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RESUMO 

 

O uvaol, urs-12-ene-3,28-diol, é um triterpeno pentacíclico encontrado em abundância no 

azeite de oliva, e possui reconhecidas propriedades antioxidantes. Recentes estudos 

reportaram os efeitos inibitórios do uvaol sobre a resposta imunoinflamatória. Em particular, 

os macrófagos mostram-se como células cruciais tanto para o estabelecimento/propagação 

quanto para a resolução das reações inflamatórias. Porém, as ações deste triterpeno sobre as 

funções de macrófagos não foram investigados até o presente momento. Assim, neste estudo 

objetivamos caracterizar as atividades anti-inflamatórias do uvaol em macrófagos ativados in 

vitro. Inicialmente, o efeito do uvaol sobre a viabilidade de macrófagos da linhagem J774 foi 

avaliada pelo método de MTT. Em seguida, constatamos que em macrófagos estimulados 

com LPS, o uvaol nas concentrações incapazes de induzir efeitos citotóxicos, reduziram de 

forma significativa a secreção de TNF-α, IL-1β e IL-6, sem interferir na secreção de IL-10. 

Para verificar se estes efeitos do uvaol também se estendiam as células humanas, utilizamos 

macrófagos derivados de monócitos humanos da linhagem THP-1. Com estas células 

constatamos um mesmo perfil de citotoxicidade, bem como um perfil semelhante de inibição 

na produção de mediadores, uma vez que o tratamento com uvaol também inibiu a produção 

de TNF-α, IL-1β, IL-6, MCP-1 e IL-8 em células estimuladas com LPS. Em macrófagos J774 

estimulados com LPS o uvaol também inibiu a geração de óxido nítrico. Ao ser avaliado o 

índice de fagocitose dos macrófagos, foi verificado que o tratamento com uvaol induziu de 

forma significativa um aumento na porcentagem de células que fagocitaram, bem como na 

quantidade de partículas fagocitadas por células, demonstrando claramente uma melhoria na 

habilidade de fagocitose. Considerando que as características pró-inflamatórias dos 

macrófagos foram inibidas pelo tratamento com uvaol, buscou-se quantificar a expressão do 

marcador de superfície CD86, uma molécula típica de macrófagos do perfil M1 (pró-

inflamatório). Os resultados revelaram que macrófagos tratados com uvaol exibiram uma 

redução significativa na expressão do marcador CD86. Adicionalmente, a secreção da citocina 

típica para o perfil M1, a IL-6, bem como para o perfil M2, a IL-10, em macrófagos apenas 

submetidos a diferenciação funcional foram significativamente inibidas pelo tratamento com 

uvaol. Além disso, ao se avaliar a expressão RNAm de genes típicos para o perfil M1, como 

TNF-α e IL-6, e para o perfil M2, como a Arg1 e TGF-β, verificamos que o uvaol inibiu de 

maneira significativa a expressão dos genes TNF-α, IL-6 e Arg1, exceto a expressão do gene 

TGF-β. Ao ser avaliada a ativação da via de sinalização intracelular do NF-kB constatou-se 

que o tratamento com uvaol inibiu a translocação do p65-NF-kB, o que pode justificar os 

efeitos anti-inflamatórios induzidos pelo tratamento com uvaol em macrófagos. Em conjunto, 

estes resultados sugerem que o uvaol exerce efeito anti-inflamatório nos macrófagos, 

diminuindo a secreção de citocinas e aumentando a atividade fagocítica, estes fenômenos 

parecem estar relacionados a atenuação na polarização de macrófagos M1 e a redução na 

translocação nuclear de NF-kB, reforçando seu uso como agente benéfico para a saúde em 

condições inflamatórias.  

 

Palavras-chave: Uvaol. Macrófago. Inflamação. 

  



 
 

 

ABSTRACT 

 

Uvaol, urs-12-ene-3,28-diol, is a pentacyclic triterpene found in abundance in olive oil and 

has recognized with antioxidant properties. Recent studies have reported the inhibitory effects 

of uvaol on the immunoinflammatory response. Macrophages, particularly, are shown to be 

crucial cells both for the establishment/propagation and for the inflammatory resolution 

reactions. However, the actions of this triterpene on the macrophage’s functions have not been 

investigated until this date. Thus, in this study, we aimed to characterize the anti-

inflammatory activities of uvaol in macrophages activated in vitro. Initially, the effect of 

uvaol on J774 macrophages viability was evaluated by the MTT method. Then, we found that 

in macrophages stimulated with LPS, uvaol in concentrations unable to induce cytotoxic 

effects, significantly reduced the secretion of TNF-α, IL-1β, and IL-6, without interfering 

with the secretion of IL-10. To check whether these effects of uvaol also extended to human 

cells, we used macrophages derived from human monocytes of the THP-1 cell line. With 

these cells, we found the same cytotoxicity profile, as well as a similar inhibition profile in the 

production of mediators, since treatment with uvaol also inhibited the production of TNF-α, 

IL-1β, IL-6, MCP-1 and IL-8 in cells stimulated with LPS. In J774 macrophages stimulated 

with LPS, uvaol also inhibited the generation of nitric oxide. When evaluating the its 

phagocytosis, it was found that treatment with uvaol significantly induced an increase in the 

percentage of cells that phagocytosed, as well as in the number of particles phagocytosed by 

cells, clearly demonstrating an improvement in phagocytosis ability. Considering that the pro-

inflammatory characteristics of macrophages were inhibited by treatment with uvaol, we 

sought to quantify the expression of the surface marker CD86, a typical molecule of 

macrophages of the M1 profile (pro-inflammatory). The results revealed that macrophages 

treated with uvaol exhibited a significant reduction in the expression of the CD86 marker. 

Additionally, secretion of the typical cytokine for the M1 profile, IL-6, as well as for the M2 

profile, IL-10, in macrophages only submitted to functional differentiation was significantly 

inhibited by treatment with uvaol. Furthermore, when evaluating the mRNA expression of 

typical genes for the M1 profile, such as TNF-α and IL-6, and the M2 profile, such as Arg1 

and TGF-β, we found that uvaol significantly inhibited the expression of the TNF-α, IL-6 and 

Arg1 genes, except for the expression of the TGF-β gene. When evaluating the activation of 

the intracellular signaling pathway of NF-kB, it was found that treatment with uvaol inhibited 

the translocation of p65-NF-kB, which may justify the anti-inflammatory effects induced by 

treatment with uvaol in macrophages. Together, these results suggested that uvaol exerts an 

anti-inflammatory effect on macrophages, decreasing cytokine secretion and increasing 

phagocytic activity, these phenomena seem to be related to attenuation in the polarization of 

M1 macrophages and reduction in nuclear translocation of NF-kB, reinforcing its use as a 

beneficial health agent in inflammatory conditions. 

 

Keywords: Uvaol. Macrophages. Inflammation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A resposta inflamatória é um processo fisiopatológico que ocorre em tecidos 

vascularizados em resposta a agressões físicas, químicas, mecânicas ou biológicas, com o 

objetivo de limitar a área da lesão e restaurar a homeostase do sítio inflamatório 

(MEDZHITOV, 2008). Os sinais clássicos desta resposta são o calor, o rubor, a dor, o edema 

e a perda de função que estão relacionados a fatores, como: o aumento no fluxo sanguíneo, o 

aumento da permeabilidade vascular, infiltração de leucócitos no tecido, e a liberação de 

mediadores inflamatórios no local da lesão; caso o estímulo não seja cessado ou reparado 

poderá haver perda da função local (MENTEN et al., 2002). 

Durante o processo inflamatório, os leucócitos migram para o sítio da lesão em resposta 

a fatores quimiotáticos, como as quimiocinas. Dentre estas células mobilizadas para o local da 

inflamação, os monócitos possuem um papel importante, pois ao chegarem no tecido são 

capazes de se diferenciarem em macrófagos e passam a atuar tanto na manutenção quanto na 

resolução da resposta inflamatória. Após ativados, os macrófagos servem como fonte primária 

para a produção de uma vasta gama de mediadores químicos (pró- e anti-inflamatórios), 

realizam intensa atividade fagocitária e atuam de forma determinante para resolução da 

inflamação (OHASHI; HATTORI; HATTORI, 2015).  

Os macrófagos são reconhecidos por sua grande plasticidade funcional, pois podem 

apresentar diferentes perfis de ativação ao longo da resposta inflamatória, sendo classificados, 

de acordo com suas funções, em macrófagos do perfil M1 ou M2. Este espectro de populações 

distintas de macrófagos tem sido caracterizado por uma combinação de marcadores de 

membrana e perfis de expressão gênica. Os macrófagos M1 apresentam atividade pró-

inflamatória, microbicida e citotóxica, enquanto o perfil M2, possui papel anti-inflamatório, 

que é importante na resolução da inflamação (CASSETTA et al., 2011). Os macrófagos M1 

mediam a inflamação através da expressão de mediadores como TNF-α, IL-1β, IL-1α, IL-6, 

CD86, COX-2, produção de óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ERO). A 

falha em regular esses mediadores leva à destruição das células e danos aos tecidos. Em 

contraste, os macrófagos M2 medeiam a resolução da inflamação e melhoram o reparo 

tecidual através da regulação positiva de IL-10, IL-4, IL-13, arginase-1 (arg-1) e CD206 

(GENSEL; ZHANG, 2015). 

Dentre os fatores de transcrição envolvidas com a polarização dos macrófagos cabe 

destacar que o fator nuclear kappa B (NF-κB) (CORDOVA et al., 2014). É sabido que as vias 

de NF-κB desempenham um papel central na regulação dos processos imunes e inflamatórios 
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que regulam a expressão de mediadores pró-inflamatórios como citocinas e quimiocinas 

envolvidas na inflamação, na apoptose e na proliferação (KIM et al., 2016). Além disso, a 

ativação da via de sinalização do NF-κB é responsável pela polarização de macrófagos M1 e 

pelos subsequentes efeitos pró-inflamatórios (LIU et al., 2017). Devido à sua plasticidade e 

capacidade de adotar diversos estados de ativação em resposta ao seu microambiente, a 

reprogramação funcional de macrófagos pode se tornar uma abordagem terapêutica para o 

tratamento de doenças com alto envolvimento de macrófagos, como as doenças de base 

inflamatória, incluindo as alergias. 

O arsenal terapêutico para o tratamento da inflamação envolve o uso de anti-

inflamatórios não-esteroidais, esteroidais e inibidores de leucotrienos, os quais, quando 

utilizados por períodos prolongados, levam ao surgimento de efeitos adversos, assim como 

resistência ao tratamento. Desta forma, estudos direcionados à descoberta de novas moléculas 

com potencial anti-inflamatório mostram-se necessários (BARNES, 2010). 

Nesse contexto, os metabólitos secundários de plantas, como os flavonoides, compostos 

fenólicos e terpenos, têm se destacado como fontes para identificação de moléculas com vasta 

gama de atividades terapêuticas. A partir destes metabólitos secundários várias moléculas de 

interesse farmacológico já foram desenvolvidas tendo como alvo de interesse suas 

propriedades antitumorais, antioxidantes e anti-inflamatórias (GILBERT; FAVORETO, 

2012). Dentre estes metabólitos, os triterpenos se distribuem amplamente na natureza 

(MAHATO et al.,1988; MIURA et al., 1999).  

O uvaol é um triterpeno pentacíclico presente em grande quantidade nas folhas e no 

óleo de oliva (Olea europaea L.) (ALLOUCHE et al., 2010). A literatura científica destaca 

seus relevantes efeitos farmacológicos na inflamação através da supressão da geração de 

ânions superóxido induzido por ácido araquidônico (CHEN et al., 2002), na produção de 

interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral α (TNF-α) em células mononucleares 

(MARTIN et al., 2006) e na inflamação alérgica (AGRA et al., 2016). No entanto, o efeito do 

uvaol sobre as funções de macrófagos e os mecanismos moleculares associados à sua 

atividade anti-inflamatória não foram avaliadas até o momento. Portanto, o objetivo geral 

deste estudo foi avaliar in vitro os efeitos do uvaol sobre as funções de macrófagos e 

identificar os possíveis mecanismos moleculares associados a estes efeitos.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

  

Caracterizar in vitro os efeitos anti-inflamatórios do uvaol em macrófagos e identificar 

possíveis mecanismos moleculares associados a estes efeitos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar o efeito do uvaol sobre a viabilidade de macrófagos.  

2. Analisar o efeito do uvaol sobre a produção/liberação de mediadores inflamatórios 

em macrófagos estimulados por LPS. 

3. Avaliar o efeito do uvaol sobre a fagocitose de macrófagos. 

4. Analisar o efeito do uvaol sobre a expressão do marcador CD86, característico de 

macrófagos com perfil M1. 

5. Analisar o efeito do uvaol sobre a diferenciação funcional e fenotípica de 

macrófagos, quantificando a liberação de mediadores inflamatórios e a expressão gênica de 

marcadores característicos dos perfis M1 e M2. 

6. Verificar o efeito do uvaol frente a translocação nuclear de NF-κB em macrófagos 

estimulados por LPS. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Inflamação 

 

A inflamação é uma resposta de tecidos vascularizados contra agentes físicos, químicos 

ou biológicos, que visa eliminar a agressão e restaurar a integridade tecidual. Mesmo sendo 

um processo essencial para a vida do organismo, se a inflamação ocorrer de maneira 

persistente ou mesmo se ultrapassar os limites fisiológicos do organismo, a resposta 

inflamatória torna-se responsável por danos teciduais que estão envolvidos na patogênese de 

inúmeras doenças, como a artrite reumatoide e o câncer (MEDZHITOV, 2008; SERHAN, 

2017).  

A inflamação, a depender de suas características, pode ser classificada de várias 

maneiras, dentre elas, em aguda, que se caracteriza por ser uma resposta com curto tempo de 

duração, e em crônica, que é caracterizada pela constante exposição ao agente agressor ou 

então quando o processo inflamatório agudo não conseguiu eliminar o agente causador 

(FULLERTON; GILROY, 2016). A inflamação é um processo complexo que envolve a 

migração de células efetoras para o sítio inflamatório e de células imunes para órgãos 

linfoides para iniciar assim a resposta imunológica. Toda esta movimentação coordenada 

necessita da expressão de citocinas e quimiocinas inflamatórias, além da presença de seus 

receptores nas células-alvo, sendo a interação dos fatores quimiotáticos e das células 

responsáveis por desencadear uma série de eventos bioquímicos e celulares (GRIFFITH; 

SOKOL; LUSTER, 2014).  

A resolução da inflamação ocorre em fases sobrepostas (Figura 1) regidas pela produção 

espacial e temporal de mediadores pró-resolução. Nos estágios iniciais da inflamação, há um 

aumento no tamanho dos vasos (ao redor do sítio inflamatório) e da liberação de líquidos. Os 

processos fundamentais para a resolução incluem a limitação ou término da infiltração 

tecidual de neutrófilos nas primeiras 24 horas, a posterior contra regulação de quimiocinas e 

citocinas, a indução de apoptose em neutrófilos ativados e sua subsequente eferocitose por 

macrófagos que migram para o sítio inflamatório após 48 horas da deflagração da inflamação 

(REVILLE et al., 2005). No entanto, nos estágios iniciais da inflamação, os macrófagos 

destroem os microrganismos restantes que escapam dos neutrófilos, removem os corpos 

apoptóticos dos neutrófilos mortos e apresentam antígeno aos linfócitos T, iniciando assim os 

mecanismos de imunidade adquirida, que termina na produção de anticorpos, de citocinas e de 

células de memória. A atividade dos macrófagos passa então de pró-inflamatória (M1) para 
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anti-inflamatória (ou pró-resolutiva – M2), removendo todos os detritos teciduais, 

promovendo o restabelecimento do tecido. Em conjunto, esses eventos culminam em um 

retorno à homeostase tecidual. Assim, os macrófagos e os neutrófilos são importantes 

componentes celulares do processo de resolução associado à inflamação aguda. Uma resposta 

inflamatória eficaz, por sua vez, alimenta uma resposta de resolução apropriada do hospedeiro 

(CELADA, 2008; SEHRAN; SAVILL, 2005). 

 

Figura 1 - Dinâmica temporal da resposta inflamatória. 

 
Esquema mostrando as fases da inflamação. PMN – Polimorfonucleares. MǾ - Macrófago. A resposta 

inflamatória é uma sequência coordenada de eventos, tais como: 1) fase de início com a participação 

de quimiocinas, de citocinas e de mediadores pró-inflamatórios que é seguida 2) por uma fase de 

resolução ativa provocada pelo envolvimento de mecanismos celulares sob o controle de vários 

mediadores pró-resolutivos para promover a homeostase do tecido, assim como a cura e reparação. 

Caso haja uma falha nas vias de pró-resolução, a inflamação pode persistir, havendo exacerbados 

mecanismos pró-inflamatórios, resultando em inflamação prolongada ou crônica. (Adaptado de 

BARNIG; FROSSARD; LEVY, 2018 e SANSBURY; SPITE, 2016). 

 

As mudanças vasculares associadas à inflamação são fenômenos determinantes para as 

fases e eventos inflamatórios, pois são capazes de favorecer a migração das células 

inflamatórias para o sítio inflamatório (LARSEN et al., 2010). Após um estímulo 

inflamatório, as células residentes, como os macrófagos, mastócitos e células epiteliais ou as 

migrantes (eosinófilos, neutrófilos, monócitos e linfócitos) são induzidas a liberar diferentes 

classes de mediadores químicos que contribuem para a ativação de diferentes células (Figura 

2) que irão determinar o curso da inflamação (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012; 

FULLERTON; GILROY, 2016).  
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Figura 2 - Componentes celulares e mediadores essenciais na inflamação. 

 
Esquema ilustrando células e mediadores químicos envolvidos com a inflamação e a resolução. NETs 

– Neutrophil Extracelular Traps. ROS – Reactive Oxygen Species. IL – Interleucina. DAMPs – 

Padrões Moleculares Associados à Danos. PAMPs – Padrões Moleulares Associados à Patógrnos. 

(Adaptado de HEADLAND; NORLING, 2015). 

 

Os macrófagos possuem um importante papel na resposta imunoinflamatória do 

hospedeiro por participar ativamente da resposta imediata contra agentes estranhos (LEE et 

al., 2010). Durante a resposta inflamatória, a ativação de macrófagos contribui para danos 

causados ao hospedeiro pela liberação excessiva de diversas citocinas pró-inflamatórias como 

IL-1β, IL-6 e TNF-α. A liberação destas moléculas já foi vista na literatura como responsáveis 

pela regulação de cascata de mediadores inflamatórios e atividades pró- inflamatórias em 

diversas doenças (LIN; KARIN, 2007). 

Dentre as citocinas pró-inflamatórias, o TNF-α é estimulado na fase aguda da resposta 

imune, sendo uma das primeiras a serem liberadas no local da lesão, estimulando a resposta 

inflamatória pela síntese de proteína C reativa e outros mediadores. Esta citocina, amplifica as 

reações vasculares e contribui para a ativação de distintas células no sítio inflamatório 

(GRIFFIN et al., 2012). Assim como o TNF-α, a IL-1β e a IL-6 também atuam nos estágios 

iniciais da resposta imune, estimulando a produção de proteínas de fase aguda no fígado e no 

sistema nervoso central para induzir febre e a secreção de prostaglandina, e tem como suas 
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principais fontes os monócitos e macrófagos (BEM-SASSON et al., 2009; BARKHAUSEN et 

al., 2011). 

Além da liberação de citocinas, outro importante fator do desencadeamento e 

perpetuação da resposta inflamatória é o estresse oxidativo, no qual o conteúdo de EROs 

(espécies reativas de oxigênio) mostram-se com grande participação. A geração de EROs é 

uma condição capaz de alterar o metabolismo celular por gerar danos aos constituintes da 

célula, devido a ação direta e/ou indireta sobre a degradação de proteínas, peroxidação 

lipídica e oxidação do DNA, tendo envolvimento direto na fisiopatologia de diversas doenças, 

incluindo aterosclerose, câncer, Alzheimer e outras doenças neurodegenerativas. Dentre os 

EROs, podemos destacar a óxido nítrico-sintase (NOS), que possui três isoformas, a neuronal 

(NOS-1), a endotelial (NOS-3) e a induzível (iNOS), que é uma importante enzima para o 

macrófago, sendo produzida em resposta a estímulos pró-inflamatórios como TNF-α, IL-1β, 

IFNγ, endotoxinas ou LPS (lipopolissacarídeo) (FRANCHINI et al., 2013; McNEILL et al., 

2015). 

O óxido nítrico (NO) é uma potente molécula que permeia importantes funções dos 

macrófagos, como citotoxicidade contra patógenos intracelulares, vírus e tumores, além de 

auxiliar na regulação imunológica. Nos macrófagos, o NO é sintetizado pela iNOS; enquanto 

a superóxido é produzida principalmente pela NADPH (nicontinamide adenine dinucleotide 

phosphate) oxidase. Em macrófagos, a liberação de EROs leva a eliminação dos 

microrganismos invasores num processo infeccioso, evento que pode ser mediado pela 

ativação do NF-κB. A reação do superóxido com NO leva à formação de peroxinitrito in vivo. 

Essas reações desencadeiam respostas celulares que variam de modulações sutis da 

sinalização celular a lesões oxidativas avassaladoras. In vivo, a geração de peroxinitrito tem 

sido atribuída a doenças como acidente vascular cerebral, infarto do miocárdio, insuficiência 

cardíaca crônica, diabetes, choque circulatório, câncer e neurodegeneração (PACHER; 

BECKMAN; LIAUDET, 2007; RATH et al., 2014).  

 

3.1.1 NF-κB e resposta inflamatória 

 

O NF-κB (descoberto por Sen e Baltimore em 1986) representa uma família de fatores 

de transcrição, que regula uma grande variedade de genes envolvidos em diferentes processos 

de resposta imune e inflamatória (OECKINGHAUS; GOSH, 2009). Essa família é composta 

por cinco membros relacionados estruturalmente, incluindo NF-κB1 (também denominado 

p50), NF-κB2 (também denominado p52), RelA (também denominado p65), RelB e c-Rel, 
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que medeiam a transcrição de genes alvo, como vários hetero ou homo dímeros (SUN; 

CHANG, 2013). As proteínas NF-κB são normalmente sequestradas em um complexo 

citoplasmático por uma proteína inibidora, a IκB (SUN, 2011; SURH, 2001).  

O NF-κB é um mediador central da indução de genes pró-inflamatórios e funciona 

tanto em células imunes inatas quanto adaptativas. O NF-κB tem sido implicado na 

patogênese de diversas doenças inflamatórias, como artrite reumatoide, doença inflamatória 

intestinal, esclerose múltipla, aterosclerose, lúpus eritematoso sistêmico, diabetes tipo I, 

doença pulmonar obstrutiva crônica e asma (PAI; THOMAS, 2008).  

A exposição das células a estímulos externos como mitógenos, citocinas inflamatórias, 

radiação, proteínas virais, LPS e EROs, causam uma rápida fosforilação de IκB, com 

posterior degradação por proteossomas. A dissociação de IκB do heterodímero, permite que 

este seja translocado para o núcleo, levando a transcrição de uma grande variedade de genes 

alvo que codificam importantes mediadores inflamatórios (SURH, 2001), como observado na 

Figura 3. O NF-κB está presente no citosol como a forma ligada com a proteína inibitória IκB 

em macrófagos em repouso. A ativação de macrófagos resulta na fosforilação desta proteína 

para liberar o heterodímero de NF-κB (KARIN; BEM-NERIAH, 2000). O NF-κB livre 

transloca para o núcleo e liga-se aos sítios de ligação do NF-κB nas regiões promotoras de 

vários genes inflamatórios, como IL-1β, IL-6, TNF-α, iNOS e COX-2, levando a indução da 

expressão do seu RNAm (SURH, 2001). 

 

Figura 3 - Translocação nuclear do NF-κB. 

 
Esquema ilustrativo da translocação nuclear NF-κB. Os fatores de transcrição NF-κB estão presentes 

no citoplasma como heterodímeros, mais comumente as subunidades p65 e p50 em um complexo com 

um inibidor, IκB. Quando a sinalização pró-inflamatória ocorre via ativação de receptores da 

superfície celular (por exemplo, TLRs), o IκB torna-se fosforilado, conduzindo a sua degradação pelo 

sistema proteossoma. Isso permite que as subunidades ativas entrem no núcleo onde regulam 

positivamente a transcrição de dois a trezentos genes. Os produtos característicos de eventos precoces 

da resposta imune mediada por NF-κB incluem a liberação de ILs. (Adaptado de BRUNICARDI et al., 

2014; NATOLI et al., 2005; WANG et al., 2018). 
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Doenças inflamatórias como artrite reumatoide, psoríase e doença inflamatória 

intestinal são mantidas e progridem devido à infiltração de células inflamatórias (macrófagos, 

neutrófilos e linfócitos T), bem como à produção de citocinas, quimiocinas e proteases. 

Muitos desses processos são dependentes de NF-κB, sugerindo que a inibição dessa via 

apresenta um grande potencial terapêutico para o tratamento da inflamação crônica 

(BARNES; KARIN, 1997; YAMAMOTO; GAYNOR, 2001).  

A função pró-inflamatória do NF-κB tem sido extensamente estudada em macrófagos, 

uma grande família de células imunes inatas que residem em diferentes tecidos e funcionam 

na linha de frente de uma resposta imune contra infecções (MURPHY, 2010). Em resposta a 

diversos PAMPs (Padrões Moleculares Associados a Patógenos) e DAMPs (Padrões 

Moleculares Associados a Danos), os macrófagos tornam-se rapidamente ativados e secretam 

uma grande variedade de citocinas e quimiocinas. 

 

3.2 Macrófagos 

 

Os macrófagos têm origem a partir da medula óssea, de um precursor comum da 

linhagem granulocítica, os monócitos (DAVIES, 1994). Após saírem da medula, os 

monócitos permanecem na circulação sanguínea até migrarem para o tecido, onde se 

diferenciam em macrófagos (Figura 4). Quando diferenciadas, essas células serão 

funcionalmente e fenotipicamente distintas, a depender do sítio que a recrutou e das citocinas 

presentes (GORDON; TAYLOR, 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008; LAWRENCE; 

NATOLI, 2011). Os macrófagos residentes também podem se diferenciar a partir de células 

embrionárias, provenientes do saco vitelínico (EPELMAN et al., 2014).  
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Figura 4 - Formação e diferenciação do monócito em macrófago. 

 
Esquema ilustrativo da origem dos macrófagos. (a) Monócitos circulantes são principalmente 

derivados de células progenitoras comprometidas na medula óssea (derivadas de HSC), que migram 

para o sangue periférico. Os monócitos migram através dos vasos sanguíneos quando recrutados como 

parte da homeostase do tecido ou eventos de lesão, onde subsequentemente se diferenciam em 

macrófagos derivados de monócitos. (b) Em contraste, macrófagos residentes em tecidos são 

derivados in utero no saco vitelino e preenchem tecidos como o cérebro (microglia), fígado (células 

kuppfer) e coração. (Adaptado de Sridharan, 2015). 

 

Os macrófagos estão envolvidos em uma ampla gama de processos biológicos 

começando durante a embriogênese e continuando durante toda a vida adulta, possuindo 

múltiplas funções como a fagocitose de patógenos, restos celulares e células mortas e também 

desempenha um importante papel na apresentação de antígenos e produção de diferentes 

mediadores a depender do estímulo (WYNN et al., 2013). Além de possuir um importante 

papel coordenando a defesa e favorecendo o reparo tecidual após injúria. Eles também podem 

desempenhar um papel prejudicial durante a inflamação crônica, alimentando uma reação 

inflamatória de baixo grau que leva à progressão de doenças e complicações. Assim, os 

macrófagos são indispensáveis para processos biológicos que ocorrem durante o 

desenvolvimento, a homeostase e em estados patológicos (GAUTIER; YVAN-CHARVET, 

2014). 

Como os macrófagos são predominantes no meio inflamatório e responsáveis pela 

produção de mediadores inflamatórios, essas células surgiram como importantes reguladores 

que levam à iniciação, promoção e progressão de diversas doenças. Assim, foi sugerido que 

os macrófagos podem representar um alvo adequado para a terapia anti-inflamatória, pois, a 

inibição da infiltração de macrófagos mostrou eficácia em pacientes com osteoartrite 

(YOUNG et al., 2001). Além disso, vários estudos com animais revelaram que a depleção de 

macrófagos com lipossomas de clodronato resulta na atenuação da lesão pulmonar após 

endotoxina, isquemia-reperfusão e ventilação mecânica (KOAY et al., 2002; NAIDU et al., 
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2003; FRANK et al., 2006; ZHAO et al., 2006). No entanto, tem sido relatado que a depleção 

significativa de macrófagos está associada à imunossupressão, infecção e má cicatrização de 

feridas (BURNETT et al., 2004; CAILHIER et al., 2005; MIRZA et al., 2009).  

Uma das principais funções efetoras do macrófago é a fagocitose, um importante 

componente das respostas imunes inata e adaptativa aos patógenos, além de ser crucial para a 

homeostase e remodelamento tecidual, possuindo assim um papel biológico de extrema 

importância. Este fenômeno pode ser definido como a ingestão de grandes partículas (≥ 0.5 

µm) por células, envolvendo o reconhecimento e a ligação das partículas por meio de 

receptores na superfície celular. Corpos estranhos como bactérias e fungos podem ser 

retirados de sítios inflamatórios por meio de fagócitos profissionais como macrófagos, 

neutrófilos e células dendríticas. Sendo assim, a fagocitose é dita como a primeira linha de 

defesa contra infecções, e possui um importante papel na iniciação da resposta imune 

adaptativa através da promoção da liberação de citocinas pró-inflamatórias. Enquanto os 

fagócitos profissionais desencadeiam uma reação inflamatória quando fagocitam corpos 

estranhos, eles liberam mediadores anti-inflamatórios quando fagocitam com corpos 

apoptóticos, reparando o dano tecidual (FLANNAGAN; JAUMOUILLÉ; GRINSTEIN, 

2012).  

A fagocitose (Figura 5) é um processo biológico complexo e integrado no espaço e no 

tempo determinando os resultados protetores e/ou deletérios do hospedeiro. Ele molda a 

natureza e a qualidade das respostas imunes inata e adaptativa à estímulos próprios e externos; 

por outro lado, a imunidade humoral e celular regula a especificidade, eficiência, duração e 

memória da fagocitose (GORDON, 2016). A capacidade fisiológica fagocitária é adquirida 

durante a diferenciação dos fagócitos e pode ser modulada pela adesão à matriz, bem como 

pelos fatores estimuladores de colônia hospedeira, citocinas (VARIN et al., 2010), 

glicocorticoides (ZIZZO; COHEN, 2013) e estímulos microbianos (GORDON, 2016).  
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Figura 5 - Esquema representativo da fagocitose. 

 
Esquema ilustrativo do macrófago fagocitando. Quando o macrófago entra em contato e fagocita a 

partícula estranha (1-3), esta é lisada por enzimas dos lisossomos (4-5) e então é liberada pela célula 

como um material não mais nocivo para o organismo. Fonte: Adaptado de Ask a Biologist (Arizona 

State University), 2011. 

 

As consequências fisiológicas e imunológicas da fagocitose variam dependendo do 

tipo de célula, dos receptores envolvidos no reconhecimento e absorção e da natureza da 

carga. Os macrófagos contêm um arsenal de hidrolases ácidas que degradam extensivamente 

as macromoléculas ingeridas (GORDON, 2016). A biossíntese e a secreção de macrófagos 

medeiam a morte microbiana, a inflamação e o reparo, bem como a lesão tecidual. Os 

produtos secretórios incluem metabólitos de baixo peso molecular (araquidonatos e radicais 

derivados de oxigênio e nitrogênio resultantes da ativação de NADPH e iNOS), proteinases 

neutras (como elastase, colagenase e uroquinase), além de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IL-6) e anti-inflamatórias (TGF- β e IL-10), e vários 

metabólitos lipídicos envolvidos no metabolismo do fosfoinositol e da resolução da 

inflamação (BUCKLEY et al., 2014). Finalmente, a estimulação fagocítica pode resultar em 

estímulo ou tolerância e regular o crescimento, a sobrevivência ou a morte das células 

(GORDON, 2016).  

 

3.2.1 Perfis de ativação do macrófago  

 

Macrófagos possuem uma importante plasticidade, podendo mudar de fenótipo frente 

a estímulos. A polarização destas células é um processo que ocorre através de sinais presentes 



27 
 

no meio, sendo fenotipicamente polarizados gerando uma resposta funcional frente a 

estímulos específicos (SICA; MANTOVANI, 2012). Eles exibem heterogeneidade fenotípica, 

que resulta em diferentes atividades funcionais dependendo da situação biológica. Essa 

polarização (Figura 6) é dividida em perfil M1 e perfil M2 com perfil funcional pró-

inflamatório e com perfil funcional pró-resolutivo, ou anti-inflamatório, respectivamente 

(CASSETTA et al., 2011; GUNDRA et al., 2014).  

 

Figura 6 – Perfis de macrófagos no sítio inflamatório 

 
Esquema ilustrando a atividade dos diferentes perfis de ativação dos macrófagos. Evidenciando que o 

macrófago do perfil M1 possui atividades mais pró-inflamatórias ao passo que os macrófagos do perfil 

M2 são anti-inflamatórios. Fonte: Adaptado de CELADA, 2008. 

 

Os macrófagos M1, são tipicamente induzidos por citocinas Th1 como TNF-α e IFN-

γ, além do LPS que medeia a inflamação através da expressão de TNF-α, IL-1β, IL-1α, IL-6, 

CD86, ciclooxigenase-2 (COX-2), e a produção de NO e EROs. O perfil M1 participa na 

remoção de patógenos durante a infecção através da ativação de NADPH e subsequente 

geração de EROs. Além disso, este perfil possui importante atividade antitumoral e mediar o 

dano induzido pela geração de EROs, dificultando a regeneração tecidual e a cicatrização. 

Neste cenário, vale a pena destacar o envolvimento do NF-κB como um fator relacionado 

diretamente com a diferenciação de macrófagos para o perfil de ativação M1, uma vez que 

este fator regula a expressão de um grande número de genes pró-inflamatórios, incluindo 

TNFα, IL-1β, COX-2, IL-6 e IL-12 (WANG et al., 2014). Para proteger o organismo contra o 

dano, a resposta inflamatória crônica é inibida por mecanismos regulatórios lideradas por 

macrófagos do perfil M2 (BISWAS et al., 2012; SICA et al., 2015). Sendo a falha em regular 
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esses mediadores responsável por promover destruição celular e dano tecidual (SHIN et al., 

2013).  

 Em contraste, os macrófagos M2 são polarizados em resposta ao estímulo de citocinas 

Th2 como IL-4 e IL-13. Medeiam a resolução da inflamação e melhoram o reparo tecidual 

através da regulação positiva de IL-10, IL-4, IL-12 IL-13, TGF-β, arginase-1 (arg-1), heme 

oxigenase 1 (HMOX-1) e CD206 (GENSEL; ZHANG, 2015). Funcionalmente, macrófagos 

do perfil M2 possuem uma grande capacidade de fagocitose, para remover detritos e células 

apoptóticas, promovendo o reparo e remodelamento tecidual e a cicatrização, possuindo 

também propriedades pró-angiogênica e pró-fibrótica (SICA; MANTOVANI, 2012; WANG 

et al., 2014). 

Além de ser importante na imunorregulação, o perfil M2 também é importante na 

formação de tumor e na sua progressão, devido a sua importante função angiogênica 

(BELGIOVINE et al., 2016). Diferente do perfil M1 na qual as citocinas pró-inflamatórias 

levam a ativação da via de sinalização do NF-κB e a repressão de genes anti-inflamatórios, a 

polarização de macrófagos M2 é mediada pela sinalização STAT-3 e STAT-6 em resposta a 

IL-4 e IL-13 com diminuição da resposta do NF-κB (OREKHOV et al., 2019). 

 

Figura 7- Perfil de Polarização dos macrófagos. 

 
Perfil esquemático de polarização dos macrófagos de acordo com o estímulo através da liberação de 

citocinas. Macrófagos M1 são induzidos por IFNγ ou PAMPs (como o LPS) e caracterizado pela 

produção de citocinas pró-inflamatórias, já o perfil M2 é induzido principalmente por IL-4 e 

caracterizado pela produção de citocinas anti-inflamatórias como a IL-10 (Adaptado de SHAPOURI-

MOGHADDAM et al., 2018; BOHLSON et al., 2014). 
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Outra diferença importante entre esses fenótipos é a via bioquímica usada para 

processar o aminoácido arginina. O IFN-γ ou o LPS induzem a enzima NOS2, produzindo 

óxido nítrico (NO), que possui grande poder destrutivo e nas primeiras fases da inflamação 

para eliminar os microrganismos. Nos macrófagos anti-inflamatórios, a arginase é induzida e 

produz prolina e poliaminas, que catalisam a reconstituição da matriz extracelular danificada, 

evento que ocorre durante as fases finais da inflamação (ARPA et al., 2009). 

 

3.3 Abordagem farmacológica para a inflamação 

 

O tratamento de doenças inflamatórias, como as doenças respiratórias de origem 

alérgica ou não alérgica é sintomático e realizado, principalmente, através do uso de anti-

inflamatórios (esteroidais e não-esteroidais) (BARNES, 2010). Os anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINEs) são os medicamentos mais utilizados, seja sob prescrição médica ou por 

automedicação, porém, seu uso apresenta risco de toxicidade, possuindo de 2 a 4% de 

incidência anual de graves complicações gastrointestinais, além de possuir interação 

farmacológica com diversas medicações (WYNNE; CAMPBELL, 1994; VANDRAAS et al., 

2010).   

Os AINEs atuam inibindo as enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), que estão 

envolvidas na síntese de prostaglandinas, resultando em efeitos analgésicos, anti-inflamatórios 

e antipiréticos (DAY; GRAHAM, 2013). O uso prolongado de AINEs causa diversos efeitos 

colaterais, principalmente quando usados por longos períodos de tempo, como inibição 

plaquetária, inibição da formação de prostaglandinas necessárias para o trato gastrointestinal 

(TGI) e o sistema renal funcionarem corretamente, cardiotoxicidade e hepatotoxicidade e 

respostas asmáticas induzidas por fármacos, estes efeitos, observados na Tabela 1, são 

causados pela farmacodinâmica do medicamento, podendo ser agravado frente a interações 

medicamentosas (BOZIMOWSKI, 2015). 

Os glicocorticoides (anti-inflamatórios esteroidais), estão entre os fármacos mais 

eficazes para o tratamento de doenças de base inflamatória como asma, artrite reumatoide, 

doenças autoimunes. Os glicocorticoides penetram a membrana celular para se ligar aos seus 

receptores, sendo translocado para o núcleo no qual pode reprimir a expressão de genes pró-

inflamatórios como o NF-kB, e ativar genes anti-inflamatórios, ou seja, modulando genes 

inflamatórios e assim, coordenando as ações anti-inflamatórias (BARNES; ADCOCK, 2009). 
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TABELA 1 - Efeitos adversos associados ao uso de AINEs. 

SISTEMA EFEITOS ADVERSOS RELATADOS 

Gastrointestinal • Desconforto, náuseas e diarreia 

• Ulceração péptica 

• Sangramento gastrointestinal 

• Indução ou exacerbação de colite 

Relacionado ao Sistema 

Nervoso Central  
• Dor de cabeça 

• Vertigem, tontura, zumbido 

• Depressão, sonolência 

• Insônia 

Reações de 

hipersensibilidade 
• Febre, agiodema broncoespasmo e erupções cutâneas 

• Hepatotoxicidade, meningite asséptica (raramente) 

Hematológica • Anemia, trombocitopenia, neutropenia, eosinofilia e 

agranulocitose 

Renal • Nefrotoxicidade (nefrite intersticial, síndrome 

nefrótica) 

• Insuficiência renal ou comprometimento 

• Hematúria 

• Uso ou abuso a longo prazo, tem sido associado a 

nefropatia 

• Retenção de fluidos 

Cardiovascular • Pressão arterial elevada 

• Insuficiência cardíaca 

• Eventos trombóticos 

Outros e raros efeitos 

adversos 
• Fotossensibilidade 

• Alveolite, eosinofilia pulmonar 

• Pancreatite 

• Síndrome de Stevens-Johnson 

• Necrólise epidérmica tóxica 
Fonte: Modificado de BOZIMOWSKI, 2015. 

 

Os corticoides, possuem a capacidade de interferir em todas as fases da inflamação, 

mas, apesar de sua eficácia, pacientes que fazem uso de corticoides podem apresentar pouca 

ou nenhuma resposta (resistência a medicação), principalmente quando usados por longos 

períodos ou em altas doses. Além disso, a terapia com glicocorticoides pode vir acompanhada 

por diversos efeitos colaterais, devido a sua ampla gama de ações nos processos fisiológicos, 

pois eles atuam em todos os sistemas biológicos, como alterações endócrinas, metabólicas e 

celulares, causando patologias secundárias como osteoporose, imunossupressão, síndrome de 

Cushing e diabetes (ANTI; GIORGI; CHAHADE, 2008 ; BARNES; ADCOCK, 2009). Sendo 

assim, a busca por novos compostos que apresentem efeitos anti-inflamatórios, mas que não 
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possuam todos estes efeitos colaterais, se faz necessária. Neste contexto, os produtos de 

origem natural apresentam grande importância. 

 

3.4 Produtos naturais 

 

Os produtos naturais vêm sendo usados pelo homem há milhares de anos e até hoje se 

fazem presentes em todo mundo como fonte de alimentos ou medicamentos (SKIRYCZ et al., 

2016). A OMS (Organização Mundial da Saúde), define plantas medicinais como: “espécies 

vegetais a partir das quais produtos de interesse terapêutico podem ser obtidos e usados na 

espécie humana como medicamento”, sendo assim, o Ministério da saúde (2006) preconiza a 

necessidade da realização de estudos que possam comprovar a segurança e eficácia de 

produtos de origem vegetal para que haja benefício a população. 

No Brasil, houve uma valorização das plantas medicinais como fonte de princípios 

ativos, por meio da Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares no Sistema 

Único de Saúde (PNPIC-SUS) pelo Decreto no. 5.813 de 22 de junho de 2006 (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2006). A partir disto, em 2009, o Ministério da Saúde divulgou um livro 

denominado Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF) para garantir 

um acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterápicos (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2009). Já em 2010 foi lançado a RENISUS (Relação de Plantas Medicinais de 

Interesse ao SUS), que contém uma lista de plantas elencadas a partir de dados etnobotânicos 

e estudos pré-clínicos e clínicos sobre os seus efeitos terapêuticos e farmacológicos (MS, 

2010).  

Diversos compostos derivados de plantas, que possuem propriedades terapêuticas, 

foram utilizados como base para a produção de medicamentos, visando tratamento de diversas 

patologias (VALENÇA; SILVA; BERINI, 2015). Como exemplo destes compostos podemos 

citar a salicilina, um glicosídeo proveniente da Salix alba (Salicilaceae), que foi a base para o 

desenvolvimento de uma das classes de medicamento mais utilizadas: os AINES. Além desta, 

as cromonas, isoladas de Asmi visnaga, utilizadas na clínica por suas propriedades anti-

inflamatória, e sua capacidade de diminuir a obstrução brônquica (por estabilizar mastócitos 

inibindo a liberação de histamina, leucotrienos e reduzindo a ativação de eosinófilos) e a 

teofilina, isolada de Camellia sinensis, utilizada na clínica para o tratamento da obstrução 

reversível das vias aéreas, possuindo efeitos vasodilatadores, anti-inflamatórios e 

imunomoduladores, ambas utilizadas no tratamento de doenças alérgicas (SHARA; STOHS, 

2015; EDWARDS, 2014; BRUNTON; LAZO; PARKER, 2010).  
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3.4.1 Metabólitos secundários obtidos a partir de plantas 

 

Durante a evolução, as plantas desenvolveram diversas vias bioquímicas secundárias 

que as permite dispor de diversos produtos químicos, estes produzidos muitas vezes em 

resposta a estímulos ambientais específicos, como por exemplo privação de nutrientes e danos 

induzidos por ataques de patógenos (KENNEDY; WIGHTMAN, 2011). As plantas sintetizam 

uma enorme variedade de compostos classificados como metabólitos primários, que são 

utilizados para síntese dos metabólitos secundários, que por sua vez estimulam as interações 

ecológicas entre as plantas e seu ambiente (CROTEAU et al., 2000). 

Estes metabólitos secundários podem ser exclusivos de determinadas espécies e/ou 

gêneros e podem aumentar sua capacidade de sobrevivência, superando os desafios locais, 

permitindo maior interação das plantas com seu meio. Além disso, os metabólitos secundários 

são essenciais para a sobrevivência da planta contra raios ultravioleta e hospedeiros, sendo 

capazes de remover radicais livres, possuem propriedades antioxidante e antiproliferativa 

contra microrganismos (bactérias, fungos e vírus) e muitos possuem toxicidade contra 

herbívoros (HARBONE, 1993; KENNEDY; WIGHTMAN, 2011).  

Alguns metabólitos secundários vegetais possuem função protetora semelhante em 

humanos, desempenhando função antioxidante ou antimicrobiana, protegendo contra vírus, 

fungos, bactérias ou até infecções parasitárias, podendo assim exercer propriedades bioativas 

no corpo humano (SIDDIQUI et al., 2012). 

 

3.4.2 Terpenos 

 

Os terpenos possuem uma ampla distribuição na natureza, constituindo o maior grupo 

de metabólitos secundários vegetais, encontrados em todas as partes da planta, tais como nas 

folhas, pólen, frutos e sementes. Esta classe é composta por cerca de 50.000 compostos em 

diversas espécies vegetais, nos quais estão relacionados a diversos efeitos farmacológicos 

como antioxidante, anti-inflamatório, analgésico e antitumoral (MAHATO et al., 1988; 

MIURA et al., 1999; PATERAKI; HESKES; HAMBERGER, 2015). 

Estes compostos, (Figura 8) possuem estrutura química variada, nos quais são 

formados e classificados de acordo com suas unidades isoprênicas de hidrocarbonetos (C5H8), 

como  os hemiterpenos (possuem 1 unidade isoprênica), os monoterpenos (que incorporam 

duas unidades de isopreno), os sesquiterpenos (3 unidades de isopreno), os diterpenos (4 

unidades), os sesterpenos (incluem 5 unidades de isopreno), o triterpenos (incorporam 6 



33 
 

unidades) e os tetraterpenos (incorporam 8 unidades) (JANOCHA, SCHIMITZ; 

BERNAHARDT, 2015; KENNEDY; WIGHTMAN, 2011). 

 

Figura 8 - Exemplos de estruturas químicas de terpenos. 

 
Estruturas de terpenos como: (A) monoterpeno, (B) sesquiterpeno, (C) diterpeno e (D) triterpeno. 

(Adaptado de KENNEDY; WIGHTMAN, 2011). 

 

Muitos terpenos têm importante valor comercial e são usados como agentes 

quimioterápicos, como pigmentos, polímeros, fibras, colas, ceras, fármacos e agroquímicos 

(WAGNER; ELMADFA, 2003). Os triterpenos são amplamente estudados por sua 

abundância no meio ambiente e por possuírem diversas atividades biológicas como 

cardioprotetora (MARTÍN et al., 2012), hepatoprotetora (LIU et al., 1994), antibacteriana 

(MARTINS et al., 2011), atividade cicatrizante e protetora contra radiação UV (SHARATH et 

al., 2010; LEE et al., 2012), antioxidante (YANG et al., 2011; ALLOUCHE et al., 2011), 

antialérgica (LINDNER et al., 2010), dentre outras.  Sabe-se que os triterpenos são formados 

por seis unidades isoprênicas com trinta átomos de carbono, sendo semelhantes a corticoides. 

Além disso, podem estar presentes no seu estado livre, como éster ou glicosídeo e são 

classificados como triterpeno tetracíclicos ou pentacíclico (RADAD et al., 2006). 

Os triterpenos pentacíclicos, como o ácido ursólico e o ácido oleanólico, são 

amplamente distribuídos em diversas frutas; estes compostos são usados em nutracêuticos 
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para o tratamento de várias doenças (JAGER et al., 2009; FRIGHETTO et al., 2008). Dentre 

estes triterpenos pentacíclico, o uvaol apresenta importantes propriedades farmacológicas. 

 

3.5 Uvaol 

 

O uvaol é um triterpeno pentacíclico que possui em sua estrutura química um grupo 

hidroximetil (CH2OH) em R2 e um grupo metil (CH3) na posição C-29, este já foi 

identificado em folhas de Crataegus pinnatifida Bunge. (MIN et al., 2000), em folhas de 

Diospyros kaki Thunberg. (CHEN et al., 2002), em flores das espécies de Carthamus 

morifolium Ramat. (crisântemo), Helianthus annuss L. (girassol), Taraxacum platycarum 

Dahlst. (dente-de-leão) (YASUKAWA et al., 1996; UKIYA et al., 2002), nas raízes de Geum 

iranicum Khatamsaz. (SHAHANI et al., 2012) e na casca das raízes de Morus alba var. 

multicaulis Perronas. Além destas, o uvaol está presente na folha e no óleo de oliva (Olea 

europea L.) (GUINDA et al., 2010; ALLOUCHE et al., 2010). 

O uvaol, por ser um triterpeno pentacíclico possui uma estrutura química semelhante 

(Figura 9) a anti-inflamatórios esteroidais (corticoides) (RADAD et al., 2006). 

 
Figura 9 - Estrutura química do triterpeno uvaol. 

 
Fonte: Sigma-Aldrich. 

 

Já foram atribuídas ao uvaol diversas propriedades biológicas, como leshimanicida 

(FILHO et al., 2009; SAUDAGAR et al., 2011), antitripanossomal (TAKETA et al., 2004), 

antibacteriana (MARTINS et al., 2011), efeito cardioprotetor (SOMOVA; SHODE; 

MIPANDO, 2004; MARTÍN et al., 2012), hepatoprotetor (LIU et al., 1994) e atividade 

antitumoral com propriedades que servem como adjuvantes na quimioterapia do câncer 

(MARTÍN et al., 2009; MARTINS et al., 2011; ALLOUCHE et al., 2011). Também foi 

observado que o uvaol é capaz de inibir a PDE4D2 (Phosphodiesterase 4D2) in vitro (TAN et 
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al., 2017) assim como promove uma redução na produção de óxido nítrico em linhagem 

murina de macrófagos, RAW264 (YANG et al., 2011). Este triterpeno também diminui a 

geração de ânion superóxido em neutrófilos humanos (CHEN et al., 2002). Além destes 

efeitos, em um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa na UFAL, foi demonstrado que 

em um modelo de asma experimental o tratamento local com uvaol diminuiu 

significativamente a inflamação desencadeada por alérgenos nos animais asmáticos (AGRA et 

al., 2016). 

Com base nestas informações, e considerando que os macrófagos mostram-se como as 

células do sistema imune mais abundante nas vias aéreas e pulmão (CAI et al., 2014), e que a 

polarização dos macrófagos tem sido demonstrada com um fator determinante para a 

fisiopatologia da asma (SARADNA et al., 2018), é possível que a modulação fenotípica dos 

macrófagos através da intervenção farmacológica possa modular os fenótipos de macrófagos 

tornando-se um potencial terapêutico para o tratamento da asma e outras doenças alérgicas. 

Além disso, prévios estudos já reportaram que outros terpenoides, tais como o neorogioltriol e 

celastrol mostram-se capazes de suprimir a polarização pró-inflamatória de macrófagos M1 

(DASKALAKI et al., 2019; LUO et al., 2017). Adicionalmente, triterpenos pentacíclico, 

como por exemplo o lupeol, foram descritos como indutores de mudança na polarização dos 

macrófagos de um perfil M1 para um perfil M2 (ZHU et al., 2016). Portanto, no presente 

estudo avaliamos os efeitos do uvaol na ativação e modulação fenotípica dos macrófagos in 

vitro. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Reagentes 

 

O uvaol, urs-12-ene-3,28-diol (CID 92802) foi obtido da Sigma-Aldrich (U6628, ≤ 

95% de pureza - HPLC) e dissolvido em 2% de DMSO. A solução tampão de fosfato 

(phosphate buffered saline – PBS), o Tween-20, Triton X-100, o zimosan A de 

Saccharomyces cerevisae, o LPS (Lipoplissacrídeo, E. coli I0127:B8), os meios de cultivo 

celular (RPMI-1640 e DMEM), a L-glutamina, o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-

difeniltetrazolio) e o PMA (Phorbol Myristate Acetate), foram adquiridos da Sigma-Aldrich 

(Saint-Louis, MO, EUA). O entellan, foi obtido da Merck Millipore (Darmstadt, Germany). O 

dimetilsufóxido (DMSO), foi obtido da Synth (Diadema, SP, BRA), o corante Giemsa, da 

Vetec. O soro bovino fetal (SBF) e a penicilina/estreptomicina foram obtidos da Gibco 

(Invitrogen, Carslbad, CA, USA). Os kits para quantificação de IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-8 e 

MCP-1 foram adquiridos da PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA). O anticorpo anti-NF-kBp65 

foi adquirido da Invitrogen (Carslbad, CA, USA), já o CD86 (FITC Anti-mouse CD86), foi 

obtido da Biolegend (San Diego, CA, USA).   

 

4.2 Linhagens celulares 

 

Foram utilizadas as linhagens de macrófagos murinos J774A.1 e de monócitos humanos 

THP-1, ambas obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ/UFRJ). As células 

foram mantidas seguindo as instruções do BCRJ sendo cultivadas em meio de cultura DMEM 

e RPMI-1640, respectivamente, suplementados com soro fetal bovino (SBF) à 10%, 

penicilina/estreptomicina (1%) e L-glutamina (2 mM), mantidas em estufa de CO2 à 37 ºC. 

 

4.2.1 Diferenciação em macrófagos a partir da linhagem THP-1 

 

Monócitos humanos (THP-1) foram semeados (2×105 células/poço) em placas de 24 

poços com a presença de PMA (phorbol myristate acetate) à 25 µM (Figura 10) junto ao meio 

de cultura RPMI-1640 (SBF 10%) e mantidos em estufa de CO2 à 37 ºC por 72 horas. Em 

seguida, os macrófagos diferenciados permaneceram 24 horas na presença de meio de cultura 

RPMI-1640 (SBF 2%).  
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Figura 10 - Esquema de diferenciação da linhagem THP-1.  

Fonte: Autor, 2018. 

 

4.2.2 Tratamento 

 

As células em cultivo foram pré-tratadas com uvaol por 1 h nas concentrações de 0,1; 

1 e 10 µM. Posteriormente, o meio foi retirado e as células foram tratadas novamente nas 

mesmas concentrações e estimuladas com LPS (100 ng/mL), por 24 horas, após este período 

foram realizadas as análises, como pode ser evidenciado na Figura 11. 

 

Figura 11 - Esquema de tratamento. 

 
Fonte: Autor, 2019. 

 

4.3 Avaliação da viabilidade celular 

 

A viabilidade das células foi mensurada após o tratamento com uvaol por 24 h 

utilizando o método de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT), descrito por 

Mosmann (1986). As células J774 (1,5×104 células/poço) ou macrófagos THP-1 (2×104 

células/poço) foram semeadas em placas de 96 poços e mantidas sob tratamento com uvaol 

(0,1, 1, 10, 100 e 1000 µM) em meio de cultivo por 24 horas. Células mantidas apenas com 
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meio de cultivo foram utilizadas como controle. Após este período, foi adicionado a cada 

poço 50 µl de MTT (5 mg/mL) por mais 4 horas. Após este período, o sobrenadante foi 

descartado e adicionado solução de dimetilsulfóxido (DMSO) (150 μL/poço) para a formação 

de cristais de formazan e posterior leitura em espectrofotômetro (540 nm). A atividade de 

redução do MTT foi expressa como a porcentagem de células viáveis em relação ao controle 

([absorbância das células tratadas/absorbância das células não tratadas] × 100). 

 

4.4 Quantificação de citocinas e quimiocinas 

 

Os níveis de citocinas e quimiocinas presentes no sobrenadante das células foram 

quantificados através do ensaio de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). As células 

J774 e THP-1 foram pré-tratadas por 1 h com uvaol (0,1, 1 e 10 µM) e estimuladas com LPS 

(100 ng/mL) juntamente com uvaol por mais 24 horas. Após este período, o sobrenadante 

livre de células foi recolhido e a quantificação seguiu as instruções do fabricante 

(Peprotech®, Rocky Hill, New Jersey, EUA) e a leitura da absorbância realizada em leitor de 

microplacas (Polaris, Celer Biotecnologia S.A.). Do sobrenadante das células J774 foram 

quantificados os níveis de IL-1β, IL-6 e TNF-α, enquanto dos macrófagos THP-1 foram 

quantificados os níveis de IL-1β, TNF-α, IL-6, MCP-1 e IL-8. 

 

4.5 Quantificação de óxido nítrico (NO) 

 

A produção de NO foi avaliada pelo método de Griess. Neste método, a produção de 

NO é avaliada indiretamente medindo-se o nitrito nos sobrenadantes das culturas de 

macrófagos. Para isto, 100 μl de sobrenadante de cada poço de células J774 previamente 

tratadas com uvaol (0,1, 1 e 10 µM), foram transferidos para uma placa de 96 poços. As 

concentrações de nitrito presentes nos sobrenadantes foram obtidas através da análise de 

regressão linear a partir da curva padrão, empregando-se diluições duplas seriadas de nitrito 

de sódio a partir de 200 μl até a décima primeira diluição. Foi adicionado o reagente de Griess 

nas amostras bem como na curva padrão. A absorbância foi determinada à um comprimento 

de onda de 540 nm, através de espectrofotômetro  
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4.6 Avaliação da atividade fagocítica 

 

Macrófagos J774 foram semeados (3×105/poço) em lamínulas de vidro de 13 mm 

dispostas em placas de 24 poços em DMEM (SBF 10%, L-glutamina 2 mM e 

penicilina/estreptomicina 1%) e mantidas em estufa de CO2 à 37 ºC. Posteriormente as células 

foram tratadas com uvaol (0,1, 1 e 10 µM) por 24 h. Após o tratamento, partículas de zimosan 

foram adicionadas as células numa proporção de 10 partículas por célula, durante 1 h em 

estufa de CO2 à 37 º C. Após este tempo, as lamínulas foram lavadas com PBS, fixadas com 

metanol P.A. por 10 minutos e coradas com Giemsa (1:10) por 10 minutos. Em seguida, as 

lamínulas foram lavadas e montadas em lâminas com Entellan®. As lâminas foram 

examinadas por microscopia de luz, utilizando o microscópio Olympus BX41. A fagocitose 

foi determinada a partir de fotomicrografias com aumento de ×400, contando 100 macrófagos 

por poço. A fagocitose foi avaliada como o número médio de partículas por célula (NMP), 

pela porcentagem de células que fagocitaram (PF), e pelo índice fagocitário (IF) que foi 

determinado da seguinte forma: IF = NMP × PF.  

 

4.7 Polarização dos macrófagos e análise por citometria de fluxo da expressão do 

marcador de superfície CD86 para macrófago M1  

 

Para avaliar o efeito do uvaol sobre a perfil pró-inflamatório de macrófagos (M1), as 

células J774 foram semeadas (5×105/poço) em placas de 24 poços com DMEM suplementado 

(SBF 10%, L-glutamina 2 mM e penicilina/estreptomicina 1%) e mantidos em estufa de CO2 

à 37 ºC. Posteriormente as células foram pré-tratadas com uvaol (0,1, 1 e 10 µM) por 1 h, e, 

em seguida, foram polarizadas para o perfil M1 (LPS 100 ng/mL e IFN-γ 30 ng/mL) 

simultaneamente ao tratamento com uvaol (0,1, 1 e 10 µM) por mais 24 h em meio DMEM. 

Após este período, as células foram incubadas com anticorpos específicos anti-CD86-FITC, 

que identifica o subtipo M1 de macrófagos, diluídos em PBS-SBF 2%, por 20 minutos a 4ºC. 

Após marcação, as células foram lavadas, fixadas em PBS com formaldeído a 2%. As 

aquisições foram realizadas em citômetro de fluxo FACS Canto II equipado com o programa 

de computador Diva (BD biosciences). Após aquisição, os dados foram analisados através do 

programa Flowing. 
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4.8 Análise da expressão gênica por PCR quantitativa em tempo real (PCRq)  

As células J774 foram semeadas em placas de 6 poços, no qual foram tratadas ou não 

com uvaol (10 µM) e estimuladas ou não com LPS (LPS 100 ng/mL e IFN-γ 30 ng/mL) e IL-

4 (100 ng/mL) por 24 horas. Após o tratamento, o RNA foi extraído com auxílio do Kit de 

Extração PureLink® RNA Mini Kit (Life Tecnologies) conforme descrição do fabricante. 

Após extração do RNA, o mesmo foi quantificado com auxílio do NanoDrop One e tratado 

com a enzima DNAse, para garantir a eliminação de qualquer resíduo de DNA genômico, em 

seguida, o RNA foi transcrito reversamente para obtenção do DNA complementar (cDNA). A 

reação de PCRq foi realizada através da utilização do equipamento QuantiStudio 5 Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems). 

 

Tabela 2 – Lista de genes-alvo utilizados. 

Gene-alvo (símbolo) Sequência Forward Sequência Reverse 

Tumoral necrosis fator alpha 

(Tnf-α) 

CCGATGGGTTGTACCTTGTC AGATAGCAAATCGGCTGACG 

Interleucina 6 (Il-6) AGCCAGAGTCCTTCAGAGAGA GGAAATTGGGGTAGGAAGGA 

Transforming growth fator, 

beta (Tgf-β) 

GAAGGACCTGGGTTGGAAGT TGGTTGTAGAGGGCAAGGAC 

Arginase (Arg1) AGAAACAGAGTATGACGTGAG GACCGTGGGTTCTTCACAAT 

Fonte: Autor, 2020. 

 

4.9 Localização de p65 (NF-kB) por imunofluorescência 

 

As células J774 (2×104 células/poço) foram cultivadas em lâminas de vidro (Lab-Tek), 

no qual foram tratadas ou não com uvaol (10 µM) e estimuladas ou não com LPS (100 

ng/mL) por 24 horas. Depois do tratamento, as células foram lavadas com PBS, fixadas com 

metanol P.A. por 15 min, e, posteriormente, hidratadas com PBS por 5 min, e permeabilizadas 

com Triton X-100 (0,05%) por 10 min. Em seguida, os antígenos inespecíficos foram 

bloqueados com PBS/BSA (2%) por 30 min para incubação com o anticorpo primário anti-

NF-kB p65 (Invitrogen® concentração 1:300) overnight a 4 º C. Após esse tempo, as células 

foram lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo secundário GAR-FITC (1:200). Após 

incubação, as células foram lavadas com PBS e mantidas com 4,6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI, concentração 1:1000) por 10 min para marcar o núcleo. As lâminas foram lavadas 

novamente com PBS e montadas com PBS/glicerol e posteriormente avaliadas através de 
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microscopia de fluorescência e as fotomicrografias foram obtidas através da câmara Nikon 

modelo DS-Ri1 (Microscópio Nikon Eclipse 50i). A intensidade de fluorescência dos núcleos 

foi determinada em pixels e quantificada pelo programa Image J. 

 

4.10 Análise estatística 

 

Todos os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média (E.P.M.). 

Comparação estatística entre os grupos foi realizada por análise de variância One-way 

ANOVA seguida pelo pós-teste de comparações múltiplas de Newman-Keuls. Os resultados 

foram considerados estatisticamente significativos quando os valores de p<0,05 usando o 

programa GraphPad Prism® 7.0 (Software Inc., San Diego, CA, EUA). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeito do uvaol sobre a viabilidade celular de macrófagos murinos. 

 

Inicialmente foi observado o efeito direto do uvaol sobre a viabilidade de macrófagos 

murinos (J774). Como demonstrado na Figura 12, o tratamento com uvaol por 24 horas nas 

concentrações de 0,1, 1 e 10 µM não interferiu na viabilidade das células quando comparados 

ao grupo sem tratamento (controle). Já os tratamentos de 100 e 1000 µM foram capazes de 

diminuir cerca de 30% e 50%, respectivamente, a viabilidade das células. 

 

Figura 12 - Efeito do uvaol sobre a viabilidade de macrófagos murinos da linhagem J774. 

0  0 ,1  1  10  100  1000

0

30

60

90

120

150

U v a o l (M )

***

**

V
ia

b
il

id
a

d
e

 C
e

lu
la

r 
(%

)

 
Macrófagos murinos da linhagem J774, foram tratados com uvaol (0,1-1000 µM) por 24 horas. Os 

dados acima representam a porcentagem de células viáveis (%) quando comparados ao grupo controle. 

Dados apresentados por média ± E.P.M. de três experimentos independentes e as análises estatísticas 

foram detectadas por one-way ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls no qual (***) 

p<0,001, (**) p<0,01 e (*) p<0,05 quando comparado as células não tratadas.  
 

5.2 Efeito do tratamento com uvaol sobre a produção de citocinas  

 

Com o intuito de avaliar o efeito do uvaol sobre a produção de mediadores pró-

inflamatórios, a produção de citocinas foi quantificada pelo ensaio de ELISA. Para este 

propósito, os macrófagos foram tratados previamente com uvaol (0,1, 1 e 10 µM) por 1 h, e 

durante as 24 h de estimulação com LPS (100 ng/mL). Após o tempo de estimulação o 

sobrenadante foi recolhido e os mediadores quantificados. A Figura 13 demonstra que o 

estímulo com LPS é capaz de aumentar de maneira significativa os níveis de mediadores pró-

inflamatórios como TNF-α, IL-1β e IL-6 (Figura 13 A, B e C), mas não é capaz de modular o 
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mediador anti-inflamatório, IL-10 (Figura 12 D). O tratamento com uvaol, nas concentrações 

de 0,1, 1 e 10 µM diminuiu, respectivamente a produção de TNF-α em aproximadamente 

31%, 47% e 53%, de IL-1β em 60%, 62% e 68% e de IL-6 44%, 60% e 62%. 

 

Figura 13 - Efeito do uvaol sobre a produção de citocinas em macrófagos J774 estimulados com LPS. 

0 0 ,1 1 1 0

0

2 0

4 0

6 0

8 0
M e io  R P M I

L P S  ( 1 0 0  n g /m L )

**

##

##

##

(A )

U v a o l (M )

T
N

F
-


 (
p

g
/m

L
)

0 0 ,1 1 1 0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0
M e io  R P M I

L P S  ( 1 0 0  n g /m L )
***

# # #
# # #

# # #

(B )

U v a o l (M )

I
L

-
1


 (
p

g
/m

L
)

 

0 0 ,1 1 1 0

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0 M e io  R P M I

L P S  ( 1 0 0  n g /m L )

* * *

###

### ###

U v a o l (M )

(C )

I
L

-
6

 (
p

g
/m

L
)

*

0 0 ,1 1 1 0

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0
M e io  R P M I

L P S  ( 1 0 0  n g /m L )

U v a o l (M )

I
L

-
1

0
 (

p
g

/m
L

)

(D )

 

As barras representam os níveis de citocinas produzidas por macrófagos J774 tratadas com uvaol (0,1, 

1 e 10 µM) e estimulados com LPS (100 ng/mL) por 24 horas. Dados apresentados por média ± 

E.P.M. de três experimentos independentes e as análises estatísticas foram detectadas por one-way 

ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls no qual (***) p<0,001, (**) p<0,01 e (*) 

p<0,05 quando comparado as células não-estimuladas e (###) p<0,001 e (##) p<0,01 quando 

comparados ao controle estimulado com LPS (100 ng/mL).  

 

5.3 Efeito do uvaol sobre a viabilidade celular de macrófagos humanos. 

 

Com intuito de verificar se o uvaol seria capaz de induzir o mesmo perfil anti-

inflamatório em células humanas, decidiu-se utilizar a linhagem de macrófagos humanos 

THP-1 para confirmar os efeitos do uvaol sobre a viabilidade. Como demonstrado na Figura 

14, foi possível verificar que o tratamento com uvaol por 24 horas nas concentrações de 0,1, 1 

e 10 µM não possuiu interferência na viabilidade das células quando comparado ao grupo sem 
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tratamento (controle). Já os tratamentos de 100 e 1000 µM foram capazes de diminuir cerca 

de 40% e 70%, respectivamente, a viabilidade das células. 

 
Figura 14 - Efeito do uvaol sobre a viabilidade de macrófagos humanos da linhagem THP-1. 
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Macrófagos humanos da linhagem THP-1, foram tratados com uvaol (0,1-1000 µM) ou meio de 

cultivo (controle) por 24 horas. Os dados acima representam a porcentagem de células viáveis (%) 

quando comparados ao grupo controle. Dados apresentados por média ± E.P.M. de três experimentos 

independentes e as análises estatísticas foram detectadas por one-way ANOVA seguido pelo teste de 

Student Newman-Keuls no qual (***) representa p<0,001, (**) p<0,01 e (*) p<0,05 quando 

comparado as células tratadas com o controle.  
 

5.4 Efeito do tratamento com uvaol sobre a produção de citocinas em macrófagos 

humanos 

 

Com o propósito de verificar se os efeitos anti-inflamatórios induzidos pelo uvaol 

sobre macrófagos de camundongos se estendem para macrófagos humanos, decidiu-se avaliar 

os efeitos do uvaol sobre células da linhagem humana THP-1 estimulados por LPS. A Figura 

15 revela que macrófagos humanos estimulados com LPS exibem uma produção aumentada 

de citocinas IL-1β, TNF-α e IL-6, bem como uma elevação na produção das quimiocinas 

CXCL8 e MCP-1, e que o tratamento com uvaol nas três concentrações testadas foi capaz de 

inibir de maneira significativa tanto a produção de citocinas quanto a produção de 

quimiocinas. 
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Figura 15 - Efeito do uvaol sobre a produção de citocinas na linhagem THP-1 estimulada com LPS. 
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Produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias em macrófagos THP-1 tratadas com uvaol (0,1, 

1 e 10 µM) e estimulados com LPS (100 ng/mL) por 24 horas. Dados apresentados por média ± 

E.P.M. de três experimentos independentes. Análises estatísticas foram detectadas por One-way 

ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls sendo (+) p<0,001 quando comparado as 

células tratadas com meio RPMI (controle) e (***) p<0,001 e (**) p<0,01 quando comparados ao 

controle estimulado com LPS (100 ng/mL). 

 

A partir deste conjunto de resultados que confirmam/validam os efeitos anti-

inflamatórios do uvaol em macrófagos J774, foi decidido dar continuidade a todos os 

experimentos seguintes utilizando a linhagem de macrófagos murinos J774. 
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5.5 Efeito do uvaol sobre a produção de NO em macrófagos 

 

Para observar se o tratamento com uvaol seria capaz de inibir a produção de óxido 

nítrico, este foi mensurado por meio da técnica de Griess. No qual, foi possível observar, na 

Figura 16, que o tratamento com uvaol, nas concentrações de 0,1, 1 e 10 µM foi capaz de 

diminuir a produção de óxido nítrico em macrófagos estimulados por LPS. 

 

Figura 16 - Efeito do uvaol na produção de óxido nítrico. 
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As barras representam os níveis de óxido nítrico produzido por macrófagos J774 tratados com uvaol 

(0,1, 1 e 10 µM) e estimulados com LPS (100 ng/mL) por 24 horas. Dados apresentados por média ± 

E.P.M. de três experimentos independentes e as análises estatísticas foram detectadas por one-way 

ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls no qual (***) p<0,001 comparado as células 

tratadas com meio RPMI (controle) e (###) p<0,001 e (##) p<0,01 quando comparados ao controle 

estimulado com LPS (100 ng/mL).  
 

5.6 Efeito do uvaol sobre a capacidade fagocítica dos macrófagos 

 

Com propósito de verificar se outras funções realizadas pelos macrófagos durante a 

resposta inflamatória estariam sendo afetadas pelo tratamento com uvaol, decidiu-se então 

avaliar o efeito deste triterpeno sobre a resposta fagocítica utilizando partículas de zimosan. 

Neste conjunto de experimentos, partículas de zimosan foram adicionadas aos macrófagos em 

cultura e a capacidade fagocítica das células avaliada pelo número de células que fagocitaram, 

pelo número de partículas por célula e pelo índice de fagocitose. Conforme apresentado na 

Figura 17A, cerca de 40% dos macrófagos J774 exibiram uma habilidade nata de realizar a 

fagocitose de partículas de zimosan. Nesta mesma figura, observa-se claramente que o 

tratamento com uvaol, nas três doses testadas, aumentou de forma significativa a porcentagem 
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de macrófagos capazes de fagocitar. Já na Figura 17B, pode ser observado que cada 

macrófago possui habilidade de engolfar cerca de quatro partículas de zimosan, e que o 

tratamento com uvaol, nas doses testadas, também aumentou de forma significativa a 

capacidade de fagocitose de cada célula. Na Figura 17C, a habilidade fagocítica, aferida pelo 

índice de fagocitose de cada macrófago, mostrou-se significativamente melhorada após 

tratamento com uvaol. Na Figura 18, podemos observar as fotomicrografias indicando as 

partículas fagocitadas. 

 

Figura 17 - Efeito do uvaol sobre a fagocitose de macrófagos J774. 
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Perfil de fagocitose por células J774, tratadas com uvaol (0,1, 1 e 10 µM) por 24 horas e estimuladas 

com zimosan (10 partículas por célula). Dados apresentados por média ± E.P.M. de três experimentos 

independentes. Análises estatísticas foram detectadas por One-way ANOVA seguido pelo teste de 

Student Newman-Keuls (***) p<0,001 e (**) p<0,01 quando comparado como células sem tratamento 

mantidas em meio RPMI (controle). 
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Figura 18 – Fotomicrografias do efeito do uvaol sobre a fagocitose de macrófagos J774. 

 
Fotomicrografias ilustrando a fagocitose dos macrófagos J774 expostos ao zimosan e coradas com 

Giemsa 1:10, num aumento de 100X. Cel – Célula; Zim – Zimosan; UV – Uvaol. Em (A) o grupo 

apenas de células, em (B) grupo de células apenas estimulado com zimosan, em (C), (D) e (E), os 

grupos estimulados com zimosan e tratados com uvaol (0,1, 1 e 10 µM), respectivamente. Setas 

vermelhas indicam as partículas fagocitadas. 

 

5.7 Efeito do uvaol sobre a expressão de CD86, um marcador de polarização de 

macrófagos para o perfil M1  

 

Uma vez demonstrado que o uvaol mostra-se capaz de reduzir a resposta pró-

inflamatória de macrófagos estimados com LPS, decidiu-se avaliar se este triterpeno estaria 

sendo capaz de afetar o perfil de polarização funcional M1 desta célula. Como apresentado na 
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Figura 19, os macrófagos submetidos a estimulação para polarização ao fenótipo M1 exibiram 

um aumento significativo no marcador de superfície CD86. Nesta mesma figura pode ser 

observado que macrófagos estimulados para uma polarização de fenótipo M1 quando tratados 

com uvaol nas concentrações de 0,1, 1 e 10 µM exibiram uma redução significativa na 

expressão do marcador funcional CD86 para 8,72%, 8,94% e 9,1%, respectivamente. 

 

Figura 19 - Efeito do uvaol sobre a polarização de macrófagos. 
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Perfil M1 de polarização funcional de macrófagos J774 indicado pela marcação para CD86. As células 

foram tratadas com uvaol (0,1, 1 e 10 µM) e estimuladas LPS + IFN-γ por 24 horas. (A) Dados 

apresentados por média ± E.P.M., as análises estatísticas foram detectadas por One-way ANOVA 

seguido pelo teste de Newman-Keuls, onde (++) p<0,01 quando comparado como células M0 e (***) 

p<0,001 e (**) p<0,01 quando comparado as células M1 sem tratamento. 

 

5.8 Efeito do uvaol sobre a produção de IL-6 e IL-10 em macrófagos polarizados 

para os perfis M1 e M2  

 

Para avaliar se o uvaol seria capaz de afetar a polarização para os perfis funcionais M1 

e M2 de macrófagos, os macrófagos foram polarizados e submetidos ou não ao tratamento 

com uvaol (10 µM). Como demonstrado na Figura 20, a polarização para ambos perfis foi 

obtida com sucesso, pois houve um aumento das citocinas IL-6 (Figura 20A) e IL-10 (Figura 

20B) representando os perfis M1 e M2, respectivamente. Foi também possível observar que o 

tratamento com uvaol (10 µM) foi capaz de reduzir a produção de IL-6 (Figura 20A) em 

células do perfil M1, e inibiu de forma significativa a produção de IL-10 em células do perfil 

M2 (Figura 20B). 
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Figura 20 - Efeito do uvaol sobre a produção de citocinas em macrófagos M1 e M2 
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Perfil de produção de citocinas em macrófagos J774 polarizados. As células foram tratadas com uvaol 

(10 µM) e estimuladas LPS + IFN-γ (para o perfil M1) ou com IL-4 (para o perfil M2) por 24 horas. 

(A) Dados apresentados por média ± E.P.M., as análises estatísticas foram detectadas por One-way 

ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, onde (***) p<0,001 comparado como células M0 

mantidas em meio RPMI (controle) e (###) p<0,001 comparado com a respectiva células mantidas em 

meio RPMI. 

 

5.9 Efeito do uvaol sobre a expressão de genes marcadores para o perfil de 

macrófagos M1 e M2 

 

Para observar se o efeito do uvaol (10 µM) se dá em nível transcricional, foi realizado 

o ensaio de PCRq em tempo real. Como apresentado na Figura 21, a polarização para ambos 

perfis foi obtida com sucesso, no qual os genes Tnf-α e IL-6 típicos do perfil M1, e os genes 

Tgf-β e Arg1 típicos do perfil M2 exibiram níveis aumentados após diferenciação fenotípica. 

O tratamento com uvaol, foi capaz de diminuir a expressão relativa de Tnf-α e IL-6 no perfil 

de ativação M1 (Figura 21). Quando observada a expressão relativa de macrófagos do perfil 

M2, observou-se que o tratamento com uvaol induziu uma discreta redução nos elevados 

níveis de Arg1 (Figura 21). Já na expressão relativa de Tgf-β, o tratamento com uvaol não foi 

capaz de induzir alterações significativas no aumento da expressão deste gene (Figura 21). 
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Figura 21 – Efeito do uvaol sobre a expressão gênica de marcadores de diferenciação de macrófagos 
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Perfil de expressão gênica em macrófagos J774 polarizados. As células foram tratadas com uvaol (10 

µM) e estimuladas LPS + IFN-γ (para o perfil M1) ou com IL-4 (para o perfil M2) por 24 horas. (A) 

Dados apresentados por média ± E.P.M., as análises estatísticas foram detectadas por One-way 

ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, onde (+) p<0,001 quando comparado como a 

expressão basal do gene (linha pontilhada) e (***) representa p<0,001 e (*) representa p<0,05 quando 

comparadas com a expressão do respectivo gene dentro do mesmo perfil de macrófago. 

 

5.10 Efeito do uvaol sobre a translocação nuclear de p65-NF-kB  

 

Considerando a inibição do perfil pró-inflamatório dos macrófagos após tratamento 

com uvaol, decidiu-se avaliar se este tratamento estaria interferindo em vias de sinalização 

intracelular sabidamente reconhecidas por governar a diferenciação de macrófagos para o 

perfil M1. Para isso, decidiu-se avaliar se o uvaol seria capaz de interferir com a translocação 

do NF-kB em macrófagos estimuladas com LPS. Utilizando a técnica de imunofluorescência 

mensuramos a translocação da proteína p65-NF-kB do citoplasma para o núcleo em 

macrófagos após 24 h de estímulo com LPS. Como pode ser observado na Figura 22, o 

estímulo com LPS foi capaz de induzir a translocação da proteína p65-NF-kB do citoplasma 

para o núcleo, fenômeno que foi atenuado pelo O tratamento com uvaol (10 µM).  
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Figura 22 - Efeito do uvaol na translocação nuclear de NF-kB em macrófagos estimulados. 
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Imunomarcação da proteína p65-NF-kB em macrófagos J774 tratados com uvaol (10 µM) e 

estimuladas ou não com LPS (100 ng/mL) por 24 horas. (A) Fotomicrografias representativas da 

translocação nuclear de NF-kB. (B) Quantificação da intensidade de fluorescência nuclear (expresso 

em unidades arbitrárias) pelo software ImageJ. Dados apresentados por média ± E.P.M. de três 

experimentos independentes. Fotomicrografias 100X. As análises estatísticas foram detectadas por 

One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, onde (***) representa p<0,001 quando 

comparado com o controle (células mantidas em meio RPMI) e (##) representa p<0,01 quando 

comparado ao grupo estimulado com LPS (controle positivo).  
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6 DISCUSSÃO 

 

Sabe-se que as doenças de base inflamatória são responsáveis por elevados números 

de internações hospitalares e altas taxas de morbidade no mundo (OMS, 2007). No Brasil, 

doenças inflamatórias como asma e DPOC causam altos índices de morbimortalidade em 

diferentes regiões do país (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). Logo, estudos capazes de 

identificar moléculas com potencial anti-inflamatório e que sejam promissoras para 

desenvolvimento de novas opções terapêuticas para o tratamento das doenças de base 

inflamatória se fazem necessários. 

Nos últimos anos, foram realizados incentivos no Brasil, com intuito de promover a 

aproximação pesquisador-indústria farmacêutica, proporcionando a caracterização química e 

farmacológica de princípios ativos de origem natural (FERRARIS et al., 2011). Como o uvaol 

é um terpeno, que possui diversas atividades biológicas já comprovadas, como antioxidante, 

antitumoral e antiedematogênica, razões que têm estimulado o interesse neste composto 

natural para seu potencial uso no tratamento de doenças.  

É bem descrito na literatura que macrófagos possuem participação ativa em diferentes 

fases da resposta imunoinflamatória (MESHKANI; VAKILI, 2016), pois os macrófagos 

ativados provocam muitos dos seus efeitos através da secreção de mediadores pró-

inflamatórios solúveis. O LPS, derivado de bactérias gram-negativas é considerado o mais 

potente ativador da resposta secretora de macrófagos. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 

é um dos primeiros e mais importantes mediadores pró-inflamatórios secretados por 

macrófagos quando estimulados com LPS in vivo e in vitro (NATHAN, 1992; NUSSLER; 

BILLIAR; 1993). Após a sua ativação, os macrófagos produzem citocinas (MOLLOY; 

MANNICK; RODRICK, 1993), como IL-1β, IL-6 e TNF-α (HINZ; BRUNE, 2002). A 

liberação em excesso destes mediadores está envolvida no desenvolvimento de diversas 

doenças inflamatórias como a artrite reumatoide, a asma, a aterosclerose e a fibrose pulmonar 

(LIN; KARIN, 2007; SURH, 2001). Considerando estas informações, no presente trabalho 

utilizamos o LPS como agente ativador da função inflamatória dos macrófagos humanos da 

linhagem THP-1 e murinos da linhagem J774. 

O uvaol, um triterpeno pentacíclico, encontrado em plantas com propriedades 

medicinais, e no azeite de oliva, vem sendo descrito como possuidor de propriedades 

antioxidantes a anti-inflamatórias. No entanto, até o momento a caracterização das suas ações 

anti-inflamatórias em macrófagos não haviam sido descritas. Portanto, este trabalho objetivou 

caracterizar a atividade anti-inflamatória do uvaol em macrófagos ativados in vitro. Nossos 
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resultados revelaram que o uvaol, nas concentrações de 0,1, 1 e 10 µM, inibiu a produção de 

citocinas (IL-1β, IL-6 e TNF-α) após a estimulação de macrófagos murinos da linhagem J774 

com LPS, fenômeno que não mostrou-se associado a morte das células, já que pelo ensaio do 

MTT, o uvaol até a concentração de 10 µM não se mostrou citotóxico. Efeito semelhante 

também foi observado na linhagem de macrófagos humanos da linhagem THP-1, no qual, o 

uvaol, nas concentrações de 0,1, 1 e 10 µM, inibiu a produção de citocinas (IL-1β, IL-6 e 

TNF-α) e quimiocinas (IL-8 e MCP-1) após estímulo com LPS e este também não se mostrou 

associado a morte das células, pois o uvaol não se mostrou tóxico até a concentração de 10 

µM.  

Cabe destacar, que estudos prévios já reportaram que concentrações maiores de 10 µM 

de outros triterpenos pentacíclicos, como o ácido ursólico e oleanóico, mostram-se capazes de 

induzir apoptose por vias intracelulares dependentes da ativação de Akt e Notch1 (GAO et al., 

2007). Já em outro estudo, foi reportado que o triterpeno stichoposide A, em elevadas 

concentrações, induz alteração na permeabilidade seletiva da membrana citoplasmática além 

de suprimir o transporte de nucleosídeos e aminoácidos causando morte celular (ANISIMOV 

et al., 1978). Dessa forma, decidiu-se seguir avaliando os efeitos do uvaol sobre os 

macrófagos utilizando a concentração de 10 µM. 

Em outro conjunto de experimentos, o uvaol nas concentrações de 0,1, 1 e 10 µM foi 

capaz de induzir o aumento na habilidade fagocítica dos macrófagos, tanto por aumentar o 

número de células capazes de fagocitar, quanto por elevar o número de partículas fagocitadas, 

resultando assim, num aumento do índice de fagocitose nos macrófagos. A partir destes 

resultados, e considerando os achados onde o uvaol reduziu a produção de citocinas pro-

inflamatórias, seguiu-se por avaliar o efeito do uvaol sobre a diferenciação funcional desta 

célula. Nesse aspecto, verificamos que o tratamento com uvaol reduziu a expressão do 

marcador de polarização M1, CD86, e suprimiu a expressão gênica de marcadores de 

macrófagos polarizados. Além disso, o uvaol também foi capaz de reduzir a translocação do 

NF-kB para o núcleo em macrófagos ativados por LPS, o que justificaria, a via intracelular 

responsável pela ação anti-inflamatória do uvaol sobre os macrófagos. 

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa em atuação na UFAL demonstrou 

que o tratamento intranasal com uvaol, em camundongos, mostra-se capaz de inibir a resposta 

inflamatória alérgica das vias aéreas (AGRA et al., 2016). É amplamente aceito que os 

macrófagos desempenham importante papel na fase aguda da resposta inflamatória alérgica, 

bem como na cronicidade da doença (JIANG; ZHU, 2016). Embora ainda não esteja claro 

quanto à origem dos macrófagos pulmonares, estudos recentes sugerem que esses macrófagos 
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se desenvolveram a partir da diferenciação de monócitos sanguíneos ou da proliferação de 

macrófagos residentes (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014). Além disso, os 

macrófagos são uma população extremamente heterogênea, exibindo uma combinação de 

funções inflamatórias e anti-inflamatórias (LI et al., 2009). Portanto, fármacos que consigam 

modular as funções dos macrófagos podem ter importante papel para o tratamento das 

doenças inflamatórias, tal como a asma.  

Nossos resultados revelaram que o uvaol foi capaz de inibir em macrófagos murinos a 

produção de IL-1β, IL-6 e TNF-α, que são importantes citocinas no desencadeamento da 

inflamação causada por LPS. Para verificar se esta inibição se estendia a macrófagos 

humanos, utilizamos células da linhagem THP-1, também estimulada com LPS, e verificamos 

que o perfil de inibição foi semelhante, pois nestas células humanas, o uvaol também inibiu a 

produção de IL-1β e TNF-α. Adicionalmente, constatamos também que o uvaol suprimiu a 

produção de IL-6, CXCL8 e CCL2, o que demonstra o forte potencial anti-inflamatório do 

uvaol. Em sintonia com este resultado, estudos prévios já reportaram que outros triterpenos de 

origem natural, como o linalool e o lupeol, são capazes de diminuir de maneira significativa a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, TNF-α e IL-6 em macrófagos 

estimulados por LPS (HUO et al., 2013; KIM et al., 2015). O ácido ursólico (ácido 3b-

hidroxi-12-urs-12-en-28-oico), outro triterpeno pentacíclico natural que está presente em uma 

grande variedade de plantas, incluindo maçãs, manjericão, mirtilo, hortelã-pimenta, alecrim e 

orégano (LIU, 1995) foi demonstrado ser possuidor de diversos efeitos farmacológicos, como 

propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes, com a supressão das citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, IL-1β e IL-6, se assemelhando ao uvaol (IKEDA; MURAKAMI; 

OHIGASHI, 2008; TSAI; YIN, 2008). Além disso, o uvaol não foi capaz de alterar a 

produção de IL-10, o que já foi observado em outros terpenos, no qual possuíam também a 

capacidade de inibir a secreção de citocinas pró-inflamatórias (KU; LIN, 2013), reforçando o 

papel do uvaol em suprimir fenômenos pró-inflamatórios. 

A ativação de macrófagos por LPS, também pode induzir a produção de EROs, que 

possuem um importante papel na progressão de diversas patologias de base inflamatória, 

podendo causar danos celulares, lipídicos, proteicos e ao DNA, inibindo a funcionalidade das 

células. Neste contexto, pode-se destacar o NO, que em produção excessiva é considerado um 

mediador pró-inflamatório, neste estudo, o uvaol, foi capaz de inibir a produção de NO nas 

diferentes concentrações testadas, resultado este que corrobora com os achados de outros 

terpenos, como L-carveol, L-carvona, m-cimeno, valenceno, magnolol e guaieno 

(MARQUES et al., 2018; CHEN et al., 2019). O mirceno, um terpeno encontrado em diversas 



56 
 

espécies vegetais, como lúpulo, capim-limão e manjericão, também apresentou a capacidade 

de diminuir a produção de NO (RUFINO et al., 2015). Além destes triterpenos, o ácido 

maslinico vem sendo descrito como possuidor de atividades antioxidantes por atuar como um 

“scavenger” de espécies reativas de oxigênio (ALLOUCHE et al., 2010). Vale a pena 

mencionar ainda que, a β-amirina, um outro triterpeno pentacíclico encontrado na composição 

do óleo essencial de Cordia verbenacea DC que é o princípio ativo do medicamento 

Acheflan®, mostrou-se capaz de inibir a produção de óxido nítrico por suprimir a expressão 

da enzima óxido nítrico sintase (ASKARI et al., 2018). Adicionalmente, estudos prévios já 

demonstraram que a indução da enzima óxido nítrico sintase em macrófagos mostra-se 

regulada pela via de sinalização do NF-κB (CONNELLY et al., 2001), tanto que produtos de 

origem natural, como as naftoquinonas, mostram-se capazes de inibir a produção de óxido 

nítrico por suprimir a expressão de enzima óxido nítrico sintase (SONG et al., 2009). 

Portanto, considerando as propriedades antioxidantes já descritas para outros triterpenos 

pentacíclicos, podemos especular que o uvaol possa estar diminuindo os níveis de óxido 

nítrico por atuar como “scavenger“ ou suprimir a expressão e/ou atividade da enzima óxido 

nítrico sintase, ou ainda por inibir a ativação do NF-κB. Mais estudos serão necessários para 

melhor esclarecer este ponto.  

Considerando que a capacidade pro-inflamatória do macrófago estimulado com LPS 

mostrou-se reduzida pelo tratamento com uvaol, decidiu-se avaliar se outra habilidade típica 

desta célula observada no curso da resposta inflamatória, como a fagocitose, também seria 

influenciada pelo uvaol. Já é bem descrito na literatura que a fagocitose é um importante 

evento imunoinflamatório e esta consiste no englobamento de partículas por fagócitos 

profissionais como os neutrófilos, monócitos, macrófagos e células dendríticas (GORDON, 

2016). Como a fagocitose possui um importante papel em situações fisiopatológicas, este 

processo é de suma importância para o auxílio na resolução da inflamação, bem como na 

resolução de infecções. Para mensurar a influência do uvaol neste fenômeno, realizamos o 

ensaio de fagocitose em macrófagos estimulados por zimosan, que é uma substância derivada 

da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae conhecida por promover a ativação 

fagocítica de macrófagos in vitro (UNDERHILL, 2003; ZAFFRAN et al., 1995). Nossos 

resultados revelaram que o uvaol aumentou a habilidade fagocitária de macrófagos frente ao 

estímulo com zimosan, sugerindo que este triterpeno pode contribuir para melhorar a remoção 

de detritos realizados por macrófagos no sítio inflamatório. Sustentando esta proposição, já 

foi demonstrado previamente que macrófagos que perderam o perfil fenotípico M1 são 

capazes de exibir maior atividade fagocítica (TARIQUE et al., 2015). Além disso, é 
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importante mencionar que já foi reportada que a supressão na atividade do NF-κB melhora a 

fagocitose em macrófagos através da ativação da proteína transdutor de sinal e ativador da 

transcrição -1 (STAT1) (YI et al., 2015). A partir deste racional, nós hipotetizamos que o 

uvaol poderia estar atingindo seus efeitos anti-inflamatórios por modular o perfil funcional 

dos macrófagos. 

Sabendo-se que os macrófagos atuam decisivamente no curso da resposta inflamatória, 

seja diferenciando-se em um perfil de ativação M1, ou ainda num perfil de ativação anti-

inflamatório/pró-resolutivo M2 (MILLS; LEY, 2014), o controle sobre o perfil de 

diferenciação funcional desta célula mostra-se estratégico para o manejo da inflamação. Para 

confirmar esta proposta, nós quantificamos o marcador de superfície específico para 

macrófagos M1, o CD86. Nossos resultados revelaram uma redução no percentual de células 

positivas para o receptor, sugerindo uma diminuição na ativação de M0 para um perfil M1. 

Nossos estudos encontram-se em sintonia com estudos prévios, nos quais reportam que outro 

triterpeno, o lupeol, mostrou-se capaz de diminuir a expressão de CD86 na superfície de 

macrófagos M1, demonstrando que o lupeol possui sua função anti-inflamatória devido a 

mudança do fenótipo M1 para o fenótipo M2 (ZHU et al., 2016). Além disso, vale mencionar 

que a expressão de CD86 é regulada positivamente pela ativação de receptores que estimulam 

a via de sinalização dependente do NF-κB (LI et al., 1999). Reforçando esta relação, em 

células dendríticas a inibição da translocação do NF-κB pela aspirina resultou na redução da 

expressão de CD86 (BUCKLAND; LOMBARDI, 2009). 

Sabendo que o perfil M1 é importante para liberar citocinas para inibir a proliferação 

de células malignas e para a contenção de diversos patógenos, ao passo que o perfil M2 libera 

citocinas que favorecem o crescimento e a disseminação de células tumorais além de 

promover o reparo tecidual (BISWAS; MANTOVANI, 2010; VINOGRADOV; WARREN; 

WEI, 2014), nós observamos a produção de duas importantes citocinas em macrófagos 

polarizados para os dois perfis de ativação frente ou não, ao tratamento com uvaol. Foi 

observado então, que quando polarizadas para o perfil de ativação M1, o tratamento com 

uvaol se mostrou eficaz em inibir a produção de IL-6, importante marcador pró-inflamatório, 

já quando polarizadas para o perfil de ativação M2, o tratamento com uvaol reduziu a 

produção de IL-10, importante citocina pró-resolutiva/anti-inflamatória. Já é descrito na 

literatura que diversos terpenos, como lupeol, resveratrol, quercetina e narigerina, são capazes 

de modular macrófagos M1-M2, conferindo a estes uma importante ação anti-inflamatória por 

inibir o perfil e ativação M1 e favorecer M2 (ZHU et al., 2016; BUTTARI et al., 2014; 

DONG et al., 2014; SAQIB et al., 2018.). A luteonina é capaz de inibir a secreção de citocinas 
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pró-inflamatórias em macrófagos M1 tratados, mas o tratamento não foi capaz de aumentar a 

produção de IL-10 em macrófagos M1 tratados com luteonina (WANG et al., 2019). 

Para observar se estes efeitos se davam em nível gênico, foi observada a expressão 

gênica de importantes genes marcadores de ambos perfis de ativação, no qual foi visto que o 

uvaol foi capaz de inibir a expressão de importantes genes associados ao perfil M1 (TNF-α e 

IL-6), porém sem modular na mesma proporção os genes característicos do perfil M2 como a 

Arg1, e não interferir na expressão de TGF-β. O lupeol, um triterpeno pentacíclico, foi capaz 

de inibir a expressão relativa de TNF-α e IL-6, corroborando com nossos resultados e de 

aumentar a expressão de Arg1 (ZHU et al;. 2016). Resultados semelhantes foram encontrados 

quando macrófagos foram tratados com luteonina, porém alguns em marcadores M2 (Arg1, 

IL-10 e CD206), só foi observado o aumento nas maiores concentrações, bem como a inibição 

de marcadores M1 (iNOS e IL-1β) (WANG et al., 2019). Já foi observado que o aumento de 

TGF-β pode estar relacionado com o aumento das atividades funcionais dos macrófagos, 

como a fagocitose. Nossos resultados revelaram que o tratamento com uvaol não interferiu 

nos níveis elevados de expressão do TGF-β, que, em conjunto com suas ações anti-

inflamatórias, pode justificar, pelo menos em parte, o aumento na taxa de fagocitose dos 

macrófagos. 

Com propósito de identificar um possível mecanismo molecular sensível aos efeitos 

do uvaol, e que seria capaz de justificar suas ações anti-inflamatórias, decidiu-se avaliar a 

translocação do p65-NF-κB do citoplasma para o núcleo de macrófagos estimulados com 

LPS. É reconhecido que o NF-κB se mostra importante na resposta mediada por LPS, e está 

intimamente relacionada ao estabelecimento da resposta pró-inflamatória (ALY et al., 2008). 

Quando macrófagos são estimulados, o complexo p50/p65 inativo e conectado a IκBα no 

citoplasma, é ubiquitinado e a proteína degradada, sendo a p65 ativa liberada no núcleo para 

se ligar a genes pró-inflamatórios, o que resulta na ativação de vários genes envolvidos na 

inflamação capazes de estabelecer um perfil de resposta pró-inflamatória (KIM; AHN; JE, 

2016; HWANG et al., 2011). Portanto, a expressão da proteína IκBα e a forma ativa da 

transcrição p65 são marcadores importantes da reação inflamatória (WANG et al., 2018).  

Nossos resultados revelaram que macrófagos J774 estimulados com LPS apresentaram 

um aumento da translocação da proteína p65-NF-kB, para o núcleo da célula, indicando a 

ativação pró-inflamatória do LPS. Este fenômeno foi completamente inibido pelo tratamento 

com uvaol, indicando um possível alvo molecular de ação do uvaol. Sabe-se que após o 

estímulo por LPS, a via de sinalização do NF-kB é ativada, através de uma cascata 

intracelular e estimulada a produzir citocinas inflamatórias e regular a resposta inflamatória 
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no macrófago (MIYAKE, 2007). Além disso, já foi demonstrado que a inibição da ativação 

do NF-kB em macrófagos mostra-se relacionada a inibição do perfil fenotípico M1 de 

macrófagos (TAN et al., 2019) 

Evidências experimentais indicam que a inibição de NF-kB será uma ferramenta 

valiosa para o tratamento de doenças humanas. O NF-kB é um ponto de convergência para 

resposta celular a múltiplos estímulos e regula genes envolvidos no desenvolvimento de 

doença inflamatória (FRASER, 2006). Assim como o uvaol, um outro triterpeno, o lupeol, foi 

capaz de suprimir a produção de citocinas pró-inflamatórias e bloquear a fosforilação do IkBα 

em macrófagos murinos da linhagem RAW264.7 estimuladas por LPS e em mucosa 

inflamada de cólon de camundongos (LEE et al., 2016). Além deste, a avicina, uma família de 

triterpenos isolada de sementes da Acacia victoriae (Bentham), proveniente da Austrália, foi 

capaz de inibir a via do NF-kB, além de apresentar respostas anti-inflamatórias (HARIDAS; 

ARNTZEN. GUTTERMAN, 2001). O ácido ursólico, também se mostrou capaz de inibir a 

ativação da via do NF-kB (CHECKER et al., 2012; SHISHODIA et al., 2003). O celastrol, 

um triterpeno pentacíclico extraído de Tripterygium wilfordij (Hook), também é conhecido 

por inibir a via de sinalização NF-κB e suprimir as citocinas inflamatórias, como IL-1β e 

TNF-α (SALMINEN et al., 2008; LEE; KOO; YOON, 2006). O magnolol, foi capaz de inibir 

a ativação da via do NF-kB, diminuiu a produção de citocinas pró-inflamatórias e a produção 

de NO, além de aumentar a capacidade fagocítica de macrófagos (CHEN et al., 2019), assim 

como o uvaol. Dessa forma, o uvaol parece atingir seus efeitos anti-inflamatórios por inibir a 

produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, e por aumentar a capacidade de 

fagocitose, fenômenos que podem estar diretamente relacionados a redução no perfil de 

polarização de macrófagos para M1 e pela inibição da translocação de NF-kB.   
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7 CONCLUSÃO 

 

Em conjunto, nossos resultados demonstram que o triterpeno uvaol mostra-se capaz de 

diminuir a resposta inflamatória induzida por LPS em macrófagos, pela diminuição na 

liberação de citocinas IL-6, IL-1β e TNF-α e quimiocinas CXCL8, CCL2. Constatamos 

também que o uvaol melhorou a capacidade fagocítica dos macrófagos e reduziu o perfil pró-

inflamatório M1. Além disso, o uvaol foi capaz de modular a expressão gênica de citocinas do 

perfil M1 sem afetar com a mesma proporção as citocinas do perfil M2. Estes efeitos anti-

inflamatórios induzidos pelo uvaol parecem depender da via intracelular de sinalização NF-

kB. Portanto, o uvaol mostra-se como um promissor agente para o desenvolvimento de um 

medicamento anti-inflamatório. 
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