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RESUMO 

 

 Lafoensia pacari (Lythraceae) é uma planta do Cerrado Brasileiro conhecida 
como pacari. Estudos mostraram as atividades anti-inflamatória, antioxidante e 
antinociceptiva. Este trabalho objetivou isolar e identificar constituintes químicos e 
avaliar as atividades biológicas anti-inflamatória, antiulcerogênica, antissecretora, 
angiogênica e cicatrizante do extrato das folhas e do composto isolado de L. pacari. 
Iniciou-se pela caracterização da droga vegetal e obtenção do extrato bruto de 
pacari (EBP) em acetona 50% v/v. O extrato foi caracterizado e liofilizado para 
utilização nos testes de atividades biológicas. Seguiu-se para o fracionamento do 
EBP com acetato de etila e metanol. Foi realizada cromatografia em coluna de 
Diaion® HP-20 da fração solúvel em metanol e foi monitorado o perfil em 
cromatografia em camada delgada. Após as frações serem reunidas, avaliou-se o 
perfil cromatográfico por Cromatografia em Fase Líquida de Alta Eficiência (CLAE) e 
o composto isolado foi analisado por Ressonância Magnética Nuclear (RMN), sendo 
obtidos os espectros unidimensional e bidimensional. Validou-se um método em 
CLAE para quantificação de punicalagina de acordo com os parâmetros da Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária. As atividades biológicas avaliadas para EBP 
liofilizado e punicalagina seguiram os modelos experimentais: atividade anti-
inflamatória por edema de orelha induzido por óleo de cróton (EBP 5 mg/orelha), 
atividade antiulcerogênica por lesões gástricas induzidas por indometacina (EBP 150 
mg/kg e punicalagina 120 mg/kg), avaliação de atividade antissecretora ácida 
gástrica em modelo de ligadura pilórica (EBP 75, 150, 300 mg/kg e punicalagina 120 
mg/kg), atividade angiogênica no modelo da membrana corioalantoide (MCA) (EBP 
a 10%) e  atividade cicatrizante pelo modelo das feridas cutâneas em ratos (EBP a 
10%). Durante a caracterização da droga vegetal e do EBP, pode-se constatar a 
presença de taninos. O rendimento do EBP liofilizado foi de 37,6%. Na análise por 
CLAE verificou-se a presença de 2 picos majoritários no EBP, que indicou  serem de 
um mesmo composto após a análise de seu espectro de absorção em UV.  Após a 
cromatografia em coluna e monitoramento do perfil cromatográfico, as frações 
obtidas foram reunidas em 12 novas frações (PAC) e observou-se que PAC 2 a 7 
apresentaram o mesmo perfil cromatografico, sendo o rendimento total de 67,23%. A 
PAC 6 foi  analisada por RMN uni e bidimensionais, o que possibilitou a elucidação 
estrutural de punicalagina, um tanino hidrolisável da classe dos elagitaninos. O 
método validado para punicalagina provou ser seletivo, linear, preciso, exato e 
robusto. O teor de punicalagina quantificado em EBP foi de 65%. O EBP (5 
mg/orelha) apresentou atividade anti-inflamatória por redução do edema de orelha 
em (41,44%, p < 0,001).O EBP na dose de 150 mg/kg e punicalagina na dose de 
120 mg/kg reduziram o índice de lesão gástrica após administração da indometacina 
em 29,82 (p ≤ 0,05) e 52,03% (p ≤ 0,001) respectivamente. Na avaliação dos 
parâmetros de secreção ácida, o  EBP e a punicalagina foram capazes de reduzirem 
significativamente o  volume (9,64%, p ≤ 0,05; 11,24%, p ≤ 0,05; 15,66%, p ≤ 0,001) 
para EBP nas respectivas doses de 75, 150, 300 mg/kg e punicalagina em 9,69%, p 
≤ 0,05 (para a dose de 120 mg/kg), a acidez livre (76,89%, p ≤ 0,01; 58,97%, p ≤ 
0,01; 49,66%, p ≤ 0,001) para EBP nas respectivas doses de 75, 150, 300 mg/kg e 
punicalagina em 22,47%, p ≤ 0,05 (para a dose de 120 mg/kg) e a acidez total 
(65,30%, p ≤ 0,001; 71,46%, p ≤ 0,001; 69,40, p ≤ 0,001) para EBP nas respectivas 
doses de 75, 150, 300 mg/kg e punicalagina em 41,98%, p ≤ 0,01 (para dose de 120 
mg/kg) da secreção ácida de camundongos após 4 horas de ligadura pilórica. O EBP 



 

a 10% apresentou propriedade angiogênica no modelo da MCA, diminuiu o tempo 
de cicatrização das feridas em ratos e aumentou significativamente dois parâmetros 
envolvidos na cicatrização, o número de vasos e a produção de colágeno. Esse é o 
primeiro estudo com as folhas do L. pacari demonstrando a presença de 
punicalagina e as atividades anti-inflamatória, antiulcerogênica, antissecretória, 
angiogênica e de diminuição do tempo de cicatrização do EPB e punicalagina. 

 
Palavras chave: Planta medicinal, pacari, elagitaninos, anti-inflamatória, 
antiúlcerogênica, antissecretora. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Lafoensia pacari (Lythraceae) is a  native plant of the Brazilian cerrado know as 
pacari. Studies showed anti-inflammatory, anti-oxidant e antinociceptive activities. 
This work aimed to isolate and identify chemical compounds and  biological activities 
as anti-inflammatory, antiulcer, antissecretory, angiogenic and healing of the extract 
of the leaves and of an isolated from L. pacari. Initially  we prepared and 
characterized the plant drug and was obtained the crude extract of pacari (EBP) in 
acetone 50% v/v. The extract was characterized and lyophilized for user in testing of 
biological activities. Then we did the fractionation of EBP with ethyl acetate and 
methanol. Chromatography of the fraction soluble in methanol was performed on a 
column of Diaion ® HP-20 and was monitored the chromatographic profile by thin 
layer chromatography. After collecting the fractions, we evaluated the 
chromatographic profile by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and 
the isolated compound was analyzed by nuclear magnetic resonance (NMR), 
obtaining one-dimensional and two-dimensional spectra. It was validated a HPLC 
method for quantification of punicalagin according to parameters of the National 
Agency for Sanitary Vigilance. The biological activities evaluated for EBP lyophilized 
and punicalagin followed the experimental models: anti-inflammatory activity in the 
croton oil-induced ear edema assay (EBP 5 mg / ear), antiulcer activity of gastric 
lesions induced by indomethacin (EBP 150 mg / kg and punicalagin 120 mg / kg), 
evaluation of antisecretory activity gastric acid in pylorus-ligation model (EBP 75, 
150, 300 mg / kg and punicalagin 120 mg / kg), angiogenic  activity in the 
chorioallantoic membrane model (CAM) (EBP 10 %) and the wound healing activity 
of cutaneous wound model in rats (EBP 10%). During the characterization of plant 
drug and EBP, we could confirm the presence of tannins. The yield of lyophilized 
EBP was 37.6%. In the HPLC analysis verified the presence of two peaks in the 
majority EBP, indicated that they are the same compound after the analysis of its UV 
absorption spectrum. After column chromatography and monitoring of the 
chromatographic profile, the fractions obtained were collected in 12  fractions (PAC) 
and observed that the PAC 2-7 showed the same chromatographic profile, and the 
total yield of 67.23%. The PAC 6 was analyzed for its one and two-dimensional NMR 
experiments, which allowed the structural elucidation of punicalagin, a hydrolysable 
tannin of the ellagitannins class. The validated method  for punicalagin proved to be 
selective, linear, precise, accurate and robust. The content of punicalagin quantified 
in EBP was 65%. The EBP (5 mg / ear) showed anti-inflammatory activity by 
reducing edema of ear (41.44%, p < 0.001). The EBP at a dose of 150 mg / kg and 
punicalagin at a dose of 120 mg / kg reduced the rate of gastric damage following 
indomethacin administration of 29,82 (p ≤ 0.05) and 52.03% (p ≤ 0.001), respectively. 
In the evaluation of the parameters of acid secretion, the EBP and punicalagin were 
able to significantly reduce the volume (9.64%, p ≤ 0.05; 11.24 %, p ≤ 0.05, 15.66%, 
p ≤ 0.001) for EBP in the respective doses of 75, 150, 300 mg / kg and in punicalagin 
9.69%, p ≤ 0.05 (to 120 mg / kg) a free acidity (76.89%, p ≤ 0.01, 58.97%, p ≤ 0.01, 
49.66%, p ≤ 0.001) for EBP in the repective doses of 75, 150, 300 mg/kg and 
punicalagina at 22.47%, p ≤ 0.05 (for the 120 mg / kg) and total acidity (65.30%, p ≤ 
0.001, 71.46%, p ≤ 0.001; 69.40, p ≤ 0.001) to EBP in the respective doses of 75, 
150, 300 mg/kg and in punicalagin 41.98%, p ≤ 0.01 (to 120 mg / kg) acid secretion 
in mice 4 hours after pyloric ligation. The EBP 10% showed angiogenic property in 
the MCA model, decreased time to healing of wounds in rats and significantly 



 

increased two parameters involved in wound healing, the number of vessels and 
collagen production. This is the first study of the leaves of L. pacari demonstrating 
the presence of punicalagin and anti-inflammatory, antiulcer, antissecretory, 
angiogenesis activities and decreased healing time of EPB and punicalagin. 

 

Keywords: Medicinal plant, pacari, ellagitannins, anti-inflammatory, antiulcer, 

antisecretory. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O segundo maior bioma do Brasil é o Cerrado , com área correspondente a 

aproximadamente 25% do território nacional. É detentor de 33% e 5% da 

biodiversidade nacional e mundial, respectivamente (SANTOS et al., 2010; BRASIL, 

2013), sendo que 44% da sua flora é endêmica (KLINK; MACHADO, 2005). Apesar 

da elevada riqueza de espécies de flora e fauna, o Cerrado brasileiro é um dos 

biomas mais ameaçados do mundo, como consequência da expansão da 

agricultura, pecuária e o extrativismo. Dados publicados em 2011 mostraram que o 

Cerrado teve sua área de vegetação original reduzida, restando apenas 50,84% da 

área original que era de 2.039.386 km² (BRASIL, 2011). O Cerrado está sendo 

considerado um hotspot mundial, ou seja, área prioritária para conservação pelo alto 

grau de ameaça de extinção (KLINK; MACHADO, 2005; FOGLIO et al., 2007; 

SANTOS et al., 2010; BRASIL, 2013). 

 Foram catalogadas mais de 600 espécies vegetais do Cerrado de Mato 

Grosso para uso medicinal. Caso esse levantamento se realize em todo bioma, a 

quantidade de plantas utilizadas para fins medicinais será bem superior (GUARIM 

NETO; MORAIS, 2003). 

Dentre as famílias mais representativas da flora do Cerrado que 

correspondem a 51% do total estão as Fabaceae (Leguminosae), Asteraceae 

(Compositae), Orchidaceae, Poaceae (Gramineae), Rubiaceae, Melastomataceae, 

Myrtaceae, Euphorbiaceae, Malpighiaceae e Lythraceae (RIBEIRO; DIAS, 2007). 

Lythraceae compreende 22 gêneros distribuidos genericamente por todo o mundo 

(JOLY, 2002), por sua vez, no Brasil ocorrem 6 espécies do gênero Lafoensia: 

Lafoensia pacari A. St.-Hil., Lafoensia densiflora Pohl, Lafoensia glyptocarpa 

Koehne, Lafoensia replicata Pohl, Lafoensia vandelliana Cham. & Schltdl, Lafoensia 

nummularifolia A. St.-Hil. (MEIRA, 2000; SANO; ALMEIDA; RIBEIRO, 2008). 

 Lafoensia pacari  A. St.-Hil.  possui grande tradição de uso popular no Brasil 

por suas propriedades medicinais. É conhecida popularmente em Goiás como 

pacari, mangava-brava, dedal ou dedaleiro (LORENZI, 1992) (Figura 1). A etimologia 

do seu nome advém de Lafoensia, dedicado a Dom Juan de Lafõens (1719-1806), 

da casa de Bragança, membro da Academia de Lisboa e pacari, nome de origem 

tupi usado que significa "árvore de madeira preciosa" (CARVALHO, 2003). 
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Figura 1 - Aspecto geral de Lafoensia pacari no município de Caldazinha/GO. 

 
Fonte: Próprio autor.  
 

Está entre as espécies mais frequentes no Cerrado e de ampla distribuição, 

ocorrendo em mais de 50% das áreas (RIBEIRO; DIAS, 2007). Ocorre na Bolívia, 

Paraguai e Brasil nos estados do AP, BA, ES, GO, MA, MT, MS, MG, PA, PR, RJ, 

RS, SC, SP, TO e no DF. É uma árvore semicaducifólia, encontrada nas regiões de 

Cerrado, cerradão, mata ciliar, mata seca e florestas de altitude. Sua altura pode 

variar de 5 a 25 m, sendo que no Cerrado é uma árvore de 1 a 10 m de altura 

(LORENZI, 1992; CARVALHO, 2003). 

Em relação à fenologia, L. pacari apresenta a floração com início no final da 

época de chuvas, no mês de abril até agosto, a frutificação ocorre entre junho a 

setembro, sendo a dispersão dos frutos mais intensa em setembro, a queda das 

folhas de julho a setembro e o novo brotamento das folhas ocorre de setembro a 

dezembro. As três primeiras fases são sazonais e coincidentes com a época de seca 

e o brotamento com o início das chuvas (SANTOS; COELHO; PIRANI, 2009). 

Conforme classificação das categorias de espécies extintas ou ameaçadas, L. 

pacari encontra-se como espécie vulnerável, que corre risco alto de extinção em 

médio prazo. Isto advém das alterações ambientais e intenso extrativismo (FACHIM; 

GUARIM, 1995). A retirada incorreta das cascas do caule de pacari para uso 

medicinal causa o anelamento do caule, o que pode levar a morte da planta 

(TONELLO, 1997 apud SANTOS, 2006).  

Levantamentos etnobotânicos indicaram o uso medicinal das folhas e cascas 

do caule de L. pacari em Goiás como cicatrizante (VILA VERDE; PAULA; 
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CARNEIRO, 2003) e como antidiarreico (COELHO et al., 2005). No Mato Grosso é a 

segunda erva mais procuradas no comércio local, sendo as suas folhas e cascas do 

caule utilizadas para úlcera, gastrite, câncer, emagrecimento, cicatrização, 

inflamação e problemas do fígado (CABRAL; PASA, 2009). O uso das cascas do 

caule de pacari foi o mais citado simultaneamente como anti-inflamatório e anti-

ulcerogênico  (JESUS et al., 2009). 

 Os estudos científicos publicados nos últimos anos mostraram que as cascas 

do caule e as folhas do pacari apresentam diversas atividades biológicas. Rogério et 

al. (2003) demonstraram o  potencial do extrato etanólico da casca do caule de  L. 

pacari para uso em inflamações eosinofílicas, ao reduzir o nível de interleucina 5, 

como as provocadas por parasitas, como Toxocara canis. Também verificou-se que 

o tratamento com o extrato etanólico de L. pacari reduziu o recrutamento de 

eosinófilos e a produção de citocinas (IL-4, IL-5, IL-13), podendo ser uma alternativa 

terapêutica em processos alérgicos e para a asma (ROGÉRIO et al., 2008). 

Nascimento et al. (2011) mostraram que a casca do caule possui um efeito 

antinociceptivo independentemente da ação anti-inflamatória, envolvendo 

mecanismos capazes de reduzir a dor neurogênica. Há evidências que o extrato da 

casca do pacari possui efeito antidepressivo (GALDINO et al., 2009). Tamashiro 

Filho et al. (2012) demonstraram a atividade antiulcerogênica do extrato metanólico 

das cascas de pacari. Foi detectado gastroproteção nos modelos de indução de 

úlceras agudo e crônico. Essa atividade foi dependente da atividade antioxidante, 

antissecretória e pela inibição de citocinas pró-inflamatórias, mas foi independente 

da motilidade gastrointestinal e da secreção de muco. 

 Muller et al. (2007) detectaram que o extrato metanólico das folhas de L. 

pacari foi ativo contra o herpes vírus tipo 1. O mesmo extrato das folhas de L. pacari 

foi considerado muito ativo contra Staphylococcus aureus, Bacilus cereus e 

Pseudomonas aeruginosa (ALVES et al., 2000). O extrato etanólico das folhas do 

pacari mostrou atividade antinociceptiva no método das contorções abdominais 

induzidas por ácido acético e no modelo de dor induzida por formalina, tanto na fase 

neurogênica quanto na fase inflamatória e atividade antiinflamatória devido a 

redução do edema de orelha induzido por óleo de cróton. O extrato não afetou a 

coordenação motora, hipnose ou sedação (GUIMARÃES et al., 2010). Em 

avaliações de toxicidade verificou-se que o extrato metanólico das folhas de L. 

pacari foi atóxico para Artemia salina (ALVES et al., 2000)  e constatou-se ausência 
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de genotoxicidade do extrato etanólico das folhas de pacari pelo teste de detecção 

de mutação e recombinação somática em Drosophila melanogaster (PORTO et al., 

2008). 

A prospecção fitoquímica do extrato da casca do caule de L. pacari indicou a 

presença de taninos, esteroides e saponinas (SOLON et al., 2000; VIOLANTE et al., 

2009). Solon et al. (2000) isolaram  e identificaram o ácido elágico das frações 

etérea e acetato de etila das cascas do caule, sendo o ácido elágico considerado o 

principal inibidor da formação de radicais livres e da xantina oxidase. O extrato das 

folhas apresentou flavonoides como campferol-3-O-glicosídeo, 3-O-glicosil-

glicosídeos do campferol e da quercetina, e 3-O-glicosídeos da quercetina 

(galactosídeo, glicosídeo e glicosil-xilosídeo) (SANTOS; SALATINO; SALATINO, 

2000). 

Sampaio et al. (2011) verificaram o efeito positivo da temperatura e dos 

micronutrientes na produção de compostos fenólicos (taninos, flavonoides e ácido 

elágico) nas folhas de pacari. Os composto fenólicos se concentraram nos meses de 

temperatura mais baixa, sendo que os taninos hidrolisáveis foram os compostos com 

maior concentração (32 a 54%). Segundo Okuda et al. (2009), Lythraceae é 

conhecida pela presença de taninos hidrolisáveis da classe dos elagitaninos; esses 

taninos foram identificados em diversos gêneros, dentre eles Cuphea, 

Lagerstroemia, Woodfordia e Lythrum (OKUDA; YOSHIDA; HATANO, 2000). 

Os taninos são compostos fenólicos de alta massa molecular (500 a 3.000 

Daltons), solúveis em água e que possuem a propriedade de formarem complexos 

insolúveis com alcaloides e proteínas (SANTOS; MELLO, 2007). Nas plantas os 

taninos possuem uma função importante na defesa contra herbívoros e micro-

organismos (MONTEIRO et al., 2005). Os taninos são responsáveis por algumas 

atividades farmacológicas como antisséptico, antidiarréico, antimicrobiano, antídoto 

contra intoxicações, cicatrizante, anti-inflamatório, antioxidante, antiviral e 

antitumoral. As principais propriedades responsáveis pelas atividades 

farmacológicas foram a redução de íons metálicos, ligação e precipitação de 

proteína e ação antioxidante (OKUDA, 2005). 

Os taninos distinguem-se quimicamente em dois grupos: os taninos 

condensados e os taninos hidrolisáveis (SANTOS; MELLO, 2007). Os taninos 

condensados são abundantes no reino vegetal e são designados como 

proantocianidinas, porque este tipo de polifenol sofre degradação oxidativa para 
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formar, mediante aquecimento em meio ácido, pigmentos antocianidinas 

(avermelhadas). As proantocianidinas são formadas por ligações entre compostos 

de flavan-3-óis (YOSHIDA; HATANO; ITO, 2005).  

Os taninos hidrolisáveis são encontrados em ampla variedade de plantas 

dicotiledôneas, ocorrendo nos caules, cascas do caule, folhas e frutos. Apresentam 

como estrutura básica um núcleo central de açúcar, β-penta-O-galoil-ᴅ-

glicopiranose, esterificado com ácido gálico. É constituído por duas classes, os 

galotaninos e os elagitaninos. A classificação dos taninos hidrolisáveis difere por 

autores, Haslam (1982) divide em 3 grupos (grupo A, B e C) e Okuda, Yoshida e 

Hatano (2000) em 4 tipos (tipo I, II, III e IV) (POUYSÉGU et al., 2011). A figura 2 

mostra a formação das classes dos taninos hidrolisáveis. 

A estrutura central dos galotaninos está ligada a outras unidades de ácido 

gálico por ligações meta-depsídicas. A presença de acoplamento oxidativo C-C do 

grupo éster do galoil na posição 2,3 e/ou 4,6 de um núcleo ᴅ-glucopiranose (4C1) foi 

utilizado para definir os elagitaninos. A unidade hexaidroxidifenoil (HHDP) é a 

característica estrutural que determina os taninos hidrolisáveis da classe dos 

elagitaninos. A hidrólise de unidades HHDP de elagitaninos dá origem à sua 

transformação na bislactona do ácido elágico. Há os elagitaninos que contêm 

unidades de HHDP ligadas a 1,6, 2,4  e/ou 3,6 na posições do anel D-glucopiranose 

(4C1) com substituinte na posição axial. A oxidação do grupo HHDP dá origem à 

formação da unidade deidroexaidroxidifenoil (DHHDP).  
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Figura 2 - Biossíntese dos diferentes tipos de taninos hidrolisáveis e sua  
classificação em galotanino e elagitanino. 

 
Fonte: Adaptado de POUYSÉGU et al., 2011. 
 

Os elagitaninos possuem uma diversidade estrutural que favorece o estudo 

das atividades biológicas e farmacológicas (OKUDA et al., 2009).  Aproximadamente 

40% dos elagitaninos oligômeros caracterizados até o momento foram isolados das 

espécies de Onagraceae, Lythraceae, Myrtaceae, Trapaceae e Melastomataceae, 

indicando essas famílias como uma fonte natural (YOSHIDA; AMAKURA; 

YOSHIMURA, 2010). 
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Dentre os diversos elagitaninos já isolados e com atividades biológicas 

promissoras encontra-se a punicalagina, que foi identificada primeiramente em 

pericarpos de Punica granatum L. Lythraceae (Punicaceae) e posteriormente de 

espécies de Terminalia (Combrethaceae) (YOSHIDA; AMAKURA; YOSHIMURA, 

2010). Yang et al. (2012) verificaram que ratos tratados com punicalagina e 

submetidos a dose letal de enterovírus 71 tiveram diminuição da mortalidade e alívio 

dos sintomas clínicos, devido a capacidade de inibição da replicação viral. Dell'Agli 

et al. (2010) relataram que o extrato de P. granatum e punicalagina possuiram 

atividade antimalárica, por inibição de enzimas do ciclo do Plasmodium falciparum.  

A punicalagina apresentou efeito quimiopreventivo em células induzidas por proteína 

RAS ativada (vírus do sarcoma de rato que está envolvida no desenvolvimento 

de câncer em humanos), pois suprimiu a proliferação celular por uma possível 

interrupção do ciclo celular e diminuiu a concentração de superóxido de hidrogênio 

intracelular (CHEN; LI, 2006). Segundo Nigris et al. (2007) os antioxidantes 

presentes no suco da romã, dentre eles a punicalagina, reduziu a ativação de 

enzimas pró-aterogênica, diminuiu a progressão da aterosclerose e melhorou a 

função vascular de ratos. A punicalagina demonstrou proteção contra a 

aterosclerose devido à redução da biossíntese de  triglicerídeos em macrófagos, 

efeito atribuído à inibição em 54% da DGAT1 (enzima que regula a produção de 

gordura) (ROSENBLAT; AVIRAM, 2011). 

Os efeitos da punicalagina em estudos de farmacologia com base na sua 

capacidade antioxidante foram demonstrados in vitro e in vivo. Kulkarni  et al. (2007) 

sugerem que o mecanismo de ação antioxidante da punicalagina é por eliminação 

de espécies reativas de oxigênio, bem como, a sua ligação com íons metálicos. O 

extrato das folhas de Terminalia catappa L., que possui como maior componente a 

punicalagina suprimiu a genotoxicidade induzida por bleomicina em células de ovário 

de hamster chinês e a proliferação de espécies reativas de oxigênio (CHEN et al., 

2000). Um estudo avaliou ratos que receberam dieta enriquecida com 20% do 

extrato das cascas de romã (6% de punicalagina= 4,8 g/kg/dia) por via oral em 

quantidades crescentes a cada semana (0,39; 0,54; 1,12; 1,3 e 1,18 g/dia), com 

duração final de 37 dias (5 semanas). Verificou-se ausência de alterações nos 

parâmetros bioquímicos, hematológicos e histológicos, exceto a redução de ureia e 

de triglicerídeos (devido à diminuição do valor nutritivo da dieta e da palatabilidade) 

mostrando a ausência de toxicidade (CERDÁ et al., 2003). A punicalagina isolada da 
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romã inibiu o dano oxidativo e apresentou elevada atividade antiproliferativa em 

linhagem de células cancerígenas de mama, pulmão e colo de útero (AQIL et al., 

2012).  

Como relatado acima, L. pacari  e os taninos são responsáveis por diversas 

atividades biológicas e na literatura são encontrados trabalhos que descrevem a 

presença de ácido elágico em L. pacari, não havendo estudos com os elagitaninos. 

Aliado a isso, em Sampaio (2010) relata em sua Dissertação (trabalho desenvolvido 

em nosso laboratório - LPPN/FF/UFG) que a concentração de taninos encontrada 

nas folhas de L. pacari é mais alta que a encontrada nas cascas do caule. Visando  

o uso sustentável dessa espécie, prefere-se a utilização das folhas, pois a retirada 

incorreta das cascas do caule pode levar ao anelamento do caule ocasionando a 

morte da planta. Assim, justifica-se o presente trabalho, o qual pretende caracterizar 

os taninos presentes nas folhas de L. pacari, bem como suas atividades biológicas, 

sendo uma nova proposta de trabalho em relação ao já descrito na literatura.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

  

 Isolar e identificar os principais taninos nas folhas de Lafoensia pacari e 

avaliar as atividades biológicas do extrato acetônico e do composto isolado das 

folhas de Lafoensia pacari. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

� Caracterizar a droga vegetal (folha) em pó: reações histoquímicas, 

determinação do índice de espuma e pesquisa de taninos por precipitação da 

gelatina; 

� Obter o extrato em banho de ultrassom e caracterizar o extrato bruto do 

pacari (EBP): determinar o teor de sólidos, pH e densidade relativa e de 

massa e perfil cromatográfico (CCD e CLAE); 

� Realizar estudos fitoquímicos do EBP direcionados para taninos: fracionar, 

isolar e identificar o constituinte químico por meio de Ressonância Magnética 

Nuclear de hidrogênio (RMN 1H) e de carbono (RMN 13C); 

� Validar uma metodologia analítica por CLAE para quantificação da substância 

isolada; 

� Avaliar a atividade anti-inflamatória do extrato liofilizado de pacari pelo teste 

do edema de orelha induzido por óleo de cróton; 

� Avaliar a atividade antiulcerogênica do extrato extrato liofilizado de pacari e do 

composto isolado pelo teste de lesão gástrica induzida por indometacina; 

� Avaliar a atividade antissecretora do extrato liofilizado de pacari ácida gástrica 

do extrato e do composto isolado em modelo de ligadura pilórica. 

� Avaliar a atividade angiogênica do extrato liofilizado de pacari através do 

modelo da membrana corioalantoidea (MCA). 

� Avaliar a atividade cicatrizante do extrato extrato liofilizado de pacari pelo 

modelo das feridas cutâneas em ratos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material vegetal 

 

As folhas de pacari foram coletadas no município de Caldazinha/GO (16º 39' 

54,5'' Sul, 49º 00' 03,9'' Oeste, 1100 m de altitude) no mês de dezembro/2011. O 

material vegetal foi identificado pelo Prof. Dr. José Realino de Paula da Universidade 

Federal de Goiás e uma exsicata foi depositada no herbário desta instituição sob 

registro UFG/47581. 

 As folhas foram secas em estufa de circulação forçada de ar a 30 ºC, 

trituradas em moinho de facas e armazenadas em freezer.  

 

3.2 Caracterização da droga vegetal em pó 

 

3.2.1 REAÇÕES HISTOQUÍMICAS 

 

 Ao pó adicionou-se o reagente de acordo com a classe de metabólito 

secundário em estudo. Para pesquisa de saponina, adicionou-se uma gota de ácido 

sulfúrico e observou-se a sequência de cores (amarelo, vermelho e violeta ou azul-

esverdeada). Para tanino, cloreto de ferro (III) a 10% com uma pequena quantidade 

de carbonato de sódio (cerca de 2 mg), seguida de lavagem com água após 3 

minutos. Observou-se estruturas azul-esverdeado (BRASIL, 2010). 

 

3.2.2 PESQUISA DE TANINOS 

 

 A determinação qualitativa de taninos foi realizada pelo método de 

precipitação com gelatina (COSTA, 2001). Fez-se uma extração empregando 2 g da 

droga em 50 mL água e levou-se a ebulição por 5 minutos. Após filtração completou-

se o volume para 100 mL. Em um tubo com 5 mL deste extrato, acrescentaram-se 4 

gotas de solução de gelatina a 2,5% (p/v) em solução de cloreto de sódio 5% (p/v), 

verificando a formação de um precipitado branco. 
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3.2.3 PESQUISA DE SAPONINAS 

 

 Para a pesquisa de saponinas foi determinado o índice de espuma. Um 

grama do pó da droga vegetal com 50 mL de água foi submetido à fervura por 30 

minutos, filtrou-se para balão volumétrico de 100 mL e completou-se o volume. Em 

uma série com 10 tubos de ensaio de mesmo tamanho e com tampa, colocou-se no 

primeiro tubo 1 mL de solução extrativa e 9 mL de água destilada, no segundo tubo 

2 mL de solução extrativa e 8 mL de água destilada e assim sucessivamente, até o 

décimo tubo com 10 mL de solução extrativa. Tampou-se e agitou-se verticalmente 

por 15 segundos. Mantiveram-se os tubos em repouso por 15 minutos e mediu-se a 

altura da espuma persistente (BRASIL, 2010). 

 

3.3 Preparação do extrato bruto do pacari (EBP) 

 

Para a obtenção do extrato bruto, fez-se testes para a seleção do solvente 

extrator, utilizando metanol PA e a 70% v/v, etanol PA 95% e a 70% v/v e acetona a 

70% e a 50% v/v. As extrações foram realizadas em banho de ultrassom durante 30 

minutos. Evaporou-se os solventes em rotaevaporador, filtrou-se o extrato em papel 

e analisou os perfis cromatográficos dos extratos por cromatografia em fase líquida 

de alta eficiência (CLAE) .                            

Após seleção da melhor condição para extração dos taninos, o extrato bruto 

do pacari foi obtido por extração das folhas (250 g) com mistura acetona/água 50% 

(total de 13,05 L), em banho de ultrassom por 30 minutos por ciclo até esgotamento. 

A acetona foi evaporada e a parte aquosa filtrada em funil de Buchner para 

eliminação de clorofilas e compostos apolares. Posteriormente, o extrato foi 

armazenado em freezer e uma parte foi liofilizada (MUELLER-HARVEY, 2001; 

SANTOS; MELLO, 2007). 

 

3.4 Caracterização do extrato bruto do pacari 

 

Para o extrato bruto obtido das folhas do pacari realizaram-se as 

determinações do teor de sólidos, pH e densidade relativa e de massa conforme 

descrito na Farmacopéia Brasileira 5ª Edição (BRASIL, 2010). As análises foram 

realizadas em triplicata e o resultado expresso como média dos valores obtidos.   
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3.4.1 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE SÓLIDOS 

  

 Para determinar a quantidade de substância volátil, utilizou-se balança de 

infravermelho com lâmpada de halogênio, com 1 g da amostra. O resultado obtido 

em percentual de substâncias voláteis e água foi subtraído de 100%, resultando no 

teor de sólidos (BRASIL, 2010).  

 

3.4.2 DETERMINAÇÃO DE DENSIDADE RELATIVA E DE MASSA 

 

 A densidade relativa (  ) foi medida pelo método do picnômetro. Pesou-se 

o picnômetro vazio, contendo água destilada a 23 ºC (temperatura ambiente) e com 

o extrato a 23 ºC. A diferença entre o picnômetro vazio e com conteúdo forneceu a 

massa de água e do extrato. Assim,  foi determinada pela razão entre a massa 

do extrato e a massa de água (BRASIL, 2010), conforme a equação 1: 

 

                                                                                                   (1)             

 

Onde: me = massa do picnômetro com extrato 

          ma = massa do picnômetro com água 

          mv = massa do picnômetro vazio 

           d23= densidade relativa a 23 ºC 

 

 A densidade de massa (ρ) é  a razão de sua massa por seu volume a 23 ºC, 

calculada a partir da densidade relativa (BRASIL, 2010), de acordo com a equação 2 

abaixo: 

 

                 ρ = 0,99754 x  + 0,0012                                                                  (2) 

 

Onde: 0,99754 = densidade da água a 23 ºC 
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3.4.3 DETERMINAÇÃO DO pH 

 

 O pH foi determinado utilizando peagâmetro, calibrado previamente com as 

soluções tampão 7,0 e 4,0 (BRASIL, 2010). 

 

 

3.4.4 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD) 

  

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em cromatoplacas 

de alumínio recobertas com sílica (Merck), fase móvel composta por acetona, 

tolueno e ácido fórmico (3:3:1) e a revelação foi feita com solução de vanilina/H2SO4 

com aquecimento e FeCl3/HCl (SANTOS; MELLO, 2007), verificando assim a 

presença de taninos hidrolisáveis. 

 

3.4.5 CROMATOGRAFIA EM FASE LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (CLAE) 

 

 O EBP (1 µg/mL em água ultrapura) foi submetido à cromatografia em fase 

líquida de alta eficiência, em aparelho Waters, com bomba quaternária, detector de 

arranjo diodos (DAD) 2998 e sistema de dados Enpower 2.0. Utilizou-se coluna 

Waters C18, 250 x 4,6 mm, vazão de 1,0 mL/minuto, volume de injeção de 10 µL, 

temperatura de 25 ºC, detecção máxima à 254 nm e fase móvel composta (OKUDA; 

YOSHIDA; HATANO, 1989) por gradiente de acetonitrila (A) e solução 0,01 M H3PO4 

: 0,01 M KH2PO4 (B) (iniciado em 8% de A, 18% de A em 20 min., 50% de A em 35 

min., 80% de A em 45 min., finalizando com 8% de A em 50 min.).  

 Além de verificar o perfil cromatográfico do EBP, foram injetados 15 padrões 

de compostos fenólicos (Quadro 1) que foram isolados de plantas e identificados 

pela Profª Suzana da Costa Santos do Instituto de Química, para comparação dos 

tempos de retenção e do espectro de absorção (190 nm a 600 nm).  
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Quadro 1 - Padrões de compostos fenólicos testados em CLAE. 
PADRÕES TESTES 

Oenoteína B Pentagaloil-glicose 

Genina D Telimagrandia I 

1,3,6-tri-galoil-glicoronosideo Catequina 

Pedunculagina Naringina 

Telimagrandina II Rutina 

3-galoil-4,6- hexaidroxidifenoil Galato de (-) -epigalocatequina 

2,3,6-trigaloil-glicose Oenoteína C 

 

 

3.5 Fracionamento do extrato bruto do pacari 

 

 O fracionamento foi realizado no Laboratório de Bioatividade Molecular do 

Instituto de Química/UFG sob supervisão da Profª Suzana da Costa Santos.  

O extrato bruto de pacari (6,23 L) foi dividido em 14 porções (450 mL) e 

extraído com acetato de etila (10x100 mL) em funil de separação. As frações acetato 

de etila foram reunidas e o solvente recuperado em rotaevaporador. As frações 

aquosas também foram reunidas e liofilizadas. Parte da fração aquosa (45,065 g) foi 

parcialmente solubilizadas em 400 mL de metanol e filtrada. Separou-se a fração 

insolúvel da fração solúvel em metanol, a qual foi submetida a evaporação do 

solvente seguida de liofilização. 

 

3.6 Cromatografia em coluna  

 

 A cromatografia foi realizada no Laboratório de Bioatividade Molecular do 

Instituto de Química/UFG sob supervisão da Profª Suzana da Costa Santos.  

 Uma parte da fração solúvel em metanol (20,010 g) foi submetida à 

cromatografia em coluna com gel polimérico vinílico Diaion® HP-20 como 

adsorvente (coluna de 28 x 4 cm). Primeiramente, lavou-se a coluna com água 

destilada. Após, a fração foi solubilizada em água destilada e aplicada na coluna. 

Utilizou-se como eluente: gradiente de água 100%, água/metanol (8:2, 6:4, 4:6, 2:8), 

metanol 100%, metanol/acetona (8:2, 6:4, 2:8) e acetona 100% (Esquema 1). 
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 As frações foram coletadas em tubos de ensaio e os solventes orgânicos 

evaporados. As frações foram monitoradas por CLAE e CCD, conforme descrito nos 

itens subsequentes. 

 

3.6.1 ANÁLISE DAS FRAÇÕES POR CCD 

 

As frações foram submetidas à CCD, em cromatoplacas de alumínio 

recobertas com sílica (Merck) como adsorvente, fase móvel composta por acetona, 

tolueno e ácido fórmico (3:3:1); e ácido fórmico, formiato de etila e tolueno (1:7:1) e 

revelação com solução de FeCl3/HCl 0,01 mol/L (SANTOS; MELLO, 2007) 

observadas sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda 254 e 365 nm. Conforme 

o perfil detectado, as frações foram reunidas e liofilizadas. 

 

3.6.2 ANÁLISES DAS FRAÇÕES POR CLAE 

 

 As frações na concentração de 1 µg/mL em água ultrapura foram analisadas 

por CLAE. As análises foram realizadas utilizando o equipamento e condições 

descritas no item 3.4.5 (página 33). 

 

3.6.3 ANÁLISE DA FRAÇÃO POR RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (RMN) 

 

 A fração que estava pura, foi analisada no Laboratório de Ressonância 

Magnética Nuclear do Instituto de Química/UFG, sob coordenação do Prof. Dr. 

Luciano Lião. A caracterização foi realizada por Ressonância Magnética Nuclear de 

Hidrogênio (1H) e Carbono (13C), unidimensional e bidimensional (COSY- Correlation 

Spectroscopy, HMBC- Heteronulcear Multiple Bond Correlation, HSQC- 

Heteronuclear Single Quantum Coherence), em equipamento Bruker Avance III 500 

(campo de 11,75 Tesla: frequência de 500,13 MHz para o 1H e de 125,76 MHz para 

o 13C). A amostra foi solubilizada em acetona-d6 e os deslocamentos químicos dos 

espectros foram referenciados ao padrão interno TMS (tetrametilsilano). Para o 

processamento e análise dos espectros de RMN de 1H e 13C foram utilizados os 

programas TopSpin e ACDLabs 12.0.  
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Esquema 1 - Fluxograma da cromatografia em coluna de Diaion® HP-20 do EBP. 

 

                                           100% H2O  

                                                               

                                                    H2O/metanol (8:2) 

       

                                 H2O/metanol (6:4)                        

   

                                                                                                                                                         

                                                    H2O/metanol (4:6)                                            

COLUNA                                                                    

                     DIAION® HP-20    H2O/metanol (2:8) 

 

 
                                                  metanol 100%   
                                                                        
                                                   
          
                                                           metanol/acetona(8:2)                                                                                 
     
 
                                                            metanol/acetona (6:4)                   
    
                                                        

 
          metanol/acetona (2:8)   
                                                                          
                                                 
             acetona 100% 
      

 

 

3.7 Validação de metodologia analítica para quantificaç ão de punicalagina  por 

CLAE  

 

 A validação do método selecionado foi realizada de acordo com a RE 

899/2003 (BRASIL, 2003). Analisou-se os seguintes parâmetros: especificidade, 

linearidade, precisão, exatidão e robustez. 
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3.7.1 ESPECIFICIDADE 

 

 A especificidade foi determinada através da análise dos cromatogramas de 

varredura (190 nm a 600 nm) da solução do extrato a 1 µg/mL, solução do padrão a 

1 µg/mL e da água ultrapura (solvente). 

 

3.7.2 LINEARIDADE 

 

 Para a análise da linearidade prepararam-se 3 curvas padrão à partir de uma 

solução do padrão a 2 mg/mL em água ultrapura, com concentrações de 0,25 

mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 1,5 mg/mL e 2 mg/mL. A partir do gráfico obtido da 

concentração média do padrão e área média dos picos, calculou-se a linearidade 

pelo coeficiente de correlação obtido na regressão linear. Assim, obteve-se também 

o intervalo linear. 

 

3.7.3 PRECISÃO 

 

 A precisão foi avaliada nos níveis de repetibilidade e precisão intermediária. 

Para a repetibilidade, prepararam-se 6 soluções do extrato na concentração de 

100% (1 mg/mL), calculou-se o coeficiente de variação (equação 3) entre os 

resultados. A precisão intermediária foi obtida pelo cálculo do coeficiente de variação 

entre os resultados da análise em 2 dias diferentes e outro analista. 

 

                                                                                              (3) 

 

Onde: DP= Desvio padrão dos teores obtidos 

 = Média dos teores obtidos 

 

3.7.4 EXATIDÃO 

 

 A exatidão foi realizada a partir do extrato em 3 concentrações diferentes, 

sendo 50% (2,5 mg/5 mL), 100% (5,0 mg/5 mL) e 150% (7,5 mg/5 mL) da 

concentração teórica analisada, cada uma em triplicata. Foi determinada de acordo 
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com a equação 4, expressa pela relação entre a concentração média determinada 

experimentalmente e a concentração teórica correspondente. 

 

                                                                (4) 

                                                      

3.7.5 ROBUSTEZ  

 

 A robustez do método foi avaliada a partir de pequenas variações nos 

parâmetros do método já estabelecido, comparando esses resultados obtidos com 

os resultados nas condições normais, por meio do coeficiente de variação (CV). Os 

parâmetros avaliados estão descritos no Quadro 2. 

 
                      Quadro 2 - Parâmetros avaliados na robustez. 

PARÂMETRO CONDIÇÕES 
Normal  Variações  

Vazão (mL/min)  1 0,9 1,1 
Comprimento de 

onda – λ (nm) 
254 253 255 

 

 

3.8 Avaliação das atividades biológicas 

 

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa Animal da Universidade Federal de Goiás nº 104/2008 e nº 067/2012 

(Anexo 1). Os experimentos foram realizados de  acordo com os princípios éticos em 

experimentação animal preconizados pelo Conselho Nacional para Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA). Os testes de atividade anti-inflamatória, 

atividade antiulcerogênica e antissecretória foram realizados no Laboratório de 

Farmacologia de Produtos Naturais (LFPN)-ICB/UFG, sob supervisão do Prof. Dr. 

Elson Alves Costa. As atividades angiogênicas e cicatrizantes foram realizadas no 

Laboratório de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN)-FF/UFG e no biotério da 

Faculdade de Farmácia/UFG respectivamente. Os animais (camundongos e ratos) 

foram obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Goiás (UFG). 
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3.8.1 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA PELO MÉTODO DO EDEMA DE ORELHA   

INDUZIDO POR ÓLEO DE CRÓTON (Croton tiglium L.)  

 

 Empregou-se a metodologia de acordo com  Zanini et al. (1992). Foram 

utilizados camundongos albinos Swiss adulto, fêmeas, pesando entre 40 e 45 g.  Os 

animais foram distribuídos em 3 grupos com 10 animais cada. Em todos os grupos, 

foram administradas na superfície interna da orelha direita 25 µL da solução de óleo 

de cróton 2,5% em acetona e 25 µL de acetona na orelha esquerda. Após 30 

minutos todos os animais receberam 25 µL em ambas as orelhas de: metanol no 

grupo 1; EBP liofiliado na concentração de 200 mg/mL (5 mg/orelha) em metanol no 

grupo 2 e acetato de dexametasona 20 mg/mL (0,5 mg/orelha) em metanol no grupo 

3. Após 4 horas da aplicação do agente flogístico, os animais foram submetidos à 

eutanasia em câmara de CO2. Discos de 6 mm de diâmetro de ambas as orelhas 

foram retirados e pesados. A atividade antiedematogênica foi avaliada pela diferença 

de peso entre as orelhas dos animais. Os resultados foram expressos como média ± 

erro padrão das médias (EPM). Na análise dos resultados utilizou-se análise de 

variância (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Consideraram-se como valores 

significantes aqueles cujo p ≤ 0,05. Para a análise dos dados foi utilizado o software 

GraphPad Prism 3.0. 

 

3.8.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTISSECRETORA ÁCIDA GÁSTRICA EM 

MODELO DE LIGADURA PILÓRICA   

 

A metodologia utilizada para este experimento foi proposta por Visscher, et al. 

(1954). Os animais utilizados nesse experimento foram camundongos albinos Swiss 

adulto, fêmeas, pesando entre 40 e 45 g, mantidos em jejum de 16 horas com 

acesso livre a água contendo 5% glicose. Foram distribuídos em grupos de até 12 

animais, anestesiados com éter e colocados em decúbito dorsal em uma placa de 

cortiça. Através de uma incisão de cerca de 2 cm no abdômen, o estômago foi 

localizado e realizada a ligadura do piloro com fio de algodão. Os animais foram 

tratados  por via intraduodenal (i.d.) com veículo- água 10 mL/kg, EBP liofilizado  75 

mg/kg, 150 mg/kg, 300 mg/kg, punicalagina 120 mg/kg ou ranitidina 50 mg/kg. 

Suturou-se a parede abdominal e 4 horas após a cirurgia, os animais foram 

submetidos à eutanásia em câmara de CO2. Fez-se o pinçamento do esôfago para 
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evitar perda do material secretado, os estômagos foram removidos, lavados, secos 

em gaze e mantidos em béquer com salina gelada. Seccionou-se o estômago ao 

longo da curvatura menor e a mucosa foi lavada individualmente com 2 mL de água 

destilada, recolhendo-se o suco gástrico e o lavado em tubos de ensaios, que foram 

centrifugados a 1500 rpm por 30 minutos.  

 

3.8.2.1 Volume da secreção gástrica 

 

O sobrenadante do suco gástrico foi transferido para uma proveta e mediu-se 

o volume (mL). Os resultados foram expressos como média ± erro padrão das 

médias (EPM) de cada grupo experimental. Na análise dos resultados utilizou-se 

análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. .Foram 

considerados como valores significantes aqueles cujo p ≤ 0,05. 

 

3.8.2.2 Acidez livre (pH)  

 

O sobrenadante obtido de cada estômago foi completado para 10 mL com 

água destilada e determinou-se a acidez livre (pH) em peagâmetro. Os resultados 

foram expressos como média ± erro padrão das médias (EPM) de cada grupo 

experimental. Na análise dos resultados utilizou-se análise de variância (ANOVA) 

seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. . Foram considerados como valores 

significantes aqueles cujo p ≤ 0,05. 

 

3.8.2.3 Acidez total  

            

A acidez total (mEq[H+]/L/4h) de cada conteúdo estomacal foi determinada 

através de titulação com NaOH 0,01 M, tendo como indicador ácido-base a 

fenolftaleína 2%. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão das 

médias (EPM) de cada grupo experimental. Na análise dos resultados utilizou-se 

análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. . 

Foram considerados como valores significantes aqueles cujo p ≤ 0,05. 

 



41 

 

3.8.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIULCEROGÊNICA POR LESÕES 

GÁSTRICAS INDUZIDAS POR INDOMETACINA  

 

Este experimento foi realizado de acordo com metodologia de Djahanguri 

(1969). Utilizaram-se camundongos albinos Swiss adulto, fêmeas, pesando entre 40 

e 45 g, em jejum de sólidos por 16 horas com acesso livre a água contendo 5% de 

glicose. Os animais foram divididos em grupos, os quais foram administrados por via 

oral (v.o), a água (n= 9 e 10; 10 mL/kg, veículo), EBP liofilizado (n= 10; 150 mg/kg),  

punicalagina (n= 9; 120 mg/kg) ou ranitidina (n= 10; 50 mg/kg). Após 1 hora foi 

administrado subcutaneamente (s.c.) a indometacina (30 mg/kg) e depois de 3 horas 

da administração do agente lesivo, repetiram-se todos os tratamentos. Os animais 

foram submetidos à eutanasia em câmara de CO2 após 6 horas da administração da 

indometacina. A partir de abertura no abdômen, o estômago foi removido, lavado 

externamente, aberto ao longo da pequena curvatura, o conteúdo gástrico foi 

desprezado e a mucosa foi lavada com salina. Os estômagos foram mantidos em 

béquer com salina gelada até a inspeção em estereoscópio, sendo determinado o 

número de úlceras e o índice de lesões. 

O índice de lesões foi determinado segundo protocolo pré-estabelecido 

adaptado da tabela proposta por Macaúbas et al. (1988), que consideram o edema 

de mucosa, hemorragias, intensidade de ulceração, número total de úlceras e 

petéquias por cm2 da mucosa gástrica (Quadro 3). Foram atribuídos pontos às 

lesões e a soma reflete a intensidade da lesão, formando o índice de lesão. Os 

resultados foram expressos como média ± erro padrão das médias (EPM) de cada 

grupo experimental. Para a análise dos resultados utilizou-se análise de variância 

(ANOVA) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls.  Os valores considerados 

como significantes foram aqueles cujo p ≤ 0,05. 
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Quadro 3 - Pontuação para a composição do índice de lesão da mucosa gástrica. 
LESÃO PONTUAÇÃO 

Descoloração da mucosa 1 ponto 

Edema 1 ponto 

Hemorragias 1 ponto 

Perda de pregas da mucosa 1 ponto 

Cada 10 petéquias 2 pontos 

Úlceras ou erosões de até 1 mm nº x 2 pontos 

Úlceras ou erosões maiores de 1 mm nº x 2 pontos 

Úlcera perfurada nº x 2 pontos 

Fonte: Macaúbas et al., 1988.  

 

3.8.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANGIOGÊNICA POR MEIO DO MODELO DA  

MEMBRANA CORIOALANTOIDE (MCA)   

 

A MCA foi preparada segundo metodologia adaptada de Vargas et al. (2007). 

Utilizaram-se  30 ovos de galinhas da linhagem Cobb, embrionados com dois dias 

de idade, obtidos de matrizes com 34 a 35 semanas de idade, doados pela empresa 

Superfrango S.A. (Itaberaí, Goiás). Os ovos foram acomodados em incubadora 

(Premium Ecológica IP-130), sob umidade de 65-67% e temperatura de 37 ºC. 

  Os ovos foram distribuídos aleatoriamente em 2 grupos com 15 ovos cada, 

sendo: 

G1: grupo controle tratado com água destilada, 

G2: grupo tratado com EBP a 10% em água destilada 

No 3º dia de incubação foram removidos 2 a 3 mL de albume por uma 

pequena abertura na casca do ovo utilizando uma seringa descartável. Em seguida, 

o orifício foi selado com parafina histológica líquida. A incubação continuou até o 12º 

dia, quando a parafina foi retirada e os ovos foram tratados com 100 µL de água 

destilada (G1), 100 µL da solução do EBP a 10% em água destilada (G2) adicionado 

diretamente sobre a superfície da MCA, empregando uma seringa descartável. Os 

ovos foram novamente selados com parafina e incubados por mais 2 dias. Após 

esse período, fragmentos da MCA foram retirados para avaliações morfométrica e 

histológica. 

   A abertura da casca, a retirada do albume e os tratamentos foram 

realizados em uma câmara de segurança biológica tipo II. 
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         A eutanásia dos embriões foi realizada por secção medular na região atlanto-

occipital.  

 

3.8.4.1 Avaliação morfométrica da MCA  

 

 Fragmentos com 1 a 2 cm da MCA da região onde o extrato foi aplicado de 

cada ovo foram distendidos sobre uma lâmina de vidro e analisados 

microscopicamente. O registro fotográfico foi realizado em um fotomicroscópio 

Zeiss© (Axionstar Plus) com máquina fotográfica digital acoplada, utilizando o 

software Image J 1.3.1 (NIH, Estados Unidos). Foram  fotografados 30 campos que 

apresentavam vasos sanguíneos e calculou-se a porcentagem de área marcada em 

vermelho por campo (WILLIAMS, 1977). 

 Para a análise estatística dos resultados utilizou-se o teste de Mann-Whitney 

e pós-teste de Dunn. O programa GraphPad InStat 3.0 e teste de normalidade de 

Fromthe Kolmogorov-Smirnov foram utilizados para análise dos dados. Considerou-

se como valores significantes aqueles cujo p ≤ 0,05. 

 

3.8.4.2 Avaliação das células inflamatórias e número de vasos sanguíneos da MCA 

 

         Fragmentos da MCA de cada ovo (n=10) foram fixadas em formalina 

tamponada e posteriormente  incluídos em parafina e corados pela técnica de 

hematoxilina e eosina. As células inflamatórias foram avaliadas considerando o 

escore: ausente (0), discreto (1 a 25%), moderado (25 a 50%) e acentuado (acima 

de 50%) (PARENTE et al., 2011). 

              O número de vasos sanguíneos na mesoderme da MCA foi determinado 

utilizando-se a planimetria por contagem de pontos com o auxílio do software Image 

J 1.3.1 (NIH, Estados Unidos). Para isso, um retículo quadrangular composto por 25 

pontos foi superposto à imagem histológica e foram contados apenas os vasos nas 

intersecções presentes no campo visual (RIBATTI et al., 2000; PRADO et al., 2006).  

 O número de vasos sanguíneos foi analisado estatisticamente por meio de 

ANOVA e teste de Tukey. O programa GraphPad InStat 3.0 e teste de normalidade 

de Fromthe Kolmogorov-Smirnov foram utilizados para análise dos dados. 

Considerou-se como valores significantes aqueles cujo p ≤ 0,05. 
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3.8.5 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE PELO MODELO DE FERIDAS 

CUTÂNEAS EM RATOS  

 

Na avaliação da atividade cicatrizante foram utilizados 20 ratos (Rattus 

norvegicus albinus), da linhagem Wistar, fêmeas, com 60 dias de idade, peso entre 

160 a 190 g. Os animais foram aclimatados no Biotério da Faculdade de Farmácia 

da UFG, por um período de dez dias, mantidos em gaiolas de polietileno, forradas 

com maravalhas, sob condições ambientais controladas (temperatura 23 ± 2 ºC, 

umidade relativa do ar entre 50 e 70% e período claro/escuro de 12 h) e com 

fornecimento de água e ração ad libitum. O experimento foi realizado de acordo com 

protocolo adaptado de Lopes et al. (2005) e Garros et al. (2006). 

 Os animais foram pesados e distribuídos aleatoriamente em 4 grupos com 5 

animais cada, sendo: 

C1: grupo controle tratado com água destilada durante 7 dias,  

C2: grupo tratado com EBP a 10% em água destilada durante 7 dias,  

C3: grupo controle tratado com água destilada durante 14 dias e  

C4: grupo tratado com EBP a 10% em água destilada durante 14 dias.  

 Para a realização do procedimento cirúrgico, os animais foram anestesiados 

(cetamina, 70 mg/kg e xilazina, 10mg/kg, IM) e a região dorso-cervical foi epilada. As 

feridas foram realizadas com um punch metálico circular de 1 cm de diâmetro na 

pele de cada animal. Logo após a cirurgia e diariamente no mesmo horário aplicou-

se nas feridas 100 µL de água destilada (C1 e C3) e 100 µL da solução do EBP a 

10% (C2 e C4) com auxílio de uma seringa descartável.  

Logo após a cirurgia e nos 2 dias seguintes os animais receberam por v.o o 

analgésico cloridrato de tramadol para minimizar a dor. 

Diariamente os animais foram examinados quanto ao aspecto geral e as 

feridas avaliadas macroscopicamente, observando-se presença ou ausência de: 

hiperemia, hemorragia, exsudato e crosta. 

Ao final de cada etapa, 7 dias após o procedimento cirúrgico para os grupos 

C1 e C2 e 14 dias após o procedimento cirúrgico para os grupos C3 e C4, os 

animais foram pesados e eutanasiados em câmara de CO2. 
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3.8.5.1 Avaliações morfométrica e histológica 

 

           As feridas foram fotografadas nos dias zero, 7 (grupo C1 e C2) e 14 (grupo 

C3 e C4) utilizando uma câmera digital acoplada em tripé, mantida a uma distância 

de 27 cm da ferida. As imagens foram digitalizadas em microcomputador, com o 

auxílio do Software Image J 1.3.1 (NIH, Estados Unidos). Foi calculado o grau de 

contração da área (GC) da ferida, conforme a equação 3 (OLIVEIRA et al., 2000). 
 

           Contração da ferida (%)= (área lesada inicial - área contraída) x 100              (3) 
             área lesada inicial 
 

          Para a avaliação histológica, um fragmento de cada ferida foi retirado após a 

eutanásia, fixado em formol tamponado, processado e corado por hematoxilina e 

eosina. Foram avaliadas as variáveis ao 7º dia: colágeno, fibrina, hemorragia, 

hiperemia e infiltrado inflamatório. No 14º dia avaliou-se a reepitelização e 

hiperplasia epidermal. Todas avaliações foram realizadas de acordo com escores 

adaptados de Biondo-Simões et al. (2006).  

 Os resultados foram analisados por meio do teste de Mann-Whitney, 

considerando como valores significantes aqueles cujo p ≤ 0,05. Utilizou-se o 

programa GraphPad InStat 3.0 e teste de normalidade de Fromthe Kolmogorov-

Smirnov.  

 As atividades biológicas realizadas para o extrato bruto de pacari e para a 

punicalagina estão resumidas no Esquema 2. 
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Esquema 2 - Fluxograma com o resumo das atividades biológicas realizadas a partir do 
extrato bruto de pacari e punicalagina. 
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5 CONCLUSÃO 

 

� Foi isolada e identificada punicalagina presente nas folhas de Lafoensia 

pacari. 

� Validou-se uma metodologia analítica por CLAE para quantificação da 

punicalagina no extrato liofilizado; sendo o teor de punicalagina encontrado 

no extrato de 65%. 

� EBP (5 mg/orelha) apresentou atividade anti-inflamatória por reduzir o edema 

de orelha induzido por óleo de cróton; 

� EBP na dose 75, 150, 300 mg/kg i.d. e a punicalagina na dose de 120 mg/kg 

i.d. apresentaram  atividade antissecretora, pois foram capazes de reduzir 

significativamente o volume gástrico, a acidez livre e acidez total; 

� EBP e a punicalagina, nas doses de 150 mg/kg e 120 mg/kg v.o. 

respectivamente apresentaram atividade antiulcerogênica por reduzirem 

significativamente o indice da lesão gástrica induzida por indometacina; 

� Através do método de ligadura pilórica, sugere-se que o EBP e a punicalagina 

exercem seu efeito antiulcerogênico devido à atividade antissecretória ácida. 

�  EBP a 10% apresentou atividade angiogênica significativa no modelo da 

membrana corioalantoide (MCA). 

� EBP  a 10% proporcionou uma redução no tempo de cicatrização de feridas 

cutâneas em ratos, com aumento significativo das variáveis envolvidas na 

cicatrização, os vasos sanguíneos e a produção de colágeno. 
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PERSPECTIVAS 

 

� Isolar e identificar os demais constituintes do extrato bruto de pacari. 

� Aprofundar nos testes de atividades biológicas e explorar seus respectivos 

mecanismos de ação. 

� Realizar estudos para avaliar a citotoxicidade do EBP e de punicalagina. 

� Microencapsulação do EBP. 
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ANEXO 
 

ANEXO A - Certificado de aprovação pelo comitê de ética da Universidade Federal de Goiás 
do projeto para avaliação da atividade cicatrizante de plantas em animais. 
 

 


