de feridas através da formacdo de uma
camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a pele ou
mucosa danificada, ocorrendo, abaixo desta, o processo natural de cicatrizacao,

reestruturacao do epitélio e formacgéo de novos vasos.
2.5 ANATOMIA E FISIOLOGIA DA PELE

A pele € o maior 6rgdo do corpo e representa cerca de 15% do peso
corporal total do adulto. Apresenta-se de maneira continua com as membranas
mucosas que revestem o0s sistemas digestorio, respiratorio e urogenital, nos locais
onde estes se abrem para a superficie. Além disso, a pele realiza diversas funcdes
vitais, incluindo protecao contra agressores fisicos, quimicos e bioldgicos externos,
termorregulacdo, como principal barreira para a absorgcédo sistémica de produtos
guimicos aplicados topicamente e um portal para a entrega sistémica de
medicamentos transdérmicos (PAGNANO et al, 2009; KOLARSICK et al, 2011,
TSAKOVSKA et al, 2017; AREDES et al, 2018).

A pele consiste em trés camadas, a epiderme, a derme e o tecido
subcutaneo (Figura 7). A epiderme € composta principalmente por queratinocitos,
mas também contém melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel. Ela é
dividida em quatro camadas sobrepostas pelos apéndices da pele, como unidades
pilossebaceas e glandulas sudoriparas. A derme € dividida em uma camada papilar
e reticular, na qual reside o fornecimento neurovascular da pele. O tecido
subcutédneo abaixo da pele contém a fascia superficial e a gordura subcutanea, a
qual é formadas por l6bulos de células de gordura separadas por septos fibrosos,
constituidos por grandes vasos sanguineos e colageno (LOSQUADRO et al, 2017,
JAMES et al, 2017).

A epiderme €é um epitélio escamoso estratificado terminalmente
diferenciado, cujo principal tipo celular sdo os queratindcitos. Sua divisdo em quatro
camadas se baseia na morfologia e na posi¢cdo dos queratindcitos a medida que se

diferenciam em células cérneas, incluindo a camada de células basais, a camada de
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células escamosas, granulares e a camada celular cornificada ou coérnea
(KOLARSICK et al, 2011).

A derme, por sua vez, se situa entre a epiderme e o tecido subcuténeo e é
responsavel pela variacdo regional na espessura da pele. E composta
principalmente de colageno, mas também contém elastina, vasos sanguineos,
nervos e glandulas sudoriparas. A derme possui duas subcamadas: a derme papilar,
que fornece lagos capilares a epiderme; e a derme reticular, que contém um extenso
plexo vascular, linfatica e proteinas do tecido conjuntivo (VENUS et al, 2011,
MURPHREE, 2017).

As camadas da epiderme e da derme estdo conectadas por meio de uma
membrana basal denominada juncdo dérmico-epidérmica. Essa juncdo esta divida
em duas camadas, a camada mais superficial, a lamina lacida, € composta de
filamentos de &ancora conectando hemidesmossomas dentro da membrana
plasmatica basal celular a camada mais profunda e mais compacta, conhecida como
lamina densa. A lamina densa, por sua vez, esta conectada a derme subjacente
através de fibrilacdes de colageno. Este mecanismo coesivo fornece um movimento
unificado das 2 camadas. (TSAKOVSKA et al, 2017; LOSQUADRO, 2017).

Poro ; Glandula
A Corpusculo sebacea
sudoriparo de Meissner, ene

Camada cornea

Epiderme | (queratinizada)
Termlnagfo
nervosalivre
Derme—| | : - Glandula

sudoripara

Musculo eretor
do pélo

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Veia Foliculo piloso

Figura 7: Representacao esquematica das estruturas da pele e seus constituintes celulares.
Fonte: Adaptado de Kendall et al., 2013.
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2.6 FERIDAS: DEFINICAO E CLASSIFICACAO

As feridas sao definidas como uma interrup¢édo da continuidade de um tecido
corpéreo, em maior ou menor extensdo, ocasionadas por traumas, processos
inflamatorios, degenerativos, circulatorios, por distirbios do metabolismo ou por
defeito de formacédo (BLANES, 2004; CUNHA, 2006; PEREIRA, 2018).

Baseado na evolugcdo do processo de cicatrizacdo, as feridas podem ser
classificadas como agudas ou crbnicas. As feridas agudas sao um problema de
saude comum, com 11 milhdes de pessoas afetadas anualmente no mundo.
Normalmente, a cicatrizacdo de feridas agudas é um processo bem organizado que
leva a um reparo previsivel dos tecidos onde plaquetas, queratinécitos, células de
vigilancia do sistema imune, células microvasculares e fibroblastos desempenham
papéis fundamentais na restauracdo da integridade do tecido (DEMIDOVA-RICE et
al, 2012). As feridas séo classificadas como crénicas, por sua vez, caso sua origem
torne o processo de cicatrizagdo muito lento, e quando estdo associadas a
processos anormais, como a insuficiéncia vascular, isquemia local, necrose e
contaminacao bacteriana. Tais fatores sao capazes de aumentar a fase inflamatoria
e constante migracdo de macréfagos e neutréfilos para o leito da ferida (COELHO,
2006; GONCALVEZ, 2015). Podem ser englobadas como feridas crbnicas, por
exemplo, as Ulceras vasculares, por pressdo e diabéticas (SINGH et al, 2013;
DEMIDOVA -RICE et al; 2012).

As feridas também podem ser classificadas em relacdo ao agente causal (a),
grau de contaminacéao (b) e comprometimento tecidual (c).

a) Agente Causal: as feridas podem ser cirlrgicas ou incisas quando

produzidas por um instrumento cortante; contusas quando produzidas por

objetos rombos; lacerantes, produzidas por tracdo; ou perfurantes, quando

ocorre abertura na pele (TAZIMA et al, 2008; GARCIA et al, 2018).

b) Grau de contaminacdo: as feridas podem ser limpas, quando nao
apresentam sinal de infeccdo; limpo-contaminada, quando apresentam
contaminagcdo grosseira com risco de infeccdo de 10%; contaminadas,
caracterizadas pelas feridas acidentais com mais de seis horas de trauma ou que
tiveram contato com terra e fezes, por exemplo. O nivel de infeccéo é de 20 a 30%;
e infectadas, quando apresentam sinais nitidos de infecgdo (CUNHA, 2006; TAZIMA
et al, 2008).
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C) Comprometimento tecidual: As feridas também podem ser classificadas
em relacdo a sua perda de tecido. Podem ser: (a) superficiais - sdo aquelas que
atingem apenas a epiderme; (b) espessura parcial - sdo as que atingem as camadas
mais profundas da epiderme e derme; (c) espessura total - sdo as mais profundas,

apresentam perda de tecido subcutaneo, musculo e osso (GARCIA et al, 2018).

2.7 FASES DA CICATRIZACAO TECIDUAL

O processo cicatricial € comum a todas as feridas, independentemente do
agente que o causou, é sistémico e dinamico e esta diretamente relacionado as
condi¢gbes gerais do organismo. Ademais, é complexo que envolve a interacdo de
diferentes células sanguineas, componentes da matriz extracelular e mediadores
soluveis, como fatores de crescimento e citocinas. Se um desses fatores né&o
funcionam corretamente, feridas cronicas, ndo curativas ocorrem, que apresentam
um alto risco de infec¢des que levam a amputacdes e sepse (CAMPOS et al, 2007,
KONDO, 2017; ERTL et al, 2018).

Os mecanismos da cicatrizacdo em sequéncia ordenada de eventos foram
descritos por Carrel em 1910, e divididos posteriormente em cinco elementos
principais: inflamacao, proliferacdo celular, formacdo do tecido de granulacao,
contracdo e remodelacdo da ferida. No entanto, na Gltima década diversos autores
como Gurtner et al (2008) reclassificaram esse processo em trés fases consecutivas
e sobrepostas em: fase inflamatéria, fase de proliferacdo ou de granulacéo e fase de
remodelacdo ou de maturacédo (Figura 8) (CARREL, 1910; CAMPOS et al, 2007,
GURTNER et al, 2008).

A fase inflamatéria se inicia no momento exato da lesdo, com extravasamento
de sangue dos vasos lesionados, ativagdo de plaquetas pelas substancias da matriz
extracelular que envolve o endotélio, fazendo com que tenha inicio os processos de
adesdo e agregacdo celular o coagulo formado, juntamente com uma matriz de
fibrina formada, estabelece uma barreira impermeabilizante que protege da
contaminagcdo e permite um suporte para as futuras células migratorias.
Simultaneamente, ocorre vasoconstricdo para limitar a perda de sangue sob os
efeitos de mediadores vasoativos como: epinefrina, prostaglandinas, serotonina e
fator plaquetario 4 (PF4) liberados pelas plaguetas. Estes também liberam varios

fatores que iniciam os estagios subsequentes de sobreposi¢cdo da cicatrizagdo de
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feridas. Esses fatores incluem PF4 e fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), proteases e agentes vasoativos, serotonina, histamina. Com a liberacdo
local de histamina, serotonina e bradicinina, ocorre uma vasodilatacdo e aumento de
fluxo sanguineo no local e, consequentemente, sinais inflamatorios como calor e
rubor (ISAAC et al, 2010; YATES et al, 2012).
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Inflamagéo Proliferacéo Remodelagem

Figura 8: Fases do processo de cicatrizagdo tecidual
Fonte: Adaptado de GURTNER et al; 2008.

Os mediadores bioquimicos de acado curta sdo a histamina e serotonina e as
mais duradouras sdo a leucotaxina, bradicinina e prostaglandina. A prostaglandina
um dos mais importantes no processo de cicatrizacdo, pois além de favorecer a
exsudacdo vascular, estimula a mitose celular e a quimiotaxia de leucdcitos
(GURTNER et al, 2008; TAZIMA et al, 2008)

Durante a fase de inflamacéo, a permeabilidade capilar aumenta causando
extravasamento de liquidos para o espaco extracelular e consequente edema. A
resposta inflamatéria, que perdura cerca de trés dias, e na qual ocorre a migracao
sequencial das células para a ferida e este mecanismo é facilitada por mediadores
bioquimicos supracitados, que aumentam a passagem de elementos celulares para
a area da ferida (SINGH et al, 2013).

Inicialmente, neutrofilos sdo entdo recrutados para a ferida em resposta a
ativacdo do complemento, a degranulacdo das plaguetas e aos produtos de
degradacdo bacteriana. Eles s&o responsaveis pela eliminacdo de bactérias e
materiais necroticos ocasionados por meio da fagocitose, além de liberar

mediadores inflamatorios e radicais livres de oxigénio. Entre o segundo e o terceiro
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dia, os mondcitos aparecem na ferida e se diferenciam em macréfagos. Essas
células, além de atuar em fagocitose, também desempenham um papel secundario
como fonte de diversos tipos de fatores como fator de crescimento transformador
alfa (TGF-a), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado
de plaguetas (PDGF) e fator de crescimento beta transformador (TGF-$), os quais
promovem a migracéao, proliferacdo e sobrevivéncia de diversas células importantes
para 0s proximos processos da cicatrizagdo, tais como fibroblastos e células
endoteliais (LUCAS et al, 2010; YATES et al, 2012; SINGH et al, 2013).

A segunda fase do processo de cicatrizacdo € a fase proliferacdo ou de
granulacdo que é caracterizada por proliferacdo celular e migracdo de diferentes
tipos de células. Quatro etapas fundamentais constituem essa fase: epitelizacéo,
angiogénese, formacao de tecido de granulacéo e deposicao de colageno. Esta fase
tem inicio em torno do 4° dia ap0s a lesdo e se estende aproximadamente até o
término da segunda semana (SIGNH et al, 2013).

A epitelizagéo ocorre precocemente. Se a membrana basal estiver intacta, as
células epiteliais migram em direcdo superior, e as camadas normais da epiderme
sdo restauradas em trés dias. Se a membrana basal for lesionada, as células
epiteliais das bordas da ferida comecam a proliferar na tentativa de restabelecer a
barreira protetora. A angiogénese é estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), e permite que novos capilares fornecam nutrientes para a ferida,
contribuindo para a proliferacéo dos fibroblastos (SIGNH et al, 2013).

Inicialmente a ferida € hipdxica devido a perda da perfuséo vascular, mas com
o desenvolvimento de uma nova rede capilar, a perfusdo vascular é restaurada. A
regulacéo da angiogénese da ferida em si pode representar um meio de melhorar a
cicatrizacdo. Em alguns casos, particularmente, quando a angiogénese esta
atrasada ou defeituosa, implica diretamente no comprometimento da cicatrizacéo
(DARBY et al, 2014).

Os novos vasos sanguineos formados e os brotos de capilares associados
a fibroblastos e macrofagos substituem a matriz de fibrina por tecido de granulacéo,
0 que constitui um novo substrato para a migracdo de queratinOcitos nos estagios
posteriores do processo de reparo. O fator de crescimento mais importante na
proliferacdo e ativacdo dos fibroblastos s&o as prostaglandinas, citadas
anteriormente. Os fibroblastos séo ativados e adquirem a capacidade de expressar a

proteina a-SM actina e se diferenciam em miofibroblastos. Essas células
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miofibroblasticas sintetizam e depositam 0s componentes da matriz extracelular,
principalmente na forma de colageno, que substituem a matriz provisoria de fibrina,
que em ultima analise, forma a maior parte da cicatriz madura (HINZ et al, 2003;
DARBY et al, 2014).

Os queratinécitos, por sua vez, proliferam, amadurecem e, finalmente,
restauram a funcdo de barreira do epitélio, através da producdo de queratina. A
parte final da fase proliferativa é a formacdo de tecido de granulacdo. Os
reguladores positivos mais importantes da angiogénese sao o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento de fibroblastos (FGF2) (KONDO,
2017).

A fase de remodelacdo tecidual representa a Ultima fase da cicatrizagdo e
pode ser caracterizada pela substituicdo do tecido de granulacdo para maturacgéo,
além da deposicao, agrupamento e reorganizacdo de fibras colagenas (KONDO et
al., 2010). Por consequéncia, as células inflamatérias gradativamente comecam a
desabitar a area lesionada e ha o aumento da sintese de colageno tipo |, devido ao
aumento da quantidade de fibroblastos e a necessidade da deposicdo de fibras
colagenas para substituir a matriz deteriorada (DIEGELMAN et al., 2004; SANTANA,
2017).

Posteriormente, o tecido de granulacdo sofre uma reducdo que contribuira
para a formacdo de uma cicatriz preliminar, constituida por fibroblastos, colageno e
fragmentos de tecido elastico. Com o tempo esses fibroblastos desaparecem
lentamente e contribuem para o crescimento de uma cicatriz acelular que ocupa toda
regido da lesdo, revestida por uma epiderme integra e desenvolvida (KRAFTS et al.,
2010).

Atualmente, na pratica clinica, curativos e produtos tépicos sao usados para
criar e manter um ambiente favoravel e fornecer condi¢cdes adequadas para a
cicatrizacdo, além de acelerar esse processo cicatricial. No entanto, eles séo
frequentemente caros ou ineficazes e podem gerar varias reacdes adversas. Mesmo
com avangos nos estudos farmacologicos, a maioria dos farmacos sintéticos
avaliados na literatura como curativos ou enxertos de pele sdo de alto custo de
fabricagcéao e poucos eficazes (ERTL et al, 2018; LORDANI et al, 2018). Diante disso,
cresce a necessidade de tratamentos inovadores oriundos de produtos naturais, com
baixo custo de producéo e que acelere o processo cicatricial, gerando poucos efeitos

coleterais ao paciente.
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E OBTENC}AO DOS EXTRATOS DAS
FOLHAS

A espécie L. racemosa foi coletada no manguezal de Itamaraca (8° 44' 54"
Sul, 35° 49" 33" Oeste), litoral Norte do Estado de Pernambuco, identificada e
depositada no Herbario UFP- Geraldo Mariz, localizado no centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco, com o niumero de tombamento Laguncularia
racemosa (Combretaceae); Soares, C. (01) UFP 83.203. Em seguida, o material
vegetal foi triturado com o auxilio de um moinho de facas. Para obtencdo do extrato
hidroalcodlico foi utilizado 50 g do material vegetal para 500 mL de solugéo
etanol/agua 70% (v/v), no qual foi macerado em temperatura ambiente durante 48
horas, mantidos em vidros ambar, sob o abrigo da luz do sol e com agitacdes
ocasionais. Em seguida, esse material extrativo foi filtrado, concentrado em
rotaevaporador, sob pressédo reduzida, a temperatura de 40-50 °C e logo depois
liofilizado para obtencdo do extrato hidroalcodlico de folhas secas de Laguncularia
racemosa. Calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo com a formula: Re
= (Pextrato /Pfolhas) x 100. Sendo Re

Peso do extrato liofilizado (g); Pfolhas

Rendimento total do extrato (%); Pext =

Peso do po utilizado na preparacdo do

extrato

3.2 PERFIL FITOQUIMICO- CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCD)

A andlise do perfil fitoquimico foi feita segundo metodologia descrita por
Wagner e Bladt (2009) e Waksmundzka-Hajnos et al (2008). O extrato foi testado na
concentracdo de 10 mg/mL em Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
utilizando-se como fase fixa silica gel F254 (MERCK®) e fases méveis especificas
de acordo com o metabdlito analisado. Uma amostra do extrato bruto na
concentracdo de 10 mg/mL foi aplicada em placas cromatograficas de silica gel 60
(0,20 mm - fase fixa) e solventes organicos (fase movel) pré-selecionados.
Posteriormente, foram reveladas de acordo com a classe de metabdlitos
pesquisados, sendo estes: flavonoides, terpenos e esteroides, cumarinas, alcaloides

e taninos.
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3.3 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS E TANINOS

A fim de quantificar o contetudo fendlico total e dos taninos, foi utilizada a
metodologia descrita por Amorim et al. (2008). Os extratos da planta foram diluidos
em metanol P.A numa concentracdo de 1 mg/mL em baldo volumétrico de 50 mL,
em triplicata.

Para o doseamento dos fendis totais, apdés a diluicdo, foi adicionada uma
aliquota de 200 uL do extrato diluido a tubos de ensaio. Posteriormente, foram
adicionados 500 pL do reagente Folin-Ciocalteu (solugcdo aquosa 10%), 1 mL de
solucédo de carbonato de sddio (7,5%) e completado o volume com agua destilada
para 10 mL. Apés a preparacéo, a solucao foi agitada e, posteriormente, foi deixada
em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos esse
periodo, a absorbancia da mistura foi medida a 760 nm contra um branco preparado
com agua destilada.

Para o doseamento dos taninos, apos a diluicdo, 1 g de caseina foi transferido
para um frasco Erlenmeyer de 50 mL, acrescentando 6 mL da amostra diluida e 12
mL de &gua destilada, em triplicata. Apés 3 horas de reacdo sob agitacao, filtrou-se
a solucdo em baldo volumétrico e o volume foi completado para 25 mL com agua
destilada. Foi retirada uma aliquota de 1 mL e quantificados os fendis residuais pelo
método Folin-Ciocalteu. O teor de taninos foi calculado pela diferenca entre o
conteudo de fendis totais e fendis residuais.

O padrao utilizado foi o acido tanico para ambos os ensaios, no qual
preparou-se uma curva de calibracdo em tubos de ensaio com aliquotas de 0,050;
0,100; 0,150; 0,200; 0,250; 0,500; 0,750 e 1 mL da solucédo padréo de &cido tanico a
1 mg/mL, em &gua destilada. Em seguida, executou o mesmo procedimento
realizado com o extrato. O volume final foi completado para 10 mL com &agua
destilada. As concentracfes finais obtidas do &cido tanico foram 0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 yg/mL, respectivamente. A cor azul produzida pela reagao
apresenta absorcdo maxima a 760 nm e € proporcional a taxa de compostos
fendlicos. O teor de fendis totais foi expresso como miligramas equivalentes de acido

tanico por grama de amostra (mg EAT/qg).

3.4 DETERMINAQAO DO CONTEUDO DE FLAVONOIDES
Para a quantificacdo dos teores de flavonoides utilizou-se a metodologia

descrita por Peixoto Sobrinho et al (2008). O método é fundamentado na interacao
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do fon aluminio (AI**) com as moléculas de flavonoides presentes na amostra do
extrato. Ao estabelecer o complexo estavel flavonoide- ion aluminio, de coloracéo
amarela, é possivel determinar a concentracdo de flavonoides na amostra, onde a
intensidade da colocacdo amarela € proporcional a concentragdo de metabdlitos na
amostra.

Os extratos foram pesados e diluidos em metanol (P.A) numa concentracao
de 1 mg/mL em baldo volumétrico de 50 mL, em triplicata. Uma aliquota de 200 pL
do extrato diluido foi transferida para tubos de ensaio. Posteriormente, foram
adicionados 0,120 mL (120 pL) de acido acético glacial, 2 mL da solucao de piridina
(20%, v/iv em metanol P.A), 0,5 mL (500 pL) do reagente cloreto de aluminio (5%,
p/v em agua destilada) e completado o volume para 10 mL com &gua destilada em
cada tubo. Apés a preparacao desta solucdo, agitou-se, e em seguida permaneceu
em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. Apos esse
periodo, a absorbancia foi determinada a 420 nm contra um branco preparado com
agua destilada.

Foi preparada uma curva de calibracdo com aliquotas de 0,05; 0,10; 0,25;
0,50; 0,75; 1,00; 1,50; 2,00 mL da solucado de rutina (0,1 mg/mL em metanol), em
tubos de ensaio. Posteriormente, foram adicionados 120 pyL da solugdo de acido
acético, 2 mL da solucédo de piridina, 0,5 mL do reagente cloreto de aluminio. O
volume final foi completado para 10 mL com &gua destilada. As concentragdes finais
de rutina foram de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0 ug/mL, respectivamente. O
teor de flavonoides totais foi expresso como miligramas equivalente de rutina por

grama de extrato (mg ER/q).

3.5 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE CUMARINAS

O ensaio colorimétrico descrito por Osoério e Martins (2004) com adaptaces
foi utilizado para quantificar o conteddo de cumarinas. Foram transferidos 0,5 mL do
extrato diluido (1,0 mg/mL) para tubos de ensaio. Posteriormente, foram adicionados
2 mL de agua destilada e 500 pL da solugdo de acetato de chumbo. Agitou-se a
amostra e, em seguida, foram adicionados 7 mL de 4gua destilada. Desta soluc¢éo, 2
mL foram transferidos para novos tubos de ensaio e adicionados 8 mL da solugéo de
acido cloridrico. As amostras permaneceram por 30 minutos ao abrigo da luz a
temperatura ambiente. A absorbéncia da mistura foi medida a 320 nm contra um

branco preparado com agua destilada.
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A curva de calibragéo (aliquotas de 10, 25, 100, 200, 300, 400, 500 uL) foi
preparada com uma solucdo padrdo de 1,2-benzopirona e todos os demais
reagentes citados anteriormente para os extratos, aferindo-se o volume final para 10
mL com agua destilada. O teste foi realizado em triplicata e as concentragdes finais
de cumarina ficaram entre 0,4-20,0 ug/mL. O teor de cumarinas totais foi expresso

como miligramas equivalente de cumarina por grama de extrato (mg EC/q).

3.6 AVALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DE L. RACEMOSA

A atividade sequestradora de radicais livres pode ser determinada medindo a
capacidade de um composto para remover os radicais livres 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH). A atividade sequestradora de radicais foi determinada conforme descrito
por Peixoto Sobrinho et al (2011) com modificacdes, utilizando como padrad o acido
ascorbico.

Os extratos foram diluidos em metanol P.A numa concentracéo de 0,5 mg/mL
em baldo volumétrico de 100 mL, em triplicata. Aliquotas de 100 a 1000 pL do
extrato ou do acido ascorbico, utilizado como controle positivo, foram transferidos
para tubos de ensaio, aferindo-se o volume final para 5 mL com metanol P.A. As
concentracdes finais do extrato ou padrao foram de 10-500 ug/mL.

Em seguida, para cada 0,5 mL das concentracdes do extrato diluido em
metanol foi adicionada 3 mL da solu¢do de DPPH a 40 ug/mL (ou 3 mL de metanol
para fazer o branco) em cada tubo, em duplicata. As solucdes foram agitadas
cuidadosamente e deixadas em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a 517 nm, contra um branco
preparado com metanol. A solugcdo do controle negativo consistiu na utilizacdo da
solugcao de DPPH a 40 ug/mL. A atividade de remocéao de radicais livres foi expressa

como a concentracao eficiente capaz de capturar 50% dos radicais (CEso).

3.7 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE L.
RACEMOSA

O ensaio de MTT [brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio]
consiste em um ensaio colorimétrico que avalia a atividade citotoxica ou proliferativa
de diversos compostos. O MTT é um sal tetrazodlio, soluvel em &gua, que é

convertido em cristais de formazan, com colorag&o purpura, apés a clivagem do anel
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tetrazélio mediado por desidrogenases mitocondriais e citoplasmaticas. Apds a
solubilizacdo dos cristais de formazan e medicdo da densidade Optica pelo
espectrofotdbmetro, € possivel avaliar a viabilidade celular, onde a intensidade do
produto colorido formado apds a solubilizacdo do formazan foi diretamente
proporcional ao numero de células viaveis presentes na amostra (MOSMANN,
1983).

Uma suspenséo (1x 10* células/mL) de células VERO (fibroblastos de rim de
macaco verde africano), L929 (fibroblasto murino) e HaCat (queratindcitos), obtidas
do Banco de Células do Rio de Janeiro e mantidas no Laboratério de Cultura de
Células do Departamento de Antibidticos/UFPE, foram distribuidas em uma placa de
96 pocos e incubada a 37 °C, em estufa enriquecida com CO2. ApGs 24 horas de
incubacgéo, foram adicionadas diferentes concentragbes do extrato dissolvidos em
DMSO e incubadas a 37 °C por 72 horas. Decorrido esse periodo, o MTT (25 L) foi
adicionado em cada poco. Apds 3 horas de incubacdo, o MTT foi aspirado e 100 uL
de DMSO foi adicionado para solubilizar os cristais de formazan. A leitura foi feita em
espectrofotometro do tipo leitor de placas no filtro de 540 nm.

3.8 ENSAIO DE CICATRIZACAO IN VITRO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE
LAGUNCULARIA RACEMOSA

Para a avaliacdo da cicatrizacdo in vitro foi utilizada a metodologia proposta
por Rochetti (2015). Células L929, HaCat e VERO foram plaqueadas em placas de 6
pocos na concentragdo de 5 x 10° células/mL e cultivadas overnigh para obter uma
monocamada confluente. Em seguida, foram feitas “feridas” usando a ponta de uma
pipeta estéril de 200 pL. As células desprendidas foram removidas por lavagem em
solucéo tampéo fosfato (PBS). Apds a lavagem foi adicionado meio fresco contendo
10% de soro fetal bovino juntamente com o extrato hidroalcodlico de L. racemosa L.
nas concentracdes que variaram entre de 25 a 200 pg/mL. O controle negativo foi
incubado com meio contendo 0,1% de DMSO e o controle positivo com 2,5 pg/mL de
fitohemaglutinina. A borda da ferida riscada foi fotografada no mesmo ponto de
visdo, em varios intervalos de tempo, utilizando um microscéopio invertido. Os
experimentos foram feitos em triplicatas. A area da fenda entre as bordas da ferida
foi medida com o auxilio do o programa ISCapture. A percentagem de migracao
celular foi calculada a partir do tamanho da fenda em 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 e 72
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horas apos a formacao da ferida, comparada com a fenda da ferida inicial no tempo

Z€Eero.

3.9 PREPARAC}AO DAS FORMULAQC)ES FITOTERAPICAS SEMISSOLIDA
(CREME) CONTENDO EXTRATOS DE L. RACEMOSA

A formulacdo semissdlida, utilizando creme anidbnico Polawax, cera auto
emulsificadora com solubilidade em meio aquoso alcéolico, ideal para emulsées
viscosas ou finas, como veiculo, foi produzido a partir do extrato hidroalcodlico das
folhas de L. racemosa, sendo manipulada dentro dos padrbes e controle de
qualidade para medicamentos. As concentracfes do extrato utilizadas foram de 5 e
10%. Como controle negativo foi utilizado o veiculo da formulag&o, creme Polawax, e

como positivo foi utilizado o farmaco dexpantenol 50 mg/g.

3.10 MODELO DE FERIDA EXCISIONAL

Foram utilizados 24 ratos Wistar os quais foram pesados e anestesiados com
xilazina (3 mg kg-*) e cetamina (10 mg kg-1), por via intramuscular. Posteriormente,
0s animais foram posicionados em decubito ventral, e em seguida, realizada a
tricotomia manual e antissepsia com alcool iodado 0,1% e na linha média dorsal da
regido cervical de cada animal. A area incidida foi demarcada usando um punch
metélico com lamina cortante na sua borda inferior (x10 mm?). No procedimento
cirargico para retirada da pele, tecido subcutaneo, paniculo carnoso e fascia,
utilizou-se tesoura reta de iris e pinca de Adson.

ApoOs a cirurgia, os animais foram divididos aleatoriamente em seis grupos
com seis animais cada um: Grupo | (controle negativo — creme base Polawax);
Grupo Il (EHFSLR 5% - Formulacéo do extrato hidroalcodlico das folhas secas de L.
racemosa); Grupo Il (EHFSLR 10%- Formulacdo do extrato hidroalcodlico das
folhas secas de L. racemosa) e Grupo IV (dexpantenol — Controle positivo) em todos
0S grupos os respectivos produtos foram aplicados (z 95mg) diariamente, durante 3,
7, 14 e 21 dias, utilizando espatula metélica. Este trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE),
sob protocolo de numero 23076.006034/2017-86.

3.11 ANALISE MACROSCOPICA DO FECHAMENTO DA LESAO
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Para avaliar a contracdo das feridas tratadas com os diferentes produtos, as
mesmas foram medidas utilizando o programa ImageJ pro 6.1. O grau de contracao
expresso em percentual foi mensurado pela equagéo proposta por Ramsey et al.
(1995), sendo 100 x (Wo — Wi)/ Wo = % de contracdo. As avaliagdes foram feitas
pelo mesmo examinador, estando os animais sob contencdao fisica. As feridas foram
avaliadas também quanto a presenca de exsudato, formacédo de crosta, inicio da

reepitelizacao e presenca de tecido de granulacéo.

3.12 ANALISE HISTOPATOLOGICA

As amostras retiradas do tecido cicatricial foram removidas dos animais e
armazenadas com formalina a 10%, por 48 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, as amostras foram transferidas para alcool etilico a 70% e
desidratadas a variadas concentracfes de etanol, clareadas com xilol e embebidas
em parafina. Cortes de aproximadamente 5 um de espessura foram realizados no
material emblocado em micrétomo. As laminas montadas foram mantidas em estufa
a 37°C por 24 horas até secarem e coradas com hematoxilina - eosina (HE). As

analises foram realizadas no microscoépio optico Olympus BX-50.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos por média + desvio padrdo e avaliados por
meio da analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguido pelo teste de
multiplas comparacdes de Bonferroni (para os ensaios de MTT) ou teste Tukey (para
0S ensaios de cicatrizagdo). Para o intervalo de confianga de 95%, valores de “p”
menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de significancia

estatistica. Os dados foram analisados pelo programa Graph Pad Prism 7.0.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DO POTENCIAL CICATRIZANTE DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DE LAGUNCULARIA RACEMOSA (L) C. F. GAERTN

Rendimento do extrato hidroalcodlico de Laguncularia racemosa (L) C.F. Gaertn

Apoés a preparacao do extrato hidroalcodlico das folhas secas da espécie L.
racemosa foi possivel calcular o rendimento do extrato de 10,47%.

Os extratos sdo as mais simples e tradicionais formas de derivados de plantas
medicinais, a partir dos quais é possivel a obtencdo e desenvolvimento de um
medicamento fitoterapico (SOUZA, 2018). Dentre os fitoterapicos, mais de 70%
apresentam-se como formas farmacéuticas sélidas constituidas principalmente de
extratos secos (CARVALHO et al.,, 2008). A producdo de extratos secos é uma
alternativa tecnologicamente viavel por proporcionar producdo em larga escala de
produtos mais concentrados, com maior estabilidade quimica, fisica e microbiologica
e com uma maior facilidade de padronizacdo dos compostos ativos (PETROVICK,
2010; SILVA et al., 2012; MACHADO, 2014).

Em geral, os rendimentos dos extratos que sdo provenientes de espécies
vegetais podem apresentar variacbes devido aos métodos de extracdo e 0s
solventes utilizados (DINIZ et al., 2004). Segundo Sartori et al. (2012), no momento
que o material vegetal é submetido ao processo de secagem, ocorrerd uma reducao
significativa da sua massa em relacéo a da planta fresca.

Segundo Oliveira et al (2015), para escolha do solvente ideal deve levar em
consideracdo a sua toxidez, riscos, a disponibilidade e o custo do solvente. O
método extrativo e o solvente extrator estdo diretamente relacionados ao rendimento
do extrato final, e também aos metabolitos extraidos. Dessa forma é preciso levar
em consideracdo o que se deseja extrair, pois muitas substancias sao termo
sensiveis, enquanto outras podem sofrer modificacdes estruturais irreversiveis em
altas temperaturas (SEABRA et al., 2012; SANTANA, 2017).

Perfil Fitoquimico - Cromatografia de camada delgada (CCD)
A Tabela 1 mostra o perfil fitoquimico do extrato hidroalcodlico de

Laguncularia racemosa por cromatografia em camada delgada. Para esta analise,
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foram utilizados como fase movel varios sistemas de solventes com polaridade

crescente.

Tabela 1: Prospeccao fitoquimica dos extratos hidroalcodlico das folhas secas de L. racemosa.

Metabdlitos Padrdes Reveladores Fase Extrato
Movel/Proporcgéo Laguncularia
racemosa
Taninos  Acido Tanico Cloreto  Férrico Cloroférmio: Metanol: +
(1%) Agua (65:30:05)
Alcaloides Escopolamina  Dragendorff Tolueno: Acetato de -
Etila: Dietilamina
(70:20:10)

Flavonoides Quercetina NEU Acetato de Etila: Ac. ++
Formico: Ac. Acético
glacial:Agua
(100:11:11:26)

Terpenoides Lupeol Liberman- Tolueno:Cloroférmio: -

Burchard Etanol (40:40:10)

Cumarinas  Acido KOH - ETOH Cloroférmio: Metanol: +

Cumarico (10%) Agua (01:01)

Forte: ++; Fraco: +; Ausente: -

7

O etanol € um solvente capaz de extrair uma grande quantidade de
constituintes de interesse, pois além do seu ponto de ebuli¢cdo (78,3°C) ser favoravel
a posterior extracdo do solvente, apresenta carater anfifilico, permitindo a extracao
tanto de substéncias com caracteristicas apolares quanto polares. Esse fato que
pode justificar o maior teor de substancias fendélicas no extrato etandlico. A agua, por
sua vez, é bastante utilizada como solvente extrator, pois apresenta diversas
caracteristicas interessantes, como a baixa toxidez, além disso, € conhecida por
extrair substancias com potencial atividade antimicrobiana, como os flavonoides,
além de apresentar vantagens relacionadas a aspectos econbmicos e ambientais
(COSTA et al; 2017).

Através dos resultados obtidos, verificou-se a presenca de flavonoides,

taninos e cumarinas no extrato hidroalcodlico. Embora a atividade farmacoldgica
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observada por um determinado extrato seja normalmente resultado do efeito
sinérgico e conjugado, alguns metabdlitos presentes nos extratos vegetais podem
responder majoritariamente pela atividade biol6gica (COSTA et al; 2017).

Silva (2003) observou a presenca de flavonoides e taninos nos extratos de
Laguncularia racemosa. Reddy et al (2016) através de estudos fitoquimicos de
camada delgada com L. racemosa, também observou a presenca de taninos e
flavonoides. Além disso, diversos estudos com a familia dessa espécie vém
apresentando como caracteristica esses metabolitos secundarios, corroborando,

dessa maneira, com 0s nossos resultados (KATERERE et al; 2012).

Determinacdo do conteudo de fendlicos totais, taninos totais, flavonoides e
cumarinas

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos se deve a grande variedade
de combinacBes que acontece na natureza e 0S compostos resultantes sao
chamados de polifenéis (HARBONE, 1989). Segundo Zeiger (2004) e Sartori (2012),
os fendis vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com
aproximadamente 10.000 compostos. Dentre eles, destacam-se os flavonoides,
acidos fenolicos, fendis simples, cumarinas, taninos e ligninas. Esses compostos
fendlicos possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais. Eles séo
originados do metabolismo secundario das plantas, sendo essenciais para 0 seu
crescimento e reproducao. Além disso, se formam em condi¢cbes de estresse como,
infeccbes, ferimentos, radiagcbes UV, dentre outros (SHAHIDI, 2004; SARTORI,
2012). A tabela 2 mostra os teores de fendlicos totais, flavonoides, taninos e

cumarinas encontrados durante analise do extrato das folhas secas de L. racemosa.

Tabela 2: Determinagéo dos contetidos de fendlicos totais, flavonoides, taninos e cumarinas + DP do

extrato hidroalcodlico das folhas secas de L. racemosa.

Classe de Compostos Laguncularia racemosa
Fenois totais (mg EAT/Q) 128,24 £ 2,60

Taninos (mg EAT/g) 113,75 £ 0,47
Flavonéides (mg ER/g) 85,75+ 7,19

Cumarinas (mg EC/qg) 226,36 = 8,70
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N&o foi encontrado na literatura, até o presente momento, doseamento do
conteudo de taninos, cumarinas e fenois totais com a espécie L. racemosa. No
entanto, Abdel-Hameed et al. (2013) avaliaram a quantificacdo dos fendlicos totais,
flavondides e taninos do extrato de folhas da familia Combretaceae e suas
respectivas fracdes, nas quais as melhores fracdes obtiveram 328,74 mg EAT/g de
compostos fendlicos, 51,36 mg ER/g de flavonoides e 75,86 mg EAT/g de taninos.
Dessa forma, extrato hidroalcodlico de L. racemosa apresentou maiores
concentracdes de taninos e flavonoides do que os dados apresentados na literatura.

A maioria dos extratos ndo volateis (polares) sdo constituidos por compostos
fendlicos, onde podemos encontrar uma variedade de estruturas e possuem ao
minimo um anel aromético e um hidrogénio substituido por um grupamento hidroxila.
Os fendlicos sdo substancias sintetizadas por plantas, mas que também podem ser
originadas através de catabolismo dos aminoacidos (SIMOES et al., 2010;
SANTANA, 2017).

As aplicacbes de drogas com taninos estéo relacionadas, principalmente, com
suas propriedades adstringentes. Por via interna exercem efeito antidiarreico e
antisséptico; por via externa impermeabilizam as camadas mais expostas da pele e
mucosas, protegendo assim as camadas subjacentes. Os flavondides, por sua vez,
apresentam diversos efeitos terapéuticos como anti-inflamatoério, antioxidante,
antimicrobiano, entre outros. Devido a esse amplo espectro terapéutico, essa classe
€ de especial interesse para a farmacologia (HARBONE et al, 2000; PINHO, 2014;
OLIVEIRA et al, 2016).

Venugopala et al (2013) relataram diversas atividades biolégicas de plantas
com elevados niveis de cumarinas na sua composicao quimica, tais como: atividade
anti-inflamatéria, antibacteriana, antifingica, anticancer, antiviral, anti-hipertensiva e
anticonvulsivante.

Os compostos fendlicos também s&o muito conhecidos por apresentar a
capacidade em sequestrar os radicais livres. Esse potencial antioxidante é atribuido
ao grupo das hidroxilas que podem ceder os elétrons e resistir ao deslocamento
deste em torno do sistema aromatico. Essas substancias ainda podem agir como
agente pro-oxidativos, exercer efeito antitumoral e promover a atividade antitumoral
(OLIVEIRA, 2009).
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Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico de Laguncularia
racemosa pelo método de DPPH

ApOs a avaliacdo da propriedade antioxidante do extrato hidroalcodlico de L.
racemosa pelo método de sequestro de radicais livres DPPH, foram obtidos os
valores médios de CEso de 322,37+ 24,28 ug/mL (Tabela 3). O controle positivo ou
padrao utilizado para o ensaio, o acido ascérbico, no qual ja vém sido utilizado na
literatura como padrdo para ensaios antioxidantes, apresentou um resultado de
16,34 pg/mL.

Tabela 3: Atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico das folhas secas de Laguncularia racemosa
utilizando o radical livre DPPH

Extrato/ Padrdo CEso (mg/mL) £ D.P.
Folhas secas de L. racemosa 322,37 + 24,28
Acido Ascérbico 16, 34

CEso = Concentracdo que inibe 50% da concentragéo inicial do radical DPPH

Diversas funcdes fisiolégicas séo controladas por vias que envolvem reacdes
de troca de elétrons por reducdo e oxidacdo, como a producdo aumentada de
espécies reativas a oxigénio (EROs) por leucécitos em processos inflamatérios e
também em processos que envolvem adesdo celular, como embriogénese,
diferenciacdo, reparo e cicatrizagdo (JASIULIONIS et al, 2014; OLIVEIRA et al,
2015).

Shi et al (2010) avaliou a atividade antioxidante de fracbes da L. racemosa
pelo método DPPH e apresentaram resultados de 28 yM. Raza et al. (2016), por sua
vez, avaliaram a atividade antioxidante das partes aéreas da espécie Conocarpus
erectus, familia Combretaceae, demonstrando que 0s extratos exerceram uma
notavel atividade anti-radicalar, com os valores de CEso 7 + 2 yg/mL.

Existem diferentes modelos disponiveis para avaliacdo de atividades
antioxidantes. A complexidade quimica, principalmente dos extratos poderia levar a
resultados dispersos, dependendo do teste empregado. Portanto, uma abordagem
com multiplos ensaios para avaliar o potencial antioxidante dos extratos seria mais
informativa e até mesmo necesséria, pois alguns extratos apresentam diferentes
taxas de atividade dependendo do ensaio abordado (SANNIGRAHI et al, 2010).
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Dessa forma, outros ensaios que sejam capazes de detectar a atividade antioxidante

serdo realizados para determinar a atividade no extrato de Laguncularia racemosa.

Avaliacao citotoxica do extrato hidroalcoodlico de Laguncularia racemosa (L) Gaertn

Antes da aprovacdo de qualquer novo composto para testes em seres
humanos, séo efetuados ensaios de toxicidade extensos em sistemas in vitro e in
vivo, utilizando diversas espécies de animais. Essas técnicas de bioensaios avaliam
e definem a concentracdo de uma substancia capaz de produzir uma resposta
biolégica em nivel celular ou sistémico (FAHEINA- MARTINS, 2009).

A citotoxicidade considera, primariamente, o potencial de um composto
induzir morte celular. Testes de citotoxicidade in vitro sdo Uteis e necessarios para
definir a citotoxicidade basal, isto €, a habilidade intrinseca de um composto em
causar morte celular, como consequéncia de danos as fun¢des basicas celulares
(EISENBRAND, 2002; RANG et al, 2004; GHOSH et al, 2012).

O efeito citotoxico do extrato hidroalcodlico de L. racemosa foi investigado
através de ensaios de reducdo do MTT, que avalia a atividade de enzimas
desidrogenases mitocondriais e citoplasmaticas com diferentes tipos linhagens
normais. Essa técnica foi escolhida por ser um método rapido, econémico e capaz
de avaliar a viabilidade celular de diferentes linhagens apds o tratamento de novos
compostos.

O extrato ndo apresentou citotoxicidade significativa frente as linhagens L929,
HaCaT e VERO no periodo de 72 horas de incubac&o nas concentracdes variando
entre 1,56 a 200 pg/mL. Na linhagem L929, o extrato reduziu a viabilidade celular
nas menores concentragcbes (1,56- 6,25 pg/mL). No entanto, a partir da
concentracdo de 12,5 pg/mL houve um aumento da proliferacao celular, de forma
proporcional ao aumento da concentracdo do extrato. Nas linhagens HaCaT e VERO
houve uma reducdo da viabilidade celular apenas na maior concentracdo (200
pg/mL). Os resultados podem ser observados nas figuras 1, 2 e 3, respectivamente.
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Figura 1: Efeito citotdéxico do extrato hidroalcodlico de L. racemosa sobre linhagem L929 apés 72
horas de tratamento, avaliado pelo ensaio do MTT. Os dados correspondem a média + desvio padrao
de trés experimentos independentes em triplicata, analisados por ANOVA, seguido do pés-teste de

Bonferroni.
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Figura 2: Efeito citotdxico do extrato hidroalcoodlico de L. racemosa sobre linhagem HaCat apés 72
horas de tratamento, avaliado pelo ensaio do MTT. Os dados correspondem a média + desvio padréo
de trés experimentos independentes em triplicata, analisados por ANOVA, seguido do pos-teste de

Bonferroni.
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Figura 3: Efeito citotdxico do extrato hidroalcodlico de L. racemosa sobre linhagem VERO apés 72
horas de tratamento, avaliado pelo ensaio do MTT. Os dados correspondem a média + desvio padréo
de trés experimentos independente em triplicata, analisados por ANOVA, seguido do pos-teste de

Bonferroni.

Segundo Darby et al (2014) e Kondo et al (2017), os fibroblastos sdo células
primordiais no processo de cicatrizagdo tecidual, onde irdo produzir fatores de
crescimento como fator transformador do crescimento beta (TGF-B), fator de
crescimento dos queratinécitos (KGF), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF) e
interleucina-8 (IL-8), os quais irdo promover a quimiotaxia e proliferacdo de
queratindcitos e indugdo da angiogénese.

A HaCat é uma linhagem de queratinécitos humanos espontaneamente
imortalizados que tem sido amplamente utilizada para estudos de mecanismos de
células epiteliais, como diferenciacdo e respostas inflamatorias relacionadas a
infeccdo (LOOTENS et al., 2012). Os queratindcitos assim como os fibroblastos,
fisiologicamente, participa da producéo e liberacdo de fatores de crescimento como
PDGF (Fator de crescimento derivado de plaquetas), TGF- 8 e a IL-1 (interleucina 1)
(ISAAC et al., 2010). Dessa forma, ao induzir a proliferacao celular dessas células, o
extrato hidroalcodlico de L. racemosa, possivelmente, pode facilitar o processo de

cicatrizacéao tecidual.
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Avaliacdo da cicatrizacéo in vitro do extrato hidroalcodlico de Laguncularia racemosa

Com o controle cada vez mais rigoroso em relacdo ao uso de animais de
laboratério, h4 a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que
possam detectar a toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos,
principalmente aqueles de aplicacdo clinica, que ndo causem reacfes adversas e
nem lesem o organismo do paciente (ROGERO et al., 2003). Além disso, ensaios in
vitro permitem determinar uma triagem para 0s ensaios in vivo, reduzindo
consideravelmente o nimero de animais utilizados.

Dois processos principais sdo responsaveis pelo reparo de feridas, migracao
celular e proliferacdo celular. A migracdo celular é o principal evento para a
cicatrizacdo, e quando esta funcdo € prejudicada, o processo de cicatricial €
dificultado apesar da proliferacdo celular se manter intacta (BUACHAN et al, 2014).
O ensaio de cicatrizacdo in vitro € uma forma de mimetizar uma ferida in vitro e
avalia a taxa de migracdo celular. Uma vez que a célula monocamada é
interrompida, a perda da interagcdo célula-célula resulta na crescente concentracao
de fatores de crescimento e citocinas na borda da ferida, iniciando migracao e
proliferacdo de células (PITZ et al.,, 2016). Dessa forma, é possivel avaliar se o
extrato ou composto em estudo promove a proliferacdo e migracdo celular e,
consequentemente, se possivelmente podera atuar na via de cicatrizacdo tecidual.
As Tabelas 4, 5 e 6 e as Figuras 4, 5 e 6 apresentam a porcentagem da migracéo
celular das linhagens celular L929, HaCat e VERO apds o tratamento com o extrato
hidroalcodlico de L. racemosa nas concentracfes variando de 25 a 200 pg/mL no
periodo de 0 a 48 horas. Foi utilizado como controle positivo a fitohemaglutinina,
composto que ja vem sido apresentado na literatura como um agente mitdgeno ideal
para padronizacdo de ensaios de migracéo ou proliferacdo celular (FEDERICO et
al., 2018).
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Tabela 4: Porcentagem (%) + DP da migracdo celular da linhagem L929 apés o tratamento com o
extrato hidroalcodlico de L. racemosa e da fitohemaglutinina comparado com o controle apés cada

hora avaliada a partir da lesdo. As letras “a”, “b” e “c” correspondem a * (p< 0,05), ** (p< 0,01) e ***

(p<0,001), respectivamente.

Extrato Hidroalcodlico da Laguncularia racemosa

Fitohemaglutinin

Controle 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
a (1%)
2h  16+02 200+01(c) 13,6%0,3(c) 8,7+0,4(b) 9,9+ 0,1 (b) 18,3+ 0,5 (c)
4h 85+08 269+03(c) 206+03(c) 226+05(c) 225+0,7(c) 245+0,7(c)
6h 151+0,2 36,2+0,2(c) 36,0+00(c) 360+00(c) 253+02(c) 260%0,0(c)
8h 260+0,0 348+04(c) 49,4+05(c) 487+07(c) 469+0,8(c) 359+0,1(c)
10h 32,2+0,7 50,7+0,6() 55 3+0,7(c) 563+01(c) 564+05(c) 456+0,8(cC)
12h 456+08 651+04(c) 689+04(c) 644+02(c) 585+0,7(c) 54,7+0,4(c)
24h  84,7+0,2 84,5+ 0,7 84,5+ 0,7 84,4+0,4 84,4+ 0,6 84,3+0,2
48h 100+ 0,0 100+ 0,0 100+ 0,0 100+ 0,0 100+ 0,0 100+0,0
L929
150+

S
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0 2 4 6 8 10 12 24 48
tempo (hora)
Figura 4: Porcentagem da migracao celular da linhagem L929 apés o tratamento com o extrato

hidroalcodlico de L. racemosa na concentracdo de 50 pg/mL e fitohemaglutinina a 1% comparado

com o controle.
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Tabela 5: Porcentagem (%) = DP da migracédo celular da linhagem HaCat apds o tratamento com o

extrato hidroalcodlico de L. racemosa e da fitohemaglutinina comparado com o controle ap6s cada

hora avaliada a partir da lesdo. As letras “a”, “b” e “c” correspondem a * (p< 0,05), ** (p< 0,01) e ***

(p<0,001), respectivamente.

Extrato Hidroalcodlico da Laguncularia racemosa

Fitohemaglutinin

Controle 25pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
a (1%)
2h 7,4+ 0,3 7,0+ 0,5 7,18 £ 0,2 6,6 +0,2 6,5+0,4 6,5+0,4
4h 10,1 £0,5 8,7+x0,1 14,9+ 0,5 (c) 10,3+£0,3 6,7+0,4 10,2+ 0,0
6h 10,4 + 0,4 9.4+0,4 15,4+ 0,1 (c) 10,7 £ 0,3 6,9+0,2 10,6 £ 0,0
8h 29,7+00 31,1+08() 38,7x0,0(c) 21,3+0,6 95+0,6 29,1+0,0
10h 325+0,2 38, £ 0,0 (c) 44,2 + 0,9 (c) 30,5+ 0,5 16,6 £ 0,3 33,1+0,0
12h 36,1+0,1 394%+04(c) 66,6x0,0(c) 52,1+0,1(c) 28,6 £ 0,4 38,3+0,2 (b)
24h 80,6 0,2 87,0x0,1(c) 100 + 0,0 (¢) 80,6 £ 0,7 78,4+ 0,3 70,2+ 0,0
48h 100 £ 0,0 100 £ 0,0 100 £ 0,0 100 £ 0,0 100 £ 0,0 100 £ 0,0
Hacat
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S
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Figura 5: Porcentagem da migracdo celular da linhagem HaCat ap6s o tratamento com o extrato

hidroalcodlico de L. racemosa na concentracdo de 50 pg/mL e fitohemaglutinina a 1% comparado

com o controle.
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Tabela 6: Porcentagem (%) + DP da migracéo celular da linhagem VERO apds o tratamento com o

extrato hidroalcodlico de L. racemosa e da Fitohemaglutinina comparado com o controle apés cada

Extrato Hidroalcodlico da Laguncularia racemosa

Fitohemaglutinina

Controle 25ug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL (1%)
2h 49+ 04 46+0,1 451+0,3 45+ 0,5 2,1+0,1 4,2 +0,5
4h  10,4+0,3 10,3+0,2 16,4+ 0,9 (c) 12,6 +0,5 (a) 55+0,7 10,0+ 0,6
6h 205+0,1 20,5+0,2 23,2+ 0,8 (c) 19,2+0,4 16,9+ 0,5 25,7+0,7
8h 28+0,2 28,6 £0,5 33,7+£0,6 (c) 28,4+0,3 17,4+ 0,0 35,2+ 0,5 (c)
10h 33,1+06 36,9+05(c) 365+0,2(c) 35,6+0,0(c) 31,7+0,8 34,8+0,8 (a)
12h 39,7+0,2 40,3+05(c) 454+0,7(c) 42,8+0,6(c) 36,3+ 0,4 42,2+ 0,2 (b)
24h 63,9+09 791+03() 794+03(c) 737+08(c) 61,9+0,5 69,6 £ 0,0 (a)
48h  100+0,0 100 £ 0,0 100 £ 0,0 100 £ 0,0 70,6 £0,6 100 £ 0,0

hora avaliada a partir da lesdo. As letras “a”, “b” e “c” correspondem a * (p< 0,05), ** (p< 0,01) e ***

(p<0,001), respectivamente.
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Figura 6: Porcentagem da migracdo celular da linhagem VERO apés o tratamento com o extrato

hidroalcodlico de L. racemosa na concentracdo de 50 pg/mL e fitohemaglutinina a 1% comparado

com o controle.
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Com base nos resultados apresentados, a L. racemosa induziu a migracao
celular na linhagem L929 de maneira independente das concentracdes avaliadas.
No entanto, o seu maior efeito € apresentado na concentracdo de 50 pg/mL no
periodo de 8 a 12 horas de tratamento apés a lesdo, em compara¢ao com o controle
e a fitohemaglutinina.

Na linhagem HaCat, o extrato hidroalcodlico promoveu a migracao celular de
maneira dependente de concentragdo, com maior atividade na concentracdo de 50
png/mL no periodo de 8 a 24 horas de tratamento apos a lesdo, quando comparado
ao controle e a fitohemaglutinina. Na concentracéo de 100 e 200 pg/mL, o composto
retardou a capacidade de migracao celular da linhagem HaCat, sendo os resultados
da concentracdo de 100 pg/mL ainda semelhantes ao controle, possivelmente
devido ao inicio de citotoxicidade, o qual é observada nos ensaios de MTT
apresentados na figura 2.

Na linhagem VERO, por sua vez, o extrato de L. racemosa promoveu a
migracéo celular nas concentracdes de 25 a 100 pg/mL, com maior atividade na
concentracéo de 50 pg/mL no periodo de 12 a 48 horas de tratamento apos a lesao
guando comparado com o controle e a fitohemaglutinina. Na concentracdo de 200
pg/mL, o extrato retardou a capacidade de migracdo celular, assim como na
linhagem HaCat, possivelmente devido ao inicio de citotoxicidade, no qual é
observada nos ensaios de MTT apresentados na figura 3.

Nao foi encontrado na literatura, até o momento, ensaios de cicatrizagdo in
vitro com extratos ou compostos isolados da espécie Laguncularia racemosa. No
entanto, Mundiandy et al (2018) e Talekar et al (2017) relataram atividades de
extratos das espeécies Alternanthera sessilis, Vitex negundo L., Emblica officinalis
Gaertn e Tridax procumbens L., que apresentaram metabdlitos secundéarios
similares aos encontrados na L. racemosa com atividades na promocao da migracao
celular em linhagens de fibroblastos e HaCat, corroborando com 0S nossos
resultados.

A literatura relata que os flavonoides podem atuar como moléculas de
sinalizacdo para modular algumas vias de sinalizacdo de proteinas quinases, como:
Fosfoinositideo 3-quinase (PI3- quinase), MAP quinases, proteina quinase C (PKC)
e tirosinas quinases, as quais geralmente desempenham papéis centrais no
crescimento, diferenciagcdo e sobrevivéncia das células. Dessa forma, dependendo

da concentragdo utilizada para o tratamento coms as linhagens celulares, o extrato



54

em estudo podera ativar vias cruciais permitindo a proliferacdo e migracéao celular,
ou, em excessividade do metabdlito secundario, suprimir essas vias obtendo o efeito
inverso (Williams et al., 2004; CAO et al, 2017).

Dessa forma, possivelmente, o extrato hiroalcoolico de L. racemosa, o qual
apresentou altos indices de flavonoides no doesamento fitoquimico, ativou vias de
sinalizacdes cruciais para o progresso da sobrevivéncia, proliferacdo e migracéo
celular, como as citadas anteriormente, nas linhagens L929, HaCat e VERO na
concentragdo de 50 pg/mL e inibiu essas mesmas atividades na concentragéo de
200 pg/mL nas linhagens HaCat e VERO.

Avaliacdo da atividade cicatrizante do extrato hidroalcodlico de folhas secas de L.
racemosa nas lesdes cutaneas em ratos Wistar

O potencial cicatrizante do extrato hidroalcodlico de folhas secas de L.
racemosa (EHFSLR) foi analisado por um periodo de 3, 7, 14 e 21 dias. Ao longo
desse periodo, a evolugdo das areas das leses foi analisada macroscopicamente,
indicando uma melhor reepitelizagdo nos grupos tratados com EHFSLR a 5 e 10%,

guando comparados ao grupo controle (creme Polawax) (Figura 7).
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Figura 7: Aspectos macroscopicos das lesfes cutaneas antes do tratamento e apds o tratamento
com creme controle (creme Polawax), EHFSLR 5%, EHFSLR 10% e Dexpantenol 5% durante um
periodo de 3, 7, 14 e 21 dias.

Do 1° ao 3° dia de tratamento com EHFSLR a 5 e 10% foi observado o inicio
da formagdo do tecido de granulacdo nas lesdes cutdneas com presenca de
exsudato e pouco edema, enquanto o grupo controle, tratado com creme Polawax,
demonstrou hiperemia, exsudato e edema moderado. Nao houve em nenhum grupo
presenca de sangramento ou infec¢do bacteriana. A retirada de um fragmento de
pele, constituindo a lesdo cutanea, induz a formacgao de solucéo de continuidade que
€ preenchida por fibrina, coagulo e exsudato inflamatério, formando a crosta que
recobre a ferida (MARTINS et al., 2006).

Segundo Katz et al. (1991), o exsudato de feridas agudas é benéfico por
conter nutrientes e fatores de crescimento que estimulam o desenvolvimento de
células endoteliais e fibroblastos. Martins et al. (2013), relataram no seu trabalho, a
presenca de exsudato seroso no terceiro dia de tratamento apos a lesdo tecidual,
decorrente do trauma cirtrgico e como um preparo fisiolégico para iniciar o processo
de reparacéo.
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No 7° dia, os grupos tratados com dexpantenol, EHFSLR 5% e 10%,
apresentaram crosta, especialmente os grupos tratados com o extrato, e auséncia
de exsudato e edema. Por outro lado, no grupo controle foi possivel observar pouca
quantidade de exsudato, apesar da formacéo de crosta.

O aparecimento de crosta logo apods a leséo tecidual ocorre em razdo do contato
com o ar, que promove o0 ressecamento da lesédo. Sua principal funcdo € conter a
hemorragia na area lesionada e liberar mediadores quimicos inflamatorios, que por
sua vez irdo ativar os fatores de crescimento endotelial vascular e de crescimento de
plaguetas, importantes também no processo de angiogénese (ALVES et al., 2011).

A grande intensidade de crosta presente nos grupos tratados com o extrato
hidroalcodlico de Laguncularia racemosa pode ser atribuida aos altos niveis de
taninos presentes no extrato. Em processos de cura de feridas, queimaduras e
inflamacdes, os taninos auxiliam formando uma camada protetora (complexo tanino-
proteina e/ou polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, permitindo que,
logo abaixo dessa camada, o processo de reparacéo tecidual ocorra naturalmente
(MELLO & SANTOS, 2001; VIEIRA, 2015).

No periodo entre o 9°e 14° dias, todos 0s grupos tratados apresentaram
desprendimento da crosta, sendo os grupos tratados com EHFSLR os primeiros a
iniciar o processo de reepitelizacdo do tecido. A partir do 15° dia até o 21°,
macroscopicamente, a reepitelizacdo tecidual foi completa para todos os grupos
analisados, ocorrendo o crescimento de pelos, os quais cobriam a cicatriz gerada,
produto de um efetivo processo cicatricial.

Em relacdo ao grau de contracdo das lesdes teciduais, 0os grupos tratados
com EHFSLR nas concentragdes de 5 e 10% reduziram significativamente a &rea
das lesbes em compara¢do com o grupo controle durante o periodo de 3 e 7 dias
apos a inducéo da lesao (Figura 8). Apos 3 dias, o grau de contracdo da ferida para
0s extratos nas concentracfes de 5 e 10% foram de 23,45% + 3,4 e 23,46 * 2,8,
respectivamente, comparado ao controle de 5, 95% + 0,5. Apés 7 dias, o grau de
contracao foi de 77, 35% + 3,0 e 76,10% * 6,3, para as concentracdes de 5 e 10%,

respectivamente, comparado ao controle de 58,24% + 5,0.
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Figura 8: Efeito cicatrizante das formulacdes semissdlidas contendo o extrato de folhas secas de
Laguncularia racemosa nas concentracdes de 5 e 10%, Dexpantenol 5% e creme Polawax (controle)
sobre lesBes cutdneas em ratos Wistar (n=5 animais/grupo). Os valores foram expressos como média
+ desvio padrdo e a diferenca entre grupos foram determinados por meio da andlise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste Tukey ** p< 0,001; **** p<0,0001.

A cicatrizacao cutanea é um processo complexo, influenciado por uma série
de fatores, tais como: estado nutricional, doencas sistémicas, infec¢ao local ou sisté-
mica, extensdo da ferida entre outros. Nesse estudo, foram escolhidos ratos da
linhagem Wistar machos para 0s ensaios experimentais devido a sua grande
resisténcia a processos infecciosos e a agressodes cirurgicas, além de ser de facil
obtencdo e manuseio e ser bastante utilizado, na literatura, como modelos para
ensaios de reparo tecidual. A escolha do sexo macho para os experimentos se deu
com a finalidade de que n&o houvesse interferéncia da variagdo hormonal, o qual
poderia interferir no processo de cicatrizagdo (MARTINI et al., 2016).
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As plantas sdo a mais antiga fonte conhecida de medicamentos usados para
tratamento de diversas doencas, assim como para o tratamento de feridas e ainda
hoje continuam sendo candidatos promissores para novos medicamentos. Neste
contexto, algumas espécies da familia Combretaceae foram consideradas para o
isolamento de novas moléculas com atividade pro-cicatrizante, além da utilizacédo
dos seus extratos brutos.

Segundo Ghosh et al. (2012), os compostos que séo isolados de plantas
podem possibilitar a contracdo das lesGes de forma mais eficaz e agil em relacdo a
outros farmacos comercializados, especialmente por estimular a proliferacdo de
varios tipos de células e promover a epitelizacdo consecutivamente (Neto et al.,
2015).

O processo de contracdo de feridas € caracterizado por uma resposta inicial a
area lesionada com a finalidade de justapor as bordas de uma ferida aberta, essa
contracdo € uma aliada essencial para a cicatrizacdo de feridas, especialmente as
abertas, reduzindo a quantidade e o tamanho da cicatriz desordenada (TAZIMA et
al., 2008).

Apesar de estudos com a espécie L. racemosa voltados para a atividade
cicatricial ainda ndo terem sido relatados na literatura até o presente, esses
resultados corroboram com outros ja apresentados referentes a variadas espécies
da familia Combretaceae.

Neto et al (2015) avaliaram o efeito cicatrizante de compostos isolados da
espécie Combretum leprosum em ratos por um periodo de 12 dias, apés a inducao
da leséo tecidual. Este estudo revelou que o tratamento com o extrato etanélico das
folnas de C. leprosum reduziu significativamente o tamanho da ferida, com um
percentual de 86, 88 = 9,37% comparado com 74,25 + 3,59% do controle.

Khan et al (2014), por sua vez, revelou que o tratamento com cremes
produzidas a partir de extrato da casca de Terminalia catappa reduziu em 97% o

tamanho da ferida em ratos Wistar comparado a 81% do controle.

Andlise Histopatoldgica

Com relacdo a andlise histologica, foram avaliadas as laminas contendo o
tecido com as lesdes dos grupos controle e dos grupos tratados com EHFSLR 5 e
10% e o dexpantenol (5%) por um periodo de 3,7, 14 e 21 dias. Os resultados

podem ser observados nas figuras 9 a 12.
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Apos o tratamento de 3 dias (Figura 9) com os extratos hidroalcodlico de
Laguncularia racemosa a 5 e 10% e dexpantenol (5%) foi possivel observar:
presenca moderada de infiltrado inflamatorio, intensa proliferagdo vascular e
fibroblastica, presenca de exsudato, presenca de crosta fibrinosa e reepitelizagdo
nao continua e inicio de formacéao do tecido de granulacdo. O grupo controle, tratado
com o creme Polawax apresentou um intenso infiltrado inflamatério, presenca de
neutrofilos e proliferagéo leucocitaria, presenca de crosta fibrinosa, necrose celular e

reepitelizacdo ndo continua.

Figura 9: Fotomicrografias dos tecidos de ratos Wistar submetidos ao modelo de ferida excisional
apos 3 dias de tratamento (aumento de 40 X). Os grupos sao representados por (a) creme Polawax,
(b) EHFSLR (5%), (c) EHFSLR (10%) e (d) dexpantenol (5%). CF: Crosta de Fibrina, IF: Infiltrado
inflamatério, H: Hiperemia, N: Necrose, PV: Proliferacdo vascular, Estrela: Reepitelizacdo Continua

ou nao, Quadrado: Tecido de granulacao. Coloragéo H. E.
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A)

Q)

Figura 10: Fotomicrografias dos tecidos de ratos Wistar submetidos ao modelo de ferida excisional
apo6s 7 dias de tratamento (aumento de 40 X). Os grupos sao representados por (a) creme Polawax,
(b) EHFSLR (5%), (c) EHFSLR (10%) e (d) Dexpantenol (5%). CF: Crosta de Fibrina, EP:
Reconstrucdo do tecido epitelial, IF: Infiltrado inflamatoério, PV: Proliferacdo vascular, TA: Tecido
adiposo, TC: Tecido conjuntivo Estrela: Reepiteliza¢cdo Continua ou n&o, Quadrado: Tecido de

granulacdo. Coloracdo H. E.

Apés o tratamento de 7 dias (Figura 10), observou-se no grupo controle:
reepitelizacdo ndo continua na regido cicatricial, pouca presenca de fibroblasto,
intensa presenca de infiltrado inflamatério, descaracterizacdo do tecido conjuntivo,
pouca presenca de vasos sanguineos e formacao inicial do tecido de granulacdo. As
formulacbes do extrato hidroalcodlico de Laguncularia racemosa a 5 e 10%

apresentaram: presenca moderada de infiltrados inflamatorios, formacéo de crosta
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de fibrina, tecido de granulacdo, intensa presenca de vasos, maior presenca de
fibroblasto, reepitelizacdo ndo continua da regido cicatricial, reorganizacéo do tecido
conjuntivo e presenca de tecido adiposo. O tratamento com dexpantenol se
assemelhou ao tratamento com o extrato de L. racemosa, exceto pela presenca de
vasos e fibroblastos, no qual o dexpantenol apresentou uma presenca moderada
para essas caracteristicas, além de ndo possuir uma reorganizacdo do tecido

conjuntivo.

Figura 11: Fotomicrografias dos tecidos de ratos Wistar submetidos ao modelo de ferida excisional
apos 14 dias de tratamento (aumento de 40 X). Os grupos séo representados por (a) creme Polawax,
(b) EHFSLR (5%), (c) EHFSLR (10%) e (d) Dexpantenol (5%). IF: Infiltrado inflamatério, FP: Foliculos
pilosos, GS: Glandulas sebaceas, GU: Glandulas sudoriparas, PV: Proliferacdo vascular, Q:
Queratina, TC: Tecido conjuntivo, Circulo: Regido com intensa presenga de fibroblastos e fibras
colagenas, Estrela: Reepitelizagdo Continua ou ndo, Quadrado: Tecido de granulagdo. Coloracao
H.E.
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ApoOs o tratamento de 14 dias (Figura 11), observou-se no grupo controle:
Reepitelizacdo ndo continua na regido cicatricial, presenca de tecido de granulacéo,
aumento do numero de vasos, desenvolvimento do foliculo piloso e de glandulas
sebaceas e depoésito de queratina. No entanto, ainda houve intensa presenca de
infiltrado inflamatério. As formulacées contendo Laguncularia racemosa a 5 e 10%
apresentaram: Presenca de anexos cutaneos totalmente ou parcialmente formados
(foliculos pilosos, sebaceas e sudoriparas), intensa angiogénese (formacdo de
novos vasos), grande quantidade de fibras coldgenas, como consequéncia da
intensa presenca de fibroblastos, reorganizacdo do tecido conjuntivo e pouca
presenca de infiltrado inflamatorio. Além disso, observou-se a presenca de queratina
e tecido adiposo e presenca de tecido de granulagdo, demonstrando uma
reepitelizacdo continua. O tratamento com Dexpantenol continuou assemelhando-se

ao tratamento com o extrato de L. racemosa no periodo de 14 dias.

f{[’%} i

Figura 12: Fotomicrografias dos tecidos de ratos Wistar submetidos ao modelo de ferida excisional

apos 21 dias de tratamento (aumento de 40 X). Os grupos sao representados por (a) creme Polawax,
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(b) EHFSLR (5%), (c) EHFSLR (10%) e (d) Dexpantenol (5%). %). FP: Foliculos pilosos, GS:
Glandulas sebaceas, PV: Proliferacdo vascular, Q: Queratina, TA: Tecido adiposo, TC: Tecido
conjuntivo, Circulo: Regido com intensa presenca de fibroblastos e fibras colagenas, Estrela:

Reepitelizagdo Continua ou ndo, Quadrado: Tecido de granulagdo. Coloragéo H. E.

Apoés o tratamento de 21 dias (fig. 12), observou-se no grupo controle um
processo de cicatrizagdo mais avancado, mas a regido cicatricial ainda néo foi
totalmente reepitelizada de maneira continua, tecido conjuntivo em organizagao,
presenca de vasos e anexos, tais como, foliculos pilosos e glandulas sebéaceas,
menor quantidade de células inflamatorias. A formulacdo EHFSLR a 5 e 10%
mostraram intensa presenca de queratina e maior depdsito de colageno, e como
consequéncia, intensa presenca de fibroblastos. Observou-se também a presenca
de vasos e anexos totalmente formados e reducao do tecido de granulacéo.

ApoOs 21 dias com o tratamento com o EHFSLR a 5%, a regido cicatricial foi
totalmente cicatrizada de maneira continua, no entanto, o tratamento com o extrato a
10% ainda apresentou poucas regides com reepitelizacdo ndo continua. O
tratamento com Dexpantenol se assemelhou ao tratamento com a formulagédo do
extrato de L. racemosa a 5%.

Segundo Kant et al (2013) a inflamacgédo € necessaria e deve ocorrer para
fornecer protecao contra microrganismos e preparar a ferida para as fases seguintes
da cicatrizacdo. Essa resposta inflamatéria é caracterizada por intenso infiltrado
inflamat6rio de células polimorfonucleares, nas quais, quando devidamente
estimulados pelas prostaglandinas, produzem mediadores inflamatorios, tais como
IL-1, IL-6, TNF-a e proteoglicanos que iniciam a modelagem da matriz extracelular e
coordenam as fases posteriores da cicatrizagao.

Existem muitas drogas que limitam a inflamacdo e retardam a cicatrizagéo
de feridas. O uso de medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), em
modelos animais demonstrou um efeito antiproliferativo na cicatrizagdo de feridas
devido a diminuicdo do numero de fibroblastos, reducdo da contracdo da ferida,
atraso na reepitelizacdo e comprometimento da angiogénese (Kant et al, 2013). A
formulacdo do extrato de Laguncularia racemosa nas concentracoes de 5 e 10%

induziram um aumento na progressao da contracdo da ferida comparado ao
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controle, possivelmente devido a promoc¢do da inflamacdo moderada na regido
cicatricial.

O processo de angiogénese ou formacdo de novos vasos, observados nas
andlises histélogicas desse trabalho, esta associado, especialmente, a fase
proliferativa da cictrizacdo de feridas. Segundo Bao et al (2009) novos vasos
emergem no terceiro ou quarto dia apos a lesdo tecidual, dependendo dos niveis de
expressao do fator de crescimendo endotelial vascular (VEGF).

Os fibroblastos e os queratindcitos sdo as principais células envolvidas na
producdo da matriz extracelular e formacdo do tecido de granulacdo. Park et al
(2017) demonstraram que o receptor VGEFR1 expresso nessas células, apos
ativado estimula a proliferacdo e migracdo para a area da lesdo, promovendo a
reepitelizacdo tecidual e formacgéo do tecido de granulagéo. Os resultados in vitro e
in vivo apresentados nesse trabalho associados ao que € demonstrado na literatura,
sugerem gue possivelmente a promocéao da atividade cicatrizante, nas fases iniciais,
do extrato hidroalcodlico de L. racemosa se d& pela liberacdo de VEGF e suas por
seguintes sinalizacdes e ativacdes. No entanto, estudos com determinagdo dos
niveis de expressdo desse fator precisam ser realizados para a comprovacao da
associacao da atividade cicatrizante a via de sinalizacao.

Diversos estudos trazem esse tecido como um fator essencial no processo
cicatricial, devido a liberagéo do fator de crescimento do tecido conjunto (CTGF).
Esse fator de crescimento, quando liberado, estimula a proliferagéo, diferenciacéo e
migracdo de fibroblastos, além de permirtir uma maior adeséo celular e promover a
guimiotaxia de células inflamatérias (YAN et al, 2017). A partir de 7 dias apés a
leséo para o tratamento com a formulacao de L. racemosa, € possivel observar uma
reorganizacdo do tecido conjuntivo. Dessa forma, possivelmente, a presenca do
tecido conjuntivo auxilie na progressao da cicatrizacdo das lesées.

Neto et al (2015) revelaram em analises histologicas de animais tratados com
compostos isolados da espécie Combretum leprosum por um periodo de 3, 7 e 12
dias, apoés a lesao tecidual, a presenca de tecido de granulacdo, formacdo de novos
vasos, presenca moderada de infiltrado inflamatério, intensa presenca de
fibroblastos e reepitelizagdo ndo continua.

Li et al (2011) realizaram ensaios de cicatrizagdo em rator Wistar com extrato
da espécie Terminalia chebula. Os resultados das analises histopatologicas

demonstraram formacdo de tecido de granulacdo, proliferacdo fibroblastica, e
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reepitelizacdo continua. Todos esses resultados explanados, corroboram com os

achados do presente trabalho.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho se pode concluir que:
O extrato hidroalcodlico de folhas secas de Laguncularia racemosa apresentou, na
avaliacéo fitoquimica, a presenca de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas,
sendo os fendis totais e 0s taninos as classes de metabdlitos majoritario presente no
extrato;
O extratou apresentou uma atividade antioxidante moderada e promoveu a
proliferacao celular para as linhagens L929, HaCat e VERO;
No ensaio de cicatrizacdo in vitro, o extrato hidroalcodlico induziu a migracao celular
para as linhagens L929, HaCat e VERO de maneira mais significativa comparado ao
controle na concentragéo de 50ug/mL;
No ensaio de cicatrizagdo in vivo, as feridas tratadas com EHFSLR na concentragéo
de 5 e 10% apresentou maior grau de contracdo quando comparadas ao grupo
controle no periodo de 3 e 7 dias;
Histopatologicamente, os grupos tratados com EHFSLR a 5 e 10% promoveram uma
melhor reepitelizacdo tecidual com volumosa presenca de fibroblastos, formacéao de
vasos, fibras colagenas e queratina, caracterizando uma evolu¢do mais rapida do
processo cicatricial quando comparados aos outros tratamentos;
A administracdo tépica das formulagdes contendo extrato hidroalcodlico das folhas
secas de L. racemosa auxiliam na aceleragdo do processo de cicatrizagao, podendo
estar relacionado a liberagdo de fatores de crescimento, mostrando potencial
terapéutico sobre as lesdes cutaneas e comprovando sua utilizacdo popular por

comunidades tradicionais.
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