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Resumo: 

A inflamação é um dos processos de defesa do corpo e ocorre em resposta a infecções 
causadas por microrganismos ou danos nos tecidos. O óleo de pequi extraído de Caryocar 
brasiliense, encontrado na região do Cerrado, é popularmente utilizado por suas 
propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes devido à presença de ácidos graxos e 
carotenoides. A nanotecnologia serve como uma ferramenta para superar barreiras na 
administração de compostos hidrofóbicos. Este estudo teve como objetivo realizar o 
desenvolvimento de nanoemulsões de óleo de pequi (Caryocar brasiliense) obtido por 
diferentes métodos de extração (prensagem a frio, solvente e fervura) e a avaliação de 
seus efeitos sobre a atividade de macrófagos RAW 264.7 in vitro. Os óleos de pequi foram 
avaliados com base em seu perfil lipídico, acidez e valores de peróxidos para garantir sua 
qualidade após os processos de extração. As nanoemulsões foram formuladas com óleo 
de pequi obtidos pelos métodos de extração por solvente (NeS), prensagem à frio (NePF) 
e fervura (NeF), lecitina de ovo (2:1 p/p) e estearato de polioxietileno 40 (2%) e dispersas 
em PBS por ultrasonicação em banho de gelo. As amostras foram avaliadas por Dynamic 
light scattering (DLS) por 120 dias a 4 °C e 25 °C para avaliar sua estabilidade, além de 
pH e condições de estresse (diluição seriada de 0 a 1/128 e variação de pH entre 3-11). 
Para os ensaios de citotoxicidade, macrófagos RAW 264.7 foram tratados com diferentes 
nanoemulsões por 24 horas e tiveram sua viabilidade analisada pelo ensaio MTT. A 
produção de citocinas de macrófagos tratados com as nanoformulações por 24 horas, e 
estimulados ou não por LPS (lipopolissacarídeo bacteriano), foram determinadas pelo 
ensaio de ELISA. Os óleos de pequi mantiveram níveis aceitáveis de acordo com os 
índices de acidez (mg KOH·g−1): OS = 4,59 OPF = 3,48 e OF = 1,1 e de peroxidação 
(mEq·kg−1): OS = 3,21 OPF = 2,87 e OF = 2,65. As nanoemulsões à base de óleo de pequi 
apresentaram diâmetro hidrodinâmico semelhante <100 nm, PDI <0,250, potencial zeta 
entre -1,5 e -2,5 mV, pH entre 6 e 7, e permaneceram estáveis durante o teste de diluição 
sem variação significativa. Os testes de variação de pH mostraram mudanças no potencial 
zeta no pH mais ácido, as nanoemulsões permaneceram neutras (3) perto de 0 mV, e no 
pH mais básico (11) ficaram negativas (aproximadamente -10 a -15 mV). O ensaio de 
MTT indicou que a concentração de 360 µg/mL de diferentes nanoemulsões e óleos livres 
não apresentou citotoxicidade significativa às células após 24 horas, com viabilidade 
celular >80%. Nos ensaios de ELISA, para o grupo IL-10 estimulados com LPS, todos os 
tratamentos apresentaram produção da citocina, porém sem diferença significativa 
comparada ao controle PBS. No grupo IL-6 com LPS, apenas os tratamentos NePF, OF 
e NeF apresentaram produção, porém a ausência de produção de IL-6 no controle PBS 
indica necessidade de um novo ensaio para comparação dos tratamentos. No grupo IL-12 
com LPS, os tratamentos NeF e NBR apresentaram baixa produção da citocina IL-12, 
sugestivo de possível modulação anti-inflamatória presente nesses tratamentos. As 
nanoemulsões formuladas a partir de óleo de pequi obtido por diferentes métodos de 
extração permaneceram estáveis, e os métodos de extração não levaram a diferenças entre 
as amostras nos parâmetros avaliados. Os resultados de citotoxicidade e os dados 
preliminares dos ensaios de ELISA sugerem potencial na utilização das nanoemulsões à 
base de óleo de pequi em processos inflamatórios, sendo necessários estudos posteriores 
para avaliação pormenorizada desta ação.  

Palavras-chave: Caryocar brasiliense, nanoemulsão, anti-inflamatório, macrófago, 
pequi, óleo 
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Abstract 

Inflammation is one of the body's defense mechanisms and occurs in response to 
infections caused by microorganisms or tissue damage. Pequi oil extracted from Caryocar 
brasiliense, found in the Cerrado region, is popularly used for its anti-inflammatory and 
antioxidant properties due to the presence of fatty acids and carotenoids. Nanotechnology 
serves as a tool to overcome barriers in the administration of hydrophobic compounds. 
This study aimed to develop nanoemulsions of pequi oil (Caryocar brasiliense) obtained 
by different extraction methods (cold pressing, solvent, and boiling) and to evaluate their 
effects on the activity of RAW 264.7 macrophages in vitro. Pequi oils were evaluated 
based on their lipid profile, acidity, and peroxide values to ensure their quality after the 
extraction processes. Nanoemulsions were formulated with pequi oil obtained by solvent 
extraction (NeS), cold pressing (NePF), and boiling (NeF), egg lecithin (2:1 w/w) and 
polyoxyethylene stearate 40 (2%) and dispersed in PBS by ultrasonication in a ice bath. 
The samples were evaluated by Dynamic light scattering (DLS) for 120 days at 4 °C and 
25 °C to evaluate their stability, as well as pH and stress conditions (serial dilution from 
0 to 1/128 and pH variation between 3-11). For cytotoxicity assays, RAW 264.7 
macrophages were treated with different nanoemulsions for 24 hours and their viability 
was analyzed by the MTT assay. The production of cytokines from macrophages treated 
with the nanoformulations for 24 hours, and stimulated or not by LPS (bacterial 
lipopolysaccharide), were determined by the ELISA assay. Pequi oils maintained 
acceptable levels according to the acidity indices (mg KOH·g−1): OS = 4.59 OPF = 3.48 
and OF = 1.1 and peroxidation (mEq·kg−1): OS = 3.21 OPF = 2.87 and OF = 2.65. Pequi 
oil-based nanoemulsions showed similar hydrodynamic diameter <100 nm, PDI <0.250, 
zeta potential between -1.5 and -2.5 mV, pH between 6 and 7, and remained stable during 
the dilution test without significant variation. The pH variation tests showed changes in 
the zeta potential at the most acidic pH, the nanoemulsions remained neutral (3) near 0 
mV, and at the most basic pH (11) they became negative (approximately -10 to -15 mV). 
The MTT assay indicated that the concentration of 360 µg/mL of different nanoemulsions 
and free oils did not show significant cytotoxicity to cells after 24 hours, with cell viability 
>80%. In the ELISA assays, for the IL-10 group stimulated with LPS, all treatments 
showed cytokine production, but without significant difference compared to the PBS 
control. In the IL-6 group with LPS, only the NePF, OF, and NeF treatments showed 
production, but the absence of IL-6 production in the PBS control indicates the need for 
a new assay for comparison of the treatments. In the IL-12 group with LPS, the NeF and 
NBR treatments showed low production of the cytokine IL-12, suggesting possible anti-
inflammatory modulation present in these treatments. Nanoemulsions formulated from 
pequi oil obtained by different extraction methods remained stable, and the extraction 
methods did not lead to differences between the samples in the parameters evaluated. 
Cytotoxicity results and preliminary data from ELISA assays suggest potential for the use 
of pequi oil-based nanoemulsions in inflammatory processes, further studies being 
necessary for detailed evaluation of this action. 

 

Keywords: Caryocar brasiliense, nanoemulsion, anti-inflammatory, macrophage, pequi, 
oil  
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1. Introdução  

1.1. Inflamação e tratamentos 

A inflamação é considerada como um dos processos fisiológicos mais antigos 

reportados na literatura com a descrição dos cinco sinais cardinais: edema, calor, rubor, 

dor e perda de função (1). Como mecanismo de defesa do organismo à uma infecção 

microbiana ou dano tecidual, o processo inflamatório pode apresentar dois estágios: a 

inflamação aguda e a inflamação crônica (1–3).  Durante a fase aguda, há o recrutamento 

e direcionamento de células de defesa como leucócitos e proteínas plasmáticas até o sítio 

alvo com objetivo de eliminar o patógeno ou células danificadas (1,4). Contudo, uma 

resposta exagerada do organismo ou um estímulo persistente pode levar a inflamação à 

cronicidade. Nesta situação há a produção anormal de moléculas pró-inflamatórias, como 

citocinas e eicosanóides, e recrutamento contínuo de células imunitárias. Esse fenômeno 

pode causar danos teciduais irreversíveis associado a diversas patologias como artrose, 

diabetes, câncer, doenças cardiovasculares, doenças autoimunes, entre outras (1,3).          

Durante o processo inflamatório, células do sistema imunológico como 

macrófagos, neutrófilos, células T e células B (Figura 1) estão presentes em ambos os 

estágios agudo e crônico da inflamação (5). As interleucinas também desempenham papel 

importante dentro do processo inflamatório, atuando como ativadores (IL-6, IL-12) ou 

inibidores (IL-10) de atividade inflamatória (5,6).  

A incidência global de doenças com perfil inflamatório representa um desafio 

significativo para a saúde pública em todo o mundo. Algumas doenças de ação 

inflamatória crônica como a artrite reumatoide, a aterosclerose, as doenças autoimunes e 

o câncer, afetam milhões de pessoas.  No Brasil, essas doenças apresentam também uma 

alta prevalência, impactando diretamente a saúde da população (7, 8, 9).  

A artrite reumatoide (AR), por exemplo, afeta cerca entre 0,5 e 1% da população 

mundial, com maior incidência entre o sexo feminino na faixa de 40-50 anos (10). Esta 

doença inflamatória autoimune age principalmente em articulações periféricas e 

sinoviais, provocando a gradual destruição da cartilagem associada e fragilização do 

tecido ósseo (61).  Nessas condições, e especialmente nos casos sistêmicos da doença, 

pode haver a redução da expectativa de vida do paciente, com perda de função de 

membros e mobilidade.  
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Outro aspecto relacionado à AR, é o impacto significativo nos serviços de saúde 

públicos e privados, com a sobrecarga no atendimento e consumo de recursos 

consideráveis. A literatura indica que a melhor fase para o tratamento e prevenção do 

dano tecidual é no primeiro ano desde o início dos sintomas (62). No entanto, muitas 

vezes o tratamento só inicia em fases adiantadas da evolução da doença, onde já está 

instalado comprometimento de função de órgãos e tecidos (63). Como recomendação para 

gestão dessas doenças inflamatórias de natureza crônica, os Conselhos de Saúde requerem 

a aplicação de estratégias eficazes para garantir o acesso a tratamentos adequados, a fim 

de reduzir o impacto socioeconômico e melhorar a qualidade de vida dos afetados (64). 

Neste aspecto, a utilização de alternativas para as medicações já existentes em virtude do 

tratamento prolongado e abordagens profiláticas podem impactar positivamente a vida do 

usuário dos serviços de saúde. 

 

Figura 1. Atuação de células do sistema imunitário e proteínas plasmáticas no processo inflamatório. Imagem 
elaborada pelo autor com BioRender. 

Historicamente, a descoberta do salicilato e do ácido acetilsalicílico no século 

XIX, marcou o ponto crucial para o crescimento do desenvolvimento de medicamentos 

para aliviar os efeitos da inflamação (4). Atualmente, a classe de fármacos anti-

inflamatórios não esteroides (AINEs) é considerada como uma das mais comercializadas 

e usadas no mundo e mais utilizadas em casos de dor e inflamação de natureza aguda e 
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crônica (4,11). O mecanismo de ação dos AINEs visa impedir a ativação do processo 

inflamatório atuando como inibidores da via de ciclooxigenase responsável pela produção 

de eicosanoides (12). Contudo, a administração prolongada desses fármacos está 

associada ao surgimento de diversos efeitos adversos e complicações gastrointestinais, 

hepática, renal, cerebral, pulmonar, entre outros (4,13).  

No Brasil, o nos anos de 2014 a 2017 o mercado dos AINEs movimentou cerca 

de 5 bilhões de reais anualmente (14). Estes números estão atrelados ao hábito de 

automedicação e baixo custo dos mesmos (15), o que aumenta os riscos de efeitos 

colaterais ou intoxicação por dosagens excessivas ou interação medicamentosa (16).  

Diante desse contexto, a busca por alternativas eficientes e mais seguras se torna 

uma necessidade. O potencial efeito anti-inflamatório de produtos naturais e compostos 

bioativos de origem vegetal como carotenoides, ácidos graxos, terpenóides, entre outros, 

já foi reportado na literatura e tem sido cada vez mais investigado (17,18). A 

biodiversidade brasileira oferece um amplo painel de espécies vegetais ricas em 

compostos bioativos (19). Dentre as diferentes partes da planta, os óleos vegetais são cada 

vez mais estudados por apresentarem propriedades biológicas tais como efeitos 

antioxidantes e anti-inflamatórios (20,21). Diante das limitações apresentadas, novos 

tratamentos baseados em óleos vegetais, com ênfase na biodiversidade brasileira, têm 

sido explorados, como o óleo de pequi. 

1.2. Óleo de pequi 

Na cultura popular, o Caryocar brasiliense ou pequi (Figura 2) é utilizado para 

tratar doenças respiratórias, bem como doenças inflamatórias, dores musculares e artrite 

crônica (22). A introdução do fruto ou óleo do pequi na dieta pode ser feita através de 

comidas populares sendo consumido com outros alimentos como arroz, feijão ou carne, 

além da comercialização de outros produtos como conservas do fruto do pequi em feiras 

locais ou outros municípios (TEIXEIRA et al., 2017). Proveniente do bioma Cerrado, 

pode ser encontrado nas regiões do Goiás, Tocantins, Ceará, Minas Gerais, Pará e Mato 

Grosso (23). 

O óleo de pequi extraído a partir do fruto (Figura 3) é rico em carotenoides e 

triacilglicerídeos contendo principalmente radicais acil graxos de ácido oleico, ácido 

palmítico e de ácido linoleico, substâncias descritas por possuírem atividades biológicas 
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como efeito antioxidante (24), antimicrobiano, anti-inflamatório (25) e antitumoral (22). 

O efeito anti-inflamatório do óleo de pequi administrado por via oral já foi reportado em 

estudo in vivo, em camundongos Swiss (26) e em atletas adultos após atividade física 

intensa (27).  

Os carotenoides encontrados no óleo de pequi não apenas reduzem o estresse 

oxidativo causado pelos radicais livres, mas também estimulam a produção de enzimas 

antioxidantes, como o superóxido dismutase e a catalase (59). Além disso, os ácidos 

graxos, como o ácido linoleico presentes no óleo de pequi, são metabolizados para se 

tornarem precursores de eicosanoides. Esses precursores geram ácidos araquidônico 

(ômega-6) e dihomo-γ-linolênico (ômega-6), enquanto o α-linolênico se converte em 

ácido eicosapentaenoico (ômega-3). Essas substâncias têm a capacidade de modular a 

intensidade e a duração da resposta imune durante processos inflamatórios (60). 

Entretanto, devido ao seu caráter hidrofóbico, o óleo de pequi pode ter sua 

absorção e seu espectro de biodistribuição limitados, sendo necessária a busca por 

mecanismos para melhor aproveitamento pelo organismo (28). Como alternativa, a 

utilização de nanotecnologia combinada com óleos naturais pode superar tais limitações, 

mantendo a estabilidade dos compostos bioativos, além de melhorar sua 

biodisponibilidade e biodistribuição (28,29). 
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Figura 2. Árvore do pequi (Caryocar brasiliense). Foto: Claudio Bezerra de Melo. 

 

Figura 3. Pequi (frutos). Foto: Acervo ISPN 
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1.3. Nanotecnologia 

A nanociência é uma área multidisciplinar que estuda a utilização e o 

desenvolvimento de sistemas em escala nanométrica (30,31).  Os avanços no uso de 

dispositivos nanométricos para a distribuição de fármacos têm contribuído para o 

desenvolvimento de nanoestruturas capazes de carrear de forma mais eficiente, 

compostos bioativos para tratamentos de doenças diversas, como alternativa às 

abordagens tradicionais, concedendo vantagens como melhor biodisponibilidade e menor 

toxicidade (29,31). 

Os tipos de nanopartículas podem variar pelo seu formato, tipo de síntese e 

composição, fatores que estão diretamente ligados às suas aplicações. Assim, a utilização 

da nanotecnologia aliada à saúde pode oferecer ferramentas que, combinadas ao uso de 

fármacos ou biocompostos naturais, podem gerar novas alternativas aos tratamentos 

convencionais já utilizados (28,32,33). 

Com isso, vêm crescendo o número de evidências científicas através de estudos 

de atividades terapêuticas com nanofitoterápicos, sendo estruturas em escala nanométrica 

capazes de carrear substâncias bioativas de origem vegetal. Atualmente, são produzidos 

fitoterápicos utilizando partes diversas das plantas, como folhas, raiz, caule, sementes e 

frutos, através dos extratos obtidos (34). Como objetivo, a busca de novos biocompostos 

e ferramentas para melhorar sua biodisponibilidade, tem como foco sua aplicação em 

tratamentos de doenças inflamatórias, câncer, infecções e alterações de caráter 

imunológico (34).  

As nanoemulsões são exemplos de nanoestruturas que se apresentam como uma 

escolha favorável para encapsular compostos hidrofóbicos, composta pela mistura de dois 

líquidos imiscíveis, estabilizados por um surfactante, apresentando variações como as 

nanoemulsões óleo em água (O/A) ou água em óleo (A/O) (Figura 4) (35). A presença de 

fosfolipídios (no papel de surfactante) na nanopartícula permite com que a fase oleosa 

permaneça protegida na parte interna, conferindo resistência a mudanças físico-químicas 

do meio (pH, variação de temperatura, diluição) (35). Essas estruturas podem ser obtidas 

por métodos de ultrasonicação ou microfluidização por exemplo (36). Estudos in vitro e 

in vivo já evidenciaram efeitos antitumorais (33) e anti-inflamatórios (37) de 

nanoemulsões à base de óleo de pequi. No entanto, o óleo utilizado nesses estudos foi 

obtido por prensagem a frio e por extração com solvente orgânico, respectivamente.  
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Figura 4. Representação esquemática de nanoemulsões água em óleo (A/O) e óleo em água (O/A), onde a parte azul 
representa a fase aquosa, e a parte amarela, a fase oleosa. As caudas apolares do tensoativo sempre ficam voltadas 
para a fase oleosa, devido às suas características lipofílicas. Imagem elaborada com BioRender. 

A prensagem à frio é uma técnica que utiliza prensa mecânica para extrair o óleo 

da polpa do fruto. Nesta metodologia, a polpa já devidamente separada do fruto é 

envolvida em organza ou outro material próprio, e recebe forças compressivas para 

separar os líquidos dos sólidos. O óleo obtido é recolhido diretamente sem a necessidade 

de outro procedimento posterior (38). Na extração por solventes, a polpa só é utilizada 

após remoção da umidade e moagem a fim de descompartimentar ao máximo os tecidos 

do mesocarpo, permitindo uma maior eficiência e interação do solvente apolar com o 

material vegetal (39). A fase sólida formada é separada da fase líquida oleosa e o óleo é 

separado do solvente, com possível recuperação e reciclagem do solvente (40). Por fim, 

a extração do óleo pode ser feita por fervura em água. Este é um método artesanal 

utilizado por comunidades extrativistas e consiste basicamente em submeter o putâmen 

do pequi em panelas ou caldeiras com água fervente até que pequenas partículas 

sobrenadantes do óleo apareçam e comecem a se aglomerar, formando bolhas maiores do 

óleo. Com uso de um utensílio, o óleo é recolhido em outro recipiente (23).  



 
  
 

23 
 

Estes diferentes processos de extração (Figura 5) resultam em diferenças no 

rendimento, composição e estabilidade do óleo (24), pode ter um impacto significativo 

nos efeitos biológicos do óleo, conservando ou ocasionando perdas na composição 

fitoquímica. Em caso de perdas de constituintes, consequentemente pode haver redução 

na atividade funcional do óleo. Contudo, há poucos relatos sobre os efeitos anti-

inflamatórios do óleo de pequi obtido por fervura em água. Portanto, estudos avaliando 

efeitos do óleo obtido por este método pode contribuir também para a valorização das 

comunidades e agregação de valor à biodiversidade brasileira, movimentando a 

bioeconomia do país. 

 

Figura 5. Métodos de extração para obtenção do óleo de pequi. Imagem elaborada com BioRender. 

Os estudos com foco em biocompostos presentes na biodiversidade brasileira, já 

explorados e comercializados por comunidades que detêm o conhecimento sobre seus 

efeitos através o uso popular, agrega valor econômico e social aos produtos naturais 

criando uma cadeia de produção e desenvolvimento sustentável, onde a conservação 

ambiental e a exploração desses produtos podem coexistir, através de uma conexão cada 

vez mais próxima entre as comunidades extrativistas, a universidade e a indústria (34). 
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Diante do exposto, não foram encontradas, até o momento, publicações que 

abordem o desenvolvimento e uso de nanoemulsões contendo óleo de pequi, e o impacto 

que os métodos de extração desse óleo podem ter nas características das nanoemulsões e 

como isso pode influenciar em seus efeitos biológicos.  

2. Objetivos 

2.1. Geral: 

Desenvolver nanoemulsões de óleo de pequi (Caryocar brasiliense) obtido por diferentes 
métodos de extração (prensagem a frio, solvente e fervura) e avaliar seus efeitos sobre a 
atividade de macrófagos RAW 264.7 in vitro. 

2.2. Específicos  

● Caracterizar o óleo de pequi, obtido através dos métodos de extração por solvente, 

prensagem à frio e fervura pelo índice de acidez, índice de peroxidação, perfil 

lipídico e a presença de demais componentes;  

● Formular, caracterizar parâmetros físico-químicos e analisar a estabilidade das 

nanoemulsões à base de óleo de pequi extraídos por diferentes métodos ao longo 

do tempo; 

● Avaliar a citotoxicidade das nanoemulsões à base de óleo de pequi em 

macrófagos, in vitro;  

● Avaliar os efeitos das nanoemulsões à base de óleo de pequi, sob a produção de 

citocinas em macrófagos RAW 264.7 estimulados ou não com LPS, in vitro. 

 

 

 

 

3. Capítulo I 

Este capítulo apresenta um artigo científico resultante desta dissertação, que 

será submetido à revista Journal of Drug Delivery Science and Technology. 
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Resumo 

A inflamação é um dos processos de defesa do corpo e ocorre em resposta a infecções 
causadas por microrganismos ou danos nos tecidos. O óleo de pequi extraído de Caryocar 
brasiliense, encontrado na região do Cerrado, é popularmente utilizado por suas 
propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes devido à presença de ácidos graxos e 
carotenoides. A nanotecnologia serve como uma ferramenta para superar barreiras na 
administração de compostos hidrofóbicos. Este estudo teve como objetivo realizar o 
desenvolvimento de nanoemulsões de óleo de pequi (Caryocar brasiliense) obtido por 
diferentes métodos de extração (prensagem a frio, solvente e fervura) e a avaliação de 
seus efeitos sobre a atividade de macrófagos RAW 264.7 in vitro. Os óleos de pequi foram 
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avaliados com base em seu perfil lipídico, acidez e valores de peróxidos para garantir sua 
qualidade após os processos de extração. As nanoemulsões foram formuladas com óleo 
de pequi obtidos pelos métodos de extração por solvente (NeS), prensagem à frio (NePF) 
e fervura (NeF), lecitina de ovo (2:1 p/p) e estearato de polioxietileno 40 (2%) e dispersas 
em PBS por ultrasonicação em banho de gelo. As amostras foram avaliadas por Dynamic 
light scattering (DLS) por 120 dias a 4 °C e 25 °C para avaliar sua estabilidade, além de 
pH e condições de estresse (diluição seriada de 0 a 1/128 e variação de pH entre 3-11). 
Para os ensaios de citotoxicidade, macrófagos RAW 264.7 foram tratados com diferentes 
nanoemulsões por 24 horas e tiveram sua viabilidade analisada pelo ensaio MTT. A 
produção de citocinas de macrófagos tratados com as nanoformulações por 24 horas, e 
estimulados ou não por LPS (lipopolissacarídeo bacteriano), foram determinadas pelo 
ensaio de ELISA. Os óleos de pequi mantiveram níveis aceitáveis de acordo com os 
índices de acidez (mg KOH·g−1): OS = 4,59 OPF = 3,48 e OF = 1,1 e de peroxidação 
(mEq·kg−1): OS = 3,21 OPF = 2,87 e OF = 2,65. As nanoemulsões à base de óleo de pequi 
apresentaram diâmetro hidrodinâmico semelhante <100 nm, PDI <0,250, potencial zeta 
entre -1,5 e -2,5 mV, pH entre 6 e 7, e permaneceram estáveis durante o teste de diluição 
sem variação significativa. Os testes de variação de pH mostraram mudanças no potencial 
zeta no pH mais ácido, as nanoemulsões permaneceram neutras (3) perto de 0 mV, e no 
pH mais básico (11) ficaram negativas (aproximadamente -10 a -15 mV). O ensaio de 
MTT indicou que a concentração de 360 µg/mL de diferentes nanoemulsões e óleos livres 
não apresentou citotoxicidade significativa às células após 24 horas, com viabilidade 
celular >80%. Nos ensaios de ELISA, para o grupo IL-10 estimulados com LPS, todos os 
tratamentos apresentaram produção da citocina, porém sem diferença significativa 
comparada ao controle PBS. No grupo IL-6 com LPS, apenas os tratamentos NePF, OF 
e NeF apresentaram produção, porém a ausência de produção de IL-6 no controle PBS 
indica necessidade de um novo ensaio para comparação dos tratamentos. No grupo IL-12 
com LPS, os tratamentos NeF e NBR apresentaram baixa produção da citocina IL-12, 
sugestivo de possível modulação anti-inflamatória presente nesses tratamentos. As 
nanoemulsões formuladas a partir de óleo de pequi obtido por diferentes métodos de 
extração permaneceram estáveis, e os métodos de extração não levaram a diferenças entre 
as amostras nos parâmetros avaliados. Os resultados de citotoxicidade e os dados 
preliminares dos ensaios de ELISA sugerem potencial na utilização das nanoemulsões à 
base de óleo de pequi em processos inflamatórios, sendo necessários estudos posteriores 
para avaliação pormenorizada desta ação.  

Palavras-chave: Caryocar brasiliense, nanoemulsão, anti-inflamatório, macrófago, 
pequi, óleo 

1. Introdução 

A inflamação é considerada como um dos processos fisiológicos mais antigos 
reportados na literatura com a descrição dos cinco sinais cardinais: edema, calor, rubor, 
dor e perda de função (1). A inflamação é um processo de defesa do organismo e ocorre 
como resposta a alguma infecção microbiana ou a dano tecidual (2). O processo 
inflamatório pode ser classificado em inflamação aguda e inflamação crônica (1–3). A 
inflamação aguda consiste em recrutar células de defesa como leucócitos, e proteínas 
plasmáticas que são direcionadas para o sítio alvo para eliminar o patógeno ou células 
danificadas (1,3). Entretanto, uma resposta exagerada do organismo pode levar à 
inflamação crônica associada à produção anormal e persistente de moléculas pró-
inflamatórias, como citocinas e eicosanóides, e ao recrutamento contínuo de células 
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imunitárias. Esse fenômeno causa danos teciduais irreversíveis e está associado com 
diversas patologias como artrose, diabetes, câncer, doenças cardiovasculares, doenças 
autoimunes, entre outras (1,3).  

 Atualmente, a classe de fármacos anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) é 
considerada como uma das mais comercializadas e usadas no mundo (4,5). Os AINEs 
impedem a ativação do processo inflamatório agindo como inibidores da via de 
ciclooxigenase responsável pela produção de mediador pró-inflamatório (6). Contudo, a 
administração prolongada dessas drogas está associada ao surgimento de diversos efeitos 
adversos e complicações gastrointestinais, hepática, renal, cerebral, pulmonar, entre 
outros (4,7). 

Diante desse contexto, a busca por alternativas eficientes e mais seguras se torna 
uma necessidade. O potencial efeito anti-inflamatório de produtos naturais e compostos 
bioativos de origem vegetal como carotenoides, ácidos graxos, terpenóides, entre outros, 
já foi reportado na literatura e tem sido cada vez mais investigado (8,9). A biodiversidade 
brasileira oferece um amplo painel de espécies vegetais ricas em compostos bioativos 
(10). Dentre as diferentes partes da planta, os óleos vegetais são cada vez mais estudados 
por apresentarem propriedades biológicas tais como efeitos antioxidantes e anti-
inflamatórios (11,12). 

Na cultura popular, o Caryocar spp. ou pequi é um fruto proveniente do bioma 
Cerrado, utilizado para tratar doenças respiratórias, bem como doenças inflamatórias, 
dores musculares e artrite crônica (13). O óleo de pequi extraído a partir do fruto é rico 
em ácidos graxos como ácido oleico e ácido palmítico, e carotenoides que lhe conferem 
várias atividades biológicas como efeito antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatório 
e antitumoral (13). O efeito anti-inflamatório do óleo de pequi administrado por via oral 
já foi reportado em estudo in vivo, em camundongos Swiss (14) e em atletas adultos após 
atividade física intensa (15). Entretanto, devido ao seu caráter hidrofóbico, o óleo de 
pequi pode ter sua absorção e seu espectro de biodistribuição limitados, sendo necessárias 
alternativas para melhor aproveitamento pelo organismo. 

A nanociência é uma área multidisciplinar que estuda a utilização e o 
desenvolvimento de sistemas em escala nanométrica (16,17). Os avanços no uso de 
dispositivos nanométricos para a distribuição de fármacos têm contribuído para o 
desenvolvimento de nanoestruturas capazes de carrear de forma mais eficiente, 
compostos bioativos para tratamentos de doenças diversas, como alternativa às 
abordagens tradicionais, concedendo vantagens como melhor biodisponibilidade e menor 
toxicidade (17,18, 34). 

As nanoemulsões são exemplos de nanoestruturas e se apresentam como uma 
escolha favorável para encapsular compostos hidrofóbicos. Sua formulação é composta 
pela mistura de dois líquidos imiscíveis, como óleo e água, estabilizados por um ou mais 
surfactantes (35). Essas estruturas podem ser obtidas por métodos de ultrasonicação ou 
microfluidização por exemplo. (19). Estudos in vitro e in vivo já evidenciaram efeitos 
antitumorais (20) e anti-inflamatórios (21) de nanoemulsões à base de óleo de pequi. No 
entanto, o óleo utilizado nesses estudos foi obtido por prensagem a frio e por extração 
com solvente orgânico, respectivamente. 

A prensagem à frio é um método mecânico que utiliza prensas para separar o óleo 
da polpa do fruto. (38). A extração por solventes é um método químico que utiliza 
solventes orgânicos para solubilizar o óleo da polpa do fruto. (39,40). A fervura em água 
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é um método artesanal utilizado por comunidades extrativistas que utiliza a temperatura 
para separar o óleo da polpa do fruto (23).  

Estes diferentes processos de extração resultam em diferenças no rendimento, 
composição e estabilidade do óleo (24), pode ter um impacto significativo nos efeitos 
biológicos do óleo, conservando ou ocasionando perdas na composição fitoquímica. Em 
caso de perdas de constituintes, consequentemente pode haver redução na atividade 
biológica do óleo. não foram encontradas, até o momento, publicações que abordem o 
desenvolvimento e uso de nanoemulsões contendo óleo de pequi, e o impacto que os 
métodos de extração desse óleo podem ter nas características das nanoemulsões e como 
isso pode influenciar em seus efeitos biológicos. Diante do exposto, o objetivo do presente 
trabalho foi desenvolver nanoemulsões de óleo de pequi obtido por diferentes métodos 
de extração (prensagem a frio, solvente e fervura) e avaliar seus efeitos sobre a atividade 
de macrófagos RAW 264.7 in vitro.  

 

2. Materiais e Métodos      

2.1. Materiais 

Os óleos de pequi foram extraídos pelo Departamento de Ciência dos Alimentos 
– Ala B, Laboratório de Pós-Colheita de Frutas e Hortaliças. Universidade Federal de 
Lavras. Os demais materiais utilizados foram os seguintes: lecitina de ovo (Lipoid, 
Ludwigshagen, Alemanha). MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazólio), dimetilsulfóxido (DMSO) e estearato de polioxietileno 40 (Sigma 
Aldrich Chemical Co. St. Louis, MO, USA). Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM), tripsina, soro fetal bovino (Thermo Gibco, USA) e kits de ELISA (BD 
OptEIA). 

2.2. Obtenção do óleo de pequi: 

As amostras de óleo de pequi foram obtidas com o uso de um mesmo conjunto de 
frutos coletados por uma cooperativa em Montes Claros (Latitude: -16.737, Longitude: -
43.8647 16° 44′ 13″ Sul, 43° 51′ 53″ Oeste), divididos em três grupos para extração do 
óleo sob diferentes metodologias de extração, sendo elas (1) pela utilização de solventes 
químicos, (2) com prensa mecânica e (3) pelo cozimento dos frutos (fervura) (42). 

Brevemente, o processo de extração de óleo a partir de solventes começou com o 
despolpamento dos frutos, utilizando uma faca, seguido pela secagem da polpa em uma 
estufa a 60°C por 24 horas. A polpa seca foi então triturada em um multiprocessador 
METVISA modelo LQ-6, resultando em uma farinha. Essa farinha foi dividida em dois 
balões de fundo chato, um contendo 1 litro de acetona e o outro contendo 1 litro de éter 
etílico, ambos envoltos em papel alumínio. Os balões foram deixados à temperatura 
ambiente por aproximadamente 4 horas. Após esse período, o material foi filtrado 
utilizando papel filtro Whatman e os solventes foram recuperados por meio de um 
aparelho Soxhlet aquecido a 60°C.       

Para a extração de forma mecânica, foi realizada a retirada das amêndoas de dentro 
dos frutos, para utilização do endocarpo (polpa), levados para secagem em estufa a 60°C 
por 24 horas. Foram então colocadas em uma prensa expeller da marca WEQ® e o extrato 
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obtido filtrado em peneira fina a temperatura ambiente e depois em papel filtro Whatman 
dentro de uma estufa ventilada a 60°C.       

Por fim, para o método de extração por fervura, os frutos foram colocados em um 
recipiente com água e submetidos ao cozimento por cerca de 40 minutos. Logo após, os 
frutos foram separados da água e despolpados utilizando uma colher e deixada em 
repouso até o resfriamento. Uma vez fria, a polpa foi levada para cozimento novamente, 
onde desta vez o óleo que começou a se acumular na superfície da água foi retirado com 
o auxílio de uma colher, colocado em um recipiente e aquecido até a total evaporação da 
água ainda presente. 

Este estudo está de acordo com a Nova Lei Brasileira de Biodiversidade (Lei 
13.123 de maio de 2015) e registrado na plataforma do Sistema Nacional de Gestão de 
Recursos Genéticos e Conhecimentos Tradicionais Associados (SisGen) sob o número 
AC22EF9. 

2.3. Caracterização do óleo de pequi      

As condições físico-químicas dos óleos extraídos foram avaliadas para certificar 
a pureza das amostras a serem utilizadas nas formulações das nanoemulsões e demais 
testes. Para isto, as amostras dos óleos foram submetidas a análises de índice de acidez e 
peroxidação, bem como análise do seu perfil lipídico e metabólitos presentes nos óleos, 
além de testes complementares de ressonância magnética nuclear (RMN).  

2.3.1. Índice de acidez e peroxidação 

O índice de acidez foi medido seguindo a AOCS (American Oil Chemists’ 
Society) Ca 5a-40 (2004) e expressa em porcentagem de ácido oleico (mg KOH·g−1). Os 
valores de peróxidos seguiram os modelos da AOCS Cd 8b-90 (2000), sendo expressos 
em mEq·kg−1. Análises realizadas pelo Departamento de Ciência dos Alimentos – Ala B, 
Laboratório de Pós-Colheita de Frutas e Hortaliças. Universidade Federal de Lavras. Os 
dados foram analisados por meio do software SISVAR versão 5.8. A análise de variância 
(ANOVA) e o método Scott-Knott (p < 0,05) foram utilizados para comparar as possíveis 
diferenças significativas entre os diferentes tipos de óleo.     

2.3.2. Perfil lipídico 

O perfil lipídico dos óleos de pequi foi caracterizado de acordo com metodologia 
previamente descrita (32). Resumidamente, aproximadamente 15 mg (±0.1 mg) de óleo 
foram pesados em tubos de vidro com tampas e adicionados 1,5 mL de uma solução de 
KOH 0,5 M em metanol. A transesterificação completa dos ácidos graxos foi obtida 
usando 14% de BF3 em metanol. A extração dos ésteres metílicos de ácidos graxos foi 
realizada pela adição de 2,5 mL de uma solução saturada de NaCl e 1 mL de hexano, 
seguida de agitação por vórtex por 1 minuto e centrifugação a 241× g por 5 minutos. As 
amostras foram então analisadas por cromatografia gasosa (Shimadzu GCMS-QP2010 
Plus com sistema de injeção AOC-5000, Japão; e uma coluna J&W Scientific DB-23 (60 
mm × 0,25 mm ID × 0,25 µm), Folsom, CA, EUA). A quantificação foi obtida com uma 
curva de calibração de material de referência certificado (F.A.M.E Mix C8–C24). 
Análises realizadas pela Seção de Química, Instituto Militar de Engenharia. 
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2.3.3 Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GS-MS) 

As amostras foram injetadas em cromatógrafo a gás acoplado a espectrômetro de 
massas em um sistema Shimadzu modelo QP2020 NX (Shimadzu Corporation, Kyoto, 
Japão), em modo impacto de elétrons a 70 eV, utilizando coluna SH-RTX-5ms 
(SHIMADZU)-5% fenil: 95% dimetilpolisiloxane (30m x 0,25 mm x 0,25 μm) fluxo de 
gás constante de 2,26 mL/min, volume de injeção 1 μL. As injeções foram realizadas 
inicialmente em modo Split 1:30. As amostras foram reanalisadas mais concentradas 
(Split 1:10), para que outras substâncias, minoritárias pudessem ser observadas. Análises 
realizadas pelo Laboratório de Ciências Químicas (LCQUI), Universidade Estadual do 
Norte Fluminense Darcy Ribeiro-UENF. 

2.3.4. Ressonância Magnética Nuclear (RMN)  

A caracterização química do óleo de pequi foi realizada por meio da análise de 
ressonância magnética nuclear (RMN). Para isso, dados de RMN unidimensional (1D) 
foram adquiridos a 298 K em CDCl3 em um espectrômetro de RMN Bruker AVANCE 
III 400 (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Alemanha), operando a 9,4 T, observando 
1H e 13C a 400 e 100 MHz, respectivamente. O espectrômetro de RMN estava equipado 
com uma sonda de detecção direta de 5 mm com gradiente de z. Todos os deslocamentos 
químicos de RMN de 1H e 13C (δ) foram fornecidos em ppm em relação ao sinal de TMS 
em 0,00 como referência interna. Os espectros foram processados no software TOPSPIN. 
Análises realizadas pela Universidade Federal do Vale do São Francisco (UNIVASF), 
Núcleo de Estudos e Pesquisas de Plantas Medicinais (NEPLAME). 
 

2.4. Formulação das nanoemulsões: 

As nanoemulsões à base de óleo de pequi (NePe) foram formuladas seguindo 
protocolo adaptado (33). Primeiramente foi preparada uma pré-emulsão composta por 
uma fase oleosa contendo lecitina de ovo, óleo de pequi na proporção de 2:1 (m/m), 
estearato de polioxietileno 40 2% (m/m) e fase aquosa com 15 mL de PBS. A formulação 
da amostra NBR foi realizada com as mesmas proporções, com exceção do óleo de pequi. 
Em seguida, após breve homogeneização no vórtex, a mistura foi submetida ao 
ultrassonicador de ponteira (SONICS ULTRA CELL VCX500) em banho de gelo por 5 
minutos com pulso alternado (1 seg ligado/desligado). As formulações foram 
armazenadas protegidas da luz à temperatura de 4 °C para futuras análises. 

2.5. Parâmetros físico-químicos das nanoemulsões: 

2.5.1. Análise das nanoemulsões por Dynamic light scattering (DLS) 

O diâmetro hidrodinâmico, índice de polidispersão e potencial zeta (a partir de 
medidas de mobilidade eletroforética), foram mensurados utilizando-se o equipamento 
ZetaSizer® Nano ZS90 (Malvern, UK) com ângulo de detecção de difração de luz de 90° 
a temperatura ambiente. Foram realizadas leituras em triplicata a fim de obter as médias 
dos valores. O pH de cada amostra foi medido utilizando fitas de pH antes de cada leitura. 

2.5.2. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

Uma gota de aproximadamente 20 µL de amostra de nanoemulsão, foi colocada 
sobre um pedaço de parafilme e a telinha foi colocada sobre a gota por 10 minutos. Após 



 
  
 

31 
 

esse tempo, o excesso de amostra foi removido com um papel filtro. Em seguida, foi 
adicionada uma gota da solução de acetato de uranila a 2% (contraste) no parafilme e a 
telinha foi colocada sobre essa gota por 1 minuto. Na sequência, o excesso de acetato de 
uranila foi removido com um papel filtro. As amostras foram secas à temperatura 
ambiente. Após a secagem, as amostras foram analisadas no Microscópio Eletrônico de 
Transmissão (MET), JEM-2100, Jeol, Tokyo, Japan, equipado com EDS, Thermo 
scientific, operando em 200kV. Imagens obtidas pelo Laboratório Multiusuário de 
Microscopia de Alta Resolução (LabMic/UFG). 

2.5.3. Estabilidade das nanoemulsões ao longo do tempo 

As nanoemulsões foram analisadas no período de 120 dias, armazenadas sob 
diferentes temperaturas (4 °C e 25 °C) para avaliar seu comportamento. As amostras 
foram analisadas por Dynamic light scattering (DLS) após sua formulação, nos dias 1, 7, 
15, 30, 60, 90 e 120 para acompanhar possíveis variações no tamanho das nanogotículas, 
índice de polidispersão (PDI) e potencial zeta conforme descrito no tópico 2.5.1. O pH de 
cada amostra foi medido utilizando fitas de pH antes de cada leitura. 

2.5.4. Estabilidade das nanoemulsões sob condições de estresse 

As nanoemulsões foram condicionadas a diferentes condições de estresse 
(variação de pH e diluição seriada) para avaliar sua estabilidade. As amostras foram 
diluídas em PBS com fator de diluição de 2-, 4-, 8-, 16-, 32-, 64-, 128-, sendo avaliadas 
de acordo com os parâmetros descritos acima (estabilidade das nanoemulsões ao longo 
do tempo). Também foram avaliadas mudanças de pH com adição de 2 M NaOH e 2.5 M 
HCl a fim de avaliar os pontos de pH 3, 5, 7, 9 e 11. O potencial zeta e o diâmetro 
hidrodinâmico foram determinados em função do pH com um Zetasizer NanoZS 
(Marvern Instruments) utilizando uma célula de fluxo (DTS1070) e um MPT-2 
Autotitrator (Marvern Instruments). As amostras de nanoemulsão (15 mL) com pH 
inicialmente neutro foi acidificada gota-a-gota com HNO3 (1 M) até pH próximo de 3,0. 
Para titulação das amostras com o módulo MPT-2 (Marvern Instruments) foram utilizadas 
três soluções estoques inseridas nas bombas de injeção - NaOH (0,1 M); NaOH (0,01 M) 
e HNO3 (0,01M); O software de operação do Zetasizer NanoZS foi configurado para 
elevar automaticamente o pH até aproximadamente 11 com em intervalos de 2,0 
realizando medidas simultâneas de potencial zeta e diâmetro hidrodinâmico em triplicada. 
Toda a operação de aumento do pH e medição é executada automaticamente pelo 
equipamento. 

2.6. Avaliação da citotoxicidade das nanoemulsões em células de macrófagos 

Para determinar as concentrações a serem utilizadas nos testes in vitro, foi 
realizado o ensaio de MTT a fim de observar a citotoxicidade dos óleos e suas 
nanoemulsões bem como o NBR para controle. Para isso, foram utilizadas células de 
macrófagos murinos RAW 264.7, cultivadas em DMEM com 10 % soro fetal bovino (v/v) 
e 1% antibiótico (v/v) em estufa a 37 °C e 5% CO2. Placas de 96 poços com 1x104 células 
por poço foram organizadas de acordo com os grupos experimentais das amostras: óleo 
de pequi em suas formas livres e suas respectivas nanoemulsões, e os controles PBS e 
NBR (nanogotícula sem óleo). As células receberam a aplicação dos tratamentos nas 
concentrações de 90, 180 e 360 µg/mL de cada grupo, bem como o controle de PBS para 
as nanoemulsões e Etanol P.A (concentração final < 1%) para os óleos, e posteriormente 
foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO2 por 24 horas. Após esse período, os 
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tratamentos foram retirados dos poços, sendo adicionado 150 µL da solução de MTT (0.5 
mg/mL em DMEM) e a placa foi incubada novamente em estufa a 37 °C e 5% CO2 por 
2h. Após esse período, o meio de cultura presente nas células foi descartado, então foi 
adicionado 150 µL de DMSO aos poços para observar a formação dos cristais de 
formazan foi utilizado espectrofotômetro de placas na absorbância de 595 nm. Análises 
realizadas em colaboração com o Departamento de Genética e Morfologia, Campus 
Universitário Darcy Ribeiro, Universidade de Brasília. 

2.7. Avaliação de efeitos das nanoemulsões à base de óleo de pequi em produção de 
citocinas. 

Para este ensaio, foram utilizadas duas placas de 24 poços com 1x108 células por 
poço, a fim de separar os grupos de tratamento controle (células tratadas apenas com meio 
de cultura DMEM) e outra placa a ser tratada com LPS (ativador de perfil inflamatório). 
As células foram tratadas com óleo de pequi em suas formas livres (OS, OPF e OF) e suas 
respectivas nanoemulsões (NeS, NePF e NeF), e os controles PBS para os óleos livres e 
NBR (nanogotículas sem óleo) para as nanoemulsões, em todos os grupos a concentração 
utilizada foi de 360 µg/mL. As células foram incubadas em estufa por 90 minutos a 37 
°C e 5° CO2 para internalização das nanoemulsões e óleos livres nas células, para então 
serem adicionados LPS (12 µg/mL), ou somente meio DMEM em suas respectivas placas 
mantendo as mesmas condições em ambos os tratamentos. As células foram incubadas 
em estufa por 24 horas, e seu sobrenadante coletado para análise de mapeamento da 
produção de citocinas estimuladas pelos tratamentos, por meio Kit ELISA (BD OptEIA). 
As citocinas analisadas foram IL-12 (p70) e, IL-10 e IL-6 de acordo com as 
recomendações do fabricante. Análises realizadas em colaboração com o Laboratório de 
Microscopia e Microanálise, Departamento de Biologia Molecular, Instituto de Biologia, 
Universidade de Brasília. 

2.8. Avaliação morfológica dos macrófagos após tratamento com nanoemulsões à 
base de óleo de pequi e óleos livres. 

Para avaliação morfológica das células, o procedimento de tratamento das células 
foi replicado como descrito no tópico 2.7, com exceção da etapa de coleta de 
sobrenadante, mantido nos poços para que as células pudessem manter sua estrutura 
durante a varredura realizada por microscopia óptica utilizando o EVOS FL Auto (Life 
Technologies). Para este ensaio foi utilizado o DMEM sem o vermelho fenol em sua 
composição, para melhor obtenção das imagens. Após o tratamento, as células foram 
observadas em aumento de 40x. 

2.9. Análises estatísticas  

As análises estatísticas dos resultados foram realizadas através do GraphPad Prism 
versão 8.0.1 e SISVAR versão 5.8. Os valores foram expressos pela média entre as 
triplicatas dos grupos avaliados em todos os testes. As diferenças estatísticas foram 
calculadas pelos testes de One-way ANOVA e Two-way ANOVA, além dos pós testes 
de Tukey ou método Scott-Knott. 
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3. Resultados 

3.1. Caracterização do óleo de pequi obtido por meio de extração por solvente 
(OS), prensagem à frio (OPF) e fervura (OF) 

3.1.1. Perfil lipídico das amostras de óleo de pequi 

O perfil lipídico das amostras demonstrou a presença de ácido oleico, palmítico e 
linoleico em seus compostos majoritários. Os três métodos de extração obtiveram 
resultados similares, com proporções maiores de ácido oleico em todas as amostras, 
seguidas pelo ácido palmítico e linoleico como demonstrado na tabela 1.  

Tabela 1. Perfil lipídico de óleo de pequi obtido por meio de extração por solvente (OS), prensagem à frio (OPF) e 
fervura (OF). 

  Média (%)  

Ácidos graxos OS OPF OF 

Ácido oleico  55,77  53,33  55,70 

Ácido palmítico 34,14 32,92 37,23 

Ácido linoleico  1,16  1,22  0,86 

 

3.1.2. Análise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-
MS) 

As amostras de óleo de pequi OS, OPF e OF foram submetidas à análise por 
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, podendo observar uma ampla 
quantidade de metabólitos presentes nesses óleos. A técnica utilizada foi capaz de apontar 
moléculas comuns entre os óleos, e ainda sim evidenciar a presença de diferenças dado o 
método de extração, como demonstrado na tabela 2. 

 

 

 

 

Tabela 2. Metabólitos presentes no óleo de pequi extraído por solvente (OS), prensagem à frio (OPF) e fervura (OF). 

Moléculas OS OPF OF 
Ácido cáprico x x  

Ácido caprílico x x x 
Ácido monocarboxílico x   

Ácido oleico x  x 
Ácido palmítico x x  

Ácido tetradecanóico x x  
β-sitosterol x x x 

Ácido vacênico   x 
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Ácido hidrocinâmico   x 
Ácido esteárico  x x 

Esqualeno  x x 
Oleato de etila x  x 
Geranil linalol x   
Denderalasina x x  

Ácido decanoico x x  
2-Dodecanona  x x 

Colest-5-em-3-ol, 24-propilideno-, (3β) x x x 
2-Heptadecanona x   

2,4,6-Octatrieno, 3,4-dimetil x   
(E)-2-octenoato de etila x  x 

Elaidato de dihidroxipropila   x 
    
 Desconhecidas: 

30 
Desconhecidas: 

22 
Desconhecidas: 

25 
 

 

3.1.3. Análise de perfil de acidez e de peroxidação dos óleos de pequi 

As análises de índice de acidez e índice de peróxidos foram realizadas em 
triplicata, com valores expressos por média ± desvio padrão demonstrados na tabela 3.  

Tabela 3. Índice de acidez e peroxidação dos óleos de pequi extraídos por solvente (OS), prensagem à frio (OPF) e 
fervura (OF). 

 OS OPF OF 

Índice de acidez (mg KOH/g−1) 4,59a ± 0,01 3,48b ± 0,01 1,1c ± 0,1 

Índice de peroxidação (mEq/kg−1)  3,21a ± 0,03 2,87b ± 0,06 2,65b ± 0,25 

OS = Óleo por solvente, OPF = Óleo por prensagem à frio e OF = Óleo por fervura. Os 
valores exibidos são a média e o desvio padrão de cada tratamento, e as letras diferentes 
indicam diferenças significativas entre os óleos (p < 0,05) pela análise ANOVA seguida 
do teste de Scott-Knott. 

3.2. Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

O perfil químico obtido pela RMN de 1H (Figura 6) e 13C (Figura 7) das amostras 
de óleo de pequi extraído por solvente (S), prensagem à frio (PF) e fervura (F) foi 
caracterizado pela presença de ácidos graxos esterificados à porção de glicerol, devido à 
existência de sinais na faixa de 4,12 a 5,40 e os sinais em 62,21 e 69,04 ppm, 
respectivamente (43). 
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Figura 6. Espectro 1H NMR das amostras de óleos de pequi extraídos por solvente (OS), prensagem à frio (OPF) e 
fervura (OF) em CDCl3 a 400 MHz. 

 

Figura 7. Espectro 13C{1H} NMR das amostras de óleo de pequi obtido pelos métodos de extração por solvente (OS), 
prensagem à frio (OPF) e fervura (OF) em CDCl3 a 100 MHz. 
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3.3. Formulação das nanoemulsões à base de óleo de pequi 

Os valores de diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersão (PDI), 
potencial zeta e pH das nanoemulsões formuladas podem ser observados na tabela 4.  

Tabela 4. Características físico-químicas das nanoemulsões: NBR (nanogotícula sem óleo) e formuladas a base de 
óleo de pequi obtido pelos métodos de extração por solvente (NeS), prensagem à frio (NePF) e fervura (NeF) após 1 
dia de armazenamento a 4°C.  

Amostras 
DH  

(nm) 

PDI Potencial Zeta 
(mV) 

pH 

NBR 88,52 ± 1,450 0,246 ± 0,003 -1,50 ± 0,316 6 

NeS 85,27 ± 0,444 0,219 ± 0,019 -2,47 ± 0,590 6 

NePF 90,14 ± 0,346 0,224 ± 0,010 -1,99 ± 0,799 6 

NeF 86,88 ± 1,295 0,237 ± 0,003 -1,67 ± 0,338 6 

 

3.4.  Aspectos macroscópicos das nanoemulsões à base de óleo de pequi 

As nanoemulsões foram observadas pelo período de 120 dias, a partir de alíquotas 
feitas para leituras em DLS, como parte do protocolo de avaliação de estabilidade, a fim 
de apontar possíveis mudanças no estado macroscópico das formulações, por separação 
de fase, granulação ou quaisquer outras mudanças macroscópicas nas formulações. 
Passado o período de 120 dias, as nanoemulsões mantiveram seu aspecto inicial, com 
aparência translúcida e homogênea (Figura 8). 

 

Figura 8. Alíquotas das nanoemulsões à base de óleo de pequi armazenadas a 25°C. NBR (nanogotícula sem óleo) (A) 
e formuladas a base de óleo de pequi obtido pelos métodos de extração por solvente (B), prensagem à frio (C) e fervura 
(D). 
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3.5. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

Por meio da Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) (Figura 9), foi 
possível observar a morfologia das nanoemulsões, caracterizadas por nanoestruturas 
esféricas com núcleo denso, com escala parecida com os valores encontrados nas leituras 
de DLS das mesmas amostras. 

 

Figura 9. Nanoemulsões à base de óleo de pequi: NBR (nanogotícula sem óleo) e das nanoemulsões à base de óleo 
de pequi obtido pelos métodos de extração por solvente (NeS - A), prensagem à frio (NePF - B) e fervura (NeF - C). 
Imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão (MET). Barra de escala: 500 nm. 

3.6. Análise de estabilidade por DLS ao longo do tempo 

Após a consolidação do protocolo, as nanoemulsões foram avaliadas ao longo do 
tempo para observar se suas características eram mantidas quando armazenadas nas 
temperaturas de 4 °C e 25 °C. Sua estabilidade ao longo do tempo foi medida através de 
leituras por DLS nos dias 1, 5, 7, 15, 30, 60, 90 e 120 (Figura 10). 

É possível observar que as nanoemulsões NES, NEPF e NEF bem como o NBR 
mantiveram sua estabilidade durante o período avaliado e que em condições de 
armazenamento nas temperaturas de 4 °C e 25 °C, apresentaram resultados semelhantes, 
sem diferenças estatisticamente significativas. 
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Figura 10. Avaliação da estabilidade por DLS e pH das nanoemulsões à base de óleo de pequi no período de 120 dias, 
armazenadas às temperaturas de 4 °C e 25°C. NBR (nanogotícula sem óleo) e das nanoemulsões à base de óleo de 
pequi obtido pelos métodos de extração por solvente (NeS), prensagem à frio (NePF) e fervura (NeF). Diâmetro 
hidrodinâmico (A/E), índice de polidispersão (B/F), potencial zeta (C/G) e pH (D/H). Os valores são expressos em 
média ± DP. Two-way ANOVA: não houve diferença estatística entre os grupos. 
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3.7. Análise das nanoemulsões à base de óleo de pequi sob condições de estresse 

3.7.1. Análise das nanoemulsões à base de óleo de pequi sob diluição seriada 

 As amostras mantiveram estabilidade no diâmetro hidrodinâmico, índice de 
polidispersão e potencial zeta mesmo no maior fator de diluição (128 X), apresentando 
diferenças estatísticas em alguns pontos (Figura 11). 

 

Figura 11. Avaliação da estabilidade por DLS das nanoemulsões à base de óleo de pequi em diferentes fatores de 
diluição. Foram avaliados o NBR (nanogotícula sem óleo) e as nanoemulsões à base de óleo de pequi obtido pelos 
métodos de extração por solvente (NeS), prensagem à frio (NePF) e fervura (NeF). Diâmetro hidrodinâmico (A), 
índice de polidispersão (B), e potencial zeta (C). Os valores são expressos em média ± DP. Two-way ANOVA: letras 
diferentes representam diferença significativa entre os grupos: a - diferença entre índice de diluição 0 e 128 para 
todos os grupos p < 0.0001; b - diferença entre índice de diluição 0 e 128 para os grupos NBR e Ne PF, p < 0.0001; c - 
diferença entre índice de diluição 0 e 128 para o grupo NeS, p < 0.05. 

3.7.2. Análise das nanoemulsões à base de óleo de pequi sob variação de pH 

As amostras mantiveram estabilidade no diâmetro hidrodinâmico e índice de 
polidispersão em toda a faixa de pH entre 3 e 11, porém o potencial zeta apresentou 
variações principalmente nos pontos de pH 3 ficando em torno 0, e no pH 11, em torno 
de –10 a –15 mV (Figura 12). 
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Figura 12. Avalição de estabilidade em diferentes índices de pH. Foram avaliados o NBR (nanogotícula sem óleo) e as 
nanoemulsões à base de óleo de pequi obtido pelos métodos de extração por solvente (NeS), prensagem à frio 
(NePF) e fervura (NeF). Diâmetro hidrodinâmico (A), índice de polidispersão (B), e potencial zeta (C). Os valores são 
expressos em média ± DP.  

4.  Análise da citotoxicidade das nanoemulsões à base de óleo de pequi em 
macrófagos in vitro. 

Foram testadas as concentrações de 90, 180 e 360 µg/mL das nanoemulsões 
(controle PBS) e seus respectivos óleos livres (controle etanol) em macrófagos (RAW 
264.7) pelo tempo de 24h. Pode-se observar na figura 13, nos grupos tratados com óleos 
livres (OS, OPF e OF), quando comparados com o controle (etanol) uma viabilidade 
celular maior que 100% para OS e OPF, enquanto o grupo OF entre 80-100%. Nos grupos 
tratados com NBR e as nanoemulsões (NeS, NePF e NeF), os valores se mantiveram 
próximos ao controle (PBS) apresentando uma viabilidade entre 100-80% de uma forma 
dose-dependente. 
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Figura 13. Avaliação de viabilidade celular por MTT comparando a NBR (nanogotícula sem óleo), nanoemulsões 
formuladas à base de óleo de pequi e seus respectivos óleos livres, obtidos pelos métodos de extração por solvente 
(NeS/OS), prensagem à frio (NePF/OPF) e fervura (NeF/OF). PBS foi utilizado como controle para as nanoemulsões, e 
Etanol como controle para os óleos livres. Os valores são expressos em média ± DP. Two-way ANOVA: letras 
diferentes representam diferença significativa entre os grupos: a - diferença entre os grupos OS, OPF e OF 
comparados ao controle Etanol, p < 0.0001; b - diferença entre o grupo OS comparado ao controle Etanol, p <0.05. 

4.1. Microscopia óptica após tratamento 

Para obtenção das imagens por microscopia óptica, as células de macrófagos 
foram tratadas com as nanoemulsões (Figura 14) e seus respectivos óleos livres (Figura 
15), divididas em dois grupos: (1) com LPS e (2) somente meio de cultura. Foi possível 
observar os efeitos dos tratamentos nas estruturas das células, que se mantiveram sem 
grandes alterações morfológicas sendo possível observar estruturas importantes como 
membrana plasmática, citoplasma e núcleo.  As células tratadas com LPS apresentaram 
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morfologia com membrana celular alongada, e presença de vacúolos no citoplasma.

 
Figura 14. Macrófagos RAW 264.7 tratados com nanoemulsões à base de óleo de pequi observadas após 24h. Grupos 
tratados sem LPS (A-D); Grupos tratados com LPS (E-H). Tratamentos: NBR (A/E), NeS (B/F), NePF (C/G), NeS (D/H). 
Imagens obtidas por microscopia óptica em aumento de 40x (EVOS FL Auto). Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 15. Macrófagos RAW 264.7 tratados com óleo de pequi livre observadas após 24h. Grupos tratados sem LPS (I-
L); Grupos tratados com LPS (M-P). Tratamentos: PBS (I/M), OS (J/N), OPF (K/O), OF (L/P). Imagens obtidas por 
microscopia óptica em aumento de 40x (EVOS FL Auto). Barra de escala: 100 µm. 
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4.2. Mapeamento de citocinas por ensaio de ELISA 

As concentrações das citocinas presentes nos grupos tratados foram calculadas por 
meio da curva de calibração (pg/ml). Não foi possível calcular a concentração dos grupos 
com valores de absorbância abaixo da curva de calibração, portanto os mesmos estão 
indicados como zero nos gráficos abaixo (Figura 16). Para a citocina IL-10 nas amostras 
tratadas sem LPS (A) apenas o grupo OF apresentou produção, enquanto nas amostras 
com LPS (B) não houve diferença significativa entre os tratamentos quando comparados 
ao controle PBS. Nos grupos de IL-6, o grupo tratado com LPS (D) apresentou diferença 
estatística apenas na amostra NeF, porém os controles não foram expressos em ambos os 
tratamentos (C/D). Por fim, os grupos com IL-12 apresentaram os controles de PBS em 
ambas as amostras com e sem LPS, apresentando diferença estatística entre os grupos 
NeS, NePF e NBR (F). 
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Figura 16. Quantificação de citocinas pró-inflamatórias IL-6 e IL-12 (p70), e anti-inflamatória IL-10 em macrófagos 
tratados por 24h com NBR (nanogotícula sem óleo), nanoemulsões formuladas à base de óleo de pequi e seus 
respectivos óleos livres, obtidos pelos métodos de extração por solvente (NeS e OS), prensagem à frio (NePF e OPF) e 
fervura (NeF e OF) na concentração de 360 µg/mL. Concentrações calculadas a partir de curva de calibração 
(pg/mL). Grupos tratados sem LPS A/C/E. Grupos tratados com LPS: B/D/F. Valores expressos em média ± DP. One-
Way ANOVA: letras diferentes representam diferença significativa entre os grupos: a - diferença entre os grupos NeF 
(D), NeS, NePF e NBR (F), comparados com o controle PBS p < 0.05. 

5. Discussão 

O presente trabalho teve como objetivo investigar as diferenças presentes no óleo 
de pequi (Caryocar brasiliense), quanto ao seu método de extração, bem como avaliar 
sua utilização dentro de nanoemulsões não somente como componente da fase oleosa, 
como também visando seus efeitos em macrófagos utilizando modelos in vitro.  

Na tabela 3, estão apresentados os índices de acidez (IA) e índice de peróxido (IP) 
dos três tipos de óleos de pequi. Em óleos comestíveis, estes índices são relacionados ao 
padrão de qualidade comumente analisados, em que amostras fora dos padrões 
estabelecidos, podem ser consideradas rancificadas e não recomendadas para consumo 
(44). Embora não existam parâmetros específicos sobre IA e IP para o óleo de pequi, o 
Códex (2001) (45) relata limites máximos para óleos vegetais de diferentes espécies. Para 
óleos prensados a frio e não refinados, estes limites máximos são de 4,0 mg KOH·g−1 e 
15 mEq·kg−1 para IA e IP, respectivamente. Todos os resultados dos três tipos de óleos 
estão dentro dos parâmetros estabelecidos pelo Códex, com exceção do óleo obtido pelo 
método de extração por solvente (OS) para IA, que ficou acima do preconizado. O menor 
IA foi do OF, enquanto OPF e OF apresentaram os menores resultados de IP, sem 
diferença estatística entre si. Autores que extraíram óleos de pequi por diferentes métodos 
encontraram resultados com variação de 1,44 a 5,44 mg KOH·g−1 para IA e 1,07 a 7,94 
mEq·kg−1 para IP (39,46). Portanto, os óleos extraídos por diferentes tipos de métodos 
avaliados neste estudo não apresentam características próprias de rancificação. Embora o 
IA do método de extração por solvente esteja levemente acima do Códex, não podemos 
apontá-lo claramente como impróprio, pois outros óleos de pequi descritos na literatura 
exibiram valores superiores ao relatado aqui e, além disso, o IP deste método de extração 
está de acordo com o regulamentado. Os óleos com melhores desempenhos foram OPF e 
OF por terem um perfil com menor estado oxidativo, evidenciando alto grau de 
conservação.  

A quantificação de ácidos graxos por cromatografia gasosa identificou a presença 
de ácido oleico, palmítico e linoleico estão presentes em proporções características 
descritas na literatura (47). Os metabólitos encontrados por cromatografia gasosa 
acoplada à espectrometria de massa (GC-MS) (Tabela 2) apontaram dentre as 
biomoléculas identificadas, a presença de β-sitosterol (48) e ácido caprílico (49) 
moléculas com atividades biológicas antitumorais e anti-inflamatórias, demonstrando 
aplicabilidade de óleos naturais em tratamentos variados, além de vantagens na 
associação destes óleos à nanoemulsões (47,50,51). Apesar de algumas dessas 
substâncias serem comuns entre os óleos, houve diferença na quantidade de moléculas 
identificadas entre os óleos obtidos por diferentes métodos de extração, sendo 15 para 
solvente (OS), 11 para prensagem à frio (OPF), e 12 para fervura (OF). 

A análise de RMN detectou a presença dos sinais na faixa entre 172,89 e 173,32 
pode ser atribuída à presença de um grupo carbonila em uma cadeia de ácido graxo. A 
análise quantitativa realizada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 
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massas (GC-MS) revelou o ácido oleico e o ácido palmítico como os principais compostos 
do óleo de pequi após o uso de três métodos de extração (43), sem diferença significativa 
entre as amostras. Os resultados obtidos a partir dos espectros de RMN (Figuras 6 e 7) 
estão de acordo com a análise de GC-MS (Tabela 1). 

Após a caracterização do óleo, o próximo passo foi a formulação das 
nanoemulsões à base dos óleos de pequi. A lecitina de ovo foi escolhida como surfactante 
por sua composição e biocompatibilidade, uma vez que se assemelha muito à membrana 
celular também constituída por fosfolipídios (52). 

As nanoemulsões obtidas apresentaram o diâmetro hidrodinâmico médio (DH ou 
tamanho médio das nanogotículas) de 90 nm, PDI estável entre 0,200 – 0,300 bem como 
o potencial zeta parcialmente neutro devido a presença do estearato de polioxietileno 40 
na formulação (53), sem diferença significativa entre as amostras (Figura 10). As imagens 
das nanoemulsões obtidas por MET mostraram diferença quando correlacionadas ao PDI, 
apresentando a presença de populações menos polidispersas, podendo estar relacionado 
ao preparo das amostras onde as nanogotículas podem ser afetadas pelo processo de 
secagem. Estudos com nanoemulsões utilizando lecitina de ovo como surfactante 
apresentaram características similares, mantendo sua estabilidade por pelo menos 120 
dias podendo variar no PDI e potencial zeta a depender da sua composição (54,55). A 
diferença nas temperaturas de armazenamento (4 °C e 25 °C) não apresentou impacto 
significativo na estabilidade das amostras do presente estudo após 120 dias de 
armazenamento. 

As análises seguintes à formulação das nanoemulsões tiveram como objetivo 
avaliar sua estabilidade sob condições de estresse, por diluição seriada e variação de pH. 
Como observado na figura 11, as amostras (NeS, NePF e NeF) mantiveram sua 
estabilidade ao serem avaliadas por DLS sob diferentes fatores de diluição, onde mesmo 
no maior valor (128 X), apenas discretas mudanças foram observadas no DH, PDI e 
potencial zeta. Em seu estudo, Ombredane e colaboradores (2020) (33) relataram 
estabilidade semelhante no estudo de diluição seriada nos valores de DH e PDI, 
apresentando potencial zeta variando aproximadamente entre -18 mV e -45 mV. Para a 
titulação de pH, suas nanoemulsões variaram entre 0 mV (pH 3) e -38 mV (pH 11) 
enquanto pode-se observar um comportamento diferente das nanoemulsões NeS, NePF e 
NeF (Figura 12), obtendo valores próximos a 0 mV (pH 3) e -15 mV (pH 11). Tais 
variações no valor do potencial zeta decorrentes da alteração de pH são esperadas, devido 
à presença da lecitina de ovo utilizada como surfactante das nanoemulsões e da presença 
de estearato de polioxietileno 40 (58). 

Finalizadas as análises físico-químicas das nanoemulsões, foi dado seguimento 
para os testes in vitro. A avaliação de viabilidade celular foi realizada com as 
nanoemulsões e óleos livres em macrófagos. 

O ensaio de MTT mostrou que a concentração de 360 µg/mL dos óleos livres não 
afetou a viabilidade das células de macrófagos após 24h de exposição, tendo um resultado 
superior a 100%, com exceção do grupo OF que ficou próximo a 90% na maior 
concentração. Já os grupos das nanoemulsões apresentaram valores de viabilidade celular 
próximos a 80% (Figura 13). Mudanças nos grupos tratados com LPS puderam ser 
observadas, onde as células estimuladas apresentaram membrana celular e citoplasma 
alongados, além de pequenos vacúolos no interior das células (Figuras 15 e 16). 
Ombredane e colaboradores (2020) utilizando nanoemulsões com óleo de pequi obtido 
por prensagem à frio na concentração de 360 µg/mL, avaliaram a viabilidade celular em 
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células de câncer de mama incubadas em estufa após 24h, as quais apresentaram valores 
de viabilidade celular inferiores próximos a 65%, sugerindo toxicidade das nanoemulsões 
à base de óleo de pequi para estas células (33). Pinheiro e colaboradores (2022) também 
avaliaram a toxicidade de nanoemulsões à base de óleo de pequi extraído por prensagem 
à frio seguido de filtragem na concentração de 360 µg/mL, em células de macrófagos 
J774.16 incubadas em estufa após 24h, obtendo valores de viabilidade celular próximos 
a 100% (56). 

A figura 16 apresenta os resultados obtidos com as análises de citocinas IL-10, 
IL-6 e IL-12 (p70) por ensaio de ELISA. Os tratamentos nos grupos sem LPS das 
citocinas IL-10 e IL-6 (Figura 16 A e C) não apresentaram produção nos grupos controle, 
sendo necessária uma melhor avaliação através de novos ensaios para a comparação entre 
os demais tratamentos com as nanoemulsões e os óleos livres. O grupo IL-6 sem LPS (E) 
apresentou produção das citocinas com exceção dos tratamentos OS, NeS, e NBR, sem 
diferença significativa entre os tratamentos. O grupo IL-10 com LPS (B) apresentou 
produção da citocina em todos os tratamentos, porém sem diferença significativa 
comparada ao controle PBS. No grupo IL-6 com LPS (D) apenas os tratamentos NePF, 
OF e NeF apresentaram produção, porém a ausência da produção desta citocina no grupo 
controle PBS indica necessidade de um novo ensaio para comparação dos tratamentos. 
Para o grupo IL-12 com LPS (F) os tratamentos OS e NeF apresentaram redução total na 
produção de IL-12, enquanto em NeS e OF apenas reduziram a produção comparada ao 
controle PBS. Além disso, NePF e NBR apresentaram baixa produção desta citocina, 
sugestivo de possível modulação anti-inflamatória presente nesses tratamentos, uma vez 
que a IL-12 é uma das citocinas envolvidas no processo pró-inflamatório (9,57). 

6. Conclusão 

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos dos métodos de extração do óleo de 
pequi em sua composição físico-química, sua citotoxicidade em sua forma livre e 
incorporado à nanoemulsões, caracterizando-as e avaliando seus efeitos em macrófagos 
in vitro. A caracterização dos óleos apresentou proporções semelhantes nos resultados de 
perfil lipídico entre as amostras OS, OPF e OF, bem como a presença de metabólitos 
comuns entre os mesmos. As nanoemulsões NeS, NePF e NeF formuladas utilizando os 
diferentes óleos se mantiveram estáveis por 120 dias, indicando que os métodos de 
extração não influenciaram no processo de nanoencapsulação, bem como sua estabilidade 
ao longo do tempo ou sob condições de estresse (diluição e variação de pH). Sua 
citotoxicidade em macrófagos RAW 264.7 apresentou valores de viabilidade celular > 
80%, demonstrando a aplicabilidade das nanoemulsões para testes in vitro com estas 
células. Apesar de iniciais, os ensaios de ELISA demonstraram indícios de que as 
nanoemulsões à base de óleo de pequi podem apresentar modulação no perfil pró-
inflamatório das células através da diferença de produção das citocinas IL-10, IL-6 e IL-
12. Em vista dos resultados promissores obtidos com a formulação das nanoemulsões à 
base de óleo de pequi, torna-se necessário conduzir estudos complementares a fim de 
aprofundar a avaliação de seu potencial anti-inflamatório, para uma compreensão 
abrangente de seus efeitos e sua viabilidade em aplicações futuras. 
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