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RESUMO 

 
A lesão medular (LM) decorrente da  interrupção parcial ou total dos sinais 
neurológicos através da medula resulta em alterações locomotoras e/ou sensitivas. 
Danos à medula espinhal podem ocasionar comprometimento motor e déficits 
cognitivos e distúrbios emocionais, fruto de modificações fisiopatológicas 
consequentes do processo neuroinflamatório e destruição neuronal, repercutindo 
significativamente sobre a qualidade de vida dos pacientes afetados. Dentro desse 
contexto, a Punica granatum tem se destacado por apresentar uma série de atividades 
biológicas, como ação antinflamatória, antioxidante e neuroprotetora. Diante do 
exposto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o possível efeito neuroprotetor da 
administração oral do extrato aquoso da casca do fruto de Punica granatum (EACPG) 
sobre a progressão da LM em roedores. Para tanto os ácidos fenólicos foram 
quantificados no EACPG através do método de padronização externa, utilizando-se as 
curvas analíticas construídas para os padrões. Foi avaliada a atividade motora em 
teste de campo aberto e desempenho cognitivo em teste de labirinto em Y (memória 
de trabalho). Para tanto os animais foram divididos em 5 grupos: falso-operado (LAM), 
hemissecção tratados com água destilada (LESÃO), e os lesionados tratados com 
EACPG nas doses de 100 e 300 mg/kg e com Metilpredinisolona (METIL) 30 mg/kg. 
Os tratamentos foram realizados através de gavagem (via oral) diariamente durante 28 
dias. Ao término do tratamento os testes comportamentais foram realizados e, em 
seguida, os animais foram eutanasiados em câmara de gás carbônico e os cérebros 
removidos para análise pós-mortem. Os espécimes foram devidamente processados e 
submetidos à análise histológica para avaliação das alterações morfológicas e 
densidade média de neurônios do hipocampo. Os dados foram avaliados por meio de 
análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey, dados não 
paramétricos por meio de teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Na análise 
química do EACPG foi possível quantificar e identificar a presença do ácido gálico e do 
ácido elágico. No teste de labirinto em Y, o grupo lesionado tratado com EACPG 300 
mg/kg mostrou aumento significativo da porcentagem média de alternações corretas 
em relação aos grupos LAM (p < 0,0001), LESÃO (p < 0,05) e EACPG100 (p < 0,001) 
ao final de 28 dias. Com relação à avaliação motora, observou-se que todos os grupos 
lesionados mostraram valores significativamente menores que o grupo LAM (p < 
0,0001). A análise histopatológica dos animais evidenciou um número médio de 
neurônios/campo histológico no hipocampo significativamente menor no grupo LESÃO 
(2,93 ± 0,23) do que no grupo LAM (4,13 ± 0,27) (p<0,01) no lado homolateral à lesão. 
O tratamento com o EACPG com a dose de 300 mg/kg levou as contagens médias de 
neurônios a valores estatisticamente semelhantes ao grupo LAM (p>0,05), o que 
também foi visto no grupo tratado com metilprednisolona (METIL) (p>0,05). Concluiu-
se que a lesão medular promoveu diminuição da atividade motora e a administração 
do extrato aquoso da casca da P. granatum foi capaz de melhorar a desempenho no 
teste de memória (labirinto em Y), além de promover ação neuroprotetora sobre a 
neurodegeneração de neurônios hipocampais após lesão medular espinhal.  
 
 
Palavras-Chave: Lesão medular; Hipocampo; Cromatografia Líquida; Punica 
granatum; cognição: neuroinflamação. 
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ABSTRACT 

 
The spinal cord Injury (SCI) caused partial or total interruption of the neurological 
connections through the spinal cord results in locomotor and/or sensory alterations. 
Damage to the spinal cord can lead to motor impairment and cognitive deficits and also 
to emotional disturbances, resulting from the pathophysiological changes 
(neuroinflammatory process and neuronal destruction), with a significant repercussion 
on the quality of life of the affected patients. Within this context, Punica granatum has 
been outstanding for presenting a series of biological activities, such as anti-
inflammatory, antioxidant and neuroprotective actions. Thus, the objective of this work 
was to evaluate the possible neuroprotective effects orally administrated aqueous 
extract of the bark of the fruit of Punica granatum (AEBPG) on the progression of SCI 
in rodents. The phenolic acids were quantified in the EACPG through the external 
standardization method, using the analytical curves constructed from the standards. 
Motor activity in open field test and cognitive performance in Y maze test (working 
memory) were evaluated. The animals were divided into 5 groups: sham (LAM), 
lesioned (hemisection) and treated with distilled water (LESION), and lesioned treated 
with AEBPG at doses of 100 and 300 mg/kg and with Methylpredinisolone (METIL) 30 
mg/kg. The treatments were performed through gavage (orally) daily for 28 days. At the 
end of the treatment, the behavioral tests were performed and then the animals were 
euthanized and the brains were removed for postmortem analysis. The specimens 
were routined processed and submitted to histological analysis to evaluate the 
morphological alterations of the hippocampus and the mean number of neurons. Data 
were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey post-
test, while non-parametric data using Kruskal-Wallis test and Dunn post-test. The 
substances identified in the aqueous extract of P. granatum were gallic acid, ellagic 
acid and punicalagin α and β. Gallic acid (3.83 ± 0.00 mg/g) and ellagic acid (11.80 ± 
0.08 mg/g) were quantified. In the Y maze test, the injured group treated with AEBPG 
300 mg/kg showed a significant increase in mean of correct alternations, in relation to 
LAM (p <0.0001), LESION (p <0.05) and AEBPG100 (p <0.001) at the end of 28 days. 
Regarding motor assessment, it was observed that all injured groups showed 
significantly lower values than the LAM group (p <0.0001). Histopathological analysis 
showed a significant reduction in the mean number of neurons/histological field in the 
hippocampus significantly in the LESION group (2.93 ± 0.23) compared to the LAM 
group (4.13 ± 0.27) (p <0.01) homolateral to the lesion. Treatment with AEBPG at 300 
mg/kg increased the mean neuron counts at values statistically similar to the LAM 
group (p> 0.05), which was also seen for the methylprednisolone (METIL) group (p> 
0.05). It was concluded that the SCI promoted a decrease in the motor activity and that 
the administration of the aqueous extract of the P. granatum bark improved the 
performance in the memory test (Y maze test), besides promoting neuroprotective 
action on neurodegeneration of hippocampal neurons after spinal cord injury. 
 
 
Keywords: Spinal cord injury; Hippocampus; Liquid Chromatography; Punica 
granatum; cognition: neuroinflammation. 
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1. INTRODUÇÃO 

A lesão medular (LM) é um quadro que acomete o indivíduo por meio de 

alterações na medula espinal (BRASIL, 2013), classificada em traumática, ocasionada 

por fatores externos, e não traumática quando as alterações se desenvolvem por meio 

de doenças (NSCISC, 2016). 

As sequelas relacionadas à LM são tema de estudo, com ênfase em déficits 

motores e sintomas como disfunção sexual, comprometimento da bexiga e do intestino 

(LAZARIDIS; ANDREWS, 2014), dor neuropática (FINNERUP et al., 2014) e sintomas 

de ordem emocional (KHAZAEIPOUR et al., 2015). Estudos recentes mostram que as 

modificações fisiopatológicas causadas pela LM provocam alterações na cognição, 

consequência do processo neuroinflamatório na região cerebral, que ocorre ao longo 

de semanas, com importante perda neuronal e aumento nos níveis de mediadores 

inflamatórios como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (WU et al., 2014b; 

PHILLIPS et al., 2016). 

Estudos clínicos mostraram, por meio de avaliações psicológicas, que há 

comprometimento cognitivo relacionado ao déficit de atenção, concentração e 

memória associados a fatores sociais (DAVIDOFF et al., 1992, STRUBREITHER et al., 

1997, MURRAY et al., 2007, MAXON et al., 2014, LIM et al., 2017). Em estudos pré-

clínicos foi observado que, após a LM, as vias aferentes e eferentes são alteradas e 

ocorre o surgimento de reações neuroinflamatórias tanto no local lesionado como em 

regiões do cérebro em decorrência da neurodegeneração e do processo inflamatório 

com perda neuronal no córtex, tálamo e hipocampo que promovem alterações 

cognitivas e emocionais observadas por meio de testes comportamentais como o 

labi.rinto em Y e campo aberto (ZHAO et al., 2012, Wu et al., 2014 a,b). 

O tratamento da LM requer desenvolvimento de estratégias com o intuito de 

impedir o avanço dos danos secundários que se seguem ao trauma inicial (JIA et al., 

2012), como a resposta inflamatória e formação de espécies reativas de oxigênio que 

levam à neurodegeneração e posterior acometimento/neuroinflamação de áreas 

encefálicas e progressão do quadro neurológico (MCDONOUGH et al., 2015). A 

metilprednisolona é um dos fármacos mais citados para o tratamento da fase aguda da 

LM (SANTOS, 2013), porém, por não possuir uma relevante eficácia mediante a 

complexidade do trauma e apresentar efeitos colaterais como a embolia pulmonar, que 

se sobrepõem aos benefícios clínicos, seu uso é questionado (VIALLE et al., 2007; 

RASLAN; NEMECEK, 2012; ARDESTANI et al., 2017). Dessa forma, faz-se 

necessária a busca por novas alternativas terapêuticas para o tratamento da LM. 

 



12 

 

Os medicamentos fitoterápicos são preparações farmacêuticas (extratos, 

pomadas, tinturas e cápsulas) desenvolvidas a partir de produtos naturais, 

considerados uma opção para tratamento de diversas doenças por apresentarem 

compostos com diferentes atividades biológicas (HENDRICH, 2006). 

A Punica granatum L. (P. granatum) da Família Lythraceae, popularmente 

conhecida como romã, e seus componentes bioativos possuem importantes efeitos 

biológicos descritos como a atividade anti-inflamatória (LEE et al., 2010; BENSAAD et 

al., 2017), antioxidante (CELIK et al., 2013, PRAKASH; PRAKASH, 2011; ZHUANG; 

DU; WANG, 2011; WANG et al., 2013, FAWOLE; OPARA; THERON, 2011), 

bactericida (GULLON et al., 2016) e neuroprotetora em modelos experimentais para 

estudo da doença de Alzheimer (HARTMAN et al., 2006, AHMED et al., 2014 a), 

acidente vascular encefálico (AHMED et al., 2014 b) e frente ao estresse oxidativo 

neuronal induzido in vitro e in vivo (FOROUZANFAR et al., 2013). 

 As ações terapêuticas da P. granatum tem sido atribuídas aos compostos 

fenólicos como as antocianinas, quercetina, ácidos fenólicos (elágico, gálico) e taninos 

(punicalagina), presentes no fruto (LI et al., 2006), consideradas substâncias com ação 

neuroprotetora (LIU et al., 2017) e que retardam a progressão das deficiências 

cognitivas e comportamentais (SUBASH et al., 2015) por meio da atividade 

antioxidante, anti-inflamatória (HOUSTON et al., 2017)  e aumento da expressão de 

neurotrofinas (OLAJIDE et al., 2014), em especial o fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF) que atua na manutenção, sobrevivência, crescimento e diferenciação 

de neurônios, promovendo proteção frente a atrofia neuronal e, consequentemente, 

reduzindo déficits comportamentais (GOMEZ-PINILLA; NGUYEN, 2012).  

Farbood et al., (2015), estudaram os possíveis efeitos do ácido elágico sobre 

distúrbios motores e biomarcadores neuroinflamatórios induzido por 6- 

hidroxidopamina em modelo animal de doença de Parkinson e constataram que o 

ácido elágico pode restaurar as deficiências e diminuir os biomarcadores inflamatórios, 

TNF-α e interleucina (IL)-1β, no tratamento e na prevenção de radicais livres. 

Desta forma, dada a importância da neuroinflamação na progressão dos efeitos 

secundários à LM em especial a neurodegeneração e comprometimento de áreas 

encefálicas, e considerando que o extrato aquoso da casca do fruto de Punica 

granatum (EACPG) apresenta ações que podem contribuir para a diminuição dos 

efeitos secundários, este estudo se propõe a avaliar o potencial terapêutico do EACPG 

para melhora no desempenho cognitivo e redução da neuroinflamação e 

neurodegeneração encefálica após hemissecção medular em ratos. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Geral: 

Avaliar os efeitos neuroprotetores do tratamento com extrato aquoso da 

Casca do fruto de Punica granatum (EACPG) sobre a progressão da lesão 

medular para áreas encefálicas, em roedores. 

3.2 Objetivos Específicos: 

  Desenvolver e validar um método por CLAE para identificação e 

quantificação de marcadores químicos no EACPG;  

 Avaliar os efeitos dos tratamentos sobre: 

 Avaliação motora em teste de campo aberto; 

 O desempenho cognitivo em testes de memória; 

 A neurodegeneração cerebral. 
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4. REVISÃO DE LITERATURA  

4.1 Lesão medular (LM) 

A coluna vertebral é constituída por 24 vértebras além do sacro e do cóccix e 

protege a medula espinal. Impulsos nervosos sensitivos e motores entre o cérebro e 

as demais regiões do corpo, são conduzidos através da medula espinhal contida no 

canal vertebral (DEFINO, 1999).  

Segundo os dados apresentados pelo National Spinal Cord Injury Statistical 

Center (NSCISC, 2016) a incidência anual de LM, nos Estados Unidos da America 

(EUA) é de aproximadamente 17.000 novos casos por milhão de habitantes a cada 

ano, e estima-se que a prevalência é de 243.000 a 347.000 pessoas com idade média 

de 42 anos, sendo 80% dos casos de LM do sexo masculino. Acidentes 

automobilísticos são as principais causas, seguido de queda, violência (ferimento com 

arma de fogo) e atividades esportivas. 

No Brasil, a rede Sarah de Hospitais de Reabilitação realizou uma pesquisa no 

primeiro semestre de 2015 e constataram que os acidentes de trânsito se destacam 

como causa primária, externa, totalizando 48% dos casos, as agressões (arma de 

fogo, arma branca e agressão física) aparecem como segunda causa, com 24,8%, 

seguido de quedas (15,2%), acidentes em mergulhos, (4,7%) impactos por objetos 

pesado (1,7%) e outras causas 4,8% (SARAH, 2016).  

Devido aos índices de ocorrência da LM, estudos buscam entender a 

fisiopatologia desta moléstia e salientam a relevância das pesquisas experimentais em 

animais por conta da necessidade de compreender o processo da LM para propor um 

tratamento efetivo (HULSEBOSH, 2002, YILMAZ; TURAN; KELES, 2014). A 

caracterização da fisiopatologia da LM é determinada por uma sequência de fatores 

que ocorrem ao redor da lesão como a destruição tecidual, reparação e cicatrização 

(POPA et al., 2010).  

Os processos decorrentes do trauma raquimedular são estudados em duas 

etapas (quadro 1). A primeira etapa é denominada lesão primária, que ocorre no ato 

da injúria medular, em que há o rompimento dos axônios, danificação das células 

nervosas e o extravasamento sanguíneo, provocando necrose, edema, hemorragia e 

vaso espasmo, ocasionando em poucas horas efeitos irreversíveis na substância 

cinzenta (SC) e na substância branca. (DEL BEL, 2009, MARQUES et al., 2010).  

No local da lesão, surgem células inflamatórias acompanhadas de células da 

glia como os astrócitos, oligodendrócitos e células ependimárias, bem como células 

microgliais. Os macrófagos residentes do sistema nervoso central (SNC) estão 

relacionados com a resposta primária diante de quadros infecciosos e são 
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responsáveis por iniciar o processo inflamatório, auxiliando na defesa e promovendo a 

formação de tecido cicatricial dentro da medula espinhal (COSTA et al., 2013).  

A lesão secundária é caracterizada por uma série de alterações celulares que 

provocam dano no tecido neuronal e culminam em déficit funcional afetando a 

estrutura da medula espinhal (IMPELLIZZERI et al., 2012). Desta forma, os processos 

degenerativos e regenerativos axonais são medidos por meio da cascata inflamatória 

decorrente da LM (JANG et al., 2014). O trauma provoca o aumento da produção de 

citocinas, secretadas pelo sistema imunológico como as IL-1β, IL-6 e o TNF-α, as 

quais são importantes mediadores inflamatórios (BOCHE et al., 2013).  

Adicionalmente, o processo inflamatório é caracterizado pelo aumento das 

células sanguíneas no local da lesão, tais como macrófagos e neutrófilos, que são 

células do sistema imune inato, e os linfócitos, células do sistema imune específico, 

considerada a primeira linha de defesa do organismo (JULIUS, 2001; OYINBO, 2011). 

Elevam-se as quantidades de neurotransmissores excitatórios, principalmente o 

glutamato, um aminoácido mediador de sinais excitatórios no SNC dos mamíferos que 

participa de funções cerebrais normais da cognição, como a memória e aprendizagem, 

e também da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), podendo ocasionar a 

morte de neurônios e de oligodendrócitos, (BARBOSA; DE MEDEIROS; AUGUSTO, 

2006, CHENG et al., 2016). Os oligodendrócitos participam da produção da bainha de 

mielina para os neurônios e a perda destas células acarreta na desmielinização, 

bloqueio axonal e morte celular (MATUTE, 2010; ALMAD, 2011). 

A morte neuronal na medula e o rompimento da ligação entre os axônios de 

origem cerebral e suas conexões provocam neurodegeneração retrógrada do 

motoneurônio superior, culminando em alterações na condução dos impulsos 

nervosos sensitivos e motores, o que ocasiona danos e déficits cognitivos 

relacionados à memória, evidenciados em estudos experimentais em animais, por 

meio de testes comportamentais, com o campo aberto que avalia estado emocional e 

atividade motora do animal e o labirinto em Y que avalia a memória de trabalho  ( WU 

et al., 2014a, FADEN et al., 2016). 
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Quadro 1. Alterações, fases da lesão e características e consequências da LME. 

Alteração Fase da lesão Características/Consequências 

Alterações 

vasculares 

Primária/Secundária Hemorragia, vaso espasmo, trombose, 

rompimento da barreira hematoencefálica, 

infiltrado de células inflamatórias, edema, 

necrose, isquemia e diminuição do fluxo 

sanguíneo (TATOR; FEHLINGS, 1991, KWON, 

2004). 

Formação de radicais 

livres e 

Peroxidação lipídica 

Primária Diminuição do fluxo sanguíneo para a medula 

espinal, isquemia, edema, resposta inflamatória 

e perda de função neuronal (SCHWAB et al., 

1996). 

Quebra do 

equilíbrio iônico 

de K+, Na+ e Ca2+ 

Primária/Secundária Morte celular (LI et al., 1996) 

Excitotocidade Primária/Secundária Morte celular pelo aumento da estimulação de 

receptores excitatórios (glutamato) (LIU et al., 

1999; MACHADO et al., 2005) 

Apoptose Secundária Morte celular programada de neurônios, 

oligodendrócitos, micróglia e, talvez, astrócitos. 

Leva a desmielinização e danos aos tratos 

medulares (LEE et al., 2004; SILVA, et al., 

2014) 

Resposta Inflamatória Primária/Secundária Aumento de citocinas e espécies reativas de 

oxigênio em decorrência elevado número de 

leucócitos, aumentando a inflamação e 

lesionando o sistema nervoso (LU et al., 2000) 

Fase Crômica Secundária Aumento de gene relacionado ao ciclo celular 

(ciclinas A1, A2, D1, D2, E2F1 e PCNA) e 

proteínas (ciclina D1, e CDK4) no hipocampo e 

no córtex cerebral (WU et al.; 2014a). 
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4.2 Aspectos cognitivos relacionados à LM 

 

As sequelas relacionadas a  lesão medular são temas de inúmeros estudos, com 

ênfase em déficits motores e sintomas secundários como disfunção sexual, 

comprometimento na bexiga, intestino, dor neuropática e sintomas de ordem emocional 

(BRUNOZI, 2011). 

As alterações cognitivas decorrentes da LM vem ganhando destaque na última 

década. Felix et al. (2012), em estudo experimental, investigaram alterações na dinâmica 

celular em áreas neurogênicas do prosencéfalo de ratos adultos após LM por meio de 

quantificação da incorporação de bromodesoxiuridina (BrdU) e determinando os fenótipos 

das células recém-geradas (neurônios, astrócitos ou micróglia) durante as fases subcrônicas 

e crônicas da lesão. Os autores constataram que a LM induz a remodelação cortical e 

subcortical no cérebro, e mostraram que a neurogênese do prosencéfalo é vulnerável à LM 

ocasionando impacto negativo distal e sugeriram novos estudos para descoberta de 

mecanismos subjacentes com a finalidade de promover estratégias de proteção ao cérebro 

após LM. 

Em adição Craig et al. (2015) realizaram um estudo prospectivo para analisar a 

ocorrência de distúrbios e comorbidades após a lesão medular, no qual avaliaram 88 

pacientes com LM, admitidos em uma unidade de saúde, por meio de Mini Entrevista 

Neuropsiquiátrica Internacional, entrevista psiquiátrica diagnóstica estruturada, utilizadas 

para avaliar presença de transtornos psicológicos, incluindo episódios de ansiedade, humor 

depressivo, resiliência e capacidade cognitiva. Os autores observaram que 17% a 25% 

apresentaram maiores índices quando comparados com dados populacionais sem LM, e 

aumento de comorbidades de transtornos psicológicos incluindo distúrbios depressivos, do 

uso de substâncias psicoativas e ansiedade, e propuzeram que melhorias no processo de 

reabilitação para pessoas com LM são necessárias, de modo a oferecer melhores 

estratégias de enfrentamento dessa condição. 

Com a finalidade de identificar os mecanismos responsáveis por causar 

comprometimento cognitivo e depressão após LM, WU et al. (2014 a,b; 2016) realizaram 

estudo experimental em camundongos submetidos a LM e avaliaram o desempenho 

cognitivo por meio de testes neurocomportamentais como o labirinto em Y, reconhecimento 

de novos objetos, para avaliar o comportamento depressivo utilizaram o teste de preferencia 

de sacarose, suspenção de cauda e de nado forçado, e observaram que as vias aferentes e 

eferentes são alteradas devido ao surgimento de reações neuroinflamatórias, tanto no local 

lesionado, como em outras regiões do cérebro após 12 semanas da LM. Avaliaram por meio 

de ensaio imunohistoquímico que a LM provoca uma redução a longo prazo  do número de 
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neurônios imaturos recém-gerados no giro dentado do hipocampo e constataram que a LM 

moderada/grave reduziu a sobrevivência neuronal e aumentou o número de células 

microgliais ativadas cronicamente no cortex cerebral e no hipocampo com elevação do 

ativador microglial cisteína-cisteína quimiocina (CCL21) e concluem que os resultados 

encontrados indicam que a LM causam neuroinflamação crônica que contribui para a perda 

neuronal, deterioração da neurogênese do hipocampo e aumento do estresse do retículo 

endoplasmático (ER) neuronal, sugerindo declínio cognitivo, como perda de memória e 

depressão. 

Danos no hipocampo, estrutura responsável por consolidar memórias, foram 

estudados à partir do caso clínico de HM (Henry Molaison) (SCOVILLE; MILNER, 1957) que 

sofria de epilepsia do Lobo Temporal Medial e foi submetida à retirada bilateral do 

hipocampo, causando melhora da epilepsia, no entanto provocou perda de memória 

episódicas passadas (amnésia retrógrada) e dificuldade em produzir novas memórias 

(amnésia anterógrada) (SQUIRE; WIXTED, 2011). 

Desta forma para melhor compreender os mecanismos envolvidos na formação de 

memórias, Mishkin, (1978) realizou estudo em modelo animal de amnésia humana no 

primata não humano, e deixou claro a importância do hipocampo e dos córtices adjacentes, 

peririnal e para-hipocampal, que compões grande parte do giro hipocampal, que são 

estruturas responsáveis por consolidar  memória. Posteriormente o hipocampo foi estudado 

em subdivisões, conforme a citoarquitetura, e atribuidas a cada uma delas denominações 

específicas, sendo elas:  CA1, CA2, CA3 e Giro Denteado (GD), sendo que cada setor 

exercem diferentes funções (KEALY; COMMINS, 2011; MORRISEY; TAKEHARA-

NISHIUCHI, 2014). 

  Adicionalmente, estudos realizados em cérebro humanos pos-mortem  com 

comprometimento da memória após episódio isquêmico, apresentando amnésia anterógrada 

e pequena amnésia retrógrada e foi possível observar, por meio de exame histológico, 

lesões bilaterais circunscritas envolvendo o setor CA1 (memória similar à epsódica) e 

constataram o que o lobo temporal e o hipocampo  estão envolvidos com a memória de 

longo prazo (ZOLA-MORGAN; SQUIRE; AMARAL, 1986; REMPEL-CLOWER et al., 1996). 

Estudos recentes utilizando camundongos transgênicos com conexões sinápticas de 

CA2 inativadas por meio de manipulação genética, foi possível observar que as funções 

referentes à memória espacial e contextual, encontravam-se preservadas, no entando, os 

animais apresentaram prejuízo significativo no processamento de memória social cognitiva 

(HITTI; SIEGELBAUM, 2014; SMITH et al., 2016). 

A sub-região CA3 é responsável pela evocação de memórias na presença de 

estímulos que facilitem a lembrança de eventos que foram previamente vivenciados, mesmo 

quando não são idênticos a ele (LEUTGEB; LEUTGEB, 2007; LEUTGEB et al., 2007; 
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ROLLS, 2013). Li e Chao (2008) e de Barbosa et al. (2012) sugeriram que as áreas CA3 e o 

Giro Denteado são fundamentais para aquisição/consolidação do componente espacial da 

memória episódica, mas não tem influência sobre a memória associativa.  

Tomados em conjunto, esses dados demonstram que danos à medula espinhal 

podem ocasionar alterações morfológicas e funcionais ao hipocampo, diminuindo 

significativamente a qualidade de vida dos pacientes afetados. E, embora a maioria dos 

trabalhos foquem no déficit locomotor, por vezes incapacitante, danos cognitivos e 

emocionais severos, frequentemente estão associados. Assim, as estratégias no manejo da 

LM devem proporcionar melhorias tanto da função motora quanto minimizar alterações 

cognitivas, como a memória de trabalho, por exemplo, e depressão. 

 

4.3 Tratamento farmacológico para LM 

 

O tratamento da LM requer desenvolvimento de estratégias com o intuito de frear o 

avanço em virtude dos danos primários e secundários provocados pelo trauma 

(NASIRINEZHAD et al., 2015). Na década de 1970, os glucocorticoides esteroides, uma 

classe de hormônios esteroides, com atividade imunossupressora, antialérgica e anti-

inflamatória, por serem absorvidos de forma rápida, com picos de concentração e tempo de 

meia vida entre 1 e 3 horas após o uso, com um percentual de aproveitamento de 80%, 

começaram a ser utilizados no tratamento clínico da LM, em destaque a metilprednisolona, 

(ALBAYRAK et al., 2015). 

A metilprednisolona auxilia na diminuição significativa dos agravos neurológicos, 

sendo o fármaco mais utilizado no tratamento da LM, por possuir propriedades 

neuroprotetoras (RABCHEVSKY et al., 2002) dirimindo eventos neurodegenerativos durante 

a primeira e segunda fase da lesão. Suas ações incluem a inibição da isquemia pós-

traumática, diminuição da resposta inflamatória e ação antioxidante (MBORI et al., 2016), 

bem como redução da autofagia e a apoptose na fase secundaria após LM (GAO et al., 

2016).  

Outras opções de fármacos têm sido citadas para o tratamento da LM, como a 

dexametazona, que tem efeito similar ao da metilprednisolona (ARDESTANI et al., 2017) e o 

mesilato de tirilazade, um anti-hemorrágico indicado para o tratamento de aneurisma que 

atua inibindo a peroxidação lipídica com efeito citoprotetor contra espécies reativas de 

oxigênio (HALL, 2011).   

No entanto o uso contínuo desses medicamentos tem sido questionado por 

promoverem danos (MAZZOCCA et al., 2013; FEHLINGS et al., 2014) como o aumento de 

complicações infecciosas e metabólicas como a hiperglicemia e infecções no trato 
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respiratório, relatadas em estudo de pacientes com LM na fase aguda internados em UTI 

(SUBERVIOLA et al., 2008), o que justifica a necessidade da busca por novas alternativas 

terapêuticas. 

  

4.4 A Punica granatum (romã) 

  

A P. granatum Linn (Punica granatum Linn) tem a origem botânica na Pérsia (atual 

Irã), estendendo o cultivo na Ásia Central, Armênia, Geórgia, região Mediterrânea, no 

Azerbaijão, no sul da China e no Sudeste Asiático (SHAYGANNIA et al., 2015). Com o 

passar dos anos, houve uma expansão no cultivo da romã principalmente em países, cujas 

condições climáticas são áridas e semiáridas (VANOYE-ELIGIO et al., 2017). 

No Brasil, a P. granatum Linn é popularmente conhecida como romanzeira, um 

arbusto que mede de 6 a 12 cm de diâmetro e de 2 a 8 m de altura (BARATHIKANNAN et 

al., 2016). O clima brasileiro favorece o cultivo de plantios da romã, sendo a região Nordeste 

a que mais produz, e o aumento de sua produção deve-se à indústria alimentícia, de 

cosméticos e farmacêutica (MOREIRA et al., 2015).  

A romanzeira possui folhas verde-brilhantes, flores solitárias, cálices esverdeados, 

duros (figura 1: A), fruto esférico com casca coriácea que atinge aproximadamente o 

tamanho de uma laranja.  A porção interna do fruto é dividida em compartimentos 

membranosos de cor branco-amarelada denominada de endocarpo, as sementes 

apresentam, no exterior, aspecto carnudo de cor vermelho vivo, que revestem um caroço 

pouco rígido e esbranquiçado, sabor doce, levemente acidulado (figura 1: B). O período de 

floração da romanzeira se dá de abril a junho, com maturação em setembro (JAISWAL, 

DERMARDEROSIAN e PORTER, 2010).  

 

A       B  

Figura 1: A) Folhas e flor da romanzeira; B) Fruto da romã (acervo pessoal).    
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Os frutos da romanzeira são ricos em água, apresentam pouca quantidade de 

gordura e baixo valor calórico, dispõem de minerais, sendo potássio, fósforo, ferro e cálcio, 

encontrados em maior quantidade, vitamina A, B e do complexo B, como a B6. Além disso, 

estes frutos possuem compostos fenólicos como as antocianinas, taninos hidrolisáveis 

(punicalagina, ácido gálico, ácido elágico) (ZOHIN; AQIL; AHMAD, 2010) que têm ação 

antioxidante evidenciada (ZEKAVAT, 2016). Estes compostos também estão presentes na 

casca do fruto, sendo considerados os principais constituintes da romã (JARDINI et al., 

2010). 

A P. granatum possui efeitos biológicos descritos na literatura como a atividade anti-

inflamatória. Em estudo utilizando peles de suínos, apresentou efeito anti-inflamatório 

significativo, diminuindo a expressão de ciclo-oxigenase-2 (COX-2), atribuídos aos 

compostos fenólicos principalmente a punicalagina (HOUSTON et al., 2017).  

Estudo mostrou efeito contra o estresse oxidativo e inflamações induzidos por 

peróxido de hidrogênio (H2O2) em células do tecido adiposo associados à obesidade, 

resistência à insulina e diabetes, em modelo in vitro (RAMLAGAN et al., 2017). Singh et al., 

(2002) utilizaram o extrato da casca e sementes da romã, diluído em acetato de etila, 

metanol e água, com intuito de investigar o potencial antioxidante, por meio de modelos in 

vitro, tais como o I-caroteno-linoleato e 1,1 difenil-2-picril hidrazila (DPPH). Foi observado 

que o extrato metanólico da casca de romã apresentou 83 e 81% de atividade antioxidante, 

o extrato metanólico de sementes apresentou 22,6 e 23,2% de atividade antioxidante 

A P. granatum também tem apresentado efeito neuroprotetor em modelos para 

estudo da doença de Alzheimer com camundongos transgênicos. Utilizando-se suplemento 

dietético do extrato de romã a 4% como dieta padrão, observou-se efeito na 

neuroinflamação e na plasticidade sináptica. O tratamento foi feito durante 15 meses sendo 

observada uma diminuição na perda de proteínas de estrutura sináptica e inibição da 

atividade neuroinflamatória. Dois fatores neurotróficos foram analisados, o BDNF e o IGF-1 

que se apresentaram significativamente aumentados no final do tratamento, evidenciando 

efeito neuroprotetor (BRAIDY et al., 2016). 

Em outro estudo experimental em ratos transgênicos como modelo da doença de 

Alzheimer, os ratos com idade de 24-30 meses foram tratados com o extrato de P. granatum 

nas concentrações de 100 e 200 mg/kg, ou com solução veículo diariamente, por um 

período de três semanas. Para mensurar melhorias nas funções de memória espacial de 

longo prazo e de trabalho, foi utilizado o labirinto aquático de Morris e o labirinto em Y e, por 

meio de análise imunohistoquímica, foi mensurado os níveis de proteína precursora 

Amiloide β-cortical (APP) e β- Amiloide (βA). Foi constatado que o extrato de P. granatum 

não melhorou o desempenho cognitivo dos ratos, porém observaram-se alterações nos 
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níveis dos peptídeos β42 e β40, o que ocasionaria uma diminuição da patogênese da 

doença de Alzheimer (AHMED et al., 2014a). 

Em adição, Ahmed et al. (2014b) utilizaram extrato padronizado de ácido elágico, 

para investigar os efeitos protetores contra a isquemia cerebral (lesão cerebral induzida por 

interrupção da perfusão sanguínea) em ratos, que receberam doses de 250 e 500 mg/kg 

durante 15 dias antes da indução isquemia. Os encéfalos passaram por análise bioquímica 

subsequente e foi constatado que houve uma redução significativa do conteúdo cerebral de 

malondialdeido (MDA) e de óxido nítrico (ON), além do aumento das atividades de 

superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e glutationa redutase, bem como 

a diminuição dos níveis de mediadores inflamatórios fator nuclear KBp65 (NF-kB p65), TNF-

α, aumento dos níveis cerebrais IL-10 e na produção de adenosina trifosfato (ATP) cerebral. 

Os níveis de caspase -3 foram diminuídos houve menos danos no DNA (ácido 

desoxirribonucleico) cerebral. 

A casca da romã possui 20% dos compostos fenólicos bioativos (taninos, ácido 

gálico, ácido elágico, punicalagina), principais responsáveis pela ação antioxidante da planta 

(AFAQ et al., 2010, GULLON et al., 2016). Adicionalmente, o extrato metanólico da casca da 

romã tem demonstrado atividade anti-diabético, hipolipedêmica e antioxidante, em estudo 

experimental com ratos Wistar induzidos a diabetes por estreptozotocinas. (SALWE et al., 

2015). 

O aumento na procura pela P. granatum (YANG et al., 2016) pode estar associado à 

quantidade de compostos bioativos e às evidências cientificas dos benefícios à saúde 

(AKHTAR et al., 2015). 

Em estudo utilizando extratos e o suco da romã (casca, mesocarpo e arilos 

polposos), com o objetivo de caracterizar por meio de HPLC-DAD-ESI/MS, e elucidar o 

potencial de promoção à saúde causado por compostos fenólicos presentes no fruto, foram 

detectados 48 compostos, entre os quais 9 antocianinas, 2 galotaninos, 22 elagitaninos, 2 

ésteres de gálico, 4 ácidos hidroxibenzóicos, 7 ácidos hdroxicinâmicos e 1 di-hidroflavonol, 

com base em seus espectros UV, e compostos que foram identificados pela primeira vez na 

romã, a cianidina-pentosideo-hexosideo, ácido bilônico de ácido valonoico, ácido brevifolina 

carboxílico, 4-glucósidos de ácido vanílico e dihidrocanferol-hexosideo, além da 

punicalagina α e β e pendunculagina. Os elagitaninos se apresentaram predominantes em 

todas as amostras analisadas entre eles a punicalagina (FISCHER et al., 2011).  
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4.5 Compostos Fenólicos 

 

Os compostos fenólicos de origem natural são produzidos por meio do metabolismo 

de vegetais, servem de proteção contra condições adversas, são responsáveis por 

características como a cor, a adstringência o aroma e auxiliam na a estabilidade oxidativa da 

planta. Apresentam em suas estruturas pelo menos um anel aromático unido a uma ou mais 

hidroxilas e classificados em fenóis simples, como os ácidos fenólicos e polifenóis que 

apresentam moléculas altamente polimerizadas tais como os taninos (JARDINI et al.; 2007). 

Os taninos são substâncias químicas pertencentes ao grupo de fenóis vegetais de 

alto peso molecular (500-300 Dalton). São divididos em dois tipos: os taninos hidrolisáveis, 

formados por ésteres de ácido gálico e ácido elágico glicosilados, e os taninos 

condensados, formados por estrutura flavonóica, que por meio de condensação formam 

proantocianidinas, que produzem pigmentos avermelhados, após degradação com ácido 

(ROMEO et al., 2015). 

 A quantidade de taninos presentes nas plantas depende das condições climáticas e 

geográficas, podendo apresentar variadas composições químicas (YSSAAD; HAMMADI, 

2017). Na forma oxidada, reagem com proteínas por meio de ligações de hidrogênio ou 

ligações hidrofóbicas. Quando não oxidados, os taninos se transformam em quinonas 

através de ligações covalentes com grupos específicos de proteínas (TYAGI et al., 2012). 

4.6 Taninos 

 

Os ácidos fenólicos como o ácido gálico e o ácido elágico são encontrados em 

produtos naturais como os chás verdes principalmente nas frutas, como as uvas, castanha e 

romã (suco, folhas e sementes) (SIASOS et al., 2013), obtidos por meio de hidrólise ácida 

de taninos. Desta forma, estudos demonstram que tanto o ácido gálico quanto o ácido 

elágico apresentam forte ação antioxidante (FAWOLE et al., 2016), anti-inflamatória 

(OUACHRIF et al., 2012) e antitumoral, confirmando atividade citotóxica seletiva (PANTH et 

al., 2017). Também foi observada ação neuroprotetora, demonstrada em estudo in vitro 

utilizando o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP), toxina ambiental que induz 

danos oxidativos em neurônios dopaminérgicos de forma similar à doença de Parkinson e foi 

sugerido que o mecanismo de proteção se deve a atividade antioxidante e a presença de 

ácidos fenólicos, como o ácido gálico e ácido elágico e punicalagina α e β  presentes no 

suco da romã (BRAIDY et al., 2013).                  

Os taninos, em especial a punicalagina, constituem uma classe de compostos 

bioativos da P. granatum, com maior concentração na casca, é pertencente à classe dos 



25 

 

elagitaninos, solúvel em água, e apresenta em forma de macromolécula. (FISCHER et al., 

2011). Em virtude das funções biológicas atribuídas aos compostos fenólicos (flavonoides e 

não flavonoides) no organismo animal, Essa et al. (2015) realizaram estudo utilizando 

suplementos dietéticos feitos à base de frutos da romã, figos e tâmaras, visando a 

prevenção de doenças associadas ao estresse oxidativo em modelo experimental in vivo e 

constataram que as ações dos flavonóides apresentaram potencial terapêutico contra 

doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer, exercendo efeitos benéficos 

sobre o cérebro, reduzindo de forma significativa os níveis de citocinas inflamatórias, como a 

interleucina 1β (IL-1β), IL- 2, IL-3, IL 4, IL-9 e TNF-α, durante o envelhecimento dos animais, 

por meio da atividade antioxidante dos constituintes fenólicos.  

  Estudo in vitro constatou o efeito neuroprotetor em células pré-tratadas com 

punicalagina e expostas a danos induzidos por H2O2, e concluiu que houve modulação da 

cascata apoptótica, dando indícios da ação preventiva em doenças neurodegenerativas 

(CLEMENTI et al., 2017; SHEN et al., 2017).  

Em pesquisa experimental in vitro e in vivo, foi analisado o efeito do ácido gálico em 

modelo de isquêmica cerebral, constatando a inibição da disfunção mitocondrial, 

ocasionando proteção das mitocôndrias por meio da inibição da abertura do poro de 

transição de permeabilidade mitocondrial e a apoptose, promovendo neuroproteção. (SUN 

et al.,2017). 

O efeito antinflamatório de compostos isolados do fruto de P. granatum, como o 

ácido gálico, ácido elágico e punicalagina α e β, foi sugerido em estudo ao observaram 

efeitos inibitórios sobre lipopolissacarídeos, óxido nítrico, prostaglandina E2, interleucina-6 e 

na liberação de cicloxigenase-2 a partir de macrófagos RAW267 (BENSAAD et al., 2017). 

 

                                            

          punicalagina                                       ácido gálico                               ácido elágico 

Formula molar: C48H28O30                   Fórmula molar: C7H6O5              Formula molar: C14H6O8 

Massa molar: 1084.71 g/mol              Massa molar: 170 12 g/mol        Massa molar: 302,197 g/mol 

 

Figura 2. Estruturas quimicas da punicalagina, ácido gálico e ácido elágico 
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5.  MATERIAL E MÉTODOS  

5.1 Coleta da casca de Punica granatum Linn 

 

Os frutos da P. granatum foram coletados no mês de setembro de 2016, no 

município de Petrolina, na mesorregião do São Francisco, no semiárido de Pernambuco, 

extremo oeste do estado, cujo plantio faz parte do Projeto Irrigado Senador Nilo Coelho: N9, 

com localização geográfica: 9° 23`34``S 40° 30`28``O. A identificação da espécie vegetal foi 

realizada pelo herbário da Universidade Tiradentes (UNIT), local destinado à realização do 

voucher e depósito da exsicata nº 20881. 

                                        
Figura 3. Registro Científico (Exsicata nº 20.881), da amostra de Punica granatum 
Fonte: Nascimento (2013) 

 

5.2  Obtenção do extrato aquoso das cascas de P. granatum 

 

Os frutos da P. granatum foram lavados em água corrente para retirada das 

impurezas existentes na casca da romã e em seguida submetidos à secagem completa em 

ambiente arejado e ventilado. Após secagem, a casca da romã foi separada dos arilos 

polposos e as amostras foram acondicionadas em bolsas plásticas transparentes e mantidas 

sob refrigeração a -20°C (BASTOS, 2014) (figura 4.A). As cascas da romã anteriormente 

congeladas foram submetidas à secagem em estufa de circulação de ar, com temperatura 

de 50 ± 5°C por um período de 48 a 72 h, até a secagem completa (figura 4.B). 

Posteriormente, as cascas foram quebradas em pedaços menores por ação mecânica 

(figura 4.C) e submetidas ao moinho de facas (figura 4.D). O pó resultante foi submetido à 

granulometria de 32 mesh (figura 4.E) e conservado em frasco de vidro âmbar até o 

preparo do extrato aquoso (BASTOS, 2014).  

O material vegetal foi submetido à extração aquosa sob agitação mecânica, na 

proporção de 1 g/100 mL (m/v), durante 2 h, em temperatura ambiente (250C) (figura 4.F). 

Ao final deste processo, procedeu-se à filtração (figura 4.G) e o sobrenadante colocado em 

placas de petri previamente pesadas (figura 4.H) e após eliminação do solvente em estufa 



27 

 

de circulação de ar com temperatura de 50 ± 5°C durante sete dias. Após a evaporação 

completa do solvente as placas foram novamente pesadas (figura 4.I) e o material 

resultante (extrato seco) foi raspado (figura 4.J), calculado o rendimento (equação 1) e 

posteriormente armazenado sob refrigeração a ± 80C, em frasco âmbar devidamente 

identificado (figura 4.K) (BASTOS, 2014). 

  

Rendimento (%)= Massa do extrato sólido x 100 (equação 1) 
                       Massa do pó da casca do fruto  
 

 
Figura 4. (A) Cascas congeladas; (B) cascas em estufa de circulação de ar à 50 ± 5°C; (C) cascas 
desidratadas; (D) Cascas em moinho de facas; (E) Pó da casca em peneiras de granulometria; (F) Pó 
da casca suspenso em água destilada; (G) Suspensão filtrada em papel filtro; (H) peso da placa 
vazia; (I) peso da placa com o extrato seco; (J) Extrato sólido; (K) Extrato líquido. 
  

 

5.5 Desenvolvimento e otimização do método cromatográfico 

 

5.5.1. Equipamento  

 

Cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE) Shimadzu (Kyoto, Japão) acoplado a 

um detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e a um espectrômetro de massas com 

fonte de ionização eletrospray (ESI) no modo positivo e analisador tipo tempo de vôo 
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MicrOTOF II (Bruker Daltonics, Alemanha). O equipamento é composto por uma bomba 

binária LC-20ADx, auto-injetor SIL-20AHT, loop de injeção de 100 µL, desgaseificador DGU-

20A3R, forno CTO-20A e interligados por uma interface CBM 20A. Os espectros de massas 

foram adquiridos na faixa m/z 50-1100. O nitrogênio foi usado como gás de secagem com 

taxa de fluxo de 9,0 L/mim, e gás nebulizador à pressão de 2 Bar. A temperatura do 

nebulizador foi de 247 ºC. O hélio foi utilizado como gás de colisão na pressão de 4 x 10-6. 

Os cromatogramas e espectros de massas foram registrados pelo software DataAnalysis. 

 

5.5.2. Condições analíticas para o perfil cromatográfico do EACPG e do 

método quantitativo 

 

As amostras foram analisadas utilizando-se uma coluna analítica C18 Shimpack XR-

ODS (100 x 2,0 mm d.i., 5 µm). Utilizou-se uma vazão de 0,5 mL/min, volume de injeção de 

10 μL, temperatura do forno fixada em 30 ºC e fase móvel constituída de solução de ácido 

fórmico 0,1% (v/v) (A) e acetonitrila (ACN) com solução de ácido fórmico 0,1% (v/v) (B). As 

análises foram feitas utilizando-se o gradiente otimizado no modo reverso de 2-28% de B 

por 40 min (∆%B/min = 0,65), permanecendo isocrático em 28% (B) por 5 min. O retorno do 

gradiente foi feito em 5 min (28-2% de B). A coluna foi condicionada em 2% de B por 10 min 

entre cada análise. 

Os cromatogramas foram registrados com detector de arranjo de diodos em 

varredura de 190-800 nm e todos os perfis cromatográficos por CLAE foram obtidos na 

absorção de 280 nm. Os picos referentes ao ácido gálico e ácido elágico foram 

determinadas pelo tempo de retenção obtido com a análise da solução do padrão e a pureza 

do pico foi assegurada pela análise de amostras de extratos. 

 

5.5.3. Otimização das condições cromatográficas 

 

As condições cromatográficas de separação foram otimizadas avaliando-se os 

seguintes fatores: parâmetros de eluição gradiente, composição da fase móvel, vazão e 

volume de injeção (Quadro 2). 
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Quadro 2: Fatores avaliados na otimização das condições cromatográficas. 

Parâmetros de eluição gradiente - Δ%B/min 

- tempo de gradiente (min) 

Composição da fase móvel - ACN:água 

- solução de ácido fórmico 0,1%:ACN com ácido 

fórmico 0,1%. 

Vazão - 1 mL/min 

- 0,5 mL/min 

Volume de injeção - 10 µL 

- 20 µL 

 

5.4. Identificação e quantificação dos marcadores químicos no EACPG 

  

O ácido gálico e o ácido elágico foram identificados no EACPG com base em seus 

tempos de retenção (tR), coinjeção das amostras com padrões, comparação dos seus 

espectros de UV (λ = 280 nm), obtidos pelo detector de arranjo de diodos, e dos seus 

espectros de massas, com dados publicados na literatura.  Para a quantificação, utilizou-se 

a curva analítica por padrão externo (item 5.5.1.2.) dos ácidos fenólicos, após validação do 

método cromatográfico.  

 

5.5. Validação do método 

 

A validação do método quantitativo seguiu as normas estabelecidas pelo Guia para 

Validação de Métodos Analíticos, publicado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(Anvisa), mediante a Resolução RE nº 166, 24 de julho em 2017 (BRASIL, 2017). Foram 

avaliadas as seguintes figuras de mérito: linearidade, seletividade, efeito da matriz, limite de 

detecção, limite de quantificação, exatidão e precisão. 

 

5.5.1. Linearidade 

 

5.5.1.1. Preparo das soluções 

 

As soluções estoque do ácido gálico (Sigma, ≥ 95%) e do ácido elágico (Sigma, ≥ 

95%) foram preparadas em uma concentração de 0,5 mg/mL, em balão volumétrico de 50 

mL. O ácido gálico foi dissolvido em metanol grau CLAE e o ácido elágico foi submetido por 

1 h em ultrassom em água ultrapura.  
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O EACPG foi preparado em metanol grau CLAE, em uma concentração de 0,5 

mg/mL, em balão volumétrico de 5 mL, em triplicata. 

As amostras foram filtradas em filtro de membrana de 0,45 µm antes das análises no 

CLAE. 

 

5.5.1.2. Curva de calibração por padrão externo  

 

As soluções-padrão do ácido gálico e do ácido elágico foram preparadas em 

triplicata, a partir das soluções estoque, nas concentrações de 0,5, 1, 2, 4 e 6 µg/mL para o 

ácido gálico e 1, 4, 8, 12 e 16 µg/mL para o ácido elágico.  As curvas analíticas foram 

obtidas por regressão linear, a partir da relação entre as áreas dos picos e as concentrações 

das amostras. Como evidência de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressão, foi 

considerado um coeficiente de correlação maior que 0,9900. 

 

5.5.2. Seletividade e efeito da matriz 

 

A seletividade e o efeito da matriz foram avaliadas através do método de adição de 

padrão. O EACPG (0,0025 g) foi fortificado com as soluções-padrão do ácido gálico, nas 

concentrações de 0,5, 1, 2, 4 e 6 µg/mL, e com as soluções-padrão do ácido elágico, nas 

concentrações de 1, 4, 8, 12 e 16 µg/mL, preparados em triplicata, de forma a reproduzir os 

pontos da curva de calibração por padrão externo. Após 24 h, cada amostra da curva de 

calibração do ácido gálico foi solubilizada em metanol e as amostras do ácido elágico em 

água ultrapura, em balão volumétrico de 5 mL.  As curvas de calibração foram obtidas por 

regressão linear, a partir da relação entre as áreas dos picos e as concentrações das 

amostras. 

 

5.5.3. Exatidão 

 

A exatidão foi determinada por meio de ensaios de recuperação utilizando o EACPG. 

O extrato foi fortificado por 24 h com as soluções-padrão do ácido gálico, nas concentrações 

de 0,5, 2 e 6 µg/mL, e com as soluções- padrão do ácido elágico, nas concentrações de 1, 8 

e 16 µg/mL, correspondentes a três níveis diferentes de concentração (baixa, média e alta), 

respectivamente, em triplicata. A recuperação foi determinada considerando os resultados 

obtidos para cada analito estudado, utilizando a seguinte equação matemática: 

% Recuperação = [(concentração medida) / (concentração esperada)] x 100 
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5.5.4. Precisão 

 

5.5.4.1. Repetibilidade 

 

A repetibilidade do método foi avaliada através da análise, em triplicata, das 

soluções-padrão do ácido gálico nas concentrações de 0,5, 2 e 6 µg/mL e das soluções-

padrão do ácido elágico nas concentrações de 1, 8 e 16 µg/mL. Todas as soluções-padrão 

foram submetidas a três diferentes preparações, no mesmo dia e pelo mesmo analista, 

sendo, então, estimado o coeficiente de variação (CV) correspondente a cada nível de 

concentração. 

 

5.5.4.2. Precisão intermediária 

 

A precisão intermediária foi avaliada realizando-se análises em triplicata, em dois 

dias não consecutivos, por analistas diferentes, das soluções-padrão do ácido gálico nas 

concentrações de 0,5, 2 e 6 µg/mL e das soluções-padrão do ácido elágico nas 

concentrações de 1, 8 e 16 µg/mL, correspondentes a três níveis diferentes de concentração 

(baixa, média e alta), respectivamente. O coeficiente de variação (CV) foi estimado ao final 

das sucessivas repetições. 

 

5.5.5. Limite de detecção (LD) 

 

O limite de detecção (LD) foi determinado através dos parâmetros relativos a cada 

curva analítica construída, utilizando a seguinte equação: 

LD = 3,3 x (s/S), em que s é a estimativa do desvio-padrão da equação da linha de 

regressão e S é o coeficiente angular da curva analítica. 

 

5.5.6. Limite de quantificação (LQ) 

 

O limite de quantificação (LQ) foi determinado através dos parâmetros relativos a 

cada curva analítica construída, utilizando a seguinte equação: 

LD = 10 x (s/S), em que s é a estimativa do desvio-padrão da equação da linha de regressão 

e S é o coeficiente angular da curva analítica. 
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5.6  Ensaio biológico in vivo 

 

5.6.1 Aspectos éticos 

 

O projeto de pesquisa obedeceu às normas do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal - CONCEA e foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Tiradentes (CEUA-UNIT), processo nº 010816. 

 

 5.6.2 Animais 

  

A amostra foi composta por 48 ratos Wistar fêmeas com peso corporal ~200-300 g, e 

idade entre 2 e 3 meses, originados do Biotério de Universidade Tiradentes. Os animais 

foram alojados em gaiolas com cama de maravalha trocadas diariamente, à temperatura 

controlada de (± 22 °C), em regime de luz com ciclo claro-escuro de 12 h, recebendo água 

ad libitum e dieta padrão (Nuvital CR1; Nuvilab®, Colombo/PR-Brasil). 

 

5.6.3 Distribuição da amostra 

 

Para o modelo experimental de LM, os ratos foram distribuídos de forma 

randomizada em 2 grupos:  grupo Laminectomia (cirurgia sem lesão, com remoção da 

apófise espinhosa e lâmina da décima vértebra torácica (T10), expondo a medula espinal) e 

o grupo Lesão (cirurgia com hemissecção do lado direito da medula espinal, após 

laminectomia), classificados de acordo com a etapa de execução descrita abaixo.  

Os ratos foram divididos em grupos de acordo com os testes e procedimentos 

cirúrgicos. Cada grupo foi composto por 08 ratos ( com tempo de eutanásia em 28 dias): 

Grupo tratado com água destilada por via oral (1 mL) e submetido à laminectomia (grupo 

LAM), grupo submetido à hemissecção medular em nível torácico (T10) e tratado com água 

destilada (grupo LESÃO VEÍCULO), grupo submetido à hemissecção em nível torácico 

tratado com EACPG a 100 mg/kg (grupo LESÃO/EACPG100) (AHMED et al., 2014a; ADIGA 

et al., 2010; LEE et al., 2010), grupo submetido à hemissecção em nível torácico tratado 

com EACPG a 300 mg/kg (grupo LESÂO/EACPG300) (RATHOD et al., 2012), grupo 

submetido à hemissecção em nível torácico tratado com metilprednisolona (fármaco padrão, 

grupo lesão/ metilprednisolona 30 mg/kg) (LI et al.,2016). Todos os animais foram 

submetidos a testes comportamentais - campo aberto e labirinto em Y na quarta semana, 

sendo realizados em dias distintos (WU et al., 2014) (Quadro 3). 
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Quadro 3 - Grupos experimentais para o desenvolvimento do trabalho. 

Grupos (n=8) 
Procedimento 

experimental 

Tratamento Oral 

(Gavagem)  

Eutanásia 

(Dias) 

GRUPO LAM Laminectomia 
Água destilada  

(1 mL/dia) 
28 

 

GRUPO LESÃO 

VEÍCULO 
Hemissecção 

Água destilada 

(1 mL/dia) 
28 

 

GRUPO 

LESÃO/EACPG 100 

mg/kg 

Hemissecção EACPG 

EACPG 100 

 mg/kg 

 

28 
 

GRUPO 

LESÃO/EACPG 300 

mg/kg) 

Hemissecção EACPG 

EACPG 300  

mg/kg 

 

28 
 

GRUPO METIL 
Hemissecção 

metilprednisolona 

Metilprednisolona 

30 mg/kg 

2 doses 24/24 h 

28 
 

 

5.6.4 Procedimentos cirúrgicos de Laminectomia e Lesão Medular 

  

Os animais foram pesados e anestesiados com Cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (75 

mg/kg), na proporção de 14 mg/kg, para cada 100 g de massa corporal, administradas por 

via intraperitoneal (i.p.). Na sequência, foi realizada a tricotomia e assepsia da região dorsal 

torácica e uma incisão na região correspondente à coluna torácica. Adicionalmente, os ratos 

foram submetidos aos seguintes procedimentos:  

Laminectomia: A musculatura foi separada do tecido sem seccionar, expondo as 

vértebras T8 – T11, que foram identificadas pela palpação das apófises espinhosas. Após a 

identificação das vértebras, a apófise espinhosa e a lâmina da vértebra T10 foram 

cuidadosamente retiradas, fazendo uso de uma lupa cirúrgica, com aumento de 10X 

(GRUNER, 1992).  

Lesão medular: Foram realizados os mesmos procedimentos descritos para a 

laminectomia, no entanto, os ratos do grupo lesão tiveram a hemi-medula do lado direito 

seccionada com auxílio de microtesoura e bisturi. Ao final do procedimento, a musculatura 

dos ratos foi suturada com 2 pontos (laçada dupla). Na sequência o tecido adiposo foi 

colocado sobre a musculatura recobrindo-a e posteriormente, foi realizada a sutura da pele. 

Para finalizar, o local passou por antissepsia com álcool 70% e iodopovidina. Logo após a 

finalização do procedimento cirúrgico, os animais receberam uma dose de 0,5 mL de 
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pentabiótico. Em uma sala climatizada os ratos foram alocados para a recuperação pós 

cirurgia, na qual foram diariamente observadas as necessidades fisiológicas de excreção de 

fezes e urina, de alimentação e hidratação. Com a finalidade de retomar as condições 

normais de micção e defecação, foram realizadas massagens abdominais 3 vezes ao dia e 

sinais de autotomia e infecções foram monitorados frequentemente (KUSHCHAYEV, 2016). 

 

5.7 Testes de comportamento 

  

5.7.1 Teste do Campo Aberto 

  

 O equipamento tem forma de um quadrilátero, feito de madeira, com 4830,25 cm² de 

área e paredes com 34,5 cm de altura, sendo a base subdividida em dezesseis quadrantes. 

Na 4º semana, cada animal foi avaliado individualmente durante cinco minutos (figura 5). No 

teste foram analisados os seguintes parâmetros: (1) a frequência dos comportamentos de 

exploração horizontal (número de quadrantes percorridos pelo animal com as quatro patas - 

crossings), (2) exploração vertical (manutenção do animal apenas sobre as patas anteriores 

- rearing), (3) o número de bolos fecais expelidos e (4) comportamentos de autolimpeza - 

grooming) executados. Entre o teste de um animal e outro, o equipamento foi limpo com 

álcool 20% para evitar a influência do cheiro de outros animais sobre o resultado da 

avaliação (WALSH; CUMINS, 1975, KANDRATAVICIUS et al., 2015). 

 

 

Figura 5. Equipamento para realização do teste de Campo Aberto. Fonte: Juliana Andrade Passos 
Prado (2017).  
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5.7.2 Teste do Labirinto em Y  

 

O equipamento constitui um labirinto em forma de Y com os três braços iguais, de 

madeira, medindo 35 cm de altura, 12 cm de largura e 40 cm de comprimento. Os braços do 

labirinto em Y foram numerados e durante 8 min foi mensurado o número de vezes que o 

animal entrou no braço, só foi aplicado um valor quando o animal entrou em cada braço sem 

repetir entre as sessões (figura 6). O labirinto foi higienizado com uma solução de álcool a 

20% e secado com toalhas de papel (YAMADA et al., 1996, DALL'IGNA et al., 2007). A 

porcentagem das alterações foi calculada por meio da fórmula matemática descrita 

(alterações espontâneas %= nº de acertos/total – 2 x 100) (equação 2): 

 

Alterações espontâneas (%) = Total de alternações corretas X 100 
                                       Total de entradas – 2 
 
 

 
Figura 6. Equipamento para a realização do teste de labirinto em y. Fonte: Juliana Andrade Passos 
Prado (2017). 
 

5.8 Obtenção das amostras de tecido 

 

Os animais foram eutanasiados em 28 dias, em câmara de dióxido de carbono 

(modelo CGSCO@G – Beiramar), e expostos durante 10 min a um fluxo de ar contendo 

100% de gás carbônico (CO2) (LEARY et al., 2013). As amostras teciduais dos encéfalos 

foram coletadas e armazenadas em formol tamponado a 10 % e conservadas durante sete 

dias nesta solução. Após sete dias, as amostras foram então desidratadas em série 

alcoólica crescente, diafinizadas em séries de xilóis e incluídas em parafina sob a forma de 

blocos. 
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5.9 Análise Histológica 

 

As modificações histológicas decorrentes da lesão e da sua associação com os 

tratamentos foram analisadas por meio da coloração de hematoxilina-eosina seguindo a 

rotina das técnicas laboratoriais, após a obtenção de cortes de 5 µm de espessura com um 

micrótomo. As secções foram colhidas de forma serial, sendo que cada lâmina continha 4 

cortes da amostra de cérebro. A técnica da coloração consistiu em manter as secções de 

tecido em contato com três séries de xilol (I, II e III; 2 min cada), cinco séries de 

concentração decrescente de alcoóis (100%, 95%, 80%; 2 min cada) e duas lavagens em 

água (2 min cada). Em seguida as amostras são imersas em hematoxilina (3 min) foram 

lavadas em duas séries de água (2 min cada) imersas em eosina (30 s) e passam por séries 

crescentes de alcoóis (80%, 95% e 100%; 2 min cada), finalizando em três séries de xilol (I, 

II, III; 2 min cada). A seguir foram montadas as lâminas com lamínulas. 

Para que a análise histológica fosse analisada às cegas, os códigos de identificação 

de cada lâmina foram cobertos por outro pesquisador antes do início da análise e revelados 

após o termino. Foi realizada a análise das imagens utilizando microscópio Olympus CX31 

acoplado à câmera fotográfica Olympus. Para a realização da análise quantitativa das 

imagens, foram capturadas áreas de interesse CA1, CA2 e CA3, regiões do hipocampo. As 

regiões foram identificadas utilizando os limites do atlas Paxinos; Watson (1986) e foi 

realizada a quantificação de neurônios com morfologia compatível com normalidade em uma 

área de 1000 µm2 (figuras 16 e 17). Em cada área de interesse, foi quantificado 

bilateralmente o número de neurônios. As secções histológicas foram analisadas em HE 

com magnificação de 100 X. 

  

5.10 Análise estatística 

 

A fim de verificar a distribuição Gaussiana dos dados, foi realizado teste de 

Shapiro-Wilk. Se paramétricos, os dados foram avaliados por meio de análise de variância 

de uma via (ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey. Constatando-se que eram não 

paramétricos, procedeu-se à comparação de médias entre os grupos por meio de teste 

Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Diferenças com valores de p < 0,05 foram consideradas 

significantes. Foi utilizado o programa GraphPad Prism versão 5.0 para análise dos dados. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Otimização das condições cromatográficas 

 

As condições cromatográficas por CLAE-DAD foram otimizadas para se obter um 

perfil cromatográfico representativo dos múltiplos compostos presentes na amostra vegetal. 

A otimização consiste numa complexa avaliação de diferentes fatores que interferem 

simultaneamente na eficiência da separação, e podem interagir entre si.  

Neste trabalho, foi avaliada a influência dos seguintes fatores sobre as condições 

cromatográficas de separação: parâmetros de eluição gradiente, composição da fase móvel, 

vazão e volume de injeção. As otimizações estão apresentadas na Tabela 1. 

O primeiro passo para a otimização cromatográfica no modo reverso foi a utilização 

de um gradiente exploratório, em condições de ampla faixa de força de fase móvel, para 

visualizar a complexidade da amostra e identificar a fase móvel mais eficiente para 

separação dos componentes (SNYDER; DOLAN, 1996). 

Para isso, foi utilizado como solventes uma mistura de ACN (B) e água (A), com 

intervalo de 5-100% (B) por 60 min, em uma coluna C18 ShimPack XR-ODS (100 x 2,0 mm, 

5 µm), com vazão de 1 mL/min, acompanhado pelo detector de arranjo de diodos com 

seleção da faixa de comprimento de onda entre 190-800 nm na região do UV para se fazer a 

determinação das absorvâncias das substâncias presentes na amostra (Figura 7). A ACN na 

fase móvel geralmente é menos viscosa e permite a utilização de valores baixos de 

comprimento de onda no UV para a detecção das substâncias.

  

Figura 7. Cromatograma da condição cromatográfica 1: gradiente linear de 5-100% de ACN (B) em 
60 min, vazão 1mL/min, λ=280 nm, Vinj.= 10μL. 
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Tabela 1. Condições cromatográficas avaliadas para análise do EACPG. 

Fase estacionária Análise Condições cromatográficas 

 1 5-100% ACN: água por 60 min (∆%B/min= 1,58); 
vol. Inj. 10 µL; vazão = 1,0 mL/min; T= 30 °C. 

 2 2-32% ACN com ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 
0,1% por 20 min (∆%B/min= 1,5); 32-80% ACN com 
ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 0,1% por 30 min 
(∆%B/min= 1,6); vol. inj. 20 µL; vazão = 1,0 mL/min; 
T= 30 °C. 

 3 2-23% ACN com ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 
0,1% por 15 min (∆%B/min= 1,4); 23-32% ACN com 
ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 0,1% por 6 min 
(∆%B/min= 1,5); 32-80% ACN com ácido fórmico 
0,1%: ácido fórmico 0,1% por 25 min (∆%B/min= 
1,9); vol. inj. 2 0µL; vazão = 1,0 mL/min; T= 30 °C. 

C18 Shim-Pack XR-
ODS 

(100 x 2,0 mm, 5 µm) 

4 2-32% ACN com ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 
0,1% por 30 min (∆%B/min= 1); 32-80% ACN com 
ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 0,1% (∆%B/min= 
1,6) por 30 min; vol. inj. 20 µL; vazão = 1,0 mL/min; 
T= 30 °C. 

 5 2-28% ACN com ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 
0,1% por 35 min; (∆%B/min= 0,74); vol. inj. 20 µL; 
vazão = 1,0 mL/min; T= 30 °C.   

 6 5-26% ACN com ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 
0,1% por 35 min; (∆%B/min= 0,6); vol. inj. 20 µL; 
vazão = 0,5 mL/min; T= 30 °C.   

 7 8-30% ACN com ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 
0,1% por 30 min; (∆%B/min= 0,73); vol. inj. 20 µL; 
vazão = 0,5 mL/min; T= 30 °C.   

 8 2-28% ACN com ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 
0,1% por 40 min; (∆%B/min= 0,65); vol. inj. 10 µL; 
vazão = 0,5 mL/min; T= 30 °C.   

 9 2-28% ACN com ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 
0,1% por 40 min; (∆%B/min= 0,65); 28% por 5 min; 
vol. inj. 10 µL; vazão = 0,5 mL/min; T= 30 °C.   

 10 8-28% ACN com ácido fórmico 0,1%: ácido fórmico 
0,1% por 40 min; (∆%B/min= 0,5); vol. inj. 10 µL; 
vazão = 0,5 mL/min; T= 30 °C.   

 

A análise cromatográfica da condição 1 permitiu verificar que as substâncias 

presentes na amostra apresentaram baixa interação com a fase estacionária, além disso 

não foi possível obter uma adequada separação dos picos. 

A partir dessa primeira análise foi possível determinar as próximas condições 

experimentais de separação, utilizando a relação entre o intervalo de variação da 

concentração do modificador orgânico (Δ%B) e o tempo de análise (tg) obtendo-se o valor 

da inclinação do gradiente (Δ%B/min). Esta medida é usada para descrever mudanças na 



39 

 

separação decorrentes do aumento ou diminuição na inclinação do gradiente (CASS; 

DEGANI, 2001).  

Como no EACPG é comum a presença de compostos fenólicos diversos, a fase 

estacionária quimicamente ligada ao grupo octadecilsilano (C18) e a solução de ácido 

fórmico 0,1% (v/v) na composição da fase móvel foram escolhidas nas análises 

cromatográficas. Na fase estacionária C18 devido a sua baixa polaridade ocorrem interações 

hidrofóbicas entre a parte não polar das substâncias a serem separadas e as cadeias 

hidrocarbônicas da fase estacionária. A solução ácida na composição da fase móvel teve 

como intuito melhorar a retenção e resolução das substâncias presentes no extrato através 

da supressão da ionização, pois as tornam mais hidrofóbicas, aumentando a sua retenção.  

Dentre as condições analíticas avaliadas, o cromatograma que mostrou melhor faixa 

de retenção e melhor separação foi obtido com a condição cromatográfica 9 da tabela 1: 

coluna analítica de fase estacionária C18 Shimpack XR-ODS (100 x 2,0 mm d.i., 5 µm), 

utilizando vazão de 0,5 mL/min, volume de injeção de 10 μL e eluição gradiente no modo 

reverso, com fase móvel constituída por solução de ácido fórmico 0,1% (v/v) (A) e 

acetonitrila com solução de ácido fórmico 0,1% (v/v)  (B), com seguinte inclinação: 2-28% de 

B em 40 min (∆%B/min = 0,65), permanecendo isocrático em 28% (B) por 5 min; o retorno 

do gradiente de 28-2% (B) por 5 min, apresentado na Figura 8. Esta condição foi definida 

como a condição analítica para a validação do método e posterior quantificação das 

substâncias de interesse. 

 

 

Figura 8. Cromatograma (λ = 280 nm) de eluição gradiente do EACPG, referente à condição 9 da 
Tabela 1. 
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6.2  Identificação dos marcadores químicos ácido gálico e ácido elágico por 

CLAE-DAD-ESI/MS 

 

No extrato de P. granatum foram identificados os marcadores químicos ácido gálico e 

ácido elágico por CLAE-DAD-ESI/MS. A Figura 9 apresenta o perfil cromatográfico do 

extrato de P. granatum, onde estão assinalados os picos referentes a cada substância. Os 

picos com tempo de retenção (tr) de 15,9 e 40,5 min, correspondem ao ácido gálico e ácido 

elágico, respectivamente. 

 

 

Figura 9. Perfil cromatográfico do EACPG.  Ácido gálico (tr = 15,9 min) e ácido elágico (tr = 40,5 min). 
 

O espectro de massas do ácido gálico (tr = 15,9 min) exibiu o íon molecular 

protonado [M+H]+ em m/z 171, indicando a fórmula molecular C7H6O5 (Figura 10.A). O ácido 

elágico com tr de 40,5 min apresentou íon molecular protonado [M-H]+ em m/z 303, de 

fórmula molecular C14H6O8 (Figura 10.B).  
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Figura 10. ESI(+)-MS ampliado do EACPG. [M+H]
 +

 em m/z 171 – ácido gálico (A) e [M+H]
 +

 em m/z 
303 – ácido elágico. 
 

6.3 Validação do método analítico 

 

Para assegurar que um novo método analítico seja capaz de gerar informações 

confiáveis e interpretáveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma série de estudos 

experimentais denominados validação. A identificação e quantificação de uma substância 

por um método analítico só se torna confiável quando advinda de uma metodologia validada, 

o que garante comparabilidade e rastreabilidade (RIBANI et al., 2014). Sendo assim, o 

método analítico desenvolvido por CLAE-DAD para identificação e quantificação dos 

marcadores químicos no EACPG foi validado para garantir a confiabilidade do método e de 

seus resultados. 

As figuras de mérito avaliadas na validação do método proposto foram linearidade, 

seletividade, efeito da matriz, limite de detecção, limite de quantificação precisão e exatidão.  

 

6.3.1. Linearidade 

 

A linearidade é a resposta obtida em função da capacidade do método em fornecer 

resultados diretamente proporcionais à concentração da substância a ser analisada, dentro 

de uma faixa de aplicação (RIBANI et al., 2014; BRASIL, 2017).  

Por meio da construção das curvas analíticas, é possível avaliar a linearidade do 

método pela estimativa dos coeficientes de correlação referentes às equações das curvas, 

obtidas por regressão linear. O gráfico da curva de calibração deve ser construído com no 

mínimo cinco valores de concentração, representado por uma reta, que relaciona a resposta 

do equipamento com as várias concentrações das substâncias em estudo (RIBANI et al., 

2014; BRASIL, 2017). 
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As curvas de calibração do ácido gálico e do ácido elágico foram construídas pelo 

método de padronização externa a partir do preparo e análise de cinco concentrações, em 

triplicata, e a regressão foi obtida pelo método dos mínimos quadrados, a partir da relação 

entre as áreas dos picos e as concentrações das amostras. 

As curvas de calibração obtidas estão apresentadas na Figura 11. Os coeficientes de 

correlação obtidos na padronização externa foram respectivamente 0,9983 e 0,9962, para 

ácido gálico e ácido elágico, mostrando a forte correlação linear entre a concentração das 

substâncias analisadas e as áreas dos picos, com valores acima de 0,99, conforme 

preconizado pela Anvisa (BRASIL, 2017). Desta forma, o método cromatográfico é linear 

para a quantificação dos analitos na faixa de concentração avaliada. 

 

  

Figura 11. Curvas de calibração por padronização externa para o método de quantificação de ácido 

gálico (A) e ácido elágico (B). 

 

6.3.2 Seletividade e efeito da matriz 

 

Seletividade é a capacidade de avaliar, de maneira inequívoca, as substâncias em 

exame na presença de outros componentes como impurezas, produtos de degradação e 

componentes da matriz, garantindo que o pico de resposta seja exclusivamente da 

substância de interesse (BRASIL, 2017). A seletividade pode ser avaliada pelo método de 

adição de padrão. Este método é usado quando for difícil ou impossível preparar um branco 

da matriz sem a substância de interesse, como em matrizes complexas (RIBANI et al., 

2014). Neste caso, é feito duas curvas analíticas, uma com adição da substância de 

interesse na amostra e a outra sem a presença da matriz. Comparando-se então as duas 

curvas analíticas, caso elas sejam paralelas, pode-se dizer que o método tem seletividade e 

que a matriz não interfere na quantificação do analito de interesse. 

As curvas de calibração obtidas estão apresentadas nas Figuras 12 e 13. Ao se 

observar as figuras, verifica-se que o método foi seletivo para a quantificação do ácido 

gálico e do ácido elágico, uma vez que as duas curvas são paralelas e os coeficientes 
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angulares são bastante próximos entre si, o que demostra a seletividade do método e a não-

interferência da matriz na resposta analítica. 

 

  
Figura 12. Curvas de calibração por padronização externa (A) e por adição de padrão (B) para o 
método de quantificação de ácido gálico no extrato de P. granatum. 

 

  
Figura 13. Curvas de calibração por padronização externa (A) e por adição de padrão (B) para o 
método de quantificação de ácido elágico no extrato de P. granatum. 

 

 

6.3.3. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

 

O limite de quantificação (LQ) e o limite de detecção (LD) são utilizados para 

demonstrar a habilidade do método em quantificar/detectar baixas concentrações de um 

analito (RIBANI et al., 2014; BRASIL, 2017). O LQ e o LD podem ser calculados pelo 

método visual, método da relação sinal-ruído e pelo método baseado nos parâmetros da 

curva analítica construída. Neste estudo, a determinação dos limites de detecção e 

quantificação foi baseada em parâmetros da curva analítica do ácido gálico e ácido elágico, 

utilizando as seguintes as equações: LD = 3,3 x (s/S) e LQ = 10 x (s/S), em que s é a 

estimativa do desvio-padrão da equação da linha de regressão e S é o coeficiente angular 

da curva analítica. 
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Os LD foram de 0,50 µg/mL e 2,01 µg/mL para o ácido gálico e ácido elágico, 

respectivamente. O LQ obtido para o ácido gálico foi de 1,51 µg/mL e 6,10 µg/mL para o 

ácido elágico. 

 

6.3.4. Precisão 

 

Representa a dispersão de resultados entre ensaios independentes, repetidos de 

uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrões, sob condições definidas (RIBANI 

et al., 2014; BRASIL, 2017).  

A precisão foi avaliada de duas maneiras: repetibilidade e precisão intermediária. Os 

resultados obtidos foram expressos como desvio-padrão relativo (coeficiente de variação) 

entre as áreas obtidas para as replicatas analisadas. O valor máximo aceitável de 

coeficiente de variação (CV) vai depender do método empregado, da concentração do 

analito na amostra, do tipo de matriz e da finalidade do método, porém, não deve 

ultrapassar 5%. 

 

6.3.4.1. Repetibilidade 

A repetitividade envolve várias medições da mesma amostra, em diferentes 

preparações e é, algumas vezes, denominada precisão intraensaio ou intracorrida (BRASIL, 

2017). 

Para a avaliação da repetitividade do método, foi realizada a análise de soluções-

padrão, correspondentes a três níveis de concentração (baixa, média e alta), submetidas a 

três diferentes preparações, sendo, então, estimado o CV correspondente para cada nível 

de concentração. 

A tabela 2 apresenta os valores obtidos de CV para a precisão do método 

quantitativo proposto. Constatou-se neste trabalho, em todos os testes realizados, que o 

método apresentou todos os valores dentro dos limites aceitáveis, indicando uma boa 

repetibilidade. 

 

Tabela 2 - Média das áreas dos picos e coeficientes de variação (CV) obtidos para cada substância 

na avaliação da repetibilidade do método. 

Substância Concentração (µg/mL) Área (n=3) CV (%) 

 0,5 5,24 2,65 

Ácido gálico 2,0 41,13 3,47 

 6,0 96,59 4,47 

 1,0 1,41 4,49 

Ácido elágico 8,0 14,92 2,45 

 16,0 30,02 3,14 
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6.3.4.2. Precisão intermediária 

A precisão intermediária indica o efeito das variações da análise de uma mesma 

amostra, no mesmo laboratório, em pelo menos dois dias diferentes, realizada por diferentes 

analistas (BRASIL, 2017). O objetivo da validação da precisão intermediária é verificar que, 

no mesmo laboratório, o método fornecerá os mesmos resultados. Para isso, foi realizada a 

análise, em 2 dias diferentes, por analistas diferentes, utilizando o mesmo equipamento, de 

soluções-padrão referentes a três níveis de concentração, sendo estimado o CV ao final das 

sucessivas repetições.  

Como observado na Tabela 3, os valores de coeficiente de variação (CV) para a 

precisão intermediária do método de quantificação de ácido gálico e ácido elágico estão 

abaixo do limite de 5%, conforme é recomendado. 

 

Tabela 3 - Média das áreas dos picos e coeficientes de variação (CV) obtidos para o ácido gálico e 
ácido elágico na avaliação da precisão intermediária do método. 

Substância Concentração 1º dia  2º dia  Média 
 (µg/mL) CV (%) CV (%) CV(%) 

 0,5 1,36 2,16 1,76 

Ácido gálico 2,0 1,10 3,87 2,49 

 6,0 4,70 1,68 3,19 

 1,0 0,84 1,44 1,14 

Ácido elágico 8,0 0,01 1,42 0,71 

 16,0 2,36 0,19 1,28 

 

6.3.5. Exatidão 

 

A exatidão de um método analítico deve ser obtida por meio do grau de concordância 

entre os resultados individuais do método em estudo em relação a um valor aceito como 

verdadeiro. A exatidão deve ser verificada a partir de, no mínimo, 9 (nove) determinações, 

contemplando o intervalo linear do método analítico, ou seja, 3 (três) concentrações: baixa, 

média e alta, com 3 (três) réplicas em cada nível (BRASIL, 2017). 

Os processos mais utilizados para avaliar a exatidão de um método são: uso de 

materiais de referência certificada, comparação de método proposto com método de 

referência, ensaios de recuperação com matriz fortificada e adição de padrão.  

Nesse estudo, a exatidão foi avaliada por meio de ensaios de recuperação utilizando 

o EACPG, sendo o extrato fortificado com padrões dos analitos em 3 níveis de 

concentrações diferentes (baixo, média e alto). 

Os valores aceitáveis de recuperação para alguns tipos de análise estão geralmente 

entre 70 e 120%, com precisão de até ± 20%; porém, dependendo da complexidade 

analítica e da amostra, esse valor pode ser de 50 a 120%, com precisão de até ± 15% 

(RIBANI et al., 2014). 
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Na tabela 4, constam os resultados do ensaio de recuperação do método quantitativo 

proposto, expressos em termos de porcentagem de recuperação. Observou-se neste 

estudo, que o método apresentou boa recuperação para o ácido gálico e o ácido elágico nos 

três níveis de concentração e com valores de coeficiente de variação (CV) menores que 5%, 

ficando todos os valores dentro dos limites aceitáveis (entre 70 e 120%). 

 

    Tabela 4 – Recuperação dos padrões em EACPG. 

  Concentração  (µg/mL)    

Composto Amostra  Adicionado Encontrado Recuperação (%) Média CV (%) 

 0,93 
0,93 
0,93 

0,5 
0,5 
0,5 

1,35 
1,28 
1,30 

94,49 
89,82 
91,02 

 
91,78 

 
2,64 

 
Ácido gálico 

0,93 
0,93 
0,93 

2,0 
2,0 
2,0 

2,59 
2,61 
2,82 

88,61 
89,29 
96,49 

 
91,46 

 
4,78 

 0,93 
0,93 
0,93 

6,0 
6,0 
6,0 

7,20 
7,01 
7,24 

103,89 
101,18 
104,49 

 
103,19 

 
1,71 

 26,95 
26,95 
26,95 

1,0 
1,0 
1,0 

29,52 
30,21 
29,76 

105,61 
108,07 
106,47 

 
106,72 

 
1,17 

Ácido elágico 26,95 
26,95 
26,95 

8,0 
8,0 
8,0 

38,07 
38,02 
38,75 

108,94 
108,79 
110,87 

 
109,53 

 
1,06 

 26,95 
26,95 
26,95 

16,0 
16,0 
16,0 

50,91 
51,35 
51,10 

118,54 
119,56 
118,98 

 
119,27 

 
0,34 

 

6.4. Quantificação dos marcadores químicos ácido gálico e ácido elágico 

 

O método cromatográfico validado foi aplicado na quantificação dos marcadores 

químicos  ácido gálico e ácido elágico no EACPG.  

Para a quantificação dos ácidos fenólicos, a pureza dos picos de interesse foram 

avaliadas. Para isso, o EACPG (0,5 mg/ mL) foi analisado, utilizando detector de arranjo de 

diodos com varredura entre 190-800 nm.  Os picos referentes ao ácido gálico (tr = 15,9 min, 

k = 1,61) e ao ácido elágico (tr = 40,5 min, k = 5,64) foram determinadas pela comparação 

com a análise da solução-padrão. O cromatograma apresentou boa seletividade (α = 1,08) 

para o ácido gálico em relação ao pico em tr = 16,7 min (k = 1,74) e excelente resolução (Rs 

= 1,78); e boa seletividade (α = 1,08) para o ácido elágico em relação ao pico em tr = 38,0 

min (k = 5,23) com excelente resolução (Rs = 5,85), não sendo detectado nenhum 

interferente na eluição de ambos ácidos fenólicos. Na quantificação, o comprimento de onda 

selecionado foi 280 nm. 

Os ácidos fenólicos foram quantificados no EACPG através do método de 

padronização externa, utilizando-se as curvas analíticas construídas para os padrões. Na 
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análise do EACPG a concentração média do ácido gálico foi de 4,36 ± 0,01 mg/g de extrato 

e 94,33 ± 0,57 mg/g de extrato para o ácido elágico. 

 

6.5 Testes comportamentais 

6.5.1 Campo aberto 

 

Com relação às explorações horizontais, observou-se que todos os grupos 

lesionados mostraram valores significativamente menores que o grupo LAM (p < 0,0001, 

figura 14). 

 
Figura 14. Resultados do teste de campo aberto quanto ao número médio de explorações 
horizontais, representado pelas colunas. As barras representam o erro padrão da média. Os testes 
foram realizados aos 28 dias após as cirurgias. LAM: grupo laminectomia; LESÃO: grupo 
lesão/veículo; LESÃO/EACPG100: grupo lesionado e tratado com extrato aquoso da casca do fruto 
de Punica granatum a 100 mg/kg; LESÃO/EACPG300: grupo lesionado e tratado com extrato aquoso 
da casca do fruto de Punica granatum a 300 mg/kg; METIL: grupo lesionado e tratado com 
metilprednisolona a 30 mg/kg (n = 8 a 16 por grupo). *** indica valor de p < 0,0001 em relação ao 

grupo LAM (teste Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn). 

 

6.5.2 Labirinto em Y 

 

O grupo lesionado tratado com EACPG 300 mg/kg mostrou aumento significativo da 

performance no labirinto em Y, em relação aos grupos LAM (p < 0,0001), Lesão (p < 0,05) e 

EACPG100 (p < 0,001) em 28 dias (figura 15). 
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Figura 15. Resultados do teste de labirinto em Y. As colunas representam a porcentagem média de 
alternações corretas e as barras representam o erro padrão da média. Os testes foram realizados aos 
28 dias após as cirurgias. LAM: grupo laminectomia; LESÃO: grupo lesão/veículo; 
LESÃO/EACPG100: grupo lesionado e tratado com extrato aquoso da casca do fruto de Punica 
granatum a 100 mg/kg; LESÃO/EACPG300: grupo lesionado e tratado com extrato aquoso da casca 
do fruto de Punica granatum a 300 mg/kg; METIL: grupo lesionado e tratado com metilprednisolona a 
30 mg/kg (n = 8 a 16 por grupo). *** indica valor de p < 0,0001 em relação ao grupo LAM; # indica 
valor de p < 0,05 em relação ao grupo LESÃO; ∆∆ indica valor de p < 0,001 em relação ao grupo 
EACPG100 ((teste Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn)). 

 

6.6  Análise Histológica 

 

Como pode ser observado na Figura 16.A, o número médio de neurônios/campo 

histológico no hipocampo foi significativamente menor no grupo LESÃO (2,93 ± 0,23) do que 

no grupo LAM (4,13 ± 0,27) (p<0,01). O mesmo comportamento foi observado no grupo 

EACPG100 (2,67 ± 0,13), que também se mostrou significativamente menor que LAM 

(p<0,001), mas estatisticamente semelhante ao grupo LESÃO (p>0,05). Apesar de não ter 

sido evidenciada diferença significativa entre o grupo EACPG300 (3,55 ± 0,19) e LESÃO 

(p>0,05), o tratamento com a dose de 300 mg/kg levou as contagens médias de neurônios a 

valores estatisticamente semelhantes ao grupo LAM (p>0,05), o que também foi visto no 

grupo tratado com metilprednisolona (METIL) (p>0,05). 

Para determinar em qual região anatomomorfológica do hipocampo houve maior ou 

menor perda de neurônios, foi realizada a análise quantitativa desta população celular nos 

diferentes setores, denominados CA1, CA2 e CA3. De maneira similar àquela observada 

anteriormente na análise de neurônios totais, o número médio de neurônios no setor CA1 

(Figura 16.B) observado no grupo LESÃO (2,35 ± 0,42) e EACPG100 (3,36 ± 0,24) também 

foi significativamente menor que em LAM (5,31 ± 0,43)(p<0,001 e p<0,01, respectivamente).  

Por outro lado, os grupos EACPG300 (4,61 ± 0,35) e METIL (4,71 ± 0,57) apresentaram 

contagens médias de neurônios significativamente maiores que o grupo LESÃO (p<0,01 e 

p<0,001, respectivamente) e estatisticamente semelhantes ao grupo LAM (p>0,05).  No 
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entanto, não foi observada diferença significativa na contagem média de neurônios nos 

setores CA2 e CA3 entre os grupos analisados (p>0,05). 

No lado contralateral ao lesionado (lado esquerdo, Figura 17.A), apesar do número 

médio de neurônios totais observado em EACPG100 (3,13 ± 0,15) ter sido 

significativamente menor que no grupo LESÃO (4,58 ± 0,23) (p<0,001) e METIL (4,35 ± 

0,30) (p<0,05), todos os grupos que sofreram lesão medular, incluindo o EACPG300 (3,71 ± 

0,18), exibiram números médios de neurônios totais estatisticamente semelhantes àquele 

observado no grupo LAM (3,78 ± 0,24) não lesionado (p>0,05). Além disso, não houve 

qualquer diferença na contagem média de neurônios entre os grupos estudados, 

independente do tratamento, quando foram analisados, separadamente, os setores CA1, 

CA2 e CA3 (p>0,05) (Figura 17.B). 
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Figura 16. A) Secção histológica corada em HE de região do hipocampo ilustrativa das áreas anatomomorfológicas CA1 (memória similar à episódica), CA2 

(memória social) e CA3 (memórias parciais) nas quais foi realizada a análise quantitativa de neurônios no lado direito (100 ×). B) Número médio de 

neurônios/1000 µm
2
 nas áreas anatomorfológicas analisadas. Dados expressos como média ± erro padrão da média. Diferenças significativas em relação ao 

grupo LAM estão expressas como: *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001; diferenças significativas em relação ao grupo LESÃO estão expressas como: 
#
p<0,05, 

##
p<0,01 e 

###
p<0,001; diferenças significativas em relação ao grupo EACPG100 estão expressas como: p<0,05, p<0,01 e p<0,001 (teste ANOVA 

seguido de teste de comparações múltiplas de Tukey). 
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Figura 17. A) Secção histológica corada em HE de região do hipocampo ilustrativa das áreas anatomomorfológicas CA1 (memória similar à episódica), CA2 

(memória social) e CA3 (memórias parciais) nas quais foi realizada a análise quantitativa de neurônios no lado esquerdo (100 ×). B) Número médio de 

neurônios/1000 µm
2
 nas áreas anatomorfológicas analisadas. Dados expressos como média ± erro padrão da média. Diferenças significativas em relação ao 

grupo LESÃO estão expressas como: 
#
p<0,05, 

##
p<0,01 e 

###
p<0,001; diferenças significativas em relação ao grupo EACPG100 estão expressas como: 

p<0,05, p<0,01 e p<0,001 (teste ANOVA seguido de teste de comparações múltiplas de Tukey). 
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7. DISCUSSÃO 

 

Nesse estudo um novo método cromatográfico por CLAE-DAD-ESI/MS foi 

desenvolvido para identificação e quantificação dos compostos químicos, ácido gálico e 

ácido elágico, presentes no EACPG, desta forma foi possível observar a presença destas 

substâncias na amostra utilizada nesse trabalho. Alguns estudos referem o ácido gálico e o 

ácido elágico estão presentes na casca de P. granatum (ZAHIN; AQIL; AHMAD, 2010; 

NASCIMENTO, 2013, KAZEMI et al., 2016; ROSAS-BURGOS et al., 2017). O EACPG, no 

presente trabalho, apresenta substâncias, o que se assemelha aos achados de Fischer et al. 

(2011) e de Brighenti et al. (2017), que analisaram o extrato da casca do fruto de P. 

granatum e confirmaram por meio de CLAE-DAD/MS a presença desses compostos 

fenólicos, dentre ele o ácido gálico e o ácido elágico.  A importância destes compostos para 

a presente proposta relaciona-se às suas ações já descritas para o sistema nervoso (ZAHIN; 

AQIL; AHMAD, 2010; KAZEMI et al., 2016).    

Para avaliar a atividade locomotora dos animais, o teste de campo aberto foi 

realizado e observou-se diferença entre o número médio de explorações horizontais entre o 

grupo LAM e todos os grupos lesão, com diminuição da atividade motora. Este achado pode 

estar relacionado à intensidade da lesão produzida e é indicativo da efetividade da lesão. 

Em estudo Wu et al., (2014a) ao analisarem a memória de trabalho, em lesão crônicas, 

utilizando método Infinite Horizon Spinaal Cord Impactor, em camundongos, e dividindo os 

grupos conforme gravidade da lesão (leve, moderada ou grave) observaram que os animais 

cuja lesão foi moderada ou grave, apresentaram uma redução significativa da atividade 

motora espontânea, após 11 semanas, em comparação com os animas do grupo 

laminectomia. 

O tratamento com EACPG, nas doses utilizadas, não modificou o efeito da lesão 

sobre a atividade motora no campo aberto. Isoladamente, este dado sugere que não houve 

efeito neuroprotetor pela administração do EACPG ou METIL sobre a lesão medular. 

Embora não existam trabalhos mostrando os efeitos do EACPG sobre a lesão medular, este 

dado é distinto em relação aos dados da literatura que mostram ação neuroprotetora da 

romã sobre diferentes doenças (LIU et al., 2017; AHMED et al., 2014a). Especula-se que a 

medida de explorações horizontais isoladamente possa não ter refletido a melhora funcional 

após os tratamentos com EACPG e Metil que pode ter sido mais bem observada, por 

exemplo, através da escala de avaliação motora de Basso, Beatie e Bresnahan (1995). 

No presente estudo observou-se redução significativa de neurônios hipocampais no 

lado homolateral à lesão medular. Estes dados sugerem que a lesão medular pode afetar o 

hipocampo e, por consequência, pode ter reflexos indesejáveis na memória, conforme 
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previamente relatado por Wu et al., (2014 a,b; 2016). Além disso, a análise quantitativa nos 

setores do hipocampo indicou que esta redução ocorreu basicamente em CA1, sugerindo 

maior impacto na região que reflete a memória similar à episódica (CHANG et al., 2009). Do 

mesmo modo, estudos observaram por meio de reação imunohistoquímica, que após LM, 

houve uma redução no nível da expressão de BDNF no hipocampo (FUMAGALLI et al., 

2009) com ênfase no setor CA1 (JING et al., 2017).   O fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF),  é conhecido por regular a neurogênese adulta e poderia estar envolvido 

em alterações cerebrais após a LM (LEE et al., 2002; SCHARFMAN et al., 2005; 

FUMAGALLI et al., 2009). Estudos tem demonstrado que a redução da neurogênese do 

hipocampo está correlacionada com a diminuição dos níveis dessa proteína (FELIX et al., 

2012). 

Atualmente, há evidências convincentes que sugerem que a lesão medular crônica 

resulta em uma neuroinflamação em nível central (FELIX et al., 2012; WU et al., 2014 a, b; 

MALDONADO-BOUCHARD et al., 2016; JURE et al., 2017), especialmente no tálamo, mais 

especificamente em nível das projeções hipotalâmicas, e no hipocampo (HULSEBOSCH et 

al., 2009; ZHAO et al., 2007).  Um estudo recente forneceu evidências de uma relação entre 

a elevação dos níveis de citocinas periféricas e do hipocampo e o aumento da depressão ou 

sinais semelhantes a ansiedade após a contusão da medula espinhal de roedores 

(MALDONADO-BOUCHARD et al., 2016). Adicionalmente, Faden et al. (2016) 

demonstraram que células microgliais são ativadas no córtex cerebral, no tálamo e no 

hipocampo de ratos submetidos a lesão medular experimental. Os autores descreveram que 

há uma diminuição significativa no número de células microgliais em repouso, que 

apresentam morfologia celular ramificada, e um aumento no número de células microgliais 

ativadas, que se apresentam morfologicamente hipertróficas. As últimas mudanças na 

morfologia da microglia estão associadas à expressão de citocinas pró-inflamatórias (M1) e 

são observadas tanto nas fases aguda como crônica pós-trauma (WU et al., 2014 a, b). Os 

níveis de TNF-α, IL-6 e genes do ciclo celular (ciclina A1, A2, D1, PCNA) também são 

cronicamente aumentados no hipocampo após lesão medular grave (WU et al., 2014 a, b). 

A reatividade das células da glia está relacionada à intensidade da lesão 

medular. Células microgliais e astrócitos em condições patológicas (estresse crônico, lesão, 

doenças neurodegenerativas, diabetes, envelhecimento, infecção) tornam-se reativos e 

desenvolvem uma resposta neuroinflamatória que leva a déficits cognitivos e emocionais 

(SIERRA et al., 2014).   Embora o mecanismo preciso de lesão do hipocampo após injúrias 

traumáticas na medula espinhal não esteja totalmente elucidado, acredita-se que além da 

reatividade das células gliais, monócitos são recrutados e responsáveis por criar um meio 

tóxico dentro do hipocampo, uma vez que essas células são  fonte de espécies reativas de 

oxigênio, metaloproteinases, elastases e catepsinas , além de citocinas pró-inflamatórias e 
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quimiocinas (HOWE et al., 2012) e poderiam, dessa forma, induzir lesão oxidativa e 

apoptose, contribuindo para destruição das células neuronais, especialmente dos neurônios 

piramidais do hipocampo CA1, causando, por consequência, comprometimento do 

desempenho cognitivo e emocional.  Corroborando com os nossos achados, Wu et al. (2014 

a,b)  demonstraram que a lesão medular moderada e grave - mas não leve - aumentou o 

estresse do retículo endoplasmático das células nervosas, reduzindo consequentemente a 

sobrevivência neuronal e gerando destruição significativa de neurônios no hipocampo, no 

córtex e no tálamo, regiões cerebrais importantes associadas com o declínio cognitivo e à 

depressão (WU et al., 2014 a, b; 2016). 

O tratamento com a metilpredinisolona, no presente estudo, levou as contagens 

médias de neurônios hipocampais a valores estatisticamente semelhantes ao grupo LAM 

(p>0,05). Esses achados são compatíveis com o de estudos anteriores que avaliaram os 

efeitos desse fármaco no trauma medular em modelo roedor (BOWERS et al., 2014). Está 

bem documentado que o hipocampo e o córtex cerebral são vulneráveis às ações de 

glicocorticoides e que a corticosterona liberada na fase aguda após a LM tem o poder de 

promover modulação do cérebro produzindo alterações de longo prazo (LUCASSEN et al., 

2015). Resultado semelhante também foi visto no grupo tratado com o EACPG na dose de 

300 mg/Kg (p>0,05), sugerindo um possível efeito neuromodulador. De fato, estudos prévios 

in vitro demonstraram que o pré-tratamento de neurônios com a punicalagina promoveu 

diminuição significativa dos danos induzidos pelo peróxido de hidrogênio (H2O2), 

proporcionou modulação da cascata apoptótica (ODUBANJO et al., 2018) e apresentou 

efeito neuroprotetor o dano oxidativo induzido pela isquemia cerebral por perfusão em ratos 

(YAIDIKAR; BAYNA; THAKUR, 2014). Adicionalmente, extratos ricos em ácido gálico 

proporcionaram melhora da função cognitiva (memória de trabalho) em roedores através da 

modulação de enzimas colinérgicas e antioxidantes (ODUBANJO et al., 2018). 

Curiosamente, estudos recentes também demonstraram que o ácido elágico, um dos 

compostos presentes no EACPG, teve efeito terapêutico sobre os déficits de memória, 

alteração na condução de impulsos nervosos e aumento no teor de interleucinas pró-

inflamatórias após trauma encefálico em roedores (MASHHADIZADEH et al., 2017). Este 

resultado corrobora com os achados do teste de labirinto em Y, que evidenciou que os 

animais tratados com o EACPG na dose de 300 mg/ Kg, apresentaram um aumento na 

porcentagem de alternações corretas em relação a todos os grupos 28 dias após lesão 

medular, o que indica uma possível ação neuroprotetora do EACPG em nível central. 

Resultados similares foram reportados por Hartman et al., (2006) que mostraram 

efeito protetor dos compostos fenólicos presentes no suco de romã sobre os parâmetros 

comportamentais e neuropatológicos em modelo animal para estudo da doença de 

Alzheimer, bem como os resultados reportados por Morzelle et al., (2016) que sugerem ação 
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positiva do extrato da casca de romã sobre a memória, evidenciada por meio do 

teste no Labirinto de Barnes. Adicionalmente, Riaz; Ra; Rá, (2014), observaram que o suco 

de romã melhorou o desempenho de ratos em teste de esquiva passiva, indicando ação 

sobre a memória de curto prazo. Conforme observado por estes mesmos autores, os 

mecanismos de ação da romã frente às desordens neurodegenerativas envolvem a 

diminuição da formação de espécies reativas de oxigênio (BRAIDY et al., 2013) e a da 

resposta inflamatória (OWACHRIF et al., 2012), presentes também no quadro de LM (LIU et 

al., 1999). Fatima et al. (2017) observaram que o suco da romã em modelo experimental de 

amnésia induzida por escopolamina também promoveu efeito neuroprotetor notável sobre a 

memória, aprendizagem, cognição e parâmetros comportamentais. Além disso, existem 

evidências da ação de extratos e suco de romã sobre o sistema nervoso central íntegro, 

incluindo atividades ansiolítica e antidepressiva (KUMAR; MAHESHWARI; SINGH, 2008; 

RIAZ; KHAN, 2017), o que poderia explicar, ao menos em parte, a diferença observada 

entre o grupo ECAPG 300 e o grupo LAM, no teste de labirinto em Y. 

Em nosso estudo, a avaliação da memória de trabalho analisada por meio do teste 

de labirinto em Y não demonstrou diferenças significativas entre o grupo LAM e LESÃO. No 

entanto, a avaliação histológica do número percentual médio de neurônios/campo 

histológico no hipocampo demonstrou diferença significativa entre o grupo LESÃO e LAM. 

Esse aparente paradoxo pode ser fruto da plasticidade neuronal e tentativa de 

reorganização funcional do hipocampo como estratégia de minimizar os danos à essa 

estrutura (GRIGOREAN et al., 2009; JING et al., 2017). No entanto, a longo prazo, a 

interrupção do circuito ou à perda da regulação homeostática de neurotransmissores e íons 

desencadeados pelas alterações inflamatórias locais podem promover prejuízos cognitivos 

(JURE et al., 2017). 

Em síntese, a lesão medular resulta em neuroinflamação crônica do cérebro 

produzindo uma neurodegeneração progressiva e déficits funcionais como 

comprometimento cognitivo e comportamento depressivo (FADEN et al., 2016). Essas 

anormalidades cerebrais a longo prazo e a neuroinflamação difusa associada podem 

explicar deficiências comportamentais exibidas em pacientes com trauma da medula 

espinhal (DAVIDOFF et al., 1992; DOWLER et al., 1997; LAZZARO et al., 2013). No 

entanto, estudos ainda são necessários para compreender os mecanismos e eventos 

bioquímicos responsáveis pelas alterações hipocampais após lesões medulares 

traumáticas. Futuras estratégias de reabilitação devem ser desenvolvidas para melhorar não 

apenas as habilidades sensoriais, mas também a função cognitiva, visto que a lesão 

medular promove mudanças cerebrais crônicas, trazendo consequências drásticas para a 

qualidade de vida dos pacientes afetados. Portanto, as terapias futuras devem incluir a 

inibição da resposta inflamatória cerebral pós-traumática para evitar déficits cognitivos e 
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emocionais. Neste sentido, o tratamento com EACPG a 300 mg/kg parece constituir uma 

abordagem terapêutica promissora. 

8. CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que o método cromatográfico desenvolvido foi útil para a obtenção do 

perfil cromatográfico do EACPG e, ainda, para a identificação e quantificação dos 

marcadores químicos ácido gálico e ácido elágico presentes no extrato. Além disso, os 

parâmetros de validação apresentaram-se conforme o recomendado pela legislação vigente, 

garantindo a eficiência e reprodutibilidade do método. 

Adicionalmente, a lesão medular promoveu diminuição da atividade motora e o 

referido extrato foi capaz de melhorar o desempenho no teste de memória, além de proteger 

neurônios hipocampais da neurodegeneração cerebral decorrente de lesão medular espinal.  
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