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RESUMO 

 

Chrysobalanus icaco L. (Chrysobalanaceae) é uma espécie polimórfica, amplamente 

utilizada na medicina popular brasileira, cujas investigações químicas e 

farmacológicas têm revelado resultados promissores. Entretanto, a composição 

química de extratos à base de plantas pode ser influenciada pelas condições 

ambientais, pela genética ou por uma combinação de ambas. Nesse contexto, torna-

se essencial o estabelecimento de padrões de identidade e perfis de controle de 

qualidade do extrato de C. icaco para garantir a confiabilidade e repetibilidade das 

pesquisas farmacológicas. Para isso, foi adotada uma abordagem multidisciplinar, 

integrando química analítica, genética molecular e farmacologia na avaliação de 25 

espécimes silvestres de C. icaco, procedentes de 15 municípios do Pará (Brasil). As 

amostras foram coletadas durante as estações de maior e menor precipitação 

pluviométrica. Inicialmente, utilizou-se cromatografia líquida de ultra-alta eficiência 

com detecção por arranjo de diodos (UHPLC-DAD) para estabelecer fingerprint do 

extrato hidroalcoólico de C. icaco. Também foi utilizada cromatografia eletrocinética 

micelar de fluxo invertido (RF-MEKC) para estabecer fingerprint do extrato 

hidroalcoólico de C. icaco, como uma técnica alternativa. Esses dados foram 

submetidos à análise multivariada e dois modelos foram obtidos a partir da análise 

de componentes principais (PCA) e análise discriminante por mínimos quadrados 

parciais (PLS-DA). Em seguida, as técnicas de UHPLC-DAD e espectrometria de 

massas sequencial com ionização por electrospray (ESI-MS/MS) foram utilizadas 

para identificar os principais compostos responsáveis pela separação em classes. 

As amostras foram categorizadas em duas classes: Classe 1 (morfotipo vermelho) e 

Classe 2 (morfotipos branco e preto). Esses resultados revelaram a existência de 

dois quimiotipos, o que foi reforçado pela caracterização genética. Adicionalmente, 

identificou-se correlação entre os dados de fingerprint e os das análises de 

fertilidade do solo e de tecido foliar. De maneira geral, os extratos hidroalcoólicos de 

C. icaco apresentaram efeito citostático, bem como alguns extratos foram seletivos 

contra células tumorais de ovário (OVCAR-3), cólon (HT-29), pulmão (NCI-H460) e 

leucemia (K-562). A constatação mais importante deste trabalho foi a de que os três 

morfotipos de C. icaco não são todos fitoequivalentes uns aos outros. 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Chrysobalanus icaco L. (Chrysobalanaceae) is a polymorphic species, widely used in 

Brazilian popular medicine. Researchers reported very promising results in chemical 

and pharmacological investigations. However, the chemical composition of herbal 

extracts can be influenced by both, environmental conditions and genetics. In this 

context, it is essential to establish identity standards and quality control profiles of the 

C. icaco extract that ensure the reliability and repeatability of the pharmacological 

research. For this purpose, a multidisciplinary approach was adopted, integrating 

analytical chemistry, molecular genetics and pharmacology in the evaluation of 25 

wild specimens of C. icaco from 15 municipalities of Pará State (Brazil). Samples 

were collected in periods of high and low rainfall. Initially, ultra-high efficiency liquid 

chromatography with diode array detection (UHPLC-DAD) was used to establish the 

fingerprint of the C. icaco hydroalcoholic extract. Reverse-flow micellar electrokinetic 

chromatography (RF-MEKC) was also used to establish fingerprint of the C. icaco 

hydroalcoholic extract, as an alternative technique. The acquired data were 

submitted to multivariate analysis and two models were obtained from principal 

component analysis (PCA) and partial least squares discriminant analysis (PLS-DA). 

Subsequently, UHPLC-DAD and electrospray ionization tandem mass spectrometry 

(ESI-MS/MS) techniques were used to identify the main compounds responsible for 

class separation. The samples were categorized into two classes: Class 1 (red 

morphotype) and Class 2 (white and black morphotypes). These results pointed to 

the existence of two chemotypes, which was reinforced by the genetic 

characterization. Additionally, the fingerprint data presented a correlation with soil 

fertility and leaf tissue data. In general, C. icaco hydroalcoholic extracts showed 

cytostatic effect, and some extracts were selective against ovarian (OVCAR-3), colon 

(HT-29), lung (NCI-H460) and leukemia (K-562) cell lines. The most important finding 

in this study was that the three morphotypes of C. icaco are not all phytoequivalent to 

each other. 
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1. INTRODUÇÃO 

Diabetes Mellitus é uma doença que afeta mais 415 milhões de adultos no 

mundo e cuja estimativa de custos com o tratamento é superior a 673 bilhões de 

dólares1. No Brasil, calcula-se que esse número já ultrapasse nove milhões de 

pessoas maiores de 18 anos e permaneça em ascensão, como na maioria dos 

países do mundo, em especial nos países em desenvolvimento onde a medicina 

tradicional à base de plantas desempenha um importante papel e, às vezes, é a 

principal fonte de cuidados com a saúde2,3. 

Frente a essa realidade, é crescente o interesse no estudo sobre plantas 

com potencial hipoglicemiante identificado pelo conhecimento tradicional4,5,6,7,8,9,10,11. 

Dentre essas plantas, o “ajuru” (Chrysobalanus icaco Linnaeus, Chrysobalanaceae) 

é uma espécie nativa da Amazônia e Mata Atlântica12,13, cuja folha, raiz ou casca do 

caule é especialmente utilizada na medicina popular brasileira para o tratamento de 

diabetes14,15,16. Também conhecida como "ajuru-vermelho", “ajuru-branco” e “ajuru-

preto”, C. icaco é uma espécie única polimórfica que varia principalmente na cor e 

tamanho do fruto, forma e tamanho da folha, e hábito de crescimento. Essas 

diferentes formas ou morfotipos crescem lado a lado, sem qualquer separação 

ecológica e sem ser possível subdividir essa espécie com base apenas em material 

de herbário12.  

O efeito antidiabético de extratos de C. icaco tem sido reportado17,18,19,20, 

bem como pesquisas sobre suas propriedades anti-inflamatória e antinociceptiva21, 

antileishmania22, antioxidante20,21,23,24,25, genotóxica19,25, antimicrobiana26, anti-HIV27, 

antiangiogênica28, anticâncer e antiresistência a múltiplas drogas29, e prevenção do 

ganho de peso17,18. Em estudos fitoquímicos, a presença de grupos químicos 

farmacologicamente importantes como flavonoides e terpenoides16,17,23,26,27,30,31 foi 

identificada. 

No entanto, apesar dos muitos resultados promissores, sabe-se que a 

eficácia de um extrato à base de plantas é normalmente derivada das interações 

sinérgicas entre seus múltiplos constituintes químicos. Além disso, a biossíntese de 

metabólitos secundários é frequentemente afetada pelas condições ambientais, pela 

genética ou por uma combinação de ambas32, o que pode originar variações no 

conteúdo total e/ou nas proporções relativas desses constituintes, alterando o efeito 
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terapêutico desejado33,34. Nesse contexto, o estabelecimento de padrões de 

identidade e perfis de controle de qualidade de extratos de C. icaco para garantir a 

confiabilidade e repetibilidade das investigações farmacológicas, torna-se essencial. 

Com esse propósito, adotou-se abordagem sistêmica e multidisciplinar, 

integrando química analítica, genética molecular e farmacologia na avaliação de 25 

espécimes silvestres de C. icaco, procedentes de 15 municípios do estado do Pará, 

Brasil, e coletados durante as estações de maior e menor precipitação pluviométrica.  

Este trabalho representa uma etapa imprescindível para a aquisição de 

conhecimento consistente, capaz de responder os seguintes questionamentos: 

 Os diferentes morfotipos de C. icaco fornecem extratos hidroalcoólicos 

semelhantes?  

 A biossíntese dos metabólitos secundários (em especial polifenois) em folhas 

de C. icaco é influenciada pela procedência geográfica e/ou a sazonalidade 

do material botânico?  

Este projeto de pesquisa foi autorizado em conformidade com a legislação 

nacional em vigência por ocasião do início do trabalho e está incluído na Autorização 

Especial de Acesso e de Remessa da Embrapa para fins de Pesquisa Científica 

junto ao IBAMA (nº 002/2008), sob Processo nº 02001.002715/2014-26 (Anexo 1). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Determinar parâmetros de identidade e qualidade de  fitoproduto (tintura) 

de folhas de C. icaco, pela aquisição de fingerprint associado à análise multivariada, 

considerando a procedência e a sazonalidade do material botânico. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Estabelecer teor de cinzas totais e umidade, como parâmetros mínimos de 

identidade e qualidade da droga vegetal, respectivamente; e resíduo seco, 

como parâmetro de qualidade do extrato hidroalcoólico. 

 Desenvolver e validar método analítico para aquisição de perfil cromatográfico 

padrão (fingerprint) do extrato hidroalcoólico, utilizando cromatografia líquida de 

ultra-alta eficiência com detecção por arranjo de diodos (UHPLC-DAD). 

 Construir modelo de classificação, utilizando métodos quimiométricos, a partir 

dos dados de fingerprint UHPLC-DAD. 

 Caracterizar os compostos majoritários do extrato hidroalcoólico utilizando 

cromatografia líquida de ultra-alta eficiência (UHPLC) associada à detecção por 

espectrometria de massas sequencial com ionização por electrospray (ESI-

MS/MS). 

 Avaliar a influência da procedência e da sazonalidade do material botânico 

sobre o fingerprint UHPLC-DAD e correlacionar esses dados aos de análises 

químicas de fertilidade do solo e de tecido foliar. 

 Desenvolver e validar método analítico para aquisição de perfil eletroforético 

padrão (fingerprint) do extrato hidroalcoólico por cromatografia eletrocinética 

micelar de fluxo invertido (RF-MEKC), utilizando detecção por arranjo de diodos 

(CE-DAD),  e realizar análise exploratória nos dados de fingerprint.  

 Caracterizar os genótipos de C. icaco por marcadores de polimorfismo de DNA 

amplificado ao acaso (RAPD). 

 Avaliar a atividade antiproliferativa do extrato hidroalcoólico de C. icaco contra 

células tumorais humanas. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1. Plantas medicinais e fitoterápicos  

A fitoterapia popular é uma prática tradicional muito antiga, adotada 

principalmente por aqueles que não têm fácil acesso às práticas de saúde oficiais. 

Por esse motivo, a Organização Mundial da Saúde (OMS) vem recomendando o uso 

de plantas medicinais e seus derivados pelos sistemas públicos de saúde como 

forma de reduzir os custos dos programas de atenção primária à saúde e ampliar o 

número de beneficiários35,36.  

No Brasil, o governo federal aprovou em 2006 a Política Nacional de 

Plantas Medicinais e Fitoterápicos, com o objetivo de “garantir à população brasileira 

o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterápicos, promovendo 

o uso sustentável da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da 

indústria nacional”37.  

A biodiversidade brasileira aliada a um conhecimento etnofarmacológico 

expressivo, resultante da miscigenação cultural de indígenas, europeus e africanos, 

constitui vantagem importante ao estudo sistematizado e multidisciplinar (botânica, 

agronomia, química, farmácia, entre outras áreas do conhecimento), visando à 

validação do uso de plantas medicinais. No entanto, ainda são poucas as pesquisas 

que compreendem toda a cadeia produtiva de determinada espécie de interesse, 

possibilitando o desenvolvimento de um novo fitoterápico, em conformidade com as 

exigências da legislação vigente38. 

A RDC Nº 26, de 13 de maio de 2014, da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) é a norma que regulamenta o registro de medicamentos 

fitoterápicos no Brasil, exigindo avaliações da matéria-prima vegetal, dos derivados 

vegetais e do fitomedicamento, o que inclui identificação botânica da espécie usada, 

padrão de identidade e qualidade (PIQ), e comprovação de eficácia e segurança, 

que validem as indicações terapêuticas propostas39. 

O PIQ de um produto é o conjunto de características qualitativas e/ou 

quantitativas, que define a qualidade aceitável do produto para os fins a que se 

destina40. 
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A eficácia e a segurança da utilização de uma planta medicinal ou de um 

fitoterápico, não validados pelo uso tradicional, devem ser comprovadas por meio de 

ensaios farmacológicos e toxicológicos, in vitro e in vivo, e ensaios clínicos, que 

demonstrem a atividade terapêutica prevista e a ausência de efeitos adversos ou 

tóxicos em seres humanos41. 

Teoricamente, a atividade biológica apresentada por um fitocomplexo, 

como um extrato à base de plantas, pode resultar de interações sinérgicas, aditivas 

ou antagônicas entre uma série de componentes quimicamente diversos42. Assim, 

deve-se considerar que o potencial medicinal das plantas é suscetível à influência da 

diversidade genética e diferenças ecogeográficas ou fatores ambientais (abióticos e 

bióticos), que exercem efeito na produção e acúmulo desses constituintes químicos, 

mesmo que não seja de maneira constante sobre o metabolismo da planta como um 

todo32,34. 

Essa variabilidade do mesmo material botânico dificulta o estabelecimento 

de padrões de referência, tornando-se o principal desafio ao controle de qualidade 

das plantas medicinais e seus derivados. Contudo, apesar da complexidade 

envolvida, trata-se de um setor impulsionado por um mercado mundial que tem a 

previsão de chegar a US$115 bilhões até o ano 202043. 

 

3.2. Controle de qualidade de plantas medicinais e fitoprodutos  

O controle de qualidade no desenvolvimento de medicamentos de origem 

vegetal compreende desde a colheita da planta medicinal até a pós-comercialização 

do fitomedicamento (farmacovigilância), com monitoramento químico contínuo em 

cada etapa de transformação tecnológica.  

Atualmente, é consenso entre as agências reguladoras que a qualidade 

de amostras complexas de extratos brutos vegetais seja preferencialmente avaliada 

com base na sua totalidade, e não mais a partir de marcadores químicos definidos 

como apenas um composto ou uma classe de compostos. Dessa forma, o extrato na 

íntegra passa a ser considerado como composto ativo, considerando os efeitos 

sinérgicos entre seus vários constituintes e, portanto, suas propriedades biológicas 

totais33,44,45.  
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Neste cenário, a metabolômica não direcionada tem ascendido como uma 

tendência para o mapeamento químico de fitocomplexos, na qual se prioriza a 

identificação do subconjunto de metabólitos secundários que caracteriza a diferença 

entre amostras obtidas em condições ecofisiológicas distintas. O perfil metabólico 

secundário característico de uma amostra vegetal é definido como “impressão 

digital” ou fingerprint e pode ser empregado como referência no controle de 

qualidade, tornando-se uma estratégia recomendada pela OMS nas últimas 

décadas33,44,46. 

O fingerprint é um padrão comum único da espécie vegetal, gerado a 

partir de múltiplas amostras, que representa uma abordagem qualitativa para fins de 

autenticação da espécie, avaliação da qualidade, asseguração da consistência e 

estabilidade da droga vegetal e seus derivados; sem a intenção de identificar cada 

metabólito detectado, mas sim comparar perfis químicos. Essa estratégia está 

fundamentada no conceito de fitoequivalência, no qual fitoprodutos originados da 

mesma planta somente podem ser considerados fitoequivalentes se os seus perfis 

químicos totais forem similares e, de onde se presume, apresentem as mesmas 

atividades biológicas33,45,47,48. 

 

3.3. Técnicas analíticas aplicadas para a obtenção de fingerprint 

Um fingerprint químico pode ser definido como um conjunto de sinais 

cromatográficos, eletroforéticos e/ou espectroscópicos adquiridos para amostras 

complexas de extratos vegetais. Esse conjunto de sinais, representados por dados 

multivariados, deve refletir todos os metabólitos secundários detectáveis e presentes 

na amostra em estudo. Portanto, é necessário o uso de técnicas hifenadas de 

análise, de alto desempenho, que possibilitem a desreplicação de extratos como 

uma estratégia de racionalização metodológica, evitando o isolamento de 

substâncias já conhecidas46,49. 

Dentre as técnicas de separação, a cromatografia líquida de ultra-alta 

eficiência (UHPLC) é, atualmente, uma das técnicas mais importantes em química 

analítica, pois retrata um avanço significativo na instrumentação da cromatografia 

líquida (LC) e na tecnologia de coluna (tamanho de partícula da coluna e dimensão 

da coluna), como resposta à busca por análises mais rápidas e eficientes. Essa 
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evolução fundamenta-se na equação de van Deemter, que correlaciona altura 

equivalente de prato com velocidade linear e tamanho da partícula; traduzindo-se 

em um aumento muito significativo na resolução, sensibilidade e eficiência, com 

resultados mais rápidos e menor consumo de solventes50,51. 

Outra técnica potencial empregada para a obtenção de fingerprint de 

extratos vegetais tem sido a eletroforese capilar (CE), que apresenta como 

vantagens alta eficiência de separação, seletividade, flexibilidade, baixo consumo de 

reagentes, além de permitir a manipulação mínima da amostra52. A versatilidade da 

CE está nos diferentes modos de separação disponíveis. Entre esses, encontra-se a 

cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), que é usada para separar espécies 

neutras, além de espécies iônicas ou facilmente ionizáveis, o que é particularmente 

atrativo para a análise de extratos complexos constituídos por diferentes classes de 

compostos53,54. 

MEKC compreende a adição de um surfactante, em concentração 

superior à sua concentração micelar crítica (CMC), no eletrólito de corrida (BGE) 

com pH elevado, como um meio de aumentar a seletividade. As micelas formam 

uma fase pseudoestacionária dentro do capilar, criando um sistema híbrido de 

eletroforese e cromatografia. Dependendo da carga, as micelas movem-se com ou 

contra o fluxo eletrosmótico (EOF) e durante a migração, as espécies em solução 

podem interagir com as micelas por meio de interações hidrofóbicas e eletrostáticas, 

resultando na separação mediante partição entre fase micelar e fase aquosa. As 

interações diferenciais analito/micela são o fator principal na determinação da 

seletividade da MEKC. Quando desenvolvido em condições de pH menores que 3, o 

modo de separação recebe a denominação de cromatografia eletrocinética micelar 

de fluxo invertido (RF-MEKC) e o efeito do EOF pode ser negligenciável. Além disso, 

um potencial de separação negativo é aplicado na entrada do capilar quando se 

utiliza micelas carregadas negativamente, tornando a ordem de migração invertida, 

ou seja, os compostos mais hidrofóbicos eluem primeiro e a resolução entre analitos 

de baixa polaridade é aumentada, no geral53,54,55,56. Uma limitação dessa técnica são 

as variações no tempo de migração ocasionadas por fatores como flutuações no 

EOF, na temperatura, entre outros; e que podem conduzir a dados pouco 
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reprodutíveis, com sobreposição de picos, impedindo uma interpretação 

apropriada49,52. 

Entre as técnicas espectrométricas ópticas, a mais usual é a detecção por 

arranjo de diodos (DAD), com alta sensibilidade e boa linearidade. No entanto, 

limita-se à detecção somente dos analitos que absorvem na região UV-VIS46.  

Em adição, a espectrometria de massas (MS) é considerada, atualmente, 

a técnica mais sensível e seletiva para rápida análise qualitativa e quantitativa de 

extratos vegetais. Além disso, a ionização por electrospray (ESI) tem sido a principal 

fonte utilizada para analisar compostos fenólicos. Normalmente, produzem uma 

ionização branda dos metabólitos, gerando informação apenas da massa molecular 

do composto e para obter um número maior de fragmentos característicos, o 

espectro de dissociação induzido por colisão (CID) pode ser gerado utilizando-se um 

sistema como MS-MS. Contudo, essa técnica apresenta como limitação a dificuldade 

em relação à eficiência de ionização bem como a supressão iônica, que pode ser 

responsabilizada por desvios de repetibilidade e precisão do método analítico57,58. 

 

3.3.1. Métodos quimiométricos 

Os métodos quimiométricos de análise multivariada são ferramentas 

matemáticas e estatísticas capazes de converter grandes conjuntos de dados em 

informação útil, podendo ser aplicados aos mais diversos fins, tais como: 

planejamento e otimização de experimentos, reconhecimento de padrões e 

classificação de dados, calibração multivariada, entre outros59,60. 

Dados de fingerprints cromatográficos e eletroforéticos de extratos 

vegetais contêm informações complexas e têm natureza multivariada. As matrizes 

de dados são, geralmente, amplas e caracterizadas por um número muito grande de 

variáveis61,62. Dessa forma, os métodos quimiométricos têm sido utilizados para 

estabelecer critérios de similaridade e parâmetros de reconhecimento para perfis 

metabólicos de extratos de plantas medicinais63. Entre esses, a análise de 

componentes principais (PCA), um método de reconhecimento de padrões não 

supervisionada, frequentemente constitui o primeiro passo para uma análise 

exploratória dos dados, sem assumir qualquer conhecimento prévio de classe da 

amostra. É uma ferramenta analítica eficaz para examinar a variação intrínseca no 
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conjunto de dados e obter uma visão geral das variações entre os grupos, além de 

que também pode ser usada como uma ferramenta preditiva64,65. 

Após a análise exploratória, métodos de calibração e classificação podem 

ser utilizados para a obtenção de modelos. Dentre os métodos de classificação, a 

análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA) pode ser 

considerada como um classificador linear de duas classes, que é utilizado para 

maximizar a separação entre grupos de observações e identificar quais variáveis 

respondem por essa separação66. A validação cruzada é um procedimento muito 

utilizado para validar a capacidade preditiva de um modelo de classificação67. 

Os dados dos perfis metabólicos estão sujeitos a erros experimentais 

inerentes do método analítico, por isso devem ser submetidos à pré-tratamento, para 

reduzir as variações indesejáveis que podem influenciar os resultados finais. Além 

disso, a seleção criteriosa do pré-tratamento, tanto aplicado às amostras quanto às 

variáveis, é essencial ao sucesso da análise multivariada de dados59. O pré-

tratamento mais recomendado a dados cromatográficos e eletroforéticos é o 

alinhamento de picos pela aplicação do algoritmo Correlated Optimized Warping 

(COW) (disponível em: www.models.life.ku.dk/dtw_cow)68. Esse algoritmo alinha um 

cromatograma desalinhado a um cromatograma de referência, maximizando a 

correlação entre os sinais por alongamento e compressão de um determinado 

segmento (segment length), ajustado por um parâmetro de flexibilidade (slack 

size)59,67. 

 

3.4. Chrysobalanus icaco Linnaeus  

Chrysobalanus icaco Linnaeus (Chrysobalanaceae) (Figura 1) é uma 

espécie pantropical, conhecida como ajuru ou agiru (região Norte do Brasil), guajiru 

ou grageru (Nordeste brasileiro), abageru ou bajiru (Sudeste brasileiro), coco-plum, 

fat-pork ou icaco (em outras localidades no mundo). Além disso, também recebe a 

denominação vernacular: ajuru-vermelho, ajuru-branco ou ajuru-preto, com base na 

cor do fruto maduro. É uma frutífera de raro cultivo, porém relativamente frequente 

em seu hábitat natural, principalmente nas regiões costeiras. Com ocorrência em 

diversos estados brasileiros (AM, AP, PA, MA, PI, CE, RN, PB, AL, SE, BA, ES, RJ e 

SP) (disponível em: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/), é também encontrada na África 

http://floradobrasil.jbrj.gov.br/
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tropical, Ásia, ilhas do Pacífico e, no continente americano, da Flórida até o Sudeste 

brasileiro12 (Figura 2).  

 

  

Figura 1 - Ajuru (Chrysobalanus icaco L.). (a) Arbusto. (b) Folhas. (c) Fruto. (d) 

Inflorescência. 
Foto: Nádia E. N. P. Paracampo. 

 

 

Figura 2 - Distribuição geográfica de C. icaco.  

Fonte: Imagem disponível em: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Chrysobalanus+icaco 

 

C. icaco é uma espécie que apresenta variações extremas na forma (de 

orbicular a elíptica) e tamanho da folha, cor (vermelho, amarelo-pálido, roxo) e 

tamanho do fruto, e hábito de crescimento (de arbusto rasteiro a árvore). Além disso, 

exibe ampla plasticidade para desenvolver-se em diferentes associações vegetais 

como mangues e restingas, entre outras; em locais sujeitos ao estresse hídrico ou 

salino ou, ainda, exposto a inundação em determinadas épocas do ano; e em solos 

com baixa fertilidade ou com afloramento de rochas. Na vegetação costeira, por 

(a) (b) (c) (d)
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exemplo, quando se observa alta densidade populacional, isso se deve mais à falta 

de adaptabilidade das demais espécies da região ao ambiente que a sua alta 

competitividade69.  

No Brasil, estudos etnodirigidos têm reportado o uso tradicional do óleo 

da semente e da infusão de raiz, casca, folha e flor para o tratamento de diarreia, 

leucorreia, doenças infecciosas e pedras nos rins; com destaque para a decocção 

de folhas como agente diurético e hipoglicemiante. A adoção popular de C. icaco 

como antidiabético foi descrita na literatura, pela primeira vez, em 1977 14,70,71,72,73. 

Em levantamento etnobotânico realizado no Mercado de Madureira, Rio 

de Janeiro, o reputado efeito no controle de diabetes garantiu ao C. icaco o terceiro 

lugar entre as 97 espécies mencionadas com maior frequência, confirmando sua 

importância para a farmacopeia popular. No entanto, o que se verificou foi na 

verdade a comercialização concomitante de folhas de C. icaco e de Eugenia 

rotundifolia (Myrtaceae) (Figura 3), sob a mesma designação popular de abajuru, o 

que foi hipoteticamente atribuído à dificuldade em distinção dessas espécies, 

provenientes do extrativismo73.  

 

Figura 3 - Exsicatas ilustrando detalhes dos ramos de: (a) Chrysobalanus icaco L. 

(Chrysobalanaceae) e (b) Eugenia rotundifolia Casar (Myrtaceae).  

Foto: Imagens disponíveis em: http://www.herbariovirtualreflora.jbrj.gov.br/ 

 

3.4.1. Potencial químico e biológico: estado da arte  

Pesquisadores têm relatado o potencial químico e biológico avaliado a 

partir de diferentes órgãos de C. icaco: 

RAIZ 

 Do extrato orgânico das raízes,  foram  isolados  os  diterpenos:  ácido  ent-15-

oxocaur-16-en-19-oico e éster metílico  do  ácido  ent-11-S-hidroxi-15-oxocaur-16- 

(a) (b)
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en-19-oico. O primeiro apresentou atividade anti-HIV in vitro 27. 

CASCA DO CAULE 

 Em investigação do extrato aquoso das cascas do caule, determinou-se a 

propriedade anti-inflamatória e antinociceptiva do mesmo, e ainda se observou a 

ausência de toxicidade aguda em camundongos para a dose de 2 g/kg 21.  

FOLHA 

 Na primeira investigação fitoquímica das folhas, foi identificada a presença de 

miricetina (Figura 4), flavonol que tem sido considerado como marcador 

quimiotaxonômico de Chrysobalanaceae31.  

 
Figura 4 - Estruturas químicas de compostos fenólicos encontrados em folha de C. 

icaco. 

miricetina quercetina miricetina 3-O-glucuronideo

miricetina 3-O-rutinosideo

quercitrina

rutina

miricitrina

ácido gálico
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 No extrato hidroalcoólico das folhas, identificaram-se por HPLC/MS os seguintes 

compostos: miricetina-3-O-glucuronídeo; miricetina-3-O-rutinosideo; rutina; 

miricetina-3-O-ramnosideo (miricitrina); quercetina-3-O-ramnosideo (quercitrina) 

(Figura 4); miricetina ligada a uma unidade de pentose e ácido glucurônico; 

miricetina ligada a uma unidade de pentose e ramnose; quercetina ligada a uma 

unidade de pentose e ramnose; quercetina ligada a uma unidade de ácido 

glucurônico16. 

 No extrato metanólico hidrolisado das folhas, os seguintes compostos fenólicos 

foram identificados e quantificados por HPLC-DAD: ácido gálico (0,45 mg/g), 

miricetina (0,78 mg/g) e quercetina (0,14 mg/g)23 (Figura 4). 

 No óleo essencial das folhas, foram identificados e quantificados por GC-MS os 

seguintes compostos: 2-tridecen-1-ol (1,28%); neofitadieno (0,14%); 6,10,14-

trimetil-2-pentadecanona (0,27%); óxido de manoil (0,16%); isômero de fitol 

(0,76%); 1,4-fenantrenodiona (0,47%); heptacosano (0,78%); octacosano (1,12%); 

esqualeno (5,55%); nanocosano (11,55%); triacontano (3,12%); nerolidol Z e E 

(1,14%); hentriacontano (20,02%); vitamina E (5,30%); dotriacontano (2,41%); 

triacontanal (1,63%); estigma-5,22-ol (1,17%); tritriacontano (4,83%); estigma-5-ol 

(3,78%); lupenona (1,53%); 4,22-estigmadienona (1,18%); lupenol (0,51%); 

dotriacontanal (1,39%); estigmast-4-en-3-ona (5,11%); hentetracontanol 

(0,85%)30.  

 A partir da fração em acetato de etila do extrato metanólico das folhas, foram 

isolados os seguintes triterpenos: ácido 2-3-6-tri-hidroxi-olean-12-en-28-oato 

de -D-glicopiranosil-(2’1’’)-O--D-glicopiranosideo; ácido 2-3-6-tri-hidroxi-

olean-12-en-28-oico; ácido 2-3-6-23-tetra-hidroxi-olean-12-en-28-oico; e o 

flavonoide: 5,7,3’,4’,5’-penta-hidroxi-3-O--D-glicopiranosil-flavona29. 

 Na investigação do potencial antiangiogênico do extrato metanólico das folhas, 

verificou-se inibição média da angiogenese em 44%, ou seja, reduziu a formação 

de novos vasos de sangue em tecido embrionário de frango28.  
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 Na avaliação do potencial genotóxico in vitro do extrato aquoso das folhas, 

verificou-se tanto a ação protetora dos efeitos do SnCl2 sobre o DNA plasmidial, 

como também o efeito genotóxico, dependendo da dose do extrato25,74.  

 Foi avaliado in vivo, em experimento com ratos, que o extrato aquoso das folhas é 

potencialmente genotóxico. Ademais, avaliou-se que ratos diabéticos tratados 

com o extrato apresentaram redução nos níveis de triglicerídeo, sem diferenças 

significativas nos níveis de glicemia e colesterol19.  

 Em estudo in vivo sobre o efeito do extrato aquoso das folhas na radiomarcação 

com tecnécio (99mTc), foi sugerido que esse extrato pode interferir na marcação 

dos constituintes sanguíneos com 99mTc, possivelmente pela sua ação 

quelante/antioxidante. Os autores alertaram que, embora o estudo tenha sido 

realizado em animais, seria necessária cautela na interpretação de exames em 

medicina nuclear que usam como marcador o 99mTc, em pacientes que estão em 

tratamento com extrato de C. icaco 24. 

 A partir dos extratos hexânico e metanólico das folhas, foram isolados: 

estigmasterol, sitosterol, campesterol, ácido pomólico e 7-O-metil-campferol. Os 

extratos, frações e compostos isolados apresentaram atividade antimicrobiana in 

vitro contra Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, mas não contra 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida albicans 26.  

 O extrato hidroalcoólico das folhas apresentou atividade antifúngica in vitro contra 

isolados clínicos bucais de Candida albicans e Candida parapsilosis, mas não 

contra Candida dubliniensis e Candida tropicalis. O extrato foi analisado por 

HPLC/DAD e os flavonoides rutina e miricetina foram identificados75. 

 Ácido pomólico foi isolado da fração em diclorometano do extrato metanólico das 

folhas. Na investigação da atividade antitumoral desse triterpeno, observou-se a 

inibição do crescimento e indução de apoptose em linhagem de células de 

eritroleucemia (K-562), bem como inibiu a proliferação de Lucena1, uma linhagem 

de células resistentes a múltiplas drogas (MDR)29,76. 

 Resultados experimentais demonstraram que o chá das folhas na concentração 

de 5%, administrado por via oral por camundongos normais e com diabetes 
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induzida por aloxana, reduziu a glicemia de jejum e bloqueou 64,20% da absorção 

intestinal da glicose77. 

 O extrato aquoso das folhas não induziu efeito anti-hiperglicemiante significativo 

quando avaliado pelo teste oral de tolerância à glicose em ratos 

normoglicêmicos78. 

 Foram avaliadas características físicas e químicas das folhas, frutos e sementes, 

onde se destacou o valor nutricional do fruto pela concentração de cromo, selênio, 

cálcio e ferro. Também foi verificado que o chá das folhas, nas concentrações de 

2,5% e 5%, reduziu o valor de glicemia em animais diabéticos, com redução maior 

conforme aumento da concentração, sem causar alteração nos animais 

normais79,80.  

 Na prospecção fitoquímica do extrato aquoso das folhas, verificou-se a presença 

de taninos, flavonoides, triterpenoides, esteroides, saponinas e alcaloides. A 

atividade antioxidante desse extrato foi considerada potente no ensaio in vitro. 

Além disso, na avalição do potencial antidiabético desse extrato, verificou-se que 

o mesmo não foi capaz de inibir a elevação da glicemia no teste oral de tolerância 

à glicose em ratos, mas reduziu a glicemia pela administração crônica do 

extrato20. 

 A partir da partição butanólica do extrato metanólico das folhas, foram isolados os 

flavonóis quercetina e campferol, e a flavona 5,7,3’,4’,5’-penta-hidroxi-3-O-β-D-

glicopiranosil. Na avaliação da atividade antinociceptiva em camundongos, foi 

constatado o efeito antinociceptivo sobre a dor inflamatória, mas não sobre a de 

caráter neurogênico81. O efeito contra dor inflamatória também foi observado a 

partir do extrato aquoso82. 

 O extrato aquoso das folhas foi hipoglicemiante em ratos diabéticos e não 

demonstrou toxicidade aguda em camundongos até a dose de 5 g/kg 83. 

 A atividade antileishmania contra Leishmania amazonensis foi evidenciada a partir 

de extratos e frações obtidos das folhas22. 

 O extrato etanólico das folhas foi ineficaz ao controle de larvas de Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus, na avaliação da atividade acaricida in vitro 84.  
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 Na avaliação do extrato aquoso das folhas, verificou-se a normalização da 

glicemia de jejum e da sensibilidade à insulina, além da inibição do ganho de peso 

e do acúmulo de gordura no fígado em camundongos obesos, induzidos por dieta 

hiperlipídica18. 

 O extrato aquoso das folhas, quando administrado em concentrações mais baixas 

por camundongos obesos, promoveu menor ganho de tecido adiposo, normalizou 

a sensibilidade à insulina e a tolerância à glicose. Os flavonoides miricetina-3-O-

glucuronídeo, rutina, miricetina-3-O-ramnosideo (miricitrina) e quercetina-3-O-

ramnosideo (quercitrina) foram identificados por HPLC-DAD e MS nesse extrato,  

que apresentou alta atividade antioxidante in vitro 17. 

FRUTO 

 A presença dos flavonoides delfinidina-3,5-diglicosideo no exocarpo do fruto de 

ajuru-preto e de cianidina-3-arabinosideo no de ajuru-vermelho, foi verificada por 

meio de cromatografia de papel com leitura no UV-VIS. Em trabalho anterior, os 

autores sugeriram a presença de quercetina-3-arabinosideo e apigenina-7-O-

glucosideo85,86. 

 Em outra pesquisa realizada com o fruto, nove antocianinas foram identificadas 

tentativamente e quantificadas por HPLC-ESI-MS/MS: petunidina-3-(6′′-succinil)-

ramnosideo (367 mg/100 g em base seca); petunidina-3-acetoil-glicosideo (164 

mg/100 g); petunidina-3-(6′′-acetoil)-galactosideo (121 mg/100 g); delfinidina-3-(6′′-

succinil)-ramnosideo (100 mg/100 g); delfinidina-3-(6′′-acetoil)-glicosideo (63 

mg/100 g); delfinidina-3-galactosideo/glicosideo (44 mg/100 g); peonidina-3-(6′′-

succinil)-ramnosideo (25 mg/100 g); petunidina-3-galactosideo/glicosideo + 

delfinidina-3-(6′′-acetoil)-galactosideo (74 mg/100 g)87. 

 O extrato aquoso dos frutos foi avaliado quanto ao efeito antidiabético e verificou-

se redução significativa da glicemia de jejum em ratos, bem como diminuição da 

massa corporal88. 

 Quantidades significativas de polifenois, magnésio e selênio foram encontrados 

nos frutos. Esse estudo também constatou o efeito antioxidante e antigenotóxico 

in vivo do fruto89.  
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 A partir do extrato metanólico dos frutos, foram identificadas e quantificadas por 

HPLC-ESI-MS as seguintes antocianinas: delfinidina-3-glucosideo (1162 μg/mL), 

cianidina-3-glucoídeo (382 μg/mL), petunidina-3-glucosideo + delfinidina-3-(6″-

acetoil)-galactosideo ou delfinidina-3-(6″-oxaloil)-arabinosideo (1396 μg/mL), 

peonidina-3-glucosideo (345 μg/mL), petunidina-3-(6″-acetoil)-galactosideo ou 

petunidina-3-(6″-oxaloil)-arabinosideo (611 μg/mL) e peonidina-3-(6″-acetoil)-

glucosideo ou peonidina-3-(6″-oxaloil) arabinosideo (689 μg/mL). Foram também 

investigadas in vitro as atividades anti-inflamatória e antiproliferativa em linhagem 

de células de carcinoma de cólon (HT-29) e, de acordo com os resultados, 

observaram-se efeitos quimiopreventivo e anti-inflamatório nas células 

intestinais90.  

SEMENTE 

 No óleo obtido das sementes, identificou-se por GC a presença dos ácidos 

graxos: palmítico (4,0%); esteárico (18,0%); oleico (11,0%); linoleico (6,0%); 

araquídico (1,0%); -eleosteárico (9c, 11t, 13t) (22,0%); -parinárico (9c, 11t, 13t, 

15c) (10,0%); -licânico (9c, 11t, 13t) (10,0%); 4-oxo--parinárico (9c, 11t, 13t, 

15c) (18,0%)91. Esse óleo também apresentou taninos do tipo catecol74.  
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4. COLETA, BENEFICIAMENTO DO MATERIAL BOTÂNICO, 

OBTENÇÃO DO FITOPRODUTO E ANÁLISES FISICO-

QUÍMICAS 
 

4.1. Material e métodos 

4.1.1. Coleta de material botânico para estudo químico 

Amostras de folhas de 25 C. icaco silvestres foram coletadas em 24 

pontos georreferenciados (latitude, longitude e altitude) por um sistema de 

posicionamento global (GPS) GPSMAP® 76CSx (Garmin, SP, Brasil), em 15 

municípios localizados em três das seis Mesorregiões do estado do Pará (Figura 5). 

São esses:  

Mesorregião: BELÉM 

Barcarena, Belém, Castanhal e Santo Antônio do Tauá. 

Mesorregião: MARAJÓ 

Salvaterra e Soure. 

Mesorregião: NORDESTE DO PARÁ 

Abaetetuba, Acará, Bragança, Marapanim, Nova Timboteua, Salinópolis, São 

Caetano de Odivelas, Terra Alta e Vigia. 

Os municípios foram escolhidos com orientação de parataxonomistas do 

Laboratório de Botânica da Embrapa Amazônia Oriental (Belém-PA) e a seleção dos 

espécimes foi decidida in loco mediante avaliação de características morfológicas da 

planta (cor do fruto e hábito) e/ou do solo (mangue, restinga, etc.). 

No Estado do Pará, localizado no Hemisfério Sul, na região da linha do 

Equador, as estações do ano dividem-se apenas em período mais e menos 

chuvoso. Temperatura e umidade relativa do ar são praticamente constantes durante 

o ano todo. Por isso, as coletas ocorreram em períodos de maior (março-abril/2014) 

e menor (setembro-outubro/2014) precipitação pluviométrica, conforme dados do 

Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). Dados de precipitação em 2014 

registrados por cinco estações automáticas do INMET (Belém, Bragança, Castanhal, 

Salinópolis e Soure), localizadas em área de coleta, estão apresentados no Anexo 2. 
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Figura 5 - Mapa da área de coleta dos 25 espécimes silvestres de C. icaco e solo, 

ilustrando 24 pontos georreferenciados em 15 municípios do estado do Pará, Brasil. 

Os dados de posição geográfica (latitude, longitude e altitude) estão apresentados 

na Tabela 1. 

Fonte: IBGE, 2007. 

Elaboração: Laboratório de Sensoriamento Remoto da Embrapa Amazônia Oriental. 

 

As coletas foram realizadas em horário compreendido entre 8h e 17h e 

sempre observando a fenofase pré-floração. Assim, coletaram-se folhas de 25 

espécimes no primeiro semestre de 2014 e repetiram-se essas coletas, a partir dos 

mesmos espécimes, no segundo semestre. Entretanto, na segunda coleta, 

observou-se que dois dos 25 indivíduos sofreram poda drástica durante o intervalo 

entre as coletas. Dessa forma, totalizaram-se 48 amostras (25 do primeiro semestre 

e 23 do segundo semestre) a serem avaliadas. Além das coordenadas geográficas, 

a temperatura e a umidade relativa do ar foram medidas com o auxílio de relógio 

termo-higrômetro MT-241 (Minipa, SP, Brasil).  

De 4 a 5 kg de cada amostra in natura foram armazenados em sacos de 

papel identificados e transportados em caixas de isopor até o Laboratório de 
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Agroindústria da Embrapa Amazônia Oriental (Belém-PA), conservadas a 4 °C até o 

beneficiamento. Todas as informações sobre a coleta e as amostras de C. icaco 

encontram-se detalhadas na Tabela 1. 

 
4.1.2. Coleta de material botânico para estudo taxonômico 

Durante a coleta de C. icaco do primeiro semestre, cinco ramos de cada 

espécime foram coletados, com aproximadamente 30 cm de comprimento e 

contendo folhas maduras, flores e/ou frutos, para fins de herborização (preparação 

de exsicatas) e identificação taxonômica. Essas amostras foram armazenadas em 

sacos de papel identificados e levadas ao Laboratório de Botânica da Embrapa 

Amazônia Oriental. A coleta do material botânico, herborização e identificação das 

amostras foram conduzidas em conformidade com a metodologia clássica utilizada 

em taxonomia92. Essas exsicatas foram incluídas à coleção do Herbário IAN da 

Embrapa Amazônia Oriental (Belém-PA) e, conforme método de comunicação 

científica, duplicatas (cópias das exsicatas) foram encaminhadas como intercâmbio 

de material ao Herbário de Kew, Reino Unido, para avaliação pelo Dr. Ghillean 

Tolmie Prance, taxonomista vegetal especialista em Chrysobalanaceae. As 

informações sobre as amostras de C. icaco encontram-se descritas na Tabela 1. 

 
4.1.3. Coleta de material botânico para estudo genético 

Durante a coleta do segundo semestre, brotos (folhas novas) de cada 

espécime foram coletados para caracterização genética, incluindo os dois 

drasticamente podados. Essas amostras foram acondicionadas em sacos de 

polietileno identificados e transportados em caixa de isopor contendo bolsa térmica 

de gelo até o Laboratório de Genética da Embrapa Amazônia Oriental (Belém-PA). 

As informações sobre as amostras de C. icaco encontram-se descritas na Tabela 1. 

 

4.1.4. Coleta de solo para estudo de fertilidade 

Além do material botânico, foram coletadas amostras de solo compostas 

por três subamostras, recolhidas na profundidade 0-20 cm em vértices de um 

triângulo imaginário ao redor de cada espécime. Dos 25 espécies de C. icaco 

estudados, notou-se que dois são árvores que crescem lado a lado como se fossem 

um único indivíduo, portanto foi realizada uma coleta única de solo em torno desses 
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dois indivíduos, totalizando 24 amostras no primeiro (Figura 6) e 23 no segundo 

semestre de 2014. Isso, porque a coleta de solo esteve condicionada à de material 

botânico para estudo químico (Seção 4.1.1.). Essas amostras foram armazenadas 

em sacos de polietileno identificados e conduzidas ao Laboratório de Solos da 

Embrapa Amazônia Oriental (Belém-PA), para posterior análise de fertilidade. A área 

de coleta encontra-se ilustrada na Figura 5. Na Tabela 1, estão apresentados os 

dados de posição geográfica dos 24 pontos de coleta e a descrição do solo baseada 

na vegetação característica do habitat: Mata de Terra firme, Mata de Igapó, 

Manguezal ou Restinga. 

 

 

Figura 6 - Amostras de solo coletadas no hábitat dos 25 espécimes de C. icaco, 

durante o período chuvoso. Amostras após etapa de preparo para análise de 

fertilidade. 
Foto: Nádia E. N. P. Paracampo. 
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Tabela 1 - Informações sobre as amostras de Chrysobalanus icaco L. utilizadas no estudo.  
(continua) 

COD Vernáculo IAN Data Hora Cidade Local/Nº Complemento Latidude Longitude Alt (m) T (ºC) UR (%) Solo Hábito 

BJ1 Ajuru 
branco 

192706 
28/04/14 13h55 

Acará 
Cacoal/ 
23 

Propriedade do 
Sr. Jereca 

1º 57' 10,188'' S  48º 12' 10,195'' W 48,67 
33,3 72 Terra 

firme 
Árvore 

BJ2 07/10/14 - - - 

CP1 Ajuru 
branco 

191976 
24/03/14 9h12 

Barcarena 
Praia do 
Caripi/ 
1 

Restaurante 
Floresta 
Tropical 

1º 29' 33,354'' S  48º 42' 26,005'' W 1,09 
35,9 66 Terra 

firme 

Arbusto 
porte 
médio CP2 24/09/14 9h49 31,1 63 

SC1 Ajuru 
branco 

192018 
04/04/14 10h25 São 

Caetano  
de Odivelas 

Santa Maria 
13 

Propriedade do 
Sr. Branco 

0º 47' 29,537'' S  48º 4' 15,359'' W 7,82 
28,1 62 Terra 

firme 

Arbusto 
porte 
médio SC2 30/09/14 - - - 

BE1 Ajuru 
preto 

191977 
24/03/14 13h43 

Abaetetuba 
Praia de 
Beja/ 
3 

- 1º 36' 59,651'' S  48º 48' 37,583'' W -0,6 
29,5 77 

Igapó 
Arbusto 
porte 
médio BE2 24/09/14 15h07 31,4 64 

CM1 Ajuru 
preto 

191986 
28/03/14 10h21 

Marapanim 
Camará/ 
11 

- 0º 36' 18,419'' S  47º 40' 28,736'' W 6,13 
34,1 51 

Igapó 
Arbusto 
porte 
médio CM2 29/09/14 11h07 34,2 55 

IT1 Ajuru 
preto 

191978 
24/03/14 11h03 

Barcarena 
Praia de 
Itupanema/ 
2 

Propriedade do 
Sr. Jorge 

1º 31' 5,360'' S  48º 43' 27,981'' W 2,77 
31,2 67 

Restinga 
Arbusto 
porte 
médio IT2 24/09/14 12h56 31,7 54 

NT1 Ajuru 
preto 

191983 
27/03/14 15h19 Nova 

Timboteua 
PA124/ 
9 

- 1º 1' 25,749'' S  47º 21' 9,598'' W 9,5 
36,9 42 Terra 

firme 

Arbusto 
porte 
alto NT2 23/09/14 14h33 37,9 53 

OU1 Ajuru 
preto 

192357 
29/04/14 14h51 

Belém 
Outeiro/ 
24 

Praia do Amor 1º 15' 8,523'' S  48º 27' 43,527'' W 10,22 
31,5 67 

Restinga Árvore 
OU2 06/10/14 15h40 31,6 66 

PG1 Ajuru 
preto 

192462 
20/04/14 13h03 

Salvaterra 
Praia 
Grande/ 
19 

- 0º 46' 7,600'' S  48º 30' 43,622'' W 10,94 
34,7 63 

igapó Árvore 
PG2 12/10/14 9h29 33,3 65 

PJ1 Ajuru 
preto 

192705 
28/04/14 13h55 

Acará 
Cacoal/ 
23 

Propriedade do 
Sr. Jereca 

1º 57' 10,188'' S  48º 12' 10,195'' W 48,67 
33,3 72 Terra 

firme 
Árvore 

PJ2 07/10/14 11h20 39,3 43 

PP1 Ajuru 
preto 

192465 
19/04/14 12h29 

Soure 
Praia do 
Pesqueiro/ 
16 

- 0º 39' 41,361'' S  48º 28' 55,902'' W 6,61 
31,2 65 

Restinga 
Arbusto 
porte 
médio PP2 11/10/14 10h37 34,2 62 
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Tabela 1 - Informações sobre as amostras de Chrysobalanus icaco L. utilizadas no estudo.  
 (continuação) 

COD Vernáculo IAN Data Hora Cidade Local/Nº Complemento Latidude Longitude Alt (m) T (ºC) UR (%) Solo Hábito 

VI1 Ajuru 
preto 

192358 
28/04/14 11h28 

Acará 
Cacoal/ 
22 

Propriedade do 
Sr. Viana 

1º 57' 8,125'' S  48º 12' 9,752'' W 34,73 
30,1 75 Terra 

firme 
Árvore 

VI2 07/10/14 11h50 33,3 49 

AJ1 Ajuru 
vermelho 

191979 
26/03/14 10h49 

Bragança 
Praia de 
Ajuruteua/ 
4 

- 0º 50' 0,362'' S 46º 36' 7,990'' W -2,76 
32,7 56 

Restinga 
Arbusto 
porte 
baixo AJ2 22/09/14 10h29 35 72 

AT1 Ajuru 
vermelho 

191984 
27/03/14 13h27 

Salinópolis 
Praia do 
Atalaia/ 
8 

Barraca 
Barcelona 

0º 35' 44,600'' S  47º 18' 36,761'' W 5,89 
36,7 55 

Restinga 
Arbusto 
porte 
baixo AT2 23/09/14 12h56 36,3 69 

BR1 Ajuru 
vermelho 

191980 
26/03/14 11h58 

Bragança 
PA458/ 
5 

- 0º 55' 9,263'' S  46º 41' 36,137'' W 3,73 
35,8 50 

Mangue 
Arbusto 
porte 
médio BR2 22/09/14 12h44 32,2 63 

CT1 Ajuru 
vermelho 

191981 
26/03/14 16h58 

Castanhal 
Sítio Joana 
D'arc/ 
6 

Propriedade do 
Sr. Dalvarino 
Sousa 

1º 17' 28,595'' S  47º 53' 39,480'' W 80,64 
30,7 62 Terra 

firme 
Árvore 

CT2 22/09/14 16h09 31,7 55 

CR1 Ajuru 
vermelho 

191985 
28/03/14 9h25 

Marapanim 
Praia do 
Crispim/ 
10 

- 0º 35' 14,883'' S  47º 39' 25,993'' W -0,84 
34,8 58 Terra 

firme 

Arbusto 
porte 
baixo CR2 29/09/14 10h04 32,6 57 

HO1 Ajuru 
vermelho 

184904 
25/04/14 10h41 

Belém 
Embrapa/ 
21 

Horto de 
Plantas 
Medicinais 

1º 26' 17,851'' S  48º 26' 36,758'' W 23,2 
33,6 60 Terra 

firme 

Arbusto 
porte 
médio HO2 02/10/14 10h37 31 58 

MA1 Ajuru 
vermelho 

191982 
27/03/14 10h47 

Salinópolis 
Praia do 
Maçarico/ 
7 

Quiosque Café 
da Manhã 

0º 36' 36,939'' S 47º 22' 8,952'' W 1,57 
34,7 49 

Igapó 
Arbusto 
porte 
médio MA2 23/09/14 10h33 32,1 68 

PI1 Ajuru 
vermelho 

192359 
25/04/14 8h37 

Belém 
Embrapa/ 
20 

Piscicultura 1º 25' 34,711'' S  48º 25' 13,171'' W 18,87 
32,9 78 Terra 

firme 

Arbusto 
porte 
médio PI2 02/10/14 9h15 31,7 67 

RG1 Ajuru 
vermelho 

192463 
20/04/14 11h28 

Salvaterra  
Praia 
Grande/ 
18 

- 0º 46' 5,001'' S  48º 30' 41,708'' W 8,3 
32,3 64 

Restinga 
Arbusto 
porte 
baixo RG2 12/10/14 8h30 30,8 75 

RP1 Ajuru 
vermelho 

 
192464 

 

19/04/14 14h35 
Soure  

Praia do 
Pesqueiro/ 
17 

- 0º 39' 36,602''S  48º 28' 57,895'' W 7,82 
32,5 62 

Restinga 
Arbusto 
porte 
médio RP2 11/10/14 12h20 32,7 64 
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Tabela 1 - Informações sobre as amostras de Chrysobalanus icaco L. utilizadas no estudo.  
 (conclusão) 

COD Vernáculo IAN Data Hora Cidade Local/Nº Complemento Latidude Longitude Alt (m) T (ºC) UR (%) Solo Hábito 

SA1 Ajuru 
vermelho 

192020 
04/04/14 14h39 Santo 

Antônio  
do Tauá 

15 
Propriedade do 
Sr. Adiel  

1º 4' 34,782'' S  48º 8' 6,597'' W 42,18 
26,9 79 Terra 

firme 

Arbusto 
porte 
médio SA2 30/09/14 12h25 33,6 44 

TA1 Ajuru 
vermelho 

191987 
28/03/14 14h40 

Terra Alta 12 
Propriedade da 
Sra. Nilda 

1º 2' 27,168'' S  47º 54' 39,718'' W 37,86 
31 62 Terra 

firme 

Arbusto 
porte 
médio TA2 29/09/14 14h22 35,5 47 

VG1 Ajuru 
vermelho 

192019 
04/04/14 13h08 

Vigia 
Penha 
Longa/ 
14 

Propriedade  
da Sra. Maria 
Augusta 

0º 59' 41,782'' S  48º 11' 26,450'' W 9,5 
28,9 78 Terra 

firme 
Árvore 

VG2 30/09/14 10h08 33,5 46 

Nota: 

COD: código da amostra. Vernáculo: nome popular da espécie baseado na cor do fruto maduro. IAN: número de exsicata no Herbário IAN da Embrapa Amazônia 

Oriental. Data: dia/mês/ano da coleta. Hora: horário da coleta. Complemento: especificação da localização da coleta. Local/Nº: localização da coleta/número do 

ponto de coleta ilustrado na Figura 5. Cidade: município da coleta. Latitude: coordenada geográfica (norte-sul). Longitude: coordenada geográfica (leste-oeste). Alt 

(m): altitude em metro. T (°C): temperatura ambiente em grau Celsius. UR (%): umidade relativa em porcentagem. Solo – descrição do solo baseada na vegetação 

característica do habitat: Mata de Terra firme, Mata de Igapó, Manguezal ou Restinga. Hábito – forma geral da planta: árvore ou arbusto (porte baixo: rasteiro; 

porte médio: até 1,5 m de altura; porte alto: até 4 m de altura). (-): ausência de informação. 
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4.1.5. Beneficiamento do material botânico 

Esta etapa (Figura 7) foi conduzida em ambiente de laboratório com a 

utilização de toucas, máscaras e luvas descartáveis bem como jaleco por toda 

equipe envolvida, a fim de minimizar a contaminação microbiológica. A operação de 

pré-limpeza compreendeu desfolhamento e seleção, eliminando talos, folhas velhas 

ou com aparente deficiência e/ou patologia. As folhas selecionadas foram lavadas 

quase que individualmente e em água corrente para remoção de sujidades, 

centrifugadas com o auxílio de secador giratório de salada (Plasútil) e dispostas 

sobre folhas de papel tipo kraft. Em seguida, as amostras foram transferidas para 

sacos de papel e levadas para a estufa com circulação forçada de ar 320-SE 

(Fanem®, SP, Brasil) a 45 ± 2 °C por 10 dias. Após a secagem, as amostras foram 

rasuradas e moídas em moinho de facas tipo Willey TE-650/1 (Tecnal®, SP, Brasil), 

com peneira de retenção em aço inox e malha de 20 mesh (0,85 mm). As amostras 

trituradas foram quarteadas sobre folhas de papel manteiga, conforme preconizado 

na Farmacopeia Brasileira93. Depois, foram acondicionadas em sacos de polietileno 

de alta densidade (PEAD) lacrados em seladora de pedal e armazenadas a –25 °C. 

 

 

Figura 7 - Etapas do beneficiamento das folhas de C. icaco após a operação de pré-

limpeza. (a) Lavagem. (b) Centrifugação em secador giratório de salada. (c) 

Secagem prévia à temperatura ambiente. (d) Secagem em estufa com circulação 

forçada a 45 ± 2 °C por 10 dias. (e) Moagem (malha 20 mesh). (f) Quarteamento da 

amostra (g) Embalagem em saco de PEAD. 
Foto: Nádia E. N. P. Paracampo. 

(a) (b) (c)

(d) (f)(e) (g)
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Cerca de 200 g de cada amostra foram dispostos separadamente em 

sacos de PEAD com zíper e armazenados em freezer para serem utilizados nos 

procedimentos de extração, determinação de água em drogas vegetais (umidade) e 

cinzas totais93. Aproximadamente, 15 g de cada amostra foram encaminhados ao 

Laboratório de Solos para análise de tecido foliar. 

 

4.1.6. Obtenção do extrato hidroalcoólico (tintura) 

Na medicina popular brasileira, as folhas de C. icaco são utilizadas como 

produto de infusão, no entanto optou-se pela investigação da tintura por tratar-se de 

uma forma mais estável para ser utilizada em manipulação farmacêutica16.  

5 g de folhas secas e pulverizadas foram extraídos por maceração com 50 

mL de álcool de cereais 70% (v/v) (95 °GL Cerealcool, aferido com alcoômetro Gay 

Lussac Arba) durante sete dias consecutivos em erlenmeyers cobertos com 

Parafilm®, envolvidos com papel alumínio e dispostos sobre mesa agitadora 

pendular TE-240-1 (Tecnal®, SP, Brasil) com velocidade de agitação de 90 ± 2 bpm, 

à temperatura ambiente (20 ± 2 °C) e ao abrigo da luz. O procedimento de extração 

(Figura 8) foi repetido (em triplicata) para as 48 amostras de C. icaco, totalizando 

144 extratos. Em seguida, as tinturas foram filtradas em papel de filtro qualitativo (80 

g/m2, Qualy) sob pressão reduzida em bomba de vácuo TE-0581 (Tecnal®, SP, 

Brasil) e aferidas a 50 mL com etanol 70% (v/v). As tinturas foram armazenadas em 

frascos de PEAD de 20 mL à temperatura de –11 °C. A relação droga vegetal:líquido 

extrator (1:10) e o tempo de extração empregados são os recomendados para a 

obtenção de tinturas no Formulário de Fitoterápicos da Farmacopeia Brasileira94. 

 

4.1.7. Análises físico-químicas 

A determinação do teor de água em drogas vegetais (umidade) e cinzas 

totais na droga vegetal (folhas de C. icaco), bem como resíduo seco na tintura foram 

realizadas segundo os procedimentos estabelecidos na Farmacopeia Brasileira93 e 

pela OMS95. 

Nesta etapa foram utilizados: estufa e mufla (Quimis®, SP, Brasil), balança 

analítica Libror AEG-320 (Shimadzu, SP, Brasil). 
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Figura 8 - Procedimento de obtenção do extrato hidroalcoólico (tintura) de folhas de 

C. icaco. (a) Extração em mesa agitadora pendular com velocidade de agitação de 

90 ± 2 bpm, à temperatura ambiente (20 ± 2 °C) e ao abrigo da luz. (b) Filtração do 

extrato em papel de filtro qualitativo (80 g/m2) sob pressão reduzida. 
Foto: Nádia E. N. P. Paracampo. 

 

4.2. Resultados e discussão 

4.2.1. Avaliação taxonômica 

Durante o trabalho de campo, observaram-se variações extremas em 

caracteres morfológicos de C. icaco como: tamanho e formato das folhas, cor e 

tamanho dos frutos e hábito da planta. Além disso, verificaram-se dois morfotipos 

(cor do fruto maduro) crescendo lado a lado como se fossem um indivíduo único 

(Figura 10e). Por isso, apesar do presente estudo envolver 25 indivíduos de C. 

icaco, tem-se apenas 24 amostras iniciais de solo, bem como pontos de coleta 

georreferenciados. Entretanto, a insuficiência de informações para uma revisão 

taxonômica mantém C. icaco como uma espécie polimórfica12. As Figura 9 e 10 

ilustram as variações morfológicas quanto à cor do fruto maduro e ao hábito da 

planta, respectivamente, observadas entre os espécimes estudados. 

O exame detalhado das exsicatas não possibilitou distinção de quaisquer 

morfotipos a partir das entidades taxonômicas, embora tenha sido constatada 

variação considerável no tamanho das folhas. Exsicatas de C. icaco dos espécimes  

estudados estão demonstradas na Figura 11. As medições foram feitas do menor ao 

maior tamanho de folhas e frutos em cada espécime, e características como textura 

da folha e tipo de ápice foram avaliadas. Mesmo quando as amostras foram 

classificadas com base nas cores de frutos maduros, não foram encontrados 

(a) (b)
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diferenças óbvias. Dessa forma, verificou-se que a partir somente da morfologia não 

é possível classificar esses espécimes em nenhuma categoria significativa.  

 

 

Figura 9 - Variações morfológicas quanto a cor do fruto maduro observadas entre os 

espécimes de C. icaco estudados. (a) Ajuru-branco – fruto amarelo-pálido. (b) Ajuru-

preto – fruto roxo. (c) Ajuru-vermelho – fruto vermelho ou rosado. 

Foto: Nádia E. N. P. Paracampo. 
 

 

Figura 10 - Variações morfológicas quanto ao hábito da planta observadas entre os 

espécimes de C. icaco estudados. (a) Ajuru-preto, arbusto com 1,5 m de altura. (b) 

Ajuru-preto, árvore. (c) Ajuru-vermelho, arbusto rasteiro. (d) Ajuru-preto, arbusto com 

4 m de altura. (e) Ajuru-preto e Ajuru-branco, árvores crescendo lado a lado como se 

fossem um único indivíduo. 
Foto: Nádia E. N. P. Paracampo e Expedito Rodrigues da Silva Filho. 

(a) (b) (c)

(a) (b)

Ajuru-preto Ajuru-branco

(d)

(c)

(e)
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Figura 11 - Exsicatas de C. icaco. (a) Ajuru-vermelho, IAN 191979. (b) Ajuru-branco, 

IAN 191976. (c) Ajuru-preto, IAN191983. 
Foto: Helena Joseane Raiol Souza. 

 

4.2.2. Análises físico-químicas 

Não existe monografia farmacopeica descrita para a espécie C. icaco, 

nem qualquer outro tipo de especificação. Dessa forma, as análises físico-químicas 

foram desenvolvidas a fim de estabelecer a avaliação qualitativa da droga vegetal e 

a padronização do extrato hidroalcoólico (tintura).  

O teor de água das amostras variou de 7,4 ± 0,3% (m/m) a 10,9 ± 0,3% 

(m/m). O menor e o maior teor de água foram observados em RP2 e BE1, 

respectivamente (Gráfico 1). Foi verificado que todas as amostras analisadas 

apresentaram teor de água abaixo do limite máximo aceitável de 14% (m/m), 

preconizado em diferentes farmacopeias para plantas medicinais64, indicando que as 

mesmas foram submetidas a processo adequado de secagem e armazenamento.  

O teor de cinzas totais variou entre 3,52 ± 0,04% (m/m) e 7,32 ± 0,07% 

(m/m) e foram obtidos em RP2 e CT1, respectivamente (Gráfico 2). Esses resultados 

incluem cinzas fisiológicas e não fisiológicas93.  

O resíduo seco do extrato hidroalcoólico variou de 1,1 ± 0,1% (m/v) a 2,6 

± 0,1% (m/v) e foram verificados nas tinturas de CP1 e BR1, respectivamente 

(Gráfico 3). 

Em trabalhos futuros, esses resultados poderão servir de referência a C. 

icaco, visto que não existe limite estabelecido. 

(c)(b)(a)
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Gráfico 1 - Teor de umidade em amostras de folhas de C. icaco. 

 

 

Gráfico 2 - Teor de cinzas totais em amostras de folhas de C. icaco. 

 

 

Gráfico 3 - Teor de resíduo seco em amostras de extrato hidroalcoólico 70% 
(tintura) de folhas de C. icaco. 
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5. PADRÃO DE IDENTIDADE DE Chrysobalanus icaco L. 

DETERMINADO PELA APLICAÇÃO DE FINGERPRINTING 

CROMATOGRÁFICO ASSOCIADO À QUIMIOMETRIA  
 

5.1. Reagentes 

Acetonitrila HPLC/Spectro Tedia; Ácido fórmico 98% PA ACS Merck. 

 

5.2. Material e métodos 

5.2.1. Preparo da amostra 

Alíquotas de cada extrato (tintura) foram centrifugadas durante 5 min a 

9660 x g (MiniSpin® Eppendorf®, HH, Alemanha) e soluções das amostras foram 

preparadas diluindo-se 400 L de extrato em 10 mL de água (Direct Q-3 Millipore, 

MA, EUA). Em seguida, essas soluções foram filtradas em membranas de 0,22 m 

de poro Millex®-GV (Merck Millipore, HE, Alemanha). As análises de fingerprint das 

tinturas de C. icaco foram realizadas a partir dos 144 extratos hidroalcoólicos e cada 

extrato foi injetado em duplicata no UHPLC-DAD. 

 

5.2.2. Condições UHPLC-DAD 

A análise por UHPLC foi realizada em sistema ACQUITY UPLC® (Waters 

Corporation, MA, EUA), equipado com bomba binária, amostrador automático e 

DAD. Para a separação cromatográfica foram utilizadas coluna Zorbax Eclipse XDB-

C18 (2,1 mm × 50 mm; 1,8 m) e pré-coluna Eclipse XDB-C18 (2,1 mm × 5 mm; 

1,8 m) (Agilent Technologies, CA, EUA). A fase móvel foi composta de (A) 1% de 

ácido fórmico em água e (B) acetonitrila, filtradas em membrana de 0,45 m de poro 

Durapore® (Merck Millipore, HE, Alemanha). O seguinte sistema de gradiente foi 

usado: B 10% - 40% de 0 - 4,2 min, B 40% - 10% de 4,2 - 4,8 min, 10% de B 

mantido durante 0,6 min. A vazão foi de 0,3 mL/min. As temperaturas da coluna e do 

amostrador automático foram mantidas a 30 °C e 7 °C, respectivamente. O volume 

de injeção de amostra foi de 1 L. O comprimento de onda foi fixado em 273 nm 

para a aquisição dos cromatogramas. Os espectros no UV-VIS foram adquiridos na 

faixa de 202 a 798 nm, com resolução de 4,8 nm, 80 pontos/s. O software 

empregado foi Empower versão 2 (Waters Corporation, MA, EUA). 
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5.2.3. Condições ESI-MS/MS 

O sistema MS/MS utilizado foi o Xevo® TQD triplo quadrupolo, equipado 

com ESI (Waters Corporation, MA, EUA) e controlado pelo software MassLynx 

versão 4.1 (Waters Corporation, MA, EUA). As condições cromatográficas 

estabelecidas no UHPLC/DAD, foram aplicadas na análise por UHPLC/DAD/ESI-

MS/MS em sistema ACQUITY UPLC® equipado com bomba quaternária, exceto pela 

concentração de (A) que foi reduzida para 0,1% (v/v) de ácido fórmico em água, e 

pelo tempo de análise que foi estendido para 6,0 min. Análises Full Scan foram 

executadas na faixa m/z de 100 - 1000, com ionização em modo positivo (ESI+) e 

negativo (ESI-). Os parâmetros instrumentais foram otimizados antes das análises 

das amostras utilizando quercetina como padrão. Nitrogênio foi utilizado como gás 

de nebulização com fluxo de 1000 L/h e gás do cone com fluxo de 100 L/h. A 

temperatura de dessolvatação foi de 600 °C. No modo positivo, a voltagem no 

capilar e no cone foram 2,40 kV e 20 V, respectivamente. No modo negativo, a 

voltagem no capilar foi –1,50 kV e no cone foi –50 V. Nos experimentos de ESI-

MS/MS, os íons mais abundantes foram selecionados como íons precursores para 

fragmentação por dissociação induzida por colisão (CID). Argônio foi empregado 

como gás de colisão à pressão de 3,7.10-3 mBar. Os espectros dos íons produtos 

foram registrados entre m/z 100 e m/z do íon sob estudo. A fragmentação foi 

realizada para cada composto usando-se rampa de energia de colisão (10 - 30 V) e 

de voltagem do cone (15 - 40 V), a fim de obter maior intensidade do sinal. 

 

5.2.4. Análise quimiométrica 

Os arquivos de dados gerados pelo DAD, de um total de 288 corridas 

cromatográficas, foram exportados no formato ARW usando o software Empower 2. 

Em seguida, foram convertidos para o formato xlsx usando Excel® 2010 (Microsoft 

Office, WA, EUA) e importados para o MATLAB® R2016a (MathWorks, MA, EUA). 

Os arquivos gerados pelo  MS (MassLynx 4.1) foram convertidos ao Excel® e 

importados ao MATLAB®. O pré-tratamento dos dados incluiu alinhamento dos picos, 

utilizando o algoritmo COW68, normalização e centragem na média. Depois, por meio 

da interface gráfica do PLS_Toolbox 7.3 (Eigenvector Technologies, WA, EUA), a 

classificação não supervisionada pela análise de componentes principais (PCA) foi 
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aplicada para avaliação das similaridades e diferenças entre esses perfis 

cromatográficos, bem como teve também o intuito de identificar tendências entre as 

amostras quanto às características morfológicas (hábito, cor do fruto maduro), 

procedência (origem geográfica, características do solo, proximidade com o mar) ou 

época de colheita. 

Posteriormente, também foi utilizado o método supervisionado de análise 

discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA). Os gráficos de loadings 

foram empregados para identificar a influência das variáveis na separação entre as 

classes. Todos os cálculos quimiométricos neste trabalho foram realizados em 

notebook Inspiron 15 Série 5000 da Dell® com processador Intel® Core™ i7-5500U 

(2.4 GHz, Cache de 4 MB); e memória 16 GB, Dual Channel DDR3, 1600 MHz. 

 

5.2.5. Tratamento de resíduos  

Os resíduos tóxicos gerados nesta etapa do trabalho experimental foram 

descartados e/ou tratados conforme as normas para a gestão de resíduos químicos 

do Instituto de Química da Unicamp (disponível em: http://www.iqm.unicamp.br/sites/ 

default/files/normasResiduos.pdf). 

 

5.3. Resultados e discussão 

5.3.1. Otimização do método fingerprinting por UHPLC-DAD 

As condições propícias para o método UHPLC-DAD foram otimizadas por 

procedimentos univariados, tomando como partida os parâmetros descritos na 

literatura para avaliação de extratos de folhas de C. icaco por HPLC16,17. Assim, a 

fim de melhorar o desempenho cromatográfico, o efeito da vazão da fase móvel foi 

examinado de 0,2 a 0,35 mL/min com a temperatura da coluna mantida em 30 °C, e 

a temperatura da coluna foi investigada de 25 a 35 °C à vazão de 0,3 mL/min. Em 

seguida, foram avaliados o volume de injeção de amostra de 0,7 a 1,3 L e a 

concentração do modificador ácido de 0,1 a 1,1% (v/v), com a temperatura da coluna 

mantida em 30 °C e a vazão em 0,3 mL/min. Em relação à otimização do gradiente,  

foram considerados a composição da fase móvel e o tempo. Em seguida, observou-

se que as respostas dos constituintes químicos detectáveis nas amostras ocorreram 

principalmente na região do espectro compreendida entre 235 e 411 nm. Além disso, 

http://www.iqm.unicamp.br/sites/%20default/files/normasResiduos.pdf
http://www.iqm.unicamp.br/sites/%20default/files/normasResiduos.pdf
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a maior intensidade dos picos cromatográficos foi verificada no comprimento de 

onda 273 nm, selecionado para realização do estudo. O tempo necessário para uma 

separação satisfatória foi de 5,4 min por amostra, bem inferior ao estabelecido para 

os protocolos para C. icaco por HPLC, que são de 30 a 50 min por amostra. As 

melhores condições de análise foram selecionadas com base na observação da 

qualidade de separação para detectar um número máximo de picos característicos 

dentro do comprimento do fingerprint e encontram-se descritas na Seção 5.2.2. 

 

5.3.2. Validação do método fingerprinting por UHPLC-DAD 

A validação de um método cromatográfico é pautada em compostos 

individuais e está muitas vezes relacionada à concentração de um único analito. No 

entanto, um fingerprint cromatográfico é um perfil químico de uma matriz complexa 

e, por conseguinte, sua validação é raramente realizada já que não representa a 

avaliação global desse perfil, que é na verdade uma propriedade da amostra96. 

Mesmo assim, é indispensável identificar desvios inerentes ao processo da análise 

qualitativa por meio da validação, ou seja, conhecer a variabilidade intrínseca ao 

método, pois as similaridades e diferenças entre fingerprints devem ser avaliadas a 

partir de amostras homogêneas e estáveis. 

No Brasil a ANVISA estabelece os parâmetros para a validação de 

métodos analíticos por meio da  RE Nº 899 de 29/05/200397 e métodos bioanalíticos 

por meio da RDC Nº 27 de 17/05/201298. Porém, considerando-se a complexidade 

da matéria prima vegetal, os níveis de aceitação adotados para as análises de 

derivados de plantas medicinais são os estipulados para os métodos bioanalíticos 

(RSD  15%) (disponível em: http://www.anvisa.gov.br/medicamentos/fitoterapicos/ 

Controle_qualidade _extratos.pdf).  

A validação do método fingerprinting por UHPLC-DAD, incluindo 

parâmetros de adequação do sistema, foi realizada com base em compostos 

individuais. Entre todos os picos observados (Figura 12), três deles (picos nº 6, 10 e 

16) foram definidos como picos característicos e majoritários nos extratos de C. 

icaco e o pico 6 (RT = 1,91 min) foi escolhido como pico de referência para o cálculo 

do tempo de retenção relativo (RRT) e da área de pico relativa (RPA). Os desvios 

padrão relativo (RSD) de RRT e de RPA do pico 10 (RT = 2,21 min) e 16 (RT = 4,06 

http://www.anvisa.gov.br/medicamentos/fitoterapicos/
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min) foram calculados para a estimativa de precisão de injeção, estabilidade da 

amostra, repetibilidade e precisão intermediária.  

Como parâmetros para avaliação da conformidade do sistema, a precisão 

da injeção foi determinada pela análise de seis injeções da mesma solução da 

amostra, e os RSD do RRT e da RPA não excederam 0,07% e 2,19%, 

respectivamente; bem como o teste de estabilidade da solução da amostra foi 

avaliado por meio da análise da mesma solução da amostra em diferentes tempos 

(0, 2, 4, 8, 12 e 24 h), e os valores de RSD do RRT e da RPA estiveram abaixo de 

0,41% e 4,84%, respectivamente.  

A repetibilidade e precisão intermediária do método foram avaliadas pela 

análise de seis soluções de uma mesma amostra dentro de um único dia (n = 6) e 

em dias diferentes (N = 12), respectivamente. Em termos de repetibilidade, os 

valores de RSD do RRT e da RPA estiveram abaixo de 0,20% e 3,59%, 

respectivamente. Em termos de precisão intermediária, os valores de RSD do RRT e 

da RPA não excederam 1,18% e 4,63%, respectivamente.  

Todos os testes foram realizados com soluções de extrato da amostra 

codificada como BE1, escolhida aleatoriamente, preparada como descrito na Seção 

5.2.1. Os resultados estão resumidos na Tabela 2 e todos os valores de RSD estão 

de acordo com os critérios de aceitação das agências reguladoras para métodos 

analíticos (RSD  5%)97,99, o que indica que o método fingerprinting por UHPLC-DAD 

foi satisfatoriamente validado. 

 

Tabela 2 - Dados de conformidade do sistema e validação do método fingerprinting 

de extratos hidroalcoólicos de folhas de C. icaco (extrato BE1) por UHPLC-DAD. 

RRT RPA RRT RPA RRT RPA RRT RPA

10 0,07 1,15 0,15 3,39 0,07 2,37 0,16 2,43

16 0,04 2,19 0,41 4,84 0,20 3,59 1,18 4,63

Repetibilidade               

RSD (%)

Precisão intermediária          

RSD (%)

Estabilidade*             

RSD (%)

Precisão da injeção          

RSD (%)Pico nº

Nota: 

* Tempo: 0, 2, 4, 8, 12 e 24h. 
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5.3.3. Fingerprints UHPLC-DAD de C. icaco 

As amostras de C. icaco foram coletadas em diversas localidades em 

Estado da Amazônia brasileira, a partir de diferentes solos e em duas estações 

distintas. Ainda que essas amostras tenham apresentado as variações morfológicas 

já descritas, verificou-se que seus perfis cromatográficos, por inspeção visual, 

demonstraram-se semelhantes ou sem diferenças evidentes. Embora variações de 

intensidade em bandas cromatográficas tenham sido observadas. Diante disso, 

constatou-se a importância de abordagem para o reconhecimento de padrões. 

Nos perfis, pôde-se ver cerca de 16 picos comuns e os cromatogramas 

fingerprint representativos de cada morfotipo com base na cor do fruto maduro estão 

apresentados na Figura 12. Os picos considerados nas análises de precisão estão 

identificados com os algarismos arábicos 6, 10 e 16, seguidos por seus respectivos 

tempos de retenção. 

 

 

Figura 12 - Fingerprints UHPLC-DAD representativos de extratos hidroalcoólicos de 

folhas de C. icaco para cada morfotipo (cor do fruto) (extratos BJ1, VI1 e BR1). 

Coluna: Zorbax Eclipse XDB-C18; temperatura da coluna: 30 °C; fase móvel: (A) 1% 

ácido fórmico em água e (B) acetonitrila; eluição em gradiente; vazão: 0,3 mL/min; 

volume de injeção: 1 L; tempo de análise: 5,4 min; detecção: 273 nm. Os picos 

característicos e majoritários utilizados nos cálculos de desvios padrão relativo no 

procedimento de validação do método estão identificados com os algarismos 

arábicos 6, 10 e 16 e seus respectivos tempos de retenção. 
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5.3.4. Caracterização dos três picos majoritários por UHPLC-DAD-ESI-MS/MS  

Para caracterizar e tentar identificar os picos mais intensos (nº 6, 10 e 16) 

nos fingerprints de C. icaco, foram obtidos os espectros no UV/Vis. Todos os três 

picos mostraram espectros no UV típicos de flavonoides com bandas a 340–354 nm 

(banda I) e 226–268 nm (banda II) (Apêndice A). Além disso, ambos os modos de 

ionização positivo e negativo foram operados na análise por MS. Inicialmente, os 

144 extratos de C. icaco foram analisados, com injeção única, no modo Full Scan 

para avaliação dos cromatogramas de íons totais (TIC). Verificou-se pelos resultados 

maior intensidade dos íons no modo negativo que no modo positivo, assim ESI no 

modo negativo foi aplicado para a aquisição de íons precursores e íons produtos das 

amostras BJ1, VI1 e BR1, selecionadas por apresentarem maior intensidade de sinal 

em 273 nm. As condições usadas no UHPLC foram as mesmas, apenas a 

concentração de ácido fórmico em água (0,1%) foi reduzida para evitar a perda de 

sensibilidade100,101.  

No espectro de massas do pico 6 (Figura 13), verificou-se íon precursor 

[MH] em m/z 493 (100%), indicando massa molecular de 494 amu para o 

composto 6. Pela análise MS/MS, observou-se fragmento em m/z 317 (100%) 

correspondente à perda de ácido glucurônico (176 amu), semelhante ao padrão de 

fragmentação do flavonoide miricetina 3-O-glucuronideo, já identificado em extratos 

hidroalcoólicos e aquosos de folhas de C. icaco 16,17. 

Na análise do pico 10 (Figura 14), observou-se íon precursor em m/z 595 

(100%), indicando massa molecular de 596 amu para o composto 10. No espectro 

de fragmentação do íon precursor, verificaram-se íons produtos em m/z 595 (100%) 

e m/z 316. O íon produto em m/z 316 pode ser atribuído a aglicona miricetina, após 

a perda de uma unidade de pentose (132 amu) e uma unidade de ramnose (146 

amu) a partir de [M2H], que também já foi anteriormente identificada por Barbosa e 

colaboradores como miricetina ligada a uma unidade de pentose e ramnose16. 

Nos dados de MS para o pico 16 (Figura 15), observou-se íon precursor 

em m/z 363 (100%), indicando massa molecular de 364 amu para o composto 16. 

No espectro de fragmentação, observaram-se íons produtos em m/z 348 (100%), 

m/z 363, m/z 283 e m/z 268. O íon produto em m/z 348 foi deduzido como 

[MHCH3]
 correspondente à perda de metila (15 amu). Entretanto, além disso, não 
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existem dados suficientes para sugerir uma identificação confiável. Apesar de todos 

os esforços, não foi possível desreplicar o composto 16 a partir das técnicas 

utilizadas e, cosequentemente, o mesmo permanece desconhecido. 

 

  

Figura 13 - Espectros de fragmentação MS/MS do pico 6, modo negativo (ESI-), do 

fingerprint UHPLC-DAD de extrato hidroalcoólico de folhas de C. icaco. (a) Íon 

precursor. (b) Íon produto. (c) Estrutura química da miricetina 3-O-glucuronideo. 

 

Na verdade, mesmo os compostos 6 e 10 encontram-se descritos na 

literatura apenas com identificação provisória, sem o uso de padrões autênticos16,17 

e, portanto, recomenda-se a identificação inequívoca também desses compostos, 

incluindo sua estereoquímica, mediante: extração, fracionamento, isolamento e 

técnicas espectroscópicas complementares, como ressonância magnética nuclear.  
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Figura 14 - Espectros de fragmentação MS/MS do pico 10, modo negativo (ESI-), do 

fingerprint UHPLC-DAD de extrato hidroalcoólico de folhas de C. icaco. (a) Íon 

precursor. (b) Íon produto. 

 

 

Figura 15 - Espectros de fragmentação MS/MS do pico 16, modo negativo (ESI-), do 
fingerprint UHPLC-DAD de extrato hidroalcoólico de folhas de C. icaco. (a) Íon 
precursor. (b) Íon produto. 
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5.3.5. Análise quimiométrica 

5.3.5.1. Análise multivariada dos dados gerados pelo DAD 

A análise de fingerprint das 48 amostras de C. icaco por UHPLC-DAD 

resultou em um total de 288 cromatogramas (6 replicatas). Para cada cromatograma, 

obteve-se a matriz de dados (Xn) de dimensões 25921 × 123 (tempo de retenção x 

comprimento de onda) e calculou-se a matriz transposta (Xn
T). A maior intensidade 

dos picos foi verificada no comprimento de onda de 273 nm, que foi selecionado 

para a realização do estudo e, dessa maneira, a matriz transposta foi reduzida a um 

vetor linha. Em seguida, o número de pontos nos dados de tempo de retenção dessa 

matriz foi reduzido (tempos de retenção tomados a cada 10 variáveis, reduzindo 

para 2593 pontos), sem prejudicar as características originais do cromatograma, 

com a singular finalidade de facilitar o processamento de dados. Depois, usou-se o 

cromatograma de cada amostra e as suas repetições para compor as matrizes de 

dados originais de dimensões 6 × 2593 para cada amostra. Em cada uma dessas 

matrizes, os picos foram alinhados por COW68 usando códigos para o MATLAB, 

incluindo a seleção automática de parâmetros e cromatograma de referência. O 

cromatograma médio de cada uma das 48 amostras de C. icaco foi calculado, 

resultando em vetores de dimensão 1 × 2593, que foram combinados para formar a 

matriz M48×2593, com o objetivo de estabelecer parâmetros quimiométricos 

comparativos para discriminação das amostras. Antes da análise multivariada, o 

algoritmo automatizado foi aplicado também à matriz M48×2593 para seleção dos 

parâmetros de deformação otimizada (cromatograma de referência = 14; segment 

length = 452; slack size = 11) empregados no alinhamento dos fingerprints das 48 

amostras de C. icaco. Após o alinhameto, os cromatogramas foram normalizados 

para área unitária e centrados na média utilizando a interface PLS_Toolbox. A 

análise multivariada PCA, não supervisionada, e PLS-DA, supervisionada, também 

foram realizadas usando essa interface. Validação cruzada foi empregada para 

avaliar o desempenho dos modelos obtidos por PCA e PLS-DA. Utilizou-se o método 

Venetian Blinds (com 6 separações) como procedimento de validação cruzada. 

 

5.3.5.1.1. Análise de componentes principais 

A PCA foi empregada para investigar a existência de qualquer padrão nos  
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dados que pudessem ser utilizados para extrair informações a partir dos fingerprints 

de C. icaco. Inicialmente, avaliaram-se outliers que foram atribuídos à variabilidade 

na medição e, por isso, não houve necessidade de removê-los. Em seguida, os três 

primeiros componentes principais, que representaram 82,19% da variância total 

(PC1 46,89%, PC2 25,99% e PC3 9,30%), foram considerados significativos e 

observou-se no gráfico 3D de scores da PCA (Gráfico 4), uma clara tendência à 

separação de amostras do morfotipo vermelho (cor do fruto maduro) em relação às 

dos outros morfotipos (branco e preto). Além disso, embora o tamanho da amostra 

do morfotipo branco tenha sido pequeno, foi possível notar uma tendência de 

sobreposição entre as amostras do morfotipo branco e as do morfotipo preto, não 

podendo ser distinguidas. Cada ponto no Gráfico 4 representa uma amostra 

individual e foi codificado de acordo com o seu morfotipo (triângulos invertidos para 

morfotipo vermelho, quadrados para morfotipo preto e estrelas para morfotipo 

branco). Portanto, as amostras de C. icaco foram diferenciadas e categorizadas em 

dois grupos de acordo com os morfotipos: Grupo I (morfotipo vermelho) e Grupo II 

(morfotipo branco e  morfotipo preto).  

 

 

Gráfico 4 - Gráfico de scores da análise de componentes principais (PCA) – 

visualização 3D (PC1xPC2xPC3) da distribuição e agrupamento dos dados de 

UHPLC-DAD das 48 amostras de C. icaco, que descreve 82,19% do total de 

variância dos dados. Os símbolos indicam morfotipo vermelho (triângulos invertidos), 

morfotipo preto (quadrados) e morfotipo branco (estrelas). 

 

-0.02
-0.01
0

0.01

-0.01-0.00500.0050.010.015

-6

-4

-2

0

2

4

6

8

x 10
-3

Scores on PC 2 (25.99%)

Samples/Scores Plot of CICACO

Scores on PC 1 (46.89%)

S
c
o
re

s
 o

n
 P

C
 3

 (
9
.3

0
%

)

Vermelho

Preto

Branco

P
C

 3
 (

9
,3

0
%

)



69 

 

 

A melhor separação para distinguir os dois grupos foi observada em PC3. 

Sendo assim, examinando as variáveis responsáveis pela discriminação dos grupos 

no gráfico de loadings da PCA (Gráfico 5), verificou-se que a variável 2010 (com 

loading negativo), que corresponde ao composto 16, está forte e negativamente 

correlacionada ao Grupo I.  

A partir desse resultado, pôde-se concluir que os Grupos I e II não são 

qualitativamente consistentes ou fitoequivalentes entre si, pois extratos vegetais 

considerados fitoequivalentes devem apresentar os mesmos constituintes em 

concentrações exatas ou dentro de um intervalo de variação racional65. A existência 

desses dois quimiotipos de C. icaco, observada pela primeira vez, provavelmente 

não teria sido percebida sem uma análise holística dos dados dos fingerprints 

UHPLC-DAD, ou seja, apenas por comparação visual dos perfis cromatográficos ou 

pela utilização de métodos convencionais para quantificação de marcadores, ao 

invés do uso de métodos de reconhecimento de padrões. 

 

 

Gráfico 5 - Gráfico de loadings da análise de componentes principais (PCA) – 

visualização das variáveis responsáveis pela separação de grupos em PC3. A 

variável assinalada corresponde ao composto 16 no fingerprint UHPLC-DAD de 

extrato hidroalcoólico de folhas de C. icaco. 

 

5.3.5.1.2. Análise discriminante por mínimos quadrados parciais 

O algoritmo PLS-DA foi empregado na construção de um modelo de 

classificação. Os dados dos fingerprints UHPLC-DAD foram utilizados como 

variáveis X, enquanto que as variáveis Y foram associadas aos dois grupos 

previamente definidos pelo modelo PCA. 
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As amostras de C. icaco foram divididas em dois grupos: um conjunto de 

40 amostras (22 do morfotipo vermelho e 18 do morfotipo preto) foi selecionado para 

construir o conjunto de calibração, a fim de desenvolver e otimizar o modelo PLS-

DA. As demais 8 amostras (4 do morfotipo vermelho e 4 do morfotipo branco) foram 

utilizadas para validação externa. Intencionalmente, as amostras consideradas como 

possíveis outliers na análise exploratória de componentes principais e as poucas 

amostras do morfotipo branco foram utilizadas como subconjunto de validação 

externa. 

Na classificação, foram necessárias 4 variáveis latentes (LVs) para definir 

adequadamente as classes de C. icaco: Classe 1 (morfotipo vermelho) e Classe 2 

(não morfotipo vermelho). O gráfico 3D de scores PLS-DA (Gráfico 6) mostrou a 

óbvia discriminação das classes consideradas, confirmando as diferenças em seus 

fingerprints. Cada ponto representa uma amostra individual e foi codificado de 

acordo com a sua classe (triângulos invertidos para Classe 1 e círculos para Classe 

2). Todas as amostras utilizadas para calibração foram corretamente classificadas e 

os valores de sensibilidade e especificidade foram de 1,00. Para a validação 

cruzada, a sensibilidade e a especificidade foram superiores a 0,944. 

 

 

Gráfico 6 - Gráfico de scores da análise discriminante por mínimos quadrados 

parciais (PLS-DA) – visualização 3D (LV1xLV2xLV3) da distribuição dos dados de 

calibração das amostras de C. icaco. Os símbolos indicam Classe 1 (triângulos 

invertidos) e Classe 2 (círculos). 
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O modelo PLS-DA foi aplicado para classificar as 8 amostras do 

subconjunto de validação externa. O resultado das previsões para a Classe 1 está 

apresentado na Gráfico 7. A probabilidade limiar de associação da amostra com a 

Classe 1 no modelo foi de 0,5111, que foi estimada com base na estatística 

bayesiana. A partir das regras PLS-DA, considerou-se que uma amostra pertencia à 

Classe 1 quando o valor estimado da classe apresentava um valor superior ao limiar 

de discriminação (linha tracejada vermelha). Verificou-se que o modelo PLS-DA foi 

capaz de discriminar as amostras de C. icaco com sensibilidade igual a 1 e 

capacidade preditiva de 100%. 

 

 

Gráfico 7 - Gráfico de scores da análise discriminante por mínimos quadrados 

parciais (PLS-DA) – visualização da capacidade preditiva do modelo PLS-DA para C. 

icaco. As amostras que caíram acima da linha tracejada superior foram consideradas 

pertencentes à Classe 1. Os símbolos indicam morfotipo vermelho (quadrados) e 

morfotipo branco (triângulos). O limiar de discriminação foi de 0,5111. 

 

Pela estratégia utilizada no conjunto de validação externa, observou-se no 

Gráfico 7 que os "outliers" (quadrados) foram de fato classificados como Classe 1. 

Além disso, foi verificado que os valores estimados para amostras de morfotipo 

branco (triângulos) as classificou como Classe 2, o que confirmou o resultado obtido 

pela PCA. 
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picos dos compostos 6 (miricetina 3-O-glucuronideo) e 10 (miricetina ligada a uma 

unidade de pentose e uma de ramnose), respectivamente, são as de maior 

magnitude e parecem fortemente responsáveis pela separação na LV1. Ambos são 

derivados de miricetina e estão positivamente e negativamente correlacionados com 

morfotipo vermelho, respectivamente. 

Adicionalmente, as variáveis foram avaliadas usando a projeção da 

importância da variável (VIP) (Gráfico 8b), que estima a importância individual de 

cada variável no modelo PLS-DA. Assim, verificou-se que as variáveis que 

apresentam valor VIP superior a 1 (threshold = 1, linha tracejada vermelha) são as 

mais relevantes para a classificação; sendo possível notar que os maiores valores 

VIP (assinalados com asteriscos) correspondem aos picos dos compostos 

majoritários (6, 10 e 16) no fingerprint de C. icaco. A relação dos valores VIP está 

apresentada na Tabela 3.  

 

                   

Gráfico 8 - Análise discriminante por quadrados mínimos parciais (PLS-DA). (a) 

Gráfico de loadings – visualização das variáveis com maior magnitude e fortemente 

responsáveis pela separação em LV1. As variáveis assinaladas correspondem aos 

compostos 6 e 10 no fingerprint UHPLC-DAD. (b) Gráfico VIP – visualização da 

projeção da importância da variável (VIP). Os asteriscos vermelhos indicam as 

variáveis com as maiores pontuações VIP e que correspondem aos compostos 6, 10 

e 16 no fingerprint UHPLC-DAD de extrato hidroalcoólico de folhas de C. icaco. 
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Tabela 3 - Projeção da importância da variável (VIP) para variáveis discriminatórias 

(threshold = 1). 

Pico *Tempo de retenção (min) Variável [M  H](m/z) Valor VIP 

1 0,46 259 377 6,79 
2 0,62 284 609 5,81 
3 0,76 361 609 1,66 
5 1,83 883 ** 2,76 
6 1,91 925 493 43,6 
7 3,14 934 449 30,3 
8 3,22 999 645 1,97 
9 3,36 1055 463 14,6 

10 2,21 1070 595 68,3 
11 2,30 1100 ** 15,3 
12 3,64 1179 629 17,7 
13 3,80 1238 579 5,04 
16 4,06 2010 363 31,4 

Nota: 

* Tempos de retenção no DAD. 

** Picos observados no DAD, mas não detectados por MS. 

 

Recentemente, os resultados apresentados acima foram publicados no 

periódico Journal of Separation Science, v. 40, n.10, p.2161-2169, 2017.  

 

5.3.5.2. Análise multivariada dos dados gerados pelo ESI-MS 

O extrato de uma planta medicinal é usualmente composto por diversas 

classes de compostos químicos, que podem requerer diferentes métodos analíticos 

e/ou diferentes métodos de detecção. Como cada detector fornece informação 

significativamente distinta102, realizou-se análise exploratória também no conjunto de 

dados gerados pelo ESI-MS durante o Full Scan dos 144 extratos de C. icaco, no 

modo negativo. Na Figura 16, observam-se TICs característicos de cada morfotipo 

de C. icaco, onde os picos definidos como característicos dos extratos segundo 

análise por DAD (picos nº 6, 10 e 16) estão identificados pelas letras a, b e c, 

respectivamente. Por inspeção visual, verificou-se a presença de cerca de 14 picos 

com variações nas intensidades das bandas cromatográficas. 

Para cada um dos 144 TICs, obteve-se um vetor constituído por 297 

linhas (tempos de retenção) e 1 coluna ( = 273 nm), a partir do qual se calculou o 

vetor linha. Em seguida, cada amostra e suas repetições foram usadas para compor 

as matrizes de dados originais de dimensões 3 × 297, cujos picos foram alinhados 

usando COW com seleção automática de parâmetros segment length e slack size, 

bem como cromatograma de referência para cada matriz68. Depois disso, o 

http://www.medscape.com/viewpublication/20621
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cromatograma médio de cada amostra foi calculado, resultando em vetores 1 × 297, 

que foram combinados para formar a matriz T48×297 utilizada na análise 

quimiométrica. Antes da PCA, o algoritmo automatizado foi aplicado também à 

matriz T48×297 para seleção dos parâmetros de COW (cromatograma de referência = 

39; segment length = 75; slack size = 10) empregados no alinhamento dos 

fingerprints das 48 amostras de C. icaco. Posteriormente, os cromatogramas foram 

alinhados, normalizados para área unitária e centrados na média, utilizando a 

interface gráfica PLS_Toolbox. 

 

 

Figura 16 - Cromatogramas de íons totais representativos de extratos 

hidroalcoólicos de folhas de C. icaco para cada morfotipo (cor do fruto) (extratos 

BJ1, VI1 e BR1). Coluna: Zorbax Eclipse XDB-C18; temperatura da coluna: 30 °C; 

fase móvel: (A) 0,1% ácido fórmico em água e (B) acetonitrila; eluição em gradiente; 

vazão: 0,3 mL/min; volume de injeção: 1 L;  tempo de análise: 6 min; modo de 

ionização: negativo. Os picos identificados pelas letras a, b e c correspondem aos 

picos 6, 10 e 16, definidos pela análise por DAD como característicos, 

respectivamente. 

 

Na análise exploratória, três PCs que descreveram 68,77% da variância 

dos dados foram selecionados. No gráfico 3D de scores da PCA (Gráfico 9a), 

verificou-se que as amostras do morfotipo vermelho também se agruparam 

distintamente dos outros dois morfotipos pela projeção nos três primeiros 

componentes principais (PC1 35,77%, PC2 20,55% e PC3 12,45%), assim como 

foram igualmente divididas em dois grupos relativos: Grupo I (morfotipo vermelho) e 
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Grupo II (morfotipos branco e preto). A melhor separação para distinguir os dois 

grupos foi percebida em PC2. As variáveis responsáveis pelo agrupamento 

observado foram identificadas no gráfico de loadings da PCA. Examinando os 

loadings em PC2 (Gráfico 9b), observou-se que as variáveis 22 e 279 (com loadings 

positivos) se destacaram, indicando maior peso sobre a discriminação do morfotipo 

vermelho em relação aos morfotipos preto e branco. Portanto, deduziu-se que essas 

variáveis estão positivamente correlacionados ao Grupo I, ou seja, seriam mais 

intensas no morfotipo vermelho em comparação aos demais. Além disso, constatou-

se que a variável 273, que corresponde ao pico identificado como c no TIC (pico nº 

16 no fingerprint UHPLC-DAD de C. icaco), manteve-se negativamente 

correlacionado ao Grupo I. Dessa forma, a análise exploratória dos TICs obtidos por 

ESI-MS ratificou o resultado observado a partir dos dados de DAD. 

 

 

Gráfico 9 - Análise de componentes principais (PCA). (a) Gráfico de scores – 

visualização 3D (PC1xPC2xPC3) da distribuição e agrupamento dos dados de 

UHPLC-ESI-MS das 48 amostras de C. icaco, que descreve 68,77% do total de 

variância dos dados. Os símbolos indicam morfotipo vermelho (triângulos invertidos), 

morfotipo preto (quadrados) e morfotipo branco (estrelas). (b) Gráfico de loadings – 

visualização das variáveis responsáveis pela separação de grupos em PC2. As 

variáveis assinaladas representam as com maior magnitude e a variável 273 

corresponde ao composto 16 no fingerprint UHPLC-DAD. 
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6. AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DA PROCEDÊNCIA E DA 

SAZONALIDADE DO MATERIAL BOTÂNICO SOBRE O 

FINGERPRINT UHPLC-DAD DE Chrysobalanus icaco L. 

E CORRELAÇÃO DESSES DADOS COM OS DAS 

ANÁLISES DE FERTILIDADE DE SOLO E DE TECIDO 

FOLIAR 
 

6.1. Reagentes 

Os reagentes utilizados nesta etapa foram da marca Synth grau analítico.  

 

6.2. Material e métodos 

As análises de fertilidade do solo e de tecido foliar foram realizadas com a 

colaboração do Analista Químico da Embrapa Amazônia Oriental, Me. Orivan Maria 

Marques Teixeira (Anexo 3). 

 

6.2.1. Análise quimiométrica dos dados de fingerprint UHPLC-DAD 

Nesta etapa, foram considerados apenas os dados de fingerprint UHPLC- 

DAD referentes às 23 amostras de C. icaco que possuem material coletado nos dois 

períodos (chuvoso e menos chuvoso), visto que dois dos indivíduos de ajuru-branco 

foram podados, conforme descrito na Seção 4.1.1. Assim, foram considerados 46 

extratos e, portanto, 138 cromatogramas. Esse procedimento foi adotado com o 

intuito de, por análise exploratória, avaliar a influência específica de fatores 

ambientais nos fingerprints. Inicialmente, o tratamento dos dados foi similar ao 

descrito na Seção 5.3.5.1. Na sequência, os vetores das amostras 1 × 2593 foram 

combinados para formar a matriz P46×2593. A PCA foi antecedida pelo alinhamento 

dos picos cromatográficos com a aplicação do algoritmo automatizado à matriz 

P46×2593. Os parâmetros de COW68 também foram selecionados automaticamente: 

cromatograma de referência = 12; segment length = 452; slack size = 10. 

 

6.2.2. Análise de fertilidade de solo 

O Laboratório de Solos da Embrapa Amazônia Oriental participa do 

Programa de Análise de Qualidade de Laboratórios de Fertilidade (PAQLF), 

coordenado pela Embrapa Solos. 
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Determinações de macro e micronutrientes, bem como outros indicadores 

da composição dos solos foram realizadas nas 47 amostras, em duplicata e de 

acordo com procedimentos estabelecidos no “Manual de análises químicas de solos, 

plantas e fertilizantes”103: pH em água (Quimis®, SP, Brasil); cálcio, cálcio+magnésio, 

alumínio, nitrogênio, acidez potencial e matéria orgânica por volumetria; sódio e 

potássio usando fotômetro de chama Q498M2 (Quimis®, SP, Brasil); fósforo 

disponível por espectrofotometria no UV-VIS (Biospectro, PR, Brasil); ferro, zinco, 

cobre e manganês foram realizadas em espectrômetro de emissão atômica com 

plasma induzido por micro-ondas MP-AES 4200 (Agilent Technologies, CA, EUA), no 

qual o fluxo de nebulização e posição de visualização foi otimizado para cada analito 

pelo software MP Expert. Os resultados foram organizados e calculados em planilha 

Excel® 2010 (Microsoft Office, WA, EUA). 

 

6.2.3. Análise de tecido foliar 

O Laboratório de Solos da Embrapa Amazônia Oriental participa do 

Programa Interlaboratorial de Análise de Tecido Vegetal (PIATV), coordenado pela 

ESALQ-USP. 

Foram determinados macro e micronutrientes nas 48 amostras de tecido 

foliar, em duplicata, conforme procedimentos estabelecidos no “Manual de análises 

químicas de solos, plantas e fertilizantes”103: nitrogênio pelo método de Kjeldahl; 

potássio usando fotômetro de chama; fósforo por espectrofotometria no UV-VIS; 

cálcio, magnésio, ferro, zinco, cobre e manganês por MP-AES. Para digestão do 

tecido vegetal, foi utilizado um sistema de digestão por micro-ondas Start D 

(Milestone, BG, Itália). Os resultados foram organizados e calculados em planilha 

Excel®. 

 

6.2.4. Análise quimiométrica dos dados de fertilidade do solo e tecido foliar 

As planilhas Excel® contendo os dados referentes às análises de 

fertilidade do solo e de tecido foliar foram convertidas para arquivos do MATLAB®. 

Em seguida, no PLS_Toolbox, os dados das matrizes de dimensões 47 x 14 (dados 

de fertilidade do solo) e 48 x 9 (dados de tecido foliar) foram autoescalados, 
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tornando-se adimensionais. Depois, aplicou-se a PCA para reconhecimento de 

padrões dentro de cada conjunto de dados.  

 

6.2.5. Tratamento de resíduos  

Os resíduos tóxicos gerados nas análises de fertilidade do solo e de 

tecido foliar foram descartados e/ou tratados conforme as normas para a gestão de 

resíduos químicos nos laboratórios da Embrapa Amazônia Oriental104. 

 

6.3. Resultados e discussão 

6.3.1. Análise química de fertilidade de solo e de tecido foliar 

O principal propósito da análise química para avaliação da fertilidade do 

solo é determinar a suficiência ou deficiência de nutrientes para o desenvolvimento 

da planta, além de condições adversas como acidez, salinidade, etc., que o possam 

prejudicar105. Esses nutrientes disponíveis no solo exercem funções específicas na 

fisiologia da planta como: estrutural, constituinte de enzimas ou ativador enzimático. 

Ademais, as condições de precipitação afetam a umidade do solo e, por isso, 

necessitam ser consideradas para melhor interpretação da disponibilidade dos 

macro e micronutrientes. Enquanto que, a análise de tecido foliar é normalmente 

utilizada para avaliação do estado nutricional da planta, assim como indicar a falta 

de algum nutriente no solo106,107.  

Sobre a nutrição de C. icaco, pesquisadores reportaram que essa planta 

se desenvolve em solo ácido, salino-sódico e também em solo com pH neutro, todos 

de baixa fertilidade e, em sua maioria, extremamente arenosos. Foram observados 

teores reduzidos de N (nitrogênio) e P (fósforo) nas folhas, ramos, inflorescências e 

frutos imaturos dessa espécie, em relação aos da maioria das plantas cultivadas. 

Contudo, sem apresentar sinais visíveis de deficiência nutricional. Mesmo vegetando 

em locais de fertilidade, salinidade e disponibilidade hídrica muito variadas, essa 

planta manteve concentrações similares de N, P, K (potássio) e Na (sódio) nos 

órgãos analisados108. Adicionalmente, foi verificado que o hábito de crescimento 

dessa planta (árvore ou arbusto) ou altura pode estar relacionado à disponibilidade 

de água, nutrientes e/ou concorrência por luz, pois em ambiente com solo argiloso e 

maior diversidade vegetal, o crescimento é mais vertical69. Essa hipótese também 
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pôde ser observada entre os 25 espécimes de C. icaco estudados neste projeto, 

conforme demonstrado na Tabela 1, Seção 4.1.  

Um dos principais fatores que podem interferir na disponibilidade dos 

nutrientes no solo e que, portanto, afetam a absorção e a nutrição das plantas109 é o 

pH ou acidez ativa. Nas amostras de solo coletadas no hábitat dos 25 espécimes de 

C. icaco silvestres, observou-se que o pH variou entre 4,4 ± 0,2 e 6,6 ± 0,3. Outro 

indicador da qualidade do solo é o teor matéria orgânica, cujos resultados estiveram 

entre 0,5 ± 0,2 e 36,3 ± 0,6 g/kg.  

Os Gráficos 10 e 11 ilustram os resultados obtidos na determinação de 

potássio e matéria orgânica no solo, respectivamente. No Gráfico 12, verificam-se os 

resultados de zinco obtidos na análise de tecido foliar. Os demais resultados da 

análise de fertilidade de solo encontram-se no Apêndice B e os de tecido foliar, no 

Apêndice C. 

O nitrogênio é um dos nutrientes de função estrutural bastante requerido 

pela maioria das culturas. Entretanto, é extremamente móvel no solo, o que dificulta 

sua determinação e interpretação eficiente dos resultados110. Talvez isso explique os 

valores de desvios padrão tão elevados obtidos para nitrogênio no solo (Apêndice 

B). 

 

  

Gráfico 10 -  Análise de fertilidade do solo – teor de potássio, determinado por 

fotometria de chama, das 47 amostras de solo coletadas no habitat dos espécimes 

de C. icaco durante o período chuvoso e menos chuvoso. 
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Gráfico 11 -  Análise de fertilidade do solo – teor de matéria orgânica, determinado 

por volumetria, das 47 amostras de solo coletadas no habitat dos espécimes de C. 

icaco durante o período chuvoso e menos chuvoso. 

 

  

Gráfico 12 - Análise de tecido foliar – teor de zinco, determinado por MP-AES, das 

48 amostras de folhas de C. icaco coletadas durante o período chuvoso e menos 

chuvoso. 
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Na PCA aplicada às matrizes de dados de solo e de tecido foliar, não se 

distinguiu nenhum agrupamento ou tendência dentro dos conjuntos de dados 

analisados, quanto às características morfológicas (hábito, cor do fruto maduro), 

0,00

5,00

10,00

15,00

20,00

25,00

30,00

35,00

40,00

CP SC BE CM IT NT OU PG PJ PP VI AJ AT BR CT CR HO MA PI RG RP SA TA VG

T
e
o
r 

d
e
 m

a
té

ri
a
 o

rg
â
n
ic

a
 (

g
/k

g
)

Amostras de solo

Chuvoso Menos chuvoso

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

BJ CP SC BE CM IT NT OU PG PJ PP VI AJ AT BR CT CR HO MA PI RG RP SA TA VG

T
e
o
r 

d
e
 z

in
c
o
 (

m
g
/L

)

Amostras de tecido foliar de Chrysobalanus icaco L.

Chuvoso Menos chuvoso



81 

 

 

procedência (origem geográfica, características do solo, proximidade com o mar) ou 

época de colheita. 

 

6.3.3. Fingerprint x procedência x sazonalidade x fertilidade do solo x tecido 

foliar 

Pesquisadores têm descrito muitas hipóteses sobre a influência de fatores 

ambientais no metabolismo de plantas medicinais como, por exemplo, a existência 

de relação entre a biossíntese e/ou acúmulo de compostos fenólicos e a incidência 

solar; a idade da planta; o estresse oxidativo, hídrico ou térmico; e os estágios de 

floração e frutificação111,112. Esses estudos têm sido obtidos principalmente com o 

intuito de determinar a época ideal para fins de colheita. 

Igualmente, a investigação de relação entre a produção de metabólitos 

secundários e o conteúdo de metais no solo e/ou folha tem sido relatada32,113. Assim, 

verificou-se a influência ora positiva, ora negativa da concentração de potássio sobre 

os teores de flavonoides glicosilados, dependendo da espécie em estudo111,114,115.  

Para C. icaco, Nissen-Levi e colaboradores observaram que nas folhas de 

plantas tratadas com sais de magnésio, foi detectado o dobro da concentração de 

antocianinas que as do grupo controle em mesmo estágio de desenvolvimento116. 

Resultados como esse podem ser considerados estratégicos à manipulação de 

nutrientes com o propósito de alterar positivamente o metabolismo de uma planta 

medicinal ou, simplesmente, para a domesticação da espécie. 

Desta forma, a análise de fertilidade do solo, bem como de tecido foliar 

foram realizadas com a finalidade de investigar a possível correlação entre os 

valores de nutrientes no solo e na folha com a resposta no perfil químico dos 

extratos de C. icaco, em condições de hábitat com maior ou menor precipitação 

pluviométrica. 

Na análise exploratória da matriz P46×2593, foram selecionados dois PCs 

que descreveram 73,31% da variância dos dados. No gráfico de scores da PCA 

(Gráfico 13), cada ponto representa uma amostra individual. As amostras de mesma 

procedência estão interligadas por um segmento de reta, onde as extremidades 

correspondem às amostras coletadas no período chuvoso (1) e menos chuvoso (2).  
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Verificou-se que a maioria dos scores para as amostras de mesma 

procedência apresentaram tendência a agrupamento. Entretanto, algumas das 46 

amostras de C. icaco encontram-se localizadas em ambos os lados (positivo e 

negativo) no eixo PC2. Esses resultados sugerem que o fingerprint UHPLC-DAD do 

extrato de C. icaco sofre variação com relação à origem geográfica e à época de 

colheita. Entretanto, não foi observada a formação de agrupamentos ou tendências 

referentes ao hábito da planta, tipo de solo, mesorregião de procedência ou 

disponibilidade de algum nutriente no solo. 

 

 

Gráfico 13 - Gráfico de scores da análise de componentes principais (PCA) – 

visualização (PC1xPC2) da distribuição dos dados de fingerprint UHPLC-DAD das 

46 amostras de C. icaco, que descreve 73,31% do total de variância dos dados. 

Cada ponto representa uma amostra individual. As amostras de mesma procedência 

estão interligadas por um segmento de reta, onde as extremidades correspondem às 

amostras coletadas no período chuvoso (1) e menos chuvoso (2). 

 

Em relação à análise química do solo, observou-se no Gráfico 13 uma 

tendência de distribuição da amostra no eixo PC2 vinculada à concentração do 

nutriente como, por exemplo, potássio (K), ou seja, quanto maior o teor de K na 
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PC2, especialmente as amostras localizadas em ambos os lados no eixo PC2: NT, 

BR, CT, MA, TA e VG.  

As variáveis responsáveis por essa distribuição foram identificadas a partir 

do gráfico de loadings em PC2 (Gráfico 14), onde foi possível verificar que dois picos 

se destacaram: o primeiro (negativo) referente à variável 925 e o segundo (positivo), 

referente à variável 1070, que correspondem aos compostos 6 (RT = 1,91 min) e 10 

(RT = 2,21 min), respectivamente, definidos como característicos do extrato de C. 

icaco por UHPLC-DAD. Portanto, a partir dessa observação, inferiu-se a correlação 

positiva do composto 6 (miricetina 3-O-glucuronideo) à concentração de K no solo, o 

que sugere a participação desse nutriente como ativador no sistema enzimático de 

produção desse flavonoide.  

Potássio é o segundo nutriente mais requerido pelas plantas, depois do 

nitrogênio. Embora não desempenhe nenhum papel estrutural nas plantas, sua 

principal função bioquímica é exatamente a ativação enzimática, além de ser 

responsável também pela regulação osmótica107. 

 

 

Gráfico 14 - Gráfico de loadings da análise de componentes principais (PCA) – 

visualização das variáveis responsáveis pela distribuição das amostras em PC2. As 

variáveis assinaladas correspondem aos compostos 6 e 10 no fingerprint UHPLC-

DAD de extrato hidroalcoólico de folhas de C. icaco. 
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vegetal (Gráfico 12), mais positiva a posição da amostra de C. icaco em PC2 

(Gráfico 13), especialmente as amostras localizadas em ambos os lados no eixo 

PC2: NT, BR, CT, MA, TA e VG. Consequentemente, deduziu-se a correlação do 

composto 10 (miricetina ligada à unidade de pentose e ramnose) à concentração de 

Zn na folha; cuja principal função no metabolismo das plantas é como componente e 

ativador enzimático107.  

Todavia, essas observações estão sustentadas apenas na interpretação 

visual desses gráficos e, portanto, necessitariam ser refinadas por meio de análises 

multiconjuntos, que utilizem simultaneamente todas essas variáveis para extração de 

informação útil, com a finalidade de permitir interpretação confiável sobre a influência 

desses nutrientes na produção de metabólitos secundários em C. icaco.  
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7. DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO DE CROMATOGRAFIA 

ELETROCINÉTICA MICELAR DE FLUXO INVERTIDO 

USANDO DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL PARA 

ANÁLISE DE FINGERPRINT DE Chrysobalanus icaco L. 
 

7.1. Reagentes 

Hidróxido de sódio (NaOH) PA 97% Synth; Ácido fosfórico (H3PO4) PA 

85% Synth; Dodecil sulfato de sódio (SDS) 99% Sigma. 

 

7.2. Material e métodos 

7.2.1. Preparo da amostra 

Alíquotas de cada extrato (tintura) foram centrifugadas durante 5 min a 

9660 x g (MiniSpin® Eppendorf®, HH, Alemanha). Em seguida, foram filtradas em 

membranas de 0,22 m de poro Millex®-GV (Merck Millipore, HE, Alemanha). 

 

7.2.2. Condições CE-DAD 

Nesta etapa, utilizou-se um sistema de eletroforese capilar (CE) modelo 

1600 (Agilent Technologies, CA, EUA), equipado com DAD, amostrador automático 

e sistema de controle de temperatura do capilar, controlados pelo software 

ChemStation (revisão B.04.01(481)). Os espectros foram adquiridos na faixa de 190 

a 600 nm e os eletroferogramas monitorados em 230 nm, 254 nm, 280 nm, 330 nm e 

350 nm. As separações foram realizadas empregando-se capilar de sílica fundida 

AG 160-2650-5 (Agilent Technologies, CA, EUA) de 50 m de diâmetro interno (i.d.) 

e 58,5 cm de comprimento total (50,0 cm de comprimento efetivo até o detector). A 

janela para detecção foi aberta a 8,5 cm de uma das extremidades do capilar, 

mediante a queima do revestimento externo de poliimida nessa região, de maneira a 

obter-se abertura de 2,0 mm. Antes do primeiro uso, o capilar foi condicionado pela 

passagem de solução aquosa de NaOH 0,1 mol/L por 30 min. No início de cada dia 

de trabalho, o capilar foi lavado com a mesma solução alcalina (5 min), água 

ultrapura (5 min) e finalmente condicionado com o eletrólito de corrida (BGE) por 20 

min. Além disso, após cada corrida, o condicionamento do capilar foi realizado com 

NaOH 0,1 mol/L (1 min), água ultrapura (2 min) e BGE (5 min) a 950 mbar. 
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A fim de obter o perfil eletroforético ou fingerprint CE-DAD contendo o 

maior número de picos e maior eficiência de separação, ensaios por CE foram 

inicialmente avaliados, incluindo eletroforese capilar de zona. Posteriormente, a 

partir da adaptação do método RF-MEKC proposto por Rabanes e colaboradores 

para extratos vegetais117, foram realizados estudos univariados para otimização das 

condições experimentais: concentração do extrato, concentração do eletrólito, 

potencial de separação, tempo e pressão da injeção hidrodinâmica, temperatura e 

tempo de análise. Assim, foram definidos os seguintes parâmetros: concentração do 

extrato, concentração original da tintura (1:10);  injeção hidrodinâmica, 25 mbar  por 

6 s; potencial de separação, –20 kV; temperatura de análise, 20 °C; tempo de 

análise, 30 min. No que se refere a solução de separação, Rabanes e 

colaboradores117 propuseram 50 mmol/L de H3PO4 a pH 2,5 e 50 mmol/L de SDS. 

Essa concentração de SDS foi definida após a realização de estudo sobre o efeito 

da concentração de SDS variando de 10 a 100 mmol/L em 50 mmol/L de H3PO4, 

onde consideraram eficiência de separação e tempo de análise, como parâmetros de 

avaliação. 

A otimização do BGE é o procedimento mais crítico nas análises de 

CE118.  Por isso, com o intuito de otimizar a solução de separação a ser empregada 

na obtenção do fingerprint CE-DAD de C. icaco partindo dos valores recomendados 

acima, utilizou-se o método de planejamento de experimentos (DOE), que avalia 

também as interações entre os fatores119. As concentrações das soluções usadas na 

separação foram estudadas mediante delineamento composto central (CCD) 22 

contendo três pontos centrais e quatro axiais, assumindo como variável resposta o 

“número de picos” monitorado em 254 nm, visto que nesse comprimento de onda os 

picos apresentaram maior intensidade. O procedimento foi desenvolvido com três 

replicatas autênticas no ponto central. Cada ensaio do delineamento foi realizado em 

ordem aleatória e com duplicata de injeção. Nas Tabelas 4 e 5, observam-se os 

dados do primeiro delineamento adotado. 

O valor de  foi calculado em função do número de variáveis 

independentes (n = 2) por meio da equação120:  

= (2n)1/4 = 1,41 
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A amplitude de variação entre o limite inferior e o superior de cada fator foi 

calculada de modo que incluísse no planejamento a concentração ótima da solução 

de separação proposta por Rabanes e colaboradores117: [H3PO4] = 50 mmol/L (pH 

2,5) e [SDS] = 50 mmol/L; bem como o limite inferior da concentração de SDS não 

fosse menor que sua concentração micelar crítica (CMC = 8,2 mmol/L). A amostra 

de tintura de C. icaco utilizada nos ensaios foi a codificada como BE1, selecionada 

na Seção 5.3.2. Os resultados foram tratados pelo software Statistica® versão 10 

(StatSoft, OK, EUA), realizando-se análise de variância (ANOVA) para estimar 

efeitos estatisticamente significativos. 

 

Tabela 4 - Níveis codificados e reais dos fatores do primeiro delineamento composto 

central. 

Fatores 
Níveis codificados e reais dos fatores 

- -1 0 +1 + 

H3PO4

 

(mmol/L) 30 50 100 150 171 

SDS (mmol/L) 9 16 33 50 57 

 

Tabela 5 - Ensaios do primeiro delineamento composto central. 

Número de 

ensaios 

Fatores (valores codificados) Fatores (valores reais) 

H3PO4

 

(mmol/L) SDS (mmol/L) H3PO4

 

(mmol/L) SDS (mmol/L) 

1 -1 -1 50 16 

2 +1 -1 150 16 

3 -1 +1 50 50 

4 +1 +1 150 50 

5 0 0 100 33 

6 0 0 100 33 

7 0 0 100 33 

8 -1,41 0 30 33 

9 +1,41 0 171 33 

10 0 -1,41 100 9 

11 0 +1,41 100 57 

 

Diante dos resultados obtidos no primeiro delineamento, verificou-se a 

necessidade de realizar um novo CCD 22 contendo, igualmente, três pontos centrais 

e quatro axiais. Nas Tabelas 6 e 7, estão apresentados os dados do segundo 

delineamento empregado, onde a faixa de variação entre o limite inferior e o superior 



88 

 

 

de cada fator foi calculada de modo que incluísse nesse novo planejamento as 

concentrações cujo resultado no primeiro DOE tenha apresentado tendência ao 

maior número de picos: [H3PO4] = 50 mmol/L (pH 2,5) e [SDS] = 16 mmol/L; bem 

como o limite inferior da concentração de SDS não fosse menor que sua CMC. 

 

Tabela 6 - Níveis codificados e reais dos fatores do segundo delineamento 

composto central. 

Fatores 
Níveis codificados e reais dos fatores 

- -1 0 +1 + 

H3PO4

 

(mmol/L) 22 30 50 70 78 

SDS (mmol/L) 9 11 16 21 23 

 

Tabela 7 - Ensaios do segundo delineamento composto central. 

Número de 

ensaios 

Fatores (valores codificados) Fatores (valores reais) 

H3PO4

 

(mmol/L) SDS (mmol/L) H3PO4

 

(mmol/L) SDS (mmol/L) 

1 -1 -1 30 11 

2 +1 -1 70 11 

3 -1 +1 30 21 

4 +1 +1 70 21 

5 0 0 50 16 

6 0 0 50 16 

7 0 0 50 16 

8 -1,41 0 22 16 

9 +1,41 0 78 16 

10 0 -1,41 50 9 

11 0 +1,41 50 23 

 

7.2.3. Análise quimiométrica 

Os arquivos de dados gerados pelo DAD foram exportados usando o 

software ChemStation no formato CSV e convertidos para o Excel® 2010 (Microsoft 

Office, WA, EUA). Em seguida, foram importados para o MATLAB®. O tratamento 

dos dados (alinhamento dos picos) foi realizado pela implementação do algoritmo 

COW68. Posteriormente, os eletroferogramas foram normalizados, autoescalados e 

submetidos à PCA, utilizando-se a interface gráfica PLS_Toolbox. 

 

7.2.4. Tratamento de resíduos  

Os resíduos tóxicos gerados nesta etapa do trabalho experimental foram 

descartados e/ou tratados conforme as normas para a gestão de resíduos químicos 
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do Instituto de Química da Unicamp (disponível em: http://www.iqm.unicamp.br/sites/ 

default/files/normasResiduos.pdf). 

 

7.3. Resultados e discussão 

7.3.1. Primeiro delineamento composto central 

Para avaliação do número de picos, considerou-se como unidade de pico 

o sinal no eletroferograma com resolução experimental53:  

Rs ≥ 1,5 

Sendo que, a resolução (Rs) entre dois picos adjacentes em um 

eletroferograma foi calculada usando a equação: 

Rs
 = 2 (tm

k+1 – tm
k) 

                                                              (wk+1 + wk) 

onde tm
k+1, tm

k, wk+1, wk, são os tempos de migração e a largura do pico na base para 

cada dois picos consecutivos, respectivamente53. Além disso, somente foi 

considerado como unidade de pico o sinal medido cuja relação sinal-ruído (SNR) 

tenha sido superior a 3.  

 
Na Tabela 8, verificam-se os resultados da análise estatística para a 

variável dependente número de picos. 

 

Tabela 8 - Efeitos e interações calculados para o número de picos no primeiro 

delineamento composto central. 

 Efeito Erro puro p* 
Média 17,62746 0,333320 0,000357 

H3PO4 (Linear) -2,43983 0,408900 0,026957 

H3PO4 (Quadrático) -1,71039 0,487930 0,072627 

SDS (Linear) -4,21317 0,408602 0,009275 

SDS (Quadrático) -1,26625 0,486959 0,121517 

H3PO4 x SDS 5,00000 0,577350 0,013072 

Nota: 

Os valores destacados em negrito são estatisticamente significativos a um intervalo de confiança de 

95%.  

* Probabilidade de significância (p ≤ 0,05). 

 

O efeito estimado indica o quanto cada fator influencia na resposta 

observada. Assim, os efeitos significativos ao nível de 95% de confiança para o 

http://www.iqm.unicamp.br/sites/%20default/files/normasResiduos.pdf
http://www.iqm.unicamp.br/sites/%20default/files/normasResiduos.pdf
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número de picos no primeiro CCD foram: H3PO4 (Linear), SDS (Linear) e a interação 

H3PO4 x SDS. O efeito da concentração de SDS (Linear) foi negativo, indicando que 

quanto menor a concentração de SDS, maior o número de picos. 

A partir das variáveis significativas, foi realizada a ANOVA e os resultados 

estão apresentados na Tabela 9. 

 

Tabela 9 - Análise de variância (ANOVA) para o número de picos do primeiro 

delineamento composto central. 

Fonte de variação Soma quadrática Graus de liberdade Média quadrática Fcalculado Ftabelado 

Regressão 77,5097 5 15,50195 1,058622 5,05
a 

Resíduos 73,2176 5 14,64351 
  

Falta de Ajuste 72,5509 3 24,18363 72,5509 19,16
b 

Erro Puro 0,6667 2 0,333333 
  

Total 150,7273 10 
   

Nota: 
a
 (5;5;95); 

b
 (3;2;95) 

121
. 

 

O valor obtido para o coeficiente de determinação (R2) no primeiro CCD 

foi de 0,51424, indicando que apenas 51,43% da variação na resposta pode ser 

explicada pelo modelo. Esse valor não é considerado satisfatório para obtenção de 

modelo válido e útil para predição. De acordo com Barros Neto e colaboradores, 

quanto mais próximo de 1 o valor de R2 melhor o ajuste do modelo120. Além disso, 

para que uma regressão seja não apenas significativa, mas também útil para fins 

preditivos, a relação  Fcalculado/Ftabelado deve ser superior a três. A partir dos dados da 

Tabela 9, verifica-se que a relação para a regressão apresentou o valor de 0,2096, 

ficando muito abaixo da relação esperada. Adicionalmente, o valor de Fcalculado para a 

falta de ajuste do modelo (72,55) foi superior ao Ftabelado (19,16), fornecendo uma 

alta relação, o que igualmente não é ideal para a validação do modelo, pois para que 

um modelo seja considerado bem ajustado essa relação deve ser inferior a 0,10121.  

Apesar dos resultados obtidos não permitirem a geração de um modelo 

matemático preditivo, o gráfico de contorno (Gráfico 15) foi gerado e aponta a 

tendência para a obtenção do maior número de picos (  26) na região de menor 

concentração tanto para H3PO4 quanto para SDS, região representada pela 

intensidade mais forte da cor vermelha. 
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Gráfico 15 - Gráfico de contorno obtido para avaliação do número de picos em 

função das concentrações de ácido fosfórico [H3PO4] e dodecil sulfato de sódio 

[SDS] na solução de separação em RF-MEKC. Primeiro delineamento composto 

central. 

 

7.3.2. Segundo delineamento composto central 

Os valores correspondentes aos efeitos estimados para o número de 

picos estão apresentados na Tabela 10. 

 

Tabela 10 - Efeitos e interações calculados para o número de picos no segundo 

delineamento composto central. 

 Efeito Erro puro p* 

Média 16,35276 0,333288 0,000415 

H3PO4 (Linear) -0,55556 0,410305 0,308436 

H3PO4 (Quadrática) -3,14403 0,492535 0,023673 

SDS (Linear) -0,60606 0,410305 0,277685 

SDS (Quadrática) -2,63383 0,492535 0,033237 

H3PO4 x SDS 1,50000 0,577350 0,121690 

Nota: 

Os valores destacados em negrito são estatisticamente significativos a um intervalo de confiança de 

95%.  

* Probabilidade de significância (p ≤ 0,05). 

 

De acordo com análise dos efeitos das variáveis independentes (Tabela 

10), somente H3PO4 (Quadrático) e SDS (Quadrático) apresentaram significância 

estatística sobre o número de picos ao nível de 95% de confiança.   
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A partir desses efeitos significativos, efetuou-se a ANOVA e os resultados 

para esse novo planejamento estão apresentados na Tabela 11. 

 
Tabela 11 - Análise de variância (ANOVA)  para o número de picos do segundo 

delineamento composto central. 

Fonte de variação Soma quadrática Graus de liberdade Média quadrática Fcalculado Ftabelado 

Regressão 21,69197 5 4,3383395 1,736769 5,05
a 

Resíduos 12,48984 5 2,497969 
  

Falta de Ajuste 11,82318 3 3,94106 11,82318 19,16
b 

Erro Puro 0,66667 2 0,33333 
  

Total 34,18182 10 
   

Nota: 
a
 (5;5;95); 

b
 (3;2;95) 

121
. 

 

O valor obtido para o R2 no segundo CCD foi de 0,63461, indicando que 

somente 63,46% da variabilidade na resposta pode ser explicada pelo modelo. A 

partir dos dados da Tabela 11, verifica-se que como os valores da relação para 

regressão (Fcalculado/Ftabelado) foi de 0,3439 e para falta de ajuste foi de 0,6171, 

novamente não se alcançou um modelo válido e útil para fins preditivos. Entretanto, 

no gráfico de contorno gerado (Gráfico 16), evidenciou-se a tendência para a 

obtenção do maior número de picos (  16) quando as concentrações das soluções 

de H3PO4 e SDS foram 50 mmol/L e 16 mmol/L, respectivamente, representada pela 

região de intensidade mais forte da cor vermelha. 

Analisando os gráficos de contorno do primeiro e do segundo CCD, 

verificou-se que a tendência observada em relação à concentração ótima da solução 

de separação indicou um número de picos superior a 26 no primeiro CCD, porém foi 

apenas maior que 16 no segundo. Por isso, calculou-se o ruído instrumental médio 

nos dois delineamentos, observando-se que o valor de ruído no segundo CCD (0,15 

± 0,05 mAU) foi três vezes maior que no primeiro (0,05 ± 0,03 mAU), o que 

provavelmente comprometeu a visualização dos picos menos intensos no segundo 

delineamento.  

A otimização dos parâmetros concentração de H3PO4 e SDS mostrou que 

para se obter o maior número de picos na análise de fingerprint de C. icaco por CE-

DAD, deve-se adotar a solução de separação composta por 50 mmol/L de H3PO4 

(pH 2,5) e 16 mmol/L de SDS. 
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Gráfico 16 - Gráfico de contorno obtido para avaliação do número de picos em 

função das concentrações de ácido fosfórico [H3PO4] e dodecil sulfato de sódio 

[SDS] na solução de separação em RF-MEKC. Segundo delineamento composto 

central. 

 

7.3.3. Validação do método fingerprinting por CE-DAD 

De acordo com Cass e Cassiano122, não existe uma orientação final sobre 

validação de um método analítico e, portanto, trata-se de um processo personalizado 

pela seleção dos testes necessários, com base no método usado e suas exigências. 

Por isso, reconhecendo a necessidade de dados analíticos confiáveis para uma 

correta interpretação dos resultados, aliada ao fato de que CE produz resultados 

menos reprodutíveis que LC ou GC52, figuras de mérito para o método fingerprinting 

por CE-DAD foram avaliadas.  

Entre os picos observados no fingerprint, dois foram definidos como 

típicos nas tinturas de C. icaco e encontram-se assinalados com nº 1 e 2 na Figura 

17. O pico 1 (MT= 10,33 min) foi selecionado como pico de referência para 

estimativa do tempo de migração relativo (RMT) e da área de pico relativa (RPA). Os 

desvios padrão relativo (RSD) de RMT e de RPA do pico 2 (RT = 10,87 min) foram 

calculados para a estimativa de repetibilidade e estabilidade da amostra.  

A repetibilidade foi avaliada pela análise de três extratos de uma mesma 

amostra (réplicas de extração), dentro de um único dia, com duplicata de injeção. 

Como parâmetro para avaliação da conformidade do sistema, o teste de estabilidade 

da amostra foi avaliado por meio da análise do mesmo extrato em diferentes tempos 

(0, 4, 8, 14 e 20h).  
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Esses testes foram realizados com extratos da amostra BE1, obtidos 

conforme descrito na Seção 5.2.1. Os resultados estão demonstrados na Tabela 12, 

na qual se observa que os valores de RSD foram inferiores a 15%, nível de 

aceitação estipulado pela ANVISA para métodos bioanalíticos97,98. Em adição, 

destaca-se que nesse processo, os valores obtidos para repetibilidade representam 

tanto a precisão do método como também a reprodutibilidade da extração. 

 

Tabela 12 - Figuras de mérito avaliadas para o método de fingerprint de extratos 

hidroalcoólicos de folhas de C. icaco (extrato BE1) por CE-DAD. 

RRT RPA RRT RPA

2 0,36 8,19 0,42 6,62

Repetibilidade                   

RSD (%)

Estabilidade*                     

RSD (%)Pico nº

 
Nota: 

* Tempo: 0, 4, 8, 14 e 20h. 

 

Assim, pode-se dizer que o método CE-DAD para a análise de fingerprint 

de C. icaco foi otimizado e, com base nas figuras de mérito avaliadas,  verificou-se 

que os parâmetros de desempenho foram satisfatórios ao escopo do estudo.  

 

7.3.4. Fingerprints CE-DAD de C. icaco 

As análises de fingerprint das tinturas de C. icaco foram realizadas a partir 

dos 144 extratos hidroalcoólicos e cada extrato foi injetado em duplicata. As 

condições experimentais utilizadas foram as descritas na Seção 7.2.2. com solução 

de separação composta por 50 mmol/L de H3PO4 (pH 2,5) e 16 mmol/L de SDS. 

Visualmente, foi possivel identificar a presença de aproximadamente 14 

picos nos fingerprints por CE-DAD, sem diferenças perceptíveis além de variação 

nas intensidades dos mesmos. Os eletroferogramas fingerprint representativos de 

cada morfotipo estão apresentados na Figura 17. 
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Figura 17 - Fingerprints CE-DAD representativos de extratos hidroalcoólicos de 

folhas de C. icaco para cada morfotipo (cor do fruto) (extratos BJ1, VI1 e BR1). 

Condições eletroforéticas: capilar de silica fundida 58,7 cm x 50 m (i.d.), 50,0 cm de 

comprimento efetivo. Eletrólito de corrida: 50 mmol/L H3PO4 (pH 2,5) e 16 mmol/L 

SDS; temperatura: 20 °C; voltagem: –20 kV; injeção hidrodinâmica: 25 mbar por 6s; 

tempo de análise: 30 min; detecção: 254 nm. Os picos característicos utilizados nos 

cálculos de desvios padrão relativo no procedimento de validação do método estão 

identificados com os algarismos arábicos 1 e 2, seguidos por seus respectivos 

tempos de migração.  

 

7.3.5. Análise exploratória dos dados 

A análise de fingerprint das 48 amostras de C. icaco resultou em um total 

de 288 eletroferogramas (6 replicatas). Para efeito de cálculo foi considerado o 

intervalo útil de tempo de migração, compreendido entre 7 e 20 min e os dados 

foram exportados a partir do ChemStation, dando origem a matrizes com 206 

colunas (comprimentos de onda) e número de linhas (tempos de migração) variável 

entre 2952 e 2999, o que possivelmente esteve relacionado à reprodutibilidade 

desses dados123. Em seguida, foi calculada a matriz transposta. A maior intensidade 

dos picos foi verificada no comprimento de onda de 254 nm, que foi selecionado 

para a realização do estudo e, assim, a matriz transposta foi reduzida a um vetor de 

1 linha e 2950 colunas (tempos de retenção).  

Os eletroferogramas de cada amostra e suas replicatas foram usados 

para compor as matrizes de dados originais de dimensões 6 x 2950 para cada 

amostra, no geral, embora algumas dessas replicatas com desvios de tempos de 
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migração extremos tenham sido excluídas do conjunto de dados. Para cada matriz, 

os picos foram alinhados usando-se o algoritmo COW68, que tem sido considerado a 

ferramenta mais efetiva para o alinhamento de eletroferogramas52,124. Depois, o 

eletroferograma médio de cada amostra foi calculado, resultando em vetores de 

dimensão 1 × 2950, que foram reunidos gerando a matriz C48×2950. Antes de efetuar 

a PCA, o algoritmo COW também foi aplicado à matriz C48×2950 para selecionar os 

parâmetros de deformação otimizada (eletroferograma de referência = 3; segment 

length = 100; slack size = 19), empregados no alinhamento dos fingerprints. Depois, 

os eletroferogramas foram alinhados, normalizados para área unitária e 

autoescalados utilizando PLS_Toolbox. Foi verificado que o autoescalamento foi a 

melhor alternativa para o pré-tratamento das variáveis, pois conferiu a mesma 

importância a todas52. 

Na PCA aplicada à matriz C48×2950 (Gráfico 17), foram selecionados três 

PCs que descreveram 68,23% da variância total dos dados (PC1 50,05%, PC2 

11,45% e PC3 6,73%), sendo foi possível visualizar uma tendência à separação dos 

grupos em PC2. Cada ponto no Gráfico 17 representa uma amostra individual e foi 

codificado de acordo com o seu morfotipo (triângulos invertidos para morfotipo 

vermelho, quadrados para morfotipo preto e estrelas para morfotipo branco). Em 

função dos resultados, verificou-se que as amostras de C. icaco também foram 

agrupadas com base nos morfotipos: Grupo I (morfotipo vermelho) e Grupo II 

(morfotipo branco e  morfotipo preto).  

Em decorrência da menor reprodutibilidade observada para dados obtidos por CE, 

alguns autores chegam a considerar que dados eletroforéticos são menos 

adequados para análises quimiométricas que dados de cromatografia líquida, por 

exemplo67. No entanto, no presente estudo, apesar da qualidade dos dados 

analíticos produzidos por UHPLC-DAD e por CE-DAD terem sido diferentes, foi 

possível evidenciar a mesma interpretação para os resultados provenientes de 

ambos os métodos, apenas garantindo o pré-tratamento mais adequado. Dessa 

maneira, do ponto de vista prático, CE-DAD pode ser considerada uma opção de 

menor custo para a análise de fingerprint de C. icaco, tendo como principal 

vantagem a análise de extrato bruto com injeção da amostra sem diluição. 
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Gráfico 17 - Gráfico de scores da análise de componentes principais (PCA) – 

visualização 3D (PC1xPC2xPC3) da distribuição e agrupamento dos dados de CE-

DAD das 48 amostras de C. icaco, que descreve 68,23% do total de variância dos 

dados. Os símbolos indicam morfotipo vermelho (triângulos invertidos), morfotipo 

preto (quadrados) e morfotipo branco (estrelas). 
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8. CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE GENÓTIPOS DE 

Chrysobalanus icaco L. POR MEIO DE MARCADORES 

DE POLIMORFISMO DO DNA AMPLIFICADO AO ACASO 

  

8.1. Reagentes 

Tris ultrapuro 99,9% Invitrogen; EDTA (sal dissódico) PA ACS 99% 

Dinâmica; Cloreto de sódio PA ACS 99% Vetec; Brometo de cetiltrimetil amônio alta 

pureza Anresco; Polivinilpirrolidona Sigma-Aldrich; Polivinilpolipirrolidona Fluka; 

Clorofórmio PA Vetec; Álcool isoamílico PA Vetec; Azul de bromofenol PA 

Proquimios; Agarose Ludwig Biotec; Brometo de etídeo 98% USB; Ácido bórico PA 

99,8% Panreac; EDTA ultrapuro Anresco; Taq DNA polimerase (recombinante) (5 

U/L) Invitrogen; Cloreto de magnésio a 50 mM Invitrogen; 10X PCR Rxn (MgCl2) 

Invitrogen; DNA Lambda Invitrogen; DNA Ladder 1Kb Plus Invitrogen; dNTP Mix 

1mM Invitrogen; BSA Sigma-Aldrich.  

 

8.2. Material e métodos 

Esta etapa do trabalho foi realizada com a colaboração da Pesquisadora 

da Embrapa Amazônia Oriental, Dra. Maria do Socorro Padilha de Oliveira (Anexo 

4). 

 

8.2.1. Extração e quantificação de DNA 

A extração de DNA foi realizada de acordo com o protocolo de Doyle e 

Doyle125, com algumas modificações propostas por Costa e Oliveira126 e utilizando-

se um ou dois folíolos (aproximadamente 1 g) por planta.  

Na etapa de quantificação, as amostras foram aplicadas em gel de 

agarose a 0,8% em tampão TBE (Tris/Borato/EDTA) a 0,5X contendo brometo de 

etídeo. O gel foi submetido à eletroforese horizontal por 15 min a 100 V e 90 mA. As 

concentrações das 25 amostras de C. icaco foram estimadas mediante comparação 

com bandas produzidas pelo DNA de fago  (marcador de concentração) em 

concentrações de 50, 100 e 200 ng/L. As imagens foram visualizadas em 

fotodocumentador L-Pix (Loccus Biotecnologia, SP, Brasil). A leitura e interpretação 
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dos géis de agarose foram realizadas com o software LabImage 1D L-340 (Loccus 

Biotecnologia, SP, Brasil). As amostras concentradas foram armazenadas em 

ultrafreezer a –80 °C e parte de cada amostra de DNA foi diluída em TE (Tris/EDTA) 

para a concentração de 10 ng/L, sendo mantidas à temperatura de –20 °C para uso 

nas reações de PCR (reação em cadeia da polimerase).  

 

8.2.2. PCR 

A seleção de marcadores de polimorfismo do DNA amplificado ao acaso 

(RAPD) foi realizada com base em 100 primers (iniciadores) de quinze kits da 

Operon Technologies (CA, EUA), que foram aplicados em cinco das 25 amostras de 

C. icaco, 

As reações de PCR foram realizadas em microtubos de 200 L contendo 

volume final de 15 L para cada amostra, constituído por: 3,5 L de DNA na 

concentração de 10 ng/L; 3,47 L de água ultrapura; 1,65 L de tampão 10X PCR 

Buffer; 0,6 L de cloreto de magnésio a 50 mM; 1,04 L de dNTP 

(desoxirribonucleotídeos trifosfatos, dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a 1mM; 1,04 L de 

BSA (albumina do soro bovino) a 10 g/L; 3,5 L de primer na concentração de 0,1 

nmol/L e 0,2 L de enzima Taq DNA polimerase (5 un./L); utilizando termociclador 

TX96 (Amplitherm) programado para 40 ciclos. Os produtos amplificados foram 

aplicados em gel de agarose a 1,5%, preparados com tampão TBE 1X corado com 

brometo de etídeo, e submetidos à eletroforese horizontal durante 1,5 h a 100 V. Os 

géis foram visualizados em fotodocumentador e as imagens capturadas por meio 

digital, selecionando-se as que apresentaram nitidez de bandas. 

Os primers selecionados foram aplicados nas 25 amostras de DNA, 

utilizando o mesmo volume e concentração dos reagentes, assim como a 

programação e as demais etapas das reações de PCR realizadas anteriormente. Os 

padrões dos produtos gerados pelos primers foram codificados com caracteres 

binários, 0 e 1, correspondendo à ausência e presença de bandas no perfil 

eletroforético de cada genótipo (amostra) para cada iniciador, respectivamente. A 

partir desses dados, organizados em planilha Excel® 2010 (Microsoft Office, WA, 

EUA), estimaram-se as similaridades genéticas entre os 25 genótipos com base no 

coeficiente de Jaccard127. As análises genético-estatísticas foram realizados com o 
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auxílio dos softwares NTSYSpc versão 2.1 (Exeter Software, NY, EUA)128 e 

Genes129. 

As estimativas de divergência genética entre as 25 amostras de C. icaco 

foram analisadas por dois métodos de agrupamento diferentes: o método de 

otimização de Tocher e o método hierárquico UPGMA (Unweighted Pair Group 

Method with Arithmetic averages). A matriz de similaridades genéticas para os três 

morfotipos cor do fruto foi obtida por meio da média das similaridades das amostras 

representantes de cada morfotipo. A confiabilidade dos agrupamentos formados 

pelos dendrogramas foi avaliada por meio da correlação cofenética (Teste Z de 

Mantel) obtida pelo software NTSYSpc, onde quanto maior o valor do coeficiente de 

correlação cofenética (CCC), menor será a distorção provocada ao agrupar os 

genótipos. O critério adotado para definição de grupos baseou-se na estimativa da 

similaridade genética média127:  

sgm = sgij/N 

onde sgij corresponde à similaridade genética entre cada par de indivíduos e N é o 

número de pares obtidos. 

 

8.2.3. Tratamento de resíduos  

Os resíduos tóxicos gerados nesta etapa do trabalho experimental foram 

descartados e/ou tratados conforme as normas para a gestão de resíduos químicos 

nos laboratórios da Embrapa Amazônia Oriental104. 

 

8.3. Resultados e discussão 

Os marcadores moleculares são características de DNA que diferenciam 

indivíduos e são herdadas geneticamente, por isso não sofrem influência das 

variações ambientais130. 

Entre as diversas técnicas de marcadores moleculares, o RAPD destaca-

se pela rapidez e eficácia para investigar a variabilidade genética em espécies 

vegetais131,132, o que possibilita a obtenção de fingerprint genético útil para solucionar 

problemas de reconhecimento de padrão. Assim, agrupamentos podem ser atribuídos e 

correlacionados a características específicas como origem geográfica, composição 

nutricional, entre outras133. Essa técnica consiste de iniciadores arbitrários e não 
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depende do sequenciamento prévio do genoma da espécie na qual vai ser aplicado, 

porém apresenta como desvantagem a baixa repetibilidade134,135. 

Dos 100 primers RAPD avaliados, 18 foram selecionados para a 

genotipagem dos 25 espécimes de C. icaco, pois apresentaram padrão de bandas 

de qualidade. Esses primers produziram 85 produtos de amplificação, com média de 

4,7 bandas por primer e 99,2% de polimorfismo (Tabela 13). O maior número de 

bandas polimórficas foi registrado no primer OPA-10 (Figura 18), com 10 bandas 

enquanto o menor ocorreu nos primers OPAB-03, OPAR-11, OPB-17 e OPU-08, 

com duas bandas. 

 

Tabela 13 - Identificação dos 18 primers RAPD selecionados e aplicados às 25 

amostras de C. icaco com o número de bandas geradas e taxa de polimorfismo. 

Primer 
Sequência de nucleotídeos 

(5'  3') 

Nº de bandas Polimorfismo 

(%) Monomórficas Polimórficas Total 

OPA-03 5’ AGTCAGCCAC 3’ 0 4 4 100 

OPA-10 5’ GTGATCGCAG 3’ 0 10 10 100 

OPA-11 5’ CAATCGCCGT 3’ 0 6 6 100 

OPAB-03 5’ TGGCGCACAC 3’ 0 2 2 100 

OPAR-11 5’ GGGAAGACGG 3’ 0 2 2 100 

OPAZ-03 5’ GGCTGTGTGG 3’ 0 5 5 100 

OPAZ-04 5’ CCAGCCTCAG 3’ 0 5 5 100 

OPB-01 5’GTTTCGCTCC 3’ 0 3 3 100 

OPB-17 5’ AGGGAACGAG 3’ 0 2 2 100 

OPBA-03 5’GTGCGAGAAC 3’ 0 6 6 100 

OPBA-05 5’ TGCGTTCCAC 3’ 0 5 5 100 

OPBA-07 5’ GGGTCGCATC 3’ 0 5 5 100 

OPBA-08 5’ CCACAGCCGA 3’ 1 6 7 85,7 

OPL-07 5’ AGGCGGGAAC 3’ 0 7 9 100 

OPM-04 5’ GGCGGTTGTC 3’ 0 3 3 100 

OPU-02 5’ CTGAGGTCTC 3’ 0 5 5 100 

OPU-03 5’ CTATGCCGAC 3’ 0 4 4 100 

OPU-08 5’ GGCGAAGGTT 3’ 0 2 2 100 

Total 1 84 85   

Média 0,1 4,6 4,7 99,2 

 

As 25 amostras de C. icaco receberam códigos numéricos no Laboratório 

de Genética da Embrapa Amazônia Oriental, que se encontram relacionados à 

codificação inicial das mesmas no Gráfico 18 e Tabela 14. 

A análise de agrupamento obtida pelo método UPGMA permitiu a divisão 

dos 25 genótipos de C. icaco em cinco grupos (Gráfico 18), onde o grupo V foi 
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formado pela maioria dos genótipos, englobando genótipos dos três morfotipos de 

cor do fruto (branco, preto e vermelho). O alto coeficiente de correlação cofenética (r 

= 0,8914) representa o bom ajuste entre a representação gráfica das similaridades 

genéticas no dendrograma e a sua matriz original136. 

 

 

Figura 18 - Perfil do gel de agarose demonstrando o polimorfismo gerado pelo 

primer OPA-10 nos 25 espécimes de C. icaco. Eletroforese em gel de agarose 

(1,5%) de produtos de amplificação do DNA (1,5 h a 100 V) corados com brometo de 

etídeo. M = padrão DNA Ladder 100 bp. 

 

Na Tabela 14, pode-se visualizar que o método de agrupamento de 

Tocher possibilitou a separação das 25 amostras estudadas em oito grupos distintos, 

sendo que por esse método o Grupo II reuniu o maior número de genótipos. 

Verificou-se, pelo polimorfismo identificado nos primers selecionados, que 

as amostras de C. icaco coletadas em diferentes locais no estado do Pará e 

genotipadas por marcadores RAPD são geneticamente distintas, formando 

agrupamentos variáveis, em número e constituição, por diferentes métodos. 

Observou-se que esses marcadores se mostraram eficientes na quantificação da 

variabilidade e da divergência genética entre as amostras.  

 

 

 

 

OPA-10

1    2      3     4     5      6      7      8     9    10   11   12   13   14    15   16   17   18   19   20    21   22  23 24   25M
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Gráfico 18 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das similaridades 

genéticas obtidas pelo coeficiente de Jaccard, com base nas 84 bandas polimórficas 

amplificadas nas 25 amostras de C. icaco. Similaridade genética média (sgm) = 0,38. 

Coeficiente de correlação cofenética (r) = 0,8914; p < 0,00001. COD GEN – relação 

de códigos adotados no Laboratório de Genética da Embrapa Amazônia Oriental. 

 

Das características morfológicas consideradas, verificou-se tendência de 

separação de grupos com base na cor do fruto, onde o alto valor do CCC (r = 

0,9971) garante a confiabilidade do agrupamento formado no dendrograma 

apresentado no Gráfico 19. Observou-se que, pelo critério de corte adotado (sgm), 

houve a formação de dois grupos. O Grupo I constituído pelo morfotipo vermelho e o 

Grupo II, que reuniu os morfotipos branco e preto de C. icaco. Consequentemente, 

essa constatação legitimou o resultado do fingerprint metabólico.  

Esta correlação inédita para a taxonômica de C. icaco, sugere a 

existência de base genética (cor do fruto maduro) para os perfis cromatográficos e 

eletroforéticos observados, ou seja, as diferenças na composição química dos 

extratos dependem mais do caráter genético e menos dos fatores ambientais. 

I

II

III

IV

V

sgm

Código amostra PI OU HO AT MA BR AJ PP RP BJ PJ VI IT CP RG PG CM CR TA CT VG NT SA BE SC

COD GEN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
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Tabela 14 - Grupos formados pelo método de otimização de Tocher a partir das 

similaridades genéticas obtidas pelo coeficiente de Jaccard, com base nas 84 

bandas polimórficas amplificadas nas 25 amostras de C. icaco. 

Grupos Amostras 

I 1  2  23 
      

II 3  4  8 9 14 16 17 21 24 

III 5  6  12 
      

IV 7  10 
       

V 11 13 15 18  
     

VI 20  22 
       

VII 25 
        

VIII 19  
        

 

 

 

Gráfico 19 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA para os três morfotipos cor 

do fruto, a partir das médias das similaridades genéticas obtidas pelo coeficiente de 

Jaccard para as 25 amostras de C. icaco. Similaridade genética média (sgm) = 0,36. 

Coeficiente de correlação cofenética (r) = 0,9971; p < 0,00001. 

 

 

Código amostra PI OU HO AT MA BR AJ PP RP BJ PJ VI IT CP RG PG CM CR TA CT VG NT SA BE SC

COD GEN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Branco

Preto

Vermelho

sgm

I

II
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9. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA IN 

VITRO DOS EXTRATOS DE Chrysobalanus icaco L. EM 

LINHAGENS DE CÉLULAS TUMORAIS HUMANAS 
 

9.1. Reagentes 

Meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Gibco-BRL; 

Soro fetal bovino Gibco-BRL; Dimetilsulfóxido Synth; Penicilina:estreptomicina LGC 

Biotecnologia; Cloridrato de doxorrubicina Eurofarma; Ácido tricloroacético Sigma; 

Sulforrodamina B (SRB) Sigma; Trizma® base Sigma. 

 

9.2. Material e métodos 

Esta etapa do trabalho foi realizada com a colaboração da Professora da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Unicamp, Dra. Mary Ann Foglio (Anexo 5). 

 

9.2.1. Ensaio antiproliferativo 

A atividade antiproliferativa dos extratos de C. icaco foi determinada pelo 

ensaio de inibição do crescimento celular corado com sulforrodamina B (SRB)137, 

mediante avaliação de nove linhagens de células tumorais humanas (Tabela 15), 

cedidas pelo Instituto Nacional do Câncer (NCI, do inglês National Cancer Institute) 

dos Estados Unidos; e uma linhagem não tumoral humana HaCaT (queratinócitos), 

cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Ricardo Della Coletta da Faculdade de Odontologia 

de Piracicaba/Unicamp. As células foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 

suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina:estreptomicina 

(1000 U/mL:1000 g/mL) (meio completo). 

Alíquotas dos 48 extratos de C. icaco foram evaporadas em banho-maria 

a 40 ± 2 °C, até secura. Em seguida, dissolveram-se de 5-10 mg do extrato seco em 

50-100 μL de dimetilsulfóxido (DMSO). Depois, 50 L dessa solução-mãe foram 

dispersos em 950 μL de meio completo e diluídos sucessivamente, com meio, para a 

preparação das concentrações finais de 0,25; 2,5; 25 e 250 g/mL. Com base em 

resultados anteriores137, sabe-se que a concentração final de DMSO (0,25% v/v) não 

interfere na proliferação celular. 
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100 L de suspensão celular de cada linhagem, ajustada em sua 

respectiva densidade de inoculação (DI) (Tabela 15), foram aplicados em placas de 

96 compartimentos (T), que foram incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera com 

5% de CO2 e ambiente úmido. Foi também preparada a placa de controle celular no 

tempo zero (T0), contendo as diferentes linhagens celulares utilizadas no 

experimento e nenhum tratamento. Essa placa indica a quantidade de células nas 

placas 24 horas após o plaqueamento, ou seja, o quanto as células cresceram antes 

de receberem qualquer tratamento. Esse dado é importante para os cálculos dos 

parâmetros que avaliam a atividade citocida/citostática dos extratos testados. 

 

Tabela 15 - Linhagens celulares tumorais e não tumorais utilizadas nos ensaios de 

atividade antiproliferativa in vitro e suas densidades de inoculação (D.I.). 

Linhagem Órgão/Doença** Origem embrionária D.I. (10
4
 cél/mL) 

U251 SNC/glioma Ectoderme 4,0 

MCF 7 Mama/adenocarcinoma Ectoderme 6,0 

NCI-ADR/RES* Ovário/adenocarinoma Ectoderme 5,0 

786-0 Rim/adenocarcinoma Mesoderme 5,0 

NCI-H460 
Pulmão/carcinoma tipo não pequenas 
células 

Endoderme 4,0 

PC-3 Próstata/adenocarcinoma Mesoderme 4,5 

OVCAR-3 Ovário/adenocarcinoma Mesoderme 7,0 

HT-29 Cólon/adenocarcinoma Endoderme 5,0 

K-562 Medula óssea/leucemia mieloide crônica Mesênquima 6,0 

HaCaT Pele (queratinócito)/não tumoral Ectoderme 4,0 

Nota: 

* Esta linhagem apresenta resistência a múltiplos fármacos (CellMiner);  

** The Global Bioresource Center (ATCC). 

 

Após 24 horas de incubação, as células da placa T foram expostas a 

quatro concentrações distintas (0,25; 2,5; 25 e 250 g/mL) das amostras em teste 

(em triplicata), diluídas em DMSO/RPMI (100 L/compartimento) e incubadas a 37 

°C, em atmosfera com 5% de CO2 e ambiente úmido, por 48h.  

Como controle positivo, usou-se o quimioterápico doxorrubicina (cloridrato 

de doxorrubicina) nas concentrações de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 g/mL (em triplicata). 

Mais do que um padrão de comparação, o objetivo principal do uso desse controle 

foi o de verificar se todas as linhagens empregadas mantinham o perfil de resposta 
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ao quimioterápico. Isso, porque com as sucessivas passagens necessárias para a 

manutenção da cultura de células, existe a possibilidade de mutação da linhagem 

em cultivo, e essa mutação poderia ser detectada pela mudança de resposta frente 

à doxorrubicina. Além disso, a fim de se minimizar a ocorrência de mutações, as 

linhagens só são perpetuadas por no máximo 15 passagens, quando então são 

substituídas por novas células da mesma linhagem, que são mantidas congeladas.  

No momento de aplicação das amostras nas placas T, as células 

inoculadas na placa T0 foram fixadas com a adição 50 L/compartimento de ácido 

tricloroacético (TCA) a 50% e incubadas por 1 hora em geladeira a 4 °C, para 

determinação da quantidade de células presentes no momento em que as amostras 

foram aplicadas. O TCA atua como um fixador, precipitando proteínas e permitindo 

que células viáveis se mantenham fixas na placa, enquanto células não viáveis se 

desprendam durante lavagem. Desta forma, a placa T0 foi submetida a quatro 

lavagens consecutivas em água corrente para remoção de resíduos de TCA, meio e 

soro fetal bovino. 

Após as 48 horas de incubação, as células da placa T foram fixadas com 

50 L/compartimento de TCA a 50% e incubadas por 1 hora em geladeira a 4 °C. 

Em seguida, as placas foram submetidas à lavagem em água corrente quatro vezes 

consecutivas para remoção de resíduos de TCA, meio, e metabólitos secundários.      

Após secagem das placas à temperatura ambiente, foi adicionado 50 

L/compartimento do corante proteico SRB a 0,4% (m/v) dissolvido em ácido acético 

1% e, a seguir, as placas foram mantidas à temperatura ambiente por 20 minutos. 

As placas foram, então, submetidas à lavagem com solução de ácido acético a 1% 

e, após secagem completa à temperatura ambiente, o corante ligado às proteínas 

celulares foi solubilizado com 150 L/compartimento de Trizma® base (10 M, pH 

10,5).  

A SRB é um corante proteico, que se liga aos resíduos de aminoácidos 

básicos das proteínas de células que estavam viáveis no momento da fixação. 

Portanto, quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, maior a 

quantidade de células viáveis e, portanto, menor a atividade antiproliferativa da 

amostra em teste137,138. 



108 

 

 

A porcentagem de crescimento celular foi determinada, então, mediante a 

leitura espectrofotométrica da densidade óptica a 540 nm, em leitor de microplacas 

(modelo VersaMax, Molecular Devices®, CA, EUA). A média da absorbância obtida 

para cada amostra foi calculada, descontando-se o valor de seu respectivo branco e 

a porcentagem de crescimento de cada linhagem frente aos extratos foi calculada 

mediante as seguintes fórmulas: 

Se T > C, o extrato estimulou o crescimento celular 

Se T ≥ T0 e < C, o extrato foi citostático e a fórmula usada foi: 100 x [(T - T0)/(C - T0)]  

Se T < T0, o extrato foi citocida e a fórmula usada foi: 100 x [(T - T0)/( T0)]  

Sendo T a média da absorbância da célula tratada, C a absorbância do 

controle de célula e T0 a média da absorbância da célula no tempo zero da adição 

dos extratos. Os dados de absorbância foram compilados na elaboração de gráficos 

que correlacionam a porcentagem de inibição ou morte celular com a concentração 

do extrato testada.  

A atividade antiproliferativa dos extratos de C. icaco foi expressa por meio 

do parâmetro de concentração GI50 (Growth Inhibition 50), que indica a concentração 

capaz de inibir em 50% a proliferação celular e serve para comparar a potência e 

evidenciar a seletividade desses extratos. A GI50 foi calculada a partir dos dados 

experimentais para cada linhagem por meio de regressão não linear das curvas 

obtidas com as médias da porcentagem de crescimento139. Para isso, utilizou-se o 

software OriginPro® 8.0 (OriginLab Corporation, MA, EUA).  

  

9.2.2. Tratamento de resíduos  

Os resíduos tóxicos gerados nesta etapa do trabalho experimental foram 

descartados e/ou tratados conforme orientado pela Comissão de Qualidade Total do 

Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA/ 

Unicamp). 

 

9.3. Resultados e discussão 

9.3.1. Atividade antiproliferativa 

Esta etapa foi realizada com o propósito de determinar o potencial 

antiproliferativo dos extratos hidroalcoólicos de folhas de C. icaco, por meio de 
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triagem in vitro, e investigar possível correlação entre a atividade biológica estimada 

e os quimiotipos de C. icaco. 

Esse ensaio permitiu determinar a atividade antitumoral por meio da 

exposição de células tumorais humanas, em fase exponencial de crescimento, a 

diferentes concentrações de extratos de C. icaco. Foi verificado o perfil de ação e a 

seletividade dos extratos, isto é, se essa exposição induziu a uma interrupção na 

taxa de proliferação (atividade citostática) ou se provocou a morte celular (atividade 

citocida). 

Na Tabela 16 encontram-se os resultados de atividade antiproliferativa 

dos extratos de C. icaco sobre as nove diferentes linhagens de células tumorais 

humanas e uma linhagem não tumoral. 

 

Tabela 16 – Atividade antiproliferativa dos extratos hidroalcoólicos de folhas de C. 

icaco sobre diferentes linhagens celulares, representada pela concentração 

necessária para inibir 50% (GI50) do crescimento celular. 
(continua) 

 GI50 (g/mL) 

Amostra 2* m* a* 7* 4* p* o* h* k* q** 

Dox
#
 <0,025 <0,025 0,29 <0,025 <0,025 0,10 0,11 0,72 0,05 <0,025 

BJ1 29,4 29,1 29,8 32,6 69,4 55,3 30,3 >250 62,0 92,0 

CP1 >250 55,2 >250 >250 207,2 >250 >250 52,6 23,4 140,8 

CP2 >250 48,4 >250 240,8 100,1 161,1 >250 41,7 NC 115,0 

SC1 30,4 26,2 57,6 >250 >250 >250 93,8 >250 67,4 211,8 

BE1 32,7 63,5 156,9 >250 >250 >250 162,1 >250 68,0 >250 

BE2 29,1 38,5 41,1 54,6 72,3 72,4 14,6 185,6 15,4 64,1 

CM1 30,6 61,6 29,4 33,01 >250 >250 >250 >250 57,4 225,7 

CM2 36,7 27,4 31,3 32,7 28,8 30,4 8,5 94,4 29,4 32,8 

IT1 33,0 66,7 48,1 135,0 >250 >250 >250 >250 60,3 >250 

IT2 >250 101,6 >250 243,3 17,3 152,1 >250 52,5 75,9 105,9 

NT1 244,1 68,4 >250 248,2 182,3 181,6 >250 107,8 >250 134,6 

NT2 40,2 28,9 102,4 105,9 28,6 28,9 40,6 138,5 78,9 57,6 

OU1 28,3 35,7 32,5 224,1 >250 180,2 44,2 >250 45,8 101,5 

OU2 31,1 32,0 26,9 209,4 >250 78,1 55,0 124,2 24,5 76,5 

PG1 28,5 30,9 49,4 29,8 18,0 33,8 5,00 61,4 31,9 76,5 

PG2 30,8 28,0 59,7 220,4 >250 121,0 86,6 >250 28,5 126,6 

PJ1 27,0 30,4 62,0 161,0 >250 117,8 172,7 >250 74,0 176,5 

PJ2 28,2 29,7 39,5 30,0 45,1 49,9 8,6 187,4 45,0 63,5 

PP1 29,9 31,9 55,9 89,6 >250 217,7 188,2 >250 58,0 151,4 

PP2 30,3 30,0 57,6 31,4 114,4 31,6 71,2 >250 64,1 120,4 



110 

 

 

Tabela 16 - Atividade antiproliferativa dos extratos hidroalcoólicos de folhas de C. 

icaco sobre diferentes linhagens celulares, representada pela concentração 

necessária para inibir 50% (GI50) do crescimento celular. 
(conclusão) 

 GI50 (g/mL) 

Amostra 2* m* a* 7* 4* p* o* h* k* q** 

VI1 29,4 29,5 60,2 54,3 28,5 29,4 28,5 22,7 35,2 31,3 

VI2 28,7 38,5 29,6 196,8 >250 83,3 18,5 150,9 52,3 59,0 

AJ1 61,7 30,8 69,9 95,0 >250 52,9 64,8 203,9 203,8 140,9 

AJ2 29,9 29,7 28,9 29,6 190,4 241,5 14,9 212,9 43,0 76,6 

AT1 29,5 32,7 30,5 33,1 121,8 112,4 36,4 >250 28,4 74,6 

AT2 29,5 29,4 63,1 206,4 >250 226,3 54,3 >250 29,7 227,6 

BR1 40,9 30,5 52,9 93,5 >250 >250 75,3 >250 88,6 189,8 

BR2 26,8 26,9 59,5 206,1 >250 >250 61,3 >250 30,2 >250 

CT1 32,7 31,1 71,0 107,6 132,7 >250 51,6 >250 64,5 107,5 

CT2 28,8 51,2 29,3 36,1 5,1 64,3 4,1 98,5 5,4 76,8 

CR1 34,9 29,7 64,7 87,2 >250 73,6 62,4 >250 >250 184,6 

CR2 31,5 30,4 27,6 98,5 >250 >250 15,3 >250 24,8 159,4 

HO1 37,9 30,3 68,5 90,0 243,5 65,0 92,2 >250 46,3 140,9 

HO2 27,0 29,4 44,2 123,6 7,7 143,2 20,0 >250 51,7 108,0 

MA1 28,2 27,8 41,0 42,0 14,2 30,4 45,1 >250 78,9 85,9 

MA2 30,6 32,3 64,7 73,3 >250 30,6 73,7 >250 64,7 132,4 

PI1 28,0 31,1 44,3 196,8 >250 30,3 69,8 56,6 62,3 50,9 

PI2 32,8 31,6 47,2 67,0 215,8 157,5 38,8 >250 43,6 108,3 

RG1 30,3 31,4 29,0 147,0 >250 145,6 46,4 >250 28,9 88,7 

RG2 30,5 28,7 29,2 55,6 5,1 30,0 29,5 107,4 46,6 40,8 

RP1 >250 167,4 >250 >250 231,6 >250 >250 50,3 9,9 148,1 

RP2 29,6 30,5 57,4 29,4 >250 >250 19,6 >250 57,7 123,8 

SA1 27,2 28,7 60,6 29,5 26,2 34,3 11,3 183,0 28,6 64,9 

SA2 30,8 41,2 62,1 59,4 >250 >250 118,6 >250 63,5 234,8 

TA1 29,1 33,3 81,5 213,9 >250 >250 31,5 240,1 6,5 144,3 

TA2 30,8 31,4 57,7 193,7 28,6 30,2 36,4 243,2 68,0 63,7 

VG1 31,4 29,1 74,2 72,7 25,9 93,2 20,1 >250 60,6 91,6 

VG2 34,4 29,0 104,6 226,0 27,8 78,4 36,1 125,9 72,2 68,6 

Nota: 

*Linhagens tumorais humanas: 2 = U251 (SNC); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovário com 

fenótipo de resistência a múltiplos fármacos); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulmão, tipo não 

pequenas células); p = PC-3 (próstata); o = OVCAR-03 (ovário); h = HT-29 (cólon); k = K-562 

(leucemia); NC = não calculado.  

**Linhagem não tumoral humana: q = HaCaT (pele).  

#Dox: doxorrubicina (quimioterápico de referência).  

Em negrito: GI50 inferior a 10 g/mL. 
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Para melhor visualização das atividades dos extratos, utilizou-se a curva 

concentração-resposta, onde é possível verificar se o extrato possui efeito citostático 

(pontos da curva acima do ponto zero), efeito citocida (pontos da curva abaixo do 

ponto zero) ou inibição total do crescimento (TGI), que é a concentração de extrato 

que promove 100% de inibição celular e corresponde ao valor no eixo da abscissa 

onde a curva corta o eixo das ordenadas. O Gráfico 20 ilustra a representação dos 

pontos relacionados à GI50 e TGI. Além disso, demonstra a atividade antiproliferativa 

do quimioterápico doxorrubicina, que apresentou valores baixos de GI50, sendo as 

linhagens de cólon (HT-29) e ovário (NCI-ADR/RES) as mais resistentes.  

 

 

Gráfico 20 - Atividade antiproliferativa do quimioterápico doxorrubicina em cultura de 

células tumorais humanas, relacionando a porcentagem de crescimento celular à 

concentração da droga, após 48 horas de incubação. 

 

De maneira geral, verificou-se que os valores de GI50 para os extratos 

hidroalcoólicos de C. icaco foram elevados demonstrando atividade citostática de 

baixa potência contra as linhagens avaliadas.  Os resultados  de  GI50  inferiores a 

10 g/mL estão representados em negrito na Tabela 16. Alguns desses extratos 

também exibiram atividade citocida sobre algumas das linhagens, porém somente na 

concentração mais alta testada (Gráfico 21).  

Foi possível observar que os extratos CM2 e PJ2 apresentaram atividade 

antiproliferativa seletiva na concentração de 25 g/mL, com efeito citostático sobre a 

linhagem de ovário (OVCAR-3) (Gráficos 21 e 22). O extrato CM2 (Gráfico 21) 
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também foi seletivo, com efeito citostático sobre a linhagem de cólon (HT-29), na 

concentração de 250 g/mL. Além disso, verificou-se que o extrato RG2 (25 g/mL) 

apresentou atividade citostática sobre células tumorais de pulmão (NCI-H460) 

(Gráfico 23) e o extrato RP1 (2,5 g/mL), sobre a linhagem de leucemia mieloide 

crônica (K-562) (Gráfico 24).  

 

 

Gráfico 21 - Atividade antiproliferativa do extrato CM2 de C. icaco em cultura de 

células  tumorais  humanas  expostas  a  diferentes  concentrações  (0,25; 2,5; 25; 

250 g/mL), durante 48 h. 

 

 

Gráfico 22 - Atividade antiproliferativa do extrato PJ2 de C. icaco em cultura de 

células  tumorais  humanas,  expostas  a  diferentes  concentrações  (0,25; 2,5; 25; 

250 g/mL), durante 48 h. 
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Gráfico 23 - Atividade antiproliferativa do extrato RG2 de C. icaco em cultura de 

células  tumorais  humanas,  expostas  a  diferentes  concentrações  (0,25; 2,5; 25; 

250 g/mL), durante 48 h. 

 

 

Gráfico 24 - Atividade antiproliferativa do extrato RP1 de C. icaco em cultura de 

células  tumorais  humanas,  expostas  a  diferentes  concentrações  (0,25; 2,5; 25; 

250 g/mL), durante 48 h. 

 

Esses resultados são animadores para a continuidade da pesquisa sobre 

a relevância farmacológica desses extratos, visto que podem fornecer vantagem 

terapêutica no tratamento de pacientes com câncer de ovário, cólon, pulmão ou 

leucemia. 

10
-3

10
-2

10
-1

10
0

10
1

10
2

-100

-75

-50

-25

0

25

50

75

100

 U251

 MCF7

 NCI/ADR-RES

 786-0

 NCI-H460

 PC-3

 OVCAR-3

 HT29

 K-562

 HaCaT

C
re

sc
im

en
to

 C
el

u
la

r 
(%

)

Concentração (g/mL)

0,25 2,5 25 250

161003 - MF 55-16

TGI

GI50

U251 (glioma)
MCF7 (mama)
NCI/ADR-RES (ovário)
786-0 (rim)
NCI-H460 (pulmão)
PC-3 (próstata)
OVCAR-3 (ovário)
HT29 (cólon)
K-562 (leucemia)
HaCaT (não tumoral)

10
-3

10
-2

10
-1

10
0

10
1

10
2

-100

-75

-50

-25

0

25

50

75

100

 U251

 MCF7

 NCI/ADR-RES

 786-0

 NCI-H460

 PC-3

 OVCAR-3

 HT29

 K-562

 HaCaT

C
re

sc
im

en
to

 C
el

u
la

r 
(%

)

Concentração (g/mL)

0,25 2,5 25 250

161003 - MF 56-16

U251 (glioma)
MCF7 (mama)
NCI/ADR-RES (ovário)
786-0 (rim)
NCI-H460 (pulmão)
PC-3 (próstata)
OVCAR-3 (ovário)
HT29 (cólon)
K-562 (leucemia)
HaCaT (não tumoral)

TGI

GI50



114 

 

 

Ainda, foi observado que os extratos CM2 e VI1 induziram a linhagem de 

queratinócito (HaCaT) à morte celular, indicando um perfil citotóxico desses extratos 

sobre células não tumorais (Gráficos 21 e 25). Os gráficos do potencial 

antiproliferativo dos demais extratos de C. icaco, que relacionam a porcentagem de 

crescimento celular com a concentração do extrato, encontram-se no Apêndice D. 

 

 

Gráfico 25 - Atividade antiproliferativa do extrato VI1 de C. icaco em cultura de 

células  tumorais  humanas,  expostas  a  diferentes  concentrações  (0,25; 2,5; 25; 

250 g/mL), durante 48 h. 

 

Resultados sobre a atividade antiproliferativa de derivado de C. icaco já 

haviam sido relatados, como o efeito do ácido pomólico isolado das folhas contra a 

linhagem de leucemia mieloide crônica (K-562), além da ação antiproliferativa contra 

uma linhagem de leucemia resistente a múltiplas drogas e do potencial para superar 

a resistência à apoptose29, conforme citado na Seção 3.4.1. Adicionalmente, a 

citotoxicidade desse triterpeno contra a linhagem de carcinoma cervical e melanoma 

também já foi descrita76.  

 

9.3.2. Análise exploratória dos dados 

A  planilha  Excel®  contendo  os  dados  de  GI50  referentes  à  atividade  

antiproliferativa dos extratos de C. icaco foi convertida para arquivo do MATLAB®. 

Em seguida, no PLS_Toolbox, os dados dessa matriz de dimensão 48 x 10 foram 

GI50

TGI

10
-3

10
-2

10
-1

10
0

10
1

10
2

-100

-75

-50

-25

0

25

50

75

100

C
re

sc
im

en
to

 C
el

u
la

r 
(%

)

Concentração (g/mL)

 U251

 MCF7

 NCI/ADR-RES

 786-0

 NCI-H460

 PC-3

 OVCAR-3

 HT29

 K-562

 HaCaT

0,25 2,5 25 250

161003 MAF 36-16

U251 (glioma)
MCF7 (mama)
NCI/ADR-RES (ovário)
786-0 (rim)
NCI-H460 (pulmão)
PC-3 (próstata)
OVCAR-3 (ovário)
HT29 (cólon)
K-562 (leucemia)
HaCaT (não tumoral)



115 

 

 

autoescalados e foi aplicada a PCA para identificar a existência de possível 

correlação entre a atividade biológica estimada e os quimiotipos de C. icaco.  

Na PCA, não foi possível reconhecer nenhum padrão de distribuição em 

relação aos morfotipos cor do fruto, conforme ilustra o Gráfico 26 (PC1 42,65%, PC2 

29,50%, PC3 8,33%), nem mesmo quando um número maior de PCs foi considerado 

significativo. Em adição, foram avaliadas as variáveis centradas na média e, ainda, 

outras características da planta (hábito, procedência, solo, entre outras), contudo 

nenhuma tendência foi observada para esse conjunto de dados.  

 

 

Gráfico 26 - Gráfico de scores da análise de componentes principais (PCA) – 

visualização 3D (PC1xPC2xPC3) da distribuição dos dados de GI50 (g/mL) 

referentes à atividade antiproliferativa das 48 amostras de C. icaco. Os símbolos 

indicam morfotipo vermelho (triângulos invertidos), morfotipo preto (quadrados) e 

morfotipo branco (estrelas). 

 

Em função dos resultados obtidos, deduziu-se que os extratos dos dois 

quimiotipos de C. icaco apresentam potencial antiproliferativo semelhante contra as 

linhagens de células tumorais humanas avaliadas. 
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10. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

10.1. Conclusões 

O fingerprint UHPLC-DAD associado à quimiometria foi utilizado neste 

trabalho como uma estratégia ao estudo quimiotaxonômico de C. icaco. Trata-se de 

um método analítico qualitativo simples e eficaz, que pode ser usado no controle de 

qualidade de extratos de C.icaco.  

Taxonomicamente, não é possível classificar indivíduos de C.icaco em 

qualquer categoria significativa. Contudo, os métodos quimiométricos PCA e PLS-

DA demonstraram a existência de dois quimiotipos. Assim, espécimes de três 

morfotipos distinguidos pela cor do fruto maduro foram reunidos em duas classes: 

Classe 1 (morfotipo vermelho) e Classe 2 (morfotipos branco e preto). Ademais, 

verificou-se que o efeito sazonal e/ou ambiental pareceu não afetar essa 

classificação. 

A possível relação entre nutrientes e metabólitos secundários em C. icaco 

foi visualmente identificada, mediante avaliação dos gráficos referentes ao fingerprint 

do extrato, análise de fertilidade do solo e de tecido vegetal.  

O fingerprint genético de C. icaco legitimou o resultado do fingerprint 

químico, sugerindo que as diferenças entre os dois quimiotipos dependem mais do 

caráter genético que de fatores ambientais. 

O fingerprint CE-DAD pode ser uma alternativa de baixo custo ao controle 

de qualidade de extratos de C. icaco.  

De maneira geral, os extratos de C. icaco apresentaram efeito citostático, 

contudo dois dos extratos foram também seletivos contra células tumorais de ovário 

(OVCAR-3). Além disso, os dois quimiotipos de C. icaco apresentam potencial 

antiproliferativo semelhante contra as linhagens de células tumorais humanas 

testadas. 
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 Quimiotaxonomicamente, a constatação mais importante deste trabalho 

foi a de que os três morfotipos de C. icaco não são todos fitoequivalentes uns aos 

outros, o que é especialmente interessante para estudos farmacológicos, visto que 

fitoequivalência é fundamental para a equivalência em eficácia e segurança. 

 

10.2. Perspectivas futuras 

Estudos futuros, considerando o aumento da área de amostragem ou 

sobre o cultivo experimental dos diferentes morfotipos em condições ambientais 

controladas, provavelmente contribuirão para uma base satisfatória em relação ao 

status taxonômico de C. icaco. 

Oportunamente, a realização de análises multiconjuntos nos dados de 

fingerprint UHPLC-DAD, análise de fertilidade do solo e de tecido foliar poderá 

subsidiar pesquisas sobre sistema de cultivo para C. icaco. 

A identificação inequívoca dos constituintes químicos do extrato de C. 

icaco, certamente facilitará a compreensão de seu espectro de ação terapêutica. 

Também são desejáveis estudos farmacológicos que avaliem extratos dos 

três morfotipos, em especial sobre o efeito hipoglicemiante, como forma de retorno 

melhorado da informação etnodirigida. 
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11. GLOSSÁRIO 

 

Os verbetes apresentados neste glossário foram extraídos das fontes 

bibliográficas citadas ao final de cada definição, porém os que aparecerem sem 

qualquer citação são de responsabilidade da autora. 

 

Amostra rasurada É a amostra ou droga vegetal que passou por rasura, isto é, 

por cortes em pedaços menores. 

Derivado vegetal 

 

Produto da extração da planta medicinal fresca ou da droga 

vegetal, que contenha as substâncias responsáveis pela 

ação terapêutica, podendo ocorrer na forma de extrato, óleo 

fixo e volátil, cera, exsudato e outros (ANVISA. Resolução 

RDC nº 26, 2014). 

Droga vegetal Planta medicinal, ou suas partes, que contenham as 

substâncias responsáveis pela ação terapêutica, após 

processos de coleta/colheita, estabilização, quando 

aplicável, e secagem, podendo estar na forma íntegra, 

rasurada, triturada ou pulverizada (ANVISA. Resolução 

RDC nº 26, 2014). 

Fingerprint Padrão específico de reconhecimento de uma espécie 

vegetal, obtido mediante análise de múltiplas amostras da 

mesma espécie (Donno, D. et al. J. Food Sci. Technol., 

2016). 

Fitocomplexo Conjunto de todas as substâncias, originadas do 

metabolismo primário ou secundário, responsáveis, em 

conjunto, pelos efeitos biológicos de uma planta medicinal 

ou de seus derivados (ANVISA. Resolução RDC nº 26, 

2014). 

Fitoequivalência Este conceito foi desenvolvido a fim de assegurar a 

consistência de produtos à base de plantas e estabelece 

que um perfil químico de um derivado vegetal deve 

apresentar alta similaridade ao de um padrão específico 

(Liang, Y.-Z. et al. Comb. Chem. High Throughput Screen., 

2010).  
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Fitomedicamento Designação dada apenas aos medicamentos fitoterápicos 

que apresentarem estudos clínicos de eficácia e segurança 

(com posologia, indicação, efeitos colaterais e reações 

adversas bem definidos), realizados com o medicamento 

em questão (ANVISA. Consulta Pública nº 8, 2002). 

Fitoproduto São plantas medicinais e seus derivados (Zuanazzi, J. A.,  

Mayorga, P. Quím. Nova,  2010). 

Fitoterápico  Produto obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto 

substâncias isoladas, com finalidade profilática, curativa ou 

paliativa, incluindo medicamento fitoterápico e produto 

tradicional fitoterápico, podendo ser simples, quando o 

ativo é proveniente de uma única espécie vegetal 

medicinal, ou composto, quando o ativo é proveniente de 

mais de uma espécie vegetal (ANVISA. Resolução RDC nº 

26, 2014). 

Quimiotipos Mesmas espécies, subespécies ou variedades de um 

organismo que contêm diferentes metabólitos secundários 

ou os mesmos metabólitos secundários em diferentes 

concentrações (Polatoglu, K. The Nat. Prod. J.,  2013). 

Perfil cromatográfico  Padrão cromatográfico de constituintes característicos, 

obtido em condições definidas, que possibilite a 

identificação da espécie vegetal em estudo e a 

diferenciação de outras espécies (ANVISA. Resolução 

RDC nº 26, 2014). 

Planta medicinal A planta medicinal usada logo após a colheita/coleta sem 

passar por qualquer processo de secagem (ANVISA. 

Resolução RDC nº 26, 2014). 

Tintura É a preparação alcoólica ou hidroalcoólica resultante da 

extração de drogas vegetais ou animais ou da diluição dos 

respectivos extratos. É classificada em simples e composta, 

conforme preparada com uma ou mais matérias-primas. A 

menos que indicado de maneira diferente na monografia 

individual, 10 mL de tintura simples correspondem a 1 g de 

droga seca (ANVISA. Formulário de Fitoterápicos da 

Farmacopeia Brasileira, 1ª ed., 2011). 
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Uso tradicional Aquele alicerçado no longo histórico de utilização no ser 

humano demonstrado em documentação técnico-científica, 

sem evidências conhecidas ou informadas de risco à saúde 

do usuário (ANVISA. Resolução RDC nº 26, 2014). 
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Espectros no UV-Vis, adquiridos na faixa de 202 a 798 nm, dos picos 

majoritários do fingerprint UHPLC-DAD de extrato hidroalcoólico de folhas de C. 

icaco. 
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Resultados da análise de fertilidade do solo das 47 amostras coletadas no 

habitat dos espécimes de C. icaco, durante o período chuvoso e menos chuvoso. 

 

pH em água, determinado por potenciometria.   
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Teor de fósforo (P), determinado por espectrofotometria no UV-VIS. 

 

 

Teor de sódio (Na), determinado por fotometria de chama. 
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Teor de cálcio (Ca), determinado por volumetria. 

 

 

Teor de cálcio + magnésio (Ca + Mg), determinado por volumetria. 
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Teor de alumínio (Al), determinado por volumetria. 

 

 

Acidez potencial (H + Al), determinado por volumetria. 
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Teor de ferro (Fe), determinado por MP-AES. 

 

 

Teor de zinco (Zn), determinado por MP-AES. 
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Teor de cobre (Cu), determinado por MP-AES. 

  

 

Teor de manganês (Mn), determinado por MP-AES. 
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Resultados da análise de tecido foliar das 48 amostras de folhas de C. 

icaco, coletadas durante o período chuvoso e menos chuvoso. 

 

Teor de nitrogênio (N), determinado por volumetria. 

  

 

Teor de fósforo (P), determinado por espectrofotometria no UV-VIS. 
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Teor de potássio (K), determinado por fotometria de chama. 

  

 

Teor de cálcio (Ca), determinado por MP-AES. 

  

0

1

2

3

4

5

6

7

8

BJ CP SC BE CM IT NT OU PG PJ PP VI AJ AT BR CT CR HO MA PI RG RP SA TA VG

T
e

o
r 

d
e
 p

o
tá

s
s
io

 (
g

/k
g

)

Amostras de tecido foliar de Chrysobalanus icaco L.

Chuvoso Menos chuvoso

0,00

2,00

4,00

6,00

8,00

10,00

12,00

BJ CP SC BE CM IT NT OU PG PJ PP VI AJ AT BR CT CR HO MA PI RG RP SA TA VG

T
e
o
r 

d
e
 c

á
lc

io
 (

m
g
/L

)

Amostras de tecido foliar de Chrysobalanus icaco L.

Chuvoso Menos chuvoso



147 

 

 

Teor de magnésio (Mg), determinado por MP-AES. 

  

Teor de ferro, determinado por MP-AES. 
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Teor de cobre (Cu), determinado por MP-AES. 

  

 

Teor de manganês (Mn), determinado por MP-AES. 
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Eletroferogramas ilustrativos do primeiro e segundo delineamento 

composto central (CCD) realizados para otimizar as concentrações de H3PO4 e SDS 

na solução de separação utilizada na análise de fingerprint do extrato hidroalcoólico 

de C. icaco por CE-DAD. 
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Resultados da atividade antiproliferativa in vitro dos extratos 

hidroalcoólicos das 48 amostras de C. icaco em cultura de células tumorais 

humanas. Os gráficos relacionam porcentagem de crescimento celular versus 

concentração do extrato (0,25; 2,5; 25; 250 g/mL), após 48 h de incubação. Valores 

positivos em relação ao eixo y correspondem à atividade citostática, enquanto os 

negativos se referem à atividade citocida (morte celular). 
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Dados de precipitação pluviométrica de 2014 registrados por cinco 

estações automáticas do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), localizadas em 

área de coleta de C. icaco: Belém, Bragança, Castanhal, Salinópolis e Soure. 

 

Estações automáticas do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), localizadas em 

área de coleta de C. icaco. 

 

Fonte: Adaptada de imagem disponível em: http://www.inmet.gov.br/portal/ index.php?r=estacoes/ma 

paEstacoes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.inmet.gov.br/portal/%20index.php?r=estacoes
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Dados de precipitação de 2014 registrados pela estação automática do Instituto 

Nacional de Meteorologia (INMET): 

 

Belém 

 
 

Bragança 

 

Fonte: Disponível em: http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home/ page&page=rede_estacoes_ 
auto_graf. 

 

 

http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home/
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Castanhal 

 
 

Soure 

 

Fonte: Disponível em: http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home/ page&page=rede_estacoes_ 
auto_graf. 

 

 

 

 

 

http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home/
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Salinópolis 

 

Fonte: Disponível em: http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home/ page&page=rede_estacoes_ 
auto_graf. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home/


180 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 3 

 

  



181 

 

 

 



182 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 4 

  



183 

 

 

 



184 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 5 

 

 

 

 

 

 

 

 



185 

 

 

 


