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RESUMO 

   

A busca por novos medicamentos para o tratamento da osteoartrite tem-se 
tornado cada vez mais necessária devido aos efeitos colaterais produzidos 
pelos analgésicos e antiinflamatórios utilizados na prática médica atual. Ainda, 
por ser uma doença de maior prevalência em idosos, as co-morbidades 
apresentadas por esta população restringem o espectro de opções dos 
medicamentos analgésicos. Alguns fitoterápicos são indicados para auxiliar o 
tratamento de doenças reumáticas, mas não existem estudos suficientes que 
comprovem suas eficácias. O caroço de abacate (Persea americana (Mill.) 
Lauraceae) é utilizado na medicina popular para o tratamento da dor em 
pacientes que sofrem de doenças reumáticas, como a osteoartrite e a artrite 
reumatóide. O presente estudo avaliou a ação antiinflamatória e analgésica dos 
extratos obtidos das sementes de Persea americana (Mill.), em diferentes 
solventes e concentrações, em ensaios in vitro e in vivo. O ensaio de 
citotoxicidade in vitro (MTT) demonstrou que o extrato das sementes de Persea 
americana não são citotóxicos (p>0.05) nas primeiras 24 horas do experimento 
nas concentrações 0,1µg/mL (49.07 ± 2.26 ABS/106 céls) e 1 µg/mL (47.77 ± 

3.05 ABS/106 céls) em comparação com o grupo controle (48.01 ± 2.45 
ABS/106 céls), tampouco nas 48 horas do experimento (p>0,05) nas 
concentrações 0,1µg/mL (54.96 ± 8.01 ABS/106 céls)  e 1 µg/mL(54.24 ± 9.20 

ABS/106 céls) quando comparados ao controle (59.54 ± 10.72 ABS/106 céls) 
em células macrofágicas da linhagem RAW 264.7. Outro resultado, obtido no 
teste de liberação de citocinas pró-inflamatórias utilizando o sobrenadante das 
células cultivadas no ensaio do MTT, indicou que o extrato de Persea 
americana é capaz de diminuir a liberação das citocinas MCP-1 na 
concentração de 0,1µg/mL (não detectável) e 1µg/mL (60,25±1,83 pg/mL) em 

comparação com o nível basal desta quimiocina (297,15±2,70 pg/mL). O 
mesmo aconteceu com a citocina TNF: o extrato foi capaz de diminuir a 
citocina em questão nas concentrações 0,1µg/mL (7,15±1,60 pg/mL) e 1µg/mL 
(10,95±1,46 pg/mL) no sobrenadante das células RAW 264.7 em relação ao 
grupo controle (94,24±2,26 pg/mL). No ensaio do edema de pata de 

camundongo induzido por carragenina, o extrato bruto das sementes de Persea 
americana demonstrou reduzir o edema de pata em 50% (extrato à 100%) e 
40% (extrato à 50%) em comparação ao tratamento com diclofenaco que 
reduziu o inchaço em cerca de 25% (pomada à 10mg/g). Os resultados 
mencionados acima demonstraram-se promissores, sugerindo a continuidade 
do estudo para produção e utilização de um fitoterápico a base do extrato das 
sementes de Persea americana poderá auxiliar no tratamento de dores 
crônicas, incluindo a osteoartrite. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Since the analgesics and anti-inflammatory drugs used on daily medicine to 

treat osteoarthritis are associated with several undesirable side effects, the 

search for new safe and effective drugs to treat this disorder is necessary. 

Besides that, the high prevalence of this disease in elderlies restricts the 

spectrum of medicines that could be used as analgesics and anti-

inflammatories due to the presence of comorbidities.Some phytoterapics are 

indicated for the treatment of rheumatic diseases, although there are no 

sufficient studies that comprovate their efficacies. Avocado´s seeds (Persea 

americana (Mill.) Lauraceae) are used in popular medicine to treat pain related 

to rheumatic diseases, such as osteoarthritis and rheumatoid arthritis. In this 

study, the antiinflammatory effects of the extracts obtained from the seeds of 

Persea americana, in different solvents and concentrations, were evaluated 

using in vivo and in vitro assays. The citotoxicity in vitro assay (MTT) in 

macrophagic murine cells RAW 264.7 demonstrated that Persea americana 

seed’s extract is not citotoxic (p>0.05) in the first 24 hours of the experiment in 

the concentrations of 0.1µg/mL (49.07 ± 2.26 ABS/106 cells) and 1.0 µg/mL 

(47.77 ± 3.05 ABS/106 cells)  compared to the control group (48.01 ± 2.45 

ABS/106 cells); neither at the 48h in the concentrations of 0.1µg/mL (54.96 ± 

8.01 ABS/106 cells)  e 1.0 µg/mL (54.24 ± 9.20 ABS/106 cells)  when compared 

to the control group (59.54 ± 10.72 ABS/106 cells). The assay to evaluate the 

secretion of pro-inflammatory cytokines by macrophagic murine cells RAW 

264.7 in culture showed that Persea Americana extract is capable of  reducing 

the release of MCP-1 in the concentration of 0.1µg/mL (not detectable) and 1.0 

µg/mL (60.25 ± 1.83 pg/mL) compared with basal levels of this chemokine 

(297.15 ± 2.70 pg/mL, p< 0.001). The same effect was observed for the 

cytocine TNF: the extract was capable of reducing the secretion of this cytocine 

at the concentrations 0.1µg/mL (7.15±1.60 pg/mL) and 1.0µg/mL (10.95±1.46 

pg/mL) compared to control group (94.24±2.26 pg/mL). The Carrageenan 

induced paw edema in vivo assay showed that the Persea americana seeds 

brute extract reduced the paw edema at 50% (extract 100%) and 40% (extract 

50%) in comparison to the treatment by diclofenac, which reduced the sweeling 

in 25% (ointment 10mg/g). These results are promising and further studies 

aiming the development of phytoterapics containing Persea Americana seed 

extract which could be helpful for the treatment of chronic pain, including 

osteoarthritis, should be encouraged. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As primeiras substâncias utilizadas como medicamentos na história da 

humanidade são aquelas classificadas atualmente como plantas medicinais. 

Seu uso remete a civilizações antigas cujos primeiros registros se devem aos 

egípcios, que obtinham como única alternativa os recursos naturais para a cura 

ou tratamento de doenças.  

Há diversos registros do uso de plantas medicinais, como a papoula 

(Papaver somnniferum), maconha (Cannabis sativa), babosa (Aloe vera), 

dentre outras, há milhares de anos antes de Cristo. Contudo, foi somente no 

século XIX que se iniciou a procura pelos princípios ativos presentes nas 

plantas medicinais, criando assim, os primeiros medicamentos com as 

características que nós conhecemos atualmente (CALIXTO,2001).  

Entretanto, a utilização caseira de plantas na prática medicinal, não 

somente da população que carece de recursos financeiros, mas também de 

populações tradicionais, como a indígena e a chinesa, é uma realidade ainda 

bastante atual. Estas populações utilizam as plantas para o preparo de chás, 

infusões, macerados caseiros ou qualquer outra forma que possibilite extrair os 

princípios ativos das plantas e utilizá-los na prevenção ou cura de doenças.  

No Brasil, a utilização de fitoterápicos e plantas medicinais na 

terapêutica médica atual se deve principalmente ao contexto sócio-econômico 

da população. Diferentemente dos países orientais, o Ocidente não tem por 

costume a busca preferencial por produtos naturais quando em situações de 

enfermidades, mas em diversas regiões do Brasil faz-se o uso de plantas sem 

qualquer padronização química ou biológica para tratar inúmeras doenças. 
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Existem dois motivos principais para este fato: a extensa e exuberante flora 

brasileira que disponibiliza diversas espécies de plantas que podem ser 

empregadas para tratar diferentes enfermidades, baseadas em indicações 

populares, e o difícil acesso da população a medicamentos industrializados, 

devido a condições financeiras precárias e falta de políticas sociais e de saúde.  

Devido a este fato, o governo federal criou a Política Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos, aprovada por meio do Decreto Nº 5.813, de 22 de 

junho de 2006, que estabelece diretrizes e linhas prioritárias para o 

desenvolvimento de ações pelos diversos parceiros em torno de objetivos 

comuns voltados à garantia do acesso seguro e uso racional de plantas 

medicinais e fitoterápicos em nosso país, ao desenvolvimento de tecnologias e 

inovações, assim como ao fortalecimento das cadeias e dos arranjos 

produtivos, ao uso sustentável da biodiversidade brasileira e ao 

desenvolvimento do Complexo Produtivo da Saúde (Ministério da Saúde, 

2006). 

Este documento trata da utilização de algumas plantas nativas 

brasileiras na cura, prevenção e tratamento de diversas doenças.  

Apesar da criação deste documento, o Brasil ainda dá os primeiros 

passos quando se trata do desenvolvimento de novos fitoterápicos, uma vez 

que a falta de investimento financeiro neste setor ainda é uma realidade. 

Assim, novos projetos de incentivo à pesquisa e desenvolvimento de 

medicamentos fitoterápicos dentro das universidades nacionais seria uma 

alternativa para modificar o atraso do Brasil neste contexto. Definitivamente, se 

este incentivo fosse adotado haveria um maior interesse e parceria com as 

indústrias farmacêuticas nacionais. 



18 

 

1.1. JUSTIFICATIVA E IMPORTÂNCIA DO ESTUDO 

 

Atualmente, muitos pacientes com doenças crônicas fazem uso de 

fitoterápicos como terapia alternativa para tratamento de suas enfermidades. 

Uma das razões para a utilização de fitoterápicos é que o uso constante de 

medicamentos aloterápicos para o tratamento destas doenças pode provocar 

efeitos colaterais graves e muitas vezes, irreversíveis. Assim, o paciente 

crônico procura fazer uso da fitoterapia, uma vez que medicamentos à base de 

plantas têm apresentado menos efeitos colaterais que medicamentos 

alopáticos (SCHULZ, 2001). 

Na medicina popular, uma das indicações fitoterápicas que se tem 

conhecimento é a utilização do macerado caseiro do caroço de abacate 

(Persea sp.) para o tratamento da osteoartrite (ALONSO, 2004). A osteoartrite 

é uma doença articular crônica de alta prevalência em idosos e cuja terapia 

medicamentosa está frequentemente associada a efeitos adversos (COIMBRA, 

2002; LEDERMAN, 1997) 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o Brasil ocupa 

segundo lugar no ranking de incidência de osteoartrite (OA) no mundo, 

perdendo apenas para os Estados Unidos (EUA) (OMS, 2011). Porém, são 

poucos os dados epidemiológicos sobre a incidência desta doença, uma vez 

que seu diagnóstico é dificultado pela difícil correlação entre sintomas da 

osteoartrite e achados radiográficos, além da dificuldade de detectar a doença 

precocemente (WOOLF,2003). 

Estima-se que, mundialmente, 9,6% dos homens e 18% das mulheres, 

ambos acima de 60 anos, apresentam sintomas de osteoartrite, sendo que a 
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maior parte destes sintomas estão relacionados à região articular do joelho 

(MURRAY,1996). Os fatores preditivos para o desenvolvimento desta doença 

incluem obesidade, atividades de impacto nas articulações (atletas), fumo, sexo 

e idade (DAVIS,1990). 

Uma vez que a terapia medicamentosa dos pacientes com osteoartrite 

tem sofrido algumas mudanças nos últimos tempos, o setor industrial pouco 

investe em medicamentos de baixo custo, acessíveis à população de modo 

geral. As novas alternativas incluem moduladores biológicos e até novos 

fitoterápicos em cápsulas, todos de custo elevado e cujos fabricantes retém 

suas patentes. 

Ainda, deve-se considerar que a osteoartrite é uma doença de difícil 

tratamento pois a resposta de cada paciente à terapia medicamentosa é 

bastante singular. Em muitos casos, o paciente abstém-se de determinados 

medicamentos devido aos efeitos colaterais produzidos por estes. 

Atualmente, no Brasil, apenas um medicamento fitoterápico é de 

fabricação nacional (Acheflan®), realidade bastante díspar quando se analisa a 

variedade da flora nativa brasileira. Muitos estudos com extratos de plantas têm 

demonstrado um excelente potencial anti-inflamatório, porém seu emprego 

como base para novos medicamentos não têm-se desenvolvido no Brasil. 

O presente estudo teve como objetivo comprovar a eficácia do extrato 

das sementes de Persea americana (Mill.) na atividade anti-inflamatória através 

de experimentos in vivo e in vitro e avaliar o potencial do extrato desta planta 

como uma nova opção na terapia medicamentosa em pacientes com 

osteoartrite. Para isso, admite-se que o projeto em questão deverá assumir 

continuidade para o desenvolvimento de uma forma farmacêutica adequada 
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com a incorporação do extrato de Persea americana baseado em análises 

farmacocinéticas, farmacodinâmicas e farmacotécnicas, objetivando 

desenvolver um novo fitoterápico para o tratamento da osteoartrite. 
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1.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a atividade biológica dos extratos das sementes de Persea 

americana (Mill.), Lauraceae, em ensaios in vitro e in vivo. 

 

1.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar o melhor extrato (etanólico, metanólico) e a melhor 

concentração/dose do extrato de Persea americana (Mill) 

Lauraceae objetivando desenvolver um novo fitoterápico para o 

tratamento adjuvante da osteoartrite. 

 Avaliar a citotoxicidade do extrato frente a células macrofágicas 

murinas (RAW 264.7) nas concentrações 0,1µg/mL,1 µg/mL, 

através do ensaio de redução do sal de tetrazólio (MTT). 

 Avaliar os efeitos do extrato bruto de Persea americana na 

liberação de citocinas pró-inflamatórias no sobrenadante de 

células macrofágicas murinas (RAW 264.7) como dado 

complementar ao conjunto de experimentos que o classificarão 

como um extrato com propriedades anti-inflamatórias. 

 Avaliar a capacidade anti-flogística do extrato bruto de Persea 

americana (Mill) no ensaio de edema de pata induzido por 

carragenina. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. OSTEOARTRITE 

 

 A osteoartrite é uma doença crônica articular, de causa multifatorial e de 

alta prevalência na população geral idosa. Segundo dados do Colégio 

Americano de Reumatologia, aproximadamente 27 milhões de indivíduos 

adultos apresentam atualmente diagnóstico de osteoartrite nos EUA (ACR, 

2012). A OMS estima que mais de 40% da população mundial acima de 70 

anos tem diagnóstico de osteoartrite de joelho (OMS,2011). No Brasil, não há 

dados epidemiológicos exatos sobre a incidência desta doença, mas sabe-se 

que nosso país é vice-líder mundial em incidência da osteoartrite (OMS,2012).  

A definição correta de osteoartrite, estabelecida pelo Colégio Americano 

de Reumatologia em 1994, é “uma doença com envolvimento global da 

articulação (osso subcondral, ligamentos, cápsula articular, membrana sinovial 

e músculos periarticulares)”. Os fatores de risco da doença envolvem: idade, 

sexo feminino, predisposição genética, obesidade, deficiências nutricionais, 

fraqueza muscular, além de alterações estruturais intra-articulares 

(TREVISANI, 2009).  

Por um mecanismo ainda não esclarecido, os componentes da matriz 

cartilaginosa sofrem alterações em sua composição e estrutura, prejudicando o 

funcionamento normal da articulação. O teor hídrico diminui, as fibras 

colágenas, bem como as proteínas da matriz, sofrem mudanças estruturais e a 

produção de condrócitos é comprometida (FIGURA 1).  



23 

 

 

FIGURA 1- FISIOPATOLOGIA DA OSTEOARTRITE. Nota: demonstração do 
espessamento da cápsula articular oriundo da produção de um fluido composto por 
agentes pró-inflamatórios. É possível notar também uma diminuição do espaço 
articular e a cartilagem sendo substituída por uma espécie de fibrilação cartilaginosa. 
Outra observação é a ocorrência de osteofitose (formação de osteófitos) devido ao 
excesso de osteoblastos decorrente do desequilíbrio entre formação e degradação de 
células condrais.  
 
FONTE: www.osteoartrose.com.br (Acesso em 2011) 
 

 

A osteoartrite é caracterizada por uma intensa abrasão da cartilagem 

articular, esclerose, formação de cistos sob a superfície óssea e osteófitos nas 

superfícies das juntas (FIGURA 2). Embora usualmente classificada como uma 

desordem articular degenerativa, a osteoartrite apresenta um importante 

mecanismo inflamatório no seu curso. O número de leucócitos detectado no 

líquido sinovial pode encontrar-se abaixo dos limites padrões característicos de 

doenças inflamatórias (2.000 células/mm3)), porém, o envolvimento de 

importantes citocinas pró-inflamatórias, tais como interleucina-1 (IL-1), 

interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) está bem definido 

no mecanismo fisiopatológico da doença (SELLAM, 2010).  

 

http://www.osteoartrose.com.br/
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FIGURA 2- JOELHO DE UM PACIENTE DE 63 ANOS COM OSTEOARTRITE (À 
ESQUERDA). RAIO-X DE UMA PACIENTE DEMONSTRANDO OSTEOARTRITE 
BILATERAL (À DIREITA). Nota: na fotografia da esquerda, o inchaço é proveniente do 
acúmulo de fluido na articulação do joelho devido ao processo degenerativo articular 
relacionado à fisiopatologia da osteoartrite. À direita, o espaço articular sofreu 
estreitamento (indicado com setas) e ocorreu o aparecimento de osteófitos nas 
superfícies das juntas.  

FONTE: Adaptado de SCIENCE PHOTO LIBRARY (Acesso em 2011).  
Créditos: Dr. P. Marazzi 
 

 

 

FIGURA 3- ARTICULAÇÃO DE JOELHO SAUDÁVEL (A) E ARTICULAÇÃO DE 
INDIVÍDUO COM OSTEOARTRITE DE JOELHO (B). Nota: a figura B representa uma 
articulação com cartilagem desgastada e hipertrofia óssea (formação de osteófito) 
 
FONTE: Adaptado de ADAM® 
 

 

     A      B 
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A cartilagem articular é um tecido avascularizado, com alto teor hídrico 

(66 a 80% de água), constituído por fibras de colágeno tipo II, proteoglicanos e 

glicosaminoglicanos ligados ao ácido hialurônico, além de uma linhagem 

celular denominada condrócito. No tecido adulto normal, há um equilíbrio entre 

a formação e a degradação dos componentes da matriz cartilaginosa, cujo 

processo é controlado por fatores de crescimento e citocinas. (UCHOA, 2000). 

Fatores de crescimento como IGF-1 e TGF-ß são responsáveis pela síntese de 

proteoglicanos e colágeno, enquanto que a IL-1, IL-6 e TNF-α estimulam a 

degradação da matriz cartilaginosa. A IL-1 é considerada o primeiro agente que 

atua na degradação da matriz, uma vez que estimula a síntese e a secreção de 

várias enzimas que degradam a cartilagem, como metaloproteinases, além de 

inibir a síntese da matriz extracelular. Ainda, a IL-1 leva à produção de 

prostaglandina E2 (PGE2) pelos sinoviócitos que resulta em dor e inflamação 

(UCHOA, 2000). 

 

2.2.TERAPIA MEDICAMENTOSA DA OSTEOARTRITE 

 

Embora não haja cura medicamentosa para a osteoartrite, o tratamento 

da doença com analgésicos e anti-inflamatórios pode reduzir 

consideravelmente a dor e manter ou até melhorar os movimentos das 

articulações comprometidas (ACR, 2000). A terapia medicamentosa dos 

pacientes com osteoartrite é tema de muita discussão, uma vez que estes 

indivíduos fazem uso do medicamento prescrito por um longo período de 

tempo, provocando diversos efeitos colaterais (COIMBRA, 2002; LEDERMAN, 

1997) 
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A maioria dos pacientes inicia o tratamento analgésico com 

acetaminofeno, cujas doses podem ser ajustadas com a progressão da 

doença. Em 1995, o Colégio Americano de Reumatologia propôs um algoritmo 

para o tratamento dos pacientes com osteoartrite (FIGURA 4). Em 2000, este 

algoritmo foi atualizado, tendo um perfil mais condizente com a prática médica 

(ACR, 2000). De acordo com este protocolo, os pacientes devem iniciar a 

terapia medicamentosa com acetaminofeno, cujas doses e posologia variam de 

acordo com cada paciente.  

Outra classe de medicamentos são os anti-inflamatórios não-esteroidais 

(AINE) seletivos para COX-2. Estes costumam ser bastante eficazes, mas 

apresentam efeitos cardiovasculares graves quando utilizados a longo prazo 

(RAY, 2002). Também utiliza-se anti-inflamatórios não-esteroidais (AINE) 

associados a misoprostol ou a algum medicamento inibidor da bomba de 

prótons, uma vez que os AINE costumam produzir sérios problemas 

gastrointestinais como sangramento, gastrite e úlcera (BJARNASON, 1986; 

LAPORTE, 1991). 

Ainda, outras alternativas para o tratamento têm sido sugeridas, como a 

utilização de medicamentos opióides. Dentre estes, os mais utilizados são o 

tramadol e a codeína, sendo bastante prescritos para pacientes que não 

respondem aos AINE ou que não podem utilizá-los devido a co-morbidades 

associadas, como hipertensão, problemas cardíacos, gastrite, úlcera etc.  

Em associação aos medicamentos prescritos acima, os pacientes com 

osteoartrite podem ainda fazer uso de medicamentos tópicos, como a 

capsaicína e diclofenaco. São alternativas interessantes uma vez que podem 

aliviar a dor e evitar que os pacientes aumentem a dose dos medicamentos 
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administrados por via oral, diminuindo as de chances efeitos colaterais 

indesejáveis.  

Através dos algoritmos, protocolos e literatura científica, nota-se que 

existe uma dificuldade no tratamento dos pacientes que sofrem de dores e 

comprometimento articular ocasionados pela osteoartrite. Por serem pessoas 

acometidas de idade avançada e apresentarem co-morbidades agravadas pela 

restrita variedade de analgésicos disponíveis, faz-se necessário o estudo de 

novos fármacos de eficácia semelhante aos analgésicos existentes que 

possam ser utilizados com segurança por estes pacientes, ou seja, como o 

mínimo possível de efeitos colaterais.  
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FIGURA 4- PROTOCOLO DE TRATAMENTO PARA PACIENTES COM 
OSTEOARTRITE, ESTABELECIDO PELO COLÉGIO AMERICANO DE 
REUMATOLOGIA EM 1995.  
 
FONTE: Adaptado de Journal of the American College of Rheumatology, Vol.38, N011, 
Novembro, 1995. 

 

 

Modalidades não-farmacológicas 
 

Caso efusão presente, considerar aspiração e injeção 
de esteróides intra-articular ( ex. triancinolona 

acetonida) 
 

Acetominofeno para controle da dor e sintomas 
 

Caso necessário, utilizar creme tópico de capsaicína 
 

Caso resposta inadequada, utilizar analgésico 
alternativo (ibuprofeno em baixas doses ou salicilatos 
não-acetilados) 
 

Caso resposta inadequada, utililizar anti-inflamatório 
não-esteroidal (associado a misoprostol caso paciente 
apresente fatores de risco para doenças gástricas ) 
 

Caso resposta inadequada e cirurgia não for contra-
indicada, considerar encaminhamento para cirurgia 
articular (osteotomia, artroplastia) 
 

Caso resposta inadequada e cirurgia for contra -
indicada, considerar encaminhamento para lavagem 
das juntas e ou desbridamento artróspico  
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2.3. CONTEXTO DE FITOTERÁPICOS NO BRASIL 

Atualmente, os fitoterápicos constituem importante fonte de inovação em 

saúde, sendo objeto de interesses empresariais privados e fator de 

competitividade do Complexo Produtivo da Saúde. Esse contexto impõe a 

necessidade de uma ação transversal voltada ao fortalecimento da base 

produtiva e de inovação local e à competitividade da indústria nacional. 

No Brasil, estima-se que 25% dos US$ 8 bilhões do faturamento da 

indústria farmacêutica, no ano de 1996, foram originados de medicamentos 

derivados de plantas (CALIXTO, 2001). 

Apesar da nossa extensa e exuberante flora brasileira, a maior parte dos 

fitomedicamentos consumidos no Brasil são produzidos em outros países. Isso 

acontece pois apesar de as empresas farmacêuticas brasileiras possuírem 

capacitação tecnológica suficiente para produção de fitoterápicos, ainda somos 

deficientes em investimento na área de pesquisa e desenvolvimento capaz de 

gerar inovações de forma contínua. Esta condição poderia ser revertida com a 

parceria entre empresa privada e universidades (KLEIN, 2009). 

O relatório da Associação da Indústria Farmacêutica de Pesquisa 

(InterFarma) comprova que não só há pouco incentivo acadêmico na área de 

pesquisa por produtos inovadores, como uma dificuldade burocrática extensa 

na produção de patentes brasileiras. Grande parte dos depósitos de patentes 

enfrentam uma longa lista de espera devido ao baixo contingente de 

funcionários especializados na correção de patentes do INPI. Além disso, uma 

pesquisa de Ibope de 2009 realizada pela Federação das Indústrias do Estado 

de São Paulo relatou que a maioria dos parlamentares brasileiros não 

considera o fator da propriedade intelectual como fundamental para o 
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desenvolvimento brasileiro (Interfarma, 2010). Com a falta de apoio 

governamental e incentivo à pesquisa, o Brasil acaba sofrendo as 

conseqüências da negligência do Estado e paga mais caro para obter um 

medicamento à base de plantas disponíveis na nossa própria flora. 

 

2.4. Persea americana Mill. LAURACEAE 

 

Conhecida popularmente como abacate, a Persea americana pertence à 

família Lauraceae e é nativa da América Central (México, Guatemala, 

Honduras). A árvore de Persea americana mede de 10 a 15 metros, possui 

córtex aromático e caule lenhoso. Suas folhas são lisas, ceriáceas, de cor 

verde escura, formato oval-oblongas, de margens inteiras, mais ou menos 

onduladas (CARVAJAL, 2006; FARM. BRAS., 2010,Vol II). 

A origem do nome abacate vem de “ahuacatl”, que significa testículo, 

devido ao formato de suas sementes. Os povos mesoamericanos acreditavam 

que o consumo do fruto de Persea americana aumenta a fertilidade masculina 

(CARVAJAL,2006). 

O abacate fez parte da dieta dos povos da América Central na época 

pré-hispânica devido a sua riqueza nutricional e até hoje é utilizado por estes 

povos para o preparo do famoso “guacamole” (CARVAJAL,2006). É bastante 

conhecido pelas propriedades nutricionais dos seus frutos, ricos em proteína e 

gordura, contendo ainda fósforo que auxilia na formação de ossos e dentes e 

evita a fadiga mental. 

Outra utilização desta planta é na medicina popular. O uso de plantas 

medicinais é uma prática secular, baseada em conhecimentos populares e 
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transmitida por diversas gerações. O extrato das sementes do abacate (Persea 

americana) é indicado popularmente para tratar algumas enfermidades como 

úlcera, gota, artrite (ALONSO,2004).  

Para utilização de Persea americana no tratamento da dor crônica em 

casos de artrite recomenda-se o preparo caseiro do extrato etanólico da 

semente. Utiliza-se também as folhas do abacateiro para curar afecções da 

boca, estomatite e ânsia. A semente é moída é usada para tratar disenterias e 

problemas renais (ALONSO, 2004).  

Já existem estudos sobre a correlação entre a fração aquosa das folhas 

de Persea americana e atividade anti-edema, sendo esta evidenciada através 

de testes como da carragenina, teste da formalina, dentre outros (ADEYEMI, 

2002). 

 Estudos químicos realizados com as sementes de abacate identificaram 

diversas classes de produtos naturais como fitosteróis, triterpenos (WERMAN, 

MOKADY et al., 1990; LOZANO, DHUIQUE MAYER et al.,1993), ácidos graxos 

com ligações eloifinicas e acetilênicas (Kashman, Neeman et al., 1969), ácidos 

furanóicos (FARINES, SOULIER et al.., 1995), dímeros de flavonoides e 

proantocianidinas oligoméricas (VALERI E GIMENO, 1953; GEISSMAN E 

DITTMAR, 1965; THOMPSON, JACQUES et al., 1972). Mais recentemente, 

foram isolados dois ácidos abscísicos glucosilados (substâncias 1 e 2 – Figura 

5), com estrutura sesquiterpênica (RAMOS, JERZ et al., 2004).  
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FIGURA 5- ÁCIDOS ABSCÍSICOS GLUCOSILADOS ISOLADOS DAS SEMENTES 
DE Persea americana. (RAMOS, JERZ et al., 2004) 

 

Embora diversas classes de compostos tenham sido encontradas na 

espécie, nenhum trabalho justifica suas atividades biológicas e usos pela 

população. Em etapas futuras do projeto, o estudo químico de frações ativas 

poderá contribuir para a elucidação das suas atividades. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

        

3.1.MATERIAL BOTÂNICO 

 

Os frutos de Persea americana foram coletados no campus Centro 

Politécnico da Universidade Federal do Paraná em julho de 2011 e 2012 

(FOTOGRAFIA 1). O material foi identificado pelo MsC. Fabrício Schmidt 

Meyer do Departamento de Botânica da UFPR em 2010 e um exemplar da 

mesma espécie está catalogado no herbário deste departamento, sob o 

número UPCB 70.014. 

A parte utilizada para o estudo é a semente (caroço) da planta, sendo 

esta retirada do abacate e desidratada em estufa a 35oC por 48h. As sementes 

secas foram pulverizadas utilizando-se um moinho de facas para obtenção da 

forma mais cominuída possível (FOTOGRAFIA 2).  
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FOTOGRAFIA 1- COLETA DOS FRUTOS DE Persea americana (Mill.) NO campus 

CENTRO POLITÉCNICO DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ (AV. CEL. 

FRANCISCO H. DOS SANTOS, 210- CURITIBA/PR).  

FONTE: o autor. 

 

 

FOTOGRAFIA 2- FRUTOS DE Persea americana (Mill.) COLETADOS NO campus 

CENTRO POLITÉCNICO DA UFPR (A). SEMENTES DE Persea americana (Mill.) in 
natura (B). SECAGEM DAS SEMENTES MOÍDAS DE Persea americana (Mill) EM 

ESTUFA A 35 oC .  
 
FONTE: o autor 
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3.2.PREPARO DOS EXTRATOS DE Persea americana (Mill.) 

 

A metodologia utilizada para obtenção do extrato foi basicamente por 

maceração. Nesta, algumas variações foram empregadas para obtenção do 

extrato com maior desempenho da ação farmacológica desejada e menos 

tóxico. Estas variáveis incluíram: utilização de diferentes solventes durante a 

extração, variação no tempo de duração da maceração, utilização de ultra-som 

(sonicador), agitação periódica dos extratos, dentre outros fatores. Para avaliar 

a condição ideal na obtenção do melhor extrato, foram realizadas análises 

cromatográficas e de doseamento de massa seca. O cálculo de massa seca foi 

realizado conforme descrito na Farmacopéia Brasileira (Farm. Bras. 5a Ed., Vol 

II, 2010) (ESQUEMA 1).  

 

 

 

ESQUEMA 1- PROCEDIMENTO PARA CÁLCULO DE MASSA SECA BASEADO NA 
FARMACOPÉIA BRASILEIRA (Farm. Bras., 5a Ed., Vol II) 
 
FONTE: o autor 
 
 

 



36 

 

3.2.1.Uso de sonicador (ultra-som) durante maceração 

 

O princípio do aparelho baseia-se na emissão de ondas sonoras que, 

quando em contato com o líquido processado, gera vibrações mecânicas. O 

aparelho de ultra-som (sonicador) tem uma ampla utilizacão no laboratório, 

podendo ser empregado quando deseja-se acelerar o tempo de extração, 

provocar reações químicas na amostra, formar nanoemulsões etc. 

Neste caso, o sonicador foi utilizado a fim de verificar se é possível 

diminuir o tempo de maceração do extrato obtendo um mesmo rendimento com 

relação à massa seca ou se algum outro componente possa vir a ser extraído 

com o uso deste aparelho, ou seja, se há alguma variação quantitativa e 

qualitativa durante a extração. 

.  

3.2.2.Utilização de diferentes solventes 

 

Um estudo envolvendo caroço de Persea americana avaliou o teor de 

compostos fenólicos e a atividade antioxidante dos extratos utilizando acetato 

de etila, metanol:água (7:3) e acetona:água (7:3) como solventes extratores 

durante processo macerativo (JAVIER, 2011). Para comparar os extratos já 

descritos na literatura com os do presente estudo, as mesmas condições 

experimentais foram reproduzidas e avaliadas por cromatografia em camada 

delgada (CCD). 
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3.2.3. Preparo do Extrato Alcoólico Bruto das sementes de Persea americana 

(Mill.) 

 

A maceração foi realizada adicionando-se 700g do caroço de Persea 

americana em pó em 1,5 litros de álcool etílico. A mistura foi mantida por 72h, 

agitando-se periodicamente. Após este período, o extrato foi filtrado e 

quantificado em relação ao teor de massa seca, conforme descrito na 

Farmacopéia Brasileira.  

Em seguida, o extrato foi submetido à evaporação do álcool etílico em 

rotaevaporador à uma temperatura de 350C e pressão reduzida,  seguido de 

liofilização. Após este procedimento, calculou-se novamente o teor de massa 

seca, uma vez que o liofilizado não obteve uma consistência seca, mas oleosa 

(FOTOGRAFIA 3). 

 

 
 
FOTOGRAFIA 3- EXTRATO BRUTO DAS SEMENTES DE Persea americana (Mill.) 

APÓS RETIRADA DO SOLVENTE EXTRATOR (ÁLCOOL ETÍLICO ABSOLUTO) E 
POSTERIOR LIOFILIZAÇÃO. Nota: O extrato adquire uma consistência dura e com 
aspecto de cera, diferentemente de outros extratos que após processo de liofilização 
encontram-se na forma de pó. 
 
FONTE: o autor 
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3.3. ANIMAIS 

 

Para o ensaio de edema de pata induzido por carragenina foram 

utilizados camundongos da linhagem SWISS, machos, pesando entre 25-35g, 

provenientes do Biotério do Setor do Setor de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal do Paraná. Os animais foram transferidos para a sala de 

experimentação uma hora antes do ensaio para adaptação e mantidos em 

condições controladas de temperatura (22 ± 2 °C) e umidade durante todo o 

experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 

 

3.4. DROGAS E REAGENTES 

 

As drogas e reagentes utilizados nos experimentos e ensaios do projeto 

encontram-se na TABELA 1. 

TABELA 1- DROGAS E REAGENTES UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS 

PRODUTO MARCA DO FABRICANTE PROCEDÊNCIA 

Xilazina 2% Syntec® Hortolândia/SP- Brasil 

Quetamina 10g/100mL Vetnil® Louveira/SP- Brasil 

Carragenina Sigma Aldrich® Co. Steinheim- Alemanha 

Diclofenaco DEA 10mg/g Medley® Campinas/SP- Brasil 

Óleo mineral Farmácia Bula Verde® Curitiba/PR- Brasil 

Álcool Etílico Proquimios® Rio de Janeiro/RJ- Brasil 

FONTE: o autor 
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3.5. ENSAIOS BIOLÓGICOS 

 

3.5.1. Citotoxicidade in vitro – redução do sal de tetrazólio (MTT) 

 

O ensaio de citotoxicidade utilizado para este experimento foi baseado 

na metodologia descrita por Mosmann, 1983. O método consiste em medir 

indiretamente a viabilidade celular através da atividade enzimática mitocondrial 

das células vivas. Quando as células estão vivas, as desidrogenases 

mitocondriais são capazes de agir sobre substratos como o 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolium, levando à quebra desta molécula e à 

sua redução, formando assim o azul de formazan. Quanto maior o número de 

células viáveis na amostra, mais azul de formazan é formado. A leitura da 

quantidade de azul de formazan formado é feita através de um 

espectrofotômetro utilizando filtro de interferência de 540nm.  

Para este ensaio, o extrato liofilizado de Persea americana foi diluído em 

DMSO nas concentrações 0,1µg/mL e 1 µg/mL. 

As células da linhagem RAW 264.7 (106 células) foram utilizadas para 

este experimento e plaqueadas em placas de 96 poços, mantidas em 

incubadora de CO2 “overnight”. Em seguida, as células foram tratadas com o 

extrato de Persea americana nas concentrações de 0,1µg/mL e 1 µg/mL por 

24h e 48h. Três horas antes de completar o tempo de tratamento as células do 

grupo controle positivo foram submetidas a 100 l de saponina 0,01%, e todas 

as células foram expostas a 20 l de solução de MTT (5mg/ml). As placas 

foram lidas em leitora de microplaca a 550 nm. 



41 

 

O sobrenadante destas culturas foi utilizado para quantificação de 

citocinas pró-inflamatórias, como descrito a seguir. 

 

 

ESQUEMA 2- ILUSTRAÇÃO DOS MATERIAIS BIOLÓGICOS UTILZADOS PARA O 
ENSAIO DE SECREÇÃO DE CITOCINAS INFLAMATÓRIAS E CITOTOXICIDADE IN 
VITRO (MTT) 

 

3.5.2. Liberação de citocinas pró-inflamatórias no sobrenadante de células 

macrofágicas (RAW 264.7) 

   

A secreção das citocinas IL-6, IL-10, MCP-1, Interferon-ɣ (IFN-ɣ), Fator 

de necrose tumoral (TNF) e IL-12p70 foi avaliada no sobrenadante das 

mesmas células RAW 264.7 utilizadas no ensaio de citotoxicidade, as quais 

foram tratadas com o extrato bruto das sementes de Persea americana nas 

concentrações 0,1 µg/mL e 1 µg/mL. 

Para a quantificação das citocinas, utilizou-se o Kit BD CYTOMETRIC 

BEAD ARRAY (CBA) MOUSE INFLAMMATION KIT (BD Biosciences®- San 

Diego/CA- EUA) o qual detecta simultaneamente, quantitativamente e 

qualitativamente as seguintes citocinas: Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 
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(IL-10), Interleucina-12p70 (IL-12p70), Proteína quimiotática de monócitos 

(MCP-1) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α). 

A detecção das citocinas é semelhante ao método imunoenzimático 

ELISA sanduíche (LUTTMANN, 2006). Para isso são utilizadas pequenas 

esferas de captura (beads) que estão conjugadas com anticorpos específicos 

para as citocinas em questão. Quando estas esferas entram em contato com a 

amostra analisada, forma-se um complexo esfera-analito-reagente de detecção 

(FIGURA 6) que emite um sinal fluorescente numa intensidade proporcional à 

concentração do analito presente. Este complexo pode ser detectado por 

citometria de fluxo, permitindo uma análise qualitativa e quantitativa da amostra 

em relação à presença e concentração das citocinas mencionadas. 

 

 
FIGURA 6- ILUSTRAÇÃO DO PRINCÍPIO DO TESTE DO KIT BD CYTOMETRIC 
BEAD ARRAY (CBA) MOUSE INFLAMMATION KIT® DEMONSTRANDO A 
FORMAÇÃO DO COMPLEXO ESFERA-ANALITO-REAGENTE DE DETECÇÃO NO 
SOBRENADANTE DAS CÉLULAS ANALISADAS (RAW 264.7) 
 
FONTE: o autor 
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No teste, preparou-se um mix com todas as citocinas a serem 

analisadas (ESQUEMA 2) e a estas foram adicionadas um anticorpo anti-

citocina marcado com ficoeritrina, fornecido pelo fabricante (PE-Detection 

Reagent). Este emite um sinal fluorescente detectável pelo citômetro de fluxo 

na mesma proporção da concentração da citocina à que este reagente 

encontra-se ligado. Após a adição do reagente de detecção, acrescentam-se 

os sobrenadantes das células RAW 264.7.  

Em cada tubo de análise foi adicionado 10μL de cada solução das 

citocinas (6 citocinas diferentes = 60μL em cada tubo), 50μL de reagente de 

detecção e 50μL de cada amostra do sobrenadante das células RAW 264.7 

utilizadas no ensaio de citotoxicidade (ESQUEMA 3). 

Portanto, neste ensaio, os sobrenadantes referem-se às culturas de 

células RAW 264.7 que haviam sido tratadas com o extrato bruto de Persea 

americana nas concentrações 0.1 μg/mL e 1.0μg /mL. O teste foi feito em 

duplicata. 
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ESQUEMA 3- ESQUEMA DE PREPARO DO MIX DE ESFERAS DE CAPTURA DE 
CITOCINAS (BEADS) UTILIZADO PARA ANÁLISE DO SOBRENADANTE DE 
CÉLULAS RAW 264.7. Nota: uma vez que foram analisados 8 tubos diferentes, 
preparou-se 480µL do mix de citocinas (8 tubos x 60µL). 
 
FONTE: o autor 
 

 

 

ESQUEMA 3- ESQUEMA ILUSTRATIVO DO TESTE DE CITOCINAS 
INFLAMATÓRIAS UTILIZANDO KIT BD CYTOMETRIC BEAD ARRAY (CBA) MOUSE 
INFLAMMATION® (SIGMA® Co.) 
 
FONTE: o autor 
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3.5.3.ENSAIO DO EDEMA DE PATA DE CAMUNDONGOS INDUZIDO POR 

CARRAGENINA 

 

 Com a finalidade de avaliar a atividade anti-inflamatória das amostras 

dos extratos das sementes de Persea americana, um dos modelos utilizados foi 

o ensaio do edema de pata induzido por carragenina, utilizando camundongos 

SWISS machos. Este ensaio consiste em induzir um edema local (FIGURA Z) 

após aplicação de um agente flogístico que, no caso da carragenina, promove 

recrutamento de células leucocitárias cuja tentativa de fagocitose da 

carragenina acarreta em edema (VINEGAR, 1976). 

 

 

FIGURA 7- EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA (PATA DIREITA). 
(VARALAKSHMI, 2012) 
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Para o ensaio farmacológico, as amostras de Persea americana foram 

aplicadas topicamente na pata de camundongos, massageando-as e, em 

seguida, aplicou-se injeção subplantar de 0,1mL de carragenina 1% em uma 

das patas posteriores, induzindo à inflamação. A aplicação de solução de NaCl 

0,9% foi utilizada na pata contra-lateral como controle. Após 30 min da 

aplicação do agente flogístico fez-se a leitura da espessura das patas com 

auxílio de um micrômetro digital nos tempos de uma, duas, três e quatros 

horas. As concentrações do extrato de Persea americana utilizadas foram de 

50% (diluído em óleo mineral) e 100%. 

 

FIGURA 8- MICRÔMETRO DIGITAL UTILIZADO PARA MEDIR A ESPESSURA DA 
PATA DE ANIMAIS EXPERIMENTALMENTE. 
FONTE: Grupo NSA. (Acesso em 2011) 
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3.6.  ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS 

 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão das médias. As 

diferenças entre as médias foram determinadas através da análise de variância  

(ANOVA), seguida do teste post-hoc de Tukey. Para determinação dos 

resultados, foi utilizado o programa estatístico “R” e os dados foram obtidos 

com a colaboração do Prof. MsC Walmes Marques Zeviani, do Departamento 

de Estatística da Universidade Federal do Paraná. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1.UTILIZAÇÃO DE DIFERENTES SOLVENTES 

 

Estudos já realizados com os diferentes extratos de Persea americana 

demonstraram bons resultados para as atividades antioxidante, antimicrobiana 

e teor de compostos fenólicos utilizando acetato de etila, acetona:água (7:3) e 

metanol:água (7:3) como solventes durante a extração (JAVIER, 2011). 

Reproduzindo as condições descritas, os extratos em questão não 

demonstraram diferença qualitativa nas frações apolares em relação ao extrato 

etanólico de Persea americana, conforme apresenta a CCD abaixo.  

 

 

FOTOGRAFIA 5- CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DOS EXTRATOS DE  
 Persea americana UTILIZANDO COMO SOLVENTES: ETANOL (A), 

ACETONA:ÁGUA (7:3)(B), ACETATO DE ETILA (C) E METANOL:ÁGUA (7:3) 
(D).FASE MÓVEL: CLOROFÓRMIO:TOLUENO:METANOL (7:2:1). FASE 
ESTACIONÁRIA: SÍLICA. 
 
FONTE: o autor 
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Portanto, os resultados obtidos demonstram que o extrato etanólico 

possui um padrão qualitativo apolar similar aos demais extratos obtidos com 

solventes que possuem atividades antioxidante e antimicrobiana comprovadas. 

Entretanto, sua escolha como solvente extrator se justifica devido à sua menor 

toxicidade e volatilidade quando comparado a solventes como metanol e 

acetona. 

 
 

5.2.UTILIZAÇÃO DE ULTRA-SOM DURANTE MACERAÇÃO 

 

Em relação às diferentes condições experimentais (uso de diferentes 

solventes, ultra-som) no processo de maceração testadas para os extratos, a 

utilização de ultra-som no processo de maceração demonstrou uma alteração 

na coloração dos extratos obtidos (FOTOGRAFIA 6). A análise química das 

duas frações testadas (com sonicador e sem sonicador) foi feita por 

cromatografia em camada delgada (CCD), e obtenção de massa seca. 

Aparentemente não houve alteração qualitativa nos cromatogramas 

(FOTOGRAFIA 6), mas uma leve diferença no conteúdo de massa seca entre 

as suas amostras (TABELA 4), sugerindo que a alteração de cor pode ser 

oriunda de alguma reação não detectável nas condições propostas pelo 

cromatograma utilizado, uma vez que neste avaliou-se apenas substâncias 

apolares.  
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TABELA 2- CÁLCULO DA MASSA SECA DOS EXTRATOS DE Persea americana 

OBTIDOS COM O USO DE SONICADOR E NA AUSÊNCIA DESTE 
 

EXTRATO DE Persea americana MASSA SECA 

Com ultra-som  36 g/L 

Sem ultra-som  33,5 g/L 

     FONTE: o autor 

 

 

 

 

FOTOGRAFIA 5- EXTRATOS DE Persea americana (Mill.) OBTIDOS POR 

MACERAÇÃO COM E SEM SONICADOR. Nota: à direita, cromatografia em camada 
delgada (CCD) dos extratos feitos com ultra-som (A) e sem ultra-som (B). Fase móvel: 
clorofórmio:tolueno:metanol (7:2:1). Fase estacionária: sílica. 
FONTE: o autor 
 

As análises obtidas permitem concluir que as melhores condições 

experimentais utilizadas na metodologia para obtenção do extrato das 

sementes de Persea americana envolvem a utilização do álcool etílico durante 

o processo de maceração, não havendo necessidade do uso de ultra-som para 

otimizar o processo, uma vez que este não traz vantagens qualitativas ou 

quantitativas. 
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4.3. CÁLCULO DA MASSA SECA DO EXTRATO DAS SEMENTES DE 

Persea americana (Mill.) 

 

O cálculo da massa seca do extrato das sementes de Persea americana 

foi obtido pela pesagem inicial das cápsulas após estas permanecerem 4 h em 

estufa a 1000C. Em seguida, adicionou-se 10 mL do extrato bruto em cada uma 

das cápsulas, mantendo-as novamente em estufa a 1000C por 4 horas.  

Após este período, fez-se a pesagem das cápsulas com o extrato bruto 

agora seco, obtendo os resultados conforme TABELA 5. 

 

TABELA 3- MASSA (em gramas) DAS CÁPSULAS DE PORCELANA E EXTRATO 
ETANÓLICO DE PERSEA AMERICANA PARA OBTENÇAO DA MASSA SECA DO 
EXTRATO BRUTO 

CÁPSULA (g) CÁPSULA + 10mL DE 
EXTRATO ETANÓLICO (g) 

MASSA SECA 
CALCULADA (g) 

52.8872 53.2320 0.3448 
67.4003 67.7571 0.3568 
46.4488 46.7966 0.3478 

  Média =  0.3498 
FONTE: o autor 

 

4. 4. CONCENTRAÇÃO DO EXTRATO ETANÓLICO BRUTO DE Persea 
americana- RENDIMENTO EM MASSA SECA 
 
 

O cálculo da concentração do extrato etanólico bruto foi feito com os 

dados obtidos no experimento para determinação do teor de massa seca 

conforme Farmacopéia Brasileira, 5 Edicao. A concentração de massa seca 

obtida no extrato etanólico das sementes de Persea americana foi de 

aproximadamente 35 g/L.  

O procedimento do cálculo foi feito conforme descrito a seguir: 
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MASSA SECA CALCULADA (MÉDIA)= 0.3478 
VOLUME= 10mL 
 
 
Concentração (C) =   massa (g) 
                                  Volume (L) 
 
C = 0.3498 =  34.98 g/L 
         0.01 
 
 
 
 
 
4.5. TEOR DE MASSA SECA DO EXTRATO LIOFILIZADO DE Persea 
americana Mill. 
 
 

Após a retirada do solvente etanólico, o extrato bruto foi submetido à 

liofilização para obtenção da forma pulverizada, facilitando sua manipulação e 

determinação de doses mais precisas para os ensaios biológicos in vitro e in 

vivo. 

Contudo, mesmo após liofilização, o extrato não obtém a forma de pó 

devido ao aspecto dos seus constituintes químicos (FOTOGRAFIA 3). 

Assim, foi necessária uma nova determinação de massa seca do extrato 

liofilizado para que se quantificasse o volume deste a ser utilizado nos ensaios 

biológicos e, desta forma, obter um valor mais exato da dose do extrato de 

Persea americana utilizada durante os experimentos. 
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TABELA 4- TEOR DE MASSA SECA NO EXTRATO DE Persea americana APÓS 
LIOFILIZAÇÃO 

 

AMOSTRA MASSA ou VOLUME 

 

EXTRATO ETANÓLICO BRUTO DE Persea 
 Americana 
 

 

10 mL 

EXTRATO BRUTO DE Persea americana APÓS  
EVAPORAÇÃO DO SOLVENTE EM                                                           
ROTAEVAPORADOR 

0.3478 g (100%) 

 

EXTRATO BRUTO DE Persea americana  
LIOFILIZADO 
 

0.2624 g (75%) 

FONTE: o autor 

 

 

4.6. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DE REDUÇÃO DO SAL DE TETRAZÓLIO 

(MTT) 

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade pela redução do MTT 

(TABELA 7; GRÁFICO 1)  demonstraram que o extrato bruto de Persea 

americana não apresentou toxicidade (p>0.05) nos tempos de tratamento (24h 

e 48h) para as células da linhagem RAW 264.7 nas concentrações de 0.1 

µg/mL e 1µg/mL, quando comparado ao grupo controle negativo e ao grupo 

controle positivo (saponina). A TABELA 8 demonstra as comparações inter-

grupos e fornece as diferenças estatisticamente significativas entre eles, 

comprovando que a viabilidade celular se manteve quando as células 

macrofágicas murinas foram tratadas com os extratos das sementes de Persea 

americana Mill. nas concentrações descritas (0.1 µg/mL e 1.0 µg/mL). 
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TABELA 5- VIABILIDADE CELULAR EM ABS/106 CÉLULAS DOS GRUPOS 
SAPONINA, CONTROLE, EXTRATO 0, 1 μg/mL E EXTRATO 1 μg/mL EM 
DIFERENTES TEMPOS (24h e 48h) DURANTE ENSAIO DE CITOTOXICIDADE 
AVALIADO PELA REDUÇÃO DO SAL DE TRETRAZÓLIO (MTT). 
 

GRUPOS TEMPO (horas) CONCENTRAÇÃO (ABS/106 CÉLS) 

   

SAPONINA 24 39.08 ± 1.39 

CONTROLE 24 48.01 ± 2.45 

EXTRATO 0.1 μg/mL 24 49.07 ± 2.26 

EXTRATO 1 μg/mL 24 47.77 ± 3.05 

SAPONINA 48 18.89 ± 2.13 

CONTROLE 48 59.54 ± 10.72 

EXTRATO 0.1 μg/mL 48 54.96 ± 8.01 

EXTRATO 1 μg/mL 48 54.24 ± 9.20 

   

FONTE: o autor 
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TABELA 6- COMPARAÇÃO ENTRE OS GRUPOS EXPERIMENTAIS DO ENSAIO DE 
CITOTOXICIDADE IN VITRO (MTT) EM DIFERENTES TEMPOS (24h e 48h)- 
SIGNIFICÂNCIA ESTATÍSTICA ENTRES GRUPOS (VALOR DE p). 
 

GRUPOS COMPARADOS VALOR DE p SIGNIFICÂNCIA ESTATÍSTICA 

24 horas   

CONTROLE-SAPONINA <0.001 diferença SIGNIFICATIVA 

EXT. 0.1 μg/mL- SAPONINA <0.001 diferença SIGNIFICATIVA 

EXT. 1 μg/mL- SAPONINA <0.001 diferença SIGNIFICATIVA 

EXT. 0.1 μg/mL- CONTROLE 0.408 diferença NÃO SIGNIFICATIVA 

EXT. 1 μg/mL- CONTROLE 0.984 diferença NÃO SIGNIFICATIVA 

EXT. 0.1 μg/Ml- EXT.1 μg/mL 0.230 diferença NÃO SIGNIFICATIVA 

   

48 horas   

CONTROLE-SAPONINA <0.001 diferença SIGNIFICATIVA 

EXT. 0.1 μg/mL- SAPONINA <0.001 diferença SIGNIFICATIVA 

EXT. 1 μg/mL- SAPONINA <0.001 diferença SIGNIFICATIVA 

EXT. 0.1 μg/mL- CONTROLE 0.999 diferença NÃO SIGNIFICATIVA 

EXT. 1 μg/mL- CONTROLE 0.996 diferença NÃO SIGNIFICATIVA 

EXT. 0.1 μg/Ml- EXT.1 μg/mL 0.993 diferença NÃO SIGNIFICATIVA 

TESTE ESTATÍSTICO: ANÁLISE DE VARIÂNCIA DE UMA VIA (ANOVA ONE-WAY), 
INTERVALO DE CONFIANÇA DE 95%; POST-HOC: TUKEY. SOFTWARE: R. 
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GRÁFICO 1- EFEITO CITOTÓXICO DOS EXTRATOS DAS SEMENTES DE Persea 
americana NAS CONCENTRAÇÕES 0.1 µg/mL E 1.0 µg/mL COMPARADOS AO 

GRUPO CONTROLE. Nota: Média e desvio padrão em ABS/106 células. 
 
FONTE: o autor 
Créditos: Prof. MsC Walmes Marques Zeviani 

 

Estes resultados traduzem uma possível utilização do extrato de abacate 

nestas concentrações (0.1µg/mL e 1.0 µg/mL) para futuros testes de triagem in 

vitro. Uma vez que o ensaio do MTT avalia a exposição direta na célula frente 

ao extrato analisado, este é um ensaio que permite avaliar, em muitos casos, a 

viabilidade tecidual (TUTIDA,2006). O teste do MTT é um dos indicadores 

colorimétricos de viabilidade celular mais utilizados e essencial para as fases 
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iniciais de desenvolvimento de drogas. Portanto, os dados obtidos fornecem 

uma orientação na dosagem e/ou concentração da droga para demais ensaios 

de atividade biológica envolvendo o extrato das sementes de Persea 

americana.  

 

4.7. EFEITO IMUNOMODULADOR DO EXTRATO DE Persea 

americana NO ENSAIO DE SECREÇÃO DE CITOCINAS POR MACRÓFAGOS 

RAW 264.7 

 

O ensaio de secreção de citocinas in vitro demonstrou que o extrato das 

sementes de Persea americana foi capaz de diminuir a concentração das 

citocinas MCP-1 e TNF presentes no sobrenadante de cultura de células 

macrofágicas murinas RAW 264.7 em relação ao controle. 

O TNF- α é uma citocina envolvida tanto na resposta inflamatória 

sistêmica como nas reações de fase aguda, através da liberação de IL-1 e IL-6, 

sendo uma molécula chave no controle das alterações inflamatórias que 

ocorrem em doenças como a artrite. 

Em comparação com o nível basal de TNF- α (94,24 ±2,26 pg/mL), tanto 

o extrato 0,1µg/g (7,15 ±1,60 pg/mL) como o extrato 1µg/g (10,95 ±1,46 pg/mL) 

demonstraram uma redução altamente significativa desta citocina (valor de p < 

0.05). Considerando o papel relevante do TNF-α na regulação das células do 

sistema imunológico e seu efeito pró-inflamatório, os dados do presente estudo 

mostram-se bastante promissores na utilização do extrato como fitoterápico na 

osteoartrite. Existem diversos medicamentos utilizados atualmente na clínica 

reumatológica cujo mecanismo envolve a diminuição do TNF- α (FELDMAN, 
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2003). Uma vez que o extrato das sementes de Persea americana demonstrou 

uma diminuição desta citocina por células macrofágicas em cultura, espera-se 

que também haja uma resposta significativa quando aliado à terapia da 

osteoartrite na diminuição do TNF. 

O TNF α está no cume da cascata inflamatória, mediando a ativação de 

linfócitos, estimulação da liberação de enzimas proteolíticas por macrófagos e 

secreção de outras citocinas inflamatórias incluindo a IL 6 e IL 13. Portanto, as 

citocinas têm um papel significante na perpetuação da reação inflamatória. 

Além disso, altos níveis de TNF-α são observados nas articulações de 

pacientes com AR, associados a outros fenômenos celulares característicos 

das lesões, tais como aumento da expressão de moléculas de adesão, da 

produção de quimiocinas e da diferenciação de osteoclastos (MARTIN; 

MEDEIROS; SCHAINBERG, 2006; LIU et al., 2008). 

 

TABELA 7- CONCENTRAÇÃO DE TNF EM pg/mL NO SOBRENADANTE DE 
CÉLULAS RAW 264.7 SEM TRATAMENTO (CONTROLE) E TRATADAS COM 
EXTRATO DE Persea americana a 0,1µg/mL e 1µg/mL.  

AMOSTRA  CONCENTRAÇÃO DE TNF (pg/mL) 

Controle 94,24 ± 2,26 

Extrato Persea americana 0,1µg/mL 7,15 ± 1,60 

Extrato Persea americana    1µg/mL 10,95 ± 1,46 

FONTE: o autor 
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GRÁFICO 2- CONCENTRAÇÃO DA CITOCINA TNF EM pg/mL NO SOBRENADANTE 
DE CÉLULAS MACROFÁGICAS MURINAS (RAW 264.7) TRATADAS COM 
EXTRATO DAS SEMENTES DE Persea americana NAS CONCENTRAÇÕES 
0,1µg/mL E 1µg/mL. 
 
FONTE: o autor 
Créditos: Prof MsC Walmes Marques Zeviani 

 

Outra citocina que demonstrou-se significativamente diminuída (p<0,05) 

na cultura de células macrofágicas RAW 264.7 foi a MCP-1 (TABELA 10 e 

GRÁFICO 3), chamada também de CCL2, uma citocina da classe das 

quimiocinas. A MCP-1 é uma citocina quimiotática que estimula a migração de 

monócitos e células T de memória durante a resposta inflamatória. Alguns 

estudos têm demonstrado que esta citocina encontra-se aumentada nas 

articulações de animais em modelo de artrite e a administração de um 

antagonista desta citocina diminuiu o inchaço e vermelhidão nas juntas 

inflamadas (GONG, 1997) (OGATA, 1997), o que sugere que drogas que agem 
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na diminuição de MCP-1 também podem ser utilizadas na terapia de doenças 

inflamatórias crônicas como a artrite.  

 
TABELA 8- CONCENTRAÇÃO DE MCP-1 EM pg/mL NO SOBRENADANTE DE 
CÉLULAS RAW 264.7 SEM TRATAMENTO (CONTROLE) E TRATADAS COM 
EXTRATO DE Persea americana a 0,1µg/mL e 1µg/mL.  

AMOSTRA  CONCENTRAÇÃO DE MCP-1 (pg/mL) 

Controle 297,15 ± 2,70 

Extrato Persea americana 0,1µg/mL ND 

Extrato Persea americana   1µg/mL 60,25 ± 1,83 

LEGENDA: ND- não detectável  
FONTE: o autor 
 

 

GRÁFICO 3- CONCENTRAÇÃO DA CITOCINA MCP-1 EM pg/mL NO 
SOBRENADANTE DE CÉLULAS MACROFÁGICAS MURINAS (RAW 264.7) 
TRATADAS COM EXTRATO DAS SEMENTES DE Persea americana NAS 

CONCENTRAÇÕES 0,1µg/mL E 1µg/mL. 
 
FONTE: o autor 
Créditos: Prof MsC Walmes Marques Zeviani 
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Uma vez que o extrato das sementes de Persea americana demonstrou 

uma redução significativa (p<0.05) em duas citocinas chave no processo 

inflamatório da artrite, percebe-se a importância de investir na continuidade de 

estudos farmacológicos e farmacotécnicos para produção de um fitoterápico 

tópico a base desta planta. 

 

4.8. ENSAIO DO EDEMA DE PATA DE CAMUNDONGO INDUZIDO POR 

CARRAGENINA 

 

Um estudo encontrado acerca das sementes de abacate avaliou a 

capacidade antioxidante do extrato obtido por maceração, através do ensaio 

DPPH, que avalia a capacidade dos compostos antioxidantes presentes no 

extrato em capturar o radical DPPH (CARPENA, 2011). Porém as abordagens 

envolvendo a capacidade antiinflamatória do caroço de Persea americana não 

são encontradas na literatura. 

Sabendo-se que o caroço de abacate pode apresentar uma atividade 

anti-inflamatória em camundongos e, ainda, que a parte vegetal da espécie em 

questão tende a ser resíduo do consumo da planta, o presente estudo 

apresenta vantagens não só farmacológicas, bem como econômicas e de 

sustentabilidade. 

O GRÁFICO 4 demonstra o efeito dos extratos de Persea americana,  

em diferentes tempos e concentrações,  no teste do edema de pata de 

camundongo induzido por carragenina. As concentrações dos extratos 

utilizadas foram de 10%, 50% e 100%. 
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Uma vez que a pomada de diclofenaco é indicada para dores 

relacionadas a processos inflamatórios e, de acordo com o Colégio 

Americano de Reumatologia, sua utilização é prescrita para pacientes com 

osteoartrite, fez-se uma comparação da pomada de diclofenaco dietilamônio 

(DEA) com o extrato bruto do caroço de Persea americana avaliando a 

diminuição do edema de pata de camundongo induzido por carragenina.  

Os resultados demonstram que tanto o diclofenaco como os extratos 

brutos em diferentes concentrações produzem uma melhora no quadro do 

edema induzido pelo agente flogístico (p<0.05). 

O experimento envolvendo a concentração de extrato bruto a 10% 

não demonstrou diferença na atividade anti-edema com relação ao grupo 

óleo mineral (OM) + carragenina em experimento prévio (dados não 

demonstrados). 

A tabela 12 demonstra uma comparação inter-grupos e permite 

avaliar se houve algum interferente na avaliação da redução do edema de 

pata durante o experimento. Percebe-se que o grupo óleo mineral + 

carragenina, criado para testar se o óleo mineral exerce alguma atividade 

antiinflamatória, demonstrou que existe diferença significativa (p<0.001) em 

relação ao grupo óleo mineral + salina, indicando que o óleo mineral não é 

capaz de exercer efeito antiinflamatório. 

Outra análise inter-grupo (TABELA 12) é a comparação entre os 

grupos extrato 100% + salina e OM + salina, a fim de avaliar se o extrato 

exerce alguma ação antiinflamatória quando da injeção de salina 

intraplantar ou até mesmo para avaliar se o extrato 100% possui alguma 

ação pró-inflamatória ou antiinflamatória quando na falta de estímulo por 
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agente flogístico, como a carragenina. Os dados demonstraram que não há 

diferença significativa entre os grupos extrato 100% + salina e OM + salina 

(p>0.05), negando as hipóteses acima descritas. 

 Em relação aos grupos diclofenaco, extrato bruto à 50% e extrato 

bruto à 100%, não houve diferença significativa (p<0.05) entre os três 

grupos na redução da atividade anti-edema (TABELA 12). 

 Já quando se compara o grupo extrato bruto a 100% com grupo o 

óleo mineral + carragenina nota-se que houve uma redução bastante 

significativa (p<0,05) do edema de pata. Interessantemente, o grupo extrato 

bruto à 100% foi capaz de reduzir o edema de pata em aproximadamente 

50%, enquanto que o grupo diclofenaco dietilamônio reduziu em torno de 

20-25% (GRÁFICO 4), demonstrando uma maior eficácia do extrato de 

Persea americana, quando comparado ao antiinflamatório diclofenaco, na 

redução do edema de pata de camundongo induzido por carragenina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

 



65 

 

 



66 

 



67 

 

 

GRÁFICO 4- EFEITO DO EXTRATO DAS SEMENTES DE Persea americana NAS 

CONCENTRAÇÕES 50%, 100% EM COMPARAÇÃO COM UM 
ANTIINFLAMATÓRIO TÓPICO (DICLOFENACO DEA) SOBRE O EDEMA DE 
PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA. 
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Estes dados demonstram um potencial promissor para o emprego do 

extrato bruto do caroço de Persea americana como tratamento para 

pacientes com doenças como osteoartrite, uma vez que este demonstrou 

uma atividade anti-flogística consideravelmente maior que a pomada de 

diclofenaco potássico já utilizada no tratamento da doença há anos como 

coadjuvante na terapia medicamentosa. 

Tendo em vista que o mercado terapêutico apresenta atualmente 

uma variedade de fármacos muitas vezes eficazes, mas que apresentam 

impasses, tanto num contexto global, demonstrando efeitos colaterais aos 

pacientes, como num contexto nacional, em que a maior parte da população 

brasileira possui baixa renda, o presente estudo oferece uma alternativa de 

baixo custo e terapeuticamente promissora para a população brasileira na 

terapia de doenças crônicas reumatológicas.  

A matéria-prima pode ser obtida através de uma parceria entre 

indústrias (alimentos, cosméticos), uma vez que as sementes de Persea 

americana Mill. são muitas vezes descartadas, gerando lixo orgânico, que 

poderia ser utilizado para fabricação de um novo medicamento fitoterápico. 
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5. CONCLUSÃO 

 

- O extrato etanólico de Persea americana (Mill.) Lauraceae não 

apresentou diferença qualitativa nas frações apolares em comparação com 

os extratos metanólico e acetato de etila, que possuem atividade 

antioxidante e antimicrobiana descrita na literatura 

- A utilização de ultra-som durante o processo de extração por 

maceração dos constituintes químicos das sementes de Persea americana 

utilizando etanol como solvente extrator não demonstrou diferença 

qualitativa nem quantitativa em relação à extração nas mesmas condições, 

porém sem o uso de ultra-som, concluindo que sua utilização não otimiza o 

processo extrativo. 

- Os extratos das sementes de Persea americana não demonstrou 

atividade citotóxica nas concentrações 0,1µg/g e 1 µg/g em células 

macrofágicas murinas da linhagem RAW 264.7 no ensaio de redução do sal 

de tetrazólio (MTT) 

- Os extratos das sementes de Persea americana demonstraram ser 

capazes de diminuir a liberação de duas citocinas pró-inflamatórias (MCP-1 

e TNF) importantes na progressão do quadro de osteoartrite.  

- Houve significativa redução do edema de pata de camundongos 

quando tratados com os extratos das sementes de Persea americana, 

sendo esta redução maior que a exercida pela pomada de diclofenaco, já 

utilizado na terapêutica reumatológica. 
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6. RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Considerando o potencial antiinflamatório do extrato das sementes de 

Persea americana Mill., cuja atividade já é descrita na medicina popular e foi 

observada em alguns dos ensaios farmacológicos deste estudo, a continuidade 

do projeto consiste na produção de um novo fitoterápico de uso tópico para 

pacientes que sofrem de sintomas relacionados à inflamação, atuando como 

coadjuvante na terapia medicamentosa de doenças como a osteoartrite.  

 Alguns testes farmacotécnicos já encontram-se em andamento e 

uma patente intitulada “Produção e aplicação de formulação farmacêutica 

de uso tópico contendo extrato e frações de Persea americana Mill.” já 

encontra-se depositada no INPI sob o protocolo BR 10 2013 004308 7. 

Assim, o presente estudo assumirá continuidade objetivando a produção 

de uma nova alternativa fitoterápica eficaz e segura para aqueles indivíduos 

cujas comorbidades impedem o uso dos medicamentos antiinflamatórios 

atualmente disponíveis no mercado farmacêutico.  
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