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RESUMO

Os manguezais sdo &reas ricas em recursos economicamente importantes, explorados pela
populacdo costeira humana. Rizophora mangle (Rhizophoraceae) é uma das espécies
encontradas em manguezais e utilizada na medicina popular para o tratamento da diarréia,
cicatrizacdo, antiinflamatoria. O &cido tanico que também é um componente encontrado na
natureza é popularmente utilizado como antioxidante, adstringente, bactericida, cicatrizante.
Este trabalho teve como objetivo investigar a atividade antibacteriana da associacdo do
extrato aquoso de folhas de R. mangle (EAF Rm) associado ao &cido tanico ao 5%. Foi um
estudo que induziu a ferida de primeira intengé@o a avaliar o potencial de cicatrizacdo quando
tratado com algumas drogas, tais como: NACL, creme de lannete a 4%, dexpantenol a 5% e o
creme de combinacdo descrito acima (EAF Rm). O material boténico foi coletado no
manguezal da cidade de Itamaracd, distrito de Vila Velha no estado de Pernambuco,
autorizado pelo Controle de Poluicdo Ambiental e Administracdo de Recursos Hidricos (CA
DFRB n° 120 / 2014°). O extrato foi preparado por esmagamento de folhas frescas e a infusdo
foi preparada com agua destilada (40 ° C por 10 minutos) e filtrada. Foi entdo removido para
L101 da marca Liobras. Apos este procedimento, o residuo do extrato seco foi armazenado a
5°C. O écido tanico (250 g) foi obtido como po soluvel em agua com teor de acido galico
(base seca) max. 3,0% / Densidade 0,35 0,45 g / cm3 / pH (1% em agua) 3,0 4,0 /
Solubilidade (20% em &gua). O creme foi produzido a 5% incorporado no extrato de
Rizophora mangle ao &cido tanico. Vinte ratas wistar (Rattus novergicus) foram selecionados
em 8 semanas, 0s quais foram divididos em 5 grupos distintos. A inducéo de feridas cutaneas
foi tratada e observada através de exame clinico, analise morfométrica e analise
histomorfométrica. Apds o procedimento, foi realizada analise morfométrica e
histomorfométrica. Dentre os grupos avaliados, foi demonstrado que a associacdo do EAF Rm
com &cido tanico a 5% apresentou um grau de retracdo e reepitelizacdo com maior potencial
de cicatrizacdo quando comparado aos demais grupos. a importancia da realizacdo
histomorfométrica na correlacdo com os achados encontrados.A associacdo de EAF Rm ao
acido tanico em creme a 5% apresentou atividades anti inflamatéria e antibacteriana eficazes
para o tratamento de feridas epidérmicas com graus de retracdo e reepitelizacdo em alto

potencial cicatrizante.



Palavras-chave: Analise Histomorfométrica. Analise Morfométrica . Poder Cicatrizante.
Rizophora mangle.



ABSTRACT

Mangroves are areas rich in economically important resources exploited by the human
coastal population. Rizophora mangle (Rhizophoraceae) is one of the species found in
mangroves and is used in folk medicine for the treatment of diarrhea, healing, anti-
inflammatory. Tannic acid which is also a component found in nature is popularly used as
antioxidant, astringent, bactericidal, cicatrization.This study aimed to investigate the
antibacterial activity of the association of aqueous extract of leaves of R.mangle (EAFRm)
associated with tannic acid to 5%. It was a study that induced the first-intention wound to
evaluate the healing potential when treated with some drugs, such as: NACL, 4% lannete
cream, 5% dexpanthenol and the combination cream described above (EAFRm).The botanical
material was collected in the Mangrove of the city of Itamaracd, Vila Velha district in the
state of Pernambuco - Brazil, authorized by the Environmental Pollution Control and Water
Resources Administration (CA DFRB No. 120 / 2014°). The extract was prepared by crushing
fresh leaves and the infusion was prepared with distilled water (40 ° C for 10 minutes) and
filtered. 1t was then removed to L101 from the Liobras brand. After this procedure, the dried
extract residue was stored at 5 ° C. Tannic acid (250 g) was obtained as water-soluble powder
with gallic acid content (dry basis) Max. 3.0% / Density 0.35 0.45 g/ cm 3 / pH (1% in water)
3, 0 4.0 / Solubility (20% in water). The cream was produced at 5% incorporated into the
extract of Rizophora mangle to tannic acid. Twenty wistar rats (Rattus novergicus) were
selected at 8 weeks, which were divided into 5 distinct groups. The project was approved by
the Ethics Committee.The induction of cutaneous wounds were treated and observed through
clinical examination, morphometric analysis and histomorphometric analysis.After the
procedure, morphometric and histomorphometric analysis was performed. Among the groups
evaluated, it was demonstrated that the association of EAFRm with tannic acid at 5% showed
a degree of retraction and reeptelization with a greater healing potential when compared to the
other groups. the importance of the histomorphometric realization in the correlation with the
found findings. The association of EAF Rm to tannic acid in 5% cream showed effective anti-
inflammatory and antibacterial activities for the treatment of epidermal wounds with degrees

of retraction and reepithelialization in high healing potential.



Keywords: Histomorphometric Analysis. Morphometric Analysis. Rizophora mangle. Wound
Healing.
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1 INTRODUCAO

Nas costas equatoriais controladas pela maré, os manguezais sdo abundantes e
apresentam grande importancia ecoldgica e também econémica.

Os sedimentos, invertebrados bent6nicos e vegetagédo estdo intimamente relacionados
no ambiente de mangue e interagem de forma harménica,sendo desta forma essencial que sua
plantacdo seja estudada de forma a conhecer sua relagdo com 0s outros seres vivos que se
encontram neste ambiente e também sua importancia para a comunidade que se utiliza dos
recursos do manguezal seja de forma direta ou indireta.

(ABEYSINGHE, P.D., 2010).

A industria de fitoterapicos no Brasil tem sido um desafio a ser vencido,pois
representa uma excelente alternativa para a area de salde por tratar-se de matéria prima de
baixo custo,recurso renovavel ,acessibilidade para a populacio como um todo.Se faz
necessario que haja cada vez mais estudos e pesquisas para que se conhecam os metabolitos
secundarios de plantas medicinais para que haja eficacia e seguranga na sua aplicagdo como
medicamento sem que coloque em risco a vida das pessoas que utilizam tais fitoterapicos
(BRAS-FILHO,1994). Os servicos farmacéuticos na atencdo primaria a salde objetivam
garantir uma atencdo integral, continua e compativel a saude da populacdo, sendo os
medicamentos um dos elementos essenciais .Como parte do direito constitucional a satde, 0s
servicos farmacéuticos do Sistema Unico de Sadde (SUS) compreendem atividades
administrativas para garantir a disponibilidade adequada de medicamentos, sua qualidade e
conservacdo, além de servicos de assisténcia, com foco na eficacia terapéutica e seguranca
(CANIGUERAL, et.al 2003).

Os compostos do metabolismo secundario sdo usualmente classificados de acordo
com a sua rota biossintética. As principais familias de moléculas geralmente consideradas sdo:
os compostos fendlicos, terpénicos, esteroides, e os alcaldides. (HARBONE, 1999;
PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A funcdo dos compostos fendlicos esta envolvida com a sintese das ligninas que
sdo comuns a todas as plantas superiores, atrativos aos seres humanos devido ao odor, sabor e

coloracéo agradaveis, mas também para outros animais, 0s quais s&o
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atraidos para polinizagdo ou dispersdo de sementes. Alem disso, esse grupo de compostos é
importante para proteger as plantas contra os raios ultravioleta, insetos, fungos, virus e
bactérias (CROTEAU et al., 2000). Os perfis fendlicos sdo propostos como importantes
marcadores que podem se tornar uma ferramenta Gtil para o controle de qualidade da origem
botdnica de preparados medicinais a base de plantas, com base nas espécies
analisadas(AVILA-REYES et.al.,2018)

A utilizagédo de plantas com fins medicinais,para tratamento ,cura e prevengéo de
doencas ,6 uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade.No inicio da
década de 1990,a Organizacdo Mundial de Satde OMS) divulgou que 65 a 80% da populacdo
dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica forma de

acesso aos cuidados basicos da saude .

Ao longo do tempo tém sido registrados varios procedimentos clinicos tradicionais
utilizando plantas medicinais.Apesar da grade evolugdo da medicina alopatica a partir da
segunda metade do século XX ,existem obstaculos basicos na sua utilizagdo pelas populacdes
carentes,que vdo desde o acesso aos centros de atendimento hospitalares a obtencdo de
exames e medicamentos .Estes motivos ,associados com a facil obtencéo e a grande tradicéo
do uso de plantas medicinais ,contribuem para sua utilizacdo pelas populagdes dos paises em
desenvolvimento(JUNIOR et.al,2005). No Brasil,as plantas medicinais da flora nativa sdo
consumidas com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades
farmacoldgicas,propagadas por usuarios ou comerciantes .Muitas vezes essas plantas séo
,inclusive empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos
silvicolas.Comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais,a
toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer trivial.lsto,entretanto,ndo é
verdade .A toxicidade de plantas é um problema sério de saude publica .Os efeitos adversos
dos fitomedicamentos ,possiveis adulteracdes e toxidez ,bem como a acdo sinérgica (interacdo
com outras drogas ),ocorrem comumente(JUNIOR et.al,2005).E por este motivo que este
trabalho ressalta a importancia da pesquisa em medicamentos fitoterapicos para que haja

seguranca na administracdo dos mesmos pela populacdo de um modo geral.
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A partir do conhecimento de que os metabdlitos secundarios dos vegetais estdo
diretamente relacionados com a sua defesa contra a herbivoria,sdo divididos em grupos
especificos de acordo com a sua origem biossintética. Sao classificados em terpenos, fendis e
alcaloides. Dentre os fendis ,encontramos 0s taninos que neste estudo ,apresentou-se como

alvo de pesquisa.

Os flavondides sdo substancias fendlicas de baixo peso molecular e estdo
amplamente distribuidas no Reino Vegetal, com estruturas baseadas no esqueleto
heterociclico aromatico, 2-fenilbenzopirona ou 3-fenilbenzopirona contendo 15 atomos de
carbono no seu esqueleto basico. Possuem multiplos efeitos biolégicos, como atividade
antioxidante, antiinflamatoria e antitumoral, poder de reducdo da fragilidade e permeabilidade
capilares; inibicdo da destruicdo do colageno e da agregacdo plaquetaria. Assim, a ingestéo de
flavondides estd associada a longevidade e a reducdo na incidéncia de doencas
cardiovasculares (ARAUJO, 2008).

Os taninos sdo classificados em dois grupos: hidrolisaveis e condensados. Os dois
principais hidrolisaveis sdo os galotaninos e os elagitaninos. Os condensados sdo conhecidos
como protoantocianidinas. Algumas espécies de plantas podem conter até 50% de tanino em
material jovem seco; e em geral a maior concentragdo ocorre nos caules. (CANNAS,
2008).Eles sdo conhecidos por suas atividades antimicrobianas, além de relatos de agirem
sobre o metabolismo do &cido araquidénico em leucOcitos com papéis importantes nas
inflamac6es (OKUDA, 2005) e sdo utilizados em tratamentos que promovem a cicatrizacao
de feridas (PERERA et al., 2001;0FORI-KWAKYE et al.,2011).

Os terpendides representam a segunda maior classe de metabolitos secundarios com o
maior nimero de constituintes ativos. S&o classificados a depender da sua formula molecular.
Um dos terpendides conhecidos sdo os triterpenos que sdo constituidos por 6 unidades de
isoprenos. Apresentam diversas atividades bioldgicas, entre as quais destacam-se:
cardioprotetora (SUDHAHAR, et al. 2007), gastroprotetora (PERTINO, et al. 2007),
antiinflamatéria (MEDEIROS, et al. 2007), antitumoral (BRAGA, et al., 2007), anti-
hiperglicémica (SATO, et al. 2007). e leishmanicida (DELGADO-MENDEZ, et al. 2008).
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Os alcaldides podem ser definidos como compostos farmacologicamente ativos,
contendo um nitrogénio e derivados de aminoacidos (CORDELL, 1981). Entretanto 0s
alcaldides ndo séo distribuidos de maneira uniforme no reino vegetal e sdo mais especificos
para alguns géneros de plantas (ANDRADE, et al., 2012).

O papel dos alcaldides nas plantas ainda é uma questdo dificil de ser respondida,
algumas respostas estdo surgindo amparadas nas funcdes ecoquimicas destes compostos. O
papel dos alcaldides nas defesas quimicas das plantas é sustentado pela grande variedade de
efeitos fisiol6gicos que estes exercem sobre 0s animais e também por suas atividades
antimicrobianas. Varios alcaldides sdo toxicos aos insetos e atuam como repelente para
herbivoros. (CROTEAU, et al. 2000; MARTINEZ, et al., 2013)

As cumarinas apresentam atividade citotdxica, anti-HIV1 pela inibicdo da
transcriptase reversa, antifungica, inseticida, vasodilatadora coronariana e anticoagulante
(Scio, 2004). E capaz de inibir a migracdo de neutréfilos para o local afetado. Este efeito anti-
inflamatério do fitoterapico pode ser devido a inibicdo da produgdo de citocinas pro-

inflamatdrias no local de inflamacdo (ALVES et al., 2009).

Diante das atividades biologicas e farmacoldgicas supracitadas, o uso popular ndo é
suficiente para validar eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e
seguros. Faz-se necessario a realizacdo de estudos toxicologicos para a avaliacdo de
parametros de seguranca, 0s quais ndo sdo observados apenas pela utilizacdo popular dessas
plantas. (OLIVEIRA, et al., 2013)
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MANGUEZAL

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros restritos as regies tropicais e subtropicais,
ocorrem em estuarios, lagunas e planicies de mare, na transicdo entre os ambientes terrestres e
marinhos. Tais ecossistemas fornecem uma ampla variedade de beneficios e servicos
ambientais, incluindo a protecdo das margens do estuério, as interacGes ecoldgicas com 0s
ecossistemas marinho e fluvial, o fornecimento de recursos vegetais e animais para
populacbes humanas, retencdo de sedimentos, substancias quimicas e matéria organica
(EWEL, et al., 1998).

As plantas medicinais estdo presentes em distribuidas universalmente, inclusive no
manguezal. As espécies vegetais arboreas ou arbustivas compartilnam caracteristicas
fisiologicas e adaptacOes especiais, permitindo longos periodos de exposicdo em agua, regime
diario das marés, alta salinidade, baixo teor de oxigénio e substratos inconsolidados
(SCHAEFFER-NOVELLLI, et al., 2000; REVATHI, et al., 2013).

Trata-se, mundialmente, de um ambiente diferente do marinho e do terrestre. O
manguezal compreende plantas de ocorréncia Unica que produzem metabdlitos secundarios
com caracteristicas quimicas particulares que ainda sdo pouco conhecidas, 0 que sugere a
possibilidade de abrigarem novos compostos com atividade biolégica e dar suporte ao
surgimento de novas drogas tanto de origem natural, como semissintéticas ou servirem de
base para a producdo de drogas sintéticas (BANDARANAY AKE, 2002).

Provavelmente, ndo hd outro grupo de plantas com adaptacdes morfolégicas e
fisiologicas altamente desenvolvido com tais condicdes extremas como as plantas que sdo
encontradas nas areas de mangue. Para prosperar nestes ambientes hostis, alteracfes nos seus
processos fisiolégicos ocorreram, resultando na sintese de novos compostos quimicos.
(BANDARANAYAKE,1998; REYES; CISNEIROS-ZEVALLOS, 2003; EDREVA, et al.,
2008).
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Figura 1 Mapa llustrativo das areas de mangue no Brasil e no Mundo

| Areas de Dstribuicho de Manguezais no Mundo

Fonte: BVMABF,2015

Segundo o mapeamento realizado pelo Ministério do Meio Ambiente em 2009, o0s
manguezais abrangem cerca de 1.225.444 hectares em quase todo o litoral brasileiro, desde o
Oiapoque, no Amapa, até a Laguna em Santa Catarina, constituindo zonas de elevada
produtividade bioldgica, uma vez que acolhem representantes de todos os elos da cadeia
alimentar. Estdo morfologicamente associados a costas de baixa energia ou a areas estuarinas,
lagunares, baias e enseadas que fornecem a protecdo necessaria ao seu estabelecimento.
(BRASIL, 2009)

O estado de Pernambuco, devido a sua posicdo geografica, apresenta uma das menores
faixas litoraneas da costa brasileira. Uma area de 23.973 hectares é ocupada por mangue, € a

maioria encontra-se localizado nos municipios de Goiana, Igarassu, Itamaraca e Itapissuma;
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nas margens do Canal de Santa Cruz (7° 40° S e 7° 50° S de Latitude; 34° 50° e 34° 54’ de
Longitude) (BARROS, et al., 2000).

2.2 CICATRIZACAO

A cicatrizacdo de feridas € um processo dindmico de fendmenos bioquimicos e
fisiologicos que compreende: fase inicial ou inflamatdria, fase proliferativa ou de fibroplasia e
por ultimo a fase de remodelacdo ou maturagdo; caracterizadas por populagdo celular
predominante, seguindo sequéncia conservada de eventos que se sobrepdem no tempo e
incluem inflamagé&o, proliferacdo e remodelacéo tecidual (CLARK, 1996; MANDELBAUM,
et al, 2003; KIRSNER, 2008).

A cicatrizacdo de feridas,pode comprometer parte ou todo o tecido e ocorrem de
forma perfeita e coordenada eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a
repavimentacdo e reconstituicdo dos tecidos.Esse processo dindmico envolve fenémenos
bioguimicos e fisioldégicos que sdo construidos de forma harmoniosa para que restauracao
tissular seja o mais perfeita possive( MANDELBAUM,DI SANTIS,MANDELBAUM,2003).

Envolve a interacdo complexa de varios tipos de células, das citocinas, ou mediadores
por elas produzidos e da matriz extracelular (ECM). As respostas vasculares, a atividade
celular, e quimiotatica, e a liberacdo de mediadores quimicos no tecido afetado sao
combinadas. (CARVALHO et al., 2006; KIRSNER,2008).

Os processos de inflamagdo e cicatrizacdo apresentam grande importancia para a
avaliacdo da evolucdo da ferida,uma vez que o tipo de procedimento adotado e a escolha do
farmaco administrado na ferida para o tratamento da mesma ,determinardo como a leséo ira se
comportar na fase de reparacio(CANDIDO,2001;RODRIGUES et al.,2001).

Na fase inflamatoria ocorre vasoconstri¢do, logo apds ha formacdo de um trombo

rico em plaquetas, que provisoriamente tampona a lesdo endotelial; este trombo € infiltrado
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pela fibrina transformando-se em um trombo fibrinoso, onde ha a capturacdo de eritrdcitos
formando o trombo vermelho (MANDELBAUM et al., 2003; BALBINO et al., 2005).

Os mediadores liberados pelas plaquetas ativadas orientam a migracdo das células
inflamatorias (polimorfonucleares, macrofagos e linfocitos) para o local da lesdo.Na
faseproliferativa,ocorre a fibroplasia e com a reepitelizacdo, a angiogénese, além de
aumento do nimero de fibroblastos ativados no local, havendo uma producgdo de colageno
tipo Il1. Inicia-se entdo a formacdo do tecido de granulacdo; ja na fase de remodelamento, o
tecido de granulacdo vai sendo enriquecido com fibras de colageno | e comeca a adquirir a
aparéncia de massa fibrotica caracteristica de cicatriz. E lentamente ocorre a maturagéo e
remodelamento da matriz extracelular (BALBINO et al., 2005, KIRSNER, 2008).

Na fase de maturagdo comeca a ocorrer a migracdo dos queratindcitos onde,
inicialmente sobre uma matriz provisoria se forma no interior e preenche o leito da ferida.
Eles migram por meio de rastejamento, um processo que requer protrusdo da membrana
plasmatica na parte frontal da célula e contracdo do corpo da célula na parte posterior
(FENTEANY, 2000).

Vérios fatores de crescimento podem influenciar na migracdo dos queratinocitos. O
fator de crescimento insulina-simile (IGF-1) estimula a protusdo da membrana e facilita a
propagacdo das células, enquanto que o fator de crescimento epidérmico (EGF) induz a
contracdo de queratindcitos (HAASE, 2003). A proliferacdo e migracdo de queratindcitos sdo
essenciais para reparacdo da epiderme apos o ferimento, e diversos fatores de crescimento

investigados até agora tém sido implicados em estimular estas funcdes (Y ANG, 2012).

A fibrina, fibronectina e vitronectina, juntamente com as plaquetas s&o
componentes da matriz extra celular MEC (REDD, 2004). Como a reparacdo da ferida
progride, a matriz provisoria é substituida por um composto de fibras de colageno sintetizado
por fibroblastos, e de proteoglicanos tais como acido hialurdnico, sulfato de heparan, sulfato
de condroitina, sulfato de dermatan e que contribuem para a formacao da matriz extra celular
MEC (KIRSNER, 2008).

Apesar do reparo tecidual ser uma evolucdo do proprio organismo para resolugdo da

ferida, muitas necessitam de cuidados especiais para a cura adequada. Isso pode incluir tempo
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e diferentes alternativas medicamentosas e cirdrgicas, dependendo da etiologia e das
caracteristicas da ferida (ARONS et al., 1992; DE MORAES et al., 1998; CURRIE et al.,
2001; PETROIANU et al. 2001).

Tendo em vista que o processo de reparacdo tecidual estd intimamente relacionado ao
tratamento aplicado, ao tipo de cicatrizacdo e ao emprego de farmacos e meios terapéuticos
associados, existe a necessidade de se pesquisar novas formas alternativas para auxiliar na
cicatrizacdo das feridas a fim de acelerar o periodo de reparacdo e minimizar as complicacdes
relacionadas as lesdes (MIRANDA, 2001; FALCAO, et al., 2008).
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CASCATA DE INFLAMACAO

A figura 2 demonstra o processo da cascata de inflamacdo ou cascata do acido araquiddnico que consiste numa
acdo que desencadeia 0 aparecimento dos mastdcitos para que haja producgdo dos mediadores inflamatérios

MEMBRANA CELULAR FOSFOLIPIDICA
FOSFOLIPASE A2 (enzima que quando
_ ativada por um estimulo lesivo libera
o ac. aracdonico da membrana
Estimulo lesivo celular para o citoplama)
AC. ARACDONICO
CICLOOXIGENASE (COX-1 e COX-2):
enzimas que vao transformas o ac.
_ aracdonico nos mediadores
inflamatorios

MEDIADORES INFLAMATORIOS (ENDOPEROXIDOS)

A
PROSTACICLINA PROSTAGLANDINAS (sensibilidade TROMBOXANO
(vasodilatacdo e exagerada a dor, febre, (agregacdo
inibi¢ao da vasodilatagdo, inibi¢do da agregacao  plaquetaria e
agregagao plaquetaria, inibi¢do da secregdo de vasoconstrigdo)
plaquetaria) ac. gastrico, aumento da secrec¢do

gastrica de muco)

Figura 2 Cascata de Inflamagéo

Fonte: CAMPOS et al. 2007.Cicatrizacao: conceitos atuais e recursos auxiliares: parte 1. Anais Brasileiro de
Dermatologia. 78 (5), 525-542.
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FASES DA CICATRIZACAO

A Figura 3 mostra as fases da cicatrizacdo que vai desde a hemostasia até o processo cicratizatorio completo com
a maturac&o do tecido

FERIDA ABERTA TECIDO DE GRANULAGAO CICATRIZ

- = -
Inflamatéria Proliferativa
Figura 3:Fases da Cicatriza¢do

Fonte:CAMPOS et al. 2007,MANDLBAUM, S.H., DI SANTIS, E.P., MANDELBAUM, M.H.S. (2003)
Cicatrizagdo: conceitos atuais e recursos auxiliares: parte 1. Anais Brasileiro de Dermatologia. 78 (5), 525-
542,
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GRAFICO COM NUMERO DE CELULAS EM CADA FASE DA CICATRIZACAO

A Figura 4 mostra o grafico que representa em cada fase da cicatrizacdo a quantidade e o tipo de célula que
aparece com maior frequéncia em cada fase da cicatrizacao

Neutrofilos
Macrofagos

Fibroblasios

Numero relasivo de células

1 T L

0 2 - 8 8 10 12 14 16
Dias pos-lerda

Figura 4 Grafico de nimero de células em cada fase da cicatrizagao

Fonte:CAMPOS et al. 2007.Cicatrizacao: conceitos atuais e recursos auxiliares: parte I. Anais Brasileiro de
Dermatologia. 78 (5), 525-542.
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A ferida pode apresentar espessura parcial,cuja reparacdo da-se por reepitelizacdo
,resultando em uma cicatriz quase imperceptivel ,como exemplo deste tipo de ferida ,pode ser
citada a dermoabrasdo.A ferida de espessura total ,em que demanda a formagdo de um tecido
novo ou tecido de granulacdo ,onde ocorre a cicatrizacdo desde a derme total até o tecido
subcutaneo.A epitelizacdo ,base da cicatrizacdo nas feridas de espessura parcial ,acontece
apenas nas margens da ferida.No caso referido,a cicatriz é bem perceptivel e saliente
(MANDELBAUM;DI SANTIS;MANDELBAUM,2003).0s autores mencionados neste
estudo enfatizam que o processo cicatricial depende de fatores diversos,como :Localizacéo
anatémica ,tipo de tecido interessado para estudo,metodologia cirdrgica empregada.Outro

fator relevante para o processo de cicatrizacao € a idade do individuo.
2.2.1 Etapas na Resolucdo de uma Ferida

A cicatrizacdo de feridas envolve processos diversos.Através da inducdo de um
processo inflamatorio agudo pelo ferimento ocasionado,ocorre a regeneracdo de celulas
parenquimatosas ,a migracdo e a proliferacdo de tecidos parenquimatosos e conjuntivos,a
sintese de proteinas da matriz extracelular ,0 remodelamento do tecido conjuntivo e dos
componentes parenquimatosos ,a colagenizacdo e a aquisi¢ao de forca da ferida .O processo
inflamatdrio compreende trés etapas:Inflamacéo,reparacdo e deposicdo de matriz extracelular
e remodelacdo(WEISSMAN,1992).

2.2.2 Fase Inflamatoria

A inflamacdo apresenta quatro processos:Rubor,tumor,calor e dor e ,segundo
Virchow,ainda ha um quinto sinal: A perda da funcao.A inflamacéo atua bloqueando ,diluindo
ou destruindo o seu agente agressor ,substituindo o tecido agredido pela regeneracdo das
células parenquimatosas nativas ,bem como pelo preenchimento de tecido fibroblastico
,reconstituindo e cicatrizado o tecido lesado(MAJNO,1992).As células do tecido conjuntivo
envolvidas na resposta inflamatéria sdo os mastdcitos,fibroblastos,macr6fagos e linfocitos
residentes. As celulas circulantes incluem

neutrofilos,mondcitos,eosinéfilos, linfocitos,baséfilosplaquetas(KOHN,1992).

A inflamacdo pode apresentar padrdes agudos e cronicos.A inflamacdo aguda
apresenta uma resposta imediata e inicial a um agente agressor com uma duracao

relativamente curta e apresenta caracteristicas exsudativas de liquidos e de proteinas
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plasmaticas e a migracado de leucécitos e
neutréfilos(COTRAN,KUMAR,COLLINNS,1993).Para que os leucécitos possam alcancar o
intersticio ,6 preciso que haja adesdo ao endotélio e transmigracdo ,conhecida como
diapedese.As seletinas e as imunoglobulinas sdo receptores de adesdo presentes no
endotélio.As integrinas sdo moléculas encontradas nos leucécitos .Mediadores como
histamina ,trombina e o fator de ativacdo plaquetario ,PAF),redestribuem as moléculas de
adesdo na superficie celular endotelial .As citocinas interleucinal ,IL-1)e o fator de necrose
tumoral ,TNF)ou caquexia induzem & sintese e a expressdo de moléculas de adesdo
endotelial. ApOs atravessarem as juncdes edoteliais,os leucocitos tém que atravessar a
membrana basal ,provavelmente com a secrecdo de colagenase para degrada-la.Apos a
diapedese ,0s leucdcitos emigram de tecidos para o local no qual existam substancias
quimiotaticas .Existem varios mediadores quimicos enddgenos.Os agentes enddgenos mais
comuns sao os produtos bacterianos, (COTRAN;KUMAR;COLLINS,1993).

Durante o processo inflamatério agudo,ocorrem fenémenos vasculares que séo
caracterizados pela dilatacdo arteriolar e abertura de leitos capilares culminando para o
aumento do fluxo sanguineo rumo a regido agredida .Este liquido extravascular,o exsudato é
rico em proteinas(WEISSMAN,1992).Se por um lado ,a inflamacdo aguda se manifesta por
alteracdes vasculares,edema e infiltracdo basicamente neutrofilica;a inflamacéo crénica
apresenta longa duracdo,ocorrendo fendmenos como infiltracdo de células mononucleares
que incluem macrofagos ,linfécitos e plasmocitos ,destruicdo tecidual ,proliferacdo de

pequenos vasos sanguineos e fibrose(MAJNO,1992).

A fase inflamatéria inicia-se imediatamente apos a injdria.Quando ocorre o ferimento,a
lesdo dos vasos produz como resposta do organismo frente a este evento ,a hemostasia que
consiste em vasoconstriccdo e formacdo do codgulo que auxilia na aproximacdo das bordas
lesionadas e na formacdo de uma matriz ,onde ingressam fibroblastos,células endoteliais e
queratindcitos (HOM,1993).

A parada do sangramento precede a vasodilatacdo ,mediada por varias substancias
,dentre as quais,histamina,serotonina,bradicinina,prostaglandinas e Oxido nitrico que

permitem um aumento do fluxo sanguineo para a area do ferimento ,causando calor e
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rubor,transportando desta forma mais nutrientes ,células reparadoras e oxigénio para o
intersticio ,aumentando a pressdo osmotica.Como a vasodilatagdo aumenta a pressao
hidrostatica ,ocorre uma fuga de liquidos para o meio extravascular.O conjunto destes
fenémenos faz com que ocorra o edema local(MAJNO,1992).Dois dias apds a lesdo ,ocorre
afluxo de neutréfilos para a ferida que apresenta tecido desvitalizado,coagulo ,bactérias e
proteinas séricas extravasadas.Os neutrofilos sdo responsaveis pelo debridamento das
superficies da ferida e de tecidos desvitalizados,fagocitose de particulas antigénicas e de
corpos estranhos e liberacdo de granulos para a rede de fibrina,provocando hidrolise
enzimatica da matriz extracelular.Estes eventos descritos anteriormente visam a promocao da
limpeza da area lesada e o inicio da fase seguinte .Durante os dois ou trés dias seguintes ,as
células que predominam sdo os macrofagos ,ja que tém funcdo fagocitaria e sdo provenientes
da migracdo e diapedese dos mondcitos circulantes ou sdo residentes do préprio
tecido.Linfocitos também aparecem no local da lesdo ,porém em menos nimero e é provavel

que estejam relacionados aos processos inflamatérios cronicos(WITTE,BARBUL,1997).
2.2.3 Fase de Proliferacédo Celular

A angiogénese, surgimento de novos vasos a fim de refazer as circulagdes locais para
oxigenar e nutrir a ferida , diante da hipoxia e diminuicdo do Ph no centro da lesdo ,é
caracterizada como evento fundamental para que os macrofagos facam uma interacdo com o0s
tromboxanos e as prostagladinas ,produzinndo o fator quimiotéatico ,atraindo as células meso e
endoteliais(WITTE,BARBUL,2002;MAINO,1992).

Entre o segundo ou terceiro dia,ap6s o trauma ,comeca a ocorrer a reparacdo tecidual
conjuntivo a partir da migracdo e divisdo das células endoteliais e a formacdo do tecido de
granulacdo constituido por colageno,fibronectina e 4acido hialurébnico,com uma densa
infiltracdo de macrofagos ,células endoteliais capilares e ,principalmente fibroblastos .As
primeiras fibras de coladgeno produzidas pelos fibroblastos surgem por volta do quarto ou
quinto dia e o espaco da ferida é preenchido por feixes aleatdrios que apresentam a funcao de

dar origem a uma estrutura densa e consistente para unir os tecidos lesados de forma mais
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firme e uniforme(MAJNO,1992)e por volta do décimo dia do pds-operatdrio ,ocorre 0
aparecimento de metade do numero total de células para aquele local lesionado.

De duas a trés semanas , ocorre uma diferenciacdo no tecido de granulacéo ,uma célula
que possui caracteristicas ultra-estruturais ,reduzindo a area cruenta da ferida e facilitado
desta forma,a reeptelizacdo(WITTE,BARBUL,1997;DORNELES,2000).

De grande importancia,0 processo de epitelizagdo oferece ao organismo uma dupla
protecdo a partir do meio interno ,contra as perdas de fluidos ,eletrolitos e proteinas e impede
também a penetracdo de agentes infecciosos na pele .A nivel de pele,a epiderme,transforma-se
numa camada mais espessa e as células basais que apresentam bordas ricas em fibroblastos e
célula muscular lisa, denominada miofibroblasto, confere a capacidade contratil do tecido
gue ndo se divide até que esta seja restaurada e ocorra a continuidade epidérmica.A migragédo
celular estd diretamente relacionada ao tipo de matriz ,tensdo de oxigénio e presenca ou nao

de infecdo.

As células basais que ficam proximas a borda cortada da ferida continuam a se
diferenciar e suas células-filhas achatam-se e migram sobre a matriz da ferida como uma
lamina.Essa proliferacdo celular ,iniciada apds a migragéo ,& maxima entre 48 h e 72 h apos a
lesdo .O estagio final de reeptelizacdo é a maturacdo de células epidérmicas .Em torno do
décimo dia ,ocorre o0 aparecimento do extrato corneo,que comumente ,é mais espesso que o da
pele sem lesdo(WITTE,BARBUL,1997;YOUNG,2001;WITTE,BARBUL,2002).

2.2.4 Fase de Formacéo do Tecido Conjuntivo

A formacdo do tecido de granulacédo se inicia a partir do terceiro ou quarto dia apos
injaria tecidual e esta é mantida até que a reepitelizacdo esteja completada .O fibroblasto
produz o colageno fibrilar sintetiza elastina,fibronectina,glicosaminoglicanas e proteases
,como a colagenase ,importante para o desbridamento e o remodelamento (VA
WINKLE,1967).

A pele normal e uma cicatriz madura contém colageno dos tipos | e Ill,com
predominio do tipo | .Contrariamente ,0 tecido de granulacdo é amplamente composto por
colageno tipo 111 (GABBIANNI,LELOUS,BAILEY,1976 ).E sobre a fibronectina sintetizada

pelos miofibroblastos que as fibras de colageno tipo Il repousardo.O colageno tipo IV esta
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intimamente envolvido na fase de remodelacdo da cicatrizacdo de feridas e no
estabelecimento de uma juncdo dermoepidérmica funcional .O colageno tipo VI é sintetizado
por fibroblastos da pele e possui qualidades adesivas tissulares Unicas (OLSEN et al.,1989).0
colageno tipo VII é de extrema importancia o estabelecimento e na manutencdo de uma
juncéo dermoepidérmica funcional (MCGRATH,ISHIDA-
YAMANOTO,0’GRADY,1993;BURGESON et al.1994).

2.2.5 Fase de Contracao

A contracdo da ferida é o processo pelo qual as feridas abertas fecham por
movimento das margens em direcdo ao centro ,cerca de quatro dias apds a interrupcao da
integridade da pele (WITTE,BARBUL,1997).A velocidade da contracdo da ferida ndo é a
mesma em todos 0s pontos e o restabelecimento da integridade fisica ndo constitui um
estimulo que faca cessar a contracdo .Descartou-se a ideia de que a desidratacdo do tecido seja
responsavel pela contracdo e que a sintese do coladgeno e a contragcdo da ferida poderiam ser

0s responsaveis pela aproximacao e unido das bordas da ferida.

O mecanismo de contracdo que diminui a lesdo é gerado por forcas celulares e
elementos contréateis de fibroblastos e miofibroblastos com uma reorganizagdo concomitante
do citoesqueleto (COHEN,DIEGELMAN,LINDBLAD,1992 ).

2.2.6 Fase de Remodelacgéo

A remodelacdo da cicatriz se inicia normalmente em torno da terceira semana apos a
ocorréncia do trauma e pode persistir por meses ou anos .Nesta fase ,se observam
modificagdes no tecido conjuntivo,principalmente na matriz extracelular ,ocorrendo a
metabolizacdo do excesso de ligacGes mais estaveis entre as fibras protéicas que tem a fungédo
de promover uma maior resisténcia mecanica na parte lesionada. Este processo ocorre devido
a acdo de enzimas preoteoliticas que metabolizam o excesso de ligacGes mais estaveis. Ocorre
também nesta mesma area uma diminuicao da vascularizacao
(WITTE,BARBUL,1997;YOUNG,2001;DORELES,2000)

2.2.7 Fatores que Influenciam a Cicatrizacao de Feridas

Os eventos que ocorrem proximos ou sobre a cicatrizacdo de feridas ,como:Técnica

cirtrgica,formacao de hematomas,infeccdo ,reacdo de corpo estranho,condi¢des de base
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,drogas localizacdo e dissecacdo podem ter grande influéncia no grau de cicatrizacdo
(SAARIALHO-KERE,CHANG,WELGUS,1992).

Durante a técnica cirdrgica ,a manipulacdo rude da pele por causa da inexperiéncia e
do uso de instrumentacdo inapropriada podem levar a formacdo de crostas,descamacdo da
pele ,desvitalizacdo do tecido,aumento da reacdo inflamatéria ao redor da ferida ,promovendo
um local ideal para infec¢do bacteriana secundéria .Por outro lado ,ferimentos fechados com
material de sutura relativamente inapropriados podem levar a reagdo de corpo estranho
,inflamacéo persistente,necrose e infeccao
secundaria(EVENSON,GREEVER,CRAWLEY,1965;BORGES,ALEXANDER,1978).

Finalmente, é essencial que o cirurgido escolha o instrumental cirdrgico que vai
minimizar o dano da pele .As proteinas desnaturadas e os debris necréticos prolongam o
estagio de inflamacdo na cicatrizacdo de feridas .A cirurgia com o uso de bisturi minimiza o
dano a pele e deve ser realizada sempre que possivel
(ANGEL,NARAYANA,SWARTZ,1986;YOUNG,2001). Infeccdo bacteriana da ferida € a
causa local mais comum de uma cicatriza¢do prolongada ,todas as feridas sdo contaminadas

pos-operatoriamente pela flora bacteriana residente.
2.3 Rizophora mangle

De acordo com o Manual Técnico de Vegetacdo Brasileira (2012), a vegetacdo no
manguezal brasileiro mais frequentemente encontrada é a Rhizophora mangle L., também
conhecida como mangue-vermelho, é amplamente distribuida ao longo das costas tropicais e
subtropicais da América Central e do Sul, Florida, Africa Ocidental e nas ilhas de Fidji,
Tonga e Nova Caleddnia. (CHAPMAN,1970; SILVA, et al., 2005).

R. mangle L. é uma planta da familia das Rhizophoraceae conhecida pelo nome
popular mangue ou mangue-vermelho, abundante na paisagem dos manguezais, a qual possui
estruturas que por um longo periodo foram confundidas com raizes-escora, 0s rizéforos, mas
que teve constatada sua natureza caulinar. Trata-se de uma planta cuja folha, caule, raizes e
frutos apresentam variados usos na medicina popular cuja preparacéo envolve maceracgdo, cha
ou cinzas em agua (COELHO-FERREIRA, 2009).
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Alguns estudos relataram que Rhizophora mangle L. foi eficaz na adsor¢do de metais
pesados como o chumbo em meio aquoso, mostrando-se uma solucdo tanto ecoldgica,
comoeconomicamente vidvel, para o problema da contaminacdo aquéatica por este metal
(HORSFALL , JR et al., 2005).

Extratos das folhas de R. mangle L. exibiram atividade inseticida contra Cylas
formicarius desempenhada por triterpendides que agem sinergicamente entre si e com outros
compostos que potencializam este efeito apontando seu potencial como uma nova fonte de
produtos inseticidas de origem natural, os quais sao mais bem tolerados e de degradacdo mais

rapida no ambiente do que aqueles de origem sintética (WILLIAMS, 1999).

Os taninos estdo entre os principais metabdlitos secundarios polifenolicos de R.
mangle L., incluindo taninos poliméricos e hidrolisaveis (BERENGER et al., 2006). O extrato
aquoso do caule de R. mangle L. mostrou atividade antimutagénica frente ao
metilmetanosulfonato em ensaios utilizando cepa Allium em células do ovario de hamster
chineses avaliadas com o teste do micronucleo, onde foram constatados uma diminuicdo da
formacdo dos microndcleos e de quebras cromossémicas tanto no pré como no pos-tratamento
possivelmente devido ao elevado conteddo de taninos, os quais agem estabilizando radicais
livres (MALINI, et al., 2010).

Extratos de R. mangle L. possuem efeitos benéficos diversos sobre érgaos do sistema
digestivo avaliados em trabalhos anteriores. De uso tradicional na medicina como
antiulcerogénica, teve esta aplicacdo popular confirmada pelos estudos de DE-FARIA et al.
(2012) por meio da elevacdo dos niveis de prostaglandina 2 (PGEz), “up regulation” da
ciclooxigenase 2 (COX-2) e do fator de crescimento epidérmico (EGF). O resultado foi um
efeito citoprotetor, antisecretério e cicatrizante sobre a mucosa gastrica o que coloca esta
planta como uma possivel op¢do terapéutica ao tratamento da Ulcera gastrica e de baixa

toxicidade.

A capacidade adstringente e de precipitacdo de proteinas resulta em inibicdo do
trénsito intestinal e consequente atividade antidiarréica. Em sua composicao, o extrato aquoso
do caule revelou uma elevada composicdo de acidos graxos de cadeia longa e insaturados,

representados principalmente pelo acido palmitico e acido oléico (PERERA et al., 2010).
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Devido a estas e outras acbes bioldgicas demonstradas tanto in vitro quanto in vivo
torna-se necessario conhecer os efeitos toxicoldgicos desta planta para viabilizar suas

aplicabilidades.

Na medicina tradicional, a Rhizophora mangle L. tem sido utilizada para tratamento
contra Ulceras gastricas (ROIG,1974; BERENGER, et al., 2006; PERERA, et al., 2010; DE-
FARIA et al., 2012), acdo antibacteriana (MELCHOR, et al., 2001), atividade antioxidante
(SANCHEZ, et al., 2006), anti-inflamatoria (MARRERO, et al., 2006), efeito antidiarréico
(WENDEL et al., 2013), e também na cicatrizacdo de feridas cutaneas (FERNANDEZ, et al.,
2002).

2.4 ACIDO TANICO

O 4cido tanico tem em sua composicdo 0s taninos que Sd80 compostos
polifendlicos capazes de construir estruturas quimicas muito complexas. O acido tanico, que
tem uma férmula quimica estimada C76H52046, ¢ uma forma comercial de taninos. Ha 300
anos, 0s egipcios extraiam esses compostos e 0s usavam como agentes de curtimento. Devido
a sua capacidade de curtimento, esses compostos eram muito importantes em nivel industrial
e em curtumes. Embora hoje em dia sais e taninos sintéticos tenham adquirido
maiorimportancia contra os taninos extraidos de fontes naturais (MATAMALA, et al., 1994;
HASLAM, 1996).

Nas Gltimas duas décadas, o isolamento e a determinacgdo estrutural de muitos tipos
de taninos, que também incluem taninos hidrolisaveis e condensaveis, foram possiveis usando
técnicas como UV-visivel, ressonancia magnética nuclear (RMN de 1H, RMN de 13C),
espectroscopia de massa (ISAZA, et al., 2004; MEAGHER, et al., 2004) e em breve.

De acordo com suas diferencas estruturais entre muitas espécies de taninos, alguns
pesquisadores tém utilizado esses compostos para diferentes aplicacfes dentro dos quais sao
encontrados como fungicidas, antibidticos e antioxidantes (SCHOFIELD, et al., 2001;
LATTE e KOLODZIEJ, 2004).

A propriedade antioxidante dos taninos tem despertado interesse especial na area
de corroséo, devido ao fato destes compostos poderem inibir a corrosdo em metais quando

estes sdo incorporados em revestimentos. Pode encontrar na literatura muitas pesquisas sobre
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a inibicdo da corrosdo utilizando &cido ténico ou taninos extraidos, isto é, de espécies de
pinheiro, mimosa e acacia (JAEN, et al., 2003; HERNES, et al., 2004).

O efeito antioxidante desses compostos de polifendis é atribuido a sua acdo
quelante sobre os metais de transi¢do e sua capacidade de anexar radicais livres através da
sintese de estruturas menos reativas, como mostra Iglesias et al. (2001). Vale a pena
mencionar que a extracdo de taninos da casca das arvores oferece um valor extra para as
cascas, 0 que é considerado em muitos lugares como um desperdicio. Mesmo quando a
formula dos taninos varia entre as espécies arbdreas, 0s taninos apresentam estruturas
similares as do &cido tanico, por isso a elucidacdo e comparacdo entre estes compostos é

importante.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o potencial cicatrizante da associa¢do do extrato aquoso de folhas de Rizophora

mangle e acido tanico em creme a 5% no reparo tecidual de feridas cutaneas em ratos wistar.

3.2 ESPECIFICOS

Descrever aspectos macroscopicos das feridas cutaneas nos grupos de animais
submetidos ao soro fisiologico, dexpantenol a 5% em creme e extrato aquoso de Rizophora

mangle associado ao acido tanico a 5% em creme;

Analisar morfometricamente a area da cicatrizacdo e calcular o grau de contracéo de
feridas cirdrgicas em ratos wistar tratados com a associacdo do extrato aquoso de Rizophora

mangle e &cido tanico em creme a 5%;

Analisar histomorfometricamente a reepitelizacdo das feridas cutaneas em ratos wistar

apos a aplicacdo do extrato aquoso de Rizophora mangle e &cido tanico em creme a 5%.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas da Rhizophora mangle foram coletadas no mangue do municipio de
Itamaracéa-PE, distrito de Vila Velha com 7° 40 de latitude sul e 34° 50’ longitude oeste
(BARROS et al., 2000). Uma exsicata foi identificada pela bi6loga Marlene Barbosa e
encontra-se no Herbario da UFPE sob nimero UFP. 69.655. A coleta foi autorizada pelo
Companhia Pernambucana de Controle da Poluicdo Ambiental e de Administracdo de
Recursos Hidricos sob namero autorizagdo CA DRFB N° 120/2014 (Anexo A).

C) Fonte: Barros gf al.. 2000.

Figuras5 A ,5 B e 5 C llustragdes do mangue da Ilha de Itamaraca .
Fontes: BARROS , et al.2002
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4.2 OBTENCAO DO ACIDO TANICO

A obtencdo do &cido tanico (2509) foi realizada comercialmente em forma de
po hidrossoluvel com teor de acido galico (base seca) Max. 3,0%/ Densidade 0,35 0,45g/cm3/
pH (1% em é&gua) 3,0 4,0/ Solubilidade (20% em &gua) .
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4.3 PREPARACAO DO EXTRATO AQUOSO

O extrato aquoso de folhas de Rizophora mangle foi preparado por trituragdo de 1
quilo de folhas frescas ,colocadas para secagem e depois, submetidas a infusdo com agua
destilada (40° C por 10 minutos), e filtrado. Em seguida, o solvente foi removido em
liofilizador L101 da marca Liobras (MCCLOUD et al., 1988; LEITE, 2003). Ap6s a
liofilizacdo, o residuo seco do extrato foi armazenado a 5°C.A liofilizacdo foi realizada para
que o po fosse misturado ao pd de &cido tanico e misturados a base creme para a obtencdo do

mesmo.

PIPMIM OV RIVIIIAUMYE UMITAUMY 114 VW VVYLY MWW WAMMAWYY MWW pag srrurey

Figura 6 Liofilizador

Fonte: MCCLOUD et al., 1988; LEITE, 2003
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4.4 OBTENCAO DO CREME

O creme foi produzido a 5% em uma associa¢do de Rizophora mangle (2,5%)
ao &cido tanico (2,5%). com a utilizacdo de papel manteiga até atingir 3g e vertido em gral de
porcelana e solubilizado com &gua destilada e homogeneizado.O Ph foi aferido e mantido
entre 5,5 e 6,5 sem adicdo de conservantes.O pH foi mantido no parametro descrito devido as
caracteristicas das substancias evolvidas.Ap6s o procedimento,0 produto foi colocado em

vaso para utilizacdo da aplicagéo nas feridas.

Figura 7 Creme
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4.5 ANIMAIS

Foram utilizadas vinte ratas fémeas wistar (Rattus norvegicus) com idade de 8
semanas de vida,e peso de 250 e 300 gramas ,divididas em 4 grupos de 5 animais cada, que
foram divididas aleatoriamente em quatro grupos :Grupo G1-tratadas com NACL ;Grupo G2
— tratadas com creme lannete a 4% ; Grupo G3 —tratadas com dexpantenol a 5% ;Grupos G4 —

tratadas com associacdo em creme de EAF Rm ao acido tanico a 5%
4.5.1 Importancia do placebo para a presente pesquisa

O placebo € uma substéncia ou processo percebido como terapia ,mas que ndo apresenta
atividade bioldgica ou terapéutica para a doenca em questdo.O estudo feito nesta dissertacdo
demonstrou que a submissdo do grupo ao placebo ,ocorreu uma cascata complexa de eventos
biogquimicos que foi ativada por diversos estimulos sociais e que contribuiram para

observacdo da cognicéo e do estado afetivo do grupo.

Para o presente estudo ,0 creme placebo , denominado lanette ,apresenta-se composto de

alcoois graxos, hidratante e emoliente de baixa oleosidade.
4.6 ASPECTOS BIOETICOS

Os métodos utilizados neste estudo, aprovados pela Comissdo de Etica no uso de
Animais (CEUA) da UFPE com processo de numero:23076.027569/2017- 91 segue a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos — DBCA
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA do Ministério da

Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo.

Os animais foram mantidos a 24 + 2 ° C, com umidade relativa 44 a 56% e ciclos de
luz e escuro de 10 e 14 h, respectivamente, durante 1 semana antes e durante 0s experimentos.
Os animais receberam dieta padrdo (Labina purina®, Brasil) e dgua ad libitum . Todos os
experimentos foram realizados no periodo da manhd de acordo com as diretrizes atuais para o
cuidado dos animais de laboratorio e as diretrizes éticas para a investigacdo de dor

experimental em animais conscientes.
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4.7 AVALIACAO DO POTENCIAL CICATRIZANTE

As ratas foram tratadas com creme a 5% associado de extrato aquoso de folhas de
Rizophora mangle e &cido ténico .A lesdo foi induzida na pele ,em seguida, demarcada e
retirada com a utilizacdo de um bisturi com I&mina estéril de n° 15 até a fascia muscular.Os
animais foram previamente anestesiados com uma associacdo de ketamina 10 mg/kg de peso
corporeo e xilazina 1 mg/kg de peso corporeo e apds anestesia foi realizada tricotomia na
regido dorsal em area de 4 cm? para a demarcagdo .Foi retirado um fragmento cutaneo com 2
cm de didmetro no centro da area tricotomizada até a exposicdo da fascia muscular dorsal.
Para esta etapa do estudo,foram utilizados 20 ratas wistar com 8 semanas ,da mesma linha
reprodutiva e com massa media entre 250 e 300 gramas,divididos ao acaso em 4 grupos de 5
animais cada : - Grupo | foi controle negativo e tratado com soro fisiolégico a 0,9% durante 5
dias.Este mesmo grupo foi submetido a novo procedimento de retirada da pele para avaliagcdo
morfo e histomorfométrica da area,como também seu grau de cicatrizacdo com inducdo de
ferida no 5°,10° e 15° dias.; Grupo Il foi chamado controle positivo , tratado com placebo
creme .Este mesmo grupo Il foi submetido a novo processo de retirada da pele para avaliacéo
morfo e histomorfomeétrica da area,como também seu grau de cicatrizacdo com inducdo de
ferida no 5°,10° e 15° dias; Grupo Il e padrdo com dexpantenol a 5% em creme ;Grupo IV

,tratado com associacdo em creme dos dois compostos ja citados anteriormente.

A via de administracdo utilizada foi intra muscular. Apds a anestesia, realizou-se a
pesagem dos animais em balanca analégica e subsequentemente a tricotomia na regido

dorsal em area de aproximadamente 4 cm2,

Procedeu-se a antissepsia com clorexidine a 2% e confeccdo de ferida cirdrgica, de
aproximadamente 485 mm?, com a utilizacdo de bisturi com lamina estéril nimero 15 até a

exposicdo da fascia muscular dorsal.
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4.7.1 Andlise morfométrica

O processo de cicatrizacdo foi avaliado através da mensuracdo por paquimetro universal da
marca Digimess, dos tamanhos da ferida cirirgica antes da utilizacdo das substancias ,valores
iniciais de comprimento e largura; e a avaliagdo final da cicatriz no 5°, 10° e 15° dia de pos-
operatorio. Para avaliacdo das &reas da ferida foi utilizada equagdo A = b x h. Onde: A
representa a area em cm?, b o comprimento, e h a altura ou largura. O grau de contracio
expresso em percentual foi mensurado pela equagédo proposta por Ramsey et al. (1995): 100 x
(Wo — Wi)/ Wo = % de contracdo Onde Wo é a area inicial da ferida e Wi é a area final

Figura 8. Analise morfométrica com utilizacdo de paquimetro.
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4.8 REMOCAO DA CICATRIZ E ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Ao final de cada periodo no 10° e 15° dias, realizou-se nova intervencgdo cirurgica com
remocdo da camada cicatrizada com margem de 1 cm de pele em torno da lesdo, com
profundidade até a musculatura dorsal do animal, e colocadas em solugdo tamponada de
formol a 10%. Apoés fixacdo as amostras foram processadas em técnica histoldgica
convencional. As amostras foram emblocadas em parafina e cortadas com o auxilio de um
microtomo com espessura de 4um, e as preparacdes, coradas em hematoxilina / eosina
alcodlica foram analisadas em microscopia de luz e as imagens foram digitalizadas.Todas as
lesbes passaram por avaliages microscopicas ,onde foram verificados 0s seguintes
parametros: edema ,hiperemia e presenca de exsudato (MARTINS, et.al.,2003). Ao fim dos
experimentos ,0s animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. As seccOes
histologicas foram microfotografadas em scanner de ldmina Pannoramic Viewer
(3DHISTECH). A afericdo da distancia entre os epitélios na cicatrizagdo — durante processo
de reepitelizagcdo — foi realizada através do software Pannoramic Viewer versdo 1.15.4 ano
2014.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através das medidas de estatistica descritiva: média, erro
padrdo da média ou desvio padrdo e mediana e inferencialmente através dos testes estatisticos:
Sigma (verséo: 2.23.03)

Foram utilizados os testes de Wilcoxon e Mann-Witney na comparagdo entre
grupos, concentracfes ou locais da planta; pareado na comparacdo da avaliagdo inicial das
areas com as demais avaliacOes,e na avaliacdo da distancia de reepitelizacdo. No caso de
diferencas significativas pelo teste Mann-Witney) foram aplicados teste de comparagdes

multiplas .

Ressalta-se que a escolha do teste de Mann-Witney foi devido a variabilidade baixa e

o teste de Wilcoxon pareado devido a menor variabilidade.

A margem de erro utilizada nas decisdes dos testes estatisticos foi de 5%. O programa
estatistico utilizado para digitacdo dos dados e obtencdo dos célculos estatisticos foi 0 SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) na versao 21.
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6 RESULTADOS

A inspecdo das feridas operatorias revelou que o grupo | e Il apresentou crostas e
tecido de granulacdo com processos infecciosos das feridas durante o periodo do estudo.
Entretanto, o grupo Il verificaram-se crostas e cicatriz sem infeccdo de ferida cirdrgica.
Estes resultados sugerem diferentes mecanismos de acdo dos compostos secundarios
presentes na planta. O género Rhizophora possui determinadas substéncias presentes no
extrato, como por exemplo, os taninos e polifendis, que sdo capazes de interagir com
estruturas peptidicas formando grandes aglomerados, o que mais uma vez explicaria a

formacdo da pelicula protetora.

Foram utilizadas preparacéo a base de taninos em feridas cutaneas. Esta pelicula deve
estar relacionada ao complexo formado por taninos ndo hidrolisaveis com proteinas, o qual
pode exercer uma acdo protetora isolando a ferida do ambiente. Resultados semelhantes
foram encontrados em outros estudos que observaram uma pelicula vermelha escura cobrindo
as feridas de cisto pilonidal nos pacientes tratados com o extrato de caule de R. mangle L. N&o
houve infecgdes secundarias no local, as feridas estavam secas durante todo o processo de
avaliacdo clinica. Outra hipdtese é que acdo antibacteriana dos taninos diminuam o risco de
infeccdo , evitando o retardo da cicatrizacdo. De acordo com outros estudos anteriores,o
extrato aquoso do caule da R. mangle L. com demonstracdo de propriedades antibacterianas

atribuindo a acao aos constituintes polifendlicos presentes no extrato.

Estudos fitoquimicos de extratos do caule da R. mangle L. evidenciaram a presenca de
taninos;que reforcaram que os mesmos influenciam na fisiologia das células da epiderme

através das suas propriedades farmacoldgicas, aumentando a proliferacao celular.

Os resultados da avaliacdo das areas das feridas cirdrgicas no 10° dia de pés-
operatorio mostraram uma reducdo superior dos grupos Il e 11l com significativo nivel de
retracdo ,quando comparados ao grupo I. Foi no grupo IV que houve maior grau de contracao
em relacdo ao quinto dia entre os animais do mesmo grupo e de outros grupos. No décimo dia
0 grau de retracdo da ferida operatoria alcancou 68,27% em relacdo ao primeiro dia de
inducdo .Enquanto que nos grupos I, Il e Il foram 26,75%, 20,0% e 52,82%,
respectivamente, em rela¢do ao primeiro dia de inducéo da ferida. No 15° dia, houve um grau

satisfatorio de contracdo em todos os grupos estudados. A granulacdo foi positiva, mas em
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relacdo ao percentual de contracdo das feridas cutaneas, houve maior retragdo no grupo 1V,
tanto em relagdo aos demais grupos quanto em dias anteriores. A retragdo do grupo IV do
décimo quinto dia alcancou 99%. No exame clinico foi evidenciado diferentes caracteristicas
entre 0s 4 grupos. No grupo I, houve secre¢des purulentas em dois animais com resolugéo
espontanea durante o processo cicatricial. No grupo, ocorreu a formacgdo de tecido de
granulacéo e crosta em todos os animais. No final do 15° dia, a pequena crosta estava presente

na maioria dos ratos.

As feridas dos grupos 11 e IV mostraram crostas e tecido de granulagdo nos animais.
O grupo 111 revelou uma uniformidade em seu aspecto, sem secrecfes purulentas nas feridas
operatorias, e regularmente, apresentaram uma boa cicatriz macroscépica. Neste estudo, a
analise morfometrica de feridas cirdrgicas através de areas da 5% 102 e 152 lesOes pos-
operatorias ficou demonstrado na Tabela 2 .No 5° dia, 0s trés grupos tiveram uma reducao da
area da ferida, mas sem diferenca estatistica significante. No décimo dia de pos-operatorio, 0s
grupos Il e 11l foram semelhantes quando comparados ao grupo I. Enquanto que no 15° dia
prospero, a medida da area final no grupo Il foi maior que nos demais grupos.O grupo 1V
mostrou-se muito mais eficaz em sua cicatrizacdo em todos os dias de avaliacdo com relacéo
aos demais grupos.

Estes resultados corroboram com os estudos pré-clinicos anteriores que atestaram a
acdo cicatricial de extratos de Rizophora mangle em feridas cutaneas abertas de ratos com

reducdo das areas no 5° dia de pds-operatorio.

Em todos os grupos no 15° dia de pos-operatdrio, houve reducdo das areas porém sem
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Sabe-se que 0 processo cicatricial
depende do tempo da injdria inicial, e que a terceira fase das etapas de cicatrizacdo inclui o

remodelamento da cicatriz com contracao das feridas ou até mesmo a sua hipertrofia.

Contudo, as feridas abertas apresentaram padrdes clinicos diferentes das feridas

incisas e tratadas. Embora os processos morfologicos e quimicos basicos, que atuam na ferida
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fechada, sejam os mesmos nas feridas abertas em cicatrizagdo, a contragdo tornou-se um
aspecto importante nas feridas abertas, e a epitelizacdo assume um papel proeminente . Os
dois processos parecem ser independentes . A contracdo é favorecida nos locais onde a pele é
mais frouxa e movel, como a pele do tronco . A mobilidade cuténea depende da direcdo das
“linhas de Langer”, que é determinada pela disposicdo do sistema fibrilar da pele, sobretudo
das fibras elasticas. A distensdo maxima acontece em dire¢do transversal as linhas de Langer,
motivo pelo qual a contracdo ocorre nesta direcdo. Portanto, sugerimos que o resultado das
areas finais ocorreram pelo formato da ferida cirdrgica com aumento da forca de tensdo na
terceira fase da cicatrizagdo. Para a producdo das feridas de forma quadrada ou retangular, a
pele foi incidida no sentido longitudinal e transversal, determinando aumento da area, devido

a distensdo provocada pela inciséo transversal as linhas de Langer.

Apesar do vasto uso popular da R. mangle L., os estudos correlacionando com poder
cicatrizante sempre utilizaram os extratos provenientes do caule, porém a populacdo geral usa
infusdes das folhas pela facilidade de coleta. Nosso estudo, utilizou o extrato da folha com

veiculo creme a fim de avaliar seu potencial e corroborar com uso popular.

Este estudo, a0 mensurar a distancia entre os epitélios, demonstrou que no 10° dia de
pos-operatdrio o EAF R.mangle associado ao acido tanico a 5% em creme foi semelhante ao
dexpantenol a 5% em creme, e ambos diferentes do grupo em que foi usado o soro fisiologico
a 0,9%. Este dado sugere que o EAF R.mangle a 5% em creme contribui para acelerar a
reepitelizacdo. O dexpantenol a 5 % ja é comercializado e tem um amplo uso na medicina
convencional com bons beneficios: cicatrizante, hidratante e mantenedor do trofismo

mucocutaneo

No 15° dia de pds-operatorio, todos os animais tratados com EAF R.mangle associado ao

acido tanico a 5% em creme apresentaram reepitelizacdo completa, com

significancia estatistica quando comparado aos grupos | e Il, corroborando com os estudos

cientificos que sugerem que o extrato desta planta possui efeitos cicatrizantes.

A associacdo utilizada mostrou-se bem positiva ,pois mostrou que a cicatrizacao

utilizando apenas a Rizophora mangle realizada em outros estudos apresenta cicatrizagdo a
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partir do 5° dia de tratameto ,enquanto que a EAF Rm associada ao acido tanico em creme a
5% j& apresentou o inicio da cicatrizacdo a partir do 3° dia de tratamento, mostrando
,inclusive um menor periodo para ocorrer a contragdo e a reepitelizagdo das feridas cutaneas
do Grupo IV.

6.1 AVALIACAO CICATRICIAL

Através da tabela 1,0bservamos o grau de contracdo a partir do 5° dia de

tratamento,mas de acordo com a substancia tratada ja se observa o aspecto da ferida.

Tabela 1 Os resultados da avaliacdo das areas das feridas cirdrgicas no 10° dia de pés-
operatorio mostraram uma reducdo superior dos grupos Il e 1l quando comparados ao grupo
I. Em relacdo ao grupo Il houve um significativo nivel de retragdo , mas foi no grupo IV que
apresentou maior grau de contracdo em relagdo ao quinto dia entre 0s animais do mesmo
grupo e também em relacdo aos de outros grupos. No décimo dia o grau de retracdo da ferida
operatoria alcancou 68,27% em relacdo ao primeiro dia de inducdo da lesdo; enquanto nos
grupos I, 11 e 11l foram 26,75%, 20,0% e 52,82%, respectivamente, em relacdo ao primeiro dia
de inducéo da ferida. No 15° dia, houve um grau satisfatério de contracdo em todos 0s grupos
estudados. A granulacdo foi positiva, mas em relacdo ao percentual de contracdo , houve
maior retracdo no grupo IV, tanto em relacdo aos demais grupos em relacdo aos dias
anteriores. A retracdo do grupo IV do décimo quinto dia alcancou 99%. No grupo I, houve
secrecdes purulentas em dois animais com resolucdo espontanea durante o processo
cicatricial. No grupo 11, ocorreu a formacdo de tecido de granulacdo e crosta em todos os
animais. No final do 15° dia, a pequena crosta ainda se encontrava visivel na maior parte
delas.

As feridas dos grupos mostraram crostas e tecido de granulagdo nos animais. O
grupo 11l revelou uma uniformidade, sem secrecGes purulentas nas feridas operatorias, e
regularmente, uma boa cicatriz macroscépica. Neste estudo, a analise morfométrica através de
areas da 5% 107 e 152 lesbes pds-operatdrias ficou demostrado na Tabela 2.No 5° dia, os trés
grupos tiveram uma reducdo da area da ferida, mas sem diferenca estatisticamente
significativa. No décimo dia de pos-operatério, os grupos Il e 1l foram semelhantes quando
comparados ao grupo I. No 15° dia préspero, a medida da area final do grupo Il foi maior que
dos demais .O grupo IV evidenciou maior eficacia quato a cicatrizacdo durante o periodo de

avaliacdo frente aos demais grupos.
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A tabela 1 a seguir, evidencia o grau de contracdo das feridas entre os diferentes
grupos avaliados e entre os periodos observados:

GHUF

NACL

FLACEED

DEXPANTENOL
5%

Rmangie | Acdo
tingca 2 5% crome

Tabela 1 Avaliacéo cicatricial
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A tabela 2 abaixo mostra a média e o desvio padrdo nos periodos de 5,10 e 15

dias,como também seu percentual de contracdo e seu valor de significancia; cada periodo

analisado e também seu valor de significancia nestes mesmos periodos de analise.

Periodo de Avaliagio

Apés a cirurgia

solugdo salina NACL)
(n=3)

Média + Desvio Padrio

Placebo Creme lannete a

4%)
(n=19)

Média + Desvio Padrio

Dexpantenol a§%

(n=%)

Média + Desvio Padrio

Rhizophora manglet

Acido tinico a5%
(h=%)

Média + Desvio Padrio

Inicial

6 dias
% contragdo com
dias
p

10 dias
% contragdo com 10
dias
p

15 dias
% contragio com 15
dias
p

4 em20,00

3624 em 3,570 cm?
9.40%
p<0,03

1070 cm?£0,921 cm?
26.75%
p<0,05

0418 cm2+0,381 cm?
89.55%
p<0,05

Diferenca significativa < 5%.

4 em2£0,00

343cm? 345 cm?
14.25%
p<0,03

3,188 em2 £ 3,115¢m?
20.30%
p<0,02

1,040 cm? £ 0,912 em?
4%
p<0,08

4 cm2£0,00

2,669 cm2 £2,673 em?
3327%
p<0,03

1,887 cm2 % 1,741 en?
52.82%
p<0,02

0,15 ¢cm? X 0,16cm?
96.25%
p<0,05

4 em?10,00

2,203 em2 £ 2,160¢cm?
44.92%
p<0,03

1,269 cm? £ 1,288¢m?
68.27%
p<0,02

0,020cm? £ 0,018cm?
99.50%
p<0,05

Através do teste de Mann-Whitney para comparacfes entre os grupos em cada tempo de avaliagdo com

comparacbes do referido teste. Através do teste de Mann-Whitney para comparacdes entre os tempos de

avaliacdo em cada grupo.

Tabela 2 Analise morfométrica
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ANALISE MORFOMETRICA:

Percentual de contracdo morfométrica de forma quantitativa em 5,10 e 15 dias de analise

de acordo com o grupo e o tempo de avaliagdo ap6s o procedimento cirdrgico in vivo.

120.00%

100.00%

80.00%

ms DD
1aoD
mI5DD

60.00%

40.00%

20.00%

0.00% -
Gl G2 G3 G4

Graficol Grau de percentual de contragdo

Mostra os periodos de 5,10 e 15 dias ,mostrado seu grau de contragdo nas areas de cicatrizacdo
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ANALISE HISTOMORFOMETRICA COM 10 DIAS

Figura 9 Seccdes histoldgicas de pele dorsal de ratos mostrando grupo controle negativo com
NACL (a),grupo tratado com placebo —creme lannete a 4% (b) , tratado com dexpantenol a
5% (c) e medicado com Associacdo de EAF R.magle ao &cido tanico a 5% (d). Todas as
imagens mostram o grau de reepitelizacdo ap6s 10 dias de tratamento: Distancia entre 0s

epitélios(a e b) e reepitelizacdo satisfatoria(c e d). Coloracdo HE. Aumento 2x.
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Figura 9:Analise histomorfométrica com 10 dias
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TABELA DE TRATAMENTO COM 10 DIAS
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Tabela 3 Tratamento com 10 dias de reepitelizacdo em percentual das feridas de acordo com a

substancia tratada e mostrado também o grau de significancia dos trés primeiros  grupos em
relacdo ao grupo tratado com a Associacdo de EAF R.mangle ao &cido tanico a 5%.
Pacientes Reepitelizacdo G1  Reepitelizacdo G2  Reepitelizacdo Reepitelizacdo p p p
% % G3 % G4 % G4 X G3 G4XG2 G4XGl
CM 36,78 34,81 58,97 67,98 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01
RM 34,60 38,81 71,42 67,20 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01
LM 24,50 45,53 49,25 82,73 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01
CR 29,86 58,57 54,84 37,46 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01
CRL 35,64 44,24 56,55 41,80 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01
MEDIA 32,28 20,96 29,63 54,74 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01

Tabela 3 Grau de percentual de reepitelizacdo em 10 dias de tratamento
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ANALISE HISTOMORFOMETRICA COM 15 DIAS

Figura 10 SeccOes histoldgicas de pele dorsal de ratos mostrando grupo controle negativo
com NACL (a), tratado com Placebo-creme lannete a 4% (b),grupo controle padrdo com
Dexpantenol a 5% (c) e o grupo tratado com a Associacdo de EAF R.mangle ao 4cido tanico a
5% (d). Todas as imagens mostram o grau de reepitelizacdo ap6s 15 dias de tratamento:

Distancia entre os epitélios (a,b e ¢) e reepitelizacdo total (d) Coloracdo HE. Aumento 2x.
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Figura 10 Analise histomorfométrica com 15 dias
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TABELA DE TRATAMENTO COM 15 DIAS

Tabela 4 Tratamento com 15 dias de reepitelizagcdo em percentual das feridas de acordo com a
substancia tratada e mostrando também o grau de significAncia dos trés primeiros grupos em

relacdo ao grupo tratado com a Associacdo de EAF R.mangle ao &cido tanico a 5%.

Pacientes Reepitelizacdo  Reepitelizagdo  Reepitelizacdo  Reepitelizacdo G4 p p p
Gl % G2 % G3 % % G4 X G3 G4XG2 G4XG1
CM 60.86 68,47 84,02 96,66 P<0,01 P<0,01 | P<0,01
RM 77.32 65,96 84,26 92,45 P<0,01 P<0,01 | P<0,01
LM 66.37 66,97 84,90 95,77 P<0,01 P<0,01 | P<0,01
CR 64.78 64,39 86,59 96,53 P<0,01 P<0,01 | P<0,01
CRL 64.46 64,39 85,51 97,96 P<0,01 P<0,01 | P<0,01
MEDIA 66.75 66,13 85,05 95,87 P<0,01 P<0,01 | P<0,01

Tabela 4 Grau de percentual de reepitelizacdo em 15 dd de tratamento
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Gréfico 2 Este grafico mostra o grau de retragdo do Grupo | em 5,10 e15 dias ,demonstrando
que nos dois primeiros periodos houve uma contracao baixa com relagcdo aos demais grupos e
no Ultimo periodo apresentou uma contracdao satisfatéria devido a resposta fisioldgica dos
animais.
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Gréfico 3 Este grafico demonstra que no grupo I, ocorreu a formacéo de tecido de granulacdo

e crosta em todos os animais em tempo normal de cicatrizagcdo de acordo com a resposta

fisiologica do individuo.
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Gréfico 4 Grau de retragdo do grupo Il revelou uma uniformidade progressiva na
cicatrizagdo dos animais tratados com o dexpantenol a 5%
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Grafico 4:Grau de Retragdo em Percentual do G3 em 5,10 e 15 dias
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Gréfico 5 Este gréfico evidencia a eficacia da contracdo de feridas com o grupo tratado com a
associacdo em creme ,demonstrado a eficacia na cicatrizacdo de feridas em menor tempo que

0s demais grupos tratados com outras substancias no mesmo periodo de avaliac&o.
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7 DISCUSSAO

A cicatrizacdo de feridas € um processo dinamico, interativo e iniciado em resposta
a uma injaria (GUO e DIPIETRO, 2010), cujo objetivo é restaurar a continuidade anatdmica e
funcional do tecido, sendo essencial para a manutencdo da integridade do organismo
(BARBUL,1990; BROUGHTON ,et al., 2006; THORNTON, et al., 1997). Dessa forma, um
grande numero de investigacdes e estudos clinicos tém sido realizado com o intuito de
melhorar o processo cicatricial das feridas (GAL, et al., 2009) e consequentemente a
qualidade de vida das pessoas. Este é o primeiro estudo que aborda o potencial terapéutico em
relacdo a cicatrizacdo da associacdo de Rizophora mangle ao acido ténico em base creme a
5%. E importante salientar que o género Rizophora possui constituintes quimicos que podem
apresentar diversas propriedades farmacoldgicas, como os alcaloides, taninos, flavonoides,
saponinas e triterpenos (ABEYSINGHE, 2010; GHANI, 1998;VADLAPUDI, 2012), que

contribuem para a acdo medicamentosa desta planta.

Na avaliacdo das feridas cirargicas, o grupo | apresentou secrecdes purulentas
durante os primeiros trés dias de tratamento. No grupo 1V, a formacéo de tecido de granulacédo
e crosta ocorreu em todos 0s animais em um periodo de 2-3 dias.Aradjo (2015) estudando
feridas cirdrgicas em camundongos tratados com R.mangle em creme revelou que o grupo
tratado com R. Mangle apresentou feridas uniformes e ndo infectadas quando comparado aos
grupos tratados com solucdo de NaCl e dexpantenol que apresentaram tecido de granulacédo
com ferida infecciosa.

O género Rhizophora possui certas substancias presentes no extrato, como taninos e
polifendis (BANDARANAYAKE, 2002), que sdo capazes de interagir com estruturas
peptidicas formando grandes aglomerados, o que explicaria a formacdo do filme protetor. Este
filme deve estar relacionado ao complexo formado por taninos ndo hidrolizaveis com
proteinas, que podem exercer uma acdo protetora ao isolar a ferida do meio ambiente
(FERNANDEZ, et al. 2002, PERERA, et al. 2010). FERNANDEZ, et al. (2002) mostraram
resultados semelhantes e observaram um filme vermelho escuro cobrindo as feridas do cisto
pilonidal nos pacientes tratados com o extrato do caule de R. mangle L. N&o houve infecgOes
secundarias no local; as feridas estavam secas durante todo o processo de avaliacdo

clinicaPerera et al. A avaliacdo da atividade anti-ulcerogénica do extrato de Rizhophora
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mangle L. mostrou a presenca de uma camada espessa aderente & mucosa gastrica, sugerindo
uma barreira fisica com propriedades gastroprotetoras semelhantes as observadas em feridas
cutéaneas.

Outra hipdtese é que a acdo antibacteriana dos taninos reduz o risco de infeccdo da
ferida, evitando o retardo da cicatrizacdo. Melchor et al. estudou o extrato aquoso do caule de
Rhizophora mangle L. demonstrando propriedades antibacterianas atribuindo a acdo aos
constituintes polifendlicos presentes no extrato. Estudos fitoquimicos de extratos de caule de
R.mangle L. mostraram a presenga de taninos. Bueno et al reforgaram que os taninos
influenciam a fisiologia das células da pele através de suas propriedades farmacologicas,
aumentando a proliferacdo celular.

Os resultados da avaliacdo das areas das feridas cirdrgicas no 10° dia de pos-
operatorio mostraram uma reducdo superior nos grupos Il e IV quando comparados aos
grupos | e Il. Em relagé@o a inspecéo das feridas operatdrias este periodo, foi observado que o
grupo do soro fisioldgico e do creme lannete apresentaram crostas e tecido de granulagdo com
processos infecciosos das feridas durante os primeiros dias do periodo do estudo. O grupo Il
,tratado com dexpanntenol demonstrou uma bom processo de cicatrizacdo e processo de
contracdo satisfatorio.Entretanto, o grupo 1V de associacdo da Rizophora mangle ao acido
tanico em creme a 5% apresentou crostas e cicatriz sem infeccdo da ferida cirargica. Estes
resultados podem ser explicados por diferentes mecanismos de acdo dos compostos
secundarios presentes na planta,como flavonoides e taninos, que sdo conhecidos por
possuirem propriedades antimicrobianas e antioxidantes (OFORI-KWAKYE, et al., 2011).
Nesse sentido, SANTOS et.al (2010) mostraram que o extrato aquoso da folha apresentou
atividade antibacteriana in vivo, a qual pode contribuir para a acdo cicatrizante desta
associacgdo , diminuindo o risco de infecdo da lesdo, que € a causa mais provavel de retardo na
cicatrizacdo de feridas (LEAPER, et al., 2015).A analise morfométrica revelou que a média
das areas da ferida diminuiu com aprogressdo do tempo de avaliagdo em todos 0s grupos
estudados.

Esses resultados corroboram com os estudos pré-clinicos de SANCHEZ, et al.
(2009), que estudaram a acdo cicatricial de extratos de Rhizophora mangle L. em feridas
cuténeas abertas de ratos com reducdo das areas no 5° dia de pés-operatério. Em todos os
grupos, no 15° dia de pds-operatério, houve reducdo das areas da ferida. No entanto, feridas

abertas apresentaram aspectos clinicos diferentes de feridas incisadas e suturadas. Embora os
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processos basicos morfoldgicos e quimicos que atuam na ferida fechada sejam os mesmos na
cicatrizacao de feridas abertas, a contragéo se torna um aspecto importante em feridas abertas,
e a epitelizacdo desempenha um papel proeminente (Coelho et al, 1999). Os dois processos
parecem ser independentes (MADDEN & AREM, 1991).

De acordo com BUENGO, et. al (2014), os taninos influenciam na fisiologia das
células da pele através das suas propriedades farmacoldgicas, aumentando a proliferacdo
celular. Sendo assim, o resultado do presente trabalho sugere uma agdo mitogénica do extrato
de EAF R.mangle por possuir este composto.

Na anélise histomorfométrica demonstrou que a média da distancia entre os epitélios
da ferida cirdrgica foi mais elevada no grupo do soro fisiol6gico e no grupo do creme lannete
apos 10 dias, apresentando diferenga estatistica com o0s demais grupos; outra media que
mostrou-se satisfatoria foi o grupo tratado com dexpantenol a 5% em creme ,porém ,a menor
média foi observada no grupo que utilizou a associacdo da Rizophora mangle ao acido tanico
em creme a 5% . O creme de dexpantenol € amplamente utilizado, pois indica melhorias na
cicatrizacdo de feridas (HEISE, et al., 2012; OGUZ, et al., 2015; ULGER, et al., 2014), visto
que penetra facilmente na pele em concentracdes locais elevadas. Os efeitosmais
significativos de formulacdes contendo dexpantenol incluem a estimulacdo da epitelizacéo,
granulacéo e o alivio de prurido (EBNER, et al., 2002). Todavia, na avaliacdo ap6s 15 dias de
tratamento, todos os 5 animais medicados com a associa¢do da Rizophora mangle ao &cido
tanico em creme a 5% indicaram reepitelizacdo completa das feridas. Isso pode ser atribuido a
presenca dos taninos nesta planta, pois eles contribuem para formacdo de uma camada
protetora sobre a pele e as mucosas, atuando em processos inflamatérios, causando uma
reestruturacdo do epitélio e a neovascularizacdo (SIMOES et al., 2010). Esta pelicula pode
exercer uma acao protetora,isolando a ferida do ambiente, acelerando significativamente a
reparacdo tecidual no grupo tratado com o creme de EAF R.m.Observou-se também, no
presente estudo, que houve um aumento na quantidade de fibroblastos no grupo de EAF R.m
associado ao &cido tanico a 5% em creme, com diferenca estatistica, em comparacdo aos
demais grupos estudadados e avaliados no intervalo de 15 dias. ULGER, et al. (2014)
acreditam que a melhora na taxa de cicatrizacdo de feridas € devido ao aumento da
proliferagdo de fibroblastos, bem como de uma epitelizacdo acelerada. Além disso, varios

outros estudos mostram a importancia dos fibroblastos no processo cicatricial (DAS, 2013;
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DIEGELMANN e EVANS, 2004; EBNER et al., 2002;KHOSHNEVISZADEH, et al, 2014;
SONMEZ, et al, 2015). Sugere-se que esta atividade estimuladora de fibroblastos da derme no
grupo da planta estudada € devido a presenca de taninos hidrolisaveis (BUENO, et al., 2014).
Na andlise histomorfométrica ficou demonstrado a nossa pesquisa que a média da
distancia entre os epitélios da ferida cirtrgica foi mais elevada no grupo do soro fisioldgico
apo6s 10 dias, com diferenca estatistica aos demais grupos.A maior média observada no
grupo IV, estatisticamente significativa foi o do dexpantenol a 5% e com a Associacdo de
EAF R.mangle ao acido tanico. O creme de dexpantenol a 5% ¢é amplamente utilizado, pois
indica melhorias na cicatrizacédo de feridas (HEISE, et al., 2012; OGUZ, et al., 2015; ULGER,
et al., 2014), visto que penetra facilmente na pele em concentracdes locais elevadas. Os
efeitos mais significativos de formulagdes com dexpantenol a 5% incluem a estimulacdo da
epitelizacdo, granulagéo e o alivio de prurido (EBNER, et al., 2002). Todavia, na avaliagéo
apos 15 dias de tratamento, todos os 5 animais tratados com o creme a 5% associado EAF
R.mangle e &cido tanico indicaram reepitelizacdo completa das feridas. Isso pode ser
atribuido a presenca dos taninos nesta planta, pois eles contribuem para formacdo de uma
camada protetora sobre a pele e as mucosas, que atua em processos inflamatorios, causa uma
reestruturacio do epitélio e a neovascularizagio (SIMOES, et al., 2010). Esta pelicula pode
exercer uma acdo protetora que isola a ferida do ambiente e acelera significativamente a
reparacao tecidual no grupo tratado com o creme a 5% de Associacdo de EAF R.mangle .
Observou-se também, no presente estudo, que houve um aumento na quantidade de
fibroblastos no grupo de Associacdo de EAF R.mangle, com diferenca estatistica, em
comparacdo aos demais no intervalo de 15 dias. ULGER, et al. (2014) acreditam que a
melhora na taxa de cicatrizacdo de feridas é devido ao aumento da proliferacdo de
fibroblastos, bem como de uma epitelizacdo acelerada. Além disso, varios outros estudos
mostraram a importancia dos fibroblastos no processo cicatricial (DAS, 2013;
DIEGELMANN e EVANS, 2004; EBNER, et al., 2002; KHOSHNEVISZADEH, et al, 2014;
SONMEZ, et al, 2015). Sugere-se que esta atividade estimuladora de fibroblastos da derme no

grupo da planta estudada € devido a presenca de taninos hidrolisaveis (BUENO, et al., 2014).

Em nosso estudo, houve diferenca estatistica em relacdo a contracdo de feridas
cirtrgicas no 15° dia. A contracdo das feridas e a reepitelizacdo foram eficazes em diversos

processos de tratamento e cicatrizacdo de feridas. Este estudo utilizou extrato aquoso de
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folhas de R. mangle associado ao acido tanico em creme a 5% ,corroborando com os achados
de eficacia no uso de hortalicas para a producdo de fitoterapicos a partir da medicina popular.

Portanto, ressalta-se a importancia da histomorfometria nos estudos, visto que
somente a partir da analise microscopica foi possivel avaliar o grau de reepitelizacdo da
ferida, demonstrado nos grupos que utilizaram creme de dexpantenol a 5% e de Associagédo
de EAF R.mangle ao &cido tanico foram bem superiores ao do soro fisiolégico e ao creme
lannete a 4%, pois obtiveram um processo cicatricial mais rapido e eficiente. De todos os
grupos analisados o que obteve os melhores resultados de cicatrizacdo foi 0 de Associacdo de
EAF R.mangle ao acido tanico em creme a 5%. Contudo, sdo necessarios estudos mais
aprofundados que comprovem o potencial cicatrizante desta planta, além de pesquisar outras
atividades terapéuticas que esta espécie possa apresentar.

Os resultados do presente estudo mostraram que 0 uso topico do EAF. R. mangle
associado ao acido tanico a 5% em creme apresentam efeito significativo na reepitelizacdo de
feridas cirargicas em ratas. Partindo do principio que a cicatrizacdo € um processo dinamico e
multifatorial, este estudo evidenciou a importancia da realizacdo da histomorfometria na
correlacdo com os achados morfomeétricos. Contudo, o isolamento de componente (s) da
planta responsavel(is) pela influéncia positiva no processo de reparacdo de tecidos deve ser
realizado. A avaliacdo histomorfométrica do uso tépico do EAF. R. mangle associado ao
acido tanico a 5% em creme apresentou efeito significativo na reepitelizacdo de feridas
cirurgicas em ratas com fechamento completo entres os epitélios e auséncia macroscopica de
infeccbes. A analise morfométrica no 15° dia do experimento ndo mostrou diferencas
estatisticas entre a cicatriz dos animais tratados com creme lannete a 4% e soro fisioldgico .
Ja a avaliacdo morfométrica no 15° dia do experimento nos grupos tratados com dexpantenol
a 5% e no EAF R.mangle. associado ao acido tanico a 5% em creme mostrou diferencas
estatisticas significativas quando comparadas aos animais tratados com soro fisiolégico e
creme lannete a 4%.

Diante da certeza que a cicatrizacdo é um processo dinamico, multifatorial e
histolégico, este estudo reforca a importancia da realizacdo da histomorfometria na correlacdo

com os achados morfométricos.
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A associacdo entre o 4cido tanico e a Rhizophora mangle demonstrou que as duas substancias
se potencializam reciprocamente por se tratarem de farmacos que apresentam
taninos,substancia essencial para a cicatrizagéo de feridas.

A aplicagdo topica do creme de folhas de Rhizophora mangle associadas com &cido
tanico em creme a 5% diminuiu a area da ferida, estimulou a reepitelizacdo e aumentou o
namero de fibroblastos, exibindo uma agdo cicatrizante nas lesdes cutdneas em ratas mais
eficiente do que o creme de dexpantenol a 5%. Portanto, com a realizagcdo de novas pesquisas,
este vegetal pode ser uma opcédo terapéutica alternativa no processo de reparacéo tecidual,
trazendo varios beneficios a populagéo.

Os mediadores bioquimicos de acdo curta sdo a histamina e serotonina e as mais
duradouras sdo a leucotaxina, bradicinina e prostaglandina. Os novos vasos formam-se a
partir de brotos endoteliais solidos, que migram no sentido da periferia para o centro da ferida,
sobre a malha de fibrina depositada no leito da ferida. A neo-angiogénese é responsavel ndo
apenas pela nutricdo do tecido, com uma demanda metabolica maior, como também pelo
aumento do porte de células,como macrdfagos e fibroblastos,para o local da ferida. Apds o
trauma, células mesenquimais normalmente quiescentes e esparsas no tecido normal, sdo
transformadas em fibroblastos e atraidas para o local inflamatorio, onde se dividem e
produzem os componentes da matriz extracelular. O fibroblasto s6 aparece no sitio da leséo a
partir do 3° dia, quando os leucocitos polimorfonucleares ja fizeram seu papel higienizador
da area traumatizada. A funcdo primordial dos fibroblastos € sintetizar colageno ainda na
fase celular da inflamacao (TAZIMA, et.al.2008).

Este estudo demonstrou que a espécie R.mangle é uma das mais importantes fontes de
taninos apresentando propriedades anti inflamatdria,,bactericida, antiulcerogénica e
antioxidante. Este vegetal mostrou-se capaz de sequestrar radicais livres, atuar sobre
compostos (GSH) e enzimas antioxidantes (GR, GPx e SOD) e pr6 oxidantes (MPO e LPO)
definindo sua atividade antioxidante. A atividade antiulcerogénica além de ser mediada pela
propria acdo antioxidante é dependente de GSH e NO, envolve a participacdo de PGE2, COX-
2, EGF, PCNA, HSP-70, além do aumento da producdo de muco aderido e propriedades anti-
secretoras. Por apresentar taninos em sua estrutura quimica ,a R.mangle ajudaram no processo
de cura de feridas, e do processo inflamatério através da formacdo de uma camada protetora

(complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a pele danificada, que favorece abaixo
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desta, a ocorréncia do processo de cicatrizacao (reestruturacdo do epitélio e formacao vasos),
onde uma camada tanino-proteina seria responsavel por proteger a lesdo e garantir melhor
cicatrizacdo (Haslam, 1996). O estudo também mostrou que a associagdo do vegetal ao acido
tanico em creme a 5% aplicado topicamente diminuiu a area da ferida de primeira intencédo e
estimulou a reepitelizacdo .Aumentou também o nimero de fibroblastos ,exibindo desta forma
uma agéo cicatrizante nas lesdes cutaneas em ratas ,mostrando-se mais eficiente e eficaz do
que o grupo tratado com o dexpantenol ,mostrando que esta associacdo apresenta um
meioterapéutico alternativo na cicatrizacdao de feridas epidérmicas, trazendo varios beneficios

a populacao.
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8 CONCLUSAO

A associacdo do p6 de extrato aquoso de folhas de Rizophora mangle e acido tanico a
5% mostrou um potencial cicatrizante satisfatorio no reparo tecidual de feridas cutaneas em

ratas wistar.

De acordo com os aspectos macroscopicos das feridas cutaneas dos animais submetidos
a tratamento de acordo com a substéancia e separados por grupos:Grupo I,Grupo Il Grupo |11
,Grupo 1V, constatou-se que o grupo 1V apresentou um maior indice de cicatrizacdo em menor

tempo em relacdo aos demais;

A andlise morfométrica dos grupos tratados com seus farmacos distintos ,demonstrou
que area de cicatrizacdo e o periodo de granulacdo das feridas sdo menores nos grupos

tratados com dexpantenol a 5% e o0 grupo tratado com a associagéo;

A andlise histomorfométrica comprovou que o grupo tratado com a associacdo apresentou

um grau de reeptelizacdo superior aos demais grupos tratados com outros farmacos.

No periodo de cicatrizacdo , além do grau de contracdo e do percentual de
reepitelizacdo devido a resposta inflamatéria foi observada a migracdo sequencial celular

viabilizando a regeneracdo da ferida

Foram observadas a fibroplasia e a neo — angiogénese na area com lesdo induzida,
demonstrando que a sintese de colageno e a reepitelizacdo foram satisfatorias. O Grupo IV
que foi tratado com a associacdo do EAF Rm com o acido tanico em creme a 5 %, mostrou
gue o processo de cicatrizacdo iniciou a partir do 3° dia da administracdo do farmaco nas

feridas epidérmicas .
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9 PERSPECTIVA

Este estudo proporcionou o levantamento de muitos dados acerca do que ja foi
estudado sobre as atividades farmacoldgicas de R. mangle, os resultados corroboram muitos
dos trabalhos anteriores. Os compostos presentes em R. mangle sdo importantes sob varios
pontos de vista, tanto a quimica quanto a farmacologia desses compostos sdo objetos de novas
investigacoes (HASLAM,E. 2007).

Entendo que ainda ha necessidade de maior investigagdo quimica para garantir ou ndo
a presenca de outras moléculas que poderdo contribuir para o tratamento de outras afecces.
Além do mais, o conhecimento exato das moléculas presentes nas folhas de R. mangle pode
colaborar para padronizacdo de métodos de isolamento desses compostos, e sendo este
método eficaz, poder-se-a avaliar o potencial farmacoldgico de cada uma dessas moléculas
isoladamente (FARIA,F.M.2009).Sendo assim, a continuidade do estudo desses compostos
pode ser promissora, pois possuem atividades biologicas importantes.Através de estudos de
parametros farmacocinéticos destes compostos, assim, poderemos ter maior conhecimento
suas propriedades bioldgicas e fornecer mais informacGes a cerca dos taninos e suas

aplicacdes farmacoldgicas.
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Rizophora mangle and tannic acid: An association in cream to wound healing.
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BACKGROUND The treatment of epidermal wounds is important in public health as they
show several forms according to their etiological agent.

OBJECTIVE This study evaluates the influence of aqueous extract of Rizophora mangle
leaves associated with 5% of tannic acid in cream (RmALt in cream) in wound healing.
METHODS The healing activity was evaluated using 20 rats, divided into four groups (n=5)
treated during 5, 10 and 15 days: solution of sodium chloride at 0.9% (Group 1), Lannete in
cream (Group Il), dexpanthenol in cream at 5% (Group I11) and RmALt in cream at 5% (Group

IV) applied to the dorsal region previously shaved and injured. The
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initial and final wound measurements were determined to evaluate the healing activity in the
different groups.

FINDINGS Although tissue repair is an evolution of the body itself to resolve the wound,
many need special care for proper healing . Medicinal plants, such as Rhizophora mangle L.,
have a traditional use for wound healing and its association with tannic acid has potentiated
the healing of epidermal wounds. This study aimed to evaluate the healing potential of the
aqueous extract of R. mangle L. Leaves associated with tanic acid in cream at 5% in surgical
wounds of rats through morphometric and histomorphometric studies of the wounds, as well
as to macroscopically evaluate the evolution in relation to the controls. Wistar rats (n=20)
were submitted to surgical wound and divided into 4 groups (negative control,placebo,
standard and treated), which received daily, cutaneous application of a saline solution at 0.9%,
4% lanette cream, dexpanthenol at 5 % in cream and cream of R. mangle L. leaf extract at
5%, respectively. They were submitted to euthanasia on the 5th, 10th and 15th days. The
treated group showed uniform wounds and no infection, but the morphometric analysis
showed no difference on the 15th day between the three groups due to the rectangular shape
of the initial wound. On the tenth day, macroscopically it was observed that the degree of
contraction in groups | and Il did not present great differences between the individuals of the
same group with respect to the fifth day. In relation to group I, group Il showed a decrease in
contraction of the surgical wound on the tenth day. Group Il presented a percentage of
20.30%, whereas group | presented in this same period a degree of retraction of
26.75%, found that saline acts positively in several processes such as contact lens sanitization;
burns; prepared for microscopy in laboratories; hygienization of the treated area and is also
indicated in the replacement of liquids and electrolytes on several occasions, such as
hemorrhagic conditions (PIRES ,J.,Uninove,2010). In relation to group Il there was a
significant retraction level of the wound, but it was in group IV that there was a greater degree
of contraction with respect to the fiftth day between the animals of the same group and also
with respect to the animals of other groups. On the tenth day the degree of retraction of the
surgical wound of the tenth day reached 68.27% with respect to the first day of wound
induction, while in the groups I, 1l and 111 were 26.75%, 20.0% and 52.82%, respectively,

relative
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to the first day of wound induction. on the 15th day, there was a satisfactory degree of
contraction in all the studied groups. The granulation was positive, but in relation to the
percentage of contraction of the cutaneous wounds, there was a greater retraction in group 1V,
both in relation to the other groups in relation to the previous days. The retraction of the
wounds of group IV of the fifteenth day, reached 99%.In the clinical examination of the
surgical wounds, different characteristics among the 4 groups were evidenced. In subgroup I,
there were purulent secretions in two animals with spontaneous resolution during the healing
process. In the subgroup the formation of granulation and crust tissue occurred in all animals.
At the end of the 15th day, small crust was present in most rats.

The wounds of the subgroups showed crusts and granulation tissue in the animals.
Group Il revealed a uniformity of wound appearance, with no purulent secretions in
operative wounds, and on a regular basis, presenting a good macroscopic scar.In this study,
the morphometric analysis of surgical wounds through areas of the 5th, 10th and 15th
postoperative lesions is shown in Table on the 5th day, the three groups had a reduction of the
wound area, but without significant statistical difference. On the 10th postoperative day, the
groups 11,111 and 1V were similar when compared to group 1. On the 15th prosperative day, the

measurement of the final area in group Il was higher than the other groups.

CONCLUSIONS The present study showed that topical use of Rhizophora mangle leaves
associated with tannic acid in cream at 5% has a significant effect on reepithelialization of
surgical wounds in rats, assuming that healing is a dynamic and multifactorial process. This
study evidences the importance of performing histomorphometry in the correlation with

morphometric findings

Key words: Histomorphometric Analysis. Morphometric Analysis. Rizophora mangle.

Tannic Acid. Wound Healing .
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INTRODUCTION

On the equatorial coasts dominated by tide, mangroves are abundant and are of great
ecological and economic importance. The sediments, benthic invertebrates and vegetation are
closely related in the mangrove environment and interact in an integrated way, so it is
essential that their plantation be studied in order to know its relation with the other living
beings living in this environment and also its importance for the community that uses the
mangrove resources either directly or indirectly (CASTRO & FERREIRA, 2001). As we
know that the industry of herbal and medicinal plants in Brazil is a challenge that needs to be
overcome, because it represents an excellent alternative for the health area because it is a raw
material of low cost, renewable resource , accessibility to the population as a whole and,
therefore, there is a need for more and more studies and research to know the secondary
metabolites of medicinal plants so that there is efficacy and safety in its application as a
medicine without endangering the life of people using such herbal medicines.
(FERNANDEZ, et.al 2002).Rhizophora mangle is one of five species of the genus
Rhizophora and has wound healing due to its content of secondary metabolites such as tannins
that are polyphenols of molecular weights between 500 and 3000 units of atomic mass.
Tannins can form strong complexes with proteins and other macromolecules. (GIRALDI &
HANAZAKI, 2010).They can be hydrolyzed and condensed e present several functions as:
Inhibit the process of putrefaction in animal skin, have astringent action, are soluble in water,
alcohol and ketone. Because they present antioxidant activity and drought of free radicals,
they present diverse pharmacological applications like antidiarrheals, antiseptics, hemostatics,
protectors, re-epilatory and healing (OLIVEIRA, 2006).The plants have primary and
secondary metabolisms. As the primary metabolism of plants, we find cellulose, lignin,
proteins, lipids, sugars and other essential substances to perform their vital functions. In the
secondary metabolism of plants we find chemically diverse substances that are not even
important secondary metabolites for the growth and reproduction of plants, have important
functions, such as defense against pathogenic microorganisms, insects and herbivorous
animals (Awadh et al. 2001).The main secondary metabolites of plants are phenolic
compounds (tannins, phytoestrogens and coumarins); nitrogen toxins (alkaloids, cyanogenic

glycosides, glucosinolates, toxic amino acids, lecithins and protease inhibitors); terpenes
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(sesquiterpene lactones, cardiac glycosides, saponins); and polyacetylene hydrocarbons and
oxalates (Neto et al. 2006). The Rizophora mangle popularly knownas red mangrove is
presented as a primary source of carbon in the mangrove dominated habitat (MARRERO, et
al. 2006).In this work the healing activity of the aqueous extract of Rizophora mangle
associated with tannic acid 5% in cream base was investigated.
MATERIALS AND METHODS

Plant material

The Rhizophora mangle leaves were collected in mangrove area in Itamaracd, located
on the Northern coast of the State of Pernambuco. A voucher specimen was deposited at
herbarium of the Center of Biosciences in Federal University of Pernambuco (UFPE) Brazil
under number 23076.025194 / 2012-10.

Preparation of the aqueous extract

The aqueous extract of Rizophora mangle leaves was prepared by crushing 1 kg of
fresh leaves and they were infused with distilled water (40° C for 10 minutes) and filtered.
Two liters of water were used for one kg of the leaf extract of Rizophora mangle. The solvent
was removed in Liofil L101 lyophilizer (MCCLOUD, et al., 1988; LEITE, 2003). After

lyophilization, the dried extract residue was stored at 5° C.

Tannic acid

Tannic acid (250g) was commercially available as a water-soluble powder with
gallic acid content (dry basis) Max. 3.0% / Density 0.35 0.45g / cm 3 / pH (1% in water) 3,
4.0 / Solubility (20% in water).

Preparation of cream

The cream was produced at 5% in a combination of Rhizophora mangle and tannic
acid. The cream was performed in a concentration of 5% (2.5% of aqueous extract of R.
mangle and 2.5% of tannic acid).The aqueous extract of R. mangle leaves associated with
tannic acid was weighed in a digital analytical balance (Shimadzu trademark ATY 224) using
the paper until it reached 3g and poured into porcelain grains. It was solubilized with distilled

water and homogenized in a watch glass and the anionic emulsion was weighed until reaching
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60 grams in gral containing the previously solubilized R. mangle extract and homogenized
until total solubilization. The pH was measured and maintained between 5.5 and 6.5. It was
packed in plastic pot composing the aqueous extract of R. mangle leaves associated with

tannic acid in cream at 5% (RmAt in cream).

Experimental animals

Twenty female wistar rats, from the same reproductive line, aged 8 to 12 weeks,
from the Federal University of Pernambuco - Brazil, were randomly divided into four groups
of 5 animals: | (solution of sodium chloride at 0.9%), Il (Lannete in cream) Il (dexpantenol
5%) and IV (RmAt in cream at 5%). It was approved in the Bioethics Committee of the
Health Sciences Center of the Federal University of Pernambuco (UFPE) - Brazil under
number 23076.027569/2017- 91. The animals were maintained at 27 + 2°C, with relative
humidity 44 to 56% and light and dark cycles of 10 and 14 h, respectively, for 1 week before
and during the experiments. The animals received standard diet (Labina purina®, Brazil) and
water ad libitum. All experiments were performed in the morning in accordance with current
guidelines for laboratory animal care and ethical guidelines for the investigation of

experimental pain in conscious animals. The amount applied on each wound was 10 mL.

Wound healing activity

The animals were previously weighed and anesthetized with ketamine hydrochloride
(10 mg/kg Ketamin®), xylazine hydrochloride (0.5 mg/kg, Anasedan®) and 0.9% saline
solution, associated in the same syringe and administered intramuscularly. Each rat was
subjected to the demarcation of the area to wound induction with subsequent trichotomy in
the dorsal region and positioned on the operating table in prone position. After asepsis of the
dorsal region with 70% alcohol, the induction of a square wound with about 4cm® wide was
conducted in the rat skin.The skin fragment was removed from the center of the shaved area
to display the dorsal muscular fascia, using a 15 scalpel. After surgery, the rats were subjected
to the corresponding treatment. The application was performed daily, once a day. Moreover,
the aspect of the wound was described during the research in different groups. On the 5th day,
the measurement was performed on the wound area (length and width) using a pachymeter,

without removing the skin fragment. After 10 and 15 days, the animals were anesthetized as
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described above, and using a scalpel 15 surgical fragments were removed with a margin of
1cm around the lesion to the dorsal musculature of the animal for the histomorphometric
analysis. The removed tissue was placed in formalin at 10% for 24 hours at room temperature
and processed for light microscopy. After the fragments collection procedure, the animals
were euthanized in a CO2 chamber. Initial and final measurements for each wound in different
groups and periods were performed for the morphometric analysis using a Digimess universal
pachymeter to calculate the rate of the wound healing. It was used the degree of contraction
expressed in percentage by the equation proposed by Ramsey et al. (1995), where Wo is the

initial area and Wi is the final area: % of contraction = (Wo — Wi)/Wo x 100
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TABLE |

The table below shows the mean and standard deviation at the 5,10 and 15 day periods, as

well as their contraction percentage and their significance value

Evaluation
period
Association of
saline solution placebo-Lannete o, Rizophora mangle to
(NACL) cream at 4% Dexpanthenol at 5% tannic acid in cream
at 5%
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
mean + standard mean + standard mean + standard mean + standard
After surgery L L L O
deviation deviation deviation deviation
initial 4cm2+0,00 4cm?2+0,00 4cm2+0,00 4cm2+0,00
2,669cm?
2 2 2 2 ! 2. 2
5 days 3,624 cmz£3,570 cm?  3,43cm2+ 3,45¢cm +2 673cm? 2,203cm2+ 2,160cm
0 .
YeContraction 9,40% 14,25% 33,27% 44,93%
with 5 days
P p<0,03 p<0,03 p<0,03 p<0,03
10 davs 1,887cm2+
y 1,070cm2+ 0,921cm?  3,188cm2+3,115cm2  1,741cm? 1,269cm?2+1,288cm?
%Contraction
with 10 days  26,75% 20,30% 52,82% 68,27%
P p<0,05 p<0,02 p<0,02 p<0,02
15 days 0,418cm?+ 0,381cm?  1,040cm2+ 0,912cm?  0,15cm2+ 0,16cm?  0,020cm?2+ 0,018cm?
0 .
Y%Contraction 89,55% 74% 96,25% 99,5%
with 15 days
P p<0,05 p<0,08 p<0,05 p<0,05

The table shows the mean and standard deviation in the evaluated days, their contraction
percentage for each analyzed period and also their significance value in the same periods of

analysis.Significant difference < 5%.
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Through the Mann-Whitney test for comparisons between groups at each evaluation time

with comparisons of said test. Through the Mann-Whitney test for comparisons between the
times of evaluation in each group.

MORPHOMETRIC ANALYSIS
Graph 1 below shows the percentage of morphometric contraction quantitatively in 5,10 and
15 days of analysis according to the group and the time of evaluation after the surgical

procedure in vivo.
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Graph 1: Shows the periods of 5,10 and 15 days, showing its degree of contraction in the

areas of healing



HISTOMORPHOMETRIC ANALYSIS
Analysis of reepithelialization of Groups G1, G2, G3 and G4 in 10 days:

94

Patients Reepithelialization G1 ~ Reepithelialization ~ Reepithelialization Reepithelializati p p p
% G2 % G3 % on G4 % G4 X G3 G4AXG2 G4XG1
CM 36,78 34,81 58,97 67,98 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01
RM 34,60 38,81 71,42 67,20 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01
LM 24,50 45,53 49,25 82,73 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01
CR 29,86 58,57 54,84 37,46 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01
CRL 35,64 44,24 56,55 41,80 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01
MEAN 32,28 20,96 29,63 54,74 P<0,03 | p<0,05 | p<0,01

Table 2 Treatment with 10 days of re-epithelization in percentage of wounds according to the

treated substance and also shown the degree of significance of the first three groups in relation

to the group treated with the Association of EAF R.mangle to tannic acid at 5%.
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Analysis of reepithelialization of Groups G1, G2, G3 and G4 in 15 days

Patients  Reepithelialization  Reepithelialization =~ Reepithelialization  Reepithelializatio p p p
Gl % G2 % G3 % n G4 % G4 X G3 G4XG2 G4XG1
CM 60.86 68,47 84,02 96,66 P<0,01 | P<0,01 | P<0,01
RM 77.32 65,96 84,26 92,45 P<0,01 | P<0,01 | P<0,01
LM 66.37 66,97 84,90 95,77 P<0,01 | P<0,01 | P<0,01
CR 64.78 64,39 86,59 96,53 P<0,01 | P<0,01 | P<0,01
CRL 64.46 64,39 85,51 97,96 P<0,01 | P<0,01 | P<0,01
MEAN 66.75 66,13 85,05 95,87 P<0,01 | P<0,01 | P<0,01

Table 3 15-day re-epithelization treatment in percentages of wounds according to the treated
substance and also shown the degree of significance of the first three groups in relation to the
group treated with the EAF Association R.mangle to 5% tannic acid.
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STATISTIC ANALYSIS

The data were analyzed through descriptive statistical measures: mean, standard error of
the mean or standard deviation and median and inferentially by statistical tests:

MANN - WHITEY in the comparison between groups, and paired t-Student in the comparison of
the initial evaluation with the other evaluations. In the case of significant differences by the test
MANN —WHITNEY multiple comparisons test was applied.

The margin of error used in the statistical test decisions was 5%. The statistical program
used to enter the data and obtain the statistical calculations was the SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) in version 21.

RESULTS

In the clinical examination of the surgical wounds, different characteristics among
the 4 groups were evidenced. In group I, there were purulent secretions during the first three
days of treatment in three animals with spontaneous resolution during the healing process. In
group Il there was no retraction of the wound in a timely manner, and in the first two days there
was secretion in all the animals. In group Il the formation of granulation and crust tissue
occurred in all animals in a period of 3-4 days. In group IV the formation of granulation and
crust tissue occurred in all animals in a period of 2-3 days. In the fourth day, significant
retraction of a clean wound was observed and on the fifth day, hairs on the dorsal region grew

with an excellent macroscopic aspects.

The areas of wounds were measured and the percentage of contraction were calculated
for the wound healing evaluation (Table I). In 5, 10 and 15 days of treatment there was a
significant statistical difference between the groups (p<0.005). Group IV showed the major
degree of contraction comparing to the others. After 5 days of the first induction of the
wound, it was observed that there was retraction in all the groups studied, but group IV
showed a greater potential of cicatrization than the others and the beginning of cicatrization
happened before the other groups. the group I treated with NaCl presented purulent secretion
the first three days after wound induction. From the fourth day, according to macroscopic
observation the wound was still hyperemic. On the fifth day, an aspect of retraction of the
wound began to appear. group Il treated with placebo, namely 4% lanette cream presented

non-specific secretion, but without purging
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and the level of wound contraction was higher than group | from the third day. At the end of
the fifth day it was observed macroscopically a greater level of retraction of the wound in
relation to the group I. Groups Ill and 1V were the groups that presented a higher percentage
of worsening in all treated animals. Group Ill, treated with 5% dexpanthenol presented
satisfactory contraction and there was also no secretion in any of the animals treated with this
substance, however group IV treated with a combination of rizophora mangle leaf extract
cream and 5% tannic acid had a much higher contraction level in all groups, with a retraction
of the wound up to 44%. The treated group showed uniform wounds and no infection, but the
morphometric analysis showed no difference on the 15th day between the three groups due to
the rectangular shape of the initial wound. On the tenth day, macroscopically it was observed
that the degree of contraction in groups I and 11 did not present great differences between the
individuals of the same group with respect to the fifth day. In relation to group I, group 1l
showed a decrease in contraction of the surgical wound on the tenth day. Group Il presented a
percentage of 20.30%, whereas group | presented in this same period a degree of retraction of
26.75%, found that saline acts positively in several processes such as contact lens sanitization;
burns; prepared for microscopy in laboratories; hygienization of the treated area and is also
indicated in the replacement of liquids and electrolytes on several occasions, such as

hemorrhagic conditions (Pires,J.,Uninove,2010).

In relation to group Il there was a significant retraction level of the wound, but it was in
group 1V that there was a greater degree of contraction with respect to the fiftth day between
the animals of the same group and also with respect to the animals of other groups. On the
tenth day the degree of retraction of the surgical wound of the tenth day reached 68.27% with
respect to the first day of wound induction, while in the groups I, 1l and 11l were 26.75%,
20.0% and 52.82%, respectively, relative to the first day of wound induction. on the 15th day,
there was a satisfactory degree of contraction in all the studied groups. The granulation was
positive, but in relation to the percentage of contraction of the cutaneous wounds, there was a
greater retraction in group 1V, both in relation to the other groups in relation to the previous

days. The retraction of the wounds of group IV of the fifteenth day, reached 99%.

Figure 3: shows the degree of contraction between the different groups in 5, 10 and 15

days in percentagGroup IV showed a major wound healing activity with 99.5%
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of contraction in 15 days. Degree of contraction of group I11 was similar to the group 1V,
DISCUSSION

In clinical examination of the surgical wounds, group | showed purulent secretions during the
first three days of treatment. In group IV the formation of granulation and crust tissue
occurred in all animals in a period of 2-3 days. ARAUJO (2015) studying surgical wounds in
mice treated with R.mangle in cream revealed that the group treated with R. Mangle in cream
showed uniform and uninfected wounds when compared to the groups treated with NaCl
solution and dexpanthenol which showed granulation tissue with infectious wound processes
during the study period.The Rhizophora genus has certain substances present in the extract,
such as tannins and polyphenols (BANDARANAYAKE, 2002), which are capable of
interacting with peptide structures forming large clusters, which would explain the formation
of the protective film. This film must be related to the complex formed by non hydrolyzable
tannins with proteins, which can exert a protective action by isolating the wound from the
environment (FERNANDEZ et al. 2002, PERERA et al. 2010). FERNANDEZ, et al. (2002)
showed similar results and observed a dark red film covering the pilonidal cyst wounds in the
patients treated with the R. mangle L. stem extract. There were no secondary infections at the
site; the wounds were dry throughout the clinical evaluation process.PERERA, et al.
evaluating the anti-ulcerogenic activity of Rizhophora mangle L. extract showed the presence
of a thick layer adherent to the gastric mucosa suggesting a physical barrier with
gastroprotective properties similar to those observed in cutaneous wounds. Another
hypothesis is that the antibacterial action of the tannins reduces the risk of wound infection,
avoiding the delay of the cicatrization. MELCHOR, et al. studied the aqueous extract of the
stem of Rhizophora mangle L. demonstrating antibacterial properties attributing the action to
the polyphenolic constituents present in the extract. Phytochemical studies of R.mangle L.
stem extracts showed the presence of tannins. BUENO, et al reinforced that tannins influence
the physiology of skin cells through their pharmacological properties, increasing cell
proliferation. The results of the evaluation of the areas of surgical wounds on the 10th
postoperative day showed a superior reduction on groups Il and 1V when compared to groups
| and 11.These results corroborate with the pre-clinical studies of Sanchez et al. (2009), who
studied the cicatricial action of extracts of Rhizophora mangle L. on open cutaneous wounds

of rats with
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reduction of the areas on the 5th postoperative day. In all groups on the 15th postoperative

day, there was reduction of wound areas. However, open wounds show different clinical
problems from incised and sutured wounds. Although the basic morphological and chemical
processes that act on the closed wound are the same in open wound healing, contraction
becomes an important aspect in open wounds, and epithelization plays a prominent role
(COELHO, et al, 1999). The two processes seem to be independent (MADDEN & AREM,
1991).The two processes seem to be independent The contraction of the wound is favored in
places where the skin is more loose and mobile, such as the skin of the trunk (RAMSEY, et
al., 1995). Skin mobility depends on the direction of the "Langer lines", which is determined
by the arrangement of the skin fibrillar system, especially elastic fibers. The maximum
distension occurs transverse to the Langer lines, which is why the contraction of the wound
occurs in this direction (ALGOWER, 1977). In our study, there was a statistical difference
regarding to the contraction of surgical wounds on the 15th day. The contraction of the
wounds and the reepithelization are effective in miscellaneous processes of treatment and
healing of wounds. This study used aqueous extract of R. mangle leaves associated with
tannic acid in cream corroborating with the findings of efficacy in the use of vegetables to
produce phytotherapics from the folk medicine. In accordance with the tables below, the
percentage of retraction with the animals of the treated group with the association of
Rizophora mangle and 5% tannic acid, show that the cream presents a score of wound
healing in less than those of the most. In the comparision of the group of animals treated with
5% dexpantenol and that are presenting a good healing with a value of similar significance to
group IV the heading period of group IV is less than any other group studied.
Histomorphometric analysis showed that the mean distance between the epithelia of the
surgical wound was higher in the saline group after 10 days, presenting a statistical difference
with the other groups, presenting the highest mean observed in the group, presented a
statistically significant difference with dexpanthenol to 5% and to the 5% cream of EAF
R.mangle Association to tannic acid. In addition, it is important to note that the use of
dexpanthenol in the treatment of skin lesions has been reported in several studies, high.The
most significant effects of formulations containing 5% dexpanthenol include stimulation of
epithelization, granulation and relief of pruritus (EBNER, et al., 2002). However, in the
evaluation after 15 days of treatment, all 5 animals medicated with the 5% cream of R.mangle

EAF Association associated with tannic acid indicated complete re-epithelialization of the
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wounds. This can be attributed to the presence of tannins in this plant, since they contribute to

the formation of a protective layer on the skin and mucous membranes, acting on
inflammatory processes, causing a restructuring of the epithelium and neovascularization
(SIMOES, et al., 2010). This film can exert a protective action by isolating the wound from
the environment, significantly accelerating tissue repair in the group treated with the 5% EAF
R.mangle Association cream.It was also observed in the present study that there was an
increase in the amount of fibroblasts in the R.mangle EAF Association group, with statistical
difference, compared to the others in the 15 day interval. ULGER, et al. (2014) believe that
the improvement in the rate of wound healing is due to increased proliferation of fibroblasts
as well as accelerated epithelization. In addition, several other studies show the importance of
fibroblasts in the cicatricial process (DIEGELMANN and EVANS, 2004; EBNER, et al.,
2002; KHOSHNEVISZAEH, et al., 2004; SONMEZ, et al., 2015). It is suggested that this
stimulating activity of dermis fibroblasts in the group of the plant studied is due to the
presence of hydrolyzable tannins (BUENO, et al., 2014).In our study, there was statistical
difference in relation to the contraction of surgical wounds on the 15th day. Wound
contraction and reepithelialization are effective in various wound healing and wound healing
processes. This study used aqueous extract of leaves of R. mangle associated with tannic acid
in cream at 5%, corroborating with the findings of efficacy in the use of vegetables for the
production of herbal medicines from popular medicine.Therefore, the importance of
histomorphometry in the studies is emphasized, since only from the microscopic analysis it
was possible to evaluate the degree of reepithelialization of the wound, showing that the
groups that used 5% dexpanthenol cream and the Association of EAF R.mangle to 5% tannic
acid in cream were far superior to that of saline and 4% lannete cream, as they obtained a
faster and more efficient cicatricial process. Of all the analyzed groups, the one that obtained
the best healing results was the Association of EAF R.mangle to tannic acid in cream at 5%.
However, further studies are needed to prove the healing potential of this plant, as well as to

investigate other therapeutic activities that this species may present.
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CONCLUSION
The results of the present study show that topical use of association of EAF. R. mangle with
tannic acid at 5% in cream has a significant effect on reepithelialization of surgical wounds in
rats. Assuming that healing is a dynamic and multifactorial process, this study evidences the
importance of performing histomorphometry in the correlation with morphometric findings.
However, the isolation of plant component(s) responsible for the positive influence on the
tissue repair process should be performed.
The isolation of the plant component (s) responsible for the positive influence on the tissue
repair process should be performed.
The association between tannic acid and Rhizophora mangle has shown that one potentiates
the action of the other because they are tannin drugs, essential for the healing of wounds.
Topical application of Rhizophora mangle leaf cream associated with tannic acid in 5% cream
reduced the area of the wound, stimulated reepithelialization and increased the number of
fibroblasts, exhibiting a healing action in the cutaneous lesions in rats more efficient than the
cream of 5% dexpanthenol.
The association between tannic acid and Rhizophora mangle has shown that one potentiates
the action of the other because they are tannin drugs, essential for the healing of wounds.
Topical application of Rhizophora mangle leaf cream associated with tannic acid in 5% cream
reduced the area of the wound, stimulated reepithelialization and increased the number of
fibroblasts, exhibiting a healing action in the cutaneous lesions in rats more efficient than the
cream of 5% dexpanthenol. Therefore, with the accomplishment of new researches, this plant
can be an alternative therapeutic means in the process of tissue repair, bringing several

benefits to the population
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