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RESUMO 

 

O sistema imunológico inato é a primeira linha de defesa contra agentes patogênicos 

invasores. Os macrófagos iniciam a resposta imune inata por meio do reconhecimento e 

fagocitose de patógenos e produção de mediadores inflamatórios, servindo como ligação entre 

a imunidade inata e adquirida. As citocinas são mediadores importantes de resposta 

imunológica que permitem a comunicação entre células e a ativação de mecanismos 

inflamatórios. A inflamação deve equilibrar mecanismos pró-inflamatórios, para eliminar o 

agente causador da agressão, e mecanismos anti-inflamatórios para não causar danos maiores 

aos tecidos. Diante disso e considerando a importância do reconhecimento de novos agentes 

imunomoduladores, nosso objetivo foi pesquisar a ação do óleo e da nanoemulsão de Carapa 

guianensis em macrófagos RAW 264.7 e sua possível influência na liberação de citocinas 

relacionadas a ação pró- inflamatória (IL-1ȕ ,IFN-Ȗ , IL-12 e TNFα)  e a ação anti-

inflamatória (IL-4, , IL-10) e na produção de óxido nítrico. Macrófagos RAW 264.7 foram 

incubados com diferentes concentrações de óleo e nanoemulsão de C. guianensis. Um dos 

grupos foi estimulado uma hora antes com LPS, outro foi estimulado uma hora depois do 

contato com a planta e outro grupo não foi estimulado. O experimento foi feito em triplicata e 

com duas repetições independentes. Os sobrenadantes foram coletados após 24, 48 e 72 horas 

de incubação e por meio de ELISA foram mensuradas as liberações de citocinas entre os 

diferentes grupos e pelo método de Griess foi mensurado o nitrito produzido. Para 

citotoxicidade as concentrações de nanoemulsão e de óleo de C. guianensis produziram efeito 

dose-dependente e também tempo-dependente. Quando sem estímulo, a nanoemulsão de C. 

guianensis reduziu a liberação de TNF-α e o óleo reduziu a liberação de IL-1ȕ e de IL-4. E 

ambos aumentaram a liberação de IL-12 nestas células. Nanoemulsão e óleo de C. guianensis 

inibiram a produção de nitrito, IFN-Ȗ, IL-1ȕ, IL-4 e IL-10  em macrófagos RAW-264.7 

estimulados anteriormente com LPS indicando efeito inibidor sobre a via Th1 e Th2. Quando 

no estímulo posterior com LPS, o tratamento com C. guianensis reduziu a liberação de IFN-Ȗ 

e IL-1ȕ e IL-4 em macrófagos. Estes dados sugerem que os componentes do óleo e da 

nanoemulsão de C. guianensis possuem efeito predominantemente inibidor sobre a liberação 

de citocinas e produção de nitrito em macrófagos. 

 



 

 

PALAVRAS-CHAVE: Carapa guianensis, inflamação, macrófagos 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

The innate immune system is the first line of defense against invading pathogens.  

Macrophages initiate the innate immune response by recognizing pathogens, phagocytosing 

them, and secreting inflammatory mediators, serving as a link between the innate and 

acquired immunity. Cytokines are important mediators of immune responses that allow  cells 

to communicate and activate inflammatory mechanisms to solve the challenge. Inflammation 

must balance proinflammatory mechanisms, to eliminate the causative agent of the 

aggression, and anti-inflammatory mechanisms to avoid causing further damage to tissues. In 

view of this and considering the importance of the recognition of novel immunomodulatory 

agents, our aim was to investigate the action of oil and nanoemulsion of Carapa guianensis in 

RAW 264.7 macrophages and its effect on release of the proinflammatory cytokines related 

action (IL-1ȕ, IFN-Ȗ, IL-12 and TNF) and anti- inflammatory action (IL-4, IL-10) and in 

nitric oxide production. Macrophages RAW 264.7 were incubated with different 

concentrations of C.guianensis oil and nanoemulsion. One group was stimulated with LPS  

one hour before  contact with  oil or nanoemulsion , other group was LPS stimulated one hour 

after contact with the plant and another group was not stimulated. The experiment was done 

in triplicate and with two independent repetitions. Supernatants were collected after 24, 48 

and 72 hours incubation and cytokine levels were measured using the 

traditional ELISA method. The nitrite production was determined through Griess Reaction. 

For cytotoxicity concentrations of C.guianensis, oil and nanoemulsion produced dose-

dependent effect and also time-dependent. Without LPS stimulation, C.guianensis 

nanoemulsion reduced the release of TNF-α and oil reduced the release of IL-1ȕ and IL-4. 

And both increased the release of IL-12 in these cells. Oil and nanoemulsion of  C.guianensis 

inhibited nitrite production, IFN-Ȗ, IL-1ȕ, IL-4 and IL-10 in macrophages RAW-264.7  

previously stimulated with LPS indicating inhibitory effect on Th1 and Th2 pathway. When  

stimulated with LPS after contact with the plant, treatment with C.guianensis reduced the 

release of IFN-Ȗ , IL-1ȕ and IL-4 in macrophages. These data suggest that  the components of 

oil and nanoemulsion of C.guianensis have predominantly inhibitory effect on the release of 

cytokines and nitrite production in macrophages. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A imunidade inata é uma resposta precoce do organismo que atua no controle de 

infecções e para reduzir danos aos tecidos (DE RIVERO VACCARI et al., 2015). Os 

macrófagos estão diretamente relacionados à resposta imunológica inata por meio da 

homeostase e reparação tecidual e desempenham papel importante na patogênese de várias 

doenças, incluindo infecções e tumores. Por isso são vistos como importante alvo em 

abordagens terapêuticas (SCHULTZE, 2015).  

Macrófagos teciduais são anatomicamente distintos um do outro, e têm diferentes 

capacidades funcionais e perfis transcricionais (WYNN et al., 2013).Eles diferem quanto ao 

estado de polarização e funções imunológicas dependendo, primordialmente, do 

microambiente e dos micro-organismos que interagem com essas células no tecido (SALINA 

et al, 2014). 

A inflamação é um processo necessário para promover a proteger contra a infecção e 

reparação de tecidos, na qual os macrófagos participam ativamente. A inflamação crônica 

contribui diretamente para a patogênese e progressão da vários distúrbios infecciosos, 

inflamatórios e metabólicos, sendo a linha comum que liga a autoimunidade, a infecção e o 

câncer (TENG et al., 2015). 

Ao longo dos anos, a busca por novos agentes que atuem sobre a inflamação marcou a 

história da Imunologia. Nesta busca, destaca-se o papel de agentes isolados de plantas que 

podem possuir ação farmacológica frente à inflamação (MACHADO E OLIVEIRA, 2014). É 

crescente o número de espécies vegetais utilizadas para o tratamento de doenças (BEZERRA-

SANTOS et al., 2005) pois a descoberta de novas substâncias com atividade 

imunomodulatória permite intervir em distúrbios como neoplasias, imunodeficiências como 

AIDS, doenças inflamatórias e doenças auto-imunes (SMIT et al., 2009). 

A andiroba (Carapa guianensis) é uma árvore nativa da floresta tropical da América 

do Sul (INOUE et al., 2013) que possui comprovada ação para tratamento de inflamações e 

infecções, como agentes antialérgicos (HENRIQUES E PENIDO, 2014) e cicatrizante de 

feridas (NAYAK et al., 2011).Estudo in vitro com compostos limonóides isolados da planta 
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demonstrou ação inibidora de óxido nítrico em macrófagos peritoneais indicando possível 

ação anti-inflamatória (SAKAMOTO et al., 2015).  

O uso de plantas pela população permite explorar a biodiversidade da flora brasileira, 

no entanto é necessária a investigação científica para que sejam utilizadas de forma segura e 

forma correta. O uso pela medicina popular e as crescentes pesquisas com essa planta, 

tornam-na uma planta alvo para ensaios na área de imunologia. Mais experimentos são 

necessários para melhor compreender a possível ação imunomoduladora de andiroba , 

possibilitando assim seu uso em sinergia com outros compostos ou como possível facilitador 

para uma melhor resposta imune, o que justifica a realização deste trabalho. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 O Sistema Imunológico 

O sistema imunológico é constituído por uma rede de órgãos, células e moléculas, e 

tem por finalidade manter a homeostase do organismo, combatendo as agressões em geral. A 

resposta imune é dividida em dois tipos: imunidade inata ou natural e imunidade adaptativa 

ou adquirida. A imunidade inata é a primeira linha de defesa do organismo e fazem parte 

desta as barreiras anatômicas e fisiológicas, as células e os componentes humorais. As 

barreiras anatômicas e fisiológicas são constituídas pela pele intacta, o pH ácido do estômago, 

lisozimas bacteriolíticas nas lágrimas e salivas, mecanismos mucociliares de limpeza das vias 

aéreas superiores e que são cruciais na defesa contra patógenos (TURVEY et al. 2009). 

O sistema imunológico mantêm o equilíbrio frente a desafios externos e erros 

genéticos que podem levar ao câncer. O rompimento desse equilíbrio pode levar à 

autoimunidade e imunopatologia após a infecção, já a imunidade inadequada permite a evasão 

do patógeno e falha na vigilância de tumores (TENG et al., 2015). 

A imunidade inata atua em conjunto com a imunidade adaptativa e caracteriza-se pela 

rápida resposta à agressão, independentemente de estímulo prévio. Seus mecanismos 

compreendem barreiras físicas, químicas e biológicas, componentes celulares e moléculas 

solúveis. A primeira defesa do organismo frente a um dano tecidual envolve diversas etapas 

intimamente integradas e constituídas pelos diferentes componentes desse sistema (TURVEY 

et al. 2009). 

O dogma atual vê a resposta imune inata como algo não-variável, estável, e com 

mesmo padrão de resposta frente a todos os desafios ao qual é exposta. Já a resposta imune 

adquirida é conhecida como a resposta que possui memória, e desenvolve respostas mais 

rápidas a partir desta memória imunológica. Essa memória ocorre através dos linfócitos e 

consiste em reconhecer o mesmo estímulo antigênico caso ele entre novamente em contato 

com o organismo, evitando assim o restabelecimento da doença e se aperfeiçoando a cada 

encontro com um antígeno. 
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Um rompimento com este dogma é a teoria da presença de memória também na 

resposta imune inata em mamíferos. Os monócitos, que possuem uma meia-vida 

relativamente curta em circulação, podem ser responsáveis por esta memória a longo prazo 

por possivelmente manter-se um reservatório de monócitos epigeneticamente modificado de 

memória que persistem no corpo, possivelmente localizados no baço Os macrófagos são 

também uma das principais células de memória  relativas ao sistema inato (TÖPFER et al., 

2015). 

Em contraste com a imunidade adaptativa, o reconhecimento inespecífico de endógeno 

e estruturas exógenos por receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) representa um 

elemento-chave da imunidade inata (ZEWINGER et al., 2015). 

A fagocitose, a liberação de mediadores inflamatórios, a ativação de proteínas do 

sistema complemento, bem como síntese de proteínas de fase aguda, citocinas e quimiocinas 

são os principais mecanismos na imunidade inata. Esses mecanismos são ativados por 

estímulos específicos, representados por estruturas moleculares de ocorrência em 

microrganismos, mas que não ocorrem na espécie humana (HÖLZL et al., 2008). 

A imunidade inata é formada por componentes humorais e celulares. Os componentes 

humorais são as proteínas do complemento, proteína C reativa, pentraxinas, colectinas e os 

peptídeos antimicrobianos que são responsáveis por destruir agentes patogênicos no momento 

em que estes entram em contato com o organismo. As principais células efetoras da 

imunidade inata são: macrófagos, neutrófilos, células dendríticas e células natural killer (NK) 

(HÖLZL et al., 2008). 

Células apresentadoras de antígeno (APCs) especializadas, como macrófagos, 

circulam pelo corpo ingerindo e digerindo os patógenos encontrados, fragmentando-os em 

peptídeos antigênicos. Partes destes peptídeos se ligam a moléculas do complexo de 

histocompatibilidade principal (MHC – major histocompatibility complex) e são apresentados 

na superfície celular sob a forma de um complexo MHC/peptídeo. As células T possuem 

receptores de superfície que têm a função de reconhecer diferentes complexos MHC/peptídeo. 

Uma vez ativados pelo reconhecimento MHC/peptídeo, as células T se dividem e secretam 

linfocinas (sinais químicos) que mobilizam outros componentes do sistema imunológico.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=T%26%23x000f6%3Bpfer%20E%5Bauth%5D
http://ndt.oxfordjournals.org/search?author1=Stephen+Zewinger&sortspec=date&submit=Submit
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A imunidade inata possui baixa especificidade reconhecendo os patógenos por um 

número limitado de receptores, chamados de receptores de reconhecimento de padrões (PRRs, 

do inglês Pattern recognition receptor) (HÖLZL et al., 2008). No entanto este número 

limitado de receptores é compensado pelo reconhecimento de componentes microbianos 

chamados de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs, do inglês pathogen 

associated molecular patterns), que são compartilhados pela maioria dos grupos de agentes 

patogênicos (TURVEY et al., 2009).   

2.2 Macrófagos 

Os macrófagos fazem parte do sistema mononuclear fagocitário (MPS) e podem ser 

definidos como células da linhagem fagocítica mononuclear obtidas a partir de monócitos que 

se originam na medula óssea e na circulação. Macrófagos de fenótipos podem ser recrutados a 

partir de monócitos reservatórios de sangue, baço e medula óssea (GEISSMANN et al., 2010). 

Apesar dos monócitos darem origem aos macrófagos, a aplicabilidade deste dogma é 

questionada, pois essas células têm várias origens durante a ontogenia e cada um destas 

diferentes linhagens persiste nos adultos (GAUTIER  et al., 2012). Os monócitos podem não 

contribuir substancialmente para a maioria dos macrófagos dos tecidos no estado estacionário 

ou durante certos tipos de inflamação, além disso, os macrófagos de tecidos adultos são 

derivados de precursores embrionários que permanecem nos tecidos antes do nascimento. E 

ainda, macrófagos dos tecidos podem manter-se em adultos através da auto-renovação 

(GINHOUX E STEFFEN, 2014). 

Os macrófagos são as principais células apresentadoras de antígenos (APC’s) ficando 

na interface entre o sistema imune inato e adaptativo (JANEWAY, 2001). Eles proveem uma 

linha de defesa contra invasão microbiana e crescimento tumoral. Podem efetuar isto de 

maneira direta, envolvendo a liberação de produtos como radicais de oxigênio e fatores de 

necrose tumoral, que são lesivos a microorganismos e células cancerígenas, ou indiretamente, 

pela secreção de citocinas, e processamento e apresentação de antígenos, regulando o sistema 

imune (KLIMP et al., 2002). Participam também da remoção de células lesadas, senescentes 

ou apoptóticas, do reconhecimento de células neoplásicas e do remodelamento de tecidos 

durante a embriogênese (MURPHY et al., 1996). 
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Uma característica importante dos macrófagos é a sua plasticidade e a capacidade de 

integrar sinais do microambiente para executar diferentes funções biológicas (SCHULTZE, 

2015). Os macrófagos mudam a expressão de seus genes em resposta a muitos estímulos 

diferentes (HUME, 2015). 

Como os macrófagos residentes do tecido exercem funções homeostáticas e diferem 

de tecido para tecido, eles são capazes de integrar sinais do microambiente para induzir sinais 

do tecido relacionados a programas de transcrição que estão associados com a expressão de 

fatores de transcrição específicos (SCHULTZE, 2015). Eles mudam seu estado funcional para 

novos estados metaestáveis em resposta a alterações na fisiologia do tecido ou desafios 

ambientais. Devido a sua incrível capacidade de adaptação ao tipo de tecido eles poderiam 

nem mesmo ser considerados como somente um tipo de célula, mas sim serem subdivididos 

em diferentes subconjuntos funcionais de acordo com suas diferentes origens (WYNN et al., 

2013). 

Os macrófagos têm papéis em quase todos os aspectos da biologia de um organismo, 

desde o desenvolvimento, a homeostase e reparação como também para as respostas imunes 

aos agentes patogênicos. Macrófagos residentes atuam como sentinelas e respondem a 

alterações na fisiologia, bem como à ação de microorganismos invasores (GEISSMANN et 

al., 2010).  

Apesar de suas funções protetoras, macrófagos podem estar associados a patologias 

como fibrose, obesidade e cancro, resultando numa relação causal de macrófagos com estados 

de doença (WYNN et al., 2013).  

Os monócitos e macrófagos fornecem a primeira linha de defesa contra agentes 

patogênicos. Eles também dão início a imunidade adquirida pelo processamento de antígenos 

apresentando e auxiliando em funções efetoras (HUME, 2015). Os principais mecanismos de 

ação dessas células envolvem a produção de espécies reativas de oxigênio, citocinas, 

quimiocinas, fatores de crescimento, processamento e apresentação de antígenos, além do 

recrutamento de outras células do sistema imunológico (KLIMP et al., 2002; SIVEEN E 

KUTTAN, 2009). 

Os padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) como lipopolissacarídeos, 

resíduos de manose e ácidos teicoicos são encontrados na superfície de microorganismos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hume%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26257737
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como vírus, bactérias, fungos e parasitas. São expressos normalmente por microrganismos e 

não por células do hospedeiro, mostram pouca variação entre os microrganismos e a sua 

expressão é essencial para a sobrevivência destes patógenos (TEIXEIRA et al., 2002). 

Os PAMPs interagem com diferentes receptores conhecidos como receptores de 

reconhecimento de padrões (RRP), dentre os quais a família dos receptores Toll-like (TLRs), 

a ligação dos PAMPs com os RRP ativará a resposta imune inata. Não há diversidade nem 

capacidade adaptativa para a geração de novos receptores ou reconhecimento de novos 

padrões moleculares que não aqueles já programados no código genético (CRUVINEL et al., 

2010). 

Uma efetiva resposta imune depende do reconhecimento dos PAMPs pelos 

macrófagos que distinguem o agente infeccioso do que é “próprio” do organismo. Após esse 

reconhecimento, os TLRs ativados sinalizam componentes que ativam respostas imunes 

apropriadas necessárias para defesa do hospedeiro (CARLOS et al., 2009). Por exemplo, 

patógeno-molecular associado padrões, tais como LPS representam ligantes para 

reconhecimento de padrões receptores e sinalização através destes receptores conduz 

amudanças de transcrição durante a ativação de macrófagos (OSTUNI et al., 2013). 

O termo "ativação" foi aplicado originalmente para macrófagos recrutados que 

adquiriram atividade tumoricida e microbicida (HUME, 2015). Os macrófagos podem ser 

ativados por duas vias distintas, a ativação clássica (M1) ou a via alternativa (M2). A primeira 

caracteriza-se por ser desencadeada em resposta a produtos microbianos, como o 

lipopolisacarídeo (LPS) que está presente na membrana de bactérias gram-negativas e é um 

dos mais potentes ativadores dos macrófagos. Os macrófagos ativados por essa via são 

responsáveis pela morte de microorganismos e de células tumorais e produção de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio (MOSSER E EDWARDS, 2008).  

Por outro lado, a ativação alternativa (M2) é promovida por moléculas anti-

inflamatórias, como as interleucinas 4, 10 ou 13, que levam à proliferação celular, 

angiogênese e remodelação e reparo tecidual (SIVEEN E KUTTAN, 2009). Há ainda a 

classificação que propõe a existência de três subpopulações de macrófagos: macrófagos 

ativados, de reparo tecidual e reguladores. Os primeiros são os macrófagos clássicos, o 

segundo tipo, ativados por IL-4, que estão basicamente envolvidos no reparo tecidual, 

estimulando fibroblastos e promovendo deposição de matriz extracelular. E o terceiro tipo 
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exerce atividade reguladora mediante liberação de IL-10 (MOSSER E EDWARDS, 2008). 

Fenótipos M1 e M2 podem ser convertidos uns nos outros dependendo do microambiente 

específico no qual estão inseridos (WYNN et al., 2013). 

Os macrófagos atuam como mediadores imprescindíveis entre a imunidade inata e a 

adaptativa através do processamento e apresentação de antígeno às células T e liberação de 

moléculas moduladoras, direcionando desta maneira a imunidade adaptativa para uma 

resposta celular (Th1) ou humoral (Th2) (IONTCHEVA et al., 2004). Antígenos microbianos, 

produtos tumorais, células T efetoras Th1 e Th2 e seus produtos secretados, influenciam a 

heterogeneidade e o estado de ativação das populações de macrófagos (MUNDER et al., 

1998). Os tipos M1 e M2 estão associados com linfócitos Th1 e Th2, e por sua vez com o 

interferon-gama (IFN-y) (SCHRODER et al., 2004) e interleucina 4 (IL4) repectivamente 

(MARTINEZ et al., 2013). 

Sinais de ativação incluem a presença de citocinas (interferon- gama, fator de 

estimulação de colônias de granulócitos-monócitos e fator de necrose tumoral alfa), 

lipopolissacarídeos bacterianos, proteínas da matriz extracelular, e outros mediadores 

químicos (FUJIWARA E KOBAYASHI, β005). A ativação “clássica” pode ocorrer em 

presença dos mediadores IFN-Ȗ e TNF-α, após o reconhecimento de PAMPs (LPS, 

lipoproteínas, etc.), ou por meio de sinais endógenos (proteínas de choque térmico, etc.). 

Esses macrófagos ativados em geral produzem níveis elevados de interleucina 12 (IL-12) e 

baixos níveis de IL-10, participando como indutores e efetores de resposta imune Th1 (HAO 

et al., 2012). Essa resposta medeia a defesa contra patógenos bacterianos, através da 

expressão nestas células de MHC classe II, e da apresentação antígenos aos linfócitos T. A via 

alternativa é ativada em infecções por parasitas e tumores (MARTINEZ et al., 2013). 

A ativação de macrófagos é induzida pelo IFN-gama, o que desencadeia uma resposta 

pró-inflamatória que é necessária para matar agentes patogénicos intracelulares. Os 

macrófagos também sofrem ativação alternativa por IL-4 e IL-13, que desencadeiam um 

fenótipo diferente que é importante para a resposta imune a parasitas (MARTINEZ et al., 

2009). 

De uma maneira geral, a indução de uma resposta imune que favoreça o perfil Th1 irá 

controlar os patógenos intracelulares por meio da ativação de macrófagos e a não geração 

desta resposta imune promove a replicação do patógeno (ROCHA et al., 2007). A maioria dos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinez%20FO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19105661
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tumores desencadeiará uma reprogramação dos macrófagos de um fenótipo M1 anti-tumoral 

para um fenótipo M2 pró-tumoral, o qual promoverá um crescimento do tumor (KALISH et 

al., 2015). 

 

2.3 Inflamação 

A inflamação é um processo fisiológico que ocorre em decorrência da ativação de 

alguns mecanismos que provocam alterações nos componentes humorais e celulares após 

injúria tecidual. A exposição a um patógeno gera uma migração de células circulantes, que 

são direcionadas pela presença de substâncias quimiotáticas no sítio inflamatório 

(CRUVINEL et al., 2010). A regulação desse processo envolve ambos os sinais que iniciam e 

mantêm a inflamação e sinais que finalizam o processo. Um desequilíbrio entre os dois sinais 

de inflamação resulta em dano celular e tecidual (FUJIWARA E KOBAYASHI, 2005). 

Na inflamação, os macrófagos desempenham três principais funções: a apresentação 

de antígenos, fagocitose e a produção de imunomodulação por meio de citocinas e fatores de 

crescimento (FUJIWARA E KOBAYASHI, 2005). A flexibilidade dos macrófagos permite-

lhes desempenhar múltiplos, às vezes opostos, papéis em inflamação e reparação tecidual. O 

seu papel central no processo inflamatório torna-se evidente quando na sua disfunção, a qual 

implica em inflamação crônica e feridas mal curadas (DUNSTER, 2015). 

Uma vez iniciada a agressão tecidual, vários componentes do sistema imunológico 

passam a envolver-se no processo inflamatório. Como consequência da ação vasodilatadora 

de mediadores, como prostaglandinas, citocinas, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e 

interferon gama (IFN-ɤ) ocorre aumento do fluxo sanguíneo no local atingido e aumento da 

permeabilidade capilar. Em decorrência desta última alteração surge retração de células 

endoteliais e expressão de moléculas de adesão nestas mesmas células e em leucócitos. Tais 

alterações ocasionam passagem de mediadores solúveis para os vasos e saída de células da 

circulação. Dentre os mediadores, encontram-se leucotrienos, fator ativador de plaquetas, 

bradicininas, componentes do sistema complemento e citocinas (incluindo as quimiotáticas), 

caracterizando-se, assim, a fase aguda da inflamação (KUMAR et al., 2005).  

Os macrófagos desempenham um papel crítico na iniciação, manutenção e resolução 

de inflamação. Eles são ativados e desativados no processo inflamatório. Remover ou 
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desativar mediadores inflamatórios e células efetoras permite inibir a inflamação e prevenir 

maiores danos teciduais. Os macrófagos ativados são desativados por citocinas anti-

inflamatórias IL-10 e fator de transformação do crescimento beta (TGF-ȕ) (FUJIWARA 

E KOBAYASHI, 2005). 

Os neutrófilos são os principais elementos celulares no início da resposta inflamatória 

seguidos pelo afluxo de monócitos e macrófagos e, por fim, o de linfócitos (KUMAR et al., 

2005). Durante a resposta primária, parte dos linfócitos se diferencia em células de memória 

de longa sobrevivência resultando em respostas sustentadas à exposição dos antígenos 

(SCHNURR et al., 2004). A diferenciação dos linfócitos Th em Th1 e Th2 ocorre a partir de 

uma célula T naive precursora ou T auxiliar periférica (Thp), em resposta aos estímulos 

fornecidos pela célula apresentadora de antígeno (APC, do inglês Presenting Cell Antigen) no 

momento da apresentação do mesmo (ANSEM et al., 2009). A diferenciação dos linfócitos Th 

é definida predominantemente pelas citocinas do microambiente e pela interação do receptor 

de célula T com o antígeno (BOYTON et al., 2002). 

Na inflamação, os macrófagos atuam como APCs, potencializando a ativação de LT e 

LB pela expressão de moléculas coestimuladoras, e liberam citocinas pró-inflamatórias como 

IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α e quimiocinas. Também produzem espécies reativas de oxigênio 

(EROs), como ânion superóxido, radical hidroxila e peróxido de hidrogênio (H2O2), e 

intermediários reativos do nitrogênio cujo principal representante é o óxido nítrico (NO) 

(ABBAS E LICHTMAN, 2003). 

Os mediadores da inflamação induzida por macrófagos são críticos para uma 

variedade de doenças inflamatórias, tais como a disfunção relacionadas com sepse, infecção 

microbiana, lesões hepáticas e renais, distúrbios neurodegenerativos, tumorigênese, 

osteoporose osteonecrose, doenças cardiovasculares e metabólicas e doenças autoimunes 

(JOU et al., 2013). 

Porque os macrófagos produzem uma grande variedade de moléculas biologicamente 

ativas que participaram em ambos os resultados benéficos e nocivos na inflamação, várias 

terapêuticas os têm como alvo para descobrir novas vias para o controle de doenças 

inflamatórias (FUJIWARA E KOBAYASHI, 2005). 

 



11 

 

2.4 Citocinas 

A atividade das citocinas foi primeiramente reconhecida em meados dos anos 60, 

quando se constatou que sobrenadantes derivados de cultura de linfócitos continham fatores 

que poderiam regular a proliferação, diferenciação e maturação de células do sistema imune 

(KUBY, 1995). 

As citocinas são polipeptídeos ou glicoproteínas extracelulares, hidrossolúveis, 

variando entre 8 e 30 kDa. São produzidas por diversos tipos de células no local da lesão e por 

células do sistema imunológico através da ativação de proteinoquinases ativadas por 

mitógenos. Diferentemente dos hormônios clássicos, as citocinas não são armazenadas como 

moléculas preformadas e atuam especialmente por mecanismos parácrino (em células 

vizinhas) e autócrino (nas próprias células produtoras)  (SOMMER E WHITE, 2010). 

A ação das citocinas poderá ser pró-inflamatórias (Th1) como IL 1, 2, 6, 7 e FNT 

(fator de necrose tumoral) ou anti-inflamatórias (Th2), IL-4, IL-10, IL-1γ e FTCȕ (fator 

transformador de crescimento ȕ). A pleiotropia permeia as ações das citocinas de forma que 

única citocina pode agir em diversos tipos de células e diferentes tipos de células secretam a 

mesma citocina. Podem ser formadas em cascata em que uma citocina estimula suas células-

alvo a produzir mais citocinas e serem redundantes, ou seja, ações semelhantes podem ser 

desencadeadas por diferentes citocinas (SOMMER E WHITE, 2010). 

As citocinas desempenham um papel crucial na coordenação das atividades dos 

sistemas imune inata e adaptativa. Em resposta ao reconhecimento do patógeno, células 

imunes inatas segregam citocinas que informam o sistema imunitário adaptativo sobre a 

natureza do agente e instruem as células T naive para se diferenciarem em subtipos de células 

T apropriadas necessárias para eliminar a infecção. Estes incluem interleucinas, interferons e 

outras citocinas imuno-reguladoras que exibem notável redundância funcional e efeitos 

pleiotrópicos (SUN et al., 2015). 

Nomalmente possuem ação parácrina (atuação local, próxima às células que as 

produzem), ou autócrina (diretamente sobre as células que as produzem), e apenas 

ocasionalmente entram no sistema circulatório para agirem como mediadores endócrinos 

(KISHIMOTO et al., 1994). 
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Assim as citocinas podem ter efeitos estimulantes (pró-inflamatório) ou inibidores 

(antiinflamatório) dependendo do subtipo de clone de linfócitos Th ativados. As citocinas e 

seus receptores são classificados em famílias distintas de proteínas estruturalmente 

relacionadas e iniciam sua ação por ligação a receptores específicos na membrana da célula-

alvo, desencadeando uma via de transdução de sinais, que levam a alterações da expressão 

gênica na célula alvo (ABBAS et al., 2000).  

2.4.1 Interleucina 12 

Interleucina-12 é uma citocina heterodimérica pró-inflamatória que induz a produção 

de interferon-gama (IFN-Ȗ), o qual induzirá a produção de fator de necrose tumoral (TNF), 

favorecendo a diferenciação dos linfócitos para o perfil T auxiliar do tipo 1 (Th1), formando 

um elo entre a imunidade inata e a imunidade adquirida (TENG et al., 2015). É produzida por 

células mielomonocíticas, principalmente células dendríticas e macrófagos em resposta a 

patógenos durante a infecção (TRINCHIERI, 2003). 

Funciona como a mais forte indutora de respostas imunes Th1 especialmente devido à 

sua capacidade para induzir a secreção de IFN -Ȗ por células T e NK. Na ausência de IL-12, 

uma resposta Th2 pode emergir e conduzir à secreção de citocinas, tais como IL-4, IL-10, e 

IL-13. Estas citocinas Th2, em particular IL-10, regulam a produção das citocinas Th1 como 

IFN- Ȗ e por IL-12 (ASTE-AMEZAGA et al., 1998). 

Está envolvida em doenças inflamatórias ou autoimunes, tais como esclerose múltipla, 

artrite reumatóide, e doença inflamatória do intestino (ADORINI et al.,1995). Assim, a 

modulação da produção de IL-12 durante a estimulação antigênica parece crucial para o 

resultado de uma resposta imunitária (SÄEMANN et al., 2000). Ela também desempenha 

papéis essenciais nas funções de uma variedade de células efetoras, tornando-se um alvo 

terapêutico importante para doenças inflamatórias, tais como as doenças autoimunes do 

sistema nervoso central, uveíte e esclerose múltipla (SUN et al., 2015). Camundongos 

deficientes em IL-12p40 são resistentes quando induzidos experimentalmente a condições 

autoimunes (LUGER et al., 2008). 

 

2.4.2 Interferon Gama 
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A produção de interferon-gama (IFNȖ) em resposta à infecção é uma característica da 

imunidade inata e adaptativa. Além do papel central de IFN-gama na defesa do hospedeiro, a 

sua liberação excessiva tem sido associada com a patogênese de doenças autoimunes e 

inflamatórias crônicas (MÜHL E PFEILSCHIFTER et al., 2003). A produção de IFN-Ȗ é 

controlada por citocinas secretadas por APCs, principalmente interleucina IL-12 e IL-18. 

Estas citocinas servir como uma ponte para ligar a infecção com a produção de IFN-Ȗ na 

resposta imune inata (GOLAB et al.,2000). 

É produzida por células NK frente a estímulo com IL-12 (SALAZAR-MATHER et al., 

2000). Em macrófagos, a combinação de IL-12 e IL-18 aumenta ainda mais a estimulação da 

produção de IFN-Ȗ. Para sua regulação outras citocinas como IL-4, IL-10, fator de 

crescimento transformante-ȕ, e glucocorticóides atuam como reguladores negativos (FUKAO 

et al., 2001).  

Em macrófagos, IFN-Ȗ promove a ativação de funções microbicidas, aumentando a 

pinocitose e fagocitose e promove maior capacidade de matar microorganismos através da 

indução da “explosão respiratória” com alta produção de NO, que acontece sob a regulação de 

enzimas lisossomais que promovem a destruição do patógeno (DECKER et al., 2002). É um 

das mais fortes indutores de mecanismos efetores antimicrobianos e atua contra patógenos 

intracelulares virais, bacterianos e parasitários (MEUNIER E BROZ, 2015). 

Como citocina de efeitos pleiotrópicos, IFN-Ȗ age em sinergia ou antagoniza os efeitos 

das citocinas, fatores de crescimento, e as vias padrão molecular (PAMP) associados a 

sinalização de patógenos , se torna importante na biologia de macrófagos, já que essas são 

células que recebem constantemente múltiplos sinais e têm a necessidade de integrá-los a dar 

uma resposta adequada para o meio extracelular (SCHRODER et al., 2004). 

2.4.3 Fator de necrose tumoral alfa  

O fator de necrose tumoral  é uma proteína de membrana de 26 kDa, um importante 

regulador da imunidade e inflamação, bem como de diferenciação e de morte celular 

(CLARK, 2007). O TNF é uma citocina pró-inflamatória com efeitos pleiotrópicos, que 

possui importantes funções, tais como a indução de outras citocinas e mediadores lipídicos da 

inflamação, de proliferação, diferenciação celular e apoptose. O TNF é induzido por vários 

estímulos, incluindo microrganismos, mediadores lipídicos, complexos imunes, células 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pfeilschifter%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12890422
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tumorais e citocinas. PAMPs microbianos, atuando em TLR, induzem a produção de TNF, o 

qual induz uma cascata de mediadores inflamatórios (TRACEY et al., 2008).  

Sua produção ocorre principalmente por macrófagos. Entretanto, após a estimulação 

com LPS, monócitos, neutrófilos, linfócitos T e células NK também a sintetizam (CLARK, 

2007). Também está presente nos neurônios e células da glia (Lin et al 2000). O estímulo para 

sua produção são os mediadores lipídicos, complexos imunes, células tumorais e citocinas. 

PAMPs microbianos, atuando em TLR, induzem a produção de TNF (TRACEY et al., 2008). 

Além disso, a produção do TNF- também pode ser estimulada por IFN, IL-1, IL-2, 

GM-CSF, substância P, bradicinina, imunocomplexos, inibidores da cicloxigenase e fator 

ativador plaquetário (PAF). Por outro lado, a produção pode ser inibida por ciclosporina, 

dexametasona, prostaglandina E2 (PGE2), IL-6 e antagonistas do PAF (CLARK, 2007). 

O TNF é um importante mantedor da homeostasia do sistema imune, através do 

controle da hematopoese, da proliferação de células T e B, desenvolvimento dos órgãos 

linfóides e maturação dos centros germinativos. Estimula o recrutamento de neutrófilos e 

monócitos para locais de infecção e ativa essas células para erradicar microorganismos 

(TRACEY et al., 2008), além de induzir a liberação de quimiocinas que auxiliam neste 

recrutamento de leucócitos participa também da indução da expressão de proteínas pro-

coagulantes, levando à formação de trombo. Age como pirógeno endógeno através de sua 

ação no hopotálamo, aumentando a síntese de proteínas séricas nos hepatócitos (BRADLEY, 

2008). 

O TNF faz com que células do endotélio vascular expressem moléculas de adesão, que 

tornam a superfície endotelial adesiva para leucócitos, inicialmente para neutrófilos e 

subsequentemente para monócitos e linfócitos. Ele estimula células endoteliais e macrófagos 

a secretar quimiocinas. Atua também nos fagócitos para estimular a secreção de IL-1 

(FORTE, 2004). 

As funções do TNF- mais bem caracterizadas estão relacionadas a apoptose e à 

inflamação. Assim, da mesma forma que a IL-1, o TNF- pode regular tanto respostas 

tróficas, quanto de diferenciação. TNF- possui dois receptores expressos constitutivamente, 

TNFR1 e TNFR2. O do tipo 1 se faz predominante na maioria das células, possuindo um 
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domínio de morte intracelular, contribuindo principalmente para a morte neuronal, ao passo 

que o TNFR2 contribui para a neuroproteção (BERNARDINO et al., 2008). 

O TNF-α e a IL-1 são as principais citocinas envolvidas no processo inflamatório. São 

produzidos, principalmente, por macrófagos ativados e induzem espectro variado de 

alterações. Os principais estimulantes da produção do TNF-α são os lipolissacarídeos (LPS) 

constituintes da membrana de bactérias, em especial das Gram-negativas (KUMAR et al., 

2005).  

Em contrate a sua função protecionista para o organismo, TNF está associado à 

patogênese de doenças inflamatórias como artrite reumatóide, esclerose múltipla, doenças 

inflamatórias intestinais, alergias, rejeição de enxertos (BRADLEY, 2008), distúrbios 

metabólicos graves e choque séptico devido à produção de TNF induzida por 

lipopolissacárides e outras citocinas (FORTE, 2004). Em neoplasias malignas, é o principal 

mediador da caquexia (VARELLA E FORTE, 2001) através da perda de células musculares e 

adiposas frente a sua produção prolongada (FORTE, 2004). 

2.4.4 Interleucina 1ȕ 

IL-1ȕ é uma citocina pró-inflamatória produzida por uma variedade de células, 

incluindo monócitos, macrófagos, queratinócitos e outras células epiteliais. IL-1ȕ é uma 

citocina inflamatória chave liberada mediante a infecção, lesão celular, ou desafio antigênico. 

Atua diretamente sobre vários tipos de células, quer isoladamente ou em combinação com 

outras citoquinas inflamatórias, para induzir um estado inflamatório ou a "resposta de febre." 

É liberada após a ativação de um complexo multiproteico intracelular chamado inflamassoma 

(LAMKANFI E DIXIT, 2014). 

Esta citocina age na coordenação de aspectos da inflamação local (VARELLA E 

FORTE, 2001). IL-1 influencia na taxa de reabsorção do tecido ósseo juntamente com IL-6 e 

TNF-, através do controle do grau de diferenciação e do número dos osteoclastos (FUNK, 

2001). No sistema nervoso, uma das primeiras funções atribuídas a IL-1 foi de pirógeno 

endógeno como agente estimulante da febre pela ativação das células do hipotálamo 

(GOSHEN E YIRMIYA, 2009). IL-1ȕ é conhecido como um potente promotor de 

carcinogênese (DINARELLO, 1996). 
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2.4.5 Interleucina 4 

IL-4 é uma glicoproteína de 15 kDa, com propriedades antiinflamatórias e produzida 

por linfócitos-T-CD4, mastócitos, eosinófilos, basófilos e macrófagos (SOMMER E WHITE , 

2010). 

A interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13 são produzidos durante respostas imunes do tipo 2 e 

são essenciais para a imunidade protetora contra infecções de parasitas extracelulares e são 

responsáveis pela asma e outras doenças inflamatórias alérgicas (ZHU, 2015). 

Tem ação sobre os linfócitos-T e B, células NK, mastócitos, sinoviócitos e células 

endoteliais. Atua sobre macrófagos ativados, reduzindo os efeitos das citocinas IL-1, FNTα, 

IL-6 e IL-8, e inibindo a produção de radicais livres de oxigênio. Além disso, aumenta a 

suscetibilidade dos macrófagos aos efeitos de glicocorticoides (SOMMER E WHITE, 2010). 

Além da regulação dicotômica da diferenciação de células Th por IL-4, esta citocina 

está envolvida em várias outras vias alternativas (LUZINA et al., 2012). Funcionalmente, a 

IL-4 é melhor conhecida por definir o chamado fenótipo Th2 dos linfócitos e para a regulação 

da proliferação celular, apoptose, e a expressão de numerosos genes em vários tipos de 

células, incluindo linfócitos, macrófagos e fibroblastos, bem como células epiteliais e 

endoteliais (LAPORTE et al., 2008). 

Age em macrófagos inibindo a capacidade de produzir mediadores tóxicos (espécies 

reativas do oxigênio e do nitrogênio) e citocinas pró-inflamatórias como a IL-1ȕ e IL-8. Além 

disso, a IL-4 aumenta a expressão de moléculas MHC classe II nestas células. Macrófagos 

ativados por IL-4 foram chamados de macrófagos alternativamente ativados os quais 

expressam receptor fagocítico e exercem atividades diferentes quando comparados com os 

macrófagos classicamente ativados (MARTINEZ et al., 2009). 

2.4.6 Interleucina 10 

Foi descrita pela primeira vez uma substância presente no sobrenadante de células 

Th2, em 1988 por Fiorentino et al. (1989) que tinha a capacidade de inibir a produção de 

citocinas por células Th1 em cultura. Tal substância foi denominada fator inibidor da síntese 
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de citocinas. A denominação "interleucina-10" apareceu depois que se conclui por análises 

imunoquímicas e bioquímicas que se tratava de uma nova citocina (MOORE et al., 1990). 

IL-10, uma citocina anti-inflamatória, é segregada sobre diferentes condições de 

ativação imunitária por uma variedade de células, incluindo células T, células B, monócitos e 

macrófagos (SABAT, 2010). A produção de IL-10 por monócitos ativados por LPS, indica 

que a expressão de IL-10 pode ser regulada por “feedback” negativo nestas células. Dessa 

forma a secreção de IL-10 parece ser autolimitada (DE WAAL et al., 1991). 

Durante a infecção, IL-10 inibe a atividade das células Th1, células NK, e macrófagos, 

ou seja, células necessárias para eliminar patógenos mas que também contribuiem para a lesão 

do tecido. Em consequência, IL-10 pode tanto impedir a eliminação do patógeno como 

também melhorar a imunopatologia (COUPER et al., 2008). Embora a IL-10 seja classificada 

como uma citocina de tipo Th2, ela suprime uma ampla gama de respostas a doenças 

inflamatórias, sendo um fator importante na manutenção da homeostase (VILLALTA et al., 

2007). 

Os macrófagos são uma importante fonte de IL-10 durante a infecção (COUPER et al., 

2008). A fonte, tempo e magnitude da produção de IL-10 determina o resultado de infecções 

por protozoários. IL-10 inibe as citocinas pró-inflamatórias, principalmente FNT, IL-1 e IL-6, 

produzidas por macrófagos e monócitos ativados, estimulando a produção endógena de 

citocinas anti-inflamatórias. Além disso, aumenta a proliferação de mastócitos e impede a 

produção de IFNȖ pelas células NK (SOMMER E WHITE , 2010). 

Novas terapias que utilizam a IL-10 são desenvolvidas para reações alérgicas e 

doenças autoimunes (SHARMA et al., 2010). 

 

2.5 Óxido Nítrico 

O óxido nítrico (NO) é uma molécula difusível, a qual esta envolvida em condições 

fisiológicas e patológicas (PREDONZANI et al.,2015). 

NO é produzido principalmente pelas células endoteliais do tecido lesionado e 

macrófagos (ABBAS et al., 2008). O aumento na produção de NO está relacionado com a 

indução de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α (CARLOS et al., 2005).  
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É sintetizado pela NO sintase (NOS), enzima presente em três isoformas, sendo a 

forma indutível (iNOS) a envolvida nas reações inflamatórias. Essa é induzida em macrófagos 

e em outras células (ABBAS et al., 2008). 

A relação entre L- arginina e macrófagos é essencial para o desenvolvimento da 

inflamação nessas células e para a produção de NO, através da iniciação de uma sinalização 

intracelular. Frente a presença de uma endotoxina bacteriana, esse aminoácido aumenta a 

sensibilidade dos macrófagos a esse agente estranho (PEKAROVA  E LOJEK, 2015). 

L-arginina funciona é um substrato importante e imunomodulador de respostas inatas, 

e pode ser potencialmente utilizada como um imunonutriente (PEKAROVA E LOJEK, 2015). 

Vários estudos comprovam que a síntese de NO é dependente do transporte de L-arginina em 

células do endotélio, em leucócitos e em plaquetas (BRUNINI et al., 2003). 

A síntese de NO, em várias condições fisiológicas e patológicas, depende de L-

arginina extracelular. Esta dependência, que ocorre mesmo quando o nível intracelular de L-

arginina disponível está em excesso, é denominado “O paradoxo da L-arginina” (BRUNINI et 

al., 2005). 

Em sistemas biológicos, o NO é sintetizado enzimaticamente a partir de L-arginina de 

acordo com a seguinte reação química (PREDONZANI et al., 2015): 

 

Durante as últimas décadas, o óxido nítrico (NO) tem sido reconhecido como um dos 

principais agentes envolvidos na imunidade e inflamação. A relevância de efeitos mediados 

por NO na regulação de qualquer imunidade seja ela inata ou adaptativa é inegável 

(PREDONZANI et al., 2015). NO possui potente ação vasodilatadora o que leva a um 

aumento da permeabilidade vascular. Além disso, atua como regulador do recrutamento de 

leucócitos e exerce ação citotóxica contra micro-organismos (ABBAS et al., 2008). 

Devido às suas características químicas, NO pode reagir rapidamente com outros 

radicais livres para gerar diferentes espécies reativas de nitrogênio (RNS), que têm sido 

intrigantemente associados com diversas condições patológicas.  As RNS estão envolvidas em 
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várias condições patológicas, tais como inflamação crônica, doenças autoimunes e cancro.  

Essas RNS aumentam a inflamação, afetam a estrutura de proteínas e suas funções, a 

expressão de genes, a sinalização celular e a morte celular revelando uma duplicidade das 

respostas mediadas por NO (PREDONZANI et al., 2015). 

2.6 Fitoterapia 

A fitoterapia é o estudo das plantas medicinais e fitoterápicos e outros produtos. Vem 

do grego “therapeia” tratamento e interações medicamentosas existentes entre os “phyton”: 

vegetal (SILVEIRA et al., β008). Os chamados medicamentos “fitoterápicos” são preparações 

vegetais padronizadas que consistem de uma mistura complexa de uma ou mais substâncias 

presentes na planta que são preparados adequadamente e posteriormente prescritos em 

obediência à legislação vigente (DI STASI, 2007). 

Os remédios populares têm importante papel em países em desenvolvimento, em 

especial em locais onde a disponibilidade de serviços de saúde modernos é limitada (AGRA 

et al., 2007). Grande parte dos produtos farmacêuticos que são elaborados usando plantas, 

somente foram possíveis a partir de informações obtidas junto a população que despertaram o 

interesse da indústria farmacêutica (MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2010). É a 

chamada “corrida pelo conhecimento tradicional”, marcada pela valorização deste 

conhecimento para futuras pesquisas (REZENDE, 2005).  

Cerca de 80% da população mundial utiliza plantas para fins medicinais porém a 

maioria das plantas não foi investigada tanto química quanto biologicamente. Desta forma, a 

descoberta pela comunidade científica de compostos e plantas com função terapêutica vai de 

encontro aos conhecimentos populares que já utilizam as plantas baseados em experiências 

passadas de geração a geração por meio de indicações empíricas. Muitas plantas medicinais 

nativas possuem potencial para novos estudos voltados para interesse social e ecológico, 

como doenças endêmicas negligenciadas ainda persistentes no país (BESSA, 2013). 

Nas pesquisas com fitoterápicos o uso popular pode sugerir espécies potencialmente 

importantes, porém, faz-se necessário uma série de estudos, entre eles, a identificação de 

espécies com comprovada ação farmacológica e/ou substâncias biologicamente ativas 

(MACHADO E OLIVEIRA, 2014). 
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Atualmente a demanda por medicamentos à base de plantas medicinais é crescente. 

O uso de fitoterápicos aumentou em países em desenvolvimento, bem como em países 

desenvolvidos, como uma forma adicional para tratar e prevenir doenças. A grande extensão 

,aproximadamente um terço da flora mundial,e diversidade da flora brasileira é uma vantagem 

na busca de plantas com potencial terapêutico (SILVA et al., 2013) já que plantas da floresta 

tropical representam uma rica fonte de substâncias potencialmente imunomodulatórias 

(WILLIAMS, 2001). 

 

2.7 Carapa guianensis 

O gênero Carapa pertence a família botânica Meliaceae e contêm duas espécies, 

Carapa guianensis e Carapa procera, que são conhecidas na Amazônia sob o mesmo nome 

de andiroba, sendo dificilmente diferenciadas (FERRAZ et al., 2002). É amplamente 

distribuído em toda Amazônia e ocorre em alta freqüência em floresta de terra firme e na 

várzea (EMBRAPA AMAZÔNIA ORIENTAL, 2004). Foi descrito pela primeira vez pelo 

botânico francês Jean-Baptiste Christopher Fuseé Aublet (1720-1778), em 1775, na Guiana 

Francesa, como pertencente a esta família (CARIOCA, 2002). 

Carapa guianensis Aublet (Meliaceae), ou andiroba, é uma árvore nativa da floresta 

tropical da América do Sul que pode medir até 50 m de altura é facilmente reconhecível pelo 

seu porte grande, flores perfumadas e esbranquiçadas (INOUE et al., 2013). 

C. guianensis pode ser encontrada em toda a região Amazônica, em várzeas secas e 

alagadiças, beiras de rios e igarapés do Pará até a Bahia. Floresce duas vezes ao ano, agosto-

setembro e janeiro-fevereiro, já os frutos amadurecem em junho-julho e fevereiro-março 

(LORENZI, 1992; AMBROZIN et al., 2006).  

A casca cinzenta e grossa; folhas impinadas ou abrupto-impinada composta por 

inúmeros folíolos subopostos, elíptico-oblongo; flores pequenas, amarelas ou vermelhas, 

axilares; fruto capsular ovóide semi-globoso, lenhoso; número variado de sementes 

vermelhas, coriáceas e quase lenhosas, convexas, angulosas ou irregularmente tetraédricas, 

achatadas lateralmente (CORRÊA, 1926).  
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Carapa spp, é uma espécie de uso múltiplo, sua madeira e o óleo extraído das suas 

sementes são os produtos mais importantes. A madeira obtida desta planta é de excelente 

qualidade e resistente contra insetos. O óleo extraído de suas sementes é muito procurado para 

uso medicinal e cosmético, aumentando sua exploração extrativista (FERRAZ et al., 2002) . O 

chá da casca é utilizado para febre, como repelente de insetos e na fabricação de vela, sabão e 

xampu, pode ser também usado para tratar feridas e vermes (EMBRAPA AMAZÔNIA 

ORIENTAL, 2004).  

O nome andiroba é amplamente usado no Brasil com variações como andiroba-branca, 

andiroba-de-igapó, andiroba-lisa, andiroba-vermelha (EMBRAPA AMAZÔNIA ORIENTAL, 

2004). O óleo das sementes é um dos produtos medicinais da floresta amazônica mais 

vendido e vem sendo utilizado por comunidades indígenas da Floresta Amazônica como 

antipirético, anti-malária, inseticida (MIRANDA JÚNIOR et al., 2012), para o tratamento de 

tosse , convulsões, doenças de pele, artrite , reumatismo, infecções de ouvido e para curar as 

feridas e contusões (COSTA-SILVA et al., 2008).  

O óleo de andiroba é quase exclusivamente composto por material saponificável com 

alta porcentagem de ácidos graxos insaturados, ácido palmítico, oléico (cerca de 50%) e 

linoléico, de grande interesse para a indústria de cosméticos (CASTRO et al., 2006). A fração 

não saponificável, cerca de 2 a 5% (TAYLOR, 1984), é rica em substâncias amargas, 

chamadas meliacinas ou limonóides, os quais são os compostos responsáveis pelos efeitos 

medicinais da planta (AMBROZIM et al., 2006). Dentre os limonoides encontrados no óleo 

da semente de C. guianensis estão: 6α-acetoxygedunin, 7-desacetoxi-7-oxogedunin, 

andirobina, gedunin e metil-angolensate (HENRIQUES E PENIDO, 2014). Diversas 

atividades biológicas são atribuídas aos compostos limonóides como sua ação inseticida, 

antibacteriana, antifúngica, antimalárica, anticancerígena e antiviral (DA SILVA et al., 2009). 

Os limonóides, uma série de estruturalmente diversa de tetranortripenoides ou  tetra-

nor-triterpenos, são encontrados principalmente na Família Meliaceae e têm atraído a atenção 

dos pesquisadores, sendo considerados metabólitos típicos das meliáceas. Diversos 

limonóides já forma isolados de C. guianensis. A partir do óleo da flor foram obtidos 7-

desacetoxi-7-oxogedunin, 6α-acetoxygedunin , methylangolensate , 6α-hydroxygedunin , 6α-

acetoxi-7α deacetoxy- 7α-hydroxygedunin , gedunin  e 7-desacetoxi-7-hydroxygedunin 

(SAKAMOTO et al., 2015).  
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Dois novos gedunins, um andirobin, dois mexicanolides, e um limonóides-tipo 

phragmalin, chamado Andirolides Q, R, S, T, L e V, foram isolados a partir de um óleo da 

flor de Aublet Carapa guianensis (Meliaceae) (SAKAMOTO et al., 2013). Novos 

limonóides, conhecidos como carapanolides foram isolados por Matsui et al.  (2014)  e 

nomeados J-L . Três novos andirolides, W-Y, foram isolados a partir do óleo de flor de C. 

guianensis (Sakamoto et al., 2015).  Além dos limonóides: 17ȕ-hidroxiazadiradiona, 6α-

acetoxigedunina , 7-deacetoxi-7-oxogedunia , deacetilgedunina , andirobina , gedunina  , 

metil-angolesato  (AMBROZIN et al., 2006; SILVA et al., 2009). 

Três novas geduninas, H, I e J, uma andirobina, K, três mexicanolides, L, M e N, e 

dois limonoides do tipo andirolides, O e P, foram isoladas a partir de um óleo da flor de 

Carapa guianensis Aublet (TANAKA et al., 2012). 

Dois novos limonoids guianolides, denominadas A e B, foram isolados a partir das 

sementes de C. guianensis (INOUE et al., 2013).Três novos andirolides, W-Y , foram 

isolados a partir do óleo de flor de C. guianasis, são eles : 7-desacetoxi-7-oxogedunin , 6α-

acetoxygedunin , methylangolensate, 6α-hydroxygedunin , 6α-acetoxi-7α deacetoxy- 7α-

hydroxygedunin , gedunin  e 7-desacetoxi-7-hydroxygedunin a partir  do óleo da flor 

(SAKAMOTO et al., 2015). 

Limonóides tetranortripenoides são de interesse considerável devido às suas 

variedades estruturais e atividades biológicas, tais como insecticidas, agentes antibacterianos, 

antifúngicos, antimaláricos, anti-cancro e anti-viral. Eles contêm átomos de oxigénio que 

conferem uma polaridade moderada e são responsáveis pelas dificuldades na sua separação 

por meio de métodos cromatográficos tradicionais (DA SILVA  et al., 2009). 

Limonoides tetranortripenoides isolado de C. guianensis apresentam efeitos inibitórios 

sobre eosinófilos e linfócitos T, através do qual eles prejudicam a diferentes mecanismos que 

mediam a resposta alérgica (FERRARIS et al., 2011). 

O óleo das sementes da planta é eficaz para o tratamento de inflamações e infecções, e 

como agentes anti-alérgicos através da inibição da formação de edema por insuficiência de 

vias de sinalização desencadeada por histamina, bradicinina e fator de ativação de plaquetas 

(HENRIQUES E PENIDO, 2014).  

http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Inoue%2C+T
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20VP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19003936
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567576910002912
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Tem ação para tratamento de cicatrização de feridas, aumentando a taxa de contração 

da ferida e da resistência da pele (NAYAK et al., 2011), e cicatrização do estômago 

(SANTOS et al., 2013).  

Sobre a toxicidade, quando administrado via oral em ratos Wistar, o óleo de semente 

de C. guianensis não induziu alterações significativas em parâmetros bioquímicos, 

hematológicos e morfológicos, mas há indícios de uma possível toxicidade hepática (COSTA-

SILVA et al., 2008). A parte não saponificável do óleo de andiroba foi atribuída ação 

antiplasmódica ao Plasmodium falciparum, agente transmissor da malária a humanos 

(MIRANDA JÚNIOR et al., 2012), o óle bruto apresenta toxicidade para operárias de Atta 

sexdens rubropilosa isoladas do formigueiro (OLIVEIRA, 2006) e o óleo possui efeito como 

repelente contra a picada do mosquito do gênero Aedes sp. (MIOT et al., 2004).  

A mistura de óleos essenciais de Azadirachta indica, Melaleuca alternifolia e C. 

guianensis e extrato fermentado de Carica papaya agiram em sinergia como um larvicida em 

Aedes aegypti (TORRES et al., 2014). 

A atividade ovicida contra nematóides gastrintestinais de caprinos e ovinos in vitro, 

demonstrada pelo óleo da semente de C. guianensis evidenciaa atividade anti-helmíntica deste 

fitoterápico e a possibilidade como alternativa para o controle de nematóides gastrintestinais 

de caprinos e ovinos (FARIAS et al., 2000). 

Em estudo in vitro com macrófagos peritoneais estimulados com LPS, limonóides 

isolados da flor de C. guianensis demonstraram ação inibidora de óxido (SAKAMOTO et al., 

2015). Matsui et al. (2014) em estudo similar com óleo da semente de C.guianensis, também 

encontrou efeito inibidor sobre NO , tendo o carapanolide J (C26H30O7)  efeito inibidor 

superior ao da droga padrão. 

As propriedades, os índices de acidez e peróxidos e o rendimento do óleo de andiroba, 

confirmam a potencialidade da utilização deste óleo na indústria cosmética e farmacêutica 

(DAMASCENO et al., 2003). 
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2.8. Nanoemulsões 

As emulsões são dispersões de pelo menos dois líquidos imiscíveis. As nanoemulsões 

são as emulsões ultrafinas, uniformes, em que os glóbulos estão em escala nanométrica, que 

varia de 20-500nm (ROCHA-FILHO et al., 2014). O prefixo "nano" está relacionado a uma 

escala de medida em que um nanômetro representa um bilionésimo do metro ou um 

milionésimo do milímetro. Estruturas nessa escala apresentam propriedades funcionais únicas 

não encontradas na escala macro (CHAU et al., 2007). Os nanocompósitos são materiais 

híbridos, nos quais pelo menos um de seus componentes tem dimensões nanométricas (ASSIS 

et al., 2012). 

Nanoemulsões são emulsões com tamanho de submicron que estão sob investigação 

extensa como veículos de fármacos para melhorar a entrega de agentes terapêuticos. Estas 

representam um sistema de nanopartículas avançado para a entrega sistêmica de princípios 

ativos na indústria farmacêutica para liberação controlada de fármacos (THAKUR et al., 

2012). 

As vantagens do uso de nanoemulsões são a sua maior interação com biomoléculas; 

maior penetração, otimização do efeito cosmético (SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004), a 

sua baixa viscosidade e capacidade de se espalhar melhor pela pele o que seria desejável para 

elaboração de produtos tópicos (ROCHA-FILHO et al., 2014), estabilidade física e físico-

química,  sua capacidade de servir como veículos para fármacos hidrofílicos e lipofílicos, 

fornecer aumento da taxa de absorção e biodisponibilidade, da estabilidade de fármacos e 

também aumento da permeação cutânea, além de possuir características sensoriais mais 

agradáveis para aplicação em cosméticos (THAKUR et al., 2012). 

O tamanho nano proporciona maior área de superfície e, portanto, aumenta a 

velocidade de absorção, reduz a variabilidade e, assim, aumenta a biodisponibilidade de 

drogas (THAKUR et al., 2012). A principal razão para as diferenças no comportamento entre 

materiais compostos e nanocompósitos está relacionada com a elevada área superficial destes 

últimos, resultando em intensa interação entre a matriz na qual estão inseridos e as 

nanopartículas (ASSIS et al., 2012). Nanoemulsão é uma grande promessa para o futuro dos 

cosméticos, diagnóstico, terapias e biotecnologias de fármacos (THAKUR et al., 2012) 
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Nanoemulsões são sistemas muito frágeis por natureza. Como eles são transparentes e, 

geralmente, muito fluidos, ao menor sinal de desestabilização aparece facilmente. Eles se 

tornam opacas e desnatamento podem ser visíveis. Foram identificadas duas principais fontes 

de instabilidade em sistemas estes que são descritos no presente documento: um causada pela 

natureza da fase de óleo e outro proveniente da adição de polímeros para espessar ou gelificar 

a nanoemulsão, Tem como desvantagens também a grande concentração de agentes 

tensioativos, co-agentes tensioativos, instabilidade pode ser causada devido ao efeito Oswald 

de amadurecimento. A sua estabilidade é afetada pela temperatura e pH (THAKUR et al., 

2012).  

Apesar da instabilidade termodinâmica, as nanoemulsões são sistemas cineticamente 

estáveis e apresentam diversas potencialidades como sistemas carreadores de fármacos, 

especialmente para aqueles de reduzida hidrossolubilidade. Estudos recentes descrevem a 

possibilidade de redução de toxicidade, aumento de atividade, janela terapêutica e 

biodisponibilidade e, em alguns casos, uma liberação controlada e direcionada de fármacos 

incorporados nesses sistemas (DATE et al., 2008). 

Nanoemulsões são sistemas muito frágeis por natureza. Como eles são transparentes e, 

geralmente, muito fluidos, ao menor sinal de desestabilização aparece facilmente. Eles se 

tornam opacas e desnatamento podem ser visíveis. Foram identificadas duas principais fontes 

de instabilidade em sistemas estes que são descritos no presente documento: um causada pela 

natureza da fase de óleo e outro proveniente da adição de polímeros para espessar ou gelificar 

a nanoemulsão (ASSIS et al., 2012). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Geral 

 Avaliar o efeito imonumodulatório in vitro da nanoemulsão e do óleo de Carapa 

guianensis em macrófagos RAW 264.7. 

3.2 Específicos 

 Quantificar os níveis de nitrito em sobrenadantes de macrófagos RAW 264.7 tratados 

com óleo e nanoemulsão de C. guianensis. 

 Quantificar a produção de citocinas IL-12, TNFα, IL-4, IL-1ȕ, IL-10 e IFN-Ȗ em 

sobrenadantes de macrófagos RAW 264.7 tratados com óleo e nanoemulsão de C. 

guianensis. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Obtenção do óleo da semente de C. guianensis (andiroba) 

As sementes da andiroba foram coletadas a partir de 20 localidades do Estado do Pará. 

O óleo de andiroba foi processado e caracterizado pelo Laboratório de Química da 

Universidade Federal do Pará. As amostras foram coletadas e os frutos conservados sob 

refrigeração (12 °C) e transportados para local apropriado, onde foram processados e foi feito 

o processo de puba para extração do óleo in natura via solvente orgânico. A extração por 

solvente foi realizada de acordo com o procedimento descrito por Sousa Filho (2007).  

4.2 Obtenção da nanoemulsão de C. guianensis (andiroba) 

      A nanoemulsão foi obtida a partir do óleo da semente de C.guianensis, 

com concentração de 10% de óleo de andiroba, 10% de água e 20% de surfactante. A 

densidade do óleo de andiroba usada foi de 0,95939g/mL. 

A composição química e a metodologia ainda não podem ser divulgadas por proteção 

por patente do resultado da pesquisa. 

                                                                                                                                                               

4.2 Padronização da emulsão do óleo de andiroba 

Para a realização dos microtestes o primeiro procedimento adotado foi resolver o 

problema da solubilização do óleo de andiroba, haja vista que o mesmo por ser muito 

lipofílico é de difícil solubilização em meio aquoso, 0,08 gramas do óleo foi diluído em 1 ml 

de DMSO e depois foi necessário utilizar um agente solubilizante ou emulsificante para 

estabilizar a solução de trabalho (RPMI 1640 sem soro fetal bovino). Com isso, inicialmente 

as soluções foram preparadas a temperatura ambiente em cinco concentrações que variaram 

de 800µg/ml a 2,5 µg/ml. 

4.3 Padronização da nanoemulsão da andiroba 

A nanoemulsão utilizada era constituída por 10% óleo de C. guianensis, 10% de água 

e 20% de surfactante. O óleo possui densidade de 0,95939 g/ml. A quantidade de 0,08 gramas 

da nanoemulsão foi diluída em 1 ml de DMSO e depois com a diluição em meio RPMI 1640 
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(sem soro fetal bovino) foram preparadas a temperatura ambiente as  cinco concentrações que 

variaram de 800µg/ml a 2,5 µg/ml. 

4.4 Linhagens Celulares  

A linhagem celular utilizada foi a de macrófago RAW 264.7 (ATCC TIB-71), cedida 

pelo Laboratório de Imunomodulação e Protozoologia, Instituto Oswaldo Cruz (Rio de 

Janeiro-RJ).  É uma linhagem de macrófagos derivados de tumores induzidos pelo vírus de 

Abelson Murine Leukemia vírus, em camundongos machos BALB/c. Os macrófagos da 

linhagem RAW 264.7 são macrófagos murinos transformados pela injeção intraperitoneal do 

vírus de leucemia Abelson, obtidos da ascite de ratos BALB/c (ABELSON, 1970). Estas 

células possuem receptores para imunoglobulinas e produzem lisozimas (ABCAM, 2009). 

Também são capazes de responder de forma similar aos macrófagos obtidos diretamente de 

camundongos, além de serem alvos de ativação por polissacarídeos (RAMAMOORTHY E 

TIZARD, 1998). 

4.6 Condições de cultura celular macrófagos RAW 264.7 

As células foram cultivadas em garrafas de 75cm2 e mantidas à temperatura de 37ºC e 

5% de CO2.  O meio utilizado foi RPMI 1640 (Gibcon BRL) suplementado com 10 ml L-

glutamina (20 mM) e 10 ml de solução antibiótica e antimicótica (Antibiotic Antimycotic 

Solution (100×), Stabilized- Sigma) contendo 10.000 unidades de penicilina, 10 mg de 

estreptomicina e 25µg de anfotericina B por ml. O meio foi suplementado com 10% (V/V) 

Soro Bovino Fetal (SBF) (Cultilab).  

A suspensão celular foi então distribuída em novas garrafas de cultura estéreis 

novamente mantidas em estufa de CO2 (5%), a 37 °C (LÉO et al., 2008). A monocamada de 

células foi rotineiramente observada em microscópio invertido (OLYMPUS MOD. CK2). 

4.7 Citotoxicidade em macrófagos RAW 264.7 

A avaliação da citotoxidade foi realizada conforme adaptação da técnica Mosmann 

(1983). Foram adicionados 100 µl de macrófagos RAW 264.7 (2x106 células/mL) na 

concentração de 5 x 104 em três placas de 96 poços. As placas foram incubadas overnight em 

estufa a 37ºC com 5% CO2.  No dia seguinte retirou-se o meio RPMI e adicionou-se nos 

poços 100 µl de nanoemulsão, nas concentrações seriadas 800, 400; 200; 100;50 e 25 μg/ mL. 
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Em outros poços 100 µl do óleo de C. guianensis nas mesmas concentrações seriadas. 

Para cada concentração, foi mantido um controle negativo somente com a nanoemulsão e o 

meio e outra com o óleo e o meio. O controle positivo foi feito com as células e a droga de 

referência para avaliação de citotoxidade, DMSO. 

Todos os grupos foram feitos em triplicata. Após a adição da nanomulsão e do óleo, as 

placas foram dividas em três grupos, um para 24, um para 48 e outro para 72 horas, de acordo 

com o tempo de permanecimento em estufa a 37ºC com 5% CO2 e tempo de coleta dos 

sobrenadantes. Em cada um dos grupos, após decorrido o tempo estipulado, adicionou-se 10 

µl de MTT na concentração de 5 mg/mL e incubou-se novamente a placa por 2horas em 

estufa sob as mesmas condições.  

Em seguida, foi feita a centrifugação a 1500 rpm durante 10 minutos  e depois  

retirado 100 µl do sobrenadante de cada poço, depois foram adicionados e homogeneizados 

100 µl de DMSO em cada poço. A placa foi colocada em agitador por 30 minutos. 

A seguir, foi realizada a leitura em espectrofotômetro com comprimento de onda de 

540nm.  

4.8 Macrófagos RAW 264.7 tratados com óleo e nanoemulsão de C. guianensis sem 

estímulo com LPS 

O experimento foi realizado em placa de 96 poços, com cada grupo em triplicata e 

repetido duas vezes. A concentração de células por poço foi de 2x 106. As células foram 

plaqueadas com γ90 μL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% soro fetal bovino, 

permanecendo overnight. No dia seguinte, foi retirado o meio e lavou-se com 1 ml de PBS 

(ph 7.4). Então o PBS foi retirado e acrescentou-se  990 μL de meio RPMI 1640 sem soro e 

foram feitas as diluições para as concentrações de nanoemulsão ou do óleo de C. guianensis. 

As concentrações escolhidas foram baseadas no resultado da citotoxicidade e foram de 10, 5 e 

β,5 μg/ mL. O grupo controle negativo foi de células incubadas apenas com meio RPMI 1460 

e o controle positivo com células com meio RPMI 1460 e estimuladas com LPS,  houve ainda 

um grupo estimulado com LPS e tratado com a droga antiinflamatória de referência 

dexametasona (2mg/ml). Após 24, 48 e 72 horas os sobrenadantes foram coletados para a 

análise das citocinas IL-12, TNF-α, IL-4, IL-1ȕ, IL-10, IFN-Ȗ e da produção de nitrito. 
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4.9 Macrófagos RAW 264.7 tratados com óleo ou nanoemulsão de C. guianensis com 

prévio estímulo com LPS  

O experimento foi realizado em placa de 96 poços, com cada grupo em triplicata e 

repetido duas vezes. A concentração de células por poço foi de 2x 106. AS células foram 

plaqueadas com γ90 μL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% soro fetal bovino, 

permanecendo overnight. No dia seguinte tirou-se o meio e lavou-se com 1 ml de PBS (ph 

7.4). Então o PBS foi retirado e se acrescentou 990 μL de meio RPMI 1640 sem soro e foi 

adicionado  10 μL de LPS ( 1 mg/ml) em cada poço correspondente. 

Após 1 hora de contato com LPS, foi retirado 1 mL e adicionado 1 mL de PBS para 

lavagem e depois retirado. Acrescentou-se então 990 μL de meio RPMI 1640 sem soro e 

foram acrescentadas as concentrações de nanoemulsão ou do óleo de C. guianensis  de 10, 5 e 

β,5 μg/ mL. 

O grupo controle negativo foi de células incubadas apenas com meio RPMI 1460 e o 

controle positivo com células com meio RPMI 1460 e estimuladas com LPS,  houve ainda um 

grupo estimulado com LPS e tratado com a droga antiinflamatória de referência 

dexametasona (2mg/ml). 

Após 24, 48 e 72 horas os sobrenadantes foram coletados para a análise das citocinas 

IL-12, TNF-α, IL-4, IL-1ȕ, IL-10, IFN-Ȗ e da produção de nitrito. 

4.10 Macrófagos RAW 264.7 tratados com óleo ou nanoemulsão de C. guianensis com 

posterior estímulo com LPS  

O experimento foi realizado em placa de 96 poços, com cada grupo em triplicata e 

repetido duas vezes. A concentração de células por poço foi de 2x 106. As células foram 

plaqueadas com γ90 μL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% soro fetal bovino, 

permanecendo overnight. No dia seguinte tirou-se o meio e lavou-se com 1 ml de PBS ( ph 

7.4). Então o PBS foi retirado e se acrescentou 990 μL de meio RPMI 1640 sem soro e 

acrescentou-se e foram acrescentadas as concentrações de 10 , 5 e β,5 μg/ mL  de 

nanoemulsão ou do óleo de C.guianensis. Após 1 hora foi adicionado estimulo com LPS.  

O grupo controle negativo foi de células incubadas apenas com meio RPMI 1460 e o 

controle positivo com células com meio RPMI 1460 e estimuladas com LPS,  houve ainda um 
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grupo estimulado com LPS e tratado com a droga antiinflamatória de referência 

dexametasona (2mg/ml). 

Após 24, 48 e 72 horas os sobrenadantes foram coletados para a análise das citocinas 

IL-12, TNF-α, IL-4, IL-1ȕ, IL-10, IFN-Ȗ e da produção de nitrito. 

 

4.11  Dosagem de citocinas  

A partir do sobrenadantre de cultura de macrófagos RAW 264.7 incubados por 24, 48 

e 72 horas foram mensuradas as produções de IL-12, TNF-α, IL-4, IL-1ȕ, IL-10, IFN-Ȗ  por 

Ensaio de Imunoabsorção Ligado a Enzima (ELISA), de acordo com as instruções do 

fabricante (BD Biosciences, EUA).  

 

4.12 Dosagem de nitrito 

 A concentração de nitrito das amostras foi mensurada a partir do sobrenadantre de 

cultura de macrófagos RAW 264.7 incubados por 24, 48 e 72 horas pelo método 

colorimétrico de Griess (GREEN et al., 1982). O reagente de Griess é uma mistura 1:1 de 1% 

de sulfanilamida e 0.1% de naftiletilenodiamino-bicloridrato (Vetec) em ácido ortofosfórico 

(H3PO4) a 5%. As amostras foram transferidas em triplicatas, para uma placa tipo ELISA de 

96 poços. O mesmo volume (50µl) do reagente de Griess foi adicionado em cada poço. Após 

10 minutos, a densidade óptica (absorbância) foi medida por espectofotometria em leitor de 

ELISA com comprimento de onda de 570 nm. 

4.13 Análise estatística 

A concentração de nanoemulsão e do óleo de C. guianensis que reduz a viabilidade 

celular em 50% (CC50) quando comparada com o controle de citotoxicidade foi determinada 

através das regressões não lineares das médias das triplicatas encontradas para cada 

concentração através do programa GraphPad Prism 6. 

Os valores da citotoxicidade e das liberações de citocinas foram representados como 

média ± desvio padrão. Os dados não paramétricos foram analisados pela ANOVA por teste 

de  Kruskal–Wallis com pós Teste de Dunn. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Os resultados da citotoxicidade em macrófagos RAW 264.7 foram analisados por 

meio da viabilidade celular em 24, 48 e 72 horas (Figura 2). 

 

Figura 2. Efeito da nanoemulsão e do óleo de C. guinanesis na viabilidade celular em 24, 48 e 
72 horas. Os valores representam média ± desvio padrão das triplicatas do experimento. 
Diferenças consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05. 

 

Nanoemulsão na concentração de 800 µg/ml foi a mais tóxica e apresentou acentuado 

decréscimo na viabilidade celular em comparação com as outras concentrações neste tempo. 
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Talvez a maior concentração associada a maior taxa de absorção celular, característica típica 

das nanoemulsões (THAKUR et al., 2012)  seja a justificativa.  

A concentração do óleo de C. guianensis que  reduziu  50% da viabilidade celular  

(CC50) após  48 horas de incubação o CC50 do óleo foi de 199.6 ±0,1278 µg/ml e da 

nanoemulsão foi de 477,8 ± 0,1622 µg/ml e em 72 horas foi de 167,3 ± 0,1302 µg/ml para o 

óleo e de 349,5 ± 0,1775 µg/ml de nanoemulsão. Após  24 horas de incubação, as CC50 

foram as mais elevadas de todos os tempos, como já era esperado já que essa tende a reduzir-

se com o decorrer do tempo. 

Não há registro na literatura de citotoxicidade  de C. guianensis em macrófagos RAW 

264.7, da fração total óleo ou nanomemulsão e sim de compostos isolados como da planta 

como os carapanolides. Matsui et al. (2014) encontrou  no carapanolide J  (C26H30O7) e  

carapanolide L (C33H38O13) não-toxicidade em 3-100 mM, enquanto o Carapanolide K 

(C39H50O13)  exibiu  citotoxicidade maior para macrófagos peritoneais de ratos após 24 horas 

de incubação, dados de citotoxicidade foram encontrados nesse mesmo tempo em nosso 

trabalho mas em concentrações bem mais elevadas da nanoemulsão (800 µg/ml). 

Sakamoto et al. (2013) testou a citocidade para linhagem de células P388 do tipo 

leucêmica de camundongo  e encontrou siginificativa citotoxicidade  para andirolide S 

(C29H36O9) e andirolide T (C34H44O12) (IC50 of 1.4 μM para  andiroline s; 1.8 μM 

para andiroline t). Em células HL-60 da linhagem leucêmica para humanos houve IC50 de 

1.3 μM para andiroline s e andiroline t, atribuidno essa citotoxicidade  a  fração 2-

metilbutiriloxi. 

De acordo com os resultados de citotoxicidade foram as escolhidas as concentrações 

para estudo in vitro na mesma linhagem celular , as concentrações de 10, 05 e 2,5 µg/ml 

foram eleitas por forneceram com segurança ausência de toxicidade para as células. 

A produção de óxido nítrico foi mensurada indiretamente através da dosagem de 

nitrito (Figura 3). A dosagem de NO propriamente dito torna-se difícil devido sua 

evanescência, e em sua rápida oxidação a nitrito e nitrato, considera-se a concentração de 

nitrito e nitrato como prova de sua produção (FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000). 
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Figura 3.  Concentrações de nitrito (pg/mL) em sobrenadante de cultura macrófagos RAW 264.7 
tratados com concentrações de 10, 05 e 2,5 µg/ml de óleo e nanoemulsão de C. guinensis, após 24, 48 
e 72 horas de incubação. As letras A B e C representam grupos tratados com a planta sem estímulo. D, 
E e F grupos estimulados 1 hora antes com LPS e depois tratados. G, H e I grupos tratados  e 1 hora 
depois estimulados com LPS. Os valores representam média ± desvio padrão de dois experimentos 
independentes realizados em triplicata. Diferenças consideradas estatisticamente significativas quando 
p <0,05. ++ Representa p < 0,01. ++++ Representa p<0,0001  quando comparado ao controle 
negativo. ** Representa p<0,01  quando comparado ao controle positivo.* Representa p<0,05  quando 
comparado ao controle positivo. *** Representa p<0,001  quando comparado ao controle 
positivo.**** Representa p < 0,0001. 

 

Os grupo não estimulado com LPS (Figura 3, A, B e C ) e tratados com óleo ou 

nanoemulsão  de C.guianensis tiveram liberação de nitrito semelhante ao grupo negativo em 

24 e 48 horas. Em 72 horas as concentrações de 05 e 2,5 µg/ml nanoemulsão promoveram 

maior liberação de nitrito sem diferença estatística com o grupo controle negativo. 
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Nos grupos com estímulo prévio com LPS (Figura 3, D, E e F), a nanoemulsão 

reduziu significativamente a liberação de nitrito em 24 horas de incubação.  Em 48 horas a 

concentração de 10 e 2,5 µg/ml do óleo também promoveram redução nessa liberação. Matsui 

et al. (2014) em estudo  com limonóides isolados do óleo da semente de C.guianensis, 

também encontrou efeito inibidor sobre NO , tendo o carapanolide J (C26H30O7)  efeito 

inibidor superior ao da droga padrão L-NMMA após 24 horas de incubação com macrófagos 

RAW264.7 estimulados com LPS. Em estudo in vitro com macrófagos peritoneais 

estimulados com LPS, limonóides isolados da flor de C. guianensis também demonstraram 

ação inibidora sobre óxido nítrico (SAKAMOTO et al., 2015). 

Nos grupos com estímulo posterior com LPS a nanoemulsão e o óleo tiveram efeito 

semelhante ao grupo controle positivo (Figura 3 , G, H e I). 

Óxido nítrico é produzido em quantidades significativas durante a resposta 

inflamatória por macrófagos e outras células do sistema imunológico, que expressam a 

isoforma induzível (ou tipo II) da NO sintase (NOS). O NO gerado nestas circunstâncias 

ocasiona “danos oxidativos” letais às células-alvo, tais como células neoplásicas ou 

bactérias (CORREIA & MUSCARÁ et al., 2005). 

Óxido nítrico possui papel importante na sinalização intra e extra-celular e está 

envolvido em muitos processos fisiológicos dos mamíferos, que incluem a neurotransmissão, 

controle da pressão sangüínea, inflamação, reações imunológicas e nos mecanismos de defesa 

contra microorganismos e neoplasias (COSTA et al.,2003).  

A produção de NO podem culminar em efeitos indesejáveis, devido ao tênue limite 

de concentração tissular entre a não-toxicidade às células do hospedeiro e a toxicidade 

necessária para ação antimicrobicida. Portanto, o NO atua como toxina conforme a 

concentração e o tecido em questão. A diversidade de efeitos do NO parece estar relacionada 

às concentrações de ON gerados, à sensibilidade individual das células e à duração do 

fenômeno (COSTA et al.,2003). 

O descontrole na sua síntese está implicado na patogênese de doenças 

cardiovasculares, autoimunidade, rejeição de transplantes, doenças degenerativas, na sépsis, 

na genotoxicidade e no surgimento de neoplasias. O NO também foi incriminado como agente 
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iniciador da carcinogênese, que, associado a outros fatores, poderia levar ao descontrole da 

citoestase e da diferenciação celular (COSTA et al.,2003). 

Nos grupos tratados apenas com C. guinanesis ,sem estímulo com LPS, as 

concentrações de nanomemulsão estimularam uma maior liberação de IFN-Ȗ em β4 horas, 

maior até que o grupo controle positivo. Em 48 horas, a liberação para nanomemulsão não foi 

detectável, e em 72horas a maior concentração (10 µg/ml ) estimulou maior liberação. Para 

macrófagos tratados com o óleo, o maior estímulo para liberação de IFN-Ȗ ocorreu em 48 

horas (Figura 4). 

 

Figura 4. Concentrações de IFN-Ȗ (pg/mL)  determinadas por ELISA a partir de sobrenadantes de 
cultura macrófagos RAW 264.7 tratados com concentrações de 10, 05 e 2,5 µg/ml de óleo e 
nanoemulsão de C. guinensis, após 24 , 48 e 72 horas de incubação. As letras A B e C representam 
grupos tratados com a planta sem estímulo. D, E e F grupos estimulados 1 hora antes com LPS e 
depois tratados. G, H e I grupos tratados  e 1 hora depois estimulados com LPS. Os valores 
representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes realizados em triplicata. 
Diferenças consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05. * Representa p < 0,05 quando 
comparado ao grupo controle positivo. ** Representa p<0,01  quando comparado ao controle positivo. 
ND= níveis não detectáveis. 
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Para grupos estimulados anteriormente com LPS em 48 horas de incubação o óleo 

em 5 µg/ml promoveu redução na liberação de IFN-Ȗ pelas macrófagos  em comparação com 

o grupo controle positivo. 

Para grupos com estimulo posterior com LPS, em 24 horas o óleo em 2,5 µg/ml 

reduziu significativamente a liberação desta citocina( Figura 4, G) e em 72 horas a 

nanoemulsão em 10 e em 2,5 µg/ml reduziu significativamente a liberação de IFN-Ȗ ( Figura 

4 , I). 

Ferraris et al. (2011) dosaram os níveis de IFN-Ȗ a partir do sobrenadante de 

esplenócitos de camundongos C57BL/6 , após tratamento com diferentes 

tetranortriterpenóides (TNTPs) isolados da semente de C.guianensis, e encontrou redução dos 

níveis desta citocina na concentração de 50 µg/ml.  

Tanto a resposta Th1 como a resposta Th2 são fundamentais para a defesa do 

hospedeiro frente aos desafios imunológicos. Essas respostas são consideradas antagônicas e a 

citocina IFN-Ȗ modula negativamente a resposta Thβ enquanto IL-4 modula negativamente a 

resposta Th1 (MILLS & MCGUIRK, 2004). 

Essa citocina interfere na modulação da resposta inflamatória através da ativação 

macrófagos para sua forma clássica de ativação (M1) os quais induzirão a inflamação através 

de citocinas inflamatórias (MANTOVANI et al., 2004).  

É uma das principais citocinas envolvidas na reposta imune mediada por células, 

portanto essencial para a eliminação de infecções intracelulares como bactérias, pois induz 

macrófagos a destruir e/ou restringir o crescimento destas (DORMAN & HOLLAND, 2000) 

através do aumento da produção de reativos de oxigênio e nitrogênio que potencializam a 

resposta microbicida (JAYACHANDRAN et al., 2007). 

Ao IFN-Ȗ também se atribui efeito antitumoral  e que este se acumula em macrófagos 

no local da inflamação (SCHRODER et al., 2004).   
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Figura 5.Concentrações de TNF-α (pg/mL)  determinadas por ELISA a partir de sobrenadantes de 
cultura macrófagos RAW 264.7 tratados com concentrações de 10, 05 e 2,5 µg/ml de óleo e 
nanoemulsão de C. guinensis, após 24 , 48 e 72 horas de incubação. As letras A B e C representam 
grupos tratados com a planta sem estímulo. D, E e F grupos estimulados 1 hora antes com LPS e 
depois tratados. G, H e I grupos tratados  e 1 hora depois estimulados com LPS. Os valores 
representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes realizados em triplicata. 
Diferenças consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05. * Representa p < 0,05 quando 
comparado ao grupo controle positivo. ** Representa p<0,01  quando comparado ao controle 
positivo.+ Representa p < 0,05 .  +++ Representa p<0,001  quando comparado ao controle negativo. 

 

A liberação de TNF-α nos grupos tratados com o óleo e nanoemulsão e não 

estimulados foi estatisticamente semelhante a de células tratadas apenas com meio (controle 

negativo). Exceto pela maior concentração de nanoemulsão (10 µg/ml) que reduziu a 

liberação  em 48 horas (Figura 5, B). 
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Em grupos tratados com a planta e estimulados com LPS (anteriormente ou 

posteriormente) todas as concentrações de óleo e nanoemulsão liberaram concentrações 

estatisticamente semelhantes ao grupo controle positivo tratado apenas com LPS. 

Penido et al. (2006), em experimento com camundongos Swiss  e  C57/B16 

induziram a atrite com zimosan e após tratamento com tetranortriterpenóides isolados da 

semente de C.guianesis via oral  encontrou redução nos níveis de TNF-α das articulações dos 

joelhos dos animais. 

TNF-α é uma citocina produzida predominantemente por macrófagos ativados e tem 

múltiplos efeitos biológicos que incluem a diferenciação celular, proliferação, e múltiplos 

efeitos pró-inflamatórios ( LIU et al., 2013). 

LPS é um componente da membrana exterior de bactérias Gram-negativas e um dos 

mais potentes ativadores de monócitos e macrófagos. LPS ativa os macrófagos o que estimula 

a secreção de citocinas pró-inflamatórias tais como TNF-α, a qual desempenha um papel 

crucial na iniciação da resposta inflamatória e choque séptico ( WANG et al, 2014) 
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Figura 6.Concentrações de IL-12 (pg/mL)  determinadas por ELISA a partir de sobrenadantes de 
cultura macrófagos RAW 264.7 tratados com concentrações de 10, 05 e 2,5 µg/ml de óleo e 
nanoemulsão de C. guinensis, após 24 , 48 e 72 horas de incubação. As letras A B e C representam 
grupos tratados com a planta sem estímulo. D, E e F grupos estimulados 1 hora antes com LPS e 
depois tratados. G, H e I grupos tratados  e 1 hora depois estimulados com LPS. Os valores 
representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes realizados em 
triplicata.Diferenças consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05. + Representa p < 
0,05 quando comparado ao controle negativo. ++ representa p<0,01  quando comparado ao controle 
negativo. * representa p<0,05  quando comparado ao controle positivo. ND= níveis não detectáveis. 

 

Após 48 horas de incubação o grupo tratado com óleo a 10 µg/ml foi o que estimulou 

a maior liberação de IL-12 em macrófagos não estimulados com LPS (Figura 6, B). E em 72 

horas a concentração da nanoemulsão de 10 µg/ml estimulou também maior liberação de IL-

12 quando comparada ao grupo controle negativo (Figura 6, C). 
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Em macrófagos estimulados com LPS o grupo tratado com óleo a 10 µg/ml com 72 

horas de incubação , com estímulo prévio com LPS, obteve maior liberação de IL-12(Figura 

6, F). 

A interleucina-12 desempenha um papel crucial na resposta inflamatória à infecção 

precoce e na geração de células Th1 (CONSTANTINESCU et al., 2000) e atividade anti-

tumoral ( MA et al., 2015).  A alta produção de IL-12 pode ser perigosa pois está envolvida na 

patogênese de numerosas doenças inflamatórias autoimunes  como artrite e diabetes tipo 1 

(ZIPRIS et al., 1996) 

Nos grupos não estimulado com LPS não houve concentração detectável de IL-1ȕ 

nos grupos tratados após 24 e 48 horas de incubação, com diferença estatística em 24 horas de 

incubação com os grupos tratados com nanoemulsão na concentração de 10 e 05 µg/ml.do 

óleo (Figura 7, A). 
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Figura 7. Concentrações de de IL-1ȕ (pg/mL)  determinadas por ELISA a partir de sobrenadantes de 
cultura macrófagos RAW 264.7 tratados com concentrações de 10, 05 e 2,5 µg/ml de óleo e 
nanoemulsão de C. guinensis, após 24 , 48 e 72 horas de incubação. As letras A B e C representam 
grupos tratados com a planta sem estímulo. D, E e F grupos estimulados 1 hora antes com LPS e 
depois tratados. G, H e I grupos tratados  e 1 hora depois estimulados com LPS. Os valores 
representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes realizados em triplicata.Os 
valores representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes realizados em 
triplicata. Diferenças consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05.  + Representa p < 
0,05 quando comparado ao controle negativo. ** Representa p<0,01 quando comparado ao controle 
positivo LPS. *** Representa p<0,001 quando comparado ao controle positivo.**** Representa P< 
0,0001 quando comparado ao grupo controle positivo. ND= níveis não detectáveis. 

 

Em grupos estimulados anteriormente com LPS , apenas macrófagos tratados com a 

nanoemulsão liberaram níveis detectáveis desta citocina. O óleo teve efeito inibidor sobre a 

liberação de  IL-1ȕ em todos os tempos (Figura 7, D, E e F). 

Em grupos estimulados posteriormente com LPS a liberação de IL-1ȕ foi menor que 

no grupo controle positivo, com diferença estatística nos grupos tratados com óleo a 05 µg/ml 
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e com todas de nanoemulsão em 24 horas (Figura 7, G), grupos tratados com 2,5 µg/ml   de 

óleo e  10 µg/ml  de nanoemulsão em 48 horas (Figura 7, H) e tratados com 05 e 2,5 µg/ml  

de nanoemulsão em 72 horas (Figura 7, I). 

Resultados de Penido et al. (2006) demonstraram redução dos níveis de IL-1ȕ para 

animais tratados com TNTPs de C. guianensis consolidando o já uso da planta para 

tratamento de artrite. 

Interleucina-1ȕ (IL-1ȕ) é uma das principais citocinas pró-inflamatórias, é secretada 

por vários tipos celulares, mas suas principais fontes são monócitos e macrófagos 

(MURAKAMI et al., 2012), sendo capaz de induzir a diferenciação de monócitos em 

macrófagos (SCHENK et al., 2014) e está relacionada a condições inflamatórias crônicas 

clinicamente importantes, como a aterosclerose (SERGIN et al.,2014). 

Com a dosagem de IL-4  dos sobrenadantes nota-se que a concentração de 05 e 2,5 

µg/ml do óleo inibiu a liberação de IL-4 em 48 horas (Figura 8, B). E a concentração de 05 

µg/ml de nanoemulsão estimulou a liberação de IL-4 em macrófagos após 72 horas (Figura 8, 

C). 
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Figura 8. Concentrações de de IL-4 (pg/mL)  determinadas por ELISA a partir de sobrenadantes de 
cultura macrófagos RAW 264.7 tratados com concentrações de 10, 05 e 2,5 µg/ml de óleo e 
nanoemulsão de C. guinensis, após 24 , 48 e 72 horas de incubação. As letras A B e C representam 
grupos tratados com a planta sem estímulo. D, E e F grupos estimulados 1 hora antes com LPS e 
depois tratados. G, H e I grupos tratados e 1 hora depois estimulados com LPS. Os valores 
representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes realizados em triplicata.Os 
valores representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes realizados em 
triplicata. Diferenças consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05.  + Representa p < 
0,05 quando comparado ao controle negativo. ** Representa p<0,01 quando comparado ao controle 
positivo LPS. *** Representa p<0,001 quando comparado ao controle positivo.**** Representa P< 
0,0001 quando comparado ao grupo controle positivo. 

 

Após 24 horas de incubação, macrófagos estimulados com LPS e depois tratados 

com óleo e nanoemulsão em 10 e 5 µg/ml reduziram a liberação de IL-4 (Figura 8, D). Em 48 

horas, as concentrações de 10 e 2,5 µg/ml de nanemulsão reduziram a liberação dessa citocina 

e a concentração de 2,5 µg/ml de óleo inibiu a liberação de IL-4 em macrófagos a níveis não 

detectáveis(Figura 8, E). Após 72 horas de incubação a concentração de 10 µg/ml do óleo e de 

05 e 2,5 µg/ml da nanoemulsão inibiram a liberação (Figura 8, F). 
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Macrófagos ativados do tipo M2 são uma importante fonte de IL-4 que agirá em T 

CD4, por isso representam um novo caminho pelo qual as células inatas promovem a 

diferenciação de linfócitos em Th2 e portanto um papel importante na formulação de 

respostas imunitárias adaptativas. A produção de IL-4 por macrófagos indica, dessa forma, 

um novo alvo para terapias destinadas a regular as respostas imunes disfuncionais (LA 

FLAMME  et al., 2012). 

IL-4 age sobre macrófagos ativados e inibe a produção de radicais livres de oxigênio, 

e reduz os efeitos das citocinas pró-inflamatórias como IL-1, TNF-α, IL-6 e IL-8 (ZHANG & 

NA, 2007). Devido a esse efeito antiinflamatório, IL-4 é vista como alvo para ser usada no 

tratamento de doenças como asma, osteoartrite, psoríase e linfoma (O'BYRNE, 2006).Seu 

efeito em reações alérgicas e anti-helmínticas relaciona-se a indução da diferenciação de 

linfócitos-B para produzir IgG e IgE (ZHANG & NA, 2007). 

As citocinas antiinflamatórias  IL-4 e IL - 10 são importantes reguladores negativos 

da expressão de gene pró-inflamatória em fagócitos mononucleares. Os mecanismos 

intracelulares que medeiam essas respostas parecem ser multifatoriais. IL- 4 é capaz de 

suprimir marcadamente a ativação da transcrição de genes que respondem a IFN-Ȗ 

(HAMILTON et al., 1999). 

Células estimuladas com LPS e tratadas com dexametasona apresentaram diferença 

estatística com o grupo controle positivo. A dexametasona é um corticóide que age na 

inibição da expressão de muitos genes envolvidos na resposta inflamatória e imune como, por 

exemplo, aqueles relacionados a  citocinas e enzimas como iNOS  e  COX-2(BARNES et al., 

2006). Possui atividade no combate a microorganismos intracelulares (BOUMPAS et al., 

1993), e devido a sua ação é utilizada como droga anti-inflamatória de referência. 

Dexametasona é utilizada na terapia de doenças autoimunes e na prevenção e 

tratamento da rejeição a transplantes, porém apresenta efeitos colaterais sistêmicos e severos 

principalmente em crianças e em algumas circunstâncias clínicas  muitas vezes não suprimem 

adequadamente a inflamação (BARNES et al., 2006). Sendo necessário portanto a pesquisa de 

agentes que possam mimetizar seus efeitos ou até mesmo superá-los para uma terapêutica 

mais eficaz 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamilton%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10725793
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Figura 9.Concentrações de de IL-10 (pg/mL)  determinadas por ELISA a partir de sobrenadantes de 
cultura macrófagos RAW 264.7 tratados com concentrações de 10, 05 e 2,5 µg/ml de óleo e 
nanoemulsão de C. guinensis, após 24 , 48 e 72 horas de incubação. As letras A B e C representam 
grupos tratados com a planta sem estímulo. D, E e F grupos estimulados 1 hora antes com LPS e 
depois tratados. G, H e I grupos tratados  e 1 hora depois estimulados com LPS. Os valores 
representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes realizados em triplicata.Os 
valores representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes realizados em 
triplicata. Diferenças consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05.  * Representa p < 
0,05 quando comparado ao controle negativo. ** Representa p<0,01 quando comparado ao controle 
positivo.  

 

 

As concentrações de 2,5 µg/ml do óleo e de nanoemulsão em 24 horas , após 

estimulo com LPS, inibiram a liberação de IL-10 (Figura 9 , D) assim como a de 05 µg/ml de 

nanoemulsão após 72 horas de incubação(Figura 9 , E). 
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IL-10 foi inicialmente descrita como uma citocina do tipo T helper 2 (Th2)  mas hoje 

se enquadra mais com uma resposta de células T reguladoras (Treg) pois a sabe-se que a 

expressão de IL-10 não é específica para células Th2. Ela está amplamente expressa por 

células do sistema adaptativo como Th1, Th2 e células do sistema imune inato como os 

macrófagos (O’GARRA & VIEIRA , β004). 

É altamente pleiotrópica e possui papel crucial como um regulador de respostas e 

auxilia no feedback imunológico pois apesar de induzido em muitas situações juntamente com 

citocinas pró-inflamatórias,  essas vias na verdade  regulam negativamente a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias (SARAIVA & GARRA , 2010). 

Possui propriedades anti-inflamatórias, tem um papel central na infecção por limitar 

a resposta imunitária aos agentes patogênicos, e assim evitando danos ao hospedeiro 

(SARAIVA & GARRA, 2010), está envolvida em de doenças auto-imunes , câncer 

(MANNINO  et al., 2015)  e em  doenças inflamatórias intestinais ( ZIGMOND et al., 2014). 

Muitas células da resposta inata e adaptativa produzem IL-10 independentemente do 

estímulo. Diferentes estímulos, ou a força de um estímulo, pode dar origem a diferentes níveis 

de IL-10 no mesmo tipo de célula (SARAIVA & GARRA , 2010). 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mannino%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26188281
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 As concentrações de nanoemulsão e de óleo de C.guianensis produziram efeito 

dose-dependente e também tempo-dependente, com redução de CC50 ao longo dos tempos 

considerados. 

Quando sem estímulo, a nanoemulsão de C.guianensis reduziu a liberação de TNF-α 

em macrófagos RAW-264.7. Em macrófagos tratados com óleo de C.guianensis houve 

redução na liberação de IL-1ȕ e de IL-4 e óleo e nanoemulsão em 10 µg/ml aumentaram a 

liberação de IL-12 nestas células. 

Nanoemulsão e óleo de C.guianensis conduziram a uma ação anti-inflamatória 

através da inibição da produção de nitrito, IFN-Ȗ e IL-1ȕ em macrófagos RAW-264.7 

estimulados anteriormente com LPS. Inibiram também a liberação de IL-4 e IL-10  indicando 

efeito inibidor também sobre a via Th2. 

Quando no estímulo posterior com LPS, o tratamento com C.guianensis reduziu a 

liberação de IFN-Ȗ e IL-1ȕ e IL-4 em macrófagos. 
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CONCLUSÃO 

De acordo com o exposto neste trabalho, podemos concluir que os componentes do 

óleo e da nanoemulsão de C.guianensis atuam em vias envolvidas no processo inflamatório 

referentes a  liberação de citocinas e a produção de nitrito com efeito predominantemente 

inibidor. 
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