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RESUMEN: El extracto acuoso de Rhizophora mangle (L.) y su fraccion polifendlica mayoritaria fueron
evaluados en un modelo de curacion de heridas abiertas asépticas en ratas para la determinacion de
sus propiedades antioxidantes y su efecto sobre @ balance redox durante € proceso de reparacion de
las heridas. La curacion de las heridas fue evaluada al séptimo dia mediante la medicion del érea de las
herida (mm?) empleando & Sistema de Procesamiento Digital de Imagenes MADIP 3.0 Lab Lapdis del
Hospital Carlos J. Finlay. El balance redox durante € proceso de reparacion de las heridas se analizé
mediante |a determinacion de los indicadores. superoxido dismutasa, catalasa, glutation reducido y
malonildialdehido en e nuevo tegido cicatricial a los 0, 3, 7 y 14 dias de realizadas las heridas. Los
resultados demostraron las propiedades antioxidantes in vivo del extracto acuoso de Rhizophora mangle
(L.) y que su fraccion polifendlica mayoritaria constituy6 € principal determinante de dichos efectos.
Ademas d tratamiento de heridas cutaneas con estas preparaciones redujo € érea de las heridas (p<
0,05) y modificod & balance redox durante e proceso de reparacién del tgido. La actividad antioxidante
del extracto y su fraccion en € tgido cicatricial puede explicar, al menos en parte, € efecto acelerador
de la curacién de heridas mostrado por esta planta en estudios previos.
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ANTIOXIDANT PROPERTIES OF Rhizophora mangle (L.) AND ITSRELATION WITH
THE WOUND HEALING PROCESSIN RATS

ABSTRACT: Rhizophora mangle (L .) aqueous extract and itsmajor polyphenolic fraction were evaluated
in an aseptic open wound healing model in rats in order to evaluate their antioxidant properties and
the effect on redox balance during the wound reparation process. Wound healing was evaluated at the
seventh day measuring the wound area (mm?) using MADIP 3.0 Lab Lapdis Image Digital Processing
System from Carlos J. Finlay Hospital. Theredox balance during wound repar ation process was analyzed
using the indicators. superoxide dismutase, catalase, reduced gluthatione and malondialdehyde in the
new tissueat 0, 3, 7 and 14 days after provoking the wounds. Theresults showed that Rhizophora mangle
(L.) aqueous extract had antioxidant properties in vivo and its major polyphenalic fraction was
responsable of this effect. Beside, the treatment of cutaneous wounds with these preparations reduced
the wound area (p< 0,05) and modified the redox balance during the tissue reparation process.
Antioxidant activity of the extract and its fraction can explain, at least in part, the wound healing
accelerator effect shown in previous studies.
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INTRODUCCION

El extracto acuoso de la corteza de Rhizophora
mangle (L.) (R. mangle) se caracteriza por poseer una
composicidn quimica compleja, destacandose la pre-
sencia de polifenoles (54,78 %), representados en su
mayoria por taninos poliméricos (80 %) y taninos
hidrolizables (20 %), destacandose la presencia en
estos Ultimos de epicatequina, catequina, acido
clorogénico, acido galico y acido elagico, ademas se
encontraron galotaninos y elagitaninos. De las estruc-
turas no tanicas, se refiere la presencia de
carbohidratos (17,5 %) libres y enlazados; acidos
grasos (4,0 %) de cadena larga, saturados e
insaturados; fitoesteroles (0,0285 %); componentes
volétiles o semivolatiles (70 compuestos) (0,0205 %)
y aromas o aceites esenciales no volatiles (1).

En la dltima década se demostraron varias pro-
piedades farmacoldgicas del extracto de R. mangle,
que incluyen, prevencion de la mastitis bovina (2) y
eficacia en la curacion de las heridas (3, 4), asi como
propiedades antimicrobianas (5, 6), a su vez resulto
exitoso en el tratamiento de las infecciones uterinas
(7) y las ulceras gastroduodenales (8), recientemente
se demostraron sus propiedades antiinflamatorias (9)
y antioxidantes en modelos in vitro (10, 11).

En los dltimos afios se ha desarrollado un gran
namero de modelos experimentales para la evalua-
cion de la actividad antioxidante in vivo de una sus-
tancia, en los cuales se reproducen diferentes situa-
ciones fisiopatoldgicas generadoras de estados de
estrés oxidativo. Entre estos modelos se encuentra,
el de curacion de heridas abiertas asépticas en ratas
(12, 13), teniendo en cuenta que el proceso de cura-
cion de heridas se inicia por una fase inflamatoria, en
la que se generan grandes cantidades de especies
reactivas del oxigeno (ERO) (14). Este modelo se uti-
liz6 para demostrar el efecto acelerador sobre el pro-
ceso de reparacion de heridas del CIKRON-V (15),
un producto de uso veterinario desarrollado por el
CENSA a base del extracto de R. mangle (1).

Teniendo en cuenta que no se conocen las bases
farmacoldgicas que sustentan las propiedades cica-
trizantes del extracto de R. mangle y que su actividad
antioxidante in vivo aun no ha sido evaluada, pero
gue en estudios previos este extracto y su fraccion
polifendlica mayoritaria mostraron propiedades
antioxidantes in vitro, evidenciadas por el secuestro
de radicales hidroxilo y la actividad quelante de iones
de hierro (11) , asi como por el efecto inhibidor de la
peroxidacion lipidica y de la hemodlisis de los eritrocitos
expuestos a condiciones de estrés oxidativo (10). El
objetivo de este trabajo fue determinar la actividad
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antioxidante in vivo del extracto de R. mangle y su
fraccion polifendlica mayoritaria, asi como el efecto
gue ambos ejercen sobre indicadores del balance
redox durante el proceso de curacion de heridas.

MATERIALESY METODOS

Modelo experimental:

Se emple6 un modelo de curacién de heridas abier-
tas asépticas en ratas segun se describio previamen-
te (16). Se emplearon cuatro grupos experimentales
gue se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1. Grupos de Tratamiento./ Treatment groups

Grupos Tratamientos

I Sin tratamiento (control)

I Extracto acuoso de R. mangle 12,5
mg/mL de taninos

i Fraccion mayoritaria de R. mangle 10
mg/mL de taninos

v Solucion de &cido ascorbico 10 %

Se les realiz6 a los animales cuatro heridas en la
region dorso-escapular, dos a cada lado de la linea
dorsal, utilizando un biétomo de 8 mm de didmetro
(Acuderm, Lauderdale, FL, USA). Las heridas se
mantuvieron abiertas y fueron tratadas diariamente,
una vez al dia, con 0.5 mL de la sustancia correspon-
diente a cada grupo.

Los tratamientos por herida fueron distribuidos
aleatoriamente de forma tal que estuvieran presentes
en las cuatro posiciones posibles. Cada grupo estuvo
conformado por 9 ratas, lo cual se corresponde con
36 heridas para cada tratamiento. En cada grupo se
emplearon 6 animales (24 heridas) para el estudio de
los indicadores de la curacion de las heridas y 3 ani-
males (12 heridas) para la evaluacion de los indicadores
del balance redox, excepto el grupo del &cido ascorbico,
donde solo se realiz6 el dltimo estudio.

Determinacion de los indicadores de la curacion
de las heridas:

La curacion de las heridas se evalu6 mediante la
medicion del area de las heridas en (mm?), la cual se
realiz6 al séptimo dia de realizadas las mismas, utili-
zando el Sistema de Procesamiento Digital de Ima-
genes MADIP 3.0 Lab Lapdis del Hospital Carlos J.
Finlay. Las imagenes fueron obtenidas con una cé-
mara digital. Los datos de las areas fueron
automaticamente introducidos en una base de datos.
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Determinacién de los indicadores del balance
redox en las heridas:

Los indicadores del balance redox durante el pro-
ceso de curacion de las heridas evaluados fueron: la
actividad de las enzimas antioxidantes Superéxido
Dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT) (17), los niveles
de glutation reducido (GSH) (18) y la concentracion
de malonildialdehido (MDA) (19). Para la determina-
cion de los mismos se realizo la escision del tejido
cicatricial a los 0, 3, 7 y 14 dias después de realiza-
das las heridas usando el mismo biétomo, realizando
el ponche exactamente sobre el nuevo tejido cicatricial
formado. Estos ponches de piel, fueron conservados
a -80°C hasta que se realizaron las determinaciones
bioquimicas de los indicadores del balance redox, para
las cuales las muestras fueron procesadas como pre-
viamente se describio (12).

Andlisis estadistico:

El andlisis estadistico se inici6 con la deteccion y
eliminacién de outliers. Los resultados de la medicion
de las heridas se procesaron por el Procedimiento
del Modelo Lineal Generalizado del SAS, donde el
efecto a evaluar fue el tratamiento y el &rea inicial se
us6 como covariable con vistas a eliminar la posible
influencia del tamafio inicial en el resultado final. Las
variables dependientes fueron los valores de las areas
en los diferentes grupos de tratamiento.

La formula empleada en el andlisis fue la siguiente:
Y, .. =A . +tAF __+E

lan lan

Donde: Y es el tratamiento; A es el area de la heri-
da el dia cero (covariable); AF es el area de la herida
el dia 7; E es el error

Para el analisis del resto de los resultados se utili-
z0 el paquete estadistico STATGRAPHICS version 4.1
para WINDOWS. Los valores de los indicadores del
balance redox se procesaron por un analisis no
paramétrico utilizando la prueba de Mann-Whitney U.

En todos los casos se consider6 como nivel de
significacion estadistica (p<0,05).

RESULTADOSY DISCUSION

La Figura 1 muestra que las preparaciones de ex-
tracto y fraccion no mostraron diferencias significati-
vas entre si en los valores del area de las heridas y
resultaron mas eficaces en reducir la misma que el
grupo control (p< 0,05). Estos resultados corroboran
los obtenidos previamente para el extracto de R. man-
gle por otros autores (3, 4).
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FIGURA 1. Efecto del tratamiento con extracto acuoso de
Rhizophora mangle L y su fraccion polifendlica mayorita-
riadurante 7 diasen el dreadelas heridas. Letras diferen-
tesindican diferencias significativas (p<0,05) entre trata-
mientos./ Effect of treatment with Rhizophoramangle(L.)
aqueous extract and itsmajor polyphenolic fraction during
7 days in the wound area. Different letters indicate
significant differences (p<0,05) among treatments.

Las Figuras 2 A, B, C y D muestran respectiva-
mente el efecto del extracto de R. mangle y su frac-
cion polifendlica mayoritaria sobre la actividad de las
enzimas SOD y CAT, asi como sobre las concentra-
ciones del GSH y el MDA, evaluados en diferentes
momentos del proceso de curacion de las heridas.
Se aprecia a los 3y 7 dias de realizadas las heridas
en todos los grupos de tratamiento, una disminucion
significativa (p< 0,05) en la actividad de las enzimas
SOD y CAT y en las concentraciones de GSH y un
incremento significativo (p< 0,05) en la concentracion
de MDA en el tejido cicatricial, en comparacion con
los valores obtenidos para estos indicadores en la piel
normal (0O dias). Estos resultados se corresponden
con lo reportado por otros autores (12, 20). Esta dis-
minucién fue mucho més marcada a los tres dias
después de realizadas las heridas, momento que se
corresponde con la fase inflamatoria del proceso de
curacion de heridas, caracterizada por la infiltracién
de leucocitos PMN y macrofagos en el tejido lesiona-
do, los cuales a la vez que fagocitan los fragmentos
celulares y residuos de los tejidos dafiados, produ-
cen una gran cantidad de ERO (21), por tanto, las
fuentes enddgenas antioxidantes se consumen para
neutralizar las nuevas ERO generadas, y de esta for-
ma mantener el equilibrio redox celular. A su vez es-
tas ERO oxidan a los lipidos presentes en el tejido
nuevo formado, incrementando las concentraciones
de MDA. Se ha planteado que la produccion exacer-
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bada de ERO puede dafar el tejido naciente y entor- y su fraccibn muestran propiedades antioxidantes,
pecer el proceso de curacion de la herida (22). dado el hecho de incrementar la actividad de las
enzimas antioxidantes, encargadas de la conversion
de ERO en moléculas menos perjudiciales, aumentar
las concentraciones de GSH, principal reservorio de
grupos sulfidrilos y responsable de mantener el equi-
librio redox celular, y proteger a los lipidos del dafio
oxidativo en el tejido naciente. No obstante, se obser-

En los grupos tratados con el extracto, su fraccion
y el &cido ascorbico, se observd un incremento en las
concentraciones de antioxidantes enddégenos (p<
0,05) y una disminucion de la peroxidacion lipidica
(POL) (p< 0,05) en el tejido en reparacion, con res-
pecto al grupo control, lo cual sugiere que el extracto
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FIGURA 2. Efecto ddl extracto acuoso de Rhizophora mangle L y su fraccién polifendlica mayoritaria sobre la actividad
de las enzimas antioxidantes SOD (A), CAT (B), los niveles de glutation reducido (C) y la concentracion de MDA (D)
durante €l proceso de cicatrizacion de heridas asépticas en ratas. Los datos son expresados como lamedia+ EEM de 12
heridas por grupo. L etras diferentesindican diferencias significativas (p<0.05) entre diferentes dias paraun mismo trata-
miento o entre tratamientos dentro de un mismo dia./ Effect of Rhizophora mangle (L.) aqueous extract and its major
polyphenalic fraction on the activity of the antioxidant enzymes SOD (A), CAT (B), reduced gluthatione levels (C) and
MDA concentration (D) during the aseptic wound healing processin rats. Data are expressed as the mean £ ESM of 12
wounds per group. Different lettersindicate significant differences (p<0.05) among different days for the same treatment
or among treatmentsin a day.
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va una recuperacion gradual de estos indicadores de
manera total o parcial en el transcurso del tiempo en
todos los grupos, tal comportamiento ha sido reporta-
do previamente (12, 13).

Los efectos del extracto y su fraccidon encontrados
para las enzimas SOD y CAT pueden estar asociados
a un incremento de la expresion o a un aumento en la
actividad de estas enzimas, lo cual ha sido sugerido
por otros autores (23, 13).

A su vez las propiedades quelantes de iones de
hierro (11) y protectoras sobre el dafio oxidativo de
los lipidos (10) que mostraron ambas muestras en
estudios anteriores empleando modelos in vitro pue-
den explicar su eficacia en disminuir las concentra-
ciones de MDA in vivo.

Los elevados porcentajes que aporta la fraccion a la
actividad antioxidante del extracto indican que los com-
puestos polifendlicos contenidos en la misma, son los
principales responsables del incremento de las enzimas
antioxidantes SOD y CAT y de las concentraciones de
GSH, asi como de la inhibicion de la POL en el tejido
cicatricial. En este sentido existen numerosos reportes
en la literatura acerca de los efectos antioxidantes in
vivo, relacionados con los indicadores mencionados
anteriormente, por extractos de plantas que contienen
polifenoles o por compuestos polifendélicos puros. Asi,
un estudio revela que heridas cutaneas en ratas albinas
tratadas por via topica con el extracto acuoso de hojas
de la planta Seabuckthorn (Hippophae rhamnoides L.)
mostraron a los 7 dias de tratamiento un incremento
significativo con respecto al control, en la concentracion
de GSH y vitamina C, asi como en las actividades de las
enzimas SOD, CAT y Glutation Peroxidasa (GPx), mien-
tras las concentraciones de MDA estaban disminuidas;
a su vez también encontraron gque este extracto aumen-
to significativamente el proceso de curacion, evidencia-
do por el aumento de hidroxiprolina, hexosaminay pro-
teinas y la reduccion del area de la herida. Los investi-
gadores sugieren gque el efecto del extracto de promo-
ver la curacion puede deberse a un incremento en los
niveles de antioxidantes en el tejido de granulacion (23).
Efectos similares en cuanto a la actividad cicatrizante, el
incremento del nivel de antioxidantes, representados por
el GSH, la vitamina C y la actividad de la enzima CAT y
la disminucién de la oxidacion de los lipidos fueron obte-
nidos por el empleo de la flavona de la planta
Seabuckthorn (Hippophae rhamnoides L.) en el trata-
miento de heridas cutaneas provocadas en ratas (24).
En otro estudio se informa que el tratamiento topico de
un extracto de polifenoles del té verde en la piel de
ratones expuestos a radiacion ultravioleta resulté en
una significativa prevencion de la disminucién de las
enzimas antioxidantes: GPx y CAT y de los niveles de
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GSH, igualmente inhibio la POL y la oxidacion de pro-
teinas (25).

Resultados similares a los obtenidos en el presen-
te estudio con el empleo del extracto de R. mangle y
su fraccidn, se han encontrado utilizando otros com-
puestos con efecto antioxidante en modelos de cura-
cién de heridas, asi la suplementacion de ratas dia-
béticas con dos preparaciones de vitamina E aumen-
t6 la reparacion de las heridas y la actividad de las
enzimas antioxidantes SOD y GPx en el tejido
cicatricial; a su vez ambos redujeron significativamente
la POL en el area de las heridas comparado con el
grupo control (15). En otro trabajo se informa que la
aplicacion de Asiaticoside en heridas cutaneas de ra-
tas, un compuesto derivado de la planta Centella
asiatica, el cual previamente mostré actividad cicatri-
zante, incrementd el nivel de los antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos, correspondientes a
SOD, CAT, GPx, vitamina E y acido ascorbico, a su
vez disminuyd las concentraciones de los peroxidos
lipidicos, a los 7 dias de tratamiento (13).

CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo demostraron
las propiedades antioxidantes in vivo del extracto
acuoso de Rhizophora mangle (L.) y que su fraccién
polifendlica mayoritaria constituyé el principal deter-
minante de dichos efectos; a la vez que el tratamiento
de heridas cutaneas con estas preparaciones modifi-
c6 el balance redox durante el proceso de reparacion
y que esta actividad antioxidante del extracto de R.
mangle y su fraccion en el tejido cicatricial pueden
explicar, al menos en parte, el efecto acelerador de la
curacion de heridas mostrado por esta planta en es-
tudios previos.

REFERENCIAS

1. Sanchez LM, Melchor G, Alvarez S, Bulnes C.
Caracterizacion quimica y toxicolégica de una
formulacion cicatrizante de Rhizophora mangle L.
Rev Salud Anim. 1998;20(2):69-72.

2. Armenteros M. Evaluacion de un desinfectante
mamario post-ordefio de origen natural [Tesis
doctoral]. La Habana: Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria, Universidad Agraria de La Habang;
1998.

3. BulnesC, Fernandez O, Navarro D, Marrero E, Rueda
D, Figueroa O, et al. Healing effect of ared mangrove
extract in open aseptic wounds in rat. Rev Salud
Anim. 2001;23(2):102-8.



4. Fernandez O, Capdevila JZ, Dalla G, Melchor G.
Efficacy of Rhizophora mangle agueousbark extract
in the healing of open surgical wounds. Fitoterapia.
2002;73:564-8.

5. Melchor G, Armenteros M, Fernandez O, Linares E,
Fragas|. Antibacterial activity of Rhizophoramangle
bark. Fitoterapia. 2001;72:689-91.

6. Montesde OcaN, Riverén 'Y, Gonzdlez R. Evaluation
of antimicrobial activity of different extracts of
Rhizophora mangle L using five methods. Rev Salud
Anim. 2001;23:1-11.

7. Aguero F. Evaluacion de un producto natural, a base
de Rhizophora mangle L. en la terapia de la
endometritis bovina [Tesis doctoral]. La Habana:
Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria,
Universidad Agraria de La Habana; 2004.

8. Sanchez LM, Rueda D, Gomez BC. Gastric antiulcer
effect of Rhizophora mangle L. J Ethnopharmacol.
2001;77:1-3.

9. Marrero E, Sanchez J, de Armas E, Escobar A,
Melchor G, Abad MJ, et a. COX-2 and sPLA,
inhibitory activity of agueous extract polyphenols of
Rhizophora mangle (red mangrove). Fitoterapia.
2006;77:313- 5.

10.Sanchez J, Melchor G, Martinez G, Sanchez LM,
FaureR, Vinardel P. Protective effect of Rhizophora
mangle bark on lipid peroxidation and erythrocyte
hemolysis. Pharmacognosy Magazine.
2005;1(3):101-4.

11.Sanchez J, Melchor G, Martinez G, Escobar A, Faure
R. Antioxidant activity of Rhizophora mangle bark.
Fitoterapia. 2006;77:141-3.

12.Gupta A, Singh LR, Raghubir R. Antioxidant status
during cutaneous wound healing in
immunocompromised rats. Molecular and Cellular
Biochemistry. 2002;241:1-7.

13.Shukla A, Rasik AM, Dhawan BN. Asiaticoside
induced elevation of antioxidant levels in healing
wounds. Phytother Res. 1999;13(1):50-4.

14.Torres R. Curacién y cuidado de las heridas. Tratado
decirugia. NuevaEdt. Interam. S.A. de C.V. Mexico.
1986;1:1-17.

15.Musalmah M, Nizrana MY, Fairuz AH, Noor-Aini
AH, Azian AL, Gapor MT, et a. Comparative effects
of palm vitamin E and a-tocopherol on healing and
wound tissue antioxidant enzyme levels in diabetic
rats. Lipids. 2005;40:575-80.

175

16.Melchor G. Efectos cicatrizante y antiséptico del
extractoy de unaformafarmacéuticaobtenidaapartir
de RhizophoramangleL [Tesisdoctoral]. LaHabana:
Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria,
Universidad Agraria de La Habana; 1999.

17.Boehringer M. Biochemica information. A revised
biochemical reference sources. Enzymes for routine.
First Edition. Boehringer Mannheim: Germany;
1987:80-81.

18.Sedlak J, Lindsay RH. Estimation of total protein-
bound and nonprotein sulfhydryl groups in tissue
with Ellman’s reagent. Ana Biochem. 1968;25:192-
205.

19.Esterbaver H, Cheeseman KH. Determination of
aldehydic lipid peroxidation products:
malonaldehyde and 4-hydroxynonenal. Meth
Enzymol. 1990;186:407-21.

20.Shukla A, Rasik AM, Patnaik GK. Depletion of
reduced glutathione, ascorbic acid, vitamin E and
antioxidant defence enzymes in a healing cutaneous
wound. Free Radic Res. 1997;26:93-101.

21.Sen CK, Khanna S, Gordillo G, Bagchi D, Bagchi
M, et al. Oxygen, Oxidants, and Antioxidants in
Wound Hedling: an emerging paradigm. Annals of
the New Y ork Academy of Sciences. 2002;957:239-
49,

22.Sen CK. The general casefor redox control of wound
repair. Wound Repair and Regeneration.
2003;11(6):431-38.

23.Gupta A, Kumar R, Pal K, Banerjee PK, Sawhney
RC. A Preclinical Study of the Effects of
Seabuckthorn (Hippophae rhamnoides L.) Leaf
Extract on Cutaneous Wound Healingin Albino Rats.
Lower Extremity Wounds. 2005;4(2):88-92.

24.Gupta A, Kumar R, Pal K, Singh V, Banerjee PK,
Sawhney RC. Influence of seabuckthorn (Hippophae
rhamnoides L.) flavone on dermal wound healing in
rats. Molecular and Cellular Biochemistry.
2006;290(1-2):193-98.

25.Vaydil PK, Elmets CA, Katiyar SK. Treatment of
green tea polyphenols in hydrophilic cream prevents
UVB-induced oxidation of lipids and proteins,
depletion of antioxidant enzymes and
phosphorylation of MAPK proteins in SKH-1
hairless mouse skin.  Carcinogenesis.
2003;24(5):927-36.

(Recibido 5-2-2009; Aceptado 9-7-2009)

Rev. Salud Anim. Vol. 31 No. 3 (2009)



