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RESUMO 
 

SCHERER, Marcella Malavazi de Christo, M.Sc, Universidade Vila Velha – ES, julho 

de 2017. Atividades Antioxidante e Anti-Inflamatória In Vitro dos Monoterpenos 

Beta-Citronelol, Alfa-Felandreno, Terpinoleno e Sabineno. Orientador: Prof. Dr. 

Marcio Fronza. 

 

Considerando que os óleos essenciais possuem um amplo estudo de seus aspectos 
e potencialidades terapêuticas, o objetivo do presente estudo foi investigar o potencial 
bioativo em relação ao efeito antioxidante e anti-inflamatório in vitro dos 
monoterpenos: beta-citronelol, alfa-felandreno, terpinoleno e sabineno. A viabilidade 
celular foi avaliada pelo método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazólio). A atividade antioxidante dos monoterpenos foi determinada pelos 
métodos químicos de análise indireta do sequestro do radical nitrito (NO) pelo método 
de Griess, determinação do sequestro do radical livre 2,2´-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6- ácido sulfônico) (ABTS) e pelo FRAP (Ferric Reducing 
Antioxidant Power). Em cultura de macrófagos RAW 264.7 estimulados por LPS 
(lipopolissacarídeo), as atividades antioxidante e anti-inflamatória foram avaliadas 
pelo efeito inibitório dos monoterpenos na produção de óxido nítrico e do radical 
superóxido (O2•-). Além disso, determinou-se a influência dos monoterpenos sobre a 
produção da citocina pró-inflamatória TNF-α e do fator nuclear kappa b (NF-kB). Os 
monoterpenos testados não exibiram efeitos citotóxicos in vitro até a concentração de 
200 µM. Os monoterpenos terpinoleno e alfa-felandreno apresentaram atividade 
antioxidante nos métodos químicos do FRAP (IR501325,7 ±18,4; 1619,6 ± 8,7, 
respectivamente), ABTS (IR50 497,4 ± 14,5; 367,7 ± 1,6, respectivamente), e do 
sequestro do radical NO (IR50 409,4 ± 1,6; 216,9 ± 5,7, respectivamente).Todos os 
monoterpenos apresentaram efeitos dose-dependentes demonstrando capacidade 
redutora da produção do ânion superóxido, especialmente nas concentrações de 10, 
100 e 200 µM. O beta-citronelol foi o monoterpeno que apresentou os melhores 
resultados, atingindo a inibição da produção do ânion superóxido em 80,9 ± 0,5% na 
concentração de 200 µM, sendo superior ao controle positivo L-NMMA que inibiu 42,8 
± 2,8% na concentração de 500 µM. Os monoterpenos sabineno, terpinoleno e alfa-
felandreno nas concentrações de 10 µM (50,8 ± 3,5%; 58,2 ± 2,8%; 70,2 ± 1,1%), 100 
µM (62,8 ± 1,1; 82,1± 3,5%; 70,6 ± 4,3%) e 200 µM (91,3 ± 2,8%; 82,6 ± 3,5%; 87,6 ± 
2,1%), respectivamente, apresentaram bons resultados, semelhantes e até mesmo 
superiores ao L-NMMA. O beta-citronelol apresentou efeito inibitórios sobre a 
produção da citocina pró-inflamatória TNF-α na concentração de 100 µM. O 
terpinoleno, alfa-felandreno e sabineno demonstraram inibição da ativação do NF-kB, 
em 7,3%, 14,8% e 17,1%, respectivamente, na concentração de 50 µM. O presente 
trabalho sugere que os monoterpenos avaliados apresentam atividade antioxidante e 
potencial anti-inflamatório ao inibir os mediadores do processo. O resultado obtido 
nesta pesquisa nos leva a procura contínua por novos produtos naturais contra a 
inflamação, como os monoterpenos. 

 

Palavras-chaves: Óleos essenciais. Monoterpenos. Resposta inflamatória. 

Antioxidantes. Estresse Oxidativo. NF-kB. TNF-α.  
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ABSTRACT 
 

SCHERER, Marcella Malavazi de Christo, M.Sc, University of Vila Velha – ES, July, 
2017. Antioxidant and In Vitro Anti-Inflammatory Activities of Monoterpenes 
Beta-Citronellol, Alpha-Felandreno, Terpinolene and Sabineno. Advisor: Dr. 
Marcio Fronza. 
 

Considering that the essential oils have an extensive study of their aspects and 
therapeutic potential, the objective of the present study was to investigate the bioactive 
potential in relation to the antioxidant and anti-inflammatory effect in vitro. of 
monoterpenes: beta-citronellol, alpha-phellandrene, terpinolene and sabinene. Cell 
viability was assessed by the MTT method (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide). The antioxidant activity of the monoterpenes was 
evaluated by chemical methods of indirect determination of nitrite radical sequestration 
(NO) by the Griess method, and by determination of free radical sequestration 2,2'-
azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) ( ABTS) and FRAP (Ferric Reducing 
Antioxidant Power). Antioxidant and anti-inflammatory activities were studied in RAW 
264.7 macrophages stimulated with LPS (lipopolysaccharide) evaluating the inhibitory 
effect of monoterpenes on the production of nitric oxide and the superoxide radical 
(O2•-). In addition, the influence of monoterpenes on the production of the pro-
inflammatory cytokine TNF-α and the nuclear factor kappa b (NF-kB) was determined. 
The monoterpenes tested did not exhibit in vitro cytotoxic effects up to 200 µM 
concentration. The monoterpenes terpinolene and alpha-phellandrene exhibited 
antioxidant activity in the FRAP assay (IR50 1325.7 ± 18.4, 1619.6 ± 8.7, respectively), 
ABTS (IR50 497.4 ± 14.5, 367.7 ± 1.6, respectively), and NO scavenging radical (IR50 

409.4 ± 1.6, 216.9 ± 5.7, respectively). All monoterpenes exhibited dose-dependent 
effects demonstrating the ability to reduce superoxide anion production, especially at 
concentrations of 10, 100 and 200 µM. Beta-citronellol was the monoterpene that 
presented the best results, reaching inhibition of 80.9 ± 0.5% in the concentration of 
200 µM of superoxide anion production, being superior to the positive control L-NMMA 
that inhibited 42.8 ± 2.8% at the concentration of 500 µM. The monoterpenes sabinene, 
terpinolene and alpha-phellandrene at concentrations of 10 µM (50.8 ± 3.5%, 58.2 ± 
2.8%, 70.2 ± 1.1%), 100 µM (62.8 ± (91.3 ± 2.8%, 82.6 ± 3.5%, 87.6 ± 2, 1%), 
respectively, also exhibited good results, like L-NMMA. Beta-citronellol presented 
inhibitory effects on the production of proinflammatory cytokine TNF-α at the 
concentration of 100 µM. Terpinolene, alpha-felandrene and sabinene demonstrated 
inhibition of NF-κB activation, at 7.3%, 14.8% and 17.1%, respectively, at the 
concentration of 50 µM. The present work suggests that the evaluated monoterpenes 
present antioxidant activity and anti-inflammatory potential by inhibiting the pro-
inflammatory mediators. Therefore, the obtained results in this study encourage us to 
the continuous search for new natural compounds, specially the monoterpenes, to be 
used against inflammatory diseases. 
 
Keywords: Essential oils. Monoterpenes. Inflammatory response. Antioxidants. 
Oxidative stress. NF-kB. TNF-α. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Os anti-inflamatórios, especialmente os não-esteroides (AINEs), são 

considerados o grupo mais importante de medicamentos disponíveis utilizados para a 

tratamento e alívio de sintomas de uma série de doenças inflamatórias, tais como 

artrite reumatoide, febre reumática, osteoartrite, artrite psorítica, lúpus eritematoso 

sistêmico, entre outras (AKKOL et al., 2012). No entanto, a maioria dos AINEs exibem 

efeitos adversos graves, em especial no que diz respeito a complicações 

gastrintestinais. Neste sentido, o desenvolvimento de novos fármacos para o 

tratamento de doenças inflamatórias, especialmente crônicas, continua sendo alvo de 

grande interesse para a indústria farmacêutica (AKKOL et al., 2012). 

A contínua busca por novos compostos com propriedades anti-inflamatórias tornou-

se uma questão importante na pesquisa científica especialmente com referência ao 

uso de substâncias naturais e à redução de efeitos colaterais indesejáveis, justificam 

a importância de buscar novos fármacos alternativos (DE CÁSSIA DA SILVEIRA SÁ 

R, ANDRADE NL, DE SOUSA, 2014). Os óleos essenciais, em especial os seus 

compostos isolados como os terpenos, tem demonstrado uma excelente atividade 

anti-inflamatória com baixa incidência de efeitos adversos (DE CÁSSIA DA SILVEIRA 

SÁ R, ANDRADE NL, DE SOUSA, 2013). 

 A inflamação é uma resposta biológica complexa e natural do organismo a um 

agente agressor, cuja principal função é destruir e impedir a proliferação dos 

microrganismos, além de reparar os tecidos danificados (DE CÁSSIA DA SILVEIRA 

SÁ R, ANDRADE NL, DE SOUSA, 2013). Pode ser classificada como aguda ou 

crônica e envolve uma cascata de eventos bioquímicos. Independente do fator 

desencadeante, a ativação dos mediadores químicos envolvidos no processo 

inflamatório resulta na vasodilatação local, aumento da permeabilidade vascular e do 

fluxo sanguíneo (nutrição e oxigenação celular), resultando em uma perda de fluído e 

de proteínas para o tecido por intermédio de diversas substancias formadas durante 

o processo inflamatório (MOTTA et al., 2013). O aumento da permeabilidade celular 

gera redução da velocidade de circulação e contração endotelial, permitindo a 

abertura de junções intercelulares, provocando o extravasamento plasmático e de 

células leucocitárias, porém, danos mais graves podem promover a necrose tecidual 

e extravasamento excessivo de proteínas e células sanguíneas, gerando o edema 

(GREAVES et al., 2013). 
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  As principais células envolvidas na fase aguda da inflamação são os 

neutrófilos, enquanto que, na fase crônica, monócitos/macrófagos e algumas 

linhagens de linfócitos migram para o sítio inflamatório (STANKOV, 2012). Na 

inflamação aguda ocorre a produção, ativação e liberação de diversos mediadores 

químicos como a histamina, serotonina, bradicinina, metabólitos do ácido 

araquidônico (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), fator de ativação 

plaquetária (PAF), óxido nítrico, neuropeptídeos e citocinas (BEHM et al., 2012). A 

inflamação crônica, por sua vez, refere-se a uma mudança progressiva no tipo de 

células presentes no local da reação inflamatória e caracteriza-se pela destruição e 

posterior cicatrização do tecido lesionado (GREAVES et al., 2013). 

 Através da hidrólise da fosfolipase A2, o ácido araquidônico é produzido e 

metabolizado posteriormente por duas vias: a via das cicloxigenases (COX) 

produzindo as prostaglandinas e tromboxanos, e a via das lipoxigenases produzindo 

os leucotrienos (BEHM et al., 2012). A produção de tromboxano A2 resulta em uma 

vasoconstrição reflexa e ativação plaquetária, impedindo assim a perda excessiva de 

sangue, e que consequentemente a inflamação se espalhe para outros tecidos 

causando uma inflamação; a produção de prostaglandinas além de induzir a 

vasodilatação, também promove a permeabilidade vascular; já os leucotrienos 

possuem como uma de suas principais funções, o aumento da adesão celular 

(GREAVES et al., 2013). 

O fator de transcrição nuclear kappa B (NF-kB) encontra-se no citoplasma com 

o inibidor kappa B formando um complexo inativo, porém é altamente ativo em locais 

de inflamação em diversas patologias e pode induzir a transcrição de citocinas pró- 

inflamatórias, quimiocinas, isoforma indutível óxido nítrico sintase (iNOS) e 

cicloxigenase-2 (COX-2) (PARK, HONG, 2016). Dentre as diversas respostas e 

atividades fisiológicas controladas pelo NF-kB, a ação sobre os processos 

inflamatórios e imunes, apoptose, diferenciação celular e ativação da proliferação de 

células tumorais, estão entre os mais bem estudados e entendidos. O NF-kB é um 

fator de transcrição central da resposta inflamatória em células imunocompententes 

(tanto as periféricas como macrófagos, quanto no sistema nervoso central, como as 

células da glia) (HOESEL, SCHMID, 2013). 

A síntese do óxido nítrico resulta da oxidação de um nitrogênio guanidino da L-

arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reação é catalisada pela enzima NO-

sintase (NOS) (DUSSE et al, 2003). Até o momento, foram isoladas três isoformas de 

NOS: NOS neuronal constitutiva (n-NOS), NOS endotelial constitutivo (e-NOS) e NOS 
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induzível (i-NOS), que é induzida durante a inflamação. (HAN et. al, 2017). A NOS 

constitutiva, depende de íons cálcio (Ca++) e de calmodulina, que está envolvida na 

sinalização celular (DUSSE et al, 2003). A isoforma constitutiva compreende a NOS 

neuronal, presente nos neurônios, e a NOS endotelial, presente nas células 

endoteliais vasculares, plaquetas (DUSSE et al, 2003). A i-NOS é induzida nos 

macrófagos e outras células por lipopolissacarídeos bacterianos e/ou citocinas (HAN 

et. al, 2017).  O NO é um dos mais importantes mediadores de processos intra e 

extracelulares , e tem sido alvo de estudos nas ultimas décadas pela quantidade de 

processos biológico que está envolvido (DUSSE et al, 2003). 

As principais espécies reativas de oxigênio, nitrogênio e cloro, compreendem o 

óxido nítrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO-), peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido 

hipocloroso (HClO), (GUTTERIDGE JM, HALLIWELL B., 2010). 

Assim em processos infecciosos, células como macrófagos são ativas e 

secretam simultaneamente NO e intermediários reativos de oxigênio, como o ânion 

superóxido (O 2• -), que reagem e resultam na formação do peroxinitrito (ONOO-) um 

poderoso oxidante de proteínas (DUSSE et al, 2003). 

O estresse oxidativo provoca uma alteração dos lipídios conhecida como 

peroxidação lipídica, oxidação de proteínas, que promove inativação enzimática e 

ativação excessiva de genes pró-inflamatórios TNF (fator de necrose tumoral), 

interleucinas (IL), NF-kB (fator nuclear kappa b), TGF-β (fator de crescimento 

transformador beta), além de danos oxidativos no DNA que aumenta o risco de câncer 

(GUTTERIDGE JM, HALLIWELL B., 2010; FERRARI et al, 2009). 

As citocinas são consideradas mediadores de grande importância para 

conduzir a resposta inflamatória, permitindo que o processo de cicatrização e a 

resolução do processo inflamatório sejam possíveis. As citocinas pró-inflamatórias 

induzem a produção de (NO) através do estímulo da enzima (i-NOS), além de 

induzirem a migração de outras citocinas para o local (ACHOUI et al., 2010). O 

aumento da expressão de diversas citocinas, tais como o fator de necrose tumoral 

(TNF-α), interleucina (IL) -1β e IL-6, facilitam a migração de leucócitos para o local da 

inflamação. A produção destas citocinas pró-inflamatórias pode ser induzida por 

lipopolissarídeos (LPS), que estão localizadas na parede celular de bactérias Gram-

negativas, capazes de ativar macrófagos que libertam mediadores inflamatórios, 

incluindo (NO), o qual exerce funções regulatórias a fim de restaurar a homeostase 

do tecido (SILVEIRA E SÁ et al., 2014). 
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TNF-α e IL-1 são consideradas as principais citocinas pró-inflamatórias. O TNF-

α, é produzido por macrófagos, linfócitos T e células Natural Killer (NK) e tem como 

principais funções estimular a produção de outras citocinas e moléculas de adesão, 

além do estimulo da produção de i-NOS (OLIVEIRA et al., 2011a; BRENNER et al., 

2015). Já a IL-1 é produzida por macrófagos, monócitos, células endoteliais e 

fibroblastos sendo subdividida em IL-1α e IL-1β. A IL-1α, está associada a membrana 

da célula e age através do contato celular, enquanto a IL-1β para ser ativada necessita 

ser primeiramente metabolizada pela caspase-1 (CRUVINEL et al., 2010; OLIVEIRA 

et al., 2011a). 

Mesmo com a eficácia clínica comprovada dos AINES disponíveis no mercado, 

os efeitos colaterais dos mesmos como: a intolerância gástrica, toxicidade renal 

agravamento das doenças cardiovasculares, os AINES representam um grande 

obstáculo na terapêutica (AKKOL, 2012). Neste sentido encontrar substâncias 

naturais eficazes e com baixa toxicidade, levam os pesquisadores a uma busca 

constante por novas alternativas farmacológicas com ação anti-inflamatória (BRITO et 

al., 2013a). 

A utilização de óleos essenciais na medicina popular para o tratamento, 

prevenção e cura de algumas doenças ocorre há diversos anos. Atualmente são 

mundialmente utilizados em indústrias alimentícias e farmacêuticas, perfumarias, 

fabricação de cosméticos, inseticidas, dentre outros (LÓPEZ, PASCUAL-

VILLALOBOS, 2010; BRITO et al., 2013a; LAWAL et al., 2013). As propriedades 

farmacológicas atribuídas aos óleos essenciais são diversas e algumas são 

preconizadas por apresentarem vantagens importantes, quando comparadas a outros 

medicamentos, como por exemplo, a sua volatilidade, que os torna ideal para uso em 

nebulizações, banhos de imersão ou simplesmente em inalações (ASBAHANI et al., 

2015). 

Os óleos essenciais são normalmente misturas complexas e singulares de 

compostos voláteis aromáticos resultantes do metabolismo secundário das plantas 

(MILLEZI et al., 2013). 

Extraídos a partir de diversos órgãos da planta, como frutos, flores, folhas, 

cascas, rizomas e sementes (REHMANA et al., 2016), os óleos essenciais são 

produzidos majoritariamente em células secretoras, bolsas, canais, células 

epidérmicas ou tricomas glandulares (PINTO-ZEVALLOS, ZARBIN, 2013 
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Os óleos essenciais apresentam inúmeras potencialidades terapêuticas, e são 

diversas as atividades biológicas que lhes são atribuídas, tais como: atividade 

antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatória, antitumoral, fungicida, antiparasitária, 

analgésica, cicatrizante, antiviral, sendo as atividades anti-inflamatória e antioxidante 

de grande interesse principalmente para a indústria alimentar, cosmética e 

farmacêutica (MIGUEL, 2010; RAJKUMAR, JEBANESAN., 2010; WANNES et al., 

2010).  

Na procura contínua por novos produtos naturais contra a inflamação, os óleos 

essenciais e seus componentes isolados, como os monoterpenos, são cada vez mais 

relatados na literatura pela sua ação anti-inflamatória (DEGENHARDT, KÖLLNER, 

GERSHENZON, 2009). Considerando que os monoterpenos são comuns em muitas 

espécies de plantas e são utilizados em preparações cosméticas e farmacêuticas, 

assim como na indústria alimentar, é importante avaliar o potencial farmacológico de 

monoterpenos com a atividade anti-inflamatória (DE CÁSSIA DA SILVEIRA E SÁ, 

ANDRADE, DE SOUSA, 2013). 

 

Entre os terpenos comumente presentes nos óleos essenciais, destacam-se os 

monoterpenos beta-citronelol, alfa- felandreno, terpinoleno e o sabineno.  

 

O beta-citronelol (3,7-Dimetil-6-octen-1-ol) (C10H20O) possui peso molecular de 

156,27 g/mol, classificado como um monoterpeno, formado por duas unidades 

isoprênicas, com cadeia acíclica e função álcool como mostrado na Figura 1 

(BAKKALI et. al., 2008). 

 

 
Figura 1: Estrutura química do beta-citronelol 

Fonte: Sigma Aldrich. 

 

 O beta-citronelol pode ser encontrado nos óleos essenciais de diversas plantas 

como a Cymbopogon citratus (uma planta com propriedades anti-hipertensivas) 

(VASCONCELOS et al., 2016). Como composto isolado, em experimentos utilizando 

animais de laboratório, o citronelol mostrou atividade antinociceptiva e anti-
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inflamatória in vivo e in vitro em roedores (BRITO et al., 2012; Brito et al., 2013b), 

atividade antifúngica in vitro (PERREIRA et. al., 2015) e efeitos antiespasmódicos em 

preparações de íleo isolados de roedores (SADRAEI et al., 2013). O beta-citronelol 

também apresentou efeitos inibidores na contratilidade de anéis traqueais isolados de 

ratos, apresentando efeitos miorrelaxantes e antiespasmódicos (VASCONCELOS et 

al., 2016).  

 

O alfa-felandreno (2-Metil-5- (1-metiletil) -1,3-ciclo-hexadieno) (C10H16), possui 

peso molecular de 136,23 g/mol e é classificado como um monoterpeno cíclico 

conforme mostra a Figura 2 (LIN et al., 2014).  

 

 
Figura 2: Estrutura química do alfa-felandreno 

Fonte: LIMA et al., 2012. 

 

O alfa-felandreno está presente em concentrações variadas, entre alguns 

espécimes de plantas que apresentam ações analgésicas (LIMA et al., 2012). Embora 

existam poucos relatos a respeito de α-felandreno, ele é um composto natural 

encontrado no óleo essencial de Schinus molle L. e Schinus terebinthifolius 

(AFFONSO et al., 2012; LIN et al., 2014). A aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius) 

é amplamente utilizada no Brasil na medicina popular para o tratamento de doenças 

inflamatórias, em especial para o reumatismo. O extrato da casca é utilizado como 

anti-inflamatório para promover a cicatrização de feridas e as frutas são utilizadas para 

combater resfriados e infecções bacterianas (AFFONSO et al., 2012). 

A literatura atual apresenta poucos estudos que descrevem a atividade 

biológica do alfa-felandreno isolado. LIN et al. (2015a) investigaram os efeitos do alfa-

felandreno sobre a morfologia celular, viabilidade, distribuição do ciclo celular e 

apoptose em células de leucemia de camundongos (WEHI-3). Os autores observaram 

que o alfa-felandreno é capaz de induzir aprisionamento do ciclo celular e apoptose 

em WEHI-3 células. Em estudo posterior, utilizando a mesma linhagem de células 
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tumorais de leucemia, WEHI-3, foi demonstrado que o alfa-felandreno também é 

capaz de induzir a morte celular através da lesão do DNA (LIN et al. 2015b).  

 

O terpinoleno (4-Isopropilideno-1-metilciclo-hexeno) (C10H16) (Figura 3), é um 

monoterpeno isômero do alfa-felandreno, de peso molecular 136,23 g/mol e é 

classificado como um monoterpeno. (OKUMURA et al., 2012). 

 

 
Figura 3: Estrutura química do Terpinoleno. 

Fonte: OKUMURA et al., 2012 

 
O terpinoleno é um monoterpeno natural presente em óleos essenciais de 

plantas aromáticas, possuindo também um largo espectro de atividades biológicas 

(AYDIN, TÜRKEZ, TAŞDEMIR, 2013), tais como anticancerígeno (HARADA et al., 

2012), antioxidante, antifúngico (AYDIN, TÜRKEZ, e TAŞDEMIR, 2013) e larvicida 

(CONTI et al., 2012).  

 O terpinoleno constitui os óleos essenciais de plantas, tais como Melaleuca 

alternifolia, Melaleuca trichostachya, Manila elemi, Nectranda caiophora, e Dacrydium 

colensoi (AYDIN E, TÜRKEZ H, TAŞDEMIR S., 2013).  

O alfa-terpinoleno ainda é encontrado em várias plantas medicinais como na 

Myrtle (Myrtus communis L.) (ALIPOUR, DASHTI, HOSSEINZADEH, 2014). Vários 

estudos demonstram as propriedades anti-inflamatórias do óleo essencial de Myrtus 

communis L em modelos animais (ROSSI et al, 2009; HOSSEINZADEH, 

KOLESHDEL e GHORBANI, 2011; MAXIA et al, 2011). Hosseinzadeh, Koleshdel e 

Ghorbani, 2011, avaliaram o efeito anti-inflamatório a partir do extrato aquoso e 

etanólico da Myrtus communis. As propriedades anti-inflamatórias e antiproliferativas 

do extrato etanólico da Myrtus communis L, também tem evidenciado um importante 

papel no tratamento de lesões de acne in vitro (ALIPOUR, DASHTI, HOSSEINZADEH, 

2014). 

O sabineno, também é um monoterpeno isômero (4-metileno-1- (1-metiletil) 

biciclo [3.1.0] hexano) (C10H16) de peso molecular 136,23 g/mol. É classificado como 

um monoterpeno biciclico natural, como mostra a Figura 4 (OZCAN et al., 2010). 
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Figura 4: Estrutura química do Sabineno. 

Fonte: Sigma Aldrich 

 

Em um estudo fitoquímico do óleo essencial de Oenanthe crocata L., as 

análises da composição revelaram a presença de hidrocarbonetos monoterpenos, 

sendo os principais o trans-β-ocimene, sabineno e o cis-β-ocimene (BICCHI et al., 

2009). Tanto o óleo essencial quanto o sabineno demonstraram atividade anti-

inflamatória através da inibição da produção de óxido nítrico em cultura de macrófagos 

estimulados com lipopolissarídeos e interferon gama (VALENTE et al., 2013). 

 Estando presente no óleo essencial de Angelica koreana, e correspondendo a 

31,85% do total de compostos identificados (ROH e SHIN, 2014). O composto isolado 

sabineno, apresentou atividade antifúngica e quando associado ao fármaco 

itraconazol para o tratamento de infecções causadas por Aspergillus e Tricophyton, 

atenuou os efeitos colaterais da medicação quando utilizada por via oral (WU, SUN e 

CHANG, 2013; ROH e SHIN, 2014). 

 Até a presente data, poucos estudos descrevem a atividade biológica dos 

monoterpenos beta-citronelol, sabineno, terpinoleno e alfa-felandreno isoladamente. 

Neste contexto, justifica-se a proposta de investigar detalhadamente os efeitos anti-

inflamatórios na tentativa de elucidar o mecanismo de ação dos mesmos. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral 

 

Estudar o potencial bioativo dos monoterpenos beta-citronelol, alfa-felandreno, 

terpinoleno e sabineno em relação aos efeitos antioxidante e anti-inflamatório em 

macrófagos estimulados por lipopolissacarídeos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar a atividade antioxidante dos monoterpenos beta-citronelol, alfa-

felandreno, terpinoleno e sabineno, por ensaios químicos de determinação 

indireta do sequestro do radical nitrito (NO) pelo método de Griess, 

determinação do sequestro do radical livre 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-

6- ácido sulfônico) (ABTS) e pelo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). 

• Determinar a atividade citotóxica in vitro em cultura de células (fibroblastos 

L929, hepatoma de camundongos [Hepa 1c1c7], macrófagos RAW 264.7 e 

carcinoma pancreático humano [MIA PaCa-2]) do beta-citronelol, alfa-

felandreno, terpinoleno e sabineno. 

• Avaliar a influência dos monoterpenos sobre a produção de óxido nítrico, ânion 

superóxido em cultura de macrófagos e efeito protetor ao dano oxidativo 

causado pelo peróxido de hidrogênio em cultura de fibroblastos. 

• Investigar os efeitos dos monoterpenos sobre a produção de TNF-α em cultura 

de macrófagos estimulados por lipopolissarídeos. 

• Determinar os efeitos dos monoterpenos sobre a atividade do fator de 

transcrição NFKB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

3.1. Reagentes químicos e bioquímicos  

 

Os monoterpenos (±) -Citronelol, Terpinoleno, α-Felandreno e Sabineno (. com 

alto teor de pureza acima de 98%), Lipopolissacarideo (LPS), acetato de NG-metil-L-

arginina (L-NMMA), cloreto de nitroazul de tetrazólio (NBT), peróxido de hidrogênio 

(H2O2), ácido gálico, Np-Tosil-L-fenilalanina clorometilcetona (TPCK), 2,2´-azino-bis 

(3-etilbenzotiazolina-6- ácido sulfônico) (ABTS), 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), 

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) e fator de necrose 

tumoral-alfa (TNF-α) humano, foram adquiridos da Sigma Aldrich® Chemical Co, St. 

Luís, MO, EUA, e armazenados de acordo com as recomendações do fabricante. Kits 

de ensaio imunoenzimático (ELISA) para detecção da citocina TNF-α foram adquiridos 

da eBioscience, San Diego, Califórnia, EUA. Nitroprussiato de sódio dihidratado (NPS) 

foi adquirido da Neon Comercial Ltda, Suzano, São Paulo, Brasil. Todos os demais 

reagentes utilizados apresentavam grau analítico e foram obtidos a partir de várias 

fontes comerciais. 

 

3.2. Linhagens celulares 

 

Foram utilizadas as células de fibroblastos L929 (American Type Culture 

Collection - ATCC ® CCL-92 TM), hepatoma de camundongos (Hepa 1c1c7) (ATTC 

® CRL-2026 TM), macrófagos RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) e carcinoma 

pancreático humano (MIA PaCa-2 -ATCC® CRL-1420™) todas adquiridas no Banco 

de Células do Rio de Janeiro, Brasil. Células renais embrionárias humanas 293 – 

(293.12 – PTA-5554) transfectadas com o gene que expressa a luciferase - (Panomic, 

Fremont, CA) (retrovírus) foram gentilmente cedidas pela Prof. Dra. Tamara P. 

Kondratyuk (Universidade do Hawai em Hilo, USA), As células foram cultivadas em 

meio de cultura eagle modificado por Dulbecco (DMEM - Sigma Aldrich® Chemical 

Co, St. Luís, MO, EUA) ou meio de cultura modificado com alto teor de glicose (DMEM 

- Gibco-BRL Life Biotechnologies, Grand Island, Nova Iorque, EUA) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (FBS- Sigma Aldrich® Chemical Co, St. Luís, MO, EUA), 

100 UI/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina (Sigma Aldrich® Chemical Co, 

St. Luís, MO, EUA), a 37°C, numa atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. 
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 3.3 Atividade antioxidante - métodos químicos  

 

 3.3.1 Sequestro do radical NO  

 

A atividade antioxidante foi realizada pela determinação indireta sobre o 

sequestro do radical NO em solução contendo nitroprussiato de sódio (NPS) usando 

a reação de Griess, descrita por Bates et al (1991) com modificações. A solução de 

75 µL de NPS 1,25 mM (diluída em água) foi adicionada ao mesmo volume, a 

diferentes concentrações da amostra (48 µg/mL a 4000 µg/mL) dissolvida em etanol 

e incubadas à 37°C durante 10 min. A concentração de nitrito nas amostras foi 

determinada através da reação de Griess (GREEN et al., 1982), após a adição de 75 

µL da amostra e 75 µL NPS, foi adicionado 150 µL (sendo 75 µL de NEED e 75 µL da 

Sulfa) de reagente de Griess (1% sulfanilamida em 5% ácido fosfórico e 0,1% de 

dicloridrato de N-1- naftiletilenodiamina em água). A densidade óptica foi medida a 

540 nm utilizando leitor de microplacas (Leitor de Microplacas Multi-Mode, Filter Max 

F5, Molecular Devices Spectra, EUA) e a quantificação do NO foi calculada através 

da análise de regressão a partir de uma curva padrão de nitrito de sódio. Os resultados 

foram expressos em percentagem de inibição do NO comparando as concentrações 

de nitrito no grupo tratado ao grupo controle com NPS.  

 

3.3.2 Determinação do sequestro do radical livre ABTS 

 

A atividade antioxidante dos monoterpenos também foi determinada pelo 

método do sequestro do radical 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- ácido sulfônico) 

(ABTS) de acordo com Re et al (1999) modificado. A solução de ABTS foi adicionada 

a diferentes concentrações da amostra (51,2 µg/mL a 4000 µg/mL) diluída em etanol, 

e reagiu no escuro por 6 minutos. A densidade óptica foi medida a 734 nm utilizando 

leitor de microplacas (Leitor de Microplacas Multi-Mode, Filter Max F5, Molecular 

Devices Spectra, EUA). Os resultados foram expressos em IR50 (concentração que 

reduz 50% dos radicais livres) que foi calculado através da equação da reta obtida na 

curva de calibração final µg/mL vs inibição %). 
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3.3.3 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) 

 

O ensaio de determinação do poder de redução do íon ferro, FRAP (do Inglês 

Ferric Reducing Antioxidant Power) é baseado na produção do íon Fe2+ (forma 

ferrosa) a partir da redução do íon Fe3+ (forma férrica) presente no complexo 2,4,6-

tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (BENZIE e STRAIN 1999; ANTOLOVICH et al., 2002.). 

A solução do FRAP foi adicionada a diferentes concentrações da amostra (128 µg/mL 

a 4000 µg/mL) diluída em etanol, reagiu por 10 minutos, em seguida realizada leitura 

da densidade óptica em 585 nm utilizando leitor de microplacas (Leitor de Microplacas 

Multi-Mode, Filter Max F5, Molecular Devices Spectra, EUA). Os resultados foram 

expressos em IR50, que foi calculado através da equação da reta obtida na curva de 

calibração (concentração final µg/mL vs inibição %)  

 

3.3.4  Determinação do sequestro do radical livre DPPH 

 

A atividade antioxidante dos monoterpenos foi avaliada utilizando o método 

proposto por Scherer e Godoy (2009). A ação antioxidante dos extratos foi expressa 

pelo Índice de Atividade Antioxidante (IAA) que é calculado pela equação: IAA = 

concentração final de DPPH (µg/mL) /IR50 (µg/mL). 

 

3.4 Viabilidade celular in vitro – MTT 

 

A viabilidade celular dos monoterpenos foi avaliada pelo método colorimétrico 

do MTT (MOSMANN, 1983) com modificações. Em resumo, as células de fibroblastos 

L929, macrófagos RAW 264.7, carcinoma pancreático humano (MIA PaCa-2) e 

células de hepatoma de camundongos (Hepa 1c1c7) foram plaqueadas na 

concentração de 7 x 104 células/mL em placas de 96 poços e cultivadas por 24 h com 

concentrações crescentes dos monoterpenos (1 – 200 µM). A camptotecina (10 µM) 

foi utilizada como controle positivo. Após o período de incubação de 24 h, 100 µL de 

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) (5 mg/mL) foi 

adicionado em cada poço e incubado a 37ºC por 2h, os cristais de formazana 

formados foram dissolvidos com 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO). A densidade 

óptica foi medida a 595 nm, usando leitor de microplacas (Multi-Mode Microplate 

Reader, Filter Max F5, Molecular Devices Spectra, USA). Os experimentos foram 

realizados em triplicata. 
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3.5 Atividade Antioxidante e Anti-Inflamtória in vitro 

 

 3.5.1 Produção de óxido nítrico in vitro  

  Os efeitos inibitórios dos monoterpenos sobre a produção de óxido nítrico foi 

avaliado em cultura de macrófagos estimulados por LPS. Os macrófagos foram 

plaqueados na concentração de 8 x 104 células/mL em placas de 96 poços e 

incubados 24h (5% de CO2 a 37ºC) até atingir a 70-80% de confluência. No segundo 

dia do experimento o meio DMEM foi substituído por DMEM sem vermelho de fenol, 

as células foram expostas a diferentes concentrações dos monoterpenos (1 – 200 

µM), foi adicionado em todos os poços (menos no controle negativo) LPS (1 µg/ml), 

L-NMMA (500 µM) e Indometacina (10 µM) foram utilizadas como controle positivo. 

Decorridas 20 h de incubação, 100 µL do sobrenadante foram transferidos para outra 

placa e realizado a quantificação de nitrito pela adição de 180 µL da solução de Griess 

(contendo volumes iguais de 1% sulfanilamida em ácido fosfórico 5% e 0,1 % de 

dicloridrato de N-1- naftiletilenodiamina em água). A concentração de nitrito foi 

determinada através da reação de Griess (GREEN et al., 1982). A densidade óptica 

foi medida a 540 nm, usando leitor de microplacas (Multi-Mode Microplate Reader, 

Filter Max F5, Molecular Devices Spectra, USA). 

 

 3.5.2 Redução da produção do ânion superóxido 

 O ensaio do superóxido foi usado para determinar o efeito inibitório dos 

monoterpenos sobre a produção do radical superóxido (O2•-) em cultura de 

macrófagos RAW 264.7 ativados por LPS (CHOI et al 2006; STURROCK et al, 2006; 

PINHO, 2011). Em resumo os macrófagos RAW 264.7 foram plaqueados na 

concentração de 8 x 104 células/mL em placas de 96 poços e cultivados por 24 h. As 

células foram então, pré-tratadas com concentrações crescentes (1 – 200 µM) das 

amostras e estimuladas com LPS na concentração de 1 µg/mL, o padrão positivo L-

NMMA (500 µM) e Indometacina (10 µM) e incubadas por 20 h. (5% de CO2 a 37ºC). 

Após a incubação, removeu-se o sobrenadante e adicionou-se 50 µL de cloreto de 

nitroazul de tetrazólio (NBT) (1 mg/mL) em todos os poços, e incubadas por 2 h. Após 

as 2 h as células foram lavadas com metanol e incubadas durante 20 minutos a 37ºC 

para secar. Após o período de incubação de 20 minutos os cristais de formazana 

formados foram dissolvidos com 120 µL hidróxido de potássio (KOH) 2M agindo por 5 
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minutos no agitador de placas e após essa etapa foram adicionados 140 µL de 

dimetilsulfóxido (DMSO) agindo por 5 minutos no agitador de placas. A densidade 

óptica foi realizada a 630 nm (PINHO et. al, 2011), usando leitor de microplacas (Multi-

Mode Microplate Reader, Filter Max F5, Molecular Devices Spectra, USA). Os 

experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em 

percentagem de produção do ânion superóxido em relação ao grupo controle 

estimulado por LPS. Os resultados foram expressos em percentagem de produção do 

ânion superóxido em relação ao grupo controle estimulado por LPS. 

 3.5.3 Inibição do dano oxidativo causado pelo peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 O efeito protetor dos monoterpenos contra o dano oxidativo e toxicidade do 

peróxido de hidrogênio em fibroblastos L929 foi avaliado pelo ensaio do peróxido de 

hidrogênio modificado (ANNAN e HOUGHTON, 2008 e ADETUTU et al, 2011). As 

células foram plaqueadas na concentração de 7 x 10 4 células/mL em placas de 96 

poços e cultivadas overnight (5% de CO2 a 37ºC). Após incubação adicionou-se H2O2 

500 µM, seguida de adição de concentrações crescentes (1 – 200 µM) das amostras 

e as células foram incubadas novamente por 24 h (5% de CO2 a 37ºC). Utilizou-se o 

ácido gálico na concentração de 80 µM como controle positivo. Após o período de 

incubação a viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico do MTT. 

3.6 Determinação de TNF α in vitro   

 

Macrófagos (RAW 264.7) foram cultivados em placas de 96 poços para cultura 

de células e incubados até atingir a 70-80% de confluência. As células foram expostas 

a diferentes concentrações das amostras (10, 50 e 100µM), 60 min antes da adição 

do LPS (1 µg/mL). Decorridas 24 h, o sobrenadante celular foi utilizado para 

quantificação da citocina TNF-α, empregando o ensaio imunoenzimatico (ELISA – do 

inglês Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), seguindo instruções do fabricante 

(eBioscience®). A concentração de TNF-α para cada amostra foi determinada pela 

equação da reta e comparando-se as absorbâncias das concentrações conhecidas da 

curva padrão TNF-α com as absorbâncias obtidas nas amostras. 
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3.7 Determinação da atividade do fator nuclear kappa B  

 

A determinação da atividade do fator nuclear kappa B foi realizado para avaliar 

a capacidade dos monoterpenos em inibir o NF-kB utilizando a expressão de 

luciferase (HOMHUAL et al., 2006; MORAIS et al., 2010; KONDRATYUK et al., 2012). 

Resumidamente, as células renais embrionárias humanas 293 transfectadas com a 

adição do gene do NF-kB-luciferase foram semeadas numa placa estéril de 96 poços 

na concentração de 2 x 105 células/ mL e incubadas durante 48 h. As células foram 

mantidas em meio de cultura (DMEM) (Invitrogen Co.; Carlsbad, CA, USA), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 100 UI/mL de penicilina, 100 

µg/mL de estreptomicina e 2 mM de glutamina. Após a incubação, concentrações 

crescentes (1-100 µM) dos terpenos foram adicionados na placa, seguido pela adição 

de TNF-α (2 ng/mL) e incubados por 6 h. Em seguida, as células foram lavadas com 

PBS e o ensaio da luciferase foi realizado utilizando o kit de ensaio Luc da Promega 

seguindo as instruções do fabricante. Foi utilizada uma curva de TPCK (0,001-2,5 mM) 

como controle positivo (IC50 = 3,8 mM). A atividade da luciferase foi monitorada 

através de leitor de luminescência com microplacas (Mults-Mode, Filter Max F5, 

Molecular Devices Spectra, EUA). Os resultados foram expressos como percentagem 

da atividade inibidora de NF-kB. 

 

3.8. Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad (San Diego, 

CA, EUA 176). Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) 

e/ou desvio padrão (DP). Variações estatísticas entre os grupos foram determinadas 

utilizando a análise de variância de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey. 

Valores de p<0,05 foram considerados significativos. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os efeitos citotóxicos in vitro dos monoterpenos beta-citronelol, alfa-felandreno, 

terpinoleno e sabineno foram avaliados em diferentes linhagens celulares, 

destacando-se as células de fibroblastos L929, hepatoma de camundongos (Hepa 

1c1c7), macrófagos RAW 264.7 e carcinoma pancreático humano (MIA PaCa-2) 

empregando o método colorimétrico do MTT. Os resultados demonstraram que todos 

os monoterpenos testados em diferentes concentrações não apresentaram efeitos 

citotóxicos significativos em nenhuma das linhagens celulares até a concentração 

máxima testada de 200 µM, conforme pode ser observado nas figuras 5, 6, 7 e 8. 

 

 

 
Figura 5: Efeitos dos monoterpenos (beta-citronelol, sabineno, terpinoleno e alfa-felandreno) 
nas concentrações de 1 a 200 µM sobre a viabilidade de fibroblastos L929 após 24 h de 
exposição avaliado pelo ensaio colorimétrico do MTT. Os resultados são expressos em 
porcentagem média ± D.P. de células viáveis comparada ao grupo controle de três 
experimentos independentes. 
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Figura 6: Efeitos dos monoterpenos (beta-citronelol, sabineno, terpinoleno e alfa-felandreno) 
nas concentrações de 1 a 200 µM sobre a viabilidade de macrófagos RAW 264.7 após 24 h 
de exposição avaliado pelo ensaio colorimétrico do MTT. Os resultados são expressos em 
porcentagem média ± D.P. de células viáveis comparada ao grupo controle de três 
experimentos independentes. 
 
 

 

 

Figura 7: Efeitos dos monoterpenos (beta-citronelol, sabineno, terpinoleno e alfa-felandreno) 
nas concentrações de 1 a 200 µM sobre a viabilidade de macrófagos MIAPaCa-2 após 24 h 
de exposição avaliado pelo ensaio colorimétrico do MTT. Os resultados são expressos em 
porcentagem média ± D.P. de células viáveis comparada ao grupo controle de três 
experimentos independentes. 
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Figura 8: Efeitos dos monoterpenos (beta-citronelol, sabineno, terpinoleno e alfa-felandreno) 
nas concentrações de 1 a 200 µM sobre a viabilidade de células de hepatoma Hepa 1c1c7 
após 24 h de exposição avaliado pelo ensaio colorimétrico do MTT. Os resultados são 
expressos em porcentagem média ± D.P. de células viáveis comparada ao grupo controle de 
três experimentos independentes. 
 

Barros et al (2016), descrevem em seu trabalho que o terpinoleno (6,1%) e o 

sabineno (5,9%) presentes no óleo essencial de Lantana câmara não apresentaram 

efeitos citotóxicos significativos até a concentração de 500 µg/mL para linhagem 

Fibroblastos NCTC929, confirmando assim os dados obtidos no presente estudo. Os 

efeitos citotóxicos do alfa felandreno nas concentrações de 0,16 a 1,25 µL/mL foram 

avaliados em diferentes linhagens celulares, macrófagos (RAW 264,7), queratinócitos 

(HaCat) e hepatócitos (Hep G2) e os resultados demonstraram que o alfa felandreno 

apresentou ligeira citotoxidade nas linhagens testadas (CABRAL et al., 2015). 

Na cultura de macrófagos e queratinócitos o sabineno foi menos tóxico, 

afetando a viabilidade celular apenas a 1,25 µL/mL, os resultados obtidos em 

queratinócitos o sabineno demonstrou um perfil de segurança em 0,32 µL/mL, 

demonstrando citotoxicidade para as concentrações de 0,64 e 1,25 µL/mL (Valente et 

al., 2013). O alfa-felandreno apresentou citotoxidade de leve a moderada (AHMED et 

al, 2010). 

Levando em consideração os resultados de citotoxicidade/viabilidade celular, 

demonstrando que os monoterpenos analisados em concentrações inferiores a 200 

µM não apresentaram efeitos citotóxicos significativos, os demais ensaios foram 

realizados em concentrações inferiores a concentração máxima testada de 200 µM.  
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Evidências indicam que os radicais livres participam do processo inflamatório 

produzindo espécies reativas de oxigênio, como ânion superóxido (O2-), peróxido de 

hidrogênio (H2O2), ácido hipocloroso (HClO), óxido nítrico (NO) e o peroxinitrito 

(ONOO-) (GUTTERIDGE JM e HALLIWELL B., 2010). As espécies reativas possuem 

efeitos benéficos para as células quando ocorrem em concentrações baixas a 

moderadas, mas a sua superprodução, ou seja, o estresse oxidativo, pode levar a 

danos celulares significativos (VALKO et al, 2007). Neste contexto, compostos com 

efeitos antioxidantes tendem a contribuir para a melhora do quadro inflamatório. Os 

monoterpenos terpinoleno e, em especial o alfa-felandreno apresentaram resultados 

de atividade antioxidante nos métodos químicos do FRAP, ABTS e do sequestro do 

radical NO (Tabela 1). Por outro lado, o beta-citronelol não apresentou atividade 

antioxidante em nenhum dos ensaios utilizados até a concentração máxima testada 

(4000 µg/mL). No método do sequestro do radical DPPH, nenhum dos monoterpenos 

estudados apresentaram efeitos antioxidante (dados não mostrados). 

 

Tabela 1. Atividade antioxidante dos monoterpenos (beta-citronelol, sabineno, 

terpinoleno e alfa-felandreno) avaliado quimicamente pelos testes do ABTS, FRAP e 

NO. Os resultados são expressos como IR50 µM e representam a médias ± D.P. de 

três experimentos independentes. 

 
Amostras  ABTS FRAP NO 

Beta citronelol  -  - - 

Sabineno - 1939,7 ± 18,7a 529,3 ± 4,2a 

Terpinoleno  497,4 ± 14,5a 1325,7 ± 18,4b 409,4 ± 1,6b 

Alfa felandreno 367,7 ± 1,6b 1619,6 ± 8,7a,b 216,9 ± 5,7c 

Gallic acid nd nd 223,2 ± 4,3c 

Quercetina  2,6 ± 0,3c 15,7 ± 0,4c nd 

- representa que não houve atividade até a máxima concentração testada de 4000 µg/mL. nd: 

não testado. Diferentes letras na mesma coluna representam diferença significativa (p<0,05). 

 

 

Bourgou et al. (2012), relataram que o terpinoleno mostrou atividade 

antioxidante usando 2’,7’ -dicloro-floresteína diacetato (DCFH-DA) em células normais 

de pele humana de fibroblasto (WS1). Estudos recentes também demonstraram que 

o terpinoleno apresentou propriedades antioxidantes pelo ensaio de ácido 2,2-difenil-
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1-icilidrazilo (DPPH). Turkez et al. (2015), observaram que o terpinoleno em 

concentrações abaixo de 150 mg/L não provocou alterações nos níveis de estresse 

oxidativo total, enquanto um tratamento com 150 e 200 mg/L causaram aumentos 

significativos dos níveis de estresse oxidativo total em células sanguíneas humanas 

cultivadas em comparação ao grupo controle, entretanto as concentrações de 10, 25, 

50 e 75 mg/mL exibiram um aumentou da capacidade total oxidante.  

Cabral et al. (2015), no estudo do óleo essencial de Ridolfi segegetum (L.), 

onde os seus principais compostos são alfa-felandreno (53 – 63%), o terpinoleno (11,9 

– 8,6%), beta-felandreno (5,5 – 6%) e o dillapiol (1,9 – 8%), demostraram alta 

capacidade antioxidante nas concentrações testadas (0,05 – 0,20 µg/mL) e atribuíram 

os efeitos antioxidantes ao alfa felandreno testado isoladamente nas mesmas 

concentrações. 

Embora os ensaios químicos nos forneçam dados preliminares importantes, 

estes são considerados relativamente simples para determinação da capacidade 

antioxidante, uma vez que não são representativos das condições celulares do nosso 

organismo (ALVES et al., 2010). Assim, tendo em vista que antioxidantes assumem 

papel importante na medicina preventiva se faz necessário que as informações sejam 

obtidas a partir de sistemas biológicos. Neste contexto, empregando o modelo 

experimental em cultura de macrófagos estimulados com LPS, os monoterpenos 

foram ensaiados para avaliar sua capacidade de inibir a produção do radical 

superóxido, óxido nítrico e reduzir a morte celular causado pelo dano oxidativo 

produzido pelo peróxido de hidrogênio. 

Nesse estudo, investigamos o ânion superóxido (em cultura de macrófagos) e 

o peróxido de hidrogênio (em cultura de fibroblastos) estimulados por LPS. Todos os 

monoterpenos apresentaram efeitos dose-dependentes demonstrando capacidade 

redutora da produção do ânion superóxido, especialmente nas concentrações de 10, 

100 e 200 µM (Figura 9). O beta-citronelol foi o monoterpeno que apresentou os 

melhores resultados, atingindo a inibição da produção do ânion superóxido em 80,9 ± 

0,5% na concentração de 200 µM, inclusive superior ao controle positivo L-NMMA 

inibiu 42,8 ± 2,8% na concentração de 500 µM. Os monoterpenos sabineno, 

terpinoleno e alfa-felandreno na concentração de 1 µM mantiveram a mesma 

produção de O2- do controle negativo, não apresentando atividade estabilizadora 

própria de um agente antioxidante, entretanto nas concentrações de 10 µM (50,8 ± 

3,5%; 58,2 ± 2,8%; 70,2 ± 1,1%), 100 µM (62,8 ± 1,1; 82,1± 3,5%; 70,6 ± 4,3%) e 200 
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µM (91,3 ± 2,8%; 82,6 ± 3,5%; 87,6 ± 2,1%), respectivamente apresentaram feitos 

significativos com resultados semelhantes e até mesmo superiores ao L-NMMA.  

Apesar dos evidentes efeitos antioxidantes dos monoterpenos apresentados, 

eles não apresentaram efeito protetor contra o dano celular induzido por H2O2 nas 

concentrações analisadas (1, 10, 50, 100 µM) (dados não mostrados). 
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Figura 9: Efeito dos monoterpenos nas concentrações de 1, 10, 100 e 200 µM sobre a 
concentração do radical ânion superóxido (O2

-) em cultura de macrófagos RAW 264.7 
estimulados com LPS (1 µg/mL) após 24 h de tratamento. Significância estatística para p < 
0,05. * controle LPS comparado ao tratamento.  

 

Gülçin et al. (2012), estudaram o óleo do Cravo da Índia (Eugenia aromatica ou 

Eugenia caryophyllata, Fam. Myrtaceae), onde o composto majoritário o eugenol, o 

qual inibiu 57,0 ± 0,4% radical ânion superóxido e 22,9 ± 2,3% na redução do peróxido 

de hidrogênio. Em outro estudo Baik et al. (2008), observaram as atividades biológicas 

dos óleos essenciais de algumas espécies de Citrus, onde o Limoneno estava em 

maior expressão (55,4% a 91,7%), das 14 espécies analisadas, somente o óleo de 

Citrus natsudaidai Hayata (Natsudaidai) inibiu o superóxido de forma dose 

dependente, com IV 50 de 97,8 µl/mL (IV 50 representa o volume de óleos essenciais 

que é necessário para 50% de inibição do seu alvo). No estudo de Pinho e 

colaboradores 2011, observaram que o LPS aumentou a geração de superóxido, 

especialmente nas células do grupo controle. 
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Compostos que sejam capazes de sequestrar o radical NO podem 

desempenhar um papel importante citoprotetor, agindo nos processos de citoxicidade 

induzida por espécies reativas de nitrogênio (ERNs), atuando na modulação de 

processos inflamatórios, diminuindo o estresse oxidativo (MAIA et al, 2010). 

Todos os monoterpenos analisados exibiram capacidade de inibir a produção 

de NO em cultura de macrófagos de forma dose dependente. A inibição apresentada 

nas concentrações de 100 µM e 200 µM pelo monoterpeno terpinoleno foi de 40,9 ± 

1,5% e 41,3 ± 1,5%, respectivamente. O alfa-felandreno nas mesmas concentrações 

exibiu um efeito inibitório de 54,7 ± 0,9% e 63,8 ± 1,1%, respectivamente.  O L-NMMA, 

que é um inibidor da i-NOS, analisado na concentração de 500 µM inibiu 61,0 ± 2,9% 

a produção de NO (Figura 10). 
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Figura 10: Efeito dos monoterpenos nas concentrações de 50, 100 e 200 µM na produção de 
NO em cultura de macrófagos RAW 264.7 estimulados por LPS 1 µg/mL (24 h). Significância 
estatística para p < 0,05. * controle LPS comparado ao tratamento.  
 

No estudo realizado por Cabral et al. (2015), observou-se que o efeito do óleo 

essencial Ridolfia segetum (L.) sobre a produção de NO após a estimulação de 

macrófagos com LPS na presença do óleo, a produção de óxido nítrico induzida por 

LPS foi significativamente reduzida com as quatro concentrações testadas (0,16; 0,32; 

0,64 e 1,25 µL/mL.), e apenas a maior concentração testada (1,25 µL/mL), reduziu 

significativamente a produção de óxido nítrico. Na pesquisa de Valente et al. (2013), 
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o efeito do óleo Oenanthe crocata L. e do sabineno na produção de NO foi analisado 

medindo a acumulação de nitritos no meio de cultura. Incubação de macrófagos com 

LPS e IFN-γ, por 24 h, resultou em um aumento significativo na produção de nitrito até 

211,1 ± 13,3% (p <0,001), acima do controle (100%). Na presença de 0,32 µL/mL de 

óleo, a produção de nitrito foi reduzida para 130,7 ± 9,0%, acima do controle (p 

<0,001), sem afetar a viabilidade celular. O efeito do sabineno avaliado sozinho foi 

semelhante ao do óleo essencial, a produção de NO foi reduzida para 135,6 ± 3,16%, 

acima do controle, assim, este composto pode ser responsável pela atividade anti-

inflamatória do óleo. 

 

As citocinas são mediadores necessários para conduzir a resposta inflamatória 

aos locais de infeção e lesão (OLIVEIRA et. al., 2011). O aumento da expressão de 

da citocina TNF-α (fator de necrose tumoral), induz mediadores lipídicos da 

inflamação, e facilita na migração de leucócitos para o local da inflamação, induz a 

diferenciação celular e apoptose. A produção desta citocina pró-inflamatória pode ser 

induzida por LPS (SILVEIRA E SÁ et al., 2014). 
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Em geral, o tratamento com os monoterpenos sabineno, terpinoleno e alfa 

felandreno não apresentaram efeitos inibitórios na produção de TNF-α em macrófagos 

estimulados com LPS. Apenas o beta citronelol, na maior concentração testada (100 

µM) exibiu efeitos significativos sobre a produção desta importante citocina 

inflamatória (Figura 11).  
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Figura 11. Efeito dos monoterpenos nas concentrações de 10, 50 e 100 µM sobre a produção 
de TNF-α em cultura de macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS µg/mL (24 h). 
Significância estatística para p < 0,05. * controle LPS comparado ao tratamento. # controle 
comparado ao controle + LPS.   

 

O fator de transcrição NF-kB é um fator central da resposta inflamatória em 

células imunocompetentes (tanto as periféricas como macrófagos, quanto no sistema 

nervoso central, como as células da glia) (HOESEL e SCHMID, 2013). Dentre as 

diversas respostas e atividades fisiológicas controladas pelo NF-kB são, regular a 

transcrição e a expressão de múltiplos genes, e está intimamente relacionado com 

ativação celular, proliferação celular, resposta imune e processo de reação 

inflamatória (ZHANG et al., 2017).  

Nossos resultados evidenciaram que o terpinoleno, alfa-felandreno e sabineno 

demonstraram capacidade de inibir a ativação do NF-kB, em 7,3%, 14,8% e 17,1%, 

respectivamente, na concentração de 50 µM (Tabela 2). 
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Tabela 2. Representação do efeito dos monoterpenos (beta-citronelol, sabineno, 

terpinoleno e alfa-felandreno) na concentração de 50 µM sobre a atividade do fator de 

transcrição nuclear kappa B em cultura de células renais embrionárias humanas 293 

Terpenos 
 

% inibição do NF-κB % Sobrevivência 

Beta-citronelol  - 100,5 

Sabineno  17,1 ± 2,5 97,4 

Terpinoleno  7,3 ± 3,6 96,3 

Alfa felandreno  14,8 ± 3,3 101,7 

TPCK (833,3 µM) 26,9 ± 2,1 98,9 

Os valores são expressos em percentual de inibição. (-) representa que não houve inibição 

da atividade do NF-κB. 

 

Compostos com atividade anti-inflamatória promissora, demonstraram inibir a 

produção de mediadores inflamatórios (citocinas pró-inflamatórias), e tiveram seus 

efeitos mediados pela expressão do fator de transcrição NF-kB (ZHONG et al., 2013 

e JUNG et al., 2013). 
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5.CONCLUSÃO 
 

O presente estudo sugere que os monoterpenos avaliados apresentam atividade 

antioxidante e potencial anti-inflamatório ao inibir a produção de importantes 

mediadores do processo inflamatório como o óxido nítrico e o TNF-α e inibir a ativação 

do fator de transcrição NF-kB. Além disso, os monoterpenos apresentaram 

importantes efeitos antioxidantes com atividade sequestrante de radicais livres que 

participam do processo inflamatório e de seu prolongamento, bem como, de efeitos 

protetores aos danos oxidativos celulares. Apesar das lacunas a serem preenchidas 

em nosso estudo, para melhor compreensão e elucidação dos efeitos biológicos dos 

monoterpenos estudados, os resultados obtidos nesta pesquisa nos motivam a 

contínua busca por novos produtos naturais com atividade anti-inflamatória, com 

destaque para os monoterpenos, que apesar de pouco estudados isoladamente, 

demonstraram apresentar uma promissora atividade anti-inflamatória.  
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