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RESUMO 
 

A espécie Persea americana Mill. (Lauraceae) popularmente conhecida como 
abacateiro tem aplicação diversa na etnomedicina, sendo o extrato hidroalcoólico da 
semente  utilizado em fricções externas contra reumatismo e dores articulares. Este 
trabalho tem como objetivo realizar a caracterização química do extrato hidroalcoólico 
da semente de P. americana e avaliar seu potencial anti-inflamatório em macrófagos. 
Extratos de sementes coletadas em Curitiba-PR e Rosário do Ivaí-PR foram 
analisados a partir de um planejamento fatorial 23, em períodos de maturação (maduro 
e imaturo), granulometria (pó finíssimo, semi fino e grosso), grau alcoólico (30%,50% 
e 70% (v/v)) e tempo de maceração (24h, 72h e 168h) distintos, a fim de avaliar a 
influência destes fatores na composição química e atividade biológica dos extratos. O 
perfil cromatográfico do extrato hidroalcoólico 70% (v/v) foi determinado por CLAE-
DAD e 46 substâncias foram identificadas por CLUE-ESI-QToF-EM nos modos 
positivo e negativo de ionização. Através da análise quimiométrica por Análise de 
Componentes Principais (ACP) discriminou os extratos, preparados nas condições 
especificadas no planejamento fatorial, por região de coleta e grau alcoólico, sendo 
os extratos preparados em álcool etílico 50% e 70% (v/v) agrupados e discriminados 
dos extratos preparados com álcool etílico 30% (v/v). Para investigação do potencial 
biológico, foram analisados os extratos de sementes maduras e imaturas das duas 
regiões de coleta e em 3 condições do planejamento fatorial: (1) álcool etílico 70% 
(v/v), pó finíssimo, 24h de maceração, (8) álcool etílico 30% (v/v), pó grosso, 168h de 
maceração e (9) álcool etílico 30% (v/v), pó semifino, 72h de maceração, quanto a sua 
citotoxicidade através do método de Redução do sal de Tetrazólio (MTT), e atividade 
sobre a produção de óxido nítrico por método de Griess e citocinas inflamatórias por 
método de ELISA, em macrófagos murinos (RAW 264.7) estimulados com 2,5 μg/mL 
de lipopolissacarídeo (LPS). Os extratos da condição (1) de sementes coletadas em 
Rosário do Ivaí não tiveram atividade significativa sobre a produção de óxido nítrico, 
entretanto os extratos de sementes coletadas em Curitiba que apresentaram atividade 
significativa (p<0,05). Os extratos das sementes provenientes das duas regiões, nas 
condições (8) e (9) também apresentaram atividade significativa (p<0,01). Entretanto, 
analisando-se a atividade dos mesmos extratos sobre a produção de citocinas anti-
inflamatória (IL-10) e pró-inflamatórias (KC e IL-6), nenhum apresentou atividade 
significativa. O método para perfil cromatográfico, a identificação das substâncias dos 
extratos, bem como a atividade sobre a produção do óxido nítrico por macrófagos 
indicam que a granulometria do pó e o tempo de maceração não influenciam na 
diferenciação dos extratos, porém o grau alcoólico discrimina os extratos 
quimicamente e biologicamente, sendo os extratos produzidos com álcool etílico 70% 
e 50% (v/v) semelhantes enquanto discriminados dos extratos produzidos com álcool 
etílico 30% (v/v). Desta forma, verifica-se que as sementes de P. americana utilizadas 
popularmente e atualmente consideradas sub-produto e produto de descarte, 
apresentam-se como fonte de substâncias bioativas com potencial anti-inflamatório. 
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ABSTRACT 
 

The Persea americana Mill. (Lauraceae) specie is popularly known as avocado 
tree and it shows many applications in the ethnomedicine. The hydroethanolic extract 
produced from the seeds is used externally to treat rheumatism and articular pain. The 
aim of the present study is to chemically characterize the hydroethanolic extract of the 
P. americana seeds and to investigate its anti-inflammatory potential over 
macrophages cells. The extracts of the seeds collected in Curitiba-PR and Rosário do 
Ivaí-PR were analyzed following a 23 factorial design, in different maturation state (ripe 
and unripe), particle size (fine powder, medium powder and coarse powder), ethyl 
alcohol concentration (30%, 50% and 70% (v/v)) and maceration time (24h, 72h and 
168h), in order to evaluate the influence of these factors on the chemical composition 
and biological activity of the extracts. The chromatographic profile of hydroalcoholic 
extract 70% (v/v) was determined by HPLC-DAD and 46 substances were identified 
by UPLC-ESI-QToF-MS in positive and negative ionization mode. The chemometric 
analysis by Principal Component Analysis (PCA) discriminated the extracts prepared 
under the conditions specified in the factorial design, by location and alcohol 
concentration. The extracts prepared by ethyl alcohol 50% and 70% (v/v) were 
grouped and discriminated from extracts prepared with ethyl alcohol 30% (v/v). To 
investigate the biological potential, the extracts of ripe and unripe seeds from the two 
locations were analyzed in three conditions of the factorial design: (1) ethyl alcohol 
70% (v/v), fine powder, 24h maceration, (8) 30% (v/v) ethyl alcohol, coarse powder, 
168h maceration, and (9) 30% (v/v) ethyl alcohol, medium powder, 72h maceration. It 
was analyzed the cytotoxicity by the Reduction of Tetrazolium Salt (MTT), and the 
activity on the production of nitric oxide by Griess method and inflammatory cytokines 
by ELISA in murine macrophages (RAW 264.7) stimulated with 2.5 μg/mL of 
lipopolysaccharide (LPS). Extracts from the condition (1) of seeds collected in Rosário 
do Ivaí did not show significant activity on the production of nitric oxide, however the 
seed extracts collected in Curitiba showed significant activity (p <0.05). Seed extracts 
from the two location under conditions (8) and (9) also showed significant activity (p 
<0.01). However, analyzing the activity of the same extracts on the production of anti-
inflammatory (IL-10) and pro-inflammatory cytokines (KC and IL-6), none showed 
significant activity. The method for chromatographic profile, the identification of extract 
substances as well as the activity on the production of nitric oxide by macrophages 
indicate that the particle size and the time of maceration does not influence the 
differentiation of the extracts while the ethyl alcohol concentration discriminates the 
extracts chemically and biologically; the extracts produced with ethyl alcohol 70% and 
50% (v/v)  act similarly  however they act  differently from the extracts produced with 
ethyl alcohol 30% (v/v). In this way, it was verified that the seeds of P. americana 
popularly used and currently considered an avocado by-product are the source of 
bioactive substances with anti-inflammatory potential. 

 
 

Keywords: Persea americana. Chromatography, High Pressure Liquid. Mass 
spectrometry. Principal Component Analysis. Macrophage. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

O uso de plantas medicinais é uma prática secular e o Brasil país de maior 

biodiversidade do planeta detém um valioso conhecimento tradicional. Grande parte 

da população dos países em desenvolvimento depende da medicina tradicional para 

sua atenção primária, tendo em vista que 85% destes utilizam plantas ou preparações 

derivadas (BRASIL, 2006).  

As plantas medicinais têm desempenhado um papel fundamental na saúde 

mundial mesmo com os avanços na medicina moderna, e estima-se que cerca de 25% 

de todos os medicamentos modernos sejam direta ou indiretamente derivados destas 

(CRAGG; NEWMAN; SNADER, 1997; SHU, 1998; KOPARDE; DOIJAD; MAGDUM, 

2019). As principais empresas farmacêuticas têm demonstrado interesse em 

investigar plantas como fontes para novas substâncias sintéticas e também para o 

desenvolvimento de agentes fitoterápicos padronizados com comprovada eficácia, 

segurança e qualidade (DE SMET, 1997; SHU, 1998).  

Este interesse da população por terapias consideradas naturais vem 

aumentando não somente em países em desenvolvimento, mas, principalmente nos 

países industrializados, aumentando consideravelmente o comércio internacional de 

medicamentos à base de plantas e atraindo as indústrias farmacêuticas, que 

começaram a incluir esta linha de produtos aos seus portifólios (CALIXTO, 2000). 

Além disso, as revistas científicas vêm também publicando notadamente muitos 

estudos científicos básicos e clínicos sobre o potencial biológico de drogas vegetais 

(CALIXTO, 2000). 

A espécie Persea americana Mill.- Lauraceae popularmente conhecida como 

abacateiro e nativa da América Central (México, Guatemala, Honduras), é atualmente  

cultivada nos Estados Unidos, África do Sul, Ásia Tropical, países da América do Sul 

e em todo o Brasil, principalmente nos estados de São Paulo e Minas Gerais (TESKE; 

TRENTINI, 1997; ROSS, 1999; GRANDI, 2014). Esta espécie tem aplicação diversa 

na etnomedicina, sendo suas folhas, frutos, cascas e sementes utilizados pela 

população como vermífugo, diurético, colagogo, carminativo, para diarréia, 

hipertensão arterial, entre outros (GRANDI, 2014). O extrato da semente é utilizado 

em fricções externas contra reumatismo e dores articulares (GRANDI, 2014). 

Na osteoartrite (OA), doença articular, macro e micro lesões levam ao 

estresse celular e degradação da matriz extracelular das articulações sinoviais, que 
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ativa de forma inadequada as vias pro-inflamatórias da imunidade inata e desta forma 

inicia um metabolismo anormal do tecido articular seguido de alterações anatômicas 

e fisiológicas como degradação da cartilagem, remodelação óssea e inflamação das 

articulações (GREENE; LOESER, 2015; MOBASHERI et al., 2015). Embora a 

etiologia das doenças crônicas articulares não seja clara, acredita-se que a resposta 

imune superinflamatória seja uma das principais causas de seu desenvolvimento, 

sendo os macrófagos células importantes na patogênese desses distúrbios 

(SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Desta forma, o uso clínico de agentes que 

visam a modulação de macrófagos provavelmente apresenta eficácia no tratamento 

destas doenças (KOH; DIPIETRO, 2011; DAGHESTANI; PIEPER; KRAUS, 2015; 

KRAUS et al., 2016; USHIO et al., 2017). 

Não foram ainda descritos na literatura tratamentos que levam à cura da OA, 

apenas alívio dos sintomas de dor e inflamação, para assim preservar a mobilidade 

articular e prevenir a incapacidade funcional. Dentre os fármacos recomendados estão 

os anti-inflamatórios não esteroidais (AINES) tópicos e orais, AINES seletivos para 

COX-2 e corticosteroides intra-articulares (DEAL et al., 1991; MOORE et al., 1998; 

GRACE et al., 1999; COIMBRA et al., 2004; SARZI-PUTTINI et al., 2005; ZHANG et 

al., 2010a; b; HOCHBERG et al., 2012). Recentemente tem-se prescrito 

medicamentos à base de plantas como confrei (Symphytum officinale L.) utilizado por 

via tópica (GRUBE et al., 2007; CAMERON; CHRUBASIK, 2013) e medicamentos de 

uso oral como Boswellia serrata Roxb., Persea americana Mill. e Glycine max (L.) 

Merr. (HENROTIN et al., 2011; CAMERON; CHRUBASIK, 2014; MOURA MDEL et al., 

2016) que vêm ganhando espaço mundialmente. Embora seus mecanismos de ação 

ainda não tenham sido elucidados em detalhes, os medicamentos anti-inflamatórios à 

base de drogas vegetais apresentam amplo espectro, interagindo em vários níveis 

com a cascata inflamatória e com a produção de citocinas que são os principais 

mediadores da destruição da cartilagem (CHRUBASIK; ROUFOGALIS; CHRUBASIK, 

2007). Atualmente, o nutracêutico mais promissor e recomendado pelos 

reumatologistas têm sido o produzido à base de óleos insaponificáveis de abacate 

(Persea americana) e de soja (Glycine max) (ERNST, 2003), por apresentar atividade 

anti-inflamatória e menos efeitos adversos comparado aos AINES (AU et al., 2007; 

OWNBY et al., 2014; GOUDARZI et al., 2017).  

Apesar de haver diferentes alternaticas para o manejo de doenças articulares, 

são poucos os medicamentos tópicos à base de plantas disponíveis no mercado. A 
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alta prevalência dessas doenças,o custo relativamente baixo para produção de 

fitoterápicos tópicos em comparação aos medicamentos sintéticos, o amplo cultivo do 

abacate no Brasil e o potencial farmacológico de suas sementes com amplo uso 

popular estimulam a investigação de sua ação anti-inflamatória.  

Além disso, visto que a semente do abacate consitui em média 25% do peso 

do fruto, a reutilização de subprodutos do abacate pode reduzir o impacto negativo 

sobre o meio ambiente assim como agregar valor comercial à estes, visto que são 

fontes importantes de compostos fitoquímicos e desta forma o seu reaproveitamento 

pode conferir interesse à indústria farmacêutica.  

Considerando-se que na medicina popular não há uma padronização na 

elaboração de extrato e suas preparações, torna-se relevante avaliar a composição 

química e otimizar fatores de extração e maturação para o desenvolvimento de 

extrato, bem como investigar o potencial anti-inflamatório de diferentes extratos deste 

subproduto da Persea americana, que atualmente é descartado.  

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral  

 

Realizar a caracterização química dos extratos hidroalcoólicos das sementes 

de Persea americana Mill. (Lauraceae) e avaliar in vitro seu potencial imunomodulador 

sob macrófagos. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

 Obter as sementes de P. americana em diferentes localidades (em Rosário do 

Ivaí -PR e Curitiba-PR) para realização dos ensaios; 

 Desenvolver e otimizar o método para perfil cromatográfico do extrato bruto 

por CLAE-DAD; 

 Caracterizar quimicamente o extrato hidroalcoólico das sementes de P. 

americana através de CLUE-ESI-QToF-EM;   

 Avaliar a influência de fatores de extração, geográficos e de maturação, no 

perfil químico através de Análise de Componentes Principais (ACP); 
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 Avaliar a modulação da função inflamatória de macrófagos (in vitro) utilizando-

se macrófagos murinos Raw 264.7, através da padronização da concentração 

do extrato bruto pelo método de Redução do sal de Tetrazólio (MTT), 

avaliação da produção do óxido nítrico (NO) por Griess e quantificação de 

citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias por ELISA. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Persea americana MILL. LAURACEAE 

 

Conhecida popularmente como abacateiro, a espécie Persea americana 

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

Honduras). Atualmente esta espécie  é também encontrada nos trópicos e 

subtrópicos, sendo cultivada nos Estados Unidos, África do Sul, Ásia Tropical, países 

da América do Sul e em todo o Brasil, principalmente nos estados de São Paulo e 

Minas Gerais (TESKE; TRENTINI, 1997; ROSS, 1999; GRANDI, 2014). A árvore de 

P. americana  mede de 10 a 15 metros, possui córtex aromático e caule lenhoso, e 

suas folhas são lisas, semi-coriáceas, de cor verde escura, formato oval-oblongas, de 

margens inteiras, mais ou menos onduladas (YASIR; DAS; KHARYA, 2010; ANVISA, 

2010). 

Acredita-se que os navegadores tiveram contato com abacate já no início do 

descobrimento da América, sendo a espécie conhecida na Colômbia em 1519 e 

depois no México em 1532 (DONADIO, 1995). O nome "Abacate" originou-se do 

náuatle, língua falada por grupos indígenas que habitavam o México e El Salvador. O 

vocábulo āhuacatl, naquele idioma, significa "testículo" e foi utilizado para nomear o 

fruto, e por seu nome ser de origem indígena, é possível que este fruto já era utilizado 

pelos nativos na América Central antes de se difundir por todo o continente americano 

por volta do século XVII (DONADIO, 1995). 

O México é o maior produtor de abacates, seguido por República Dominicana, 

Peru e Indonésia e o Brasil se encontrava na oitava posição no ano de 2016 

produzindo 195 mil toneladas, corespondendo a 3,2 % da produção mundial, sendo 

as variedades brasileiras em sua maioria híbridas entre as raças Antilhana e 

Guatemalense, e conhecidas como Geada, Fortuna, Quintal, Margarida e Breda. Os 

estados que mais produzem são Minas Gerais, São Paulo e o Paraná (ALMEIDA, 

2018). Em relação a exportação, somente no mês de janeiro dos anos de 2016, 2017 

e 2018 o Brasil exportou respectivamente 13.000, 29.212 e 18.474 kg de abacates 

equivalentes à $23.237,00, $50.077,00 e $31.021,00 dólares (CONAB, 2018).  

Apesar do uso histórico das sementes de abacate na medicina popular e os 

avanços nas pesquisas sobre as propriedades farmacêuticas desta espécie, há 

poucos relatos na literatura sobre o potencial de suas atividades biológicas. Algumas 
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das atividades previamente relatadas incluem: anticâncer (LEE et al., 2008), anti-

inflamatória (ROSENBLAT et al., 2011), antidiabetica (EDEM; EKANEM; EBONG, 

2009), antihipertensiva (ANAKA; OZOLUA; OKPO, 2009; KATE; LUCKY, 2009; KATE; 

AMAECHINA, 2010; ODUBANJO; OBOH; MAKINDE, 2016), efeito 

hipocolesterolemico (KATE; LUCKY, 2009; NWAOGUIKPE; BRAIDE, 2011; PAHUA-

RAMOS et al., 2012; SHEHATA; SOLTAN, 2013), efeitos cicatrizantes (WERMAN; 

MOKADY; NEEMAN, 1990; MOY, 1998; ROSENBLAT et al., 2011; RAMOS-JERZ  et 

al., 2013), atividade antimicrobiana (NAGARAJ et al., 2010; RAYMOND CHIA; 

DYKES, 2010; SANCHEZ et al., 2013; SALAZAR et al., 2017), inseticida (ABE et al., 

2005; LEITE et al., 2009) e a toxidade de extratos (LEITE et al., 2009; OZOLUA et al., 

2009; PADILLA-CAMBEROS et al., 2013).  

Quanto ao fruto, há estudos que indicam o potencial anticancer (OBERLIES 

et al., 1998; DING et al., 2007; DING et al., 2009), antibacteriano (CASTILLO-JUAREZ 

et al., 2009), inseticida (OBERLIES et al., 1998), cicatrizante (NAYAK; RAJU; 

CHALAPATHI RAO, 2008), hipoglicemico (ANTIA; OKOKON; OKON, 2005) e 

hipocolesterolemico (SHEHATA; SOLTAN, 2013). As pesquisas realizadas a partir 

das folhas da Persea americana demonstram atividade anti-inflamatoria (GUEVARRA 

et al., 1998; ADEYEMI; OKPO; OGUNTI, 2002), anticonvulsivante (OJEWOLE; 

AMABEOKU, 2006), vasorelaxante (OWOLABI; JAJA; COKER, 2005), analgésica 

(ADEYEMI; OKPO; OGUNTI, 2002), hipotensiva (ADEBOYE et al., 1999), antiviral 

(ALMEIDA et al., 1998) e anti-HIV-1 (WIGG et al., 1996).  

Em relação a sua caracterização química, há muitos compostos identificados 

nas diferentes partes do abacateiro (QUADRO 1), mas até o momento não há relatos 

quanto à caracterização do extrato hidroalcoolico 70% (v/v) das sementes obtidos por 

maceração, a influência de fatores de extração, bem como influência de localização 

geográfica e de maturação na composição química deste extrato utilizado 

popularmente. 
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2.1.1 Constituintes fenólicos – atividade antioxidante e anti-inflamatória. 

 

Dentre os metabólitos secundários descritos em  P. americana relatados na 

literatura (QUADRO 1), há descrito a presença de diferentes compostos fenólicos. 

Estes possuem vários grupos benzênicos com grupamentos hidroxilas como 

substituintes. Os fenóis naturais mais estudados são os flavonoides, que incluem 

diversas classes, entre eles os flavonóis, flavonas, flavan-3-ol (catequinas), 

flavanonas, antocianidinas e isoflavonas (SILVA et al., 2010). 

 A atividade destas substâncias como os ácidos fenólicos derivados do ácido 

hidróxibenzóico, procianidinas, catequina, entre outros, vem sendo investigada há 

algum tempo. Atualmente, estes compostos provenientes de plantas têm sido alvo de 

muitos estudos por seus notáveis efeitos promotores de saúde em doenças crônicas, 

relacionados ao poder de atuação como agentes redutores, sequestrantes de radicais 

livres, quelantes de metais ou desativadores do oxigênio singleto, apresentando 

atividades anticâncer, anti-inflamatória e antioxidante (SHAHIDI; YEO, 2018). 

Em relação a capacidade de supressão da inflamação, pesquisas 

demonstram a atuação de compostos fenólicos na expressão de mediadores 

inflamatórios como IL-6, IL-1β, fator de necrose tumoral, de enzimas pró-inflamatórias, 

na expressão gênica relacionada à inflamação, inibição da transcrição de fatores 

nucleares como NF-ĸB, poder inibitório de síntese de iNOS induzida por 

lipopolissacarídeo (LPS) em macrófagos, de ciclooxigenase e lipoxigenase, o que se 

traduz na inibição da produção de óxido nítrico, leucotrienos e citocina TNF-α 

(GONZÁLEZ et al., 2011; SHAHIDI; YEO, 2018).   

Os compostos antioxidantes são aqueles capazes de impedir que 

biomoléculas sofram danos oxidativos por meio de reações mediadas por radicais 

livres, seja por inibição das reações oxidativas, por extinção direta de espécies 

reativas, inibição de enzimas ou pela capacidade de quelar íons metálicos (Fe3+, Cu+) 

(LEOPOLDINI et al., 2004). Sua atividade antioxidante parece estar relacionada à sua 

estrutura molecular, mais precisamente à presença e ao número de grupos hidroxila, 

e aos efeitos de ressonância (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). 

As sementes de P. americana apresentam alto teor de compostos fenólicos 

bem como conhecida atividade antioxidante (TORRES; MAU-LASTOVICKA; 

REZAAIYAN, 1987; SOONG; BARLOW, 2004; WANG; BOSTIC; GU, 2010; DAIUTO 

et al., 2014). No estudo de SOONG; BARLOW (2004), utilizaram os métodos TRAP 
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(potencial antioxidante total), FRAP (poder de redução do íon ferro), ABTS (2,20-

azino-bis ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) e Folin–Ciocalteu, para concluírem 

que as sementes apresentam maior atividade antioxidante e possuem maior teor de 

substâncias fenólicas, quando comparados as outras partes da planta. Através do 

método Folin-Ciocalteu, DAIUTO et al. (2014) mostraram que a casca e a semente da 

fruta possuem maior teor de compostos fenólicos quando comparados à polpa, 

apresentando respectivamente 63,5; 57,3 e 3,3 mg de ácido gálico equivalente por 

grama. Vale ressaltar que a sazonalidade, temperatura, disponibilidade hídrica, 

radiação ultravioleta, adição de nutrientes, poluição atmosférica, danos mecânicos e 

ataque de patógenos, são fatores que podem interferir no conteúdo de compostos 

fenólicos e demais metabólitos secundários (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). 

 

2.2 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA - CLAE 

 

Os dois principais fatores na pesquisa de produtos naturais são a separação 

e purificação dos constituintes bioativos. A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência é 

uma técnica analítica robusta, altamente eficiente, que proporciona separação 

analítica e é utilizada principalmente para análise qualitativa de compostos não 

voláteis, como fenólicos, alcaloides e terpenoides (KUMAR, 2017). 

A análise qualitativa é avaliada com base na consistência do tempo de 

retenção dos padrões de referência e dos compostos da amostra analisada, através 

da interação diferencial dos componentes da matriz entre a fase móvel e a fase 

estacionária, bem como padrão de absorção no ultravioleta, a fluorescência ou padrão 

de fragmentação e relação m/z por exemplo (MALDANER; JARDIM, 2009). A seleção 

de fase móvel, coluna e detector depende do tipo e natureza dos compostos a serem 

separados. 

A coluna é um componente importante da CLAE, pois contém as partículas 

usadas como fase estacionária que geralmente têm tamanho variando entre 3 e 50 

μm com diâmetro de 2 a 5 mm. As colunas de fase reversa são amplamente utilizadas 

para a análise de múltiplos fito-constituintes (PATEL; PATEL; PATEL, 2012), como 

por exemplo a fase estacionária C18 à base de sílica que contêm ligantes C18 

alifáticos e silanóis livres (ZUVELA; SKOCZYLAS; JAY LIU, 2019). 

Os detectores desempenham um papel importante na manutenção da 

precisão e estabilidade de amostras de plantas complexas sendo o componente 
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responsável por transformar um atributo físico ou químico em um sinal mensurável 

correspondente à concentração ou identidade. Muitos detectores, incluindo 

ultravioleta, detectores de arranjo fotodiodo, por fluorescência, evaporativo de 

espalhamento de luz, e por aerossol carregado são comercialmente disponíveis 

dependente da aplicação (SWARTZ, 2010). 

O detector de arranjo de diodos obtém o perfil espectral na região do 

ultravioleta de cada pico cromatográfico fornecendo informações estruturais sobre as 

substâncias. Os fenólicos são comumente detectados usando detectores de 

ultravioleta-visível (UV-VIS) e fotodiodo (DAD), visto que cada fenol exibe uma 

absorção maior ou menor da luz UV ou UV-VIS, de acordo com os cromóforos 

presentes (STALIKAS, 2010; SWARTZ, 2010; KUMAR, 2017).  

Os flavonoides contêm dois anéis aromáticos em sua estrutura, o que confere 

absorção em UV. A detecção em 280 nm é o comprimento de onda mais utilizado para 

a separação simultânea de misturas de ácidos fenólicos. Sendo assim, a detecção de 

UV tornou-se a ferramenta preferida nas análises baseadas em CL e, ainda hoje, a 

CL com múltiplos comprimentos de onda ou DAD é a ferramenta predominante em 

estudos de triagem, quantificação e classificação provisória de subgrupos, entretanto 

sua deficiência está relacionada a não detecção de substâncias que não possuem 

cromóforos e consequentemente não absorvem a luz UV (STALIKAS, 2010; 

SWARTZ, 2010; KUMAR, 2017). 

O princípio de Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência (CLUE) é o mesmo 

da CLAE, porém as bombas em sistemas convencionais de CLAE atingem uma 

pressão de no máximo 400 bars enquanto as bombas em sistemas CLUE podem 

atingir pressões de 1000 bars, o que permite o uso de partículas menores (<2,0 μm) 

e ainda produzir taxas de fluxo aceitáveis (até 5 ml/min). O uso de partículas menores 

permite obter melhor resolução (eficiência de separação), realizar uma cromatografia 

mais rápida e aumentar a sensibilidade. A eficiência é três vezes maior com partículas 

de 1,7 μm em comparação com partículas de 5 μm, e a resolução é 70% maior do que 

com partículas de 5 μm. O comprimento da coluna com partículas de 1,7 μm permite 

uma velocidade três vezes maior comparada a partículas de 5 μm para a mesma 

eficiência, a taxa de fluxo pode ser três vezes maior e a sensibilidade aumenta porque 

menos espalhamento de banda ocorre durante a migração através de uma coluna 

com partículas menores. Isso significa que as separações podem ser nove vezes mais 

rápidas com resolução igual (ROGE et al., 2011). 
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2.3  CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

NA IDENTIFICAÇÃO DE COMPOSTOS NATURAIS. 

 

Para a identificação de metabólitos secundários em extratos vegetais é 

recomendado a utilização de técnicas analíticas altamente sensíveis e seletivas, visto 

que estas substâncias se apresentam nas plantas normalmente em pouca quantidade, 

quimicamente diversificadas e em alta variabilidade ainda que na mesma espécie 

vegetal. Atualmente, o grande desafio no desenvolvimento de novos fitoterápicos 

baseia-se na busca e identificação destes compostos ativos devido ao potencial 

biológico que apresentam (GANZERA; STURM, 2018). 

Visto que a cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas (EM) 

possibilita a identificação da massa molecular de compostos em baixas concentrações 

bem como informações estruturais a partir do perfil de fragmentação e abundância 

isotópica, esta técnica é amplamente selecionada para pesquisa de produtos naturais 

(KUMAR, 2017). 

A EM é conhecida como uma técnica padrão na caracterização estrutural de 

substâncias, sendo composta por uma fonte de ionização, um analisador e um 

detector (STEINMANN; GANZERA, 2011). As moléculas introduzidas na fonte de 

ionização adquirem cargas positivas ou negativas e então são conduzidas pelo 

analisador e atingem o detector de acordo com sua relação massa/carga (m/z). Os 

sinais gerados no detector são exibidos graficamente como um espectro de massas 

em que apresenta a abundância relativa dos sinais de acordo com sua relação m/z 

(HO et al., 2003).  

A fonte de ionização por electrospray (ESI) é amplamente utilizada na análise 

de compostos naturais e dentre os analisadores destacam-se o quadrupolo (Q) e o 

tempo de voo (time-of-flight, ToF), pois podem ser acoplados à cromatografia líquida 

(HO et al., 2003). Para se obter informações sobre a estrutura química da substância, 

e aumentar a sensibilidade e seletividade, utiliza-se o acoplamento de analisadores, 

conhecido como EM tandem (EM/EM), em que dois experimentos são realizados em 

sequência, onde os íons selecionados em um primeiro experimento são fragmentados 

no segundo, fornecendo então maiores informações estruturais, o que é muito 

aplicado a identificação e caracterização de compostos naturais (WU et al., 2013). 

A escolha entre os tipos de analisadores depende do propósito da análise. 

Para as análises de identificação de produtos naturais e seus metabólitos é 
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recomendado a escolha de analisadores de alta resolução de massa. O Q-ToF é um 

exemplo, o qual pode atingir exatidão de massas em partes por milhão e também 

fornecer informações sobre a fragmentação dos íons sob investigação (KIND; FIEHN, 

2010). 

 

2.4 INFLAMAÇÃO 

 

A inflamação é um processo complexo e altamente controlado que tem como 

objetivo proteger o organismo de danos causados por estímulos endógenos ou 

exógenos e reparar o tecido lesado. O contato com patógenos e diversos agentes 

mecânicos e químicos desencadeia uma sequência de eventos envolvendo 

componentes vasculares, celulares e uma série de mediadores pró e anti-inflamatórios 

que atuam em conjunto, permitindo a destruição ou neutralização do estímulo 

agressor e a reparação tecidual (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005; KUMAR; ABBAS; 

ASTER, 2010). Quando ocorre um desequilíbrio nesse processo, a inflamação pode 

levar à destruição do tecido causando sua disfunção (CRUVINEL et al., 2010; 

DUNSTER, 2016). 

Inicialmente, infecção ou dano tecidual desencadeiam uma resposta 

inflamatória aguda, mediada pela ativação de macrófagos teciduais e mastócitos, com 

consequente produção de mediadores inflamatórios, como citocinas, quimiocinas, 

aminas vasoativas e eicosanoides (MEDZHITOV, 2008). O efeito inicial é a ativação 

do endotélio e a formação de um exsudato no local da agressão, composto por água, 

proteínas plasmáticas e leucócitos (principalmente neutrófilos). O contato com 

patógenos, ou com mediadores locais, liberados por leucócitos e células estromais 

residentes do tecido promove ativação dos neutrófilos visando à destruição do agente 

agressor e o recrutamento de células para a realização do reparo tecidual (NATHAN, 

2002; 2006). Essa fase é caracterizada pela predominância de mediadores anti-

inflamatórios (que são importantes para a transição da fase inflamatória para a fase 

de resolução) e mediada principalmente por macrófagos residentes do tecido e 

recrutados a partir da circulação (SERHAN; SAVILL, 2005; MEDZHITOV, 2008). 

Quando ocorre a persistência do estímulo e permanência do agente lesivo, ocorre a 

cronificação do processo inflamatório, que se caracteriza por mudança progressiva 

nos elementos celulares que infiltram o tecido. Os neutrófilos vão gradativamente 

sendo substituídos por macrófagos e linfócitos T (em caso da persistência do 
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patógeno), promovendo concomitantemente destruição e reparo tecidual com 

formação de granulomas e tecidos linfóides terciários (DRAYTON et al., 2006; 

CRUVINEL et al., 2010). 

 

2.4.1 A participação dos macrófagos na inflamação 

 

Os macrófagos são células que desempenham papel central em todas as 

etapas do processo inflamatório. A heterogeneidade dessas células reflete a 

existência de diversas subpopulações que  apresentam  funções distintas – algumas  

são importantes para a eliminação de um estímulo nocivo ao organismo e 

estabelecimento do processo inflamatório, enquanto outras contribuem  para o reparo 

tecidual (DUNSTER, 2016). Uma variedade de estímulos é responsável pela ativação 

destas células, incluindo dano tecidual, produtos microbianos que são reconhecidos 

por receptores celulares, citocinas (p. ex., TNFα, IFN-γ, IL-4) e outros mediadores 

químicos secretados por linfócitos T sensibilizados, macrófagos e células estromais 

(MANTOVANI et al., 2013; DUNSTER, 2016). Quando os macrófagos são ativados, 

produzem espécies reativas de oxigênio (EROs) - como ânion superóxido, radical 

hidróxila e peróxido de hidrogênio (H2O2) - e espécies reativas do nitrogênio (ERNs) - 

cujo principal representante é o óxido nítrico (NO). Tanto EROs como ERNs são 

tóxicas ao agente agressor e as células do hospedeiro. Produtos microbianos e 

citocinas promovem a ativação de fatores de transcrição, como NF-κB, STAT 1 e IRF-

1, que promovem a transcrição da sintase do óxido nítrico induzível (iNOS), ausente 

em macrófagos em repouso, levando à produção de NO (SHARMA; AL-OMRAN; 

PARVATHY, 2007; BOGDAN, 2015). A ativação desses fatores de transcrição 

também resulta na produção de citocinas pró e anti-inflamatórias, como IL-1, IL-6, IL-

12, TNF-α e IL10, quimiocinas (que  promovem  influxo de outros tipos celulares), 

fatores de crescimento (que  induzem proliferação de fibroblastos, deposição de 

colágeno e angiogênese) e outros mediadores da inflamação que atuam na 

eliminação do patógeno e iniciação de processo de reparo (CRUVINEL et al., 2010; 

KUMAR; ABBAS; ASTER, 2010; MANTOVANI et al., 2013; DUNSTER, 2016). 

Estímulos provenientes de infecção, lesão tecidual e mediadores secretados 

por células imunes ou estromais reprogramam a fisiologia dos macrófagos, levando 

ao aparecimento de diversos fenótipos funcionais (GORDON, 2007; MANTOVANI et 

al., 2013). A capacidade dos macrófagos em adquirir fenótipos e atividades 
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fisiológicas distintas ainda não está completamente elucidada, mas tem sido 

observada in vitro. A esta habilidade foi dado o nome de polarização, e baseado na 

expressão de seus marcadores de superfície celular, produção de mediadores 

específicos e função fisiológica, várias classes de macrófagos têm sido descritas em 

humanos e camundongos. Os dois estados de polarização melhor caracterizados são 

os fenótipos: classicamente ativados ou pró-inflamatórios (M1) e alternativamente 

ativados ou anti-inflamatórios (M2) (SICA et al., 2015; MURRAY, 2017; PATEL et al., 

2017; SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018).  

Macrófagos expostos à IFN-γ, TNF-α, ou lipopolissacarídeos (LPS) são 

polarizados para o tipo M1. Essa subpopulação apresenta atividade microbicida e 

tumoricida, secreta citocinas e mediadores pró-inflamatórios, assim como ânion 

superóxido, radicais de oxigênio e nitrogênio; no entanto, produzem baixas 

quantidades de IL-10. São componentes vitais de defesa do hospedeiro, porém as 

citocinas e mediadores gerados por estes podem levar a danos teciduais, sendo que 

sua ativação deve ser rigidamente controlada. Macrófagos expostos a IL-4 ou IL-13, 

complexos imunes, IL-10 e glicocorticoides são polarizados para o tipo M2 

(MANTOVANI; SICA; LOCATI, 2005; DAVIES et al., 2013). Esta subpopulação possui 

grande capacidade de fagocitose e limpeza de restos celulares, além de promover 

reparo e cicatrização tecidual, produzindo IL-10 e fator de crescimento TGF- β em 

grande quantidade (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). O mecanismo 

regulatório anti-inflamatório dos macrófagos M2 protege o dano ao tecido inibindo a 

resposta inflamatória crônica (MANTOVANI et al., 2004; MANTOVANI; SICA; LOCATI, 

2005; SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Além disso, essa população possui 

subclassificações que dependem de sua resposta a diferentes estímulos (GOERDT; 

ORFANOS, 1999; MANTOVANI; SICA; LOCATI, 2005; BASHIR et al., 2016; USHIO 

et al., 2017; SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). 

Embora os macrófagos sejam essenciais para o controle efetivo de infecções,   

remoção de células mortas, promoção do reparo tecidual e cicatrização de feridas,  os 

mediadores secretados por eles  também contribuem  para  quadros patológicos e 

dano tecidual durante infecções e doenças inflamatórias,  levando  à considerável 

destruição quando inapropriamente ativados por fatores genéticos ou ambientais 

(SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018) . 

Estudos sugerem a modificação da função dos macrófagos como uma 

alternativa para diminuir a inflamação que contribui para a progressão de doenças 
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reumáticas, uma vez que estas células desempenham um papel fundamental por 

produzirem muitas citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. Estas foram identificadas 

como importantes mediadores e direcionadores de inflamação crônica e doenças 

autoimunes, além de apresentarem grande influência na destruição da cartilagem e 

do osso (BONDESON et al., 2006; LEBRE; TAK, 2010; LARIA et al., 2016; 

SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). 

O aumento da concentração do NO no soro e líquido sinovial em articulações 

inflamadas em pacientes com artrite reumatoide (AR), osteoartrite (OA) e espondilite 

anquilosante,  bem como  correlação da atividade da NO sintase indutível  em células 

mononucleares no sangue com a contagem de articulações dolorosas e inchadas em 

pacientes com artrite reumatoide, demonstram que o NO não é apenas um marcador 

dessas patologias, mas também um mediador pró-inflamatório de doenças 

autoimunes, sendo que o aumento de sua produção pode levar ao dano articular 

(SHARMA; AL-OMRAN; PARVATHY, 2007). 

Embora a etiologia das doenças autoimunes citadas acima não seja clara, 

acredita-se que a resposta imune exacerbada seja uma das principais causas de seu 

desenvolvimento, sendo os macrófagos células importantes na patogênese desses 

distúrbios (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Desta forma, o uso clínico de 

agentes que visam à modulação de macrófagos provavelmente será eficaz no 

tratamento destas doenças (KOH; DIPIETRO, 2011; DAGHESTANI; PIEPER; 

KRAUS, 2015; KRAUS et al., 2016; USHIO et al., 2017). 

 

2.4.2 OSTEOARTRITE 

 

A osteoartrite (OA), também conhecida como osteoartrose, é a forma mais 

comum de doença articular e frequentemente confundida com a artrite reumatoide, 

mas diferem entre si quanto as causas e evolução. Este distúrbio é considerado como 

a maior fonte de dor e custo socioeconômico em todo o mundo, apresentando uma 

epidemiologia complexa e multifatorial, com componentes genéticos, biológicos e 

biomecânicos, além de fatores etiológicos específicos para articulações (GLYN-

JONES et al., 2015). 

A osteoartrite caracteriza-se por doença degenerativa crônica, cujas 

alterações são decorrentes de transtornos na renovação e degeneração da matriz 

cartilaginosa, ou seja, desequilibrio da homeostase entre os agentes de catabolismo 
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e anabolismo, que leva à diminuição progressiva da espessura da cartilagem articular 

e comprometimento do osso subjacente (FILHO, 2011). Apesar de os mecanismos 

que levam a OA ainda não terem sido elucidados sabe-se que os condrócitos são o 

centro do processo, sendo a maior fonte de enzimas degradadoras, liberando 

proteases e óxido nítrico; as interleucinas IL-1, IL-6, IL-8 e o TNF atuam na liberação 

dessas proteases (SEDA; SEDA, 2001). 

 

2.4.2.1  Tratamento on label 
 

No foco do tratamento da OA está a sobrecarga mecânica que leva à lesão 

articular e o ciclo inflamatório que perpetua essa lesão. Sendo assim, o tratamento 

baseia-se no autocuidado feito pelo paciente e no uso complementar de 

medicamentos.  

Em relação à terapia medicamentosa utiliza-se fármacos analgésicos (DEAL 

et al., 1991), os AINES (MOORE et al., 1998; GRACE et al., 1999), AINES seletivos 

para COX-2, corticosteroides e ácido hialurônico (COIMBRA et al., 2004; SARZI-

PUTTINI et al., 2005; ZHANG et al., 2010a; HOCHBERG et al., 2012), podendo estes 

serem usados via tópica, oral, intra-articulares e injetáveis.  

Por sua vez, os nutracêuticos vêm ganhando espaço no tratamento das 

doenças articulares, visto que o uso dos fármacos atuais é frequentemente restringido 

devido aos efeitos adversos que apresentam. Embora os mecanismos de 

nutracêuticos no alívio da dor da OA não sejam bem compreendidos, estudos recentes 

começaram a identificar o mecanismo de ação de compostos que podem interagir em 

vários níveis da cascata inflamatória e com a produção de citocinas, que são 

mediadores da destruição da cartilagem, e também o foco de ação de compostos 

analgésicos (CHRUBASIK; ROUFOGALIS; CHRUBASIK, 2007; HENROTIN et al., 

2011; WANG et al., 2018). Dentre os nutracêuticos como condroitina, glucosamina, 

diacereína, confrei (Symphytum officinale) e Boswellia serrata (GRUBE et al., 2007; 

CAMERON; CHRUBASIK, 2013; 2014; MOURA MDEL et al., 2016; WANG et al., 

2018) destaca-se o medicamento composto por Persea americana e Glycine max, que 

tem sido frequentemente prescrito por reumatologistas. Alguns estudos indicam sua 

eficácia na melhora dos sintomas da OA (AU et al., 2007).  
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2.5 MÉTODOS QUIMIOMÉTRICOS 

 

A quimiometria é um campo interdisciplinar que envolve estatística 

multivariada e utiliza ferramentas matemáticas para converter grande conjunto de 

dados em informações, como por exemplo: auxiliando em planejamento e otimização 

de experimentos, reconhecimento de padrões e classificação de dados, calibração 

multivariada, entre outros. A quimiometria é uma análise discriminatória e 

basicamente classificada de acordo com a característica da avaliação: qualitativa 

(métodos de reconhecimento de padrões, não supervisionados e supervisionados) ou 

quantitativa (calibração multivariada) (GEMPERLINE, 2006; MARÇO et al., 2014).  

Perfis cromatográficos de extratos vegetais apresentam uma matriz ampla, 

com grande número de variáveis, informações complexas e natureza multivariada, 

sendo assim as análises quimiométricas se apresentam como ferramentas úteis para 

explorar estes dados e estabelecer por exemplo critérios de similaridade e parâmetros 

de reconhecimento para perfis metabólicos (MARTINS; PEREIRA-FILHO; CASS, 

2011; ZHANG et al., 2011; XIONG; YU; QU, 2014). 

O perfil cromatográfico de uma droga vegetal é uma técnica analítica 

estabelecida que descreve a complexidade de uma amostra e pode ser adquirido por 

diversas técnicas, como CLAE, Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia em 

Camada Delgada (CCD), que podem fornecer uma variedade de informações. A 

análise de reconhecimento de padrões facilita o acesso a informações quando se 

deseja comparar tais dados complexos que seriam praticamente impossíveis de se 

relacionar sem empregar este tipo de ferramenta (GEMPERLINE, 2006). 

A primeira análise exploratória de dados normalmente é do tipo não 

supervisionada como a de componentes principais (ACP), em que se constitui no 

reconhecimento de padrões sem assumir nenhum conhecimento prévio da amostra. 

A ACP além de ser uma ferramenta preditiva, também examina a variação intrínseca 

no conjunto de dados e fornece uma visão geral das variações entre os grupos 

(NIKAM et al., 2012; MELLO et al., 2017). Esta técnica possui como vantagens além 

da caracterização do perfil metabólico sem necessariamente identificar seus 

constituintes químicos, também a determinação de uma região discriminante 

cromatográfica. Os valores de escores demonstram o padrão de distribuição de 

amostras (informam similaridade ou não entre elas) e os gráficos de pesos mostram 
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as áreas dos cromatogramas e/ou os marcadores químicos que são significativos e 

contribuem para o agrupamento ou variação das amostras (GAD et al., 2013). 

Após os dados experimentais serem organizados em forma de matriz, se 

necessário estes devem ser pré-tratados antes da análise quimiométrica ser aplicada, 

sendo um procedimento muito importante em qualquer análise. Vários métodos de 

pré-tratamento devem ser testados para garantir a escolha do mais adequado para 

utilização. O objetivo é reduzir as variações indesejáveis que não foram removidas 

durante a aquisição de dados e que podem influenciar os resultados finais. Entretanto, 

qualquer tipo de tratamento deve ser feito criteriosamente para não distorcer, 

comprometer ou inutilizar os resultados da análise. Há duas classes de pré-

tratamentos um deles é aplicado as amostras, chamado transformação e o outro às 

variáveis chamado de pré-processamento (FERREIRA, 2015). 

Desde a antiguidade, os produtos naturais, especialmente os de origem 

vegetal, têm sido consistentemente uma fonte importante de agentes terapêuticos e a 

especialização do Brasil nas áreas relacionadas ao desenvolvimento de fitoterápicos, 

incluindo química orgânica, farmacologia pré-clínica, farmacologia clínica e ciências 

farmacêuticas, aumentou dramaticamente (CALIXTO, 2005). Sendo assim, a 

investigação etnofarmacologica em drogas vegetais exige correlação entre as áreas 

da ciência farmacêutica. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS   
 

3.1 MATERIAL BOTÂNICO 

 

Os frutos de Persea americana Mill. – Lauraceae foram coletados em Rosário 

do Ivaí – PR e Curitiba – PR (FIGURA 1) em setembro de 2017 (QUADRO 2). As 

exsicatas foram depositadas no Museu Botânico Municipal de Curitiba sob os números 

MBM 363120 e MBM 371877. 

A atividade de acesso ao Patrimônio Genético/CTA, foi cadastrada no SisGen, 

em atendimento ao previsto na Lei n° 13.123/2015 e seus regulamentos, sob o número 

de cadastro A89CC92. 

Após a coleta, as sementes de P. americana foram retiradas, limpas, cortadas 

e desidratadas em estufa de ar circulante a 40°C até massa constante. As sementes 

secas foram pulverizadas utilizando-se moinho de facas (Quimis®) e tamisadas 

(Bertel®) em pó grosso, semifino e finíssimo segundo a Farmacopeia Brasileira 5 

edição (2010). 

 

FIGURA 1 – SEMENTES DE ABACATE VERDE COLETADO EM CURITIBA-PR 

 
FONTE: A autora (2019). 
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QUADRO 2 – AMOSTRAS COLETADAS DE P. americana 

LOCAL MATURAÇÃO LEGENDA 

Rosário do Ivaí - PR 14 sementes maduras AL.m 
24 sementes verdes AL.v 

Curitiba - PR 20 sementes maduras CWB. m 
46 sementes verdes CWB. v 

FONTE: A autora (2019). 

3.1.1 Preparo dos extratos de Persea americana Mill. 

 

Para o preparo dos extratos realizou-se maceração a frio, com agitação 

ocasional e sem renovação de líquido extrator, utilizando 0,5 g de droga vegetal 

pulverizada e 15 mL de álcool etílico (com teor alcoólico de acordo com a TABELA 1). 

A partir do planejamento fatorial 23 (TABELA 1), os extratos foram preparados 

em diferentes condições quanto à granulometria do pó, teor alcoólico e tempo de 

extração, sendo este planejamento utilizado para as sementes verdes e maduras de 

ambos os locais de coleta. A maturação das amostras foi determinada em verde 

(consistência firme)  e madura (7 dias apóas a coleta). 

Após maceração estática, o extrato foi filtrado em papel filtro e submetido à 

evaporação em evaporador centrífugo CentriVap® (50 ºC, 1700 rpm,12 h, sob pressão 

reduzida), congelados em freezer à -40 °C e posteriormente liofilizados (liofilizador 

Virtis Advantage Plus, SP Scientific, Warminster, Inglaterra) a -80 °C, 100 mTorr, por 

24 h. 
TABELA 1 – PLANEJAMENTO FATORIAL DE EXTRAÇÃO 
Dados do experimento 
 - 0 + 
Fatores:    1: Grau alcoólico (%) 

2: Granulometria 
3: Tempo de extração (h) 

30  
FS 
24 

50 
SF 
72 

70 
G 
168 

Ensaio 1 2 3 

1 - - - 

2 + - - 

3 - + - 

4 + + - 

5 - - + 

6 + - + 

7 - + + 

8 + + + 

9 0 0 0 
FONTE: A autora (2019). 
LEGENDA: FS (finíssimo); G (grosso); SF (semifino) 
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FIGURA 2 – FLUXOGRAMA DE DESENVOLVIMENTO 

 

 

3.1.1.1 Perfil cromatográfico por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência – DAD. 

 

Para verificar o perfil cromatográfico do extrato, inicialmente utilizou-se o 

extrato (9,06 mg/mL) da droga AL.v triturada em pó finíssimo em maceração por 24h 

em álcool etílico 30% (v/v). A amostra foi selecionada de acordo com a quantidade 

disponível para pesquisa, sendo esta a que apresentou maior rendimento em peso de 

semente. O extrato foi primeiramente filtrado em papel filtro e em seguida em filtro 

seringa PTFE 0,45 μm (Merck®). O filtrado foi analisado em Cromatógrafo Líquido de 

Alta Eficiência (Varian® - SYS LC 240, CA, EUA), com detector de arranjo de diodos 

(DAD) 335, com varredura de 200-800 nm, injeção automática, software Workstation, 

disponibilizado pela Central Analítica do Programa de Pós Graduação em Ciência 

Farmacêuticas da UFPR. A separação cromatográfica foi realizada por coluna de fase 

reversa Kromasil® 100 C18 5 μm (4,6 x 250 mm), pré-coluna C18 (2,5 cm x 3 mm) e 

injeção de 25 μL. Foi utilizado um método  em que a fase móvel consistiu de (A) água 

ultrapura e (B) álcool metílico (J.T. Baker, grau HPLC) (Método I) e posteriormente 

analisou-se a fase móvel (A) água ultrapura e (B) acetonitrila (ACN) (J.T. Baker, grau 
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HPLC) (Método II)  ambos seguindo o gradiente: 0→60’, 5→95% B; 60→70’, 95% B; 

70→72’, 95→5% B; 72→92’, 5% B; com fluxo de 0,50 mL/min à 25 °C. 

A partir do método inicial realizou-se a otimização do gradiente, da 

composição da fase móvel e do preparo da amostra. A primeira otimização consistiu 

em macerar AL.v (pó finíssimo) em álcool etílico 70% (v/v) e  em álcool etílico 30% 

(v/v). Os extratos foram filtrados em papel filtro e levados à secura sob pressão 

reduzida e temperatura 45°C. Os resíduos foram ressuspendidos em acetonitrila e 

água na proporção 1:1 (v/v), na concentração de 10 mg/mL, centrifugado (10 rpm, 5 

min), filtrado em filtro seringa PTFE 0,45 μm (Merck®) e injetado 25 μL em fluxo de 0,5 

mL/min. Também foi analisada uma amostra de branco composta de acetonitrila:água 

ultrapura (1:1) a fim de verificar possível interferência do solvente de ressuspensão 

na absorção UV. Os métodos de otimização, com fase móvel (A) água ultrapura e (B) 

ACN, foram:  

 

Método III: Alterou-se apenas o gradiente, para: 0’→60’, 5→60% B; 60’→65’, 

60→95% B; 65’→70’, 95% B; 70’→72’, 95→5% B; 72→77’, 5% B.  

Método IV: Gradiente: 0’→60’, 5→35% B; 60’→65’, 5% B; 65’→70’, 5% B.   

Método V: Gradiente: 0’→30’, 10→40% B; 30’→35’, 40→10% B.   

Método VI: Gradiente: 0’→25’, 5→35% B; 25’→30’, 35→5% B  

Método VII: Gradiente: 0’→35’, 5→40% B; 35’→40’, 40→5% B.  

Método VIII: Fase móvel (A) água ultrapura e (B) álcool metílico. Seguindo o gradiente 

do método I. 

Método IX: Mantendo-se o álcool metílico como solvente B da fase móvel, analisou-

se o extrato no gradiente:  0’→20’, 5→20% B; 20’→21’, 20→35% B; 21’→41’, 

35→55% B; 41’→43’, 55→95% B;43’→48’, 95% B; 48’→63’, 95→5% B.  

Método X: Amostra diluída a 0,1 mg/mL, e fase móvel composta de A: água ultrapura 

(0,1% ácido fórmico) e B: acetonitrila (0,1% ácido fórmico): 0’→5,05’, 1% B; 

5,05’→60,61’, 1% → 100% B; 60,61→63,13’, 100% B; 63,13’→68,18’, 100→1% B; 

68,18’→80,81’, 1% B.  

Otimizando a metodologia de preparo da amostra, o resíduo gerado na 

evaporação foi ressuspendido em álcool etílico 70% (v/v), na concentração de 10 

mg/mL: 

Método XI: Para este método, foi utilizada amostra diluída a concentração de 1,0 

mg/mL e gradiente: A: água ultrapura (0,1% ácido fórmico) e B: acetonitrila (0,1% 
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ácido fórmico), fluxo de 0,96 mL/min, gradiente: 0’→5’, 1% B; 5’→60’, 1→100% B; 

60’→62,5’, 100% B; 62,5’→67,5’, 100%→1% B; 67,5’→80’, 1% B. 

Para os métodos a seguir foi utilizada amostra na concentração de 10 mg/mL: 

Método XII: Fase móvel = A: água ultrapura e B: acetonitrila, gradiente: 0’→5’, 1% B; 

5’→6’, 1→16% B; 6’→16’, 16→34% B; 16’→21’, 34→73% B; 21’→36’, 73→100% B; 

36’→38,5’, 100% B; 38,5’→41,5’, 100→40% B; 41,5’→42’, 40→1%. 

Método XIII: Gradiente: 0’→5’, 1% B; 5’→6’, 1→23% B; 6’→12’, 23→34% B; 12’→15’, 

34→82% B; 15’→25’, 82→100% B; 25’→27,5’, 100% B; 27,5’→30,5’, 100→40% B; 

30,5’→32’, 40→1%. 

Método XIV: Gradiente:  0’→5’, 1% B; 5’→6’, 1→16% B; 6’→10’, 16→34% B; 10’→13’, 

34→73% B; 13’→23’, 73→100% B; 23’→25,5’, 100% B; 25,5’→28,5’, 100→40% B; 

28,5’→33’, 40→1%. 

Método XV: Conforme método XIV, porém com fluxo 0,70 mL/min. 

Método XVI : Fluxo 0,65 mL/min. Gradiente:  0’→5’, 1% B; 5’→6’, 1→60% B; 6’→7’, 

60→82% B; 7’→17’, 82→100% B; 17’→19,5’, 100% B; 19,5’→20,5’, 100→40% B; 

20,5’→26’, 40→1% B. 

Método XVII: Gradiente: 0’→5’, 1% B; 5’→6’, 1→34% B; 6’→12’, 34→82% B; 

12’→22’, 82→100% B; 22’→24,5’, 100% B; 24,5’→27,5’, 100→40% B; 27,5’→32’, 

40→1% B. 

Método XVIII: Gradiente: 0’→30’, 5→34% B; 30’→36’, 34→82% B; 36’→46’, 

82→100% B; 46’→48,5’, 100% B; 48,5’→51’, 100→40% B; 51’→55,5’, 40→5% B. 

Método XIX: Fluxo de 0,70 mL/min., gradiente:  0’→20’, 10→29% B; 20’→21’, 

29→58% B; 21’→24’, 58→82% B; 24’→34’, 82→100% B; 34’→36,5’, 100% B; 

36,5’→39’, 100→40% B, 39’→43,5’, 40→5% B; 43,5’→48’, 5% B. 

Método XX: Fluxo de 0,70 mL/min., gradiente:  0’→20’, 1% B; 20’→21’, 1→34% B; 

21’→28’, 34→82% B; 28’→38’, 82→100% B; 38’→40’, 100% B. 

Método XXI: Fluxo de 0,60 mL/min., gradiente:  0’→20’, 10→29% B; 20’→20,5’, 

29→89% B; 20,5’→26,6’, 89→100% B; 26,6’→29,1’, 100% B; 29,1’→31,6’, 100→40% 

B; 31,6’→36,1’, 40→5% B; 36,1’→40,6’, 5% B. 

Método XXII: Fluxo de 0,65 mL/min., gradiente: 0’→20’, 10→29% B; 20’→20,5’, 

29→89% B; 20,5’→35,5’, 89→100% B; 35,5’→45,5’, 100% B; 45,5’→48’, 100→40% 

B; 48’→58’, 40→5% B; 58’→62’, 5% B. 
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Método XXIII: Gradiente: 0’→20’, 10→29% B; 20’→20,5’, 29→89% B; 20,5’→25,5’, 

89→100% B; 25,5’→35,5’, 100% B; 35,5’→36,5’, 100→40% B; 36,5’→49,5’, 40→5% 

B; 49,5’→54,5’, 5% B. 

Método XXIV: Gradiente: 0’→20’, 10→29% B; 20’→20,5’, 29→92% B; 20,5’→23,2’, 

92→100% B; 23,2’→33,2’, 100% B; 33,2’→35,2’, 100→40% B; 35,2’→47’, 40→10% 

B; 47’→48’, 10% B. 

Método XXV: Fluxo de 0,7 mL/min., gradiente:  0’→20’, 10→29% B; 20’→20,5’, 

29→92% B; 20,5’→30,5’, 92→100% B; 30,5’→32,5’, 100% B; 32,5’→50’, 100→40% 

B; 50’→50,5’, 40→10% B.  

Método XXVI: Gradiente método XXV, (A) água ultrapura e (B) acetonitrila.   

Método XXVII: (A) água ultrapura (ácido fórmico 0,1%) e (B) acetonitrila (ácido fórmico 

0,1%), gradiente: 0’→20’, 10→29% B; 20’→30’, 29→100% B; 30’→45’, 100% B; 

45’→47’, 100→40% B; 47’→64,5’, 40→10% B; 64,5’→65’, 10% B. 

 Os métodos a seguir foram analisados utilizando-se o mesmo gradiente do 

método anterior (XXVII): 
Método XXVIII: (A) água ultrapura (0,1% ácido fosfórico) e (B) acetonitrila. 

Método XXIX: (A) água ultrapura (0,1% ácido fórmico) e (B) acetonitrila, pH: 2,58. 

Método XXX: (A) água ultrapura (0,1% ácido acético) e (B) acetonitrila, pH: 3,16. 

Método XXXI: (A) água ultrapura e (B) acetonitrila, pH: 4,83. 

Método XXXII: (A) água ultrapura (0,01% ácido trifluoroacético) e (B) acetonitrila, pH: 

2,89. 

Método XXXIII: (A) tampão formiato 10mM e (B) acetonitrila, pH: 2,85. 

Método XXXIV: (A) água ultrapura (0,1% ácido fórmico) e (B) álcool metílico, pH: 2,58. 

 

3.1.1.2 Perfil cromatográfico e identificação de metabólitos secundários por 

Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência acoplado à espectrometria de 

massas-QToF. 

 

Para análise dos extratos, o liofilizado das amostras AL.v, AL.m, CWB.v e 

CWB.m, em todas as condições do planejamento fatorial, foi ressuspendido em álcool 

etílico 70% (v/v), obtendo-se uma solução de 10,0 mg/mL. Para análise, esta solução 

foi diluída em acetonitrila até concentração de 1,0 mg/mL. 

Para análise por CLUE-ESI-QToF-EM foi utilizado Cromatógrafo líquido de 

ultra eficiência Acquity H-Class da Waters Corporation (Milford, EUA), quadrupolo-
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tempo de vôo, Xevo G2-S, Waters (Milford, EUA) com fonte de ionização por 

electrospray localizado no Centro de Estudos em Biofarmácia da UFPR e a separação 

cromatográfica realizada em coluna ACQUITY UPLC® BEH C18 1,7 μm (2,1 x 100 

mm), à 35 °C, em fluxo de 0,4 mL/min, à pressão de 140 atm com injeção de 3 μL. O 

tempo de aquisição dos dados utilizado foi de 14 minutos, com intervalo de massas 

em baixa energia de 100-1400 m/z e intervalo de massas em alta energia de 50-1400 

m/z, energia de colisão em baixa energia em 6 V e energia de colisão em alta energia 

de 20-40 V. 

Os parâmetros operacionais ajustados foram: voltagem do Capilar à 2,5 kV, 

voltagem do Cone à 40 V, Source offset à 80 V, fluxo gás do cone à 50 L/h, fluxo gás 

de dessolvatação à 500 L/h, temperatura da fonte à 150 °C, temperatura de 

dessolvatação à 450 °C. Como fase móvel utilizou-se (A) água ultrapura (0,1% ácido 

fórmico) e (B) acetonitrila (0,1% ácido fórmico) seguindo o gradiente: 0’→1’, 1% B; 

1’→12’, 1→100% B; 12’→12,5’, 100% B; 12,5’→13,5’, 100→1% B; 13,5’→16’, 1% B.  

Na análise cromatográfica, as massas adquiridas foram corrigidas por meio 

de Lockspray, composto por leucina encefalina na concentração de 1000 ng/mL e com 

fluxo de 20 μL/min. Como calibrante foi utilizado formiato de sódio 0,05 mMol/L 

produzido a partir de hidróxido de sódio e ácido fórmico. Os dados obtidos foram 

processados por meio do software MassLynx V 4.1 da Waters Corporation (Milford, 

EUA) e foram adquiridos no modo centroide MSe. Para identificação dos compostos 

foram utilizados os dados adquiridos das amostras na condição (2) do planejamento 

(álcool etílico 70% (v/v), pó finíssimo, 24h de maceração). 
 

3.1.1.3 Pré-tratamento dos dados obtidos da análise por CLUE-ESI-QToF-EM. 
 

Os cromatogramas obtidos pelo software MassLynx  da Waters Corporation 

foram tratados através do software MarkerLynx  XS Application Manager que 

processa os dados multivariados complexos de LC/MS, LC/MS/MS, GC/MS e 

GC/MS/MS para estudos de metabolômica. 

Os parâmetros de alinhamento e de detecção dos picos das amostras no 

software MarkerLynx  XS foram configuradas como descrito a seguir: Analysis Type: 

Tipo 1; Initial and Final Retention Time: 0-14 minutos; Low and High Mass: 50 a 1400 

Da; XIC Window (Da): 0,05 Da; Peak Width at 5% Height: a largura foi fixada em 5% 

da altura do pico; Peak-to-Peak Baseline Noise: foi configurado em 10; Apply 
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Smoothing: ativado; Marker Intensity threshold (counts): um valor padrão de 3x104 foi 

selecionado, de modo que os picos com intensidade inferior a este valor foram 

considerados como ruído; Mass window: utilizou-se uma tolerância de 0,05 Da; 

Retention time window: uma janela de 0,5 minutos foi utilizada para todas as análises; 

Noise elimination level: 100; Deisotope data: ativado. 

 

3.1.1.4 Processamento dos biomarcadores identificados pelo software MarkerLynx  

XS através da análise de componentes principais.  

 
Depois de processadas todas as amostras os dados foram exportados como 

matriz 106x586 (software Origin Pro 8). Os dados adquiridos foram transferidos e 

submetidos a análise por componentes principais (ACP), utilizando PLS-Toolbox 3.0 

(Eigenvetor Research) operado no software Matlab 7.0.1® (Mathworks). Realizou-se 

uma análise exploratória preliminar por análise de componentes principais (ACP) em 

que todos os tipos de pré-processamentos e números de componentes principais 

(CPs) foram avaliados, visando discriminar os conjuntos de amostras. 

Para a realização da análise de componentes principais (ACP) utilizou-se o 

pré-processamento Group Scale e avaliou-se o gráfico de escores e os gráficos de 

pesos, resultantes da ACP. 

 

3.2 AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO INFLAMATÓRIA DE MACRÓFAGOS IN VITRO.  

 

Os ensaios biológicos foram realizados no Laboratório de Hematologia da 

Universidade Federal do Paraná. 

 

3.2.1 Cultura de células RAW 264.7. 

 

A linhagem de células de macrófagos murinos, RAW 264.7 (ATCC®TIB71TM), 

foi cultivada em meio RPMI 1460 (Gibco®) estéril, suplementado com 10% Soro 

Bovino Fetal (SBF), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 mg/mL) e mantida a 

temperatura de 37 ºC e atmosfera de 5% CO2 e 95% de umidade. 
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3.2.1.1 Determinação da concentração de tratamento do extrato bruto pelo método 

de Redução do Sal de Tetrazólio (MTT). 

 

Para a avaliação da modulação da função inflamatória de macrófagos, foram 

utilizados os extratos de P. americana AL.m, AL.v, CWB.v e CWB.m nas condições 

de extração (1), (8) e (9), ressuspendidos em dimetilsulfóxido (DMSO) (concentração 

final de 100 mg/mL). A concentração utilizada para tratamento das células RAW 264.7, 

a fim de se analisar a produção de óxido nítrico e citocinas, foi determinada através 

de ensaio de citotoxicidade utilizando-se o sal de MTT (brometo de tetrazólio 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil) baseado na metodologia descrita por MOSMANN (1983). 

Este se baseia na redução do MTT a um composto insolúvel e de cor púrpura – a 

formazana - por enzimas mitocondriais. As células foram plaqueadas em placa de 96 

poços, na concentração de 5x105 células/poço e mantidas em temperatura de 37 °C e 

95% de umidade durante 4 horas para adesão. Após este período, as células foram 

tratadas, ou não, com os extratos nas concentrações de 1 μg/mL, 5 μg/mL, 10 μg/mL, 

50 μg/mL, 100 μg/mL, 250 μg/mL, 500 μg/mL, 750 μg/mL e 1 mg/mL, sendo mantidas 

em temperatura de 37 °C e atmosfera de 5% CO2 e 95% de umidade durante o período 

de 24 h. A viabilidade celular foi determinada utilizando-se o sal MTT (Sigma®) de 

acordo com as instruções do fabricante. Os poços foram lavados duas vezes com 

tampão fosfato (PBS pH 7,4) sendo adicionados 100 μL/poço de MTT (concentração 

final 0,5 mg/mL em cada poço). Após 2 horas de incubação em temperatura de 37 ºC 

e atmosfera de 5% CO2 e 95% de umidade, o sobrenadante foi descartado e foram 

adicionados 100 μL de dimetilsulfóxido (DMSO). As placas foram mantidas sob 

agitação durante 5 minutos e a absorbância foi lida em leitora de microplaca a 540 

nm. A viabilidade celular das células tratadas com as diversas concentrações dos 

extratos foi determinada em comparação às células não tratadas, sendo que a 

viabilidade destas foi considerada 100%. A partir dos resultados obtidos, foi escolhida 

para a avaliação da produção de óxido nítrico e citocinas a maior concentração que 

apresentou a menor citotoxicidade (viabilidade maior que 90%) e induziu menos 

alterações morfológicas nas células. O experimento foi realizado em triplicata e 

repetidos independentes por três vezes. 
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3.2.1.2 Avaliação da produção de óxido nítrico em macrófagos murinos (RAW 264.7). 

 

Células RAW 264.7, cultivadas em meio RPMI (Gibco®) estéril, contendo 10% 

SBF e antibiótico, tiveram sua viabilidade avaliada em câmara de Neubauer utilizando-

se o teste de exclusão de azul de tripan 0,1%, sendo posteriormente plaqueadas em 

placas de 24 poços, na concentração de 1x106 células/mL e incubadas durante 4 

horas, na temperatura de 37 °C, e atmosfera de 5% CO2 e 95% de umidade. Após 

este período, as células foram cultivadas com os extratos, na concentração 

determinada por meio do ensaio de citotoxicidade com MTT, na presença ou ausência 

de 2,5 μg/mL LPS (Sigma-Aldrich®), durante 24 horas, na temperatura de 37 °C, e 

atmosfera de 5% CO2 e 95% de umidade. O sobrenadante coletado ao final deste 

período foi utilizado para a determinação da concentração de óxido nítrico utilizando-

se a metodologia de GRIESS (1879). Por meio deste método, todo o óxido nítrico é 

convertido a nitrito, sendo esta a espécie detectada colorimetricamente. Soluções de 

sulfanilamida em H3PO4 1% (m/v) e N-1-naftiletilenodiamina 0,1% (m/v) diluída em 

água deionizada foram misturadas na proporção 1:1 (v/v) para obtenção do reagente 

de Griess. Volumes iguais de sobrenadante de cultura e reagente de Griess foram 

misturados em placas de 96 poços, sendo efetuada a leitura da absorbância em leitor 

de microplaca em 550 nm. As concentrações de nitrito no sobrenadante foram 

determinadas pela medida comparativa com uma curva padrão de nitrito de sódio com 

concentrações variando de 2,5 μM até 40 μM. O experimento foi realizado em triplicata 

e repetidos independentes por três vezes. 

 

3.2.1.3 Quantificação de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias. 
 

O sobrenadante das células RAW 264.7 obtido de acordo com o item 3.2.1.2 

foi também utilizado para a determinação da produção das citocinas IL-6, KC e IL-10 

por imunoensaios colorimétricos do tipo ELISA sanduíche disponíveis comercialmente 

(kits DuoSet, R&D System®), de acordo com as instruções do fabricante. O 

experimento foi realizado em triplicata e repetidos independentes por três vezes. 
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3.2.1.4 Análises estatísticas 
 

As comparações estatísticas foram realizadas por análise de variância 

(ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de Tukey, considerando significante 

resultados com p < 0,05.   
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Popularmente para o preparo do extrato do abacate para aplicação através 

de fricções no local desejado, adiciona-se uma unidade de semente de abacate em 

um litro de álcool etílico (GRANDI, 2014). Sendo assim, para reprodução em escala 

laboratorial calculou-se peso médio de uma semente (34,23 g) e a proporção de 

solvente, resultando na quantidade de material utilizado na extração: 0,5 g de droga 

vegetal pulverizada e 15 mL de álcool etílico. 

 

4.1 RENDIMENTO DA EXTRAÇÃO 

 

A TABELA 2 apresenta o rendimento dos extratos produzidos a partir do 

planejamento fatorial. Os extratos das amostras AL.v e AL.m apresentaram 

rendimentos menores variando de 11,54% a 17,52% e 13,81% a 16,82% 

respectivamente, e os extratos das amostras CWB.v e CWB.m apresentaram os 

maiores rendimentos variando de 21,89% a 33,33% e 13,70% a 20,30% 

respectivamente. Os extratos das amostras de Rosário do Ivaí (AL) apresentaram 

menor rendimento na condição (4) de extração (EtOH 70% (v/v), pó grosso, 24h) e 

maior rendimento na condição (9) (EtOH 50% (v/v), pó semifino, 72h), enquanto as 

amostras provenientes de Curitiba apresentaram seu maior rendimento na condição 

(8) (EtOH 70% (v/v), pó grosso, 168h). A diferença encontrada no rendimento dos 

extratos é um indicativo de que as variáveis consideradas no planejamento fatorial 

influenciaram na extração das sementes. 
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4.2 DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO E PERFIL CROMATOGRÁFICO POR 

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA – DAD. 

 

O perfil cromatográfico de um extrato de droga vegetal é sua “impressão 

digital”. Desta forma, a determinação da identidade de um extrato é fundamental para 

evitar fraudes e comprovar a autenticidade de produtos com fins terapêuticos que 

utilizem o mesmo; além de servir como padrão de comparação para futuros estudos. 

O controle de qualidade de preparados fitoterápicos em escala industrial exigido pela 

ANVISA inclui técnicas analíticas como o CLAE-DAD que possibilita a identificação do 

perfil cromatográfico, a fim de garantir a constância na composição de metabólitos 

secundários (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; ANVISA, 2010). 

A obtenção do perfil cromatográfico foi realizada com a amostra AL.v (amostra 

de maior quantidade de coleta) em que o extrato foi preparado em álcool etílico 70% 

e 30% (v/v), com a amostra cujo tamanho de partícula determinado foi pó finíssimo, 

sob maceração por 24 horas (FIGURAS 3 e 4). Inicialmente, para o desenvolvimento 

e otimização do método por CLAE-DAD foram testadas fases móveis compostas por 

água ultrapura e acetonitrila e água ultrapura e álcool metílico. A partir de um 

levantamento bibliográfico de substâncias já identificadas em Persea americana 

(QUADRO 1 – SUBSTÂNCIAS IDENTIFICADAS EM DIFERENTES PARTES DE 

Persea americana MILL.- LAURACEAE) notou-se a presença em grande quantidade 

de substâncias que apresentam poucos cromóforos em suas estruturas e 

consequentemente baixa absorção no UV, sendo assim a otimização do método 

seguiu utilizando-se acetonitrila como fase móvel (B), visto que álcool metílico 

apresenta absorção em 205 nm, podendo causar interferência na detecção das 

substâncias que poderiam apresentar absorção em comprimentos de onda próximo a 

este.  

A otimização de método por CLAE é eficiente, financeiramente mais viável e 

atualmente a mais utilizada por indústrias e laboratórios de pesquisa, devido ao seu 

menor custo e aos métodos de controle de qualidade de drogas vegetais, princípios 

ativos e insumos farmacêuticos requeridos nas farmacopeias brasileira e 

internacionais que utilizam esta técnica analítica (KUPIEC, 2004; ANVISA, 2010; 

HASSAN, 2012). 
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FIGURA 3 – PERFIL CROMATOGRÁFICO OBTIDO POR CLAE-DAD, MÉTODOS I E II, AMOSTRA 
AL.V (EM ALCOOL ETILICO 30%,( V/V)), LEITURA EM 269 nm 

 
FONTE: A autora (2019). 

NOTAS: Método I: (A) água ultrapura e (B) álcool metílico, Método II: (A) água ultrapura e 

(B) acetonitrila: ambos seguindo o gradiente: 0→60’, 5→95% B; 60→70’, 95% B; 70→72’, 95→5% B; 

72→92’, 5% B; com fluxo de 0,50 mL/min à 25 °C. 

 

 

FIGURA 4 – PERFIL CROMATOGRÁFICO OBTIDO POR CLAE-DAD, MÉTODO II COM OTIMIZAÇÃO 
DO PREPARO DE AMOSTRA 

 
 
FONTE: A autora (2019). 
LEGENDA: AL.v em álcool etílico 30%(1 e 4) e 70% (v/v) (2 e 5), amostra branco (3 e 6), leitura em  

260 nm (1, 2 e 3) e 269 nm (4, 5 e 6). 
NOTAS: Método II: (A) água ultrapura e (B) acetonitrila: 0→60’, 5→95% B; 60→70’, 95% B; 70→72’, 
95→5% B; 72→92’, 5% B; com fluxo de 0,50 mL/min à 25 °C. 
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Para a determinação de melhor comprimento de onda para detecção das 

substâncias dos extratos nas análises posteriores, foi utilizado o software PolyView 

2000 Spectral Procesing, Aurora, em que é possível observar os comprimentos de 

onda que apresentam um perfil com maior número de picos e com maiores 

intensidades (≥100 mAU). 

Abaixo encontram-se os cromatogramas (FIGURAS 5 a 10) referentes aos 

métodos de otimização, que foram realizados com o objetivo de se obter um perfil 

cromatográfico do extrato, no menor tempo de análise possível e com melhor 

resolução dos picos, para assim tornar-se uma ferramenta útil de comparação.  

O desenvolvimento do gradiente iniciou-se calculando-se a concentração de 

fase móvel em que cada pico foi detectado no método II, levando também em 

consideração o tempo morto da coluna cromatográfica. Sendo assim, os métodos 

seguintes basearam-se em modificações do fluxo, da proporção do gradiente da fase 

móvel. 
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FIGURA 5 – PERFIL CROMATOGRÁFICO OBTIDO POR CLAE-DAD, MÉTODOS III, IV, V, VI e VII, 
AMOSTRA AL.V (EM ÁLCOOL ETÍLICO 70% (V/V)), LEITURA EM 260 nm 

 
FONTE: A autora (2019). 
LEGENDA: Eixo Y: -40 a 400 mAU; Eixo X: tempo de retenção em minutos. 
NOTAS: (A) água ultrapura e (B) ACN, Método III: Alterou-se apenas o gradiente, para: 0’→60’, 
5→60% B; 60’→65’, 60→95% B; 65’→70’, 95% B; 70’→72’, 95→5% B; 72→77’, 5% B. Método IV: 
Gradiente: 0’→60’, 5→35% B; 60’→65’, 5% B; 65’→70’, 5% B. Método V: Gradiente: 0’→30’, 10→40% 
B; 30’→35’, 40→10% B. Método VI: Gradiente: 0’→25’, 5→35% B; 25’→30’, 35→5% B. Método VII: 
Gradiente: 0’→35’, 5→40% B; 35’→40’, 40→5% B.  
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FIGURA 6 – PERFIL CROMATOGRÁFICO OBTIDO POR CLAE-DAD, MÉTODO VIII, AMOSTRA 
AL.V (EM ÁLCOOL ETÍLICO 70% (V/V)), LEITURA EM 260 nm. 

 
FONTE: A autora (2019). 
NOTAS: Método VIII: (A) água ultrapura e (B) álcool metílico, 0→60’, 5→95% B; 60→70’, 95% B; 
70→72’, 95→5% B; 72→92’, 5% B;  

 

FIGURA 7 – PERFIL CROMATOGRÁFICO OBTIDO POR CLAE-DAD, MÉTODO IX, AMOSTRA AL.V 
(EM ÁLCOOL ETÍLICO 70% (V/V)), LEITURA EM 269 nm. 

 
FONTE: A autora (2019). 
Notas: (A) água ultrapura e (B) álcool metílico, 0’→20’, 5→20% B; 20’→21’, 20→35% B; 21’→41’, 
35→55% B; 41’→43’, 55→95% B;43’→48’, 95% B; 48’→63’, 95→5% B. 
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FIGURA 8 – PERFIL CROMATOGRÁFICO OBTIDO POR CLAE-DAD, MÉTODOS X, XI, XII, XIII, 
XIV, XV, XVI E XVII, AMOSTRA AL.V (EM ÁLCOOL ETÍLICO 70% (V/V)), LEITURA 
EM 260 nm 

 
FONTE: A autora (2019). 
NOTAS: Método X: Amostra 0,1 mg/mL, (A) água ultrapura (0,1% ácido fórmico) e (B) acetonitrila (0,1% 
ácido fórmico): 0’→5,05’, 1% B; 5,05’→60,61’, 1% → 100% B; 60,61→63,13’, 100% B; 63,13’→68,18’, 
100→1% B; 68,18’→80,81’, 1% B. Método XI: amostra 1,0 mg/mL (A) água ultrapura (0,1% ácido 
fórmico) e (B) acetonitrila (0,1% ácido fórmico), fluxo de 0,96 mL/min, 0’→5’, 1% B; 5’→60’, 1→100% 
B; 60’→62,5’, 100% B; 62,5’→67,5’, 100%→1% B; 67,5’→80’, 1% B. Amostra 10 mg/mL: Método XII: 
(A) água ultrapura e (B) acetonitrila, 0’→5’, 1% B; 5’→6’, 1→16% B; 6’→16’, 16→34% B; 16’→21’, 
34→73% B; 21’→36’, 73→100% B; 36’→38,5’, 100% B; 38,5’→41,5’, 100→40% B; 41,5’→42’, 40→1%. 
Método XIII: 0’→5’, 1% B; 5’→6’, 1→23% B; 6’→12’, 23→34% B; 12’→15’, 34→82% B; 15’→25’, 
82→100% B; 25’→27,5’, 100% B; 27,5’→30,5’, 100→40% B; 30,5’→32’, 40→1%. Método XIV: 0’→5’, 
1% B; 5’→6’, 1→16% B; 6’→10’, 16→34% B; 10’→13’, 34→73% B; 13’→23’, 73→100% B; 23’→25,5’, 
100% B; 25,5’→28,5’, 100→40% B; 28,5’→33’, 40→1%. Método XV: Conforme método XIV, porém 
com fluxo 0,70 mL/min. Método XVI : Fluxo 0,65 mL/min, 0’→5’, 1% B; 5’→6’, 1→60% B; 6’→7’, 
60→82% B; 7’→17’, 82→100% B; 17’→19,5’, 100% B; 19,5’→20,5’, 100→40% B; 20,5’→26’, 40→1% 
B. Método XVII: 0’→5’, 1% B; 5’→6’, 1→34% B; 6’→12’, 34→82% B; 12’→22’, 82→100% B; 22’→24,5’, 
100% B; 24,5’→27,5’, 100→40% B; 27,5’→32’, 40→1% B. 
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FIGURA 9 – PERFIL CROMATOGRÁFICO OBTIDO POR CLAE-DAD , MÉTODOS XVIII, XIX, XX, 
XXI, XXII, XXIII, XXIV E XXV, AMOSTRA AL.V (EM ÁLCOOL ETÍLICO 70% V/V), 
LEITURA EM 260 nm 

 
FONTE: A autora (2019). 
NOTAS: Método XVIII: Fluxo 0,65mL/min, 0’→30’, 5→34% B; 30’→36’, 34→82% B; 36’→46’, 
82→100% B; 46’→48,5’, 100% B; 48,5’→51’, 100→40% B; 51’→55,5’, 40→5% B. Método XIX: Fluxo 
de 0,70 mL/min, 0’→20’, 10→29% B; 20’→21’, 29→58% B; 21’→24’, 58→82% B; 24’→34’, 82→100% 
B; 34’→36,5’, 100% B; 36,5’→39’, 100→40% B, 39’→43,5’, 40→5% B; 43,5’→48’, 5% B. Método XX: 
0’→20’, 1% B; 20’→21’, 1→34% B; 21’→28’, 34→82% B; 28’→38’, 82→100% B; 38’→40’, 100% B. 
Método XXI: Fluxo de 0,60 mL/min., 0’→20’, 10→29% B; 20’→20,5’, 29→89% B; 20,5’→26,6’, 
89→100% B; 26,6’→29,1’, 100% B; 29,1’→31,6’, 100→40% B; 31,6’→36,1’, 40→5% B; 36,1’→40,6’, 
5% B. Método XXII: Fluxo de 0,65 mL/min., 0’→20’, 10→29% B; 20’→20,5’, 29→89% B; 20,5’→35,5’, 
89→100% B; 35,5’→45,5’, 100% B; 45,5’→48’, 100→40% B; 48’→58’, 40→5% B; 58’→62’, 5% B. 
Método XXIII: 0’→20’, 10→29% B; 20’→20,5’, 29→89% B; 20,5’→25,5’, 89→100% B; 25,5’→35,5’, 
100% B; 35,5’→36,5’, 100→40% B; 36,5’→49,5’, 40→5% B; 49,5’→54,5’, 5% B. Método XXIV: 0’→20’, 
10→29% B; 20’→20,5’, 29→92% B; 20,5’→23,2’, 92→100% B; 23,2’→33,2’, 100% B; 33,2’→35,2’, 
100→40% B; 35,2’→47’, 40→10% B; 47’→48’, 10% B. Método XXV: Fluxo de 0,7 mL/min., 0’→20’, 
10→29% B; 20’→20,5’, 29→92% B; 20,5’→30,5’, 92→100% B; 30,5’→32,5’, 100% B; 32,5’→50’, 
100→40% B; 50’→50,5’, 40→10% B.  
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FIGURA 10 – PERFIL CROMATOGRÁFICO OBTIDO POR CLAE-DAD, MÉTODO XXVI, AMOSTRA 
AL.V (EM ÁLCOOL ETÍLICO 70% V/V), LEITURA EM 260 nm 

 
FONTE: A autora (2019). 

NOTAS: Método XXVI:(A) água ultrapura e (B) acetonitrila, fluxo de 0,7 mL/min.,  0’→20’, 10→29% 
B; 20’→20,5’, 29→92% B; 20,5’→30,5’, 92→100% B; 30,5’→32,5’, 100% B; 32,5’→50’, 100→40% B; 

50’→50,5’, 40→10% B. 
 

Após diversas tentativas para desenvolvimento do método gradiente, 

considerando o método XXVII como o melhor, foram testados diferentes pH da fase 

móvel a fim de verificar possível ionização das substâncias bem como diminuição do 

efeito de cauda nos picos cromatográficos (FIGURA 111) (WICZLING; KUBIK; 

KALISZAN, 2015). 
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FIGURA 11 – PERFIL CROMATOGRÁFICO OBTIDO POR CLAE-DAD, DA AMOSTRA AL.v,
LEITURA EM 269 nm. MÉTODOS XXVII, XXVIII, XXIX, XXX, XXXI, XXXII, XXXIII E
XXXIV. OTIMIZAÇÃO DE FASE MÓVEL

FONTE: A autora (2019).
LEGENDA: XXVII: (A) água ultrapura (0,1% ácido fórmico) e (B) acetonitrila (0,1% ácido fórmico);
XXVIII: (A) água ultrapura (0,1% ácido fosfórico) e (B) acetonitrila; XXIX: (A) água ultrapura (0,1% ácido
fórmico) e (B) acetonitrila; XXX: (A) água ultrapura (0,1% ácido acético) e (B) acetonitrila; XXXI: (A) 
água ultrapura e (B) acetonitrila; XXXII: (A) água ultrapura (0,01% TFA) e (B) acetonitrila; XXXIII: (A) 
Tampão formiato 10mM e (B) acetonitrila; XXXIV: (A) água ultrapura (0,1% ácido fórmico) e (B) álcool 
metílico.
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O método gradiente que apresentou maior número de picos cromatográficos, 

com melhor separação, melhor simetria e maior intensidade foi o Método XXXII: (A) 

água ultrapura (0,01% ácido trifluoroacético) e (B) acetonitrila, pH 2,89, gradiente 

0’→20’, 10→29% B; 20’→30’, 29→100% B; 30’→45’, 100% B; 45’→47’, 100→40% B; 

47’→64,5’, 40→10% B; 64,5’→65’, 10% B (FIGURA 12). 

 

FIGURA 12 – PERFIL CROMATOGRÁFICO OBTIDO POR CLAE-DAD, DA AMOSTRA AL.V, EM 269 
nm, MÉTODO XXXII 

 
FONTE: A autora (2019). 

NOTAS: (A) água ultrapura (0,01% ácido trifluoroacético) e (B) acetonitrila, pH: 2,89. 
0’→20’, 10→29% B; 20’→30’, 29→100% B; 30’→45’, 100% B; 45’→47’, 100→40% B; 47’→64,5’, 

40→10% B; 64,5’→65’, 10% B. 
 

Atualmente, a farmacopeia brasileira e as farmacopeias internacionais trazem 

como métodos de confirmação de qualidade de uma droga vegetal o perfil 

cromatográfico desta desenvolvido por cromatografia em camada delgada bem como 

cromatografia líquida de alta eficiência (LAZAROWYCH; PEKOS, 1998; WANG et al., 

2012). O desenvolvimento de um método capaz de identificar a autenticidade de uma 

droga vegetal, evita a adulteração e contaminação de formulações produzidos a partir 

desta droga vegetal, seja por outras espécies, por espécies provenientes de outras 

localidades que podem não apresentar a mesma atividade biológica, ou por outras 

plantas que podem ser tóxicas por exemplo (ANUSAK; THITIMA; ITHARAT, 2007; 

KHARYUK et al., 2018).  

Neste sentido, a partir deste perfil cromatográfico obtido, é possível identificar 

os picos cromatográficos com a  utilização de padrões de referência, ou através da 

reprodução do Método XXXII em um equipamento de CLAE-DAD acoplado à 
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espectrômetro de massas, e então ser utilizado como método de controle de qualidade 

de extratos hidroalcoólicos de sementes de P. americana Mill., e também para controle 

de estabilidade da droga vegetal e de suas formulações, após a validação deste. 

Com a ajuda da informação espectral, os instrumentos hifenizados 

apresentam maior desempenho em termos da eliminação de interferências 

instrumentais, correção do tempo de retenção, seletividade, capacidade de separação 

cromatográfica e precisão (GIRI et al., 2010). Acredita-se que o perfil químico obtido 

por cromatografia hifenizada, se tornará a principal ferramenta para o controle de 

qualidade de drogas vegetais e formulações obtidas destas (GIRI et al., 2010). 

 

4.3 CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL QUÍMICO DO EXTRATO HIDROALCOÓLICO 

70% (V/V) DA SEMENTE DE P. americana POR CLUE-ESI-QTOF-EM. 

 

Devido a possível presença de compostos com poucos cromóforos em suas 

estruturas e baixa absorção destes em UV (SWARTZ, 2010), a análise dos extratos 

provenientes do planejamento fatorial foi realizada por CLUE acoplado à 

espectrômetro de massas-ESI-QToF, ES+ e ES-, por ser uma técnica mais sensível, 

rápida e apresentar maior quantidade de informações de uma amostra. A combinação 

de técnicas de separação, como a cromatografia, com espectrometria de massas 

expande a capacidade seletiva de análise, pois a identificação dos compostos é 

baseada em sua razão massa/carga (m/z), bem como perfil de fragmentação e padrão 

isotópico. Sugere-se que é possível obter uma precisão de classificação de cerca de 

95% na identificação de plantas medicinais usando os dados de extratos de plantas 

analisados por CL-EM (KHARYUK et al., 2018).  

Sendo assim, após a análise por CLAE-DAD procedeu-se a análise dos 

extratos por CLUE-ESI-QToF-EM. Primeiramente foi analisado a mesma amostra 

utilizada na análise por CLAE-DAD, porém diluída à concentração de 0,5 mg/mL. À 

fim de aumentar a intensidade dos sinais cromatográficos, foi em seguida analisada a 

concentração de 1,0 mg/mL, resultando no perfil cromatográfico apresentado nas 

FIGURA 13 eFIGURA 14.   

A análise feita por CLUE-ESI-QToF-EM no modo MSe, tanto no positivo 

quanto negativo (ES+ e ES-) possibilitou a identificação de diversas substâncias 

(TABELAS 3 e 4) a partir de comparação com perfil de fragmentação (p. ex. FIGURA 

17), substância padrão comercial, base de dados (PubChem) e dados descritos na 
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literatura, como os estudos de FIGUEROA et al. (2018), LIU et al. (2018), MARCH; 

MIAO (2004), CLIFFORD et al. (2003),  SANDHU; GU (2010),  LV et al. (2015),  

SCOPARO et al. (2012)  LIN et al. (2014), entre outros.
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Observando os cromatogramas obtidos pelas técnicas CLAE-DAD e CLUE-

ESI-QToF-EM (FIGURA 15) observa-se um aumento  na quantidade de sinais obtidos, 

de 13 para 30, confirmando a maior sensibilidade do segundo método para 

identificação dos metabólitos  presentes no extrato analisado. 

 

FIGURA 15 - PERFIS CROMATOGRÁFICOS OBTIDOS POR CLUE-ESI-QTOF-EM, ES+ (1) E CLAE-
DAD (2), DA AMOSTRA AL.V 
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FONTE: A autora (2019). 

 

As TABELAS 3 e 4 apresentam os dados cromatográficos e as substâncias 

identificadas nos extratos hidroalcoólicos de sementes de P. americana. Foram 

identificadas 46 substâncias pertencentes a diversas classes, como: acetogeninas 

(persedieno, persenonas A, B e C, acetato de acovadeno, acetato de avocadino, 

persina), carboidratos (perseitol), compostos fenólicos com função ácida (ácido 

cafeoilquínico, coumaroilquínico, cafeico, quínico, hidróxiabscícico), taninos 

condensados (procianidinas dímeros, trímeros, tetrâmeros e pentâmeros), polifenóis 

(catequina, procianidinas, cinchonaína), ácidos orgânicos (ácido cítrico, quínico, 
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málico), álcoois graxos (avocadinona), feniletanoides (tirosol-glicosideo e 

hidróxitirosol-glicosídeo) e iridoide (penstemida). 

A catequina, epi-catequina e procianidina dímero do tipo B foram 

identificadas e confirmadas após comparação com os dados obtidos de CLUE-EM de 

substâncias padrão comerciais, como padrão de fragmentação e tempo de retenção. 

A estrutura da catequina possibilita ionização tanto no modo positivo quanto negativo, 

levando ao perfil de fragmentação proposto na Erro! Fonte de referência não 
encontrada.. Os ácidos clorogênicos e seus isômeros foram distinguidos e 

identificados por padrões de fragmentação que corroboram com identificações 

previamente descritas por CLIFFORD et al. (2003) e FANG; YU; PRIOR (2002).  

 
FIGURA 16 - PROPOSTA DE FRAGMENTAÇÃO DA CATEQUINA ES+ E ES- 

 
FONTE:  Adaptado de PubChem Database (2019). 

 

Os isômeros de ácido cafeoilquínico apresentaram o íon molecular [M-H]- 

m/z 353 correspondente a fórmula molecular C16H18O9 e os isômeros de ácido 
coumaroilquínico apresentaram o íon molecular m/z 337 correspondente a fórmula 

molecular C16H18O8, sendo que o ácido 3-cafeoilquínico apresentou íon molecular 

m/z 353, pico base MS2 m/z 191 e íon secundário em m/z 179, e fragmento m/z 191  
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[ácido quínico - H]-. O ácido 5-cafeoilquínico foi identificado pelo íon molecular m/z 

353, pico base MS2 [ácido quínico - H]- m/z 191 e íon secundário de m/z 179. Já o 

ácido 4-cafeoilquínico foi identificado por apresentar íon molecular m/z 353, pico 

base MS2 m/z 173 referente a [ácido quínico-H2O-H]- e fragmento em [ácido quínico-

H]- m/z 191. Em relação aos ácidos coumaroilquínicos, o ácido 3-p-
coumaroilquínico foi identificado por apresentar íon molecular m/z 337, pico base 

MS2 m/z 163 referente a [cinamoil - H]- , fragmento em  [ácido quínico - H]- m/z 191 e 

[ácido quínico - H2O - H]- m/z 173. O ácido 5-p-coumaroilquínico apresentou íon 

molecular m/z 337, pico base MS2 m/z 191 referente a [ácido quínico - H]-, e 

fragmentos [ácido quínico-H2O-H]- m/z 173 e [cinamoil - H]-  m/z 163. E o ácido 4-p-
coumaroilquínico, foi identificado pelo íon molecular m/z 337, pico base MS2 m/z 173 

referente a [ácido quínico – H2O- H]- e fragmentos em [ácido quínico - H]- m/z 191 e 

[cinamoil - H]-  m/z 163. O ácido 4-feruloilquínico foi identificado pelo íon molecular 

m/z 367, pico base MS2 m/z 173 referente a [ácido quínico – H2O- H]- e fragmento 

[ácido quínico - H]- m/z 191.  

As procianidinas foram  identificadas por seus fragmentos frequentemente 

gerados através de Retro-Diels-Alder (RDA), clivagem por mecanismo quinona 

metídeo (QM) e fissão do anel heterocíclico (HRF) como sugerido por FIGUEROA et 

al. (2018) e FIGURA 17. A identificação das procianidinas foi embasada em seus íons 

moleculares e perfil de fragmentação, de forma que a  procianidina dímero A 

apresentou pico do íon molecular em m/z 575 [M-H]- correspondente a fórmula 

molecular C30H24O12 e fragmentos em m/z 125, 289 [catequina]-, 407 [M-152-18-H]- e 

285; a procianidina pentâmero A apresentou pico do íon molecular em m/z 1439 [M-

H]- correspondente a fórmula C75H60O30 e fragmentos em m/z 125, 289 [catequina]-, 

411 e 407 [M-152-18-H]-; a procianidina pentâmero B apresentou pico do íon 

molecular em m/z 1440 [M-H]- correspondente a fórmula molecular C75H62O30 e 

fragmentos em m/z 125, 289 [catequina]-, 407 [M-152-18-H]- e 411; a procianidina 
tetrâmero B apresentou pico base em m/z 1153 [M-H]- correspondente a fórmula 

molecular C60H50O24 e fragmentos em m/z  125, 289 [catequina]-, 407 [M-152-18-H]- e 

411; a procianidina dímero B apresentou pico do íon molecular em m/z 577 [M-H]- 

correspondente a fórmula molecular C30H26O12 e fragmentos em m/z 289 [catequina]-

, 125 e 407 [M-152-18-H]-; a procianidina trímero B apresentou pico do íon molecular 

em m/z 865 [M-H]- correspondente a fórmula molecular C45H38O18 e fragmentos em 

m/z  289 [catequina]-, 287, 407 [M-152-18-H]-, 577 (procianidina dímero), 451, 695 e 



78 
 

 

739; a procianidina tetrâmero A apresentou pico do íon molecular em m/z 1151 [M-

H]- correspondente a fórmula C60H48O24 e fragmentos em m/z 863 [M-catequina], 289 

[catequina]-, 411, 711 e 451; procianidina trímero A: com pico do íon molecular em 

m/z 863 [M-H]- correspondente a fórmula molecular C45H36O18 e fragmentos em m/z 

289 [catequina]-, 411, 573 e 711. Os íons encontrados corroboram com os resultados 

de RUSH et al. (2018), NEMES et al. (2018) e FIGUEROA et al. (2018). 

 

 FIGURA 17 – PROPOSTA DE FRAGMENTAÇÃO E ESPECTRO MS/MS DA PROCIANIDINA TIPO 
A DÍMERO, TRÍMERO E TETRÂMERO 

 
FONTE: FIGUEROA et al. (2018). 

 

Dentre os compostos identificados no modo íon negativo estão: perseitol: 
com pico do íon molecular em m/z 211 [M-H]- correspondente a fórmula molecular 

C7H16O7, e fragmento em m/z 101, que foi previamente identificado em sementes de 

P. americana quando extraído em etOH 80% (v/v) (LIU et al., 1999), hexano seguido 

de MeOH:H2O (LÓPEZ-COBO et al., 2016) e por etOH 50% (v/v) utilizando-se extrator 

acelerado por solvente (FIGUEROA et al., 2018). O ácido quínico foi identificado com 

pico do íon molecular em m/z 191 [M-H]- correspondente a fórmula molecular C7H12O6 

e fragmentos em m/z 85, 93, 127, 109, 171, 173, 81 e 71; ácido isocítrico: com pico 

do íon molecular em m/z 191 [M-H]- correspondente a fórmula molecular C6H8O7 e 
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fragmento em m/z 111 [M-H-2H2O-CO2]−; ácido cítrico: com pico do íon molecular em 

m/z 191 [M-H]- correspondente a fórmula molecular C6H8O7 e fragmentos em  m/z 111

[M-H-2H2O-CO2]−, 87, 85 [M-H-H2O-2CO2]−, 109 e 129 [M-H-H2O-CO2]−; ácido 
succínico: com pico do íon molecular em  m/z 117 [M-H]- correspondente a fórmula 

molecular C4H6O4; ácido málico: com pico do íon molecular em m/z 133 [M-H]- 

correspondente a fórmula molecular C4H6O5; hidróxitirosol-glicosídeo: com pico do 

íon molecular em m/z 315 [M-H]- correspondente a fórmula molecular C14H20O8 e 

fragmentos em m/z 135, 123 e 71; tirosol-glicosídeo: com pico do íon molecular em 

m/z 299 [M-H]- correspondente a fórmula molecular C14H20O7; penstemida: com pico 

do íon molecular em m/z 443 [M-H]- correspondente a fórmula molecular C21H32O10  e 

fragmentos em m/z 101 e 113; ácido diidrocafeico: com pico do íon molecular em 

m/z 181 [M-H]- correspondente a fórmula molecular C9H10O4; catequina/epi-
catequina: com pico do íon molecular em m/z 289 [M-H]- correspondente a fórmula 

molecular C15H14O6 e fragmentos em m/z 123, 109, 159, 137, 97, 187 e 83; ácido 
hidróxiabsícico glicosídeo: com pico do íon molecular em m/z 441 [M-H]- 

correspondente a fórmula molecular C21H30O10 e fragmentos em m/z 139,  330, 161 e 

397 e cinchonaina: com pico do íon molecular em m/z 451 [M-H]- correspondente a 

fórmula molecular C24O20O9. Os ácidos, cítrico e quínico, foram diferenciados pela 

presença do íon m/z 111 fragmento presente apenas no ácido cítrico.  

Grande parte dos estudos realizados utilizando a técnica de CLUE-ESI-QToF-

EM analisam apenas no modo negativo devido ao fato de as sementes apresentarem 

grande quantidade de compostos fenólicos, porém o presente trabalho investigou 

substâncias tanto no modo negativo quanto positivo. O ácido quínico m/z 191 [M-H]-, 

ácido cítrico m/z 191 [M-H]-, penstemida m/z 443 [M-H]-, ácido cumaroilquínico m/z 

337 [M-H]-  e ácido cafeoilquínico m/z 353 [M-H]- , já foram descritos para esta espécie  

em sementes quando extraídos por hexano seguido de MeOH:H2O (LÓPEZ-COBO et 

al., 2016) e por EtOH 50% (v/v) (FIGUEROA et al., 2018). O ácido málico m/z 133 [M-

H]-, a cinchonaina m/z 451 [M-H]-, o ácido feruloilquínico m/z 367 [M-H]-, o ácido 

succinico m/z 117 [M-H]-, ácido hidróxiabscícico glicosídeo m/z 441 [M-H]-, o 

hidróxitirosol glicosídeo m/z 315 [M-H]-  e ácido diiidrocafeico m/z 181 [M-H]-  foram 

descritos para P. americana em sementes quando extraídos por EtOH 50% (v/v) 

(FIGUEROA et al., 2018).   

Os compostos foram identificados por seu perfil de fragmentação também no 

modo íon positivo, sendo a procianidina tipo B, dímero com pico do íon molecular 
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em m/z 867 [M+H]+ correspondente a fórmula molecular C30H26O12 e fragmentos em 

m/z 127, 139, 287, 409, 291, sendo que as procianidinas do tipo B foram previamente 

identificadas na semente também por FIGUEROA et al. (2018) quando extraídas em 

etOH 50% (v/v, e quando extraídas por acetona:H2O:ácido acético (WANG; BOSTIC; 

GU, 2010). A procianidina tipo C foi identificada por seu pico do íon molecular em 

m/z 867 [M+H]+ correspondente a fórmula molecular C45H38O18 e fragmentos em m/z 

287, 533, 289 (catequina), 409, 579, 291; a catequina/epi-catequina com pico do íon 

molecular em m/z 291 [M+H]+ correspondente a fórmula molecular C15H14O6 e 

fragmentos em m/z 139 , 123, 147, 161, e foi previamente identificada na semente 

quando extraída por etOH 50% (v/v) utilizando-se extrator acelerado por solvente 

(FIGUEROA et al., 2018) e também quando extraída por acetona:água (RODRIGUEZ-

CARPENA et al., 2011). A avocadinona foi identificada por seu pico do íon molecular 

em m/z 283 [M+H]+ correspondente a fórmula molecular C17H30O3 e fragmentos em 

m/z 305 [M+Na]+, 265 [M+H-H2O]+, 247 [M+H-2H2O]+; o acetato de avocadinona com 

pico do íon molecular em m/z 325 [M+H]+ correspondente a fórmula molecular 

C19H32O4 e fragmentos em m/z 347 [M+Na]+, 265 [M+H-HOAc]+, 247 [M+H-HOAc-

H2O]+; o avocadino: com pico do íon molecular em m/z 285 [M+H]+ correspondente a 

fórmula molecular C17H32O3 e fragmentos em m/z 267 [M+H-H2O]+, 307 [M+Na]+, 249 

[M+H-2H2O]+, 231 [M+H-3H2O]+; o acetato de avocadino: com pico do íon molecular 

em m/z 327 [M+H]+ correspondente a fórmula molecular C19H34O4 e fragmentos em 

m/z 349 [M+Na]+, 249 [M+H-HOAc-H2O]+, 267 [M+H-HOAc]+, 231 [M+H-HOAc-

2H2O]+, 309 [M+H-H2O]+; avocadeno: com pico do íon molecular em m/z 287 [M+H]+ 

correspondente a fórmula molecular C17H34O3 e fragmentos em m/z 269 [M+H-H2O]+, 

233  [M+H-2H2O]+, 251 [M+H-2H2O]+, 309 [M+Na]+ As substâncias avocadeno [M+H]+ 

m/z 287, avocadino [M+H]+ m/z 285 e acetato de avocadino [M+H]+ m/z 327 foram 

previamente identificadas em sementes quando extraídos por acetona ou 

acetonitrila:álcool metílico (KASHMAN; NEEMAN; LIFSHITZ, 1969a; AHMED et al., 

2018). O acetato de avocadeno foi identificado por seu pico do íon molecular em m/z 

329 [M+H]+ correspondente a fórmula molecular C19H36O4 e fragmentos em m/z 351 

[M+Na]+, 269 [M+H-HOAc]+, 233 [M+H-HOAc-2H2O]+, 251 [M+H-HOAc-H2O]+, 311 

[M+H-H2O]+, e foi previamente identificado em sementes quando extraídas em 

acetona (SANCHEZ et al., 2013) e em hexano (KASHMAN; NEEMAN; LIFSHITZ, 

1969b). A 1-hidróxiheneicosa-2,12,15-trien-4-ona foi identificada pelo pico do íon 

molecular em m/z 321 [M+H]+ correspondente a fórmula molecular C21H36O2 e 
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fragmento em m/z 303 [M+H-H2O]+ e foi previamente identificada no fruto quando 

extraído por hexano (KAWAGISHI et al., 2001). A persenona B: com pico do íon 

molecular em m/z 355 [M+H]+ correspondente a fórmula molecular C21H38O4 e 

fragmentos em m/z 377 [M+Na]+, 337 [M+H-H2O]+, 295 [M+H-HOAc]+; o persedieno 
ou persenona C: com pico do íon molecular em m/z 353 [M+H]+ correspondente a 

fórmula molecular C15H14O6 e fragmentos em m/z 293 [M+H-HOAc]+ , 275 [M+H-

HOAc-H2O]+; o 1,2,4-trihidróxinonadecano com pico do íon molecular em m/z 339 

[M+Na]+ correspondente a fórmula molecular C19H40O3 e fragmentos em m/z 281 

[M+H-2H2O]+, 263 [M+H-3H2O]+, 299 [M+H-H2O]+, que foi previamente identificado no 

fruto quando extraído por EtOH 75% (v/v) (OBERLIES et al., 1998). A persenona A 
foi identificada por seu pico do íon molecular em m/z 379 [M+H]+ correspondente a 

fórmula molecular C21H36O4 e fragmentos em m/z 401 [M+Na]+, 301 [M+H-HOAc-

H2O]+; persina: com pico do íon molecular em m/z 381 [M+H]+ correspondente a 

fórmula molecular C23H40O4 e fragmento em m/z 303 [M+H-HOAc-H2O]+, 263. A 

persina [M+H]+ m/z 381, persenona B [M+H]+ m/z 355, persenona A [M+H]+ m/z 379, 

persenona C [M+H]+ m/z 353 e persedieno, foram previamente identificados na 

semente quando extraídos em acetona por SANCHEZ et al. (2013) e RODRÍGUEZ-

LÓPEZ; HERNÁNDEZ-BRENES; DÍAZ DE LA GARZA (2015). 

Através da caracterização química do extrato hidroalcoólico 70% (v/v) 

observou-se diferenças qualitativas e quantitativas entre as 4 amostras analisadas, 

como por exemplo o ácido cítrico e o ácido isocítrico que foram encontrados apenas 

nas amostras AL.v e AL.m, e o ácido diidrocafeico que foi encontrado apenas na 

amostra CWB.v.  
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4.4 PLANEJAMENTO FATORIAL E ANÁLISE QUIMIOMÉTRICA 

 

Sabe-se que o tamanho de partícula de um material pode influenciar na 

extração de substâncias, visto que as partículas menores têm uma área de superfície 

maior e, portanto, proporcionam uma taxa de transferência de massa maior (NAWAZ 

et al., 2005). Além disso, quanto menor o tamanho de partícula do material, menor a 

trajetória que o solvente tem para percorrer, o que indiretamente diminui o tempo 

máximo de extração dos fitoquímicos (NAWAZ et al., 2005). Sendo assim, o presente 

trabalho avaliou se o tempo de maceração e a granulometria influenciam na extração 

quantitativa e qualitativa das substâncias.  

Água e outros solventes orgânicos (álcool etílico, acetonitrila, acetona, hexano 

e éter dietílico) são normalmente usados para extração de compostos bioativos, e 

como estes variam de muito polares a muito apolares, o solvente de extração 

desempenha um papel importante na eficiência da extração de compostos bioativos 

de materiais vegetais (DAILEY; VUONG, 2015). A diferença nas polaridades dos 

solventes pode influenciar a solubilidade dos constituintes químicos e o seu 

rendimento de extração. Desta forma, este estudo teve também como um dos seus 

objetivos investigar a influência do grau alcoólico do solvente utilizado na extração dos 

compostos das sementes de P. americana, bem como em seu perfil cromatográfico e 

espectrométrico. 

A variação geográfica e de maturação pode alterar significativamente o perfil 

químico de uma droga vegetal, visto que envolvem alterações climáticas, de 

nutrientes, de proteção, e de sobrevivência da espécie no local. Neste estudo, foi 

realizado um planejamento fatorial a fim de variar condições de extração, maturação 

e geográficas, e avaliar a influência no perfil químico da Persea americana bem como 

no seu potencial anti-inflamatório. A partir de análise quimiométrica por análise de 

componentes principais foi possível determinar padrões de similaridades bem como 

possíveis sinais espectrométricos que diferenciam as amostras entre si.  

O objetivo do planejamento é fundamentado no uso popular das sementes do 

abacate, que variam sua forma de preparo em diferentes comunidades. Sendo assim, 

o resultado desta pesquisa direciona a melhor condição para reaproveitamento deste 

subproduto do abacate que é atualmente descartado. Realizando as extrações a partir 

do planejamento fatorial, e em triplicata, foram analisadas em CLUE-ESI-QToF-EM 
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106 amostras, visto que na hora da análise foram perdidas 2 amostras (uma réplica 

da amostra CWB.v condição 9, e uma réplica da amostra AL.v condição 9). 

A partir do pré-tratamento dos dados gerou-se uma matriz 106 x 586 a qual 

foi aplicado o algoritmo da análise de componentes principais (ACP). Foram 

detectados 586 íons no modo positivo de ionização (apresentando a maior quantidade 

de íons) e 30 no modo negativo. Desta forma, utilizou-se os dados obtidos por CLUE-

ESI-QToF-EM no modo positivo, tendo em vista o maior número de íons.  

Os gráficos de escores, bem como as tabelas, com os números referentes a 

cada amostra encontram-se no APÊNDICE 2 – páginas 139-144. 

Para avaliar a presença de amostras que tenham uma alta probabilidade de 

serem anômalas, foram considerados limites com 99,9% de confiança e analisou-se 

o gráfico dos valores obtidos para os parâmetros T2 de Hotelling e resíduos Q. Tendo 

em vista que apenas as amostras localizadas no quadrante superior direito dos 

gráficos de resíduos são amostras anômalas, no APC com todas  as amostras 

extraídas nas condições apresentadas no planejamento fatorial (TABELA 1), é 

possível notar a ausência de amostras anômalas (FIGURA 18).  

 

FIGURA 18 – GRÁFICO DE RESÍDUOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS DAS 
AMOSTRAS CWB.M, CWB.V, AL.M E AL.V NAS NOVE CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO 
DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 

FONTE: A autora (2019). 
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Desta forma, processou-se o ACP reunindo todas as amostras do 

planejamento fatorial, sendo que  o gráfico de escores obtido demonstra que as duas 

primeiras componentes do ACP explicam 64,71% da variância total (37,46% por 

componente 1 e 27,25% por componente 2). A primeira componente (CP1) discrimina 

as amostras em solvente de extração por álcool etílico 70% (v/v) e extração por álcool 

etílico 30% (v/v), enquanto a segunda componente discrimina as amostras por região 

de coleta, Curitiba (CWB) e Rosário do Ivaí (AL), com exceção das amostras (1, 2, 3, 

7, 8 e 9) que são amostras AL e se encontram no quadrante das amostras CWB 

(FIGURA 19).    

 

FIGURA 19 – GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) 
DAS AMOSTRAS CWB.M, CWB.V, AL.M E AL.V NAS NOVE CONDIÇÕES DE 
EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 
FONTE: A autora (2019). 

 

Observando o gráfico de pesos (FIGURA 20) referente à CP 1, observou-se 

que no lado positivo foram agrupadas as amostras extraídas por álcool etílico 30% 

(v/v), sendo discriminadas das amostras extraídas em álcool etílico 70% (v/v) que 

foram agrupadas no lado negativo. Esta separação ocorreu devido à presença dos 

íons correspondentes à m/z 368,4260, m/z 413,2671, m/z 405,2984, m/z 522,5984, 

m/z 531,4087, m/z 553,3906 e m/z 550,6298 os quais apresentaram-se mais intensos 

em amostras extraídas em álcool etílico 30% (v/v). Já as amostras extraídas por álcool 
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etílico 70% (v/v), apresentaram como íons mais intensos os referentes ao acetato de 

avocadeno m/z 351,2511 [M+Na]+ e a m/z 393,2612.  

 

FIGURA 20 - GRÁFICO DE PESOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1) DAS 
AMOSTRAS CWB.M, CWB.V, AL.M E AL.V NAS NOVE CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO 
DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

   
FONTE: A autora (2019). 
LEGENDA: A= m/z 368,4260, B= m/z 413,2671, C= m/z 405,2984, D= m/z 522,5984, E= m/z 531,4087, 
F= m/z 553,3906, G= m/z 550,6298, H= acetato de avocadeno m/z 351,2511 [M+Na]+ e I= m/z 
393,2612. 

 

 Analisando-se o gráfico de pesos referente à CP2 (FIGURA 21) observou-se 

que as discriminações ocorreram devido aos íons mais intensos referentes a m/z 

413,2671 e m/z 405,2984 presentes nas amostras de Rosário do Ivaí, as agrupando 

no lado negativo e as discriminado das amostras de Curitiba que foram agrupadas no 

eixo positivo.  
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FIGURA 21 -GRÁFICO DE PESOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP2) DAS 
AMOSTRAS CWB.M, CWB.V, AL.M E AL.V NAS NOVE CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO 
DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

  
FONTE: A autora (2019). 

LEGENDA: B= m/z 413,2671, C= m/z 405,2984 
 

 Aplicando-se o algoritmo da ACP para as amostras maduras de ambas 

localizações de coleta (AL.m e CWB.m), o gráfico de resíduos não apresentou 

nenhuma amostra anômala (FIGURA 22). Analisando o gráfico de escores, as duas 

primeiras componentes explicam 70,39% da variância total (40,32% por componente 

1 e 30,07% por componente 2) no gráfico de escores (FIGURA 23). A primeira 

componente (CP1) discrimina as amostras em extração por álcool etílico 70% (v/v) e 

extração por álcool etílico 30% (v/v), enquanto que a segunda componente discrimina 

as amostras por região de coleta. 
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FIGURA 22 - GRÁFICO DE RESÍDUOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS DAS 
AMOSTRAS MADURAS (CWB.M E AL.M) NAS NOVE CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO 
DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 

FONTE: A autora (2019). 

 

FIGURA 23 - GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) 
DAS AMOSTRAS MADURAS (CWB.M E AL.M) NAS NOVE CONDIÇÕES DE 
EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 

FONTE: A autora (2019). 

 

Observando o gráfico de pesos (FIGURA 24) referente à CP 1, observou-se 

que no lado positivo foram agrupadas as amostras extraídas por álcool etílico 30% 

(v/v), sendo discriminadas das amostras extraídas em álcool etílico 70% (v/v) que 
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foram agrupadas no lado negativo. Esta discriminação ocorreu devido as suas 

semelhanças e à presença dos  íons correspondentes à m/z 368,4260, m/z 413,2671, 

m/z 405,2984, m/z 522,5984, m/z 531,4087, m/z 553,3906 e m/z 550,6298  os quais 

apresentaram-se mais intensos em amostras extraídas em álcool etílico 30% (v/v), as 

discriminando das amostras extraídas por álcool etílico 70% (v/v) que apresentaram 

como íons mais intensos os referentes ao acetato de avocadeno m/z 351,2511 

[M+Na]+ e a m/z 393,2612.  

 

FIGURA 24 - GRÁFICO DE PESOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1) DAS 
AMOSTRAS MADURAS (CWB.M E AL.M) NAS NOVE CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO 
DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 
FONTE: A autora (2019). 
LEGENDA: A= m/z 368,4260, B= m/z 413,2671, C= m/z 405,2984, D= m/z 522,5984, E= m/z 531,4087, 
F= m/z 553,3906, G= m/z 550,6298, H= acetato de avocadeno m/z 351,2511 [M+Na]+ e I= m/z 
393,2612. 

 

Analisando-se o gráfico de pesos referente à CP2 ( FIGURA 25) observou-se 

que as amostras foram discriminadas por região de coleta, em que devido a 

intensidade dos íons referentes a m/z 553,3906, m/z 550,6298 e acetato de 

avocadeno m/z 351,2511 [M+Na]+ presentes nas amostras de Curitiba, estas 

amostras foram agrupadas no lado positivo e discriminadas das amostras de Rosário 

do Ivaí que foram agrupadas no lado negativo devido as suas semelhanças e 

presença dos íons mais intensos referentes as m/z 413,2671 e m/z 405,2984. 
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FIGURA 25 - GRÁFICO DE PESOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP2) DAS 
AMOSTRAS MADURAS (CWB.M E AL.M) NAS NOVE CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO 
DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

  
FONTE: A autora (2019). 
LEGENDA: B= m/z 413,2671, C= m/z 405,2984, F= m/z 553,3906, G= m/z 550,6298, H= acetato de 
avocadeno m/z 351,2511 [M+Na]+. 

 

Quando o algoritmo da ACP aplicado as amostras verdes de ambas 

localizações de coleta (CWB.v e AL.v) o gráfico de resíduos não apresentou nenhuma 

amostra anômala (FIGURA 266). Analisando o gráfico de escores, as duas primeiras 

componentes explicam 67,46% da variância total (37,34% por componente 1 e 

30,12% por componente 2) no gráfico de escores (FIGURA 27). A primeira 

componente (CP1) discrimina as amostras em extração por álcool etílico 70% (v/v) e 

extração por álcool etílico 30% (v/v) enquanto a segunda componente discrimina as 

amostras por região de coleta.  
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FIGURA 26 - GRÁFICO DE RESÍDUOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS DAS 
AMOSTRAS IMATURAS (CWB.V E AL.V) NAS NOVE CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO 
DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 
FONTE: A autora (2019). 

 

FIGURA 27 - GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) 
DAS AMOSTRAS IMATURAS (CWB.V E AL.V) NAS NOVE CONDIÇÕES DE 
EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 
FONTE: A autora (2019). 

 

Observando o gráfico de pesos (FIGURA 28) referente à CP 1, observou-se 

que ao lado positivo foram agrupadas as amostras extraídas por álcool etílico 30% 

(v/v), sendo discriminadas das amostras extraídas em álcool etílico 70% (v/v) que 

foram agrupadas no lado negativo. Esta separação ocorreu devido à presença dos  
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íons correspondentes à m/z 368,4260, m/z 413,2671, m/z 405,2984, m/z 522,5984, 

m/z 531,4087, m/z 553,3906 e m/z 550,6298, os quais apresentaram-se mais intensos 

em amostras extraídas em álcool etílico 30% (v/v), as discriminando das extraídas por 

álcool etílico 70% (v/v) que apresentaram como íons mais intensos os referentes ao 

acetato de avocadeno m/z 351,2511 [M+Na]+ e a m/z 393,2612.  

 

FIGURA 28 - GRÁFICO DE PESOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1) DAS 
AMOSTRAS IMATURAS (CWB.V E AL.V) NAS NOVE CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO 
DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 
FONTE: A autora (2019). 
LEGENDA: A= m/z 368,4260, B= m/z 413,2671, C= m/z 405,2984, D= m/z 522,5984, E= m/z 531,4087, 
F= m/z 553,3906, G= m/z 550,6298, H= acetato de avocadeno m/z 351,2511 [M+Na]+ e I= m/z 
393,2612. 

 

Analisando-se o gráfico de pesos referente à CP2 (FIGURA 29) observou-se 

que as amostras foram discriminadas de acordo com sua localização de coleta, sendo 

que devido as suas semelhanças e presença dos íons mais intensos referentes a m/z 

413,2671, m/z 405,2984, procianidina trímero A m/z 865,1968 [M+H]+, catequina m/z 

291,0866 [M+H]+ e avocadino m/z 267,2325 [M+H-H2O]+, presentes nas amostras de 

Rosário do Ivaí estas foram agrupadas ao lado negativo e discriminadas das amostras 

de Curitiba que foram agrupadas no lado positivo, devido as suas semelhanças e 

presença dos íons mais intensos referentes à m/z 553,3906 e m/z 351,2511. 
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FIGURA 29 - GRÁFICO DE PESOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP2) DAS 
AMOSTRAS IMATURAS (CWB.V E AL.V) NAS NOVE CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO 
DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

  
FONTE: A autora (2019). 
LEGENDA: B= m/z 413,2671, C= m/z 405,2984, F= m/z 553,3906, H= m/z 351,2511, J= procianidina 
trímero A m/z 865,1968 [M+H]+, K= catequina m/z 291,0866 [M+H]+, L= avocadino m/z 267,2325 [M+H-
H2O]+ . 

 

O gráfico de resíduos gerado na aplicação do algoritmo da ACP às amostras 

provenientes de Rosário do Ivaí e em diferentes tempos de maturação (AL.v e AL.m), 

apresentou apenas uma amostra anômala (FIGURA 30FIGURA 30FIGURA 26). O 

gráfico de escores explica 58,08% da variância total pelas duas primeiras 

componentes (36,72% por componente 1 e 21,36% por componente 2) (FIGURA 31). 

A primeira componente (CP1) discrimina as amostras em extração por álcool etílico 

70% (v/v) e extração por álcool etílico 30% (v/v), enquanto a segunda componente 

discrimina as amostras por tempo de maturação.  
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FIGURA 30 - GRÁFICO DE RESÍDUOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS DAS 
AMOSTRAS COLETADAS EM ROSÁRIO DO IVAÍ-PR (AL.M E AL.V) NAS NOVE 
CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 

FONTE: A autora (2019). 

 

FIGURA 31 - GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) 
DAS AMOSTRAS COLETADAS EM ROSÁRIO DO IVAÍ-PR (AL.M E AL.V) NAS NOVE 
CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

FONTE: A autora (2019). 
 

 

Observando o gráfico de pesos (FIGURA 32) referente à CP 1, observou-se 

que ao lado positivo foram agrupadas as amostras extraídas por álcool etílico 30% 

(v/v), sendo discriminadas das amostras extraídas em álcool etílico 70% (v/v) que 
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foram agrupadas ao lado negativo. Esta separação ocorreu devido à presença dos  

íons correspondentes à m/z 368,4260, m/z 413,2671, m/z 405,2984, m/z 522,5984, 

m/z 531,4087, m/z 553,3906 e m/z 550,6298  os quais apresentaram-se mais intensos 

em amostras extraídas em álcool etílico 30% (v/v), as discriminando das amostras 

extraídas por álcool etílico 70% (v/v) que apresentaram como íons mais intensos os 

referentes ao acetato de avocadeno m/z 351,2511 [M+Na]+ e a m/z 393,2612.  

 
FIGURA 32 - GRÁFICO DE PESOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1) DAS 

AMOSTRAS COLETADAS EM ROSÁRIO DO IVAÍ-PR (AL.M E AL.V) NAS NOVE 
CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

   
FONTE: A autora (2019). 
LEGENDA: B= m/z 413,2671, C= m/z 405,2984, D= m/z 522,5984, E= m/z 531,4087, F= m/z 553,3906, 
G= m/z 550,6298, H= acetato de avocadeno m/z 351,2511 [M+Na]+ e I= m/z 393,2612. 

 
 

Analisando-se os gráficos de pesos (FIGURA 33), a CP 2 discriminou as 

amostras entre maduras e imaturas. As amostras imaturas foram agrupadas ao lado 

positivo devido as suas semelhanças e presença dos íons mais intensos referentes a 

m/z 531,4087 e m/z 553,3906 as discriminando das amostras maduras que foram 

agrupadas ao lado negativo devido as suas semelhanças e presença dos íons mais 

intensos referentes m/z 413,2671 e m/z 405,2984. 
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FIGURA 33 - GRÁFICO DE PESOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) 
DAS AMOSTRAS COLETADAS EM ROSÁRIO DO IVAÍ-PR (AL.M E AL.V) NAS NOVE 
CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

   
FONTE: A autora (2019). 

LEGENDA: B= m/z 413,2671, C= m/z 405,2984, E= m/z 531,4087, F= m/z 553,3906. 
 

 

Analisando-se o gráfico de resíduos gerado na aplicação do algoritmo da ACP 

às amostras provenientes de Curitiba e em diferentes tempos de maturação (CWB.v 

e CWB.m), este não apresentou amostras anômalasFIGURA 26 (FIGURA 34). No 

gráfico de escores as duas primeiras componentes explicam  74,51% da variância 

total (62,93% por componente 1 e 11,58% por componente 2) (FIGURA 35). A primeira 

componente (CP1) discrimina as amostras em extração por álcool etílico 70% (v/v) e 

extração por álcool etílico 30% (v/v), enquanto a segunda componente discrimina as 

amostras por tempo de maturação.  
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FIGURA 34 - GRÁFICO DE RESÍDUOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS DAS 
AMOSTRAS COLETADAS EM CURITIBA-PR (CWB.M E CWB.V) NAS NOVE 
CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 

FONTE: A autora (2019). 

 

FIGURA 35 - GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) 
DAS AMOSTRAS COLETADAS EM CURITIBA-PR (CWB.M E CWB.V) NAS NOVE 
CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

FONTE: A autora (2019). 

 

Observando o gráfico de pesos (FIGURA 36) referente à CP 1, observou-se 

que ao lado positivo foram agrupadas as amostras extraídas por álcool etílico 30% 
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(v/v), sendo discriminadas das amostras extraídas em álcool etílico 70% (v/v) que 

foram agrupadas ao lado negativo. Esta separação ocorreu devido à presença dos  

íons correspondentes à m/z 368,4260, m/z 413,2671, m/z 405,2984, m/z 522,5984, 

m/z 531,4087, m/z 553,3906, m/z 550,6298  os quais apresentaram-se mais intensos 

em amostras extraídas em álcool etílico 30% (v/v), as discriminando das extraídas por 

álcool etílico 70% (v/v) que apresentaram como íons mais intensos os referentes ao 

acetato de avocadeno m/z 351,2511 [M+Na]+ e a m/z 393,2612. 

 

FIGURA 36 - GRÁFICO DE PESOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1) DAS 
AMOSTRAS COLETADAS EM CURITIBA-PR (CWB.M E CWB.V) NAS NOVE 
CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

 
FONTE: A autora (2019). 
LEGENDA: A= m/z 368,4260, B= m/z 413,2671, C= m/z 405,2984, D= m/z 522,5984, E= m/z 531,4087, 
F= m/z 553,3906, G= m/z 550,6298, H= acetato de avocadeno m/z 351,2511 [M+Na]+ e I= m/z 
393,2612. 

 

Analisando-se os gráficos de pesos referente à CP 2 (FIGURA 37), esta 

discriminou as amostras entre maduras e imaturas, a partir dos íons mais intensos 

presentes nas amostras maduras referentes as m/z 368,4260 e 1-hidróxiheneicosa-

2,12,15 trien-4-ona m/z 321,2793 [M+H]+ agrupando-as ao lado negativo e aos íons 

referentes as m/z 413,2671, m/z 553,3906, m/z 267,2325, m/z 305,1580 e m/z 

217,1056 nas amostras imaturas as agrupando ao lado positivo. 
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FIGURA 37 - GRÁFICO DE PESOS DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP2) DAS 
AMOSTRAS COLETADAS EM CURITIBA-PR (CWB.M E CWB.V) NAS NOVE 
CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 

   
FONTE: A autora (2019). 

LEGENDA: A= m/z 368,4260, B = m/z 413,2671, F= m/z 553,3906, M= m/z 267,2325, N= m/z 
305,1580, O= 1-hidróxiheneicosa-2,12,15 trien-4-ona m/z 321,2793 [M+H]+, P= m/z 217,1056. 

 

A discriminação das amostras através da análise de componentes principais 

demonstrou que os íons de m/z 405,2984, m/z 413, 2671, m/z 368,4260, m/z 

531,4087, m/z 522,5984, m/z 553,3906 e m/z 550,6298, são encontradas 

predominantemente em extratos hidroalcoólicos 30% (v/v) de sementes de P. 

americana sendo os principais  íons que os distinguem de extratos hidroalcoólicos 

70% (v/v). Enquanto os íons de m/z 393,2612 e acetato de avocadeno m/z 351,2511 

[M+Na]+ foram predominantes em amostras extraídas em álcool etílico 70% (v/v).  Os 

íons de m/z 267,2325 e m/z 305,1580 são predominantes em amostras imaturas de 

Curitiba enquanto a catequina m/z 291,0866,  procianidina trímero A m/z 865,1968 e 

avocadino m/z 267,2325 são predominantes em amostras imaturas de Rosário do Ivaí. 

As amostras extraídas em álcool etílico 50% (v/v) estiveram sempre agrupadas às 

amostras extraídas em álcool etílico 70% (v/v), demonstrando que não houve 

diferenciação destas. 

Portanto, através da avaliação dos gráficos da ACP obtido com todas as 

amostras do planejamento fatorial, verifica-se que fatores geográficos e teor de álcool 

etílico são fatores que demonstram influenciar no perfil dos extratos das sementes de 

P. americana.   
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Entretanto, a granulometria do pó não teve influência na discriminação dos 

extratos e o tempo de maceração também não influenciou na discriminação das 

amostras, implicando um provável esgotamento da extração das substâncias em até 

24 horas. 

Dentre as substâncias identificadas, algumas já foram relatadas na literatura 

quanto ao potencial anti-inflamatório ou antioxidante. As persenonas A e B 

apresentaram atividade inibitória na geração de superóxido de nitrogênio e óxido 

nítrico (KIM;MURAKAMI;NAKAMURA; et al., 2000; KIM;MURAKAMI;TAKAHASHI; et 

al., 2000). WANG; CHEN; WANG (2017) demonstraram a diminuição de TNF, IL-6 e 

IL-10 por procianidinas do tipo B, enquanto que procianidinas B2 inibem a expressão 

de COX-2 (GONZÁLEZ et al., 2011). Procianidinas oligoméricas auxiliam na formação 

de colágeno, ainda que os monômeros são incapazes de auxiliar nessa atividade 

(NAWAZ et al., 2005). Além disso, as oligoméricas apresentam estruturas favoráveis 

a captação de radicais livres (UPADHYAY et al., 2010).  

Os flavonoides em geral são conhecidos pelas suas atividades antioxidante e 

consequentemente anti-inflamatória, atuando na expressão de IL-6, IL-1β, fator de 

necrose tumoral, assim como na atividade de enzimas pró-inflamatórias, expressão 

gênica relacionada à inflamação, inibição da transcrição de fatores nucleares como 

NF-ĸB e poder inibitório de síntese de iNOS induzida por lipopolissacarídeo (LPS) em 

macrófagos (PAN; LAI; HO, 2010; SILVA et al., 2015; SHAHIDI; YEO, 2018). 

DOMÍNGUEZ et al. (2011) demonstram o potencial anti-inflamatório do composto 

penstemida em um estudo preliminar. Sendo assim, as sementes de P. americana 

podem apresentar atividade anti-inflamatória devido à sua composição química 

descrita neste trabalho.  

 

4.5 AVALIAÇÃO DA MODULAÇÃO DA FUNÇÃO INFLAMATÓRIA DE 

MACRÓFAGOS IN VITRO. 

 

4.5.1 Determinação da concentração de extrato bruto utilizada para tratamento das 

células RAW 264.7. 

 

Macrófagos são importantes células moduladoras do processo inflamatório e 

desempenham papel crucial no desenvolvimento da inflamação e cronificação do 
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processo patológico. Com o objetivo de investigar a influência do extrato de sementes 

de abacate sobre a ativação de macrófagos in vitro, foram utilizadas células RAW 

264.7. 

O ensaio de citotoxicidade por redução do sal de tetrazólio (MTT), tem como 

objetivo detectar o potencial dos extratos em produzir efeitos letais ou subletais sobre 

as células, sendo uma técnica quantitativa que revela a interrupção de uma função 

bioquímica crítica. Este ensaio determina o número de células viáveis a partir da 

quantificação de atividade mitocondrial, medindo a formação de cristais insolúveis de 

formazan que se formam a partir da conversão de MTT ((3- [4,5-brometo de 

dimetiltiazol-2-il] -2,5 difenil tetrazólio) por enzimas mitocondriais oxidoredutase 

NAD(p)H dependentes. Células viáveis com metabolismo ativo convertem o MTT no 

produto formazan de cor púrpura com uma absorbância máxima próxima a 570 nm. 

Quando as células morrem elas perdem esta capacidade, de maneira que a formação 

da cor serve como um marcador útil e conveniente (MOSMANN, 1983; AYSUN; 

YAĞMUR; YUSUF, 2016; RISS et al., 2016). 

O uso mais comum para este ensaio é para detectar efeitos citotóxicos de 

diferentes agentes sob diferentes condições ou diferentes concentrações. Desta 

forma, foi escolhido para a avaliação da função inflamatória dos macrófagos a fim de 

determinar a concentração dos extratos a ser utilizada nos tratamentos. Considerou-

se como concentração ideal aquela que preservou a viabilidade celular acima de 90% 

associada à mínimas alterações morfológicas. Sabendo-se que sempre há uma 

porcentagem de morte celular, a adoção de viabilidade acima de 90% aumenta a 

confiabilidade e evita impacto e alteração na interpretação dos resultados dos ensaios.  

Devido a inviabilidade de testar todos as condições de extração do 

planejamento fatorial, foram selecionadas a condição (1) (EtOH 30% (v/v), pó 

finíssimo, 24h), (8) (EtOH 70% (v/v), pó grosso, 168h) e (9) (EtOH 50%, pó semifino, 

72h) de cada amostra AL.v, AL.m, CWB.v e CWB.m. Analisando-se os pontos 

extremos e médio do planejamento fatorial torna-se possível a investigação da 

influência dos fatores de extração nas atividades biológicas dos extratos. Os extratos 

preservaram a viabilidade celular acima de 90% até a concentração de 750 μg/mL, 

com exceção dos pertencentes ao grupo (8) que apresentaram efeito citotóxico a partir 

de 500 μg/mL (GRÁFICO 1). Esta diferença pode ter ocorrido em detrimento das 

condições de extração a que cada extrato foi submetido, que pode levar a extração 

qualitativa e/ou quantitativa distinta de substâncias bioativas. Esta diferença pode ser 
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vista comparando-se visualmente os cromatogramas de cada extrato utilizado, cujas 

figuras se encontram no APÊNDICE 1. Através de observação por microscopia óptica 

convencional em aumento de 400 vezes notou-se também que todos os extratos 

promoveram alterações morfológicas como vacuolização e sinais de sofrimento 

celular em concentrações maiores que 250 μg/mL, representadas na FIGURA 38. Por 

estas alterações de indicativo de sofrimento celular determinou-se 100 μg/mL como 

concentração confiável de trabalho para os tratamentos posteriores. 

O uso tradicional de extratos hidroalcoólicos de sementes de P. americana 

para alívio de dor articular levou a investigação de seu potencial anti-inflamatório, 

entretanto, ainda são poucos os estudos que investigam seu potencial in vitro. Dentre 

estes, a viabilidade celular de macrófagos murinos (RAW 264.7) quando tratados com 

extratos de sementes hidroalcoólicos 80% (v/v), extraídos por sonicação (15 min.), se 

manteve até a concentração de tratamento de 10 μg/mL (TREMOCOLDI et al., 2018). 

Porém, os autores não especificam qual a porcentagem de células que foi considerada 

como parâmetro de viabilidade. Ainda que investigaram extratos de cascas e 

sementes, não apresentam em qual concentração os extratos específicos de 

sementes tornaram-se citotóxicos. Algumas diferenças na metodologia aplicada por 

TREMOCOLDI et al. (2018) podem estar relacionadas à diferença na citotoxicidade 

dos extratos como: a variedade (Hass e Fuerte), tempo de maturação e região de 

coleta da droga vegetal utilizada, a metodologia de extração, bem como o tempo de 

incubação das células com os extratos (48h). Como os autores identificaram apenas 

cinco substâncias bioativas, é impossível comparar a composição química que 

possivelmente é responsável pela diferença na citotoxicidade comparada a este 

trabalho. 

JESUS et al. (2015) investigaram a citotoxicidade de extrato glicólico 

comercial de P. americana que apresentou viabilidade celular abaixo de 60% na 

concentração de 50 μg/mL. Como não são descritas informações sobre o material 

vegetal bem como metodologia de extração devido a utilização de um extrato 

comercial, há várias circunstâncias que podem justificar a diferença na citotoxicidade 

sobre as células RAW 264.7. HONG et al. (2019) relatam a viabilidade celular dos 

macrófagos quando tratados com extrato hidroalcoólico 30% (v/v) de polpa a qual se 

manteve acima de 80% (v/v) até a concentração de 200 μg/mL. LEITE et al. (2009) 

investigaram a toxicidade de extratos hexânico e metanólico das sementes de abacate 

frente à Artemia salina que apresentou os valores de CL50 2,37 e 24,13 mg/L, 
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demonstrando a baixa toxicidade dos extratos de sementes. Em resumo, diferenças 

nas partes da droga vegetal utilizada, bem como região de coleta, variedade, 

maturação e metodologia de extração, influenciam na composição química do extrato 

que consequentemente podem influenciar no grau de toxicidade.  

 
FIGURA 38 – ALTERAÇÃO MORFOLÓGICA OBSERVADA EM ENSAIO MTT 

 

 

 
  

FONTE: A autora (2019). 

50 μg/mL                         100 μg/mL                     250 μg/mL                      500 μg/mL 

Controle 
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GRÁFICO 1–DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE TRABALHO IDEAL POR MÉTODO DE 
MTT 

 
FONTE: A autora (2019). 

 

4.5.2 Avaliação da produção de óxido nítrico por macrófagos murinos RAW 264.7 

tratados com extratos hidroalcoólicos de sementes de P. americana. 

 

O óxido nítrico (NO) é um gás incolor sintetizado e liberado pelas células 

endoteliais e macrófagos e reconhecido como um dos componentes mais versáteis 
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do sistema imunológico. Sua síntese é regulada pela enzima óxido nítrico sintase 

(NOS). O NO é uma molécula difusível, que está envolvida em condições fisiológicas 

como na modulação do fluxo sanguíneo e atividade neural, e patológicas como no 

mecanismo de defesa imunológica, controle de doenças infecciosas, tumores, 

processos auto-imunes, doenças degenerativas crônicas, além de desempenhar um 

papel crucial no processo inflamatório (BOGDAN, 2001; PREDONZANI et al., 2015). 

Dentre as ações principais que desempenha na inflamação, está a vasodilatação e 

ativação de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias (SHARMA; AL-OMRAN; 

PARVATHY, 2007). Apesar de ser um mecanismo de defesa, em várias situações a 

resposta inflamatória pode ser exacerbada, em cujo caso as células de defesa do 

sistema imune podem atacar o hospedeiro. Nessa circunstância, é necessário o uso 

de fármacos capazes de diminuir ou inibir esse evento (SADIK; LUSTER, 2012). As 

citocinas e/ou o NO são alvos ideais para anti-inflamatórios devido ao seu papel no 

processo inflamatório (SHARMA; AL-OMRAN; PARVATHY, 2007). 

No presente estudo, a atividade dos extratos de semente de P. americana em 

modular a produção de NO foi avaliada em cultura de macrófagos RAW 264.7 

estimulada por LPS. Os dados obtidos demonstram (GRÁFICO 2) que sem estímulo 

LPS não houve nenhuma alteração na produção de NO por nenhum dos extratos, as 

alterações somente ocorreram quando as células foram tratadas concomitantemente 

com extrato e estimuladas com LPS. Os extratos AL.m (1) e AL.v (1) não alteraram a 

produção NO nos macrófagos ativados, porém o tratamento com os demais suprimiu 

significativamente (p<0,05 e p<0,01) em relação ao controle (macrófagos estimulados 

com LPS e não tratados com extrato): CWB.v (1)= 3,14±0,85 μM; CWB.m (1)= 

3,43±0,42 μM; AL. m (8)= 1,92±1,71 μM, AL.v (8)= 1,26±1,12 μM, CWB.v (8)= 

1,30±1,37 μM, CWB.m (8)= 0,77±0,76 μM; AL.m (9)= 2,93±0,71 μM, AL.v (9)= 

1,85±1,36 μM, CWB.v (9)= 1,04±1,18 μM, CWB.m (9)= 1,97±1,98 μM. 

A atividade anti-inflamatória do extrato de sementes pode estar relacionada 

ao conteúdo de compostos fenólicos encontrados bem como das persenonas A e B, 

procianidinas e catequina que possuem ação sobre a iNOS, a geração e a captação 

de NO (KIM;MURAKAMI;NAKAMURA; et al., 2000; GURUVAYOORAPPAN; 

KUTTAN, 2008; UPADHYAY et al., 2010). A variação na intensidade da ação dos 

extratos pode estar relacionada aos diferentes fatores de extração aos quais foram 

submetidos. 
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GRÁFICO 2 – MODULAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTICO POR MACRÓFAGOS (RAW 264.7) 

 
FONTE: A autora (2019). 
NOTAS: *p<0,05 em relação ao controle. **p<0,01 em relação ao controle. 
 
 

Observando-se os cromatogramas das amostras CWB.m (FIGURA 

39FIGURA 39) nas três condições de extração (1, 8 e 9) é possível perceber a 

diferença entre as amostras da condição (1) comparada as amostras das condições 

(8) e (9), assim como a similaridade entre as amostras das condições (8) e (9) o que 

pode justificar as semelhanças e diferenças nas intensidades da atividade sobre a 

produção de óxido nítrico pelos macrófagos. 

 
FIGURA 39 - CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR UPLC-QTOF-EM, DA AMOSTRA CWB.M NAS 
TRÊS CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO, EM MODO DE IONIZAÇÃO POSITIVO E NEGATIVO 

 
FONTE: A autora (2019). 
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4.5.3 Avaliação da produção de citocinas por macrófagos murinos RAW 264.7 

tratados com extratos hidroalcoólicos de sementes de P. americana. 

 

As citocinas são proteínas de baixo peso molecular, solúveis, produzidas 

geralmente após ou durante uma resposta do organismo a estímulos endógenos ou 

exógenos. São raramente detectadas em indivíduos saudáveis, mas atuam na 

regulação química das respostas imunológicas estando presentes em altas 

concentrações em indivíduos que apresentam quadros infecciosos, inflamatórios e 

doenças crônicas (SARROUH et al., 2008; MOTA et al., 2010). As citocinas possuem 

diversas atribuições biológicas e são produzidas por diversas células, principalmente 

por linfócitos, monócitos e macrófagos (MOTA et al., 2010). Secretadas por células 

imunológicas as citocinas desempenham importante papel nas respostas imunes e 

inflamatórias, sendo as mais conhecidas como pró-inflamatórias IL-1α e β, IL-8 (KC), 

TNF e anti-inflamatórias que atuam inibindo as células de defesa produtoras da reação 

inflamatória ou a produção das citocinas que estimulam a inflamação, e são: IL-10 e 

a IL-13 (SARROUH et al., 2008). 

Baseado na inibição da produção de oxido nítrico foram selecionados os 

extratos CWB.m (1), CWB.v (1), CWB.m (8), CWB.v (8), AL.m (8), AL.v (8), CWB.m 

(9), CWB.v (9), AL.m (9), e AL.v (9) pra avaliação da produção das citocinas IL-10, KC 

(quimiocina derivada de queratinócitos, homóloga da IL-8, que faz quimiotaxia para 

neutrófilos e são produzidos principalmente pelos macrófagos) e IL-6. 

Os extratos não afetaram significativamente a produção de citocinas em 

relação ao controle (macrófagos estimulados com LPS e não tratados com extrato), o 

que é uma surpresa visto seu uso tradicional para dores articulares. Entretanto, os 

extratos apresentaram comportamentos distintos entre si. Os extratos CWB.m (1) e 

CWB.v (1) apresentaram efeito pró-inflamatório, estimulando a produção de KC e IL-

6, sem efeito na produção de IL-10. Os extratos da condição (8) não modularam a 

produção de IL-6, sendo que o AL.m (8) e AL.v (8) aumentaram a produção de KC. O 

extrato AL.m (8) aumentou a produção de IL-10 em comparação aos demais extratos 

do mesmo grupo. Os extratos do grupo (9) não modularam a produção de IL-6 e KC, 

sendo que o  AL.m (9) aumentou a produção de IL-10 em comparação aos extratos 

CWB.v (9) e CWB.m (9) (GRÁFICO 3).  

Pode-se sugerir que outros mecanismos estão envolvidos e, no futuro, 

diferentes ensaios serão avaliados para o estudo dessa atividade. Visto que são várias 



115 
 

 

as vias de transcrição de citocinas, possivelmente o efeito anti-inflamatório dos 

extratos pode estar relacionado a outras vias que não foram avaliadas neste estudo.  

GRÁFICO 3 – PRODUÇÃO DE CITOCINAS PRÓ E ANTI-INFLAMATÓRIAS POR MACRÓFAFGOS 
(RAW 264.7) 

 
FONTE: A autora (2019). 
NOTAS: IL-6: CWB.m (1) = *p<0,05 em relação ao macrófago estimulado com LPS. KC: CWB.m (1) e 
CWB.v (1) = *p<0,05 em relação a AL.m(1). AL.m (8) e AL.v (8) =*p<0,05 em relação ao macrófago 
ativado com LPS. CWB.m (8) = *p<0,05 em relação a AL.m (8) e CWB.m (8) = *p<0,05 em relação a 
AL.m (8). IL-10: AL.v (8) e CWB.v (8) = *p<0,05 em relação a AL.m (8) e CWB.v (9) e CWB.m (9) = 
*p<0,05 em relação a AL.m (9). 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Neste trabalho foram obtidos diferentes extratos a partir do planejamento 

fatorial 23, em que foram variados os fatores de extração: grau alcoólico, granulometria 

do pó e tempo de extração por maceração. Estes fatores, bem como a maturação das 

amostras, refletem cientificamente a formulação popular e influenciam diretamente na 

extração de compostos bioativos de drogas vegetais. A partir da padronização e 

avaliação destas condições foi possível determinar as condições que apresentam 

maior efetividade de extração, a partir das ferramentas analíticas utilizadas e das 

respostas dos extratos sobre os macrófagos, direcionando os próximos passos desta 

investigação. 

 A ferramenta analítica CLAE-DAD demonstrou ser uma técnica viável para 

obtenção do perfil cromatográfico do extrato hidroalcoólico das sementes de P. 

americana, mostrando-se uma ferramenta útil para determinação de parâmetros de 

qualidade.  

Através da técnica CLUE-ESI-QToF-EM que se apresentou extremamente 

eficaz para identificação dos compostos e consequentemente a caracterização 

química dos extratos das sementes desta espécie, foi possível identificar 46 

substâncias do extrato hidroalcoólico sendo uma contribuição à consolidação do perfil 

químico desta espécie possibilitando a continuação da investigação quanto ao seu 

uso popular em doenças articulares.  

A extração dos constituintes químicos das amostras por álcool etílico 50% 

(v/v) e 70% (v/v) demonstraram não apresentar diferença significativa, tendo em vista 

os perfis cromatográficos obtidos por CLUE-ESI-QToF-EM que apresentaram número 

de picos e intensidades semelhantes, as amostras terem se agrupado no mesmo 

quadrante na análise de componentes principais, e estes extratos terem apresentado 

atividade semelhante sobre a produção de óxido nítrico pelos macrófagos. Além disso, 

pelos gráficos de escores é possível perceber que a granulometria e o tempo de 

extração não foram significativamente influentes para distinção das amostras, o que 

pode ser justificado pela técnica de extração. A maceração estática permite a 

sedimentação da amostra impedindo o contato do solvente com todas as partículas 

independentemente de seus tamanhos, sendo assim apenas o grau alcoólico do 

solvente foi significante para distinguir a composição química do extrato bem como 

sua atividade sobre a produção de óxido nítrico por macrófagos.  
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Tendo em vista que os extratos apresentaram atividades de intensidades 

diferentes sobre a viabilidade celular, bem como na produção de óxido nítrico e de 

citocinas, pode-se afirmar que variação nos fatores de extração afetam a 

responsividade desses extratos sobre os macrófagos que são os principais atores da 

inflamação. Levando em consideração que os extratos modularam consideravelmente 

a produção de óxido nítrico, ainda que não influenciaram positivamente a produção 

das citocinas investigadas, é necessário continuar a investigação de outras vias da 

inflamação a fim de identificar seu mecanismo de ação no uso popular.  

A identificação de substâncias que possuem atividades biológicas 

previamente relatadas na literatura, a atividade sobre a produção de óxido nítrico 

pelos macrófagos, bem como o medicamento disponível no mercado produzido a 

partir de P. americana e utilizado para osteoartrite, demonstram a importância deste 

trabalho. Visto que as sementes são atualmente consideradas sub-produtos da 

espécie e são normalmente descartadas, demonstrar seu potencial biológico trará 

maior benefício para as indústrias farmacêuticas que utilizam o abacate na produção 

de medicamentos, bem como reduzirá a produção de resíduos, de forma que podem 

ser uma fonte de compostos potencialmente bioativos. 

Por todas essas razões, estimula-se estabelecer uma exploração racional e 

sustentável da grande biodiversidade brasileira, auxiliar no tratamento de 

comorbidades prevalentes na população e também atender às necessidades das 

empresas farmacêuticas desses países. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

 
Tendo em vista o potencial anti-inflamatório do extrato hidroalcoólico de 

sementes de P. americana Mill. relatado popularmente e brevemente investigado por 

este trabalho, incentiva-se a continuidade desta investigação, visto que há muitos 

sinais espectrométricos que ainda precisam ser identificados, diversas vias 

inflamatórias em que o extrato pode atuar bem como técnicas de extração que podem 

ser avaliadas. 

Os estudos quimiométricos realizados direcionam para as melhores condições 

de tempo de maceração e grau alcoólico para a maior efetividade de extração de 

compostos bioativos, porém ainda podem ser avaliadas técnicas de extração visando 

otimização para produção de um fitoterápico tópico, bem como necessita-se validar 

os métodos analíticos utilizados. 

A alta prevalência de doenças articulares crônicas estimula a produção de um 

novo medicamento fitoterápico tópico a fim de atuar como coadjuvante na terapia 

medicamentosa para pacientes cujas comorbidades não permitem o uso de 

antiinflamatórios por via oral. 
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APÊNDICE 1 – CROMATOGRAMAS 
 

FIGURA 40 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QToF-EM-ES+, DA AMOSTRA AL.V.1 e 
AL.M.1, EM TRIPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 
 

FIGURA 41 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QToF-EM-ES+, DA AMOSTRA CWB.V.1 E 
CWB.M.1, EM TRIPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 
 
FIGURA 42 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QToF-EM-ES+, DA AMOSTRA AL.V.8 e 

AL.M.8, EM TRIPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 
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FIGURA 43 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QToF-EM-ES+, DA AMOSTRA CWB.V.8 E 
CWB.M.8, EM TRIPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 
 

FIGURA 44 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QToF-EM-ES+, DA AMOSTRA AL.V.9 EM 
DUPLICATA E AL.M.9 EM TRIPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 
 

FIGURA 45 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QToF-EM-ES+, DA AMOSTRA CWB.V.9 E 
CWB.M.9, EM DUPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 
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FIGURA 46 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QToF-EM, ES-, DA AMOSTRA AL.V.1 E 
AL.M.1, EM TRIPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 
 

FIGURA 47 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QToF-EM, ES-, DA AMOSTRA CWB.V.1 E 
CWB.M.1, EM TRIPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 
FIGURA 48 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QTOF-EM, ES-, DA AMOSTRA AL.V.8, EM 

TRIPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 
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FIGURA 49 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QTOF-EM, ES-, DA AMOSTRA CWB.V.8 EM 
TRIPLICATA E CWB.M.8 EM DUPLICATA, EM TRIPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 
 

 
FIGURA 50 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QTOF-EM, ES-, DA AMOSTRA AL.V.9 E 

AL.M.9, EM TRIPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 
 

FIGURA 51 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLUE-QTOF-EM, ES-, DA AMOSTRA CWB.V.9 E 
CWB.M.9, EM DUPLICATA. 

 
FONTE: A autora (2019). 
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APÊNDICE 2 – DADOS UTILIZADOS NA ANÁLISE DE COMPONENTES 

PRINCIPAIS. 
 

QUADRO 3 - NÚMEROS REFERENTES AS AMOSTRAS CWB.M, CWB.V, AL.M E AL.V UTILIZADAS 
NA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) NAS NOVE 
CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL. 

CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (CWB.M) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 1 2 3 
EtOH 70% (v/v), FS, 24h 4 5 6 
EtOH 30% (v/v), G, 24h 7 8 9 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 10 11 12 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 13 14 15 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 16 17 18 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 19 20 21 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 22 23 24 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h - 25 26 
CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (CWB.V) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 27 28 29 
EtOH 70% (v/v), FS,24h 30 31 32 
EtOH 30% (v/v), G,24h 33 34 35 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 36 37 38 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 39 40 41 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 42 43 44 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 45 46 47 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 48 49 50 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h 51 52 - 
CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (AL.M) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 53 54 55 
EtOH 70% (v/v), FS,24h 56 57 58 
EtOH 30% (v/v), G,24h 59 60 61 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 62 63 64 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 65 66 67 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 68 69 70 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 71 72 73 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 74 75 76 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h 77 78 79 
    
CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (AL.V) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 80 81 82 
EtOH 70% (v/v), FS,24h 83 84 85 
EtOH 30% (v/v), G,24h 86 87 88 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 88 89 90 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 91 92 93 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 94 95 96 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 97 98 99 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 100 101 102 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h 103 104 - 

FONTE: A autora (2019). 
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FIGURA 52 - GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E 
CP2) DAS AMOSTRAS CWB.M, CWB.V, AL.M E AL.V NAS NOVE CONDIÇÕES DE 
EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 

QUADRO 4 - NÚMEROS REFERENTES AS AMOSTRASCWB.M E AL.M UTILIZADAS NA ANÁLISE 
DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) NAS NOVE CONDIÇÕES DE 
EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL. 

CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (CWB.M) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 1 2 3 
EtOH 70% (v/v), FS, 24h 4 5 6 
EtOH 30% (v/v), G, 24h 7 8 9 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 10 11 12 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 13 14 15 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 16 17 18 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 19 20 21 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 22 23 24 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h - 25 26 
CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (AL.M) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 27 28 29 
EtOH 70% (v/v), FS, 24h 30 31 32 
EtOH 30% (v/v), G, 24h 33 34 35 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 36 37 38 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 39 40 41 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 42 43 44 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 45 46 47 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 48 49 50 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h 51 55 53 

Fonte: A autora (2019). 
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FIGURA 53 - GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) 
DAS AMOSTRAS MADURAS (CWB.M E AL.M) NAS NOVE CONDIÇÕES DE 
EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 

QUADRO 5 - NÚMEROS REFERENTES AS AMOSTRAS CWB.V E CWB.M UTILIZADAS NA 
ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) NAS NOVE CONDIÇÕES 
DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL. 

CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (CWB.V) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 1 2 3 
EtOH 70% (v/v), FS, 24h 4 5 6 
EtOH 30% (v/v), G, 24h 7 8 9 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 10 11 12 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 13 14 15 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 16 17 18 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 19 20 21 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 22 23 24 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h 25 26 - 
CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (AL.V) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 27 28 29 
EtOH 70% (v/v), FS, 24h 30 31 32 
EtOH 30% (v/v), G, 24h 33 34 35 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 36 37 38 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 39 40 41 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 42 43 - 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 44 45 46 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 47 48 49 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h 50 51 - 

Fonte: A autora (2019). 
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FIGURA 54 - GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) 
DAS AMOSTRAS IMATURAS (CWB.V E AL.V) NAS NOVE CONDIÇÕES DE 
EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 

QUADRO 6 - NÚMEROS REFERENTES AS AMOSTRAS AL.M E AL.V UTILIZADAS NA ANÁLISE DE 
COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) NAS NOVE CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO 
DO PLANEJAMENTO FATORIAL. 

CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (AL.M) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 1 2 3 
EtOH 70% (v/v), FS, 24h 4 5 6 
EtOH 30% (v/v), G, 24h 7 8 9 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 10 11 12 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 13 14 15 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 16 17 18 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 19 20 21 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 22 23 24 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h 25 26 27 
CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (AL.V) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 28 29 30 
EtOH 70% (v/v), FS, 24h 31 32 33 
EtOH 30% (v/v), G, 24h 34 35 36 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 37 38 39 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 40 41 42 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 43 44 - 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 45 46 47 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 48 49 50 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h 51 52 - 

Fonte: A autora (2019). 
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FIGURA 55 - GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) 
DAS AMOSTRAS COLETADAS EM ROSÁRIO DO IVAÍ-PR (AL.M E AL.V) NAS NOVE 
CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL. 

 
FONTE: A autora (2019). 

 

QUADRO 7 - NÚMEROS REFERENTES AS AMOSTRAS CWB.M E CWB.V, UTILIZADAS NA 
ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) NAS NOVE CONDIÇÕES 
DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL. 

CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (CWB.M) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 1 2 3 
EtOH 70% (v/v), FS, 24h 4 5 6 
EtOH 30% (v/v), G, 24h 7 8 9 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 10 11 12 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 13 14 15 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 16 17 18 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 19 20 21 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 22 23 24 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h - 25 26 
CONDIÇÃO DE EXTRAÇÃO N° DA AMOSTRA (CWB.V) 
EtOH 30% (v/v), FS, 24h 27 28 29 
EtOH 70% (v/v), FS, 24h 30 31 32 
EtOH 30% (v/v), G, 24h 33 34 35 
EtOH 70% (v/v), G, 24h 36 37 38 
EtOH 30% (v/v), FS, 168h 39 40 41 
EtOH 70% (v/v), FS, 168h 42 43 44 
EtOH 30% (v/v), G, 168h 45 46 47 
EtOH 70% (v/v), G, 168h 48 49 50 
EtOH 50% (v/v), SF, 72h 51 55 - 

Fonte: A autora (2019). 
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FIGURA 56 - GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (CP1 E CP2) 
DAS AMOSTRAS COLETADAS EM CURITIBA-PR (CWB.M E CWB.V) NAS NOVE 
CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO DO PLANEJAMENTO FATORIAL. 

 
FONTE: A autora (2019). 
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ANEXO 1 – DEPÓSITO DE EXSICATAS MUSEU BOTÂNICO MUNICIPAL DE 
CURITIBA
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ANEXO 2 – CADASTRO DE ATIVIDADE DE ACESSO AO PATRIMÔNIO 
GENÉTICO - SISGEN


