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1. INTRODUÇÃO GERAL 

O babaçu, Attalea speciosa pertence a família Arecaceae, com grande distribuição 

em todo território nacional, com características dominantes e considerada pioneira, 

devida a sua grande capacidade de colonização em áreas degradadas (MAY, 1990; 

ANDERSON et al., 1991). O mesocarpo dos frutos é bastante utilizado na fitoterapia para 

tratamento de inflamações, feridas crônicas, úlceras, cólicas e ulcerações de pele, 

assaduras e vulvovaginites (SOUZA et al, 2011).  

Algumas partes do fruto do babaçu são bastantes utilizadas na indústria e para 

fins terapêuticos, como é o caso do óleo e do mesocarpo obtido dos frutos da palmeira de 

babaçu. O óleo do babaçu é utilizado na indústria alimentícia e cosmética, com importante 

contribuição ao crescimento econômico no Maranhão, estado em que há maior extração 

deste recurso natural (PRANCE, 1985; IBGE, 2015;). O mesocarpo é utilizado na 

produção de pães, como alimento e como medicamento por diversas populações, que 

descrevem vários efeitos positivos nos mais diversos tratamentos (SOUZA et al, 2011). 

             Muitos desses efeitos foram cientificamente comprovados. Estudos utilizando o 

mesocarpo do babaçu, foram comprovaram vários efeitos, como a atividade 

imunomoduladora na ativação de linfócitos T (GUERRA et al, 2011), na produção de 

anticorpos (BARROQUEIRO et al 2001), na ativação de macrófagos (NASCIMENTO et 

al, 2006), e também atividade anti-inflamatória (SILVA et al, 2001; NASCIMENTO et 

al 2010) e antimicrobiana (BARROQUEIRO et al 2016), indicando que há uma potencial 

no tratamento de doenças causadas por micro organismos patogênicos.  

A vacina constituída pelo Bacillus Calmette-Guérin (BCG) atenuado a partir do 

Mycobacterium bovis, confere proteção contra a tuberculose, doença causada por 

Mycobacterium tuberculosis. Essa vacina, que foi testada pela primeira vez em 1921, é 

ainda hoje a mais utilizada em todo o mundo.  A administração da vacina causa 

inflamação local, devido a respostas do sistema imune inato e também recruta 

principalmente linfócitos T CD4+, e o conjunto desses processos são responsáveis por 

dar início a inflamação local, decorrente da atividade contra o microoganismo 



(CALMETTE, et al., 1927; ZWERLING, et al., 2011, CHEN et al., 2009; WINAU et al., 

2006). 

A inflamação é processo natural de organismos pluricelulares superiores, em que 

ocorre a liberação de mediadores e o recrutamento de células imunes, visando o reparo 

da área lesada. Segundo COUSSENS; WERB (2002), a inflamação aguda, primeira 

resposta do organismo ao patógeno, se caracteriza pelo recrutamento e ativação de 

macrófagos, neutrófilos, células dendrítica entre outras, ativando uma série de 

mecanismos que visam neutralizar o patógeno. 

 O sistema imune é responsável por ativar e desativar vias intrínsecas em 

resposta ao processo inflamatório. As células da imunidade inata possuem funções 

fundamentais no início desse processo, e seus mediadores (citocinas e quimiocinas) são 

de grande importância para a comunicação, diferenciação, migração e ativação celular, 

tanto local, como sistemicamente (ARAI, 1990; LI; VERMA, 2002). 

Na fase crônica, decorrente de lesões teciduais prolongadas, ocorre recrutamento 

e ativação de monócitos e linfócitos e também se tem início ao processo de angiogênese 

e fibrose. Durante todo esse período de reparação, as células atuam de forma conjunta, 

aumentando a capacidade de apresentar antígenos aos linfócitos T e também aumentando 

a liberação e/ou produção de mediadores e citocinas. Os macrófagos recrutados, 

participam de várias vias biológicas que são responsáveis por aumentar ou suprimir a 

resposta inflamatória.  

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1.Babaçu 

A espécie vegetal Attalea speciosa Mart ex Spreng possui vários nomes populares, entre 

eles “babaçu, guaguassu, aguassu, oauassu, uanassu, uauassu, bagassu, coco de macaco, 

entre outros (CORRÊA, 1984). Hoje sabe-se que que o óleo dessa espécie representa a 

maior reserva nativa de óleo de todo o mundo e representa em vários estados, em especial 

no Maranhão, é um constituinte do PIB, contribuindo de forma significativa nesse 

indicador de crescimento (EMBRAPA, 1984; IBGE, 2015) 

A Attalea speciosa serve como fonte de reserva extrativista, uma vez que todas as partes 

do fruto são utilizados. Dentre eles, os que possuem maior valor comercial é o óleo 

extraídos a partir das amêndoas, que possui alto valor comercial e que é utilizado na 



indústria de cosméticos alimentícia e recentemente na produção de biodísel. São também 

extraídos a massa residual, que corresponde a 35%, que inclui o mesocarpo, produto 

utilizado (ROSENTHAL, 1975; LIMA, 2007¹; LIMA et al., 2008²). 

O babaçu, também antes denominada Orbignya phalerata Mart. é uma espécie da família 

Aracacea, que engloba todas as palmeiras de pequeno, médio e grande porte. São arbustos 

consideradas penenes, com caule não ramificado do tipo estirpe, que atinge alturas 

próximas aos 30 metros. A distribuição do babaçu ocorre em todas as regiões do Brasil, 

mas possui maior densidade no Norte e Nordeste do país, regiões que possuem clima 

tropical e temperado, essencial para o desenvolvimento da espécie (CAVALLARI, 

TOLEDO 2016; FERREIRA, 2010).  

Nos últimos anos, um enorme número de estudos vem sendo realizados, e comprovando 

várias atividades do babaçu, em especial do mesocarpo. Já foram relatadas atividade 

cicatrizante na linha alba (BRITO, FILHO 2006), no cólon por via de administração oral 

(BALDEZ, 2006), no cólon com administração por via intraperitoneal (SILVA, 2015), 

também na cicatrização do estômago por via intraperitoneal (BATISTA, 2006), em 

feridas cutâneas com por uso intraperitoneal (MARTINS 2006; MACIEL, 2007).  

O babaçu já demonstrou atividade antinociceptiva (PINHEIRO, BOYLAN, 

FERNANDES, 2012), atividade antioxidante (SILVA et al., 2005),  ativação de 

macrófagos (NASCIMENTO et al., 2006; SILVA 2018), atividade antimicrobiana e 

imunomoduladora (BARROQUEIRO et al., 2016), produção de anticorpos autorreativos 

(BARROQUEIRO et al., 2001), atividade antitumoral (FORTES et al., 2009), efeito 

antitrombótico (AZEVEDO, 2007), modulação no padrão de respostas  de linfócitos th1 

em camundongos propensos a th2 (GUERRA et al., 2011), e ação anti-inflamatória 

(NASCIMENTO et al. 2006; SILVA, PARENTE, 2001; MAIA, 1989), 

2.2.Inflamação, cicatrização e dor 

O processo inflamatório se inicia quando há uma lesão tecidual causada por diversos 

agentes físicos, químicos ou biológicos. De forma simples, após o dano há liberação de 

mediadores inflamatórios e também de outras moléculas, que serão responsáveis por 

ativar vias de sinalização envolvidas não só pela remoção do agente agressor, mas 

também do reparo tecidual e pela retomada da homeostasia do organismo (RANIN, 2004; 

BANNENBERG, SERHAN; 2010).  



A primeira fase desse processo é descrita como inflamação aguda. Ela é caracterizada 

principalmente por alterações vasculares, especialmente o aumento da permeabilidade 

vascular, o que permite que neutrófilos atraídos por citocina do tipo IL-8, possam migrar 

para os tecidos, para assim remover o estímulo agressor e também restos de tecidos 

extravasados localmente (BRADLEY, 1982; DVORAK, 1995; WEDMORE, 

WILLIANS, 1981). 

O processo inflamatório é responsável pelo do fluxo sanguíneo, causado pelo aumento da 

dilatação dos vasos e também pelo aumento da permeabilidade dos capilares provocando 

liberação de fluídos locais. Em paralelo a isso, ocorre a quimiotaxia com a migração de 

leucócitos para a zona lesada, e uma resposta sistêmica decorrente da alta atividade dos 

leucócitos no local. Esse conjunto de fatores possuem alguns sinais clínicos, como calor, 

rubor, edema e dor (ZHANG, 2007; RAINSFORD, 2006) 

Caso o estímulo prejudicial não cesse ou se houver infecção viral, infecções crônicas e 

doenças autoimunes, o organismo pode ser acometido por inflamação crônica. Nessa 

inflamação os neutrófilos são substituídos por células mononucleadas (linfócitos e 

macrófagos). Nesse momento, o ambiente inflamatório se torna mais rico em citocinas e 

mediadores inflamatórios, estes serão responsáveis por promover a inflamação existente, 

e algumas citocinas como IL-6, TNF-α IFN-γ são responsáveis por potencializar essa 

resposta (ISHIHARA, HIRANO, 2002; TETTA, 1990; SCHRODER, 2004). 

A dor se inicia no momento em que há dano tecidual, causado pelos mais diversos 

agentes. Nesse momento são ativados nociceptores nos mais diversos tecidos, e eles, 

através de sinais eletroquímicos, são responsáveis por levarem esse estímulo ao sistema 

nervoso central (SNC), que é responsável por gerar a percepção de dor. Até que cessem 

os estímulos prejudiciais, há uma intensa liberação de sinais eletroquímicos, tornando 

prejudicial o estímulo criado no microambiente lesado (FIELDS, 1999; MAYER, PRICE, 

1976; HAVRANKOVA, 1978). 

Os mediadores inflamatórios uma vez liberados no momento do dano tecidual, promovem 

de forma sinérgica uma alteração no mecanismo de transdução periférica do estímulo 

nociceptivo aumentando a sensibilidade de transdução dos nociceptores de limiar 

elevado, e consequentemente a redução no limiar de percepção ao estímulo doloroso, 

exacerbada resposta a estímulos nociceptivos, descrito como hiperalgesia e dor 

espontânea, conhecida como alodínia (MEYER, 1994; BONICA, 1990). 



A dor nociceptiva ou inflamatória resulta em hipersensibilidade, e causa diversas 

alterações no sistema nervoso periférico, como a diminuição do limiar de ativação dos 

nociceptores, o que desencadeia em uma percepção de dor exagerada. Dessa forma, os 

estímulos eletroquímicos se propagam mais facilmente, aumentando o potencial de 

membrana das células, que culmina na recepção por parte do sistema nervoso central de 

um estímulo exacerbado, levando o indivíduo a experimentar a dor patológica (LAMONT 

& TRANQUILLI, 2000; PLONER, 2006) 

A inflamação é o início de ativação de vários processos, devido a grande liberação de 

mediadores inflamatório, fatores de crescimento e diferenciação além da ativação de 

várias células do sistema imune. O processo cicatricial possui 3 fases: inflamatória, 

proliferativa e de remodelação tecidual. A cascata de resposta se inicia durante o processo 

inflamatório, é caracterizado pela alta atividade de neutrófilos, liberação de peróxido de 

hidrogênio, com aumento da atividade microbicida, que impede que a área seja 

colonizada por bactérias e fungos (LINGEN, 2001; SCHULTZ et al., 1991; KIM et al., 

2008). 

Em seguida, a fase proliferativa é caracterizada pelo alto recrutamento de macrófagos, os 

quais são responsáveis por secretarem citocinas e fatores de crescimento, mediadores que 

agirão sobre os fibroblastos, estimulando a deposição de colágeno e elastina, importantes 

componentes da matriz extra-celular. Os fibroblastos secretam TGF-β, que age de forma 

autócrina, para que se tenha secreção constante dessas proteínas (GRINNELL, 2003; 

RICHES, 1988) 

Esse processo intercala-se com o processo de remodelação tecidual, onde os fibroblastos 

também exercem um papel importante no estímulo dos queretinócitos através da secreção 

da citocina IL-6, para que haja a deposição a queratina, e assim a remodelação tecidual 

seja finalizada. As proteínas depositadas localmente são importantes para que haja 

remodelação tecidual adequadra (KOH, 2011; ANDERSON, 2013; ALEXOPOULOU et 

al., 2007).  

2.3.Vacina BCG 

As vacinas compõem um importante mecanismo para melhorar a defesa em humanos 

contra várias doenças, o que reduz gastos com saúde e previne vários surtos. As doenças 

que possuem vacinas desenvolvidas e que são controladas em países desenvolvidos e 

subdesenvolvidos representam um risco iminente para a saúde pública, uma vez que uma 



variação para baixo na percentagem de imunização pode representar milhares de doentes.  

(ZAIAC et al, 1998; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013; 

ADANS et al., 1993; ZWERLING et al., 2011).  

A vacina do BCG (bacilo Calmette Guérin) é produzida a partir da cepa atenuada de 

Mycobacterium bovis e protege contra a tuberculose, doença causada pela cepa selvagem 

de Mycobacterium tuberculosis. Muitas campanhas a nível mundial tem sido feitas com 

o intuito de aumentar a taxa de vacinação. O sucesso na vacinação do BCG depende não 

só de altas taxas de imunização, mas também da cepa que é utilizada, uma vez que, 

diferenças genéticas podem alterar a taxa de eficácia da vacina (CALMETTE, et al., 1927; 

PEREIRA, 2007).  

A imunização contra a tuberculose realizada pela vacinação. Neutrófilos e macrófagos 

são capazes de reconhecer inicialmente o micro-organismo atenuado e realizarem o 

processamento e apresentarem o antígeno a população de linfócitos T CD4+ e também T 

CD8+. De forma simples, após essa fase, linfócitos T CD4+ e CD8+ são responsáveis por 

detectar o microoganismo patogênico (Mycobacterium tubeculosis) e dar início a uma 

resposta efetora eficiente, sem uma prévia apresentação por fagócitos, o que desencadeia 

o processo inflamatório (CHEN et al., 2009; WINAU et al., 2006). 

 

3. OBJETIVOS  

3.1.Geral 

• Avaliar o efeito do babaçu sobre a atividade anti-inflamatória, cicatrizante a 

analgésica 

3.2.Específicos 

• Avaliar o efeito do EAB sobre resposta inflamatória crônica, induzida pelo BCG 

• Avaliação das populações celulares do linfonodo poplíteo e do peritônio na 

inflamação crônica induzida pelo BCG 

• Quantificação de mediadores inflamatórios como citocinas e peróxido de 

hidrogênio no modelo de inflamação crônica induzido pelo BCG  

• Investigar o efeito anti-nociceptivo do EAB na dor aguda  

• Avaliar o papel do EAB na cicatrização de feridas cutâneas 
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RESUMO  

 

O Bacillus Calmette-Guérin (BCG) confere proteção contra a tuberculose. A 

administração da vacina causa inflamação local, devido a respostas do sistema imune 

inato e também recruta linfócitos T CD4+. O babaçu (Attalea speciosa, Mart.) tem 

atividade anti-inflamatória e efeito imunomodulador na polarização de macrófagos e de 

linfócitos T. Avaliamos a ação do extrato aquoso do mesocarpo do babaçu (EAB) sobre 

a inflamação induzida pelo BCG e após desafio com PPD (Derivado proteico purificado). 

Foram utilizados camundongos Swiss, inoculados 104  bacilos, na pata posterior esquerda. 

Depois de 21 dias, os animais foram desfiados com PPD, e eutanasiados ao 34º dia. Foi 

avaliado o número de células de baço, sangue, peritônio e do linfonodo poplíteo. A 

produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi avaliada no peritônio. Avaliamos por 

citometria as populações de linfócitos T e macrófagos presentes no poplíteo e no 

peritônio.  O tratamento com EAB reduziu a inflamação causada pelo BCG tanto na fase 

aguda, como na fase crônica, com especial ação após o desafio com PPD. O tratamento 

também reduziu a produção de IL-17, TNF-α e IL-6, aumentou o número de linfócitos 

CD4+ no peritônio e de linfócitos T auxiliares e citotóxicos no linfonodo. O tratamento 

com EAB aumentou a produção de H2O2 em cultura de células peritoneais estimuladas 

ou não com PMA. Concluímos que EAB tem ação anti-inflamatória na fase aguda e na 

fase crônica, possivelmente devido à redução de citocinas inflamatórias, aumento de 

H2O2 e a ativação de linfócitos T auxiliares e citotóxicos, confirmando mais uma vez o 

efeito imunomodulador do extrato. 

 

Palavras-Chave: Attalea speciosa, inflamação, BCG, imunomodulação, babaçu, PPD. 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

The Bacillus Calmette-Guérin (BCG) protects against tuberculosis. The administration 

of this vaccine caused local inflammation, due to the activation of innate immune and 

acquired immune response and the recruit of CD4+ T lymphocytes. The babassu palm 

tree (Attalea speciosa, Mart.) has anti-inflammatory activity and an immunomodulatory 

effect, mainly to induce the polarization of macrophages and T lymphocytes. We 

evaluated the effect of the aqueous extract of babassu mesocarp (EAB) on the 

inflammation induced by BCG, after challenge with PPD (protein derivative purified). 

Swiss mice received 104 bacilli, in the hind left paw. After 21 days, the animals received 

PPD. At the 34º days it was evaluated the number spleen, blood, peritoneum and popliteal 

lymph node cells, the production of hydrogen peroxide (H2O2) at the peritoneum and the 

cytokines levels in serum. T lymphocytes and macrophages at the lymph node and the 

peritoneum were evaluated by flow cytometry. The EAB treatment reduced the 

inflammation caused by the BCG either in the acute phase or in the chronic phase, mainly 

after the challenge with PPD. Treatment also reduced the production of IL-17 and IL-6, 

increased the number of CD4 + lymphocytes at the peritoneum, and the T helper and T 

cytotoxic in the lymph node. The EAB treatment increased the production of H2O2 in a 

culture of peritoneal cells stimulated or not with PMA. We conclude that EAB has anti-

inflammatory action in the acute phase and chronic phase, possibly due to a reduction on 

the inflammatory cytokines, an increased H2O2 production and, the activation of helper 

and cytotoxic T lymphocytes, showing an immunomodulatory effect in response to BCG. 

  

Keywords: Attalea speciosa, inflammation, BCG, immune modulation, babassu, PPD. 

 

 

 

 

 



Introdução 

O babaçu, Attalea speciosa pertence a família Arecaceae, com grande distribuição 

em todo território nacional, com características dominantes e considerada pioneira, 

devida a sua grande capacidade de colonização em áreas degradadas (MAY, 1990; 

ANDERSON et al., 1991). O mesocarpo dos frutos é bastante utilizado na fitoterapia para 

tratamento de inflamações, feridas crônicas, úlceras, cólicas e ulcerações de pele, 

assaduras e vulvovaginites (SOUZA et al, 2011).  

Muitos desses efeitos foram cientificamente comprovados, como a atividade anti-

inflamatória (SILVA; PARENTE, 2001; NASCIMENTO et al, 2006; 2010). Além disso, 

há evidencias quanto ao efeito imunomodulador do mesocarpo de babaçu na polarização 

de macrófagos (SILVA et al, 2018) e de linfócitos T auxiliares (GUERRA et al, 2011), 

na atividade antimicrobiana (BARROQUEIRO et al., 2016) entre outros efeitos sobre a 

ativação sistema imune.  

A vacina constituída pelo Bacillus Calmette-Guérin (BCG) atenuado, confere 

proteção contra a tuberculose. Essa vacina, que foi testada pela primeira vez em 1921, é 

ainda hoje, a mais utilizada em todo o mundo.  A administração da vacina causa 

inflamação local, devido a respostas do sistema imune inato e também recruta 

principalmente linfócitos T CD4+, e o conjunto desses processos são responsáveis por 

dar início a inflação local, decorrente da atividade contra o microoganismo 

(CALMETTE, et al., 1927; ZWERLING, et al., 2011, CHEN et al., 2009; WINAU et al., 

2006). 

A inflamação é processo natural de organismos pluricelulares superiores, em que 

ocorre a liberação de mediadores e o recrutamento de células imunes, visando o reparo 

da área lesada. Segundo COUSSENS; WERB (2002), a inflamação aguda, primeira 

resposta do organismo ao patógeno, se caracteriza pelo recrutamento e ativação de 

macrófagos, neutrófilos, células dendrítica entre outras, ativando uma série de 

mecanismos que visam neutralizar o patógeno. 

 O sistema imune é responsável por ativar e desativar vias intrínsecas em 

resposta ao processo inflamatório. As células da imunidade inata possuem funções 

fundamentais no início até a finalização desse processo desse processo, e seus mediadores 

(citocinas e quimiocinas) são de grande importância para a comunicação, diferenciação, 



migração e ativação celular, tanto local, como sistemicamente (ARAI, 1990; LI; 

VERMA, 2002). 

Na fase crônica, decorrente de lesões teciduais prolongadas, ocorre recrutamento 

e ativação de monócitos e linfócitos e também se tem início ao processo de angiogênese 

e fibrose. Durante todo esse período de reparação, as células atuam de forma conjunta, 

aumentando a capacidade de apresentar antígenos aos linfócitos T e também aumentando 

a liberação e/ou produção de mediadores e citocinas. Os macrófagos recrutados, 

participam de várias vias biológicas que são responsáveis por aumentar ou suprimir a 

resposta inflamatória.  

No decorrer do processo inflamatório há a ativação e desativação dessas células, 

que, muitas vezes, adquirem o perfil M1 e secretam citocinas pró-inflamatórias (IL-1, 1L-

6, IL8, INF-, TNF-α), entre outras. Posteriormente, acontece a desativação dessas células 

efetoras, as quais passam a assumir o perfil M2, com o aumento na liberação de citocinas 

anti-inflamatórias como a IL-10 e o TGF-B, mediadores capazes de controlar a 

proliferação e a diferenciação celular e, estão diretamente envolvidos na reparação dos 

tecidos (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). 

Material e métodos 

Preparo do extrato  

A farinha comercial foi obtida da empresa Flora Maranhense, a qual realiza a 

extração do babaçu na cidade de Esperantinópolis (sul do Maranhão). A farinha do 

mesocarpo foi misturada a água deionizada, para obtenção do extrato bruto aquoso bruto 

(200mg/mL).  

Para extração se utilizou água para injeção, a temperatura ambiente, sob agitação 

constante e leve. Logo em seguida, a suspensão foi filtrada com filtro 25 μm, centrifugada 

e liofilizada. O material resultante foi diluído em de solução salina tamponada com 

fosfato 0,15M (PBS), com pH 7,2 para utilização nos ensaios (GUERRRA et al, 2011).  

Animais e tratamento 

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, fêmeas, com idade entre 8 e 

12 semanas, todos com peso entre 25 a 30g, fornecidos pelo Biotério Central da 

Universidade Federal do Maranhão e alocados na Biotério setorial. Foram utilizados 10 

animais e delimitados 2 grupos experimentais: O grupo 1 com 5 animais foi designado 



por grupo BCG e não sofreu nenhuma intervenção, e o grupo 2 também com 5 animais, 

recebeu 200mg/ml do EAB via oral uma vez ao dia durante todo o experimento.   

Os animais foram mantidos sob luz durante 12h e sem luz durante 12h, a 

temperatura ambiente controlada de 25ºC e ração esterilizada e água oferecidos ad 

libitum. Os protocolos utilizados foram previamente aprovados pelo CEUA-UFMA, 

processo nº 23115.009717/2015-10. O experimento foi executado uma única vez, por 

falta de disponibilidade de animais por parte do Biotério central.  

 

Indução da inflamação crônica com bcg 

A vacina BCG (Bacilo Calmette-Guérin), 100mg/mL, com 108 bacilos/mL 

(Instituto Butantã, São Paulo, Brasil) foi inoculada no espaço subcutâneo do coxim 

plantar, da pata posterior esquerda, na quantidade de 104 bacilos (ROXO & SINHORINI, 

1994). Ao final de 21 dias os animais foram desafiados com 10µL de PPD, conhecido 

como Derivado Proteico Purificado de M. bovis (GULD et al, 1958). As medidas do 

tamanho das patas foram realizadas a cada 24 horas até o 3º dia e depois de 4 em 4 dias 

até o final do experimento, com auxílio de paquímetro digital (Mitutoyo, Japão) de alta 

precisão. 

Contagem total e diferencial de células 

Ao final dos 34 dias, os animais foram eutanasiados para a retirada do baço, 

sangue, lavado peritoneal e linfonodo drenante para quantificação da produção de 

citocinas e peróxido de hidrogênio (H2O2), e para as contagens totais e diferenciais de 

células. 

O sangue foi obtido por punção cardíaca, com o auxílio de agulha e seringa. Em 

seguida, 10 µL foram transferidos para tubos contendo Solução de Türk (Newprov®) na 

proporção 1:20 para contagem dos leucócitos e a contagem total de células foram 

realizadas em câmara de Neubauer, com auxílio de um microscópio óptico de luz comum 

(GREENWALT & ALLEN, 1990). 

Para a contagem diferencial do sangue, foi feito um esfregaço (BAIN, 2005). As 

lâminas foram secas, fixadas com metanol, coradas com Giemsa e a leitura foi feita com 

o auxílio de um microscópio óptico de luz comum, utilizando óleo de imersão e objetiva 

de 100x. Foram contados 100 leucócitos e calculada as percentagens das diferentes 



populações presentes no sangue (MAESTRELLI et al., 1995). O soro foi centrifugado e 

armazenado em freezer, para avaliação da produção de mediadores e ensaios posteriores. 

O lavado peritoneal foi obtido a partir da injeção de 5mL de PBS estéril gelado na 

cavidade peritoneal. Após uma suave massagem a suspensão celular foi retirada com a 

seringa e agulha, acondicionado em tubos Falcon, centrifugado e corado com Solução de 

Turk (1/20) para determinar o número total de células (RAY & DITTEL, 2010). 

O baço foi retirado, triturado em um tamiz, com 3mL de PBS, a suspensão 

celular foi transferida para um tubo Falcon de 15mL, centrifugada e corada para 

determinar o número total de células esplênicas com Solução de Turk na concentração de 

1/20 (LONGERBEAM et al., 1961). 

Para contagem diferencial as células peritoneais e esplênicas foram ajustadas e 

100µL da suspensão celular (1 x 105), foram centrifugas em CitoSpin, durante 5 minutos 

a 800rpm. As lâminas foram coradas com um kit panótipo rápido (InstantProv), contendo 

2 corantes e 1 fixador. A contagem diferencial dos leucócitos, considerou o percentual 

das diferentes populações após a contagem de 100 células (MAESTRELLI et. al, 1995). 

As células então, foram contadas em câmara de Neubauer com auxílio de microscópio 

óptico de luz comum e óleo de imersão, com a objetiva de 100x. 

Produção de citocinas 

  A técnica Cytometric Bead Array (CBA) foi utilizada para quantificação das 

citocinas no sangue foi utilizado kit de citocinas Th1, Th2 e TH17 para camundongos 

(Bencton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, EUA), conforme instruções do 

fabricante. 

 A leitura das amostras foi realizada no Citômetro de fluxo FACScalibur (Bencton 

Dickinson, San Jose, CA, USA) com ajuda do software CellQuest Pro v5.1, BD 

Biosciences. Após a leitura, os dados foram analisados com auxílio do software Flow 

Jow® V10 (TreeStar). Os valores foram expressos em pg/mL para cada uma das 

citocinas, a partir das curvas padrão (MAECKER, 2004). 

Avaliação do burst oxidativo por dihidro-rodamina 123 (dhr)  

Para avaliação da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), a suspensão de 

células peritoneais foi ajustada para 1x105/mL, distribuídas em microtubos e marcadas 

com DHR, isoladamente, ou com DHR+PMA (50nM - Phorbol Miristate Acetate), para 



avaliar a produção espontânea ou estimulada de H2O2. Os tubos foram incubados a 37°C, 

por 10 minutos. Após o tempo de reação com o DHR a reação foi bloqueada pela 

refrigeração das amostras em banho de gelo, por 10 minutos (EMMENDÖRFFER et al., 

1990). 

As suspensões celulares foram lavadas 2x com PBS, a 1500 RPM, 10 minutos, a 

4oC e em seguida ressuspensas em PBS gelado. A reação foi avaliada com auxílio de um 

citômetro de fluxo, utilizando-se o canal FL-1, considerando os parâmetros de 

granulosidade (SSC) e tamanho celular (FSC), após a definição da janela de aquisição das 

células. Para análise, foram adquiridos 3000 eventos os quais foram analisados com 

auxílio do programa FlowJo (Tree Star Inc.). 

 

Imunofenotipagem de linfócitos e macrófagos  

     Após contagem de células peritoneais e linfonodo poplíteo, 10
5
 células/mL 

foram ressuspensas e transferidas para uma placa de 96 poços com fundo em formato U, 

marcadas com os anticorpos específicos, e incubadas a 4ºC durante 15 minutos. 

        Foram montados 3 painéis de marcação do peritônio, e 2 painéis para marcação 

no linfonodo, com anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos. Conforme 

tabela 1.  

TABELA 1: PAINEL DE MARCAÇÃO CELULAR PARA ANÁLISE POR CITOMETRIA DE 

FLUXO 

FLUOCROMO/ 

Células marcadas 
FITC PE PERCP 

Linfócitos T helper     CD3+ CD28 CD4+ 

Linfócitos T citotóxicos CD3+ CD28 CD8+ 

Macrófagos  F4/80 IaIe CD86 

 

Primeiramente as células foram analisadas por tamanho (FSC) e granulosidade 

(SSC), e morfologicamente caracterizadas. Posteriormente foram analisados os parâmetros 

de tamanho (FSC) e a expressão de CD3+. Assim, pode-se delimitar a janela onde se 

encontrava a população de linfócitos T e as duas subpopulações de linfócitos T. Além 



disso, as células peritoneais foram analisadas quanto a expressão de F4/80 e de   CD 

86 e IaIe. Todas as amostras foram lidas com o auxílio citômetro (Guava® easyCyte 

HT Sampling Flow Cytometer) e a análise e processamento de dados foi realizada com 

auxílio do programa FlowJo Versão 10.0 (TreeStar). 

Análise estatística 

As análises foram realizadas com auxílio do Software Graph Pad Prism, versão 

7.0. Foi usada a análise de variância (ANOVA) para múltiplas comparações e o teste t de 

Student para comparação entre dois grupos (VIEIRA, 2000). Em todas as análises foi 

considerado como nível de significância p< 0,05. Os dados foram expressos como a 

média ± desvio padrão, considerando o número de cinco animais por grupo (FISHER, 

1925). 

  



Resultados  

Avaliação da evolução da lesão  

Após a administração do BCG, o edema de pata sofreu um aumento no tamanho, 

entre 24 e 48 h, correspondente a mais de 71%, após inóculo do BCG, em comparação ao 

dia 0. No grupo babaçu nos mesmos intervalos, os valores foram menores e correspondeu 

a somente 25%. Novamente nos dias 8; 18 e 20, os valores do grupo tratado com EAB 

foram menores do que o controle. Após o desafio com PPD, no 21º dia, todos os valores 

obtidos no grupo babaçu foram menores do que controle, até que ao final do experimento. 

Enquanto no controle o aumento detectado era de 72%, no grupo babaçu foi apenas de 

25%, semelhante ao observado na fase aguda, nos primeiros dias da avaliação. 
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Figura 1: Inibição da inflamação aguda e crônica causada pelo inóculo de BCG e desafio com PPD. 

Camundongos Swiss, fêmeas foram distribuídos em 2 grupos, cada um com 5 animais: - controle:  recebeu 

água e Babaçu: foi tratado com EAB (5mg/Kg), via oral, por 34 dias após o inóculo de 104 BCG. O desafio 

foi feito no 21º dia com PPD. Os resultados correspondem a média de 5 animais/grupo. (*) p< 0,05 em 

relação ao controle não tratado. 

 

  



O tratamento com eab inibiu a produção de citocinas 

 O tratamento com EAB reduziu a concentração circulante de IL-17 (Figura 2A) e IL-6 

(Figura 2B), mas não afetou a concentração de TNF-α (Figura 2C). 
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Figura 2: Produção de IL-17 (A), IL-6 (B) e TNF-α (C) no soro. Camundongos Swiss, fêmeas foram 

distribuídos em 2 grupos, cada um com 5 animais: - controle:  recebeu água e Babaçu: foi tratado com EAB 

(5mg/Kg), via oral, por 34 dias após o inóculo de 104 BCG. O desafio foi feito no 21º dia com PPD. Os 

resultados correspondem a média de 5 animais/grupo. (*) p< 0,05 em relação ao controle não tratado 

 

  

  



Contagem total e diferencial de células do sangue 

A contagem total mostrou que o EAB não interferiu nos leucócitos globais, 

linfócitos e monócito, porém, a contagem diferencial evidenciou que houve um aumento 

significativo nas populações de neutrófilos como mostra a Figura 3. 
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Figura 3: Contagem total e diferencial de leucócitos. Camundongos Swiss, fêmeas foram distribuídos 

em 2 grupos, cada um com 5 animais: - controle:  recebeu água e Babaçu: foi tratado com EAB (5mg/Kg), 

via oral, por 34 dias após o inóculo de 104 BCG. O desafio foi feito no 21º dia com PPD. Os resultados 

correspondem a média de 5 animais/grupo. (*) p< 0,05 em relação ao controle não tratado. 

 

  



Contagem total e diferencial do peritônio  

A contagem total de células no peritônio mostra que o tratamento com EAB 

aumentou o número de linfócitos (Figura 4A), especialmente linfócitos T auxiliares 

(Figura 4B) mas não afetou nem o número total, nem os números de neutrófilos, 

macrófagos e mastócitos (Figura 4A), nem o de linfócitos T citotóxicos (Figura 4C). O 

EAB também não teve efeito sobre a população de macrófagos, nem na expressão de 

marcadores de ativação (Figura 4D) 

 

 

 

 

Figura 4: Contagem total, diferencial de células (A) e número de linfócitos T auxiliares (B) e T 

citotóxicos (C) e macrófagos (D) no peritônio. Camundongos Swiss, fêmeas foram distribuídos em 2 

grupos, cada um com 5 animais: - controle:  recebeu água e Babaçu: foi tratado com EAB (5mg/Kg), via 

oral, por 34 dias após o inóculo de 104 BCG. O desafio foi feito no 21º dia com PPD. Os resultados 

correspondem a média de 5 animais/grupo. (*) p< 0,05 em relação ao controle não tratado. 
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Babaçu aumenta linfócitos e de linfócitos TCD4+ TCD8+ no linfonodo popliteo 

                   O tratamento com BCG aumentou o número total de linfócitos totais e de 

células CD4+ e CD8+ no linfonodo poplíteo  
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Figura 5: Número total de linfócitos e de T helper e T citotóxicos no linfonodo poplíteo. Camundongos 

Swiss, fêmeas foram distribuídos em 2 grupos, cada um com 5 animais: - controle:  recebeu água e Babaçu: 

foi tratado com EAB (5mg/Kg), via oral, por 34 dias após o inóculo de 104 BCG. O desafio foi feito no 21º 

dia com PPD. Os resultados correspondem a média de 5 animais/grupo. (*) p< 0,05 em relação ao controle 

não tratado. 

 

 

  



Produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

O tratamento com EAB aumentou a produção de peróxido de hidrogênio e essa 

produção foi intensificada após o estímulo com PMA foi responsável por aumentar as 

quantidades de peróxido nos grupos controle e babaçu, mas, de forma mais acentuada 

grupo babaçu.  

 

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

D
H

R
 (

M
F

I
)

s e m  P M A c o m  P M A

* #

*

C o n t ro l e

B a b a ç u

 

Figura 6: Dosagem de peróxido em células do peritônio marcadas com DHR e estimuladas com PMA. 

Camundongos Swiss, fêmeas foram distribuídos em 2 grupos, cada um com 5 animais: - controle:  recebeu 

água e Babaçu: foi tratado com EAB (5mg/Kg), via oral, por 34 dias após o inóculo de 104 BCG. O desafio 

foi feito no 21º dia com PPD. Os resultados correspondem a média de 5 animais/grupo. (*) p< 0,05 em 

relação ao controle não tratado. 

Discussão 

Nesse trabalho avaliamos o efeito do extrato aquoso do mesocarpo de babaçu na 

evolução da inflamação induzida por BCG e após o desafio com PPD. Observamos que   

o extrato apresentou ação anti-inflamatória na fase aguda, conseguindo impedir o avanço 

do edema. A ação do extrato também foi efetiva em reduzir a progressão da inflamação 

em outros intervalos, como no 8º dia e no intervalo entre o 18º e 20º antes do inóculo do 

PPD, sugerindo um efeito também na inflamação crônica, devido a essa resposta na fase 

mais tardia. Essa resposta na inflamação crônica, mostra que o extrato não só tem ação 

na inflamação aguda, como já foi demonstrado anteriormente com um modelo de 



carragenina (Nascimento et al 2006; 2010), mas também na resposta mediada por 

linfócitos T, que geralmente ocorre na fase crônica da inflamação e da resposta ao BCG. 

As maiores inibições foram alcançadas após o desafio com PPD, sugerindo um efeito 

modulador sobre a memória imunológica, já que o se trata de uma resposta secundária ao 

Mycobacterium bovis atenuado.  

Numa outra perspectiva, é possível que a atividade encontrada esteja também 

relacionada as propriedades antibacterianas do extrato, já descrita por Barroqueiro et al 

(2016). Vale ressaltar que esse é o primeiro relato do efeito do babaçu na inflamação 

crônica induzida por BCG, possivelmente, efeito que também pode ser atribuído a 

linfócitos T auxiliares com perfil Th2, ou até mesmo a linfócitos T regulatórios, o que 

precisa ainda ser investigado. Corroboram com essa hipótese o efeito inibidor que o EAB 

apresentou quanto a concentração de IL-6 e IL-17, mesmo não tendo afetado as 

concentrações de TNF-α. 

A IL-6 é uma citocina que está associada a respostas inflamatórias diversas, e o 

seu aumento na fase aguda influencia diretamente na fase crônica da inflamação 

(HEINRICH, CASTELL, ANDUS, 1990; TANAKA et al, 2014).  A IL-6 tem ação no 

recrutamento e diferenciação de macrófagos, monócitos, estimula células NK a 

produzirem IL-17 e atua na diferenciação de células T CD4+ virgens, para o perfil Th17 

(BAGGIOLINI; KUNKEL, 1989; PASSOS et al, 2010; ACOSTA-RODRIGUEZ, 2007). 

Assim, é razoável propor que a redução na produção de IL-6 repercutiu na redução de IL-

17 e na ausência de ativação dos macrófagos observada em nosso estudo. 

Os genes que são ativados pela ligação da IL-17 (KOLLS & LINDÉN, 2004) ao 

seu receptor na membrana, produzem proteínas que são responsáveis por estimular fatores 

ativadores de neutrófilos (G-CSF, quimiocinas (CXC)) e interleucina 6, uma potente 

indutora da resposta aguda. A IL-17 não é só produzida pelas células T, uma vez que sua 

expressão acontece antes mesmo da resposta dessas células.  

A IL-17 é também produzida por linfócitos T γδ, macrófagos e células NK. Está 

frequentemente associada a resposta inata e a indução de respostas inflamatórias 

exacerbadas. (SUTTON et al., 2009). Assim, a redução de IL-17 pode ter também 

reduzido a inflamação, como observado em vários estágios e períodos do processo 

inflamatório induzido por BCG. 



Durante a resposta ao BCG há um aumento na concentração de TNF-α, 

diferentemente dos nossos achados. De fato, o ensaio de dosagem de citocinas por CBA, 

parece não ter funcionado adequadamente, pois a maioria das citocinas apresentaram 

resultados não detectáveis, por isso estamos providenciando novos anticorpos para repetir 

a dosagem de citocinas por ELISA, o que poderia explicar a discrepância encontrada 

(YAMAMOTO et al, 2007) 

A produção de peróxido de hidrogênio foi sempre aumentada nos animais 

tratados com babaçu. Corroborando com resultados anteriores que também descreveram 

o aumento de peróxido em camundongos imunizados com BCG (Silva et al. 2011). 

Concentrações maiores de peróxido de hidrogênio indicam tanto a ativação de 

macrófagos, como de neutrófilos e tem importante papel tanto no controle da inflamação 

como da infecção. Indicam também, segundo resultados de JACKETT et al. (1981), 

ativação da imunidade adquirida, como ocorreu no nosso estudo. 

É comum que em camundongos inoculados com BCG haja um aumento de células 

no sangue, baço e peritônio, principalmente após desafio com PPD na terceira semana, 

seguido de uma queda acentuada após o final da resposta. Os nossos resultados mostram 

que o tratamento com EAB somente alterou o número de neutrófilos no sangue e de 

linfócitos no peritônio e linfonodo poplíteo, exercendo uma ação imunomoduladora sobre 

o processo inflamatório, sobretudo na resposta secundária, após o desafio com PPD. 

(TANAKA et al, 2007). 

Sabe-se que os Neutrófilos são importantes células na inflamação aguda por BCG, 

no entanto os nossos resultados mostram uma persistência dessa população mesmo na 

fase crônica da resposta, reforçando o papel imunomodulador e/ou imunoestimulador do 

extrato sobre diferentes populações celulares (Abbadie et al. 2005) 

Assim, o as respostas ao BCG/PPD parecem ter sofrido influência do tratamento 

com EAB, tornando esse extrato uma alternativa viável para o tratamento concomitante 

na inflamação, já que o tratamento com EAB aumenta a quantidade de neutrófilos e 

linfócitos T, indicando ação tanto na imunidade inata, quanto adaptativa (BAGGIOLINI; 

KUNKEL, 1989; TANAKA et al., 2007; TANAKA et al., 2014). 

Novos modelos de vacina de BCG vêm surgindo nas últimas décadas, com o 

objetivo comum de aumentar as populações de linfócitos T CD8+, sobretudo para 

melhorar a resposta (CHEN et al., 2009; Winau et al, 2006). Observamos que o tratamento 



com EAB aumentou tanto as populações de linfócitos TCD4+, como CD8+ no linfonodo 

poplíteo, mostrando que o extrato pode ser utilizado como adjuvante na vacinação com 

BCG, nos protocolos em que seja necessário aumentar a população de linfócitos T 

citotóxicos. 

O linfonodo é um importante local de proliferação de linfócitos T, sobretudo 

após aplicação do BCG, serve inclusive para determinar o sucesso da vacinação 

(TURCOTTE et al., 1978). Os nossos dados mostram que o extrato potencializou essa 

ação, aumentando tanto linfócitos TCD4+, como TCD8+, e, talvez por isso, também 

tenha reduzido a inflamação, tanto na fase aguda, como na fase crônica, modulando 

positivamente a resposta ao BCG.  

Assim, a possibilidade de usar um produto natural, via oral, não tóxico e com 

ação imunomoduladora, pode potencializar o espectro de ação da vacina e reduzir a 

inflamação e a dor que acompanham esse tipo de vacinação, abrindo novas perspectivas 

para uso do mesocarpo de babaçu como adjuvante na vacinação com BCG. 

Conclusões 

O EAB tem efeito anti-inflamatório na resposta inflamatória ao BCG, afetando 

tanto a fase aguda como a fase crônica e a resposta secundária desencadeada pelo PPD, 

possivelmente porque o extrato tem ação imunomoduladora pois ao mesmo tempo 

reduziu a produção de citocinas inflamatórias, aumentou a produção de peróxido de 

hidrogênio e estimulou a migração de neutrófilos no sangue, e aumentou simultaneamente 

o número de linfócitos T auxiliares e citotóxicos no linfonodo próximo ao local do 

inóculo.  
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RESUMO 

O babaçu (Attalea speciosa, Arecaceae) é uma palmeira nativa do Brasil com grande 

incidência no Maranhão, onde tem distribuição ampla e densa. Já foi comprovado o efeito 

imunomodulador na ativação de linfócitos e macrófagos, na produção de anticorpos, bem 

como as atividades anti-inflamatória e antimicrobiana. Nesse estudo, avaliamos a 

atividade anti-nociceptiva e cicatrizante do extrato aquoso do mesocarpo do babaçu 

(EAB). Para a atividade analgésica, usamos o modelo Tail flick e camundongos Swiss, 

foram distribuídos em 3 grupos com 5 animais cada: Controle negativo: recebeu PBS; 

Controle positivo: recebeu morfina (30mg/Kg) e Babaçu: tratado com 5mg/kg (EAB). 

Para avaliar a cicatrização, foi realizada uma lesão de 1cm² na região dorsal e os animais 

foram divididos em 2 grupos (5 animais cada). O controle: recebeu agua, via oral e o 

grupo babaçu: recebeu EAB (5mgKg), via oral, durante 16 dias. Os animais foram 

eutanasiados no 16º dia, para obtenção das células do baço, sangue e peritônio. No teste 

Tail flick a morfina foi mais efetiva que o EAB e PBS no intervalo de 30 minutos. 

Entretanto, o EAB apesentou efeito similar a morfina nos intervalos subsequentes de 60 

e 120 minutos. O EAB não teve efeito na avaliação macroscópica do processo de 

cicatrização. Entretanto, o tratamento com babaçu aumentou no número de células do 

baço, sangue e peritônio, indicando um potencial imunoestimulador do extrato. 

Concluímos que o extrato apresenta ação analgésica e de longa duração, não interfe na 

avaliação macroscópica do processo de cicatrização, mas estimula a proliferação celular 

em diferentes sítios no organismo, sugerindo ação imunoestimuladora. 

 

Palavras-chave: Attalea speciosa. Analgesia. Cicatrização, Imunomodulação, Babaçu  

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

The babaçu (Attalea speciosa, Arecaceae) is a palm tree native from Brazil with a large 

incidence in Maranhão, where it is widely distributed. It was previously showed the 

immunomodulatory effect of babassu mesocarp on the lymphocyte and macrophage 

activation, antibody production. This product also have anti-inflammatory and 

antimicrobial activity. It was our aim to investigate the anti-nociceptive and the healing 

activity of the aqueous extract obtained from the babassu mesocarp (EAB). The anti-

nociceptive activity, was evaluated by Tail flick and The Swiss female mice, were 

distributed in 3 groups with 5 animals each: - Negative control: received PBS; Positive 

control: treated with morphine (10mg/kg) and Babassu: treated with 5mg/kg (EAB). To 

evaluate the healing effect, a lesion with 1cm² was performed in the dorsal region and the 

animals were divided into 2 groups (5 animals each): The control- received water orally 

and - Babassu: treated orally with EAB, during 16 days. The animals were killed after 16 

day, when spleen, blood and peritoneum cells. In the Tail flick test, morphine was more 

effective than the EAB after 60-minute. In contrast, EAB was more effective than 

morphine at 120 minutes. There was no significant difference in the tissue remodeling 

process of the EAB group in relation to the control. However, it was possible to detect in 

the babassu group an increased number of spleen, blood and peritoneum cells, possible 

due to an immunostimulatory effect of EAB. We conclude that the extract presents 

moderate analgesic action with long duration, but has no effect on the healing process. In 

contrast the treatment with EAB exerte an immunostimulatory action on different sites in 

the organism, since it promotes proliferation andor migration. 
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Introdução  

O babaçu (Attalea speciosa, Arecaceae) é uma palmeira nativa do Brasil, com 

grande incidência no Maranhão, Piauí e Sul do Pará e Tocantins. Tem ampla distribuição 

e densidade populacional, nos locais onde ocorre, por isso, é considerada uma espécie 

pioneira, com características dominantes (ROSENTHAL, 1975; PRANCE, 1985; 

ANDERSON, BALICK 1991). 

Algumas partes do fruto do babaçu são bastantes utilizadas na indústria e para 

fins terapêuticos, como é o caso do óleo e do mesocarpo obtido dos frutos da palmeira de 

babaçu. O óleo do babaçu é utilizado na indústria alimentícia e cosmética, com importante 

contribuição ao crescimento econômico no Maranhão, estado em que há maior extração 

deste recurso natural (PRANCE, 1985; IBGE, 2015;). O mesocarpo é utilizado na 

produção de pães, como alimento e como medicamento (SOUZA et al, 2011). 

Já foi demonstrado in vivo a atividade anti-inflamatória utilizando o mesocarpo 

do babaçu, (SILVA et al, 2001; NASCIMENTO et al, 2010). Dentre os mais variados 

estudos utilizando o mesocarpo do babaçu, foram comprovados alguns efeitos, como a 

atividade imunomoduladora (NASCIMENTO et al, 2006; GUERRA et al, 2011; 

BARROQUEIRO et al, 2016), na produção de anticorpos (BARROQUEIRO et al 2001), 

na ativação de macrófagos (NASCIMENTO et al, 2006), e também atividade anti-

inflamatória (SILVA et al, 2001; NASCIMENTO et al 2010) e antimicrobiana 

(BARROQUEIRO et al 2016), indicando que esse produto apresenta um grande potencial 

na prospecção de bioprodutos. 

O processo de cicatrização é bastante dinâmico e envolve uma série de processos 

inflamatórios acompanhados de proliferação celular com remodelamento de tecido. Para 

que ocorra adequadamente, deve ser orquestrado de forma concatenada tanto do ponto de 

vista celular como do ponto de vista molecular. Atualmente, divide-se o processo de 

cicatrização nas fases inflamatória, proliferativa e remodelamento (ARNOLD et al, 

2014). Entretanto a presença da lesão, como todo o processo de cicatrização podem 

resultar em dor, devido ao dano tecidual, em decorrência da ativação de subpopulações 

de neurônios sensoriais primários específicos, os quais transmitem a informação 

nociceptiva para o cordão espinhal (VERRI et al., 2006).  

Muitos produtos naturais são usados na área da saúde, e os resultados dessa 

utilização tem demonstrado que ainda há um vasto potencial de novas drogas possíveis. 



Assim, considerando o efeito anti-inflamatório e imunomodulador do mesocarpo de 

babaçu, investigamos seu efeito anti-nociceptivo em modelo de dor aguda e na 

cicatrização de feridas cutâneas. 

Materiais e métodos 

Material vegetal 

A farinha comercial obtida da empresa Flora Maranhense foi solubilizada em 

água deionizada, para obtenção do extrato bruto aquoso bruto na concentração de 

200mg/mL.  

A extração ocorreu a partir da maceração por 48 horas, seguida de filtração e 

concentração sob pressão reduzida e liofilização. Para preparação do extrato final o 

produto da extração foi pesado e ressuspendido nas concentrações a serem utilizadas nos 

experimentos.  

A farinha foi submetida à análise de autenticidade, integridade e pureza, por 

meio de ensaios físico-químicos, e por técnicas cromatográficas utilizando como padrão 

amostras de mesocarpo de babaçu previamente obtidas em nosso laboratório e 

armazenadas numa extratoteca. Uma exsicata do babaçu (N ° 1135) foi depositada no 

Herbário Ático Seabra, Universidade Federal do Maranhão. 

Animais  

Foram utilizados 25 camundongos Swiss, fêmeas, com idade entre 8 e 12 

semanas, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Maranhão. Os 

animais foram mantidos sob condições de luz e temperatura definidos e com alimentação 

e água oferecidos ad libitum. Os protocolos utilizados foram aprovados pelo CEUA-

UFMA, nº 23115.009717/2015-10 

Indução de dor aguda – tail flick 

Nesse ensaio foram utilizados 15 animais distribuídos em três grupos, com 5 

animais cada, da seguinte forma: Controle negativo: recebeu PBS; BABAÇU: recebeu 

EAB, 5mg/Kg e o grupo MORFINA: recebeu morfina, via intramuscular (10mg/Kg). A 

resposta aguda a dor espinhal foi avaliada com auxílio de um analgesímetro (D`AMOUR 

& SMITH, 1941; SMITH et al., 1943).  

O tempo de resposta foi quantificado pelo aparelho, sendo o tempo inicial 

disparado manualmente. O teste iniciou-se com o disparo inicial, e terminou assim que 



ao animal mexesse a cauda. Foram avaliados os seguintes intervalos: 0; 30; 60 e 120 

minutos O tempo de resposta correspondeu ao tempo de latência, medida utilizada para 

quantificar o índice de nocicepção, expresso em PME%, segundo fórmula posposta por 

TORRES et al. (2001). 

MPE% = Latência pós-tratamento - latência pré-tratamento  

                 Tempo (10) - Latência pré-tratamento X100     

                 

Efeito do EAB na cicatrização de feridas cutâneas 

Foram utilizados 10 camundongos, divididos 2 grupos, com 5 animais cada. No 

dia 0, foi induzida a lesão na pele do dorso de todos os animais. Para isso, os camundongos 

foram anestesiados, por via intramuscular (ketamina 10%, xilazina 2% e PBS, na 

proporção 1:2:1). Para realizar a lesão, utilizou-se um marcador de metal, com 1cm². Em 

seguida, a pele foi removida, e a lesão foi fotografada e esse foi considerado como tempo 

0.  

Os animais foram distribuídos em dois grupos e tratados por 16 dias, como a 

seguir: grupo CONTROLE: recebeu água, via oral; BABAÇU: recebeu extrato aquoso de 

mesocarpo de babaçu (EAB), via oral, na concentração de 5mg/Kg.  

O tamanho da lesão foi determinado com o auxílio de um paquímetro digital, 

considerando duas medidas: - uma no eixo lateral (direito-esquerdo) e outra no eixo 

cefalo-caudal. A avaliação que começou no dia 0, foi repetida a cada 2 dias, se estendendo 

até o 16º dia. Nos mesmos intervalos foram obtidas fotografias, utilizadas para avaliar 

aspectos macroscópicos da lesão como: inflamação, formação de crosta, remodelação da 

pele e restauração da pelagem.  Ao final do tratamento e avaliação (16º dia), os animais 

foram eutanasiados para que fossem avaliadas as populações celulares do sangue, baço e 

peritônio. 

Coleta do sangue 

O sangue foi obtido por punção retrorbital. Em seguida, 10 µL foram transferidos 

para tubos contendo Solução de Turk (1:20) e as células foram contadas em câmara de 

Neubauer, com auxílio de um microscópio óptico de luz comum.  



Para a contagem diferencial, foi feito um esfregaço sanguíneo. As lâminas foram 

secas, fixadas com metanol, coradas com Giemsa e a leitura foi feita com o auxílio de um 

microscópio óptico de luz comum, utilizando óleo de imersão. Foram contados 100 

leucócitos e calculadas as percentagens das diferentes populações presentes no sangue, 

baço e peritônio. O soro foi armazenado em freezer para avaliação da produção de 

mediadores e ensaios posteriores.  

Obtenção do lavado peritoneal e baço, contagem total e diferencial das células 

O lavado peritoneal foi obtido a partir da injeção de 5mL de PBS estéril na 

cavidade peritoneal. Após uma suave massagem o liquido foi retirado com a seringa e 

agulha, acondicionado em tubos Falcon, centrifugado e corado com Solução de Turk 

(1/20) para determinar o número total de células.  

O baço foi retirado, triturado em um tamiz, com 3mL de PBS, a suspensão 

celular foi transferida para um tubo Falcon de 15mL, centrifugada e corada para 

determinar o número total de células esplênicas com Solução de Turk (1/20). 

Para contagem diferencial as células peritoneais e esplênicas foram ajustadas (1 

x 105), centrifugas em CitoSpin, durante 5 minutos a 800rpm. As lâminas foram coradas 

com um kit panótico rápido (InstantProv), contendo 2 corantes e 1 fixador. A contagem 

diferencial dos leucócitos, considerou o percentual das diferentes populações após a 

contagem de 100 células. 

Análise estatística 

Os procedimentos estatísticos foram realizados com auxílio do Software Graph 

Pad Prism, versão 7.0. Foi usada a análise de variância (ANOVA) One way, seguida do 

teste de Tukey- Kramer, para comparações múltiplas e o teste t de Student para a 

comparação entre dois grupos. Em todas as análises foi considerado como nível de 

significância p< 0,05. Os dados foram expressos como a média ± desvio padrão, 

considerando o número de cinco animais por grupo.  

 



Resultados  

O EAB apresentou ação anti-nociceptiva central 

A Figura 1 mostra que o pré-tratamento com EAB resultou em efeito anti-

nociceptivo central a partir de 60 minutos, já que a resposta do grupo babaçu foi 

semelhante ao grupo PBS no intervalo de 30 minutos. Assim, nos intervalos de 60 e 120 

minutos o EAB mostrou eficácia similar a morfina.  

 

Figura 1: Efeito anti-nociceptivo do extrato aquoso de mesocarpo de babaçu (EAB) em camundongos 

Swiss, fêmeas, distribuídos nos seguintes grupos: MORFINA: que recebeu morfina 10 mg/Kg, via 

intraperitoneal; BABAÇU: tratado com EAB (5mg/Kg), via oral e PBS: recebeu PBS via oral. Foram feitas 

leituras nos intervalos de 30; 60 e 120 minutos após a administração do tratamento. Os dados representam 

a média de 5 animais/grupo. (*) p< 0,05 em relação ao grupo controle. 
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Efeito imunoestimulador de EAB 

O tratamento com EAB aumentou o número de células de baço (Figura 3A), 

sangue (Figura 3B) e peritônio (Figura 3C). 
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Figura 2: Efeito do EAB na migração eou proliferação celular no sangue (A), baço (B) e peritônio 

(C) em camundongos Swiss, fêmeas, distribuídos nos seguintes grupos; A.speciosa: tratado com EAB 

(5mg/Kg), via oral e PBS: recebeu PBS via oral. Os dados representam a média de 5 animais/grupo. (*) p< 

0,05 em relação ao grupo controle. 

 

 

 



A contagem diferencial no sangue (Figura 3A) mostrou que o tratamento com babaçu 

aumentou o número total de leucócitos e o de linfócitos, sem afetar o percentual de 

monócitos, neutrófilos, basófilos e eosinófilos. A Figura 3B mostra que no baço nenhuma 

população celular foi afetada pelo tratamento com EAB. 
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Figura 3: Contagem diferencial de leucócitos sanguíneos (A) e células esplênicas (B) em camundongos 

Swiss, fêmeas, distribuídos nos seguintes grupos: BABAÇU: tratado com EAB (5mg/Kg), via oral e PBS: 

recebeu PBS via oral. Os dados representam a média de 5 animais/grupo. (*) p< 0,05 em relação ao grupo 

controle. 

 

  



Ausência de efeito do EAB na cicatrização  

A figura 4 mostra os resultados da cicatrização obtidos por fotografia (Figura 

4A) e medidas da área da lesão (Figura $B), durante os 16 dias. No grupo EAB, a 

velocidade de cicatrização foi semelhante ao grupo controle. 

 O extrato não acelerou a cicatrização nem reduziu a reação inflamatória, segundo 

avaliação macroscópica da área de lesão. Nos dois grupos ocorreu redução da lesão, a 

partir do 2º dia. No 4º dia, além da diminuição da lesão, ocorreu também o início da 

formação de crosta e diminuição da inflamação, iniciando efetivamente o processo de 

cicatrização propriamente dito. No 6º dia, foi possível observar a expansão do tecido de 

granulação nos dois grupos. Nos dias 8 e 10 o tamanho da ferida reduziu de forma mais 

acentuada, e no dia 12 a ferida fechou completamente. No dia 12, houve início do 

processo de reestabelecimento da pelagem, que se estendeu até o dia 16. 
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Figura 4. Evolução macroscópica das feridas cutâneas em animais tratados com extrato aquoso do 

mesocarpo de babaçu, medidas da lesão (A); fotografias da área lesionada (B). Foram utilizados 

camundongos Swiss, fêmeas, para indução da lesão cutânea na região dorsal. Em seguida os animais foram 

distribuídos em dois grupos: - EAB: recebeu via oral, extrato aquoso de mesocarpo de babaçu 

(5mg/Kgdia), via oral, durante 16 dias e  - Controle que recebeu PBS nesse período. O tamanho da lesão 

foi medido de dois em dois dias, durante 16 dias. Os resultados se referem a média + SD, de 5grupo. As 

fotos se referem a evolução das feridas de um animal, escolhido por sorteio, em cada um dos grupos. 

Discussão 

Na analgesia, o EAB se mostrou efetivo a partir de 60 minutos, com ação 

semelhante a morfina, sugerindo um potencial anti-nociceptivo do extrato. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Pinheiro et al (2002), ao investigarem, em vários modelos, 

a ação, anti-nociceptiva periférica e central, das frações etanólica e di-cloro-metanto do 

extrato das folhas de Orbignya speciosa, usando vários modelos. Esses autores atribuíram 

a atividade anti-nociceptiva à presença de apigenina, ja que esse flavonoide foi capaz de 

reverter o quadro. Dessa forma, sugerimos que de igual forma, a atividade observada 

possa estar relacionada a apigenina, devido as múltiplas atividades que esse produto 

apresenta. 

Importa mencionar que o tratamento oral com EAB aumentou no número total 

de leucócitos sanguíneos e de células do baço e peritônio, mostrando atividade 

imunoestimuladora para esse tratamento. 



Os resultados obtidos mostram que o tratamento com EAB, na dose utilizada, 

não foi citotóxico, corroborando com outros estudos que utilizaram a mesma dose 

(5mg/kg) e também mostraram que EAB não alterou a viabilidade celular, mas aumentou 

o número de células do baço, peritônio e sangue, sugerindo uma ação imunoestimuladora 

eou imunomoduladora para o extrato semelhante ao descrito antes  (NASCIMENTO et 

al 2006; BARROQUEIRO et al 2010; BARROQUEIRO et al, 2016) 

Os compostos do EAB que induzem essa proliferação ainda não foram 

identificados, mas, é importante ressaltar que o extrato em doses mínimas consegue 

modular de forma positiva e sistêmica populações celulares do sistema imune, pois o 

peritônio e o baço são importantes sítios de ativação e proliferação de células do sistema 

imune.  Esses resultados são promissores e mostram que, o extrato atua de forma 

sistêmica regulando positivamente o sistema imune, quanto a proliferação celular.  

A prospecção fitoquímica realizada por BARROQUEIRO et al, (2016) mostrou 

que o mesocarpo de babaçu apresenta em sua composição, além dos carboidratos, 

saponinas, flavonoides e taninos. Plantas ricas em taninos são empregadas no tratamento 

de diarreias, hipertensão arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, e 

processos inflamatórios em geral. Os flavonoides, como a apigenina, são compostos com 

ação antitumoral, anti-inflamatória e antimicrobiana entre outras. (SIMÕES, 2007), 

compostos que poderiam estar associados as várias atividades imunológicas já 

identificadas para o mesocarpo de babaçu.  

Na cicatrização, quando analisamos a evolução das feridas, não detectamos 

diferenças entre os grupos EAB e grupo controle, pois os dois grupos tiveram velocidade 

de cicatrização muito parecida até o 10º dia. A partir daí o grupo controle teve uma leve 

melhora em relação ao EAB. Com base nesses dados, podemos concluir que, o EAB não 

acelerou o processo de cicatrização e nem teve efeito na remodelação tecidual, mostrando 

que o extrato não apresentou ação cicatrizante no modelo utilizado, embora já tenha 

apresentado atividade em doses de 80mg/kg utilizando camundongos da linhagem 

C57Bl/6 (MACIEL, 2007). 

Todavia, considerando o efeito anti-inflamatório e imunomodulador descritos 

(SILVA et al, 2001; NASCIMENTO et al., 2006; NASCIMENTO et al, 2010; GUERRA 

et al 2011; BARROQUEIRO et al, 2016), inferimos que o extrato pode ter potencial 

remodelador tecidual em outros modelos de cicatrização, ou em outra linhagens de 



camundongos, uma vez que os resultados já demonstrados na literatura estão intimamente 

relacionados ao processo de cicatrização, e podem estimular esse processo. 

Conclusões 

O EAB apresenta ação anti-nociceptiva, de longa duração, pois animais tratados 

com o extrato tiveram resultados semelhantes a morfina, sugerindo um potencial 

analgésico central do extrato. Na cicatrização, quando analisamos a evolução das feridas, 

não detectamos diferenças associadas ao EAB em relação ao grupo controle. Entretanto, 

ocorreu aumento no número total de leucócitos sanguíneos e de células do baço e 

peritônio, mostrando atividade imunoestimuladora para esse tratamento. 
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