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RESUMO

Lafoensia pacari (Lythraceae) é uma planta do Cerrado Brasileiro conhecida
como pacari. Estudos mostraram as atividades anti-inflamatéria, antioxidante e
antinociceptiva. Este trabalho objetivou isolar e identificar constituintes quimicos e
avaliar as atividades biologicas anti-inflamatoria, antiulcerogénica, antissecretora,
angiogénica e cicatrizante do extrato das folhas e do composto isolado de L. pacari.
Iniciou-se pela caracterizacdo da droga vegetal e obtencdo do extrato bruto de
pacari (EBP) em acetona 50% v/v. O extrato foi caracterizado e liofilizado para
utilizacdo nos testes de atividades biologicas. Seguiu-se para o fracionamento do
EBP com acetato de etila e metanol. Foi realizada cromatografia em coluna de
Diaion® HP-20 da fracdo soluvel em metanol e foi monitorado o perfil em
cromatografia em camada delgada. Apos as fracdes serem reunidas, avaliou-se o
perfil cromatografico por Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e
0 composto isolado foi analisado por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), sendo
obtidos os espectros unidimensional e bidimensional. Validou-se um método em
CLAE para quantificacdo de punicalagina de acordo com os parametros da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. As atividades bioldgicas avaliadas para EBP
liofilizado e punicalagina seguiram o0s modelos experimentais: atividade anti-
inflamatoria por edema de orelha induzido por 6leo de créton (EBP 5 mg/orelha),
atividade antiulcerogénica por lesdes gastricas induzidas por indometacina (EBP 150
mg/kg e punicalagina 120 mg/kg), avaliacdo de atividade antissecretora acida
géastrica em modelo de ligadura pilérica (EBP 75, 150, 300 mg/kg e punicalagina 120
mg/kg), atividade angiogénica no modelo da membrana corioalantoide (MCA) (EBP
a 10%) e atividade cicatrizante pelo modelo das feridas cutaneas em ratos (EBP a
10%). Durante a caracterizagdo da droga vegetal e do EBP, pode-se constatar a
presenca de taninos. O rendimento do EBP liofilizado foi de 37,6%. Na analise por
CLAE verificou-se a presenca de 2 picos majoritarios no EBP, que indicou serem de
um mesmo composto apds a analise de seu espectro de absorcdo em UV. Apés a
cromatografia em coluna e monitoramento do perfil cromatogréfico, as fracdes
obtidas foram reunidas em 12 novas fracbes (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 elucidagéao
estrutural de punicalagina, um tanino hidrolisavel da classe dos elagitaninos. O
meétodo 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-inflamatoéria por reducdo do edema de orelha
em (41,44%, p < 0,001).0 EBP na dose de 150 mg/kg e punicalagina na dose de
120 mg/kg reduziram o indice de lesdo gastrica apos administracdo da indometacina
em 29,82 (p < 0,05) e 52,03% (p < 0,001) respectivamente. Na avaliacdo dos
parametros de secrecao acida, 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 secrecdo acida de camundongos apés 4 horas de ligadura pilorica. O EBP



a 10% apresentou propriedade angiogénica no modelo da MCA, diminuiu o tempo
de cicatrizacdo das feridas em ratos e aumentou significativamente dois parametros
envolvidos na cicatrizacdo, o numero de vasos e a producédo de colageno. Esse é o
primeiro estudo com as folhas do L. pacari demonstrando a presenca de
punicalagina e as atividades anti-inflamatdria, antiulcerogénica, antissecretoria,
angiogénica e de diminui¢cdo do tempo de cicatrizacdo do EPB e punicalagina.

Palavras chave: Planta medicinal, pacari, elagitaninos, anti-inflamatéria,
antiulcerogénica, 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 INTRODUCAO

O segundo maior bioma do Brasil € o Cerrado , com area correspondente a
aproximadamente 25% do territério nacional. E detentor de 33% e 5% da
biodiversidade nacional e mundial, respectivamente (SANTOS et al., 2010; BRASIL,
2013), sendo que 44% da sua flora é endémica (KLINK; MACHADO, 2005). Apesar
da elevada riqueza de espécies de flora e fauna, o Cerrado brasileiro € um dos
biomas mais ameacados do mundo, como consequéncia da expansdo da
agricultura, pecuaria e o extrativismo. Dados publicados em 2011 mostraram que o
Cerrado teve sua area de vegetacédo original reduzida, restando apenas 50,84% da
area original que era de 2.039.386 km2 (BRASIL, 2011). O Cerrado esta sendo
considerado um hotspot mundial, ou seja, area prioritaria para conservacao pelo alto
grau de ameacga de extingdo (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
guantidade de plantas utilizadas para fins medicinais sera bem superior (GUARIM
NETO; MORAIS, 2003).

Dentre as familias mais representativas da flora do Cerrado que
correspondem a 51% do total estdo as Fabaceae (Leguminosae), Asteraceae
(Compositae), Orchidaceae, Poaceae (Gramineae), Rubiaceae, Melastomataceae,
Myrtaceae, Euphorbiaceae, Malpighiaceae e Lythraceae (RIBEIRO; DIAS, 2007).
Lythraceae compreende 22 géneros distribuidos genericamente por todo o mundo
(JOLY, 2002), por sua vez, no Brasil ocorrem 6 espécies do género Lafoensia:
Lafoensia pacari A. St.-Hil., Lafoensia densiflora Pohl, Lafoensia glyptocarpa
Koehne, Lafoensia replicata Pohl, Lafoensia vandelliana Cham. & Schlitdl, Lafoensia
nummularifolia A. St.-Hil. (MEIRA, 2000; SANO; ALMEIDA; RIBEIRO, 2008).

Lafoensia pacari A. St.-Hil. possui grande tradicdo de uso popular no Brasil
por suas propriedades medicinais. E conhecida popularmente em Goids como
pacari, mangava-brava, dedal ou dedaleiro (LORENZI, 1992) (Figura 1). A etimologia
do seu nome advém de Lafoensia, dedicado a Dom Juan de Laféens (1719-1806),
da casa de Braganca, membro da Academia de Lisboa e pacari, nome de origem

tupi usado que significa "arvore de madeira preciosa" (CARVALHO, 2003).
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pacari no municipio de Caldazinha/GO.
"\-" " L

Fonte: Préprio autor.

Esta entre as espécies mais frequentes no Cerrado e de ampla distribuicéo,
ocorrendo em mais de 50% das areas (RIBEIRO; DIAS, 2007). Ocorre na Bolivia,
Paraguai e Brasil nos estados do AP, BA, ES, GO, MA, MT, MS, MG, PA, PR, RJ,
RS, SC, SP, TO e no DF. E uma arvore semicaducifélia, encontrada nas regides de
Cerrado, cerraddo, mata ciliar, mata seca e florestas de altitude. Sua altura pode
variar de 5 a 25 m, sendo que no Cerrado € uma arvore de 1 a 10 m de altura
(LORENZI, 1992; CARVALHO, 2003).

Em relacdo a fenologia, L. pacari apresenta a floragdo com inicio no final da
época de chuvas, no més de abril até agosto, a frutificacdo ocorre entre junho a
setembro, sendo a dispersdo 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 trés primeiras fases sdo sazonais e coincidentes com a época de seca
e 0 brotamento com o inicio das chuvas (SANTOS; COELHO; PIRANI, 2009).

Conforme classificacao das categorias de espécies extintas ou ameacadas, L.
pacari encontra-se como espécie vulneravel, que corre risco alto de extincdo em
meédio prazo. Isto advém das alteracdes 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 etnoboténicos indicaram o uso medicinal das folhas e cascas
do caule de L. pacari em Goias como cicatrizante (VILA VERDE; PAULA;
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CARNEIRO, 2003) e como antidiarreico (COELHO et al., 2005). No Mato Grosso € a
segunda erva mais procuradas no comércio local, sendo as suas folhas e cascas do
caule utilizadas para Uulcera, gastrite, cancer, emagrecimento, cicatrizacao,
inflamacéo e problemas do figado (CABRAL; PASA, 2009). O uso das cascas do
caule de pacari foi 0 mais citado simultaneamente como anti-inflamatério e anti-
ulcerogénico (JESUS et al., 2009).

Os estudos cientificos publicados nos ultimos anos mostraram que as cascas
do caule e as folhas do pacari apresentam diversas atividades biologicas. Rogério et
al. (2003) demonstraram o potencial do extrato etandlico da casca do caule de L.
pacari para uso em inflamacdes eosinofilicas, ao reduzir o nivel de interleucina 5,
como as provocadas por parasitas, como Toxocara canis. Também verificou-se que
o tratamento com o extrato etandlico de L. pacari reduziu o recrutamento de
eosindfilos e a producédo de citocinas (IL-4, IL-5, IL-13), podendo ser uma alternativa
terapéutica em processos alérgicos e para a asma (ROGERIO et al., 2008).
Nascimento et al. (2011) mostraram que a casca do caule possui um efeito
antinociceptivo  independentemente da acdo anti-inflamatoria, envolvendo
mecanismos capazes de reduzir a dor neurogénica. Ha evidéncias que o extrato da
casca do pacari possui efeito antidepressivo (GALDINO et al.,, 2009). Tamashiro
Filho et al. (2012) demonstraram a atividade antiulcerogénica do extrato metandlico
das cascas de pacari. Foi detectado gastroprotecdo nos modelos de indugcédo de
Ulceras agudo e cronico. Essa atividade foi dependente da atividade antioxidante,
antissecretoria e pela inibicdo de citocinas pro-inflamatorias, mas foi independente
da motilidade gastrointestinal e da secre¢ao de muco.

Muller et al. (2007) detectaram que o extrato metanodlico das folhas de L.
pacari foi ativo contra o herpes virus 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 etandlico das folhas do
pacari mostrou atividade antinociceptiva no método das contor¢des abdominais
induzidas por acido acético e no modelo de dor induzida por formalina, tanto na fase
neurogénica quanto na fase inflamatdria e atividade antiinflamatéria devido a
reducdo do edema de orelha induzido por 6leo de créton. O extrato ndo afetou a
coordenacdo motora, hipnose ou sedacdo (GUIMARAES et al., 2010). Em
avaliacbes de toxicidade verificou-se que o extrato metanodlico das folhas de L.

pacari foi atoxico para Artemia salina (ALVES et al., 2000) e constatou-se auséncia
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de genotoxicidade do extrato etandlico das folhas de pacari pelo teste de deteccao
de mutacdo e recombinacdo somatica em Drosophila melanogaster (PORTO et al.,
2008).

A prospeccdao fitoquimica do extrato da casca do caule de L. pacari indicou a
presenca de taninos, esteroides e saponinas (SOLON et al., 2000; VIOLANTE et al.,
2009). Solon et al. (2000) isolaram e identificaram o &cido elagico das fracdes
etérea e acetato de etila das cascas do caule, sendo o acido elagico considerado o
principal inibidor da formacéo de radicais livres e da xantina oxidase. O extrato das
folnas apresentou flavonoides como campferol-3-O-glicosideo, 3-O-glicosil-
glicosideos do campferol e da quercetina, e 3-O-glicosideos da quercetina
(galactosideo, glicosideo e glicosil-xilosideo) (SANTOS; SALATINO; SALATINO,
2000).

Sampaio et al. (2011) verificaram o efeito positivo da temperatura e dos
micronutrientes na producdo de compostos fendlicos (taninos, flavonoides e acido
elagico) nas folhas de pacari. Os composto fendélicos se concentraram nos meses de
temperatura mais baixa, sendo que os taninos hidrolisaveis foram os compostos com
maior concentracdo (32 a 54%). Segundo Okuda et al. (2009), Lythraceae é
conhecida pela presenca de taninos hidrolisaveis da classe dos elagitaninos; esses
taninos foram identificados em diversos géneros, dentre eles Cuphea,
Lagerstroemia, Woodfordia e Lythrum (OKUDA; YOSHIDA; HATANO, 2000).

Os taninos sdo compostos fenolicos de alta massa molecular (500 a 3.000
Daltons), sollveis em agua e que possuem a propriedade de formarem complexos
insollveis com alcaloides e proteinas (SANTOS; MELLO, 2007). Nas plantas os
taninos possuem uma funcdo importante na defesa contra herbivoros e micro-
organismos (MONTEIRO et al., 2005). Os taninos sdo responsaveis por algumas
atividades farmacoldgicas como antisséptico, antidiarréico, antimicrobiano, antidoto
contra intoxicagBes, cicatrizante, anti-inflamatorio, antioxidante, antiviral e
antitumoral. As principais propriedades responsaveis pelas atividades
farmacoldgicas foram a reducdo de ions metalicos, ligacdo e precipitacdo de
proteina e acdo antioxidante (OKUDA, 2005).

Os taninos distinguem-se quimicamente em dois grupos: 0s taninos
condensados e o0s taninos hidrolisaveis (SANTOS; MELLO, 2007). Os taninos
condensados sao abundantes no reino vegetal e sdo designados como

proantocianidinas, porque este tipo de polifenol sofre degradagdo oxidativa para
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formar, mediante aquecimento em meio acido, pigmentos antocianidinas
(avermelhadas). As proantocianidinas sao formadas por ligacées entre compostos
de flavan-3-6is (YOSHIDA; HATANO; ITO, 2005).

Os taninos hidrolisaveis sdo encontrados em ampla variedade de plantas
dicotiledoneas, ocorrendo nos caules, cascas do caule, folhas e frutos. Apresentam
como estrutura basica um nucleo central de acucar, B-penta-O-galoil-b-
glicopiranose, esterificado com &cido galico. E constituido por duas classes, 0s
galotaninos e os elagitaninos. A classificacdo dos taninos hidrolisaveis 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, 11, lll e IV) (POUYSEGU et al., 2011). A figura 2
mostra a formacéo das classes dos taninos hidrolisaveis.

A estrutura central dos galotaninos esta ligada a outras unidades de acido
gélico por ligacdes meta-depsidicas. A presenca de acoplamento oxidativo C-C do
grupo éster do galoil na posicdo 2,3 e/ou 4,6 de um nucleo p-glucopiranose (*C;) foi
utilizado para definir os elagitaninos. A unidade hexaidroxidifenoil (HHDP) € a
caracteristica estrutural que determina os taninos hidrolisaveis da classe dos
elagitaninos. A hidrélise de unidades HHDP de elagitaninos da origem a sua
transformacdo na bislactona do &cido elagico. Ha os elagitaninos que contém
unidades de HHDP ligadas a 1,6, 2,4 e/ou 3,6 na posi¢cdes do anel D-glucopiranose
(*C,) com substituinte na posicdo axial. A oxidacdo do grupo HHDP da origem &

formacao da unidade deidroexaidroxidifenoil (DHHDP).
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Figura 2 - Biossintese dos diferentes tipos de taninos hidrolisaveis e sua
classificacdo em galotanino e elagitanino.
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Fonte: Adaptado de POUYSEGU et al., 2011.

Os elagitaninos possuem uma diversidade estrutural que favorece o estudo
das atividades bioldgicas e farmacoldgicas (OKUDA et al., 2009). Aproximadamente
40% dos elagitaninos oligbmeros caracterizados até o momento foram isolados das
espécies de Onagraceae, Lythraceae, Myrtaceae, Trapaceae e Melastomataceae,
indicando essas familias como uma fonte natural (YOSHIDA; AMAKURA,;
YOSHIMURA, 2010).
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Dentre os diversos elagitaninos ja isolados e com atividades bioldgicas
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 enterovirus 71 tiveram diminuigcdo da mortalidade e alivio
dos sintomas clinicos, devido a capacidade de inibicdo da replicacao viral. Dell'Agli
et al. (2010) relataram que o extrato de P. granatum e punicalagina possuiram
atividade antimalarica, por inibicdo de enzimas do ciclo do Plasmodium falciparum.
A punicalagina apresentou efeito quimiopreventivo em células induzidas por proteina
RAS ativada (virus do sarcoma de rato que esta envolvida no desenvolvimento
de cancer em humanos), pois suprimiu a proliferacdo celular por uma possivel
interrupgéo do ciclo celular e diminuiu a concentragdo de superoxido de hidrogénio
intracelular (CHEN; LI, 2006). Segundo Nigris et al. (2007) os antioxidantes
presentes no suco da roma, dentre eles a punicalagina, reduziu a ativacdo de
enzimas proé-aterogénica, diminuiu a progressao da aterosclerose e melhorou a
funcdo vascular de ratos. A punicalagina demonstrou protecdo contra a
aterosclerose devido a reducdo da biossintese de triglicerideos em macrofagos,
efeito atribuido a inibicdo em 54% da DGAT1 (enzima que regula a producdo 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 o0 mecanismo de acdo antioxidante da punicalagina € por eliminacéo
de espécies reativas de oxigénio, bem como, a sua ligacdo com ions metalicos. O
extrato das folhas de Terminalia catappa L., que possui como maior componente a
punicalagina suprimiu a genotoxicidade induzida por bleomicina em células de ovério
de hamster chinés e a proliferacdo de espécies reativas de oxigénio (CHEN et al.,
2000). Um estudo avaliou ratos que receberam dieta enriquecida com 20% do
extrato das cascas de roma (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
duracéo final de 37 dias (5 semanas). Verificou-se auséncia de alteracbes nos
parametros bioquimicos, hematologicos e histologicos, exceto a reducado de ureia e
de triglicerideos (devido a diminuicdo do valor nutritivo da dieta e da palatabilidade)

mostrando a auséncia de toxicidade (CERDA et al., 2003). A punicalagina isolada da
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roma inibiu o dano oxidativo e apresentou elevada atividade antiproliferativa em
linhagem de células cancerigenas de mama, pulmé&o e colo de utero (AQIL et al.,
2012).

Como relatado acima, L. pacari e 0s taninos sao responsaveis por diversas
atividades bioldgicas e na literatura sdo encontrados trabalhos que descrevem a
presenca de acido elagico em L. pacari, ndo havendo estudos com os elagitaninos.
Aliado a isso, em Sampaio (2010) relata em sua Dissertacao (trabalho desenvolvido
em nosso laboratorio - LPPN/FF/UFG) que a concentracdo de taninos encontrada
nas folhas de L. pacari € mais alta que a encontrada nas cascas do caule. Visando
0 uso sustentavel dessa espécie, prefere-se a utilizacdo 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 biologicas,

sendo uma nova proposta de trabalho em relacéo ao ja descrito na literatura.



29

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Isolar e identificar os principais taninos nas folhas de Lafoensia pacari e
avaliar as atividades bioldgicas do extrato acetbnico e do composto isolado das
folhas de Lafoensia pacari.

2.2 Objetivos Especificos

» Caracterizar a droga vegetal (folha) em po6: reacdes histoquimicas,
determinacao do indice de espuma e pesquisa de taninos por precipitacado da
gelatina;

» Obter o extrato em banho de ultrassom e caracterizar o extrato bruto do
pacari (EBP): determinar o teor de sdlidos, pH e densidade relativa e de
massa e perfil cromatogréafico (CCD e CLAE);

» Realizar estudos fitoquimicos do EBP direcionados para taninos: fracionar,
isolar e identificar o constituinte quimico por meio de Ressonancia Magnética
Nuclear de hidrogénio (RMN *H) e de carbono (RMN **C);

» Validar uma metodologia analitica por CLAE para quantificacdo da substancia
isolada;

» Avaliar a atividade anti-inflamatdria do extrato liofilizado de pacari pelo teste
do edema de orelha induzido por 6leo de créton;

» Avaliar a atividade antiulcerogénica do extrato extrato liofilizado de pacari e do
composto isolado pelo teste de lesédo gastrica induzida por indometacina;

» Avaliar a atividade antissecretora do extrato liofilizado de pacari acida gastrica
do extrato e do composto isolado em modelo de ligadura pilérica.

» Avaliar a atividade angiogénica 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 cutaneas em ratos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

As folhas de pacari foram coletadas no municipio de Caldazinha/GO (16° 39'
54,5" Sul, 49° 00" 03,9" Oeste, 1100 m de altitude) no més de dezembro/2011. O
material vegetal foi identificado pelo Prof. Dr. José Realino de Paula da Universidade
Federal de Goias e uma exsicata foi depositada no herbario desta instituicdo sob
registro UFG/47581.

As folhas foram secas em estufa de circulagdo forcada de ar a 30 °C,

trituradas em moinho de facas e armazenadas em freezer.

3.2 Caracterizacao da droga vegetal em pé

3.2.1 REACOES HISTOQUIMICAS

Ao po6 adicionou-se o0 reagente de acordo com a classe de metabdlito
secundario em estudo. Para pesquisa de saponina, adicionou-se uma gota de acido
sulflrico e observou-se a sequéncia de cores (amarelo, vermelho e violeta ou azul-
esverdeada). Para tanino, cloreto de ferro (lll) a 10% com uma pequena quantidade
de carbonato de sodio (cerca de 2 mg), seguida de lavagem com agua apoés 3

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

3.2.2 PESQUISA DE TANINOS

A determinagdo qualitativa de taninos foi realizada pelo método de
precipitacdo com gelatina (COSTA, 2001). Fez-se uma extragdo empregando 2 g da
droga em 50 mL agua e levou-se a ebulicdo por 5 minutos. Apds filtracdo completou-
se 0 volume para 100 mL. Em um tubo com 5 mL deste extrato, acrescentaram-se 4
gotas de solugéo de gelatina a 2,5% (p/v) em solugéo de cloreto de sédio 5% (p/v),
verificando a formagao de um precipitado branco.
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3.2.3 PESQUISA DE SAPONINAS

Para a pesquisa de saponinas foi determinado o indice de espuma. Um
grama do p6 da droga vegetal com 50 mL de agua foi submetido a fervura por 30
minutos, filtrou-se para baldo 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 solucdo extrativa e 9 mL de agua destilada, no segundo tubo
2 mL de solucao extrativa e 8 mL de agua destilada e assim sucessivamente, até o
décimo tubo com 10 mL de solugdo extrativa. Tampou-se e agitou-se verticalmente
por 15 segundos. Mantiveram-se 0s tubos em repouso por 15 minutos e mediu-se a
altura da espuma persistente (BRASIL, 2010).

3.3 Preparacéao do extrato bruto do pacari (EBP)

Para a obtencdo do extrato bruto, fez-se testes para a selecdo 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 extracdes 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 cromatograficos dos extratos por cromatografia em fase liquida
de alta eficiéncia (CLAE) .

ApoOs selecao da melhor condicdo para extracdo dos taninos, o extrato bruto
do pacari foi obtido por extracdo das folhas (250 g) com mistura acetona/agua 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
eliminacdo 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 Caracterizacao do extrato bruto do pacari

Para o0 extrato bruto obtido das folhas do pacari realizaram-se as
determinacdes do teor de solidos, pH e densidade relativa e de massa conforme
descrito na Farmacopéia Brasileira 52 Edicdo (BRASIL, 2010). As analises foram

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

Para determinar a quantidade de substancia volatil, utilizou-se balanca de
infravermelho com lampada de halogénio, com 1 g da amostra. O resultado obtido
em percentual de substancias volateis e agua foi subtraido de 100%, resultando no
teor de solidos (BRASIL, 2010).

3.4.2 DETERMINACAO DE DENSIDADE RELATIVA E DE MASSA

A densidade relativa ( d§§ ) foi medida pelo método do picndmetro. Pesou-se

0 picndmetro vazio, contendo agua destilada a 23 °C (temperatura ambiente) e com

0 extrato a 23 °C. A diferenga entre o picnémetro vazio e com conteudo forneceu a

massa de agua e do extrato. Assim, d33 foi determinada pela raz&o entre a massa

do extrato e a massa de agua (BRASIL, 2010), conforme a equacéo 1:

23 __ me —muw
d33 - (1)

Onde: me = massa do picnémetro com extrato
ma = massa do picndmetro com 4gua
mv = massa do picndémetro vazio

d?= densidade relativa a 23 °C
A densidade de massa (p) € a razdo de sua massa por seu volume a 23 °C,
calculada a partir da densidade relativa (BRASIL, 2010), de acordo com a equacao 2

abaixo:

p =0,99754 x d33 + 0,0012 (2)

Onde: 0,99754 = densidade da agua a 23 °C
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3.4.3 DETERMINACAO DO pH

O pH foi determinado utilizando peagametro, calibrado previamente com as
solucdes tampéo 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 aluminio recobertas com silica (Merck), fase mdvel composta por acetona,
tolueno e acido férmico (3:3:1) e a revelacéo foi feita com solucdo de vanilina/H,SO4
com aquecimento e FeCls/HClI (SANTOS; MELLO, 2007), verificando assim a
presenca de taninos hidrolisaveis.

3.4.5 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

O EBP (1 pg/mL em &agua ultrapura) foi submetido a cromatografia em fase
liquida de alta eficiéncia, em aparelho Waters, com bomba quaternaria, detector de
arranjo diodos (DAD) 2998 e sistema de dados Enpower 2.0. Utilizou-se coluna
Waters C18, 250 x 4,6 mm, vazao de 1,0 mL/minuto, volume de injecédo de 10 pL,
temperatura de 25 °C, deteccdo maxima a 254 nm e fase movel composta (OKUDA;
YOSHIDA; HATANO, 1989) por gradiente de acetonitrila (A) e solu¢ao 0,01 M H3PO4
: 0,01 M KH;POq4 (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 cromatografico do EBP, foram injetados 15 padrdes
de compostos fendlicos (Quadro 1) que foram isolados de plantas e identificados
pela Prof2 Suzana da Costa Santos do Instituto de Quimica, para comparagdo dos

tempos de retencéo e do espectro de absorcao (190 nm a 600 nm).
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Quadro 1 - Padrdes de compostos fendlicos testados em CLAE.

PADROES TESTES

Oenoteina B Pentagaloil-glicose
Genina D Telimagrandia |
1,3,6-tri-galoil-glicoronosideo Catequina
Pedunculagina Naringina
Telimagrandina Il Rutina
3-galoil-4,6- hexaidroxidifenoil | Galato de (-) -epigalocatequina
2,3,6-trigaloil-glicose Oenoteina C

3.5 Fracionamento do extrato bruto do pacari

O fracionamento foi realizado no Laboratorio de Bioatividade Molecular do
Instituto de Quimica/UFG sob supervisao da Prof® Suzana da Costa Santos.

O extrato bruto de pacari (6,23 L) foi dividido em 14 por¢cdes (450 mL) e
extraido com acetato de etila (10x100 mL) em funil de separacdo. As fragbes acetato
de etila foram reunidas e o solvente recuperado em rotaevaporador. As fracoes
aguosas também foram reunidas e liofilizadas. Parte da fracdo aquosa (45,065 g) foi
parcialmente solubilizadas em 400 mL de metanol e filtrada. Separou-se a fracao
insolavel da fracdo solivel em metanol, a qual foi submetida a evaporacdo do

solvente seguida de liofilizag&o.

3.6 Cromatografia em coluna

A cromatografia foi realizada no Laboratério de Bioatividade Molecular do
Instituto de Quimica/UFG sob supervisao da Prof® Suzana da Costa Santos.

Uma parte da fracdo solavel em metanol (20,010 g) foi submetida a
cromatografia em coluna com gel polimérico vinilico Diaion® HP-20 como
adsorvente (coluna de 28 x 4 cm). Primeiramente, lavou-se a coluna com agua
destilada. Apods, a fracdo foi solubilizada em agua destilada e aplicada na coluna.
Utilizou-se como eluente: gradiente de agua 100%, agua/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 fracOes foram coletadas em tubos de ensaio e os solventes organicos
evaporados. As fragdes foram monitoradas por CLAE e CCD, conforme descrito nos

itens subsequentes.

3.6.1 ANALISE DAS FRACOES POR CCD

As fracdes foram submetidas a CCD, em cromatoplacas de aluminio
recobertas com silica (Merck) como adsorvente, fase movel composta por acetona,
tolueno e &cido formico (3:3:1); e acido férmico, formiato de etila e tolueno (1:7:1) e
revelacdo com solugcdo de FeCl3/HCI 0,01 mol/L (SANTOS; MELLO, 2007)
observadas sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda 254 e 365 nm. Conforme

o perfil detectado, as frac6es foram reunidas e liofilizadas.

3.6.2 ANALISES DAS FRACOES POR CLAE

As fracBes na concentracdo de 1 pg/mL em agua ultrapura foram analisadas
por CLAE. As andlises foram realizadas utilizando o equipamento e condi¢fes
descritas no item 3.4.5 (pagina 33).

3.6.3 ANALISE DA FRACAO POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A fracdo que estava pura, foi analisada no Laboratério de Ressonéancia
Magnética Nuclear do Instituto de Quimica/UFG, sob coordenacédo do Prof. Dr.
Luciano Lido. A caracterizacao foi realizada por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (*H) e Carbono (**C), unidimensional e bidimensional (COSY- Correlation
Spectroscopy, HMBC- Heteronulcear Multiple Bond Correlation, HSQC-
Heteronuclear Single Quantum Coherence), em equipamento Bruker Avance Il 500
(campo de 11,75 Tesla: frequéncia de 500,13 MHz para o ‘H e de 125,76 MHz para
o *C). A amostra foi solubilizada em acetona-ds e os deslocamentos quimicos dos
espectros foram referenciados ao padrdo interno TMS (tetrametilsilano). Para o
processamento e andlise dos espectros de RMN de *H e **C 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.

Fracdo soluvel
em metanol de
L. pacari

100% H,0 Fracao
1-54
2400 mL
H.,O/metanol (8:2) Fracéo
300 mL 55-63
H,O/metanol (6:4)
Fracdo
1000 mL 64-87
H,O/metanol (4:6) Fracédo
88-107
COLUNA 900 mL
DIAION® HP-20 | H,O/metanol (2:8) | Fracso
600 mL 108-118
0 Fracéo
metanol 100% 119-123
300 mL
Fracao
metanol/acetona(8:2)| 124-125
100 mL
metanol/acetona (6:4) Fragdo
100 L 125-126
metanol/acetona (2:8) Frlazg%’:l 0
100 mL
acetona 100% Fracao
128

300 mL

3.7 Validacdo de metodologia analitica para quantificac

CLAE

\

Monitoramento
por CCD e
CLAE

Fracbes

reunidas

Composto

purificado

l

Andlise por
RMN de 'H e
13C

J

ao de punicalagina por

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

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

linearidade, preciséo, exatidao e robustez.
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3.7.1 ESPECIFICIDADE

A especificidade foi determinada através da analise dos cromatogramas de
varredura (190 nm a 600 nm) da solucdo do extrato a 1 pg/mL, solucdo do padréo a

1 pg/mL e da &gua ultrapura (solvente).
3.7.2 LINEARIDADE

Para a analise da linearidade prepararam-se 3 curvas padrdo a partir de uma
solugcdo do padrédo a 2 mg/mL em &gua ultrapura, com concentracdes de 0,25
mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 1,5 mg/mL e 2 mg/mL. A partir do grafico obtido da
concentracdo meédia do padrédo e area média dos picos, calculou-se a linearidade
pelo coeficiente de correlacdo obtido na regresséo linear. Assim, obteve-se também

o intervalo linear.
3.7.3 PRECISAO

A precisdo foi avaliada nos niveis de repetibilidade e precisdo intermediaria.
Para a repetibilidade, prepararam-se 6 solu¢gbes do extrato na concentragdo de
100% (1 mg/mL), calculou-se o coeficiente de variacdo (equacdo 3) entre o0s
resultados. A precisao intermediaria foi obtida pelo calculo do coeficiente de variacao

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

cv (%) = 5x 100 (3)

Onde: DP= Desvio padréo dos teores obtidos

T= Média dos teores obtidos

3.7.4 EXATIDAO

A exatidao foi realizada a partir do extrato em 3 concentracdes diferentes,
sendo 50% (2,5 mg/5 mL), 100% (5,0 mg/5 mL) e 150% (7,5 mg/5 mL) da

concentracdo tedrica analisada, cada uma em triplicata. Foi determinada de acordo
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com a equacao 4, expressa pela relagdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a concentracéo tedrica correspondente.

[ Imédia sxpsrimental

Exatidie (%) =

x 100 (4)

[ 1tedrica

3.7.5 ROBUSTEZ

A robustez do método foi avaliada a partir de pequenas variagcbes nos
parametros do método ja estabelecido, comparando esses resultados obtidos com
os resultados nas condicfes normais, por meio do coeficiente de variacdo (CV). Os

parametros avaliados estéo descritos no Quadro 2.

Quadro 2 - Parédmetros avaliados na robustez.
PARAMETRO CONDICOES
Normal Variacoes
Vazao (mL/min) 1 0,9 1,1
Comprimento de
onda — A (nm)

254 253 255

3.8 Avaliacéo das atividades bioldgicas

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Federal de Goias n° 104/2008 e n°® 067/2012
(Anexo 1). Os experimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos em
experimentacdo animal preconizados pelo Conselho Nacional para Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Os testes de atividade anti-inflamatéria,
atividade antiulcerogénica e antissecretéria foram realizados no Laboratdrio de
Farmacologia de Produtos Naturais (LFPN)-ICB/UFG, sob supervisdo do Prof. Dr.
Elson Alves Costa. As atividades angiogénicas e cicatrizantes foram realizadas no
Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN)-FF/UFG e no biotério da
Faculdade de Farmacia/lUFG respectivamente. Os animais (camundongos e ratos)

foram obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Goias (UFG).
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3.8.1 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA PELO METODO DO EDEMA DE ORELHA
INDUZIDO POR OLEO DE CROTON (Croton tiglium L.)

Empregou-se a metodologia de acordo com Zanini et al. (1992). Foram
utilizados camundongos albinos Swiss adulto, fémeas, pesando entre 40 e 45 g. Os
animais foram distribuidos em 3 grupos com 10 animais cada. Em todos os grupos,
foram administradas na superficie interna da orelha direita 25 pL da solucéo de 6leo
de croton 2,5% em acetona e 25 uL de acetona na orelha esquerda. Apos 30
minutos todos os animais receberam 25 pL em ambas as orelhas de: metanol no
grupo 1; EBP liofiliado na concentracdo 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. Apos 4 horas da aplicacdo do agente flogistico, os animais foram submetidos a
eutanasia em camara de CO,. Discos de 6 mm de diametro de ambas as orelhas
foram retirados e pesados. A atividade antiedematogénica foi avaliada pela diferenca
de peso entre as orelhas dos animais. Os resultados foram expressos como média +
erro padrdao das médias (EPM). Na analise dos resultados utilizou-se analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Consideraram-se como valores
significantes aqueles cujo p < 0,05. Para a analise dos dados foi utilizado o software
GraphPad Prism 3.0.

3.8.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTISSECRETORA ACIDA GASTRICA EM
MODELO DE LIGADURA PILORICA

A metodologia utilizada para este experimento foi proposta por Visscher, et al.
(1954). Os animais utilizados nesse experimento foram camundongos albinos Swiss
adulto, fémeas, pesando entre 40 e 45 g, mantidos em jejum de 16 horas com
acesso livre a 4gua contendo 5% glicose. Foram distribuidos em grupos de até 12
animais, anestesiados com éter e colocados em decubito dorsal em uma placa de
cortica. Através de uma incisdo de cerca de 2 cm no abdémen, o estdbmago foi
localizado e realizada a ligadura do piloro com fio de algoddo. Os animais foram
tratados por via intraduodenal (i.d.) com veiculo- agua 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 ap0s a cirurgia, 0s animais foram

submetidos a eutandsia em camara de CO,. Fez-se o pingcamento do es6fago para
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evitar perda do material secretado, os estdbmagos foram removidos, lavados, secos
em gaze e mantidos em béquer com salina gelada. Seccionou-se o0 estbmago ao
longo da curvatura menor e a mucosa foi lavada individualmente com 2 mL de agua
destilada, recolhendo-se o0 suco gastrico e o lavado em tubos de ensaios, que foram

centrifugados a 1500 rpm por 30 minutos.

3.8.2.1 Volume da secrec¢do gastrica

O sobrenadante do suco gastrico foi transferido para uma proveta e mediu-se
o volume (mL). Os resultados foram expressos como meédia + erro padrao das
médias (EPM) de cada grupo experimental. Na andlise dos resultados utilizou-se
analise de variancia (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 estdbmago foi completado para 10 mL com
agua destilada e determinou-se a acidez livre (pH) em peagametro. Os resultados
foram expressos como média = erro padrdo das médias (EPM) de cada grupo
experimental. Na andlise dos resultados utilizou-se andlise de variancia (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 (mEg[H+]/L/4h) de cada conteudo estomacal foi determinada
através de titulacdo com NaOH 0,01 M, tendo como indicador acido-base a
fenolftaleina 2%. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo das
meédias (EPM) de cada grupo experimental. Na analise dos resultados utilizou-se
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. .
Foram considerados como valores significantes aqueles cujo p < 0,05.
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3.8.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA POR LESOES
GASTRICAS INDUZIDAS POR INDOMETACINA

Este experimento foi realizado de acordo com metodologia de Djahanguri
(1969). Utilizaram-se camundongos albinos Swiss adulto, fémeas, pesando entre 40
e 45 g, em jejum de sélidos por 16 horas com acesso livre a agua contendo 5% de
glicose. Os animais foram divididos em grupos, os quais foram administrados por via
oral (v.0), a agua (n= 9 e 10; 10 mL/kg, veiculo), EBP liofilizado (n= 10; 150 mg/kg),
punicalagina (n= 9; 120 mg/kg) ou ranitidina (n= 10; 50 mg/kg). Ap6s 1 hora foi
administrado subcutaneamente (s.c.) a indometacina (30 mg/kg) e depois de 3 horas
da administracdo do agente lesivo, repetiram-se todos os tratamentos. Os animais
foram submetidos a eutanasia em camara de CO, ap0s 6 horas da administracédo da
indometacina. A partir de abertura no abdomen, o estdmago foi removido, lavado
externamente, aberto ao longo da pequena curvatura, o conteudo gastrico foi
desprezado e a mucosa foi lavada com salina. Os estdmagos foram mantidos em
béquer com salina gelada até a inspecdo em estereoscopio, sendo determinado o
namero de Ulceras e o indice de lesdes.

O indice de lesdes foi determinado segundo protocolo pré-estabelecido
adaptado da tabela proposta por Macaubas et al. (1988), que consideram o edema
de mucosa, hemorragias, intensidade de ulceracdo, numero total de Ulceras e
petéquias por cm? da mucosa gastrica (Quadro 3). Foram atribuidos pontos as
lesbes e a soma reflete a intensidade da lesé@o, formando o indice de lesdo. Os
resultados foram expressos como média + erro padrao das médias (EPM) de cada
grupo experimental. Para a analise dos resultados utilizou-se andlise de variancia
(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 - Pontuacgéo para a composicdo do indice de lesdo da mucosa gastrica.

LESAO PONTUACAO
Descoloragao da mucosa 1 ponto
Edema 1 ponto
Hemorragias 1 ponto
Perda de pregas da mucosa 1 ponto
Cada 10 petéquias 2 pontos
Ulceras ou erosdes de até 1 mm n° x 2 pontos
Ulceras ou erosdes maiores de 1 mm n° x 2 pontos
Ulcera perfurada n° x 2 pontos

Fonte: Macaubas et al., 1988.

3.8.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANGIOGENICA 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. (Itaberai, Goias). Os ovos foram acomodados em incubadora
(Premium Ecoldgica IP-130), sob umidade de 65-67% e temperatura de 37 °C.

Os ovos foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos com 15 ovos cada,
sendo:

G1: grupo controle tratado com agua destilada,
G2: grupo tratado com EBP a 10% em agua destilada

No 3° dia de incubacdo foram removidos 2 a 3 mL de albume por uma
pequena abertura na casca do ovo utilizando uma seringa descartavel. Em seguida,
o orificio foi selado com parafina histolégica liquida. A incubacdo continuou até o 12°
dia, quando a parafina foi retirada e os ovos foram tratados com 100 puL de agua
destilada (G1), 100 uL da solucédo do EBP a 10% em agua destilada (G2) adicionado
diretamente sobre a superficie da MCA, empregando uma seringa descartavel. Os
ovos foram novamente selados com parafina e incubados por mais 2 dias. Apos
esse periodo, fragmentos da MCA foram retirados para avaliagcbes morfométrica e
histoldgica.

A abertura da casca, a retirada do albume e os tratamentos foram
realizados em uma camara de seguranca biolégica tipo |l.
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A eutanasia dos embrides foi realizada por sec¢cdo medular na regido atlanto-
occipital.

3.8.4.1 Avaliacdo morfométrica da MCA

Fragmentos com 1 a 2 cm da MCA da regido onde o extrato foi aplicado de
cada ovo foram distendidos sobre uma l|amina de vidro e analisados
microscopicamente. O registro fotografico foi realizado em um fotomicroscépio
Zeiss© (Axionstar Plus) com maquina fotografica digital acoplada, utilizando o
software Image J 1.3.1 (NIH, Estados Unidos). Foram fotografados 30 campos que
apresentavam vasos sanguineos e calculou-se a porcentagem de area marcada em
vermelho por campo (WILLIAMS, 1977).

Para a andlise estatistica dos resultados utilizou-se o teste de Mann-Whitney
e pos-teste de Dunn. O programa GraphPad InStat 3.0 e teste de normalidade de
Fromthe Kolmogorov-Smirnov foram utilizados para analise dos dados. Considerou-

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

3.8.4.2 Avaliacao das células inflamatorias e nimero de vasos sanguineos da MCA

Fragmentos da MCA de cada ovo (n=10) foram fixadas em formalina
tamponada e posteriormente incluidos em parafina e corados pela técnica de
hematoxilina e eosina. As células inflamatérias 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 numero de vasos sanguineos na mesoderme da MCA foi determinado
utilizando-se a planimetria por contagem de pontos com o auxilio do software Image
J 1.3.1 (NIH, Estados Unidos). Para isso, um reticulo quadrangular composto por 25
pontos foi superposto a imagem histolégica e foram contados apenas 0s vasos nas
interseccdes presentes no campo visual (RIBATTI et al., 2000; PRADO et al., 2006).

O numero de vasos sanguineos 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 analise dos dados.

Considerou-se como valores significantes aqueles cujo p < 0,05.
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3.8.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE PELO MODELO DE FERIDAS
CUTANEAS EM RATOS

Na avaliagdo da atividade cicatrizante foram utilizados 20 ratos (Rattus
norvegicus albinus), da linhagem Wistar, fémeas, com 60 dias de idade, peso entre
160 a 190 g. Os animais foram aclimatados no Biotério da Faculdade de Farmacia
da UFG, por um periodo de dez dias, mantidos em gaiolas de polietileno, forradas
com maravalhas, sob condicdes ambientais controladas (temperatura 23 + 2 °C,
umidade relativa do ar entre 50 e 70% e periodo claro/escuro de 12 h) e com
fornecimento de agua e ragéo 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 distribuidos aleatoriamente em 4 grupos com 5
animais cada, sendo:

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

C2: grupo tratado com EBP a 10% em agua destilada durante 7 dias,
C3: grupo controle tratado com 4gua destilada durante 14 dias e

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

Para a realizacdo do procedimento cirurgico, os animais foram anestesiados
(cetamina, 70 mg/kg e xilazina, 10mg/kg, IM) e a regiao dorso-cervical foi epilada. As
feridas foram realizadas com um punch metalico circular de 1 cm de diametro na
pele de cada animal. Logo apds a cirurgia e diariamente no mesmo horario aplicou-
se nas feridas 100 puL de agua destilada (C1 e C3) e 100 pL da solucéo do EBP a
10% (C2 e C4) com auxilio de uma seringa descartavel.

Logo apOs a cirurgia e nos 2 dias seguintes 0s animais receberam por v.0 0
analgésico cloridrato de tramadol para minimizar a dor.

Diariamente os animais foram examinados quanto ao aspecto geral e as
feridas avaliadas macroscopicamente, observando-se presenga ou auséncia de:
hiperemia, hemorragia, exsudato e crosta.

Ao final de cada etapa, 7 dias apds o procedimento cirdrgico para 0S grupos
Cl e C2 e 14 dias ap0s o procedimento cirargico para os grupos C3 e C4, os

animais foram pesados e eutanasiados em camara de CO..
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3.8.5.1 Avalia¢cdes morfométrica e histolégica

As feridas foram fotografadas nos dias zero, 7 (grupo C1 e C2) e 14 (grupo
C3 e C4) utilizando uma camera digital acoplada em tripé, mantida a uma distancia
de 27 cm da ferida. As imagens foram digitalizadas em microcomputador, com o
auxilio do Software Image J 1.3.1 (NIH, Estados Unidos). Foi calculado o grau de
contracdo da area (GC) da ferida, conforme a equacéo 3 (OLIVEIRA et al., 2000).

Contracao da ferida (%)= (area lesada inicial - area contraida) x 100 3
area lesada inicial

Para a avaliac&o histologica, um fragmento de cada ferida foi retirado apds a
eutanasia, fixado em formol tamponado, processado e corado por hematoxilina e
eosina. Foram avaliadas as varidveis ao 7° dia: colageno, fibrina, hemorragia,
hiperemia e infiltrado inflamatério. No 14° dia avaliou-se a reepitelizacdo e
hiperplasia epidermal. Todas avaliagbes foram realizadas de acordo com escores
adaptados de Biondo-Simdes 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 biol6gicas realizadas para o extrato bruto de pacari e para a

punicalagina estao resumidas no Esquema 2.
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Esquema 2 - Fluxograma com o resumo das atividades bioldgicas realizadas a partir do
extrato bruto de pacari e punicalagina.

Folhas de Lafoensia
pacari
250 g

Extrato bruto

pacari (EBP)

extragdo com acetona 50% em

banho em ultrassom, evaporacao da
acetona e filtracédo

Edema de orelha

induzido por 6leo
de créton

Ligadura pilorica:
volume secrecéo

gastrica, acidez livre

N

Punicalagina

e total

LesBes gastricas
induzidas por

120 mg/kg Atividade
antissecretora
acida

indometacina

el
Extrato
liofilizado
Atividade 5 mg/orelha
anti-inflamatoria
75 mg/kg
150 mg/kg
Atividade 300 mg/kg
antissecretora
acida
Atividade 150 mg/kg
anti-ulcerogénica
Atividade EBP 10%
angiogénica
Atividade EBP 10%
cicatrizante

Membrana

corioalantéidea

Feridas cutaneas

em ratos

anti-ulcerogénica
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5 CONCLUSAO

» Foi isolada e identificada punicalagina presente nas folhas de Lafoensia
pacari.

» Validou-se uma metodologia analitica por CLAE para quantificacdo da
punicalagina no extrato liofilizado; sendo o teor de punicalagina encontrado
no extrato de 65%.

» EBP (5 mg/orelha) apresentou atividade anti-inflamatéria por reduzir o edema
de orelha induzido por 6leo de créton;

» 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 gastrico, 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 antiulcerogénica por reduzirem
significativamente o indice da lesdo gastrica induzida por indometacina;

» Através do método de ligadura pilérica, sugere-se que o EBP e a punicalagina
exercem seu efeito antiulcerogénico devido a atividade antissecretéria acida.

» EBP a 10% apresentou atividade angiogénica significativa no modelo da
membrana corioalantoide (MCA).

» EBP a 10% proporcionou uma reducao no tempo de cicatrizacao de feridas
cutaneas em ratos, com aumento significativo das variaveis envolvidas na

cicatrizagdo, 0s vasos sanguineos e a producao de colageno.
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PERSPECTIVAS

» lIsolar e identificar os demais constituintes do extrato bruto de pacari.

» Aprofundar nos testes de atividades biologicas e explorar seus respectivos
mecanismos de acgao.

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

» Microencapsulacédo do EBP.
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