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  RESUMO 

 
Os pinenos, constituintes de vários óleos essenciais, têm despertado interesse da 

comunidade científica pelo potencial anti-inflamatório e antimicrobiano. O 

presente trabalho avaliou o potencial imunomodulador dos enantiômeros (+)-α-

pineno e (+)-β-pineno em leucócitos humanos e sua atividade antimicrobiana 

sobre as espécies Streptococcus mutans e Escherichia coli. Os resultados 

mostraram que concentrações do (+)-α-pineno e (+)-β-pineno, iguais ou menores 

que 900µM e 450µM respectivamente, não foram citotóxicas em células PBMCs e 

que estes fitoconstituintes inibiram a formação de ROS em células PMNs. Os 

valores da CIM encontrados do (+)-α-pineno para S. mutans e E. coli foram 

3600µM e 450µM, respectivamente, enquanto que para (+)-β-pineno foram 

1800µM e 225µM.  Concluiu-se que os compostos testados possuem atividade 

antimicrobiana contra as cepas testadas e inibem a produção de ROS. 

 

 

Palavras-Chaves: Pinenos, Imunomodulação, Citotoxicidade, Leucócitos, 

Antimicrobiano. 
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ABSTRACT 

 

Pinenos, constituents of several essential oils, have roused interest of the 

scientific community, for the anti-inflammatory and antimicrobial potential. The 

present study evaluated the immunomodulatory potential of (+) - α-pinene and (+) 

- β-pinene enantiomers in human leukocytes and their antimicrobial activity on 

Streptococcus mutans and Escherichia coli species. The results showed that 

concentrations of (+) - α-pinene and (+) - β-pinene, equal to or less than 900μM 

and 450μM respectively, were not cytotoxic in PBMCs cells and that these 

phytochemicals inhibited the formation of ROS in PMN cells. The MIC values of (+) 

- α-pinene for S. mutans and E. coli were 3600μM and 450μM respectively 

whereas for (+) - β-pinene were 1800μM and 225μM. It is concluded that the 

compounds tested have antimicrobial activity against the tested strains and inhibit 

ROS production. 

 

Keywords: Pinenes, Immunomodulation, Cytotoxicity, Leukocytes, Antimicrobial. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os tecidos orais são frequentemente acometidos por processos inflamatórios 

decorrentes de infecções, entre os quais, gengivite, periodontite, cárie dentária e 

abscessos dentais. Além disso, úlceras, afta e mucosite são lesões comumente 

encontradas na mucosa oral de pacientes com algum tipo deficiência da 

imunidade, como por exemplo, aqueles submetidos ao tratamento quimioterápico. 

(NEVILLE et al., 2009). 

Muitas dessas doenças necessitam ser tratadas com medicamentos com 

potencial antisséptico, anti-inflamatório e/ou antibiótico. Em alguns casos, estes 

agentes quimicos apresentam eficácia reduzida e/ou efeitos adversos, como 

náuseas, vômitos e alergias limitando o seu uso. (NEWMAN & CRAGG, 2012).  

Múltiplas modalidades terapêuticas foram testadas e utilizadas no decorrer 

do tempo com finalidade de combater ou reduzir a microbiota patogênica bucal e 

que possua efeito anti-inflamatório.  Resultados satisfatórios são encontrados com 

o uso da clorexidina, o mais eficiente agente usado de maneira tópica no controle 

de infecções na cavidade oral. Contudo, esta não possui ação anti-inflamatória 

associada, além de apresentar alguns efeitos colaterais como pigmentação 

extrínseca nos dentes e dorso da língua, descamação da mucosa, sensibilidade 

oral e reações alérgicas (GJERMO et al., 2000; LOUREIRO et al., 2004). 

Nesse contexto, os produtos de origem natural surgem como possível 

alternativa no tratamento dessas afecções. As plantas são usadas desde os 

primórdios da medicina e sua utilização é fundamentada no acúmulo de 

informações por sucessivas gerações. Os fitoterápicos são reconhecidos 

oficialmente pela Organização Mundial de Saúde – OMS desde 1978. Nessa 

ocasião a instituição expressou sua posição a respeito da necessidade de 

valorizar a utilização de plantas medicinais no âmbito da saúde pública. Os países 

em desenvolvimento se destacam nesse contexto, já que possuem 67% das 

espécies vegetais do mundo.  O Brasil possui grande potencial para o 

desenvolvimento dessa terapêutica, sendo considerado um dos países com maior 

biodiversidade vegetal. (SILVEIRA et al., 2008; BAKKALI et al., 2008; SOUZA et 

al., 2007; EDRIS, 2007; BRASIL, 2006).  
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Nesse contexto, os óleos essenciais obtidos de produtos vegetais ganham 

destaque, considerando sua diversidade de atividades biológicas. Estes são uma 

mistura complexa de substâncias provenientes do metabolismo secundário das 

plantas (EDRIS, 2007; VITTI E BRITO, 2003; BAKKALI et al., 2008), com 

reconhecidas propriedades  medicinais, a exemplo de ações analgésica, sedativa 

e espasmolítica (BAKKALI et al., 2008). Além disso, também foram descritas na 

literatura outras propriedades farmacológicas, como por exemplo, ação anti-

inflamatória, antitumoral, antimicrobiana e antioxidante (SILVA et al., 2012; 

PALMEIRA-DE-OLIVEIRA et al., 2012; EDRIS, 2007). 

Os pinenos são uns dos constituintes químicos identificados nos óleos 

essenciais. Eles têm despertado interesse da comunidade científica, por ter 

mostrado potencial anti-inflamatório, antitumoral e antimicrobiano (NAM et al., 

2014; SILVA et al., 2012; MATSUO et al., 2011). São encontrados mais 

comumente nas coníferas, Eucalyptus (Eucalipto), Rosmarinus officinalis (árvores 

de Alecrim) e Lavandula officinalis (Lavanda) e, em alguns casos, correspondem 

ao constituinte majoritário dos óleos extraídos dessas plantas, representando o 

marcador químico (KIM et al. 2015; BAKKALI et al., 2008). 

Os pinenos possuem dois isômeros constitucionais ativos:  e β-pineno. 

Ambos os compostos têm enantiômeros conhecidos na natureza. Estudos prévios 

avaliaram atividades biológicas dessas moléculas. Silva et al (2012)  avaliaram o 

potencial antimicrobiano da forma positiva e negativa do α e β pineno e 

observaram que apenas o (+)-α-pineno e o (+)-β-pineno tiveram atividade contra 

os patógenos testados, Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Rhizopus 

oryzae e Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA). Outros autores 

que testaram os enantiômeros do α-pineno foram Dhar et al (2014) e de maneira 

semelhante verificaram que  apenas (+)-α-pineno mostrou ação antimicrobiana 

sobre espécies de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Micrococcus luteus e 

Candida albicans.  

Além do efeito antimicrobiano, os pinenos têm apresentado potencial 

imunomodulador, como mostra o trabalho de Kim et al., (2015). Os autores 

investigaram o efeito inibitório do α-pineno na resposta inflamatória induzida por 

lipopolissacarídeo (LPS) usando macrófagos murinos, sendo observada redução 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003996916302898#bib0180
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significativa da produção de interleucina-6 (IL6), fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) e óxido nítrico (NO). 

Apesar do crescente interesse nesse composto, existem poucos estudos 

relatando as atividades biológicas dos pinenos, sendo necessários mais testes 

para ampliar conhecimento sobre sua atividade antimicrobiana e o efeito 

imunomodulador, visando possíveis apresentações farmacêuticas, com 

segurança e eficácia, que possam se tornar uma alternativa ou complemento no 

tratamento das patologias orais. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar 

o potencial imunomodulador e o efeito antimicrobiano do (+)-α-pineno e (+)-β-

pineno. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Sistema Imunológico 

Quando o ser humano entra em contato com determinados agentes 

estranhos, tais como vírus, bactérias, fungos e parasitas, desencadeia-se uma 

sucessão de eventos programados para responder rapidamente, no sentido de 

eliminar esses agentes. As primeiras barreiras contra esses microrganismos são 

as barreiras físicas e químicas. Se o agente conseguir superá-las, o organismo 

dispõe de células fagocíticas (macrófagos e neutrófilos) e células natural Killer na 

tentativa de conter a infecção. Ainda podem entrar em ação moléculas circulantes 

(anticorpos e complemento) e mediadores solúveis produzidos pela ativação das 

células (citocinas). Essa defesa inicial, que já existe em nível basal antes do 

estabelecimento de uma infecção, é conhecida como resposta imune inata (VAZ 

et al., 2007).  

Geralmente, a invasão de um agente estranho a um tecido provoca uma 

resposta inflamatória local, que muitas vezes leva ao recrutamento e ativação de 

leucócitos para o tecido afetado. Os neutrófilos, também denominados de 

fagócitos polimorfonucleares, representam a população mais numerosa das 

células sanguíneas brancas circulantes e medeiam as fases mais iniciais das 

respostas inflamatórias. São as primeiras células a serem recrutadas para locais 

de infecção após a entrada de um agente estranho (ABBAS et al., 2012). 

No sítio inflamatório, os neutrófilos são capazes de eliminar muitos 

patógenos por meio da fagocitose, a qual pode ser efetivada pela participação ou 

não de proteínas opsonizantes e pela produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), potentes agentes oxidantes. A imunidade inata pode usar uma variedade 

de mecanismos efetores para eliminar ou conter uma infecção. No entanto, em 

caso de falha destes mecanismos, será acionado o sistema imune adaptativo 

(SOMMER et al., 2010). 
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A imunidade adaptativa é ativada pelo contato com agentes infecciosos e 

sua resposta à infecção aumenta em magnitude a cada exposição sucessiva ao 

mesmo invasor. Esse agente, alvo da resposta imune especifica é chamado de 

antígeno. As células responsáveis pelo reconhecimento de um antígeno são os 

linfócitos T e B. Estas células são produzidas na medula óssea. Os linfócitos B 

também se diferenciam na medula, enquanto que os linfócitos T se diferenciam no 

timo. Estes órgãos são chamados de órgãos linfoides primários. As células NK 

também são células linfoides, mas tem ação citotóxica independente do 

reconhecimento específico do antígeno. Após a diferenciação nos órgãos linfoides 

primários, os linfócitos circulam e povoam os órgãos linfoides secundários, como 

linfonodos, baço, tonsilas e placas de Peyer (VAZ et al., 2007). 

Duas populações funcionalmente diferentes podem ser distinguidas entre os 

linfócitos T. Essa diferenciação se dá pela presença na superfície das moléculas 

CD4 ou CD8. Assim, a maioria das células que expressa CD4 tem ação auxiliar 

na resposta imune por meio da produção de citocinas, e as células que 

expressam CD8 tem ação citolítica, ou seja, são capazes de destruir células que 

carreguem na superfície peptídeos que elas reconheçam como estranhos.  A 

resposta resultante da ativação de linfócitos T CD4+ ou CD8+ é conhecida como 

imunidade celular, enquanto a resultante da ativação de Linfócitos B é conhecida 

como imunidade humoral e é mediada por imunoglobulinas. (VAZ et al., 2007). 

A imunidade celular atua quando microrganismos intracelulares, como 

os vírus e algumas bactérias, sobrevivem e proliferam dentro das células 

hospedeiras. Estando inacessíveis para os anticorpos circulantes, as células T 

promovem a destruição do microrganismo ou a morte das células infectadas, para 

eliminar a infecção (ABBAS et al., 2012). 

Os linfócitos T CD4+ ativados secretam citocinas que promovem o 

crescimento, diferenciação e funções de linfócitos B, macrófagos e outras 

células. As citocinas são polipeptídeos ou glicoproteínas extracelulares, 

hidrossolúveis. São produzidas por diversos tipos de células no local da lesão e 

por células do sistema imunológico através da ativação de proteinoquinases 

ativadas por mitógenos. Essas substâncias se ligam a receptores específicos, 

ativando mensageiros intracelulares que regulam a transcrição gênica. Dessa 

http://www.infoescola.com/biologia/os-virus/
http://www.infoescola.com/reino-monera/bacterias/
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forma, as citocinas influenciam a atividade, a diferenciação, a proliferação e a 

sobrevida da célula imunológica, assim como regulam a produção e a atividade 

de outras citocinas, que podem aumentar (pró-inflamatórias) ou atenuar (anti-

inflamatórias) a resposta inflamatória. (SOMMER et al., 2010) 

As citocinas são mediadores necessários para conduzir a resposta 

inflamatória aos locais de infecção e lesão, favorecendo a cicatrização apropriada 

da ferida. Como não é possível classificar as citocinas quanto à célula de origem 

ou quanto à função biológica, elas foram agrupadas em interleucinas (IL, 

numerada sequencialmente de IL-1 a IL-35, fatores de necrose tumoral (TNF), 

quimiocinas (citocinas quimiotáticas), interferons (IFN) e fatores de crescimento 

mesenquimal). (SOMMER et al., 2010) 

Os linfócitos T podem ser divididos em dois subgrupos definidos pelo tipo 

de citocinas que secretam: Th1 (T helper 1) e Th2 (T helper 2). O padrão de 

diferenciação desses subgrupos é definido por diferentes estímulos, como as 

citocinas presentes durante sua ativação. A citocina que induz a diferenciação 

em Th1 é a IL-12 e a citocina que induz a diferenciação em Th2 é a IL-4. 

(ABBAS et al., 2012) 

 Algumas citocinas podem ter ações pró ou anti-inflamatórias, de acordo com 

o microambiente no qual estão localizadas. Dentre as consideradas pró-

inflamatórias, temos as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e TNF. As anti-inflamatórias 

são IL-4, IL-10, IL-13 e TGFβ (fator transformador de crescimento β) (SOMMER et 

al., 2010). 

As células Th1 produzem citocinas relacionadas principalmente com a 

defesa mediada por fagocitose contra agentes infecciosos intracelulares, como 

Interferon-gama (INF-γ), IL-2 e TNF-α. As Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, 

relacionadas com a produção de anticorpos IgE e reações imunes mediadas por 

eosinófilos e mastócitos contra alérgenos e helmintos. Após a ativação destas 

duas subpopulações, Th1 e Th2 influenciam-se mutuamente e de 

forma antagônica. O INF-γ produzido pelas Th1 inibe as Th2, e a IL-

10 produzida pelas Th2 inibe as Th1 (VAZ et al., 2007). 
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O termo imunomodulação pode ser definido como uma modificação da 

resposta imunológica ou da função do sistema imune, através da ação de agentes 

estimulantes ou supressores. As células envolvidas na respostas imune possuem 

função reguladora que podem claramente promover ou suprimir as respostas 

imunológicas. Esse mecanismo regulador assegura que as respostas sejam 

apropriadas tanto qualitativamente quanto quantitativamente, mostrando que o 

próprio sistema imune se autorregula através da liberação de substâncias 

imunomoduladoras (LOPES, 2004). 

Os imunomoduladores podem aumentar os mecanismos de defesa do 

hospedeiro (imunoestimulantes) ou diminuí-los (imunossupressores). Os 

imunoestimulantes estimulam os mecanismos que envolvem tanto a imunidade 

inata quanto a imunidade adaptativa, através da ativação de células e 

mediadores, enquanto os imunossupressores agem seletivamente sobre os 

mecanismos envolvidos na imunidade adaptativa. Dentre os imunomoduladores, 

destacam-se os produtos de origem vegetal, que vêm despertando interesse da 

comunidade científica (NUNES-PINHEIRO et al., 2003). 

 

2.2 Fitoterapia 

Desde a antiguidade, as plantas fazem parte da vida do homem como fonte 

de alimentos, de materiais para vestuário, habitação, utilidades domésticas, 

utensílios para manifestações artísticas, culturais, religiosas e no tratamento de 

doenças (FONTES, 2014; VITTI & BRITO, 2003). 

A utilização de vegetais com fins terapêuticos, visando tratamento, cura e 

prevenção de doenças, é uma das formas mais comuns de praticar Medicina na 

humanidade. Existem indícios do uso de plantas medicinais na época dos homens 

primitivos que, ao procurar plantas para seu sustento, foram descobrindo 

espécies com ação tóxica ou medicinal, dando início a uma sistematização 

empírica pelos seres vivos, de acordo com o uso que podia fazer destas plantas, 

uma tradição que foi sendo transmitida e incorporada ao longo de gerações até os 

dias atuais (VEIGA & PINTO, 2005; SIMÕES et al., 2003). 
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Até o século XIX, os recursos terapêuticos eram constituídos 

predominantemente por plantas e extratos vegetais, o que pode ser ilustrado 

pelas Farmacopeias da época. Assim, as plantas e seus extratos constituíam a 

maioria dos medicamentos que pouco se diferenciavam dos remédios utilizados 

na medicina popular (SIMÕES et al., 2003). 

A história do uso de produtos naturais na Medicina é apresentada no quadro 

1. É possível verificar que o uso de plantas medicinais é antigo. 

Quadro 1: História dos produtos naturais com finalidade medicinal 

Período Descrição 

 

Antes de  

3000 a.C. 

Medicina ayurvédica (conhecimento da vida) e Medicina 

tradicional chinesa: introduziu propriedades medicinais de 

plantas e outros produtos naturais 

1500 a.C Ebers Papytus: Apresentou um grande número de fármacos de 

fontes naturais( exemplo: goma arábica). 

 

460-377 a.C 

Hipócrates (“pai da Medicina”): Descreveu várias plantas e 

animais que poderiam ser fontes de medicamentos 

 

370-287 a.C. 

Teofrasto (médico grego): Descreveu várias plantas e animais 

que poderiam ser fontes de medicamentos 

23-79 d.C Pliny the Elder: Descreveu plantas que poderiam ser utilizadas 

de forma medicinal 

60- 80 d.C Pedáneo Dioscórides: Escreveu De matéria Medica que 

descrevia mais de 600 plantas medicinais. 

131-200 d.C. Galeno: Medicina botânica (Galênica) e a difundiu no ocidente. 

Século XV d.C Krauterbuch (Herbais): Apresentou informações e pinturas de 

plantas medicinais 

Fonte: Sarker et al. (2005) 
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Atualmente as plantas têm representado uma fonte valiosa de produtos para 

manutenção da saúde humana, havendo um aumento no interesse por produtos 

naturais, especialmente nos últimos anos. Segundo a OMS, as plantas medicinais 

são as melhores fontes para se obter uma variedade de drogas e cerca de 80% 

da população mundial usa a medicina tradicional na busca de alivio de alguma 

sintomatologia dolorosa ou desagradável. Além disso, a seleção de plantas a 

partir de informações da medicina tradicional ou popular pode conduzir à 

descoberta de moléculas promissoras (SANTOS et al., 2007). 

No Brasil a utilização das plantas medicinais é observada desde o período 

colonial, onde produtos de origem natural eram empregados no controle de 

diversas enfermidades. A utilização de plantas no país para o tratamento de 

doenças apresenta fundamental influência de culturas indígenas, africana e 

europeias. Em meados do século XVIII as propriedades dessas plantas foram 

estudadas e divulgadas no mundo científico, contribuindo para o início da 

construção de uma ampla rede de informações a respeito das possíveis 

aplicações das plantas na Medicina do Brasil (ARAÚJO, 2017; BORGES et al., 

2010).  

Nesse sentido, a flora brasileira tem despertado a atenção mundial devido à 

sua biodiversidade. Plantas de biomas brasileiros, tais como floresta amazônica, 

mata atlântica, cerrado e caatinga, têm sido utilizadas pelas populações locais 

como produtos naturais com potencial para o tratamento de várias doenças 

tropicais, como esquistossomose, leishmaniose, malária e infecções fúngicas e 

bacterianas (ARAÚJO, 2017). 

O surgimento do conceito de “natural” contribuiu para o aumento do uso das 

plantas medicinais nas últimas décadas. Este termo passa a ideia de “ausência de 

produtos químicos”, ou seja, produtos que podem estar relacionado com algum 

prejuízo à saúde. Assim, esses produtos ditos naturais passaram a ser sinônimos 

de produtos saudáveis e benéficos. No entanto, esse conceito é equivocado, pois 

sabe-se que as plantas podem ser fornecedoras de agentes químicos tóxicos 

para células humanas (FONTES, 2014). 

O conceito de plantas medicinais, segundo a OMS, compreende “todo e 

qualquer vegetal que possui, em um ou mais órgãos, substâncias que podem ser 



10 
 

utilizadas com fins terapêuticos ou que sejam precursoras de fármacos 

semissintéticos” (ARAÚJO, 2017, p37). A agência nacional de vigilância sanitária 

(ANVISA) descreve os fitoterápicos como todo medicamento obtido empregando-

se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais e relata que estes necessitam 

ser caracterizados quanto à eficácia e riscos de seu uso, assim como pela 

reprodutibilidade e constância de sua qualidade. Sua eficácia e segurança são 

validadas através de levantamentos etno-farmacológicos de utilização e 

documentações tecno-científicas produzidas a partir de estudos clínicos e não 

clínicos (BRASIL, 2004).  

Os fitoterápicos, portanto, têm grande potencial de se tornar uma alternativa 

de tratamento de diversas doenças. Na Odontologia, algumas espécies são 

amplamente empregadas, como cravo da índia, romã, amoreira, camomila, entre 

outras, que são utilizadas empiricamente em casos de gengivite, abscesso e 

aftas. No entanto, é importante que sejam feitos estudos científicos para amparar 

tal uso na Odontologia. Assim faz- se necessário o direcionamento de pesquisas 

na área culminando com o desenvolvimento de fitoterápicos de qualidade e 

validados para uso na Odontologia (OLIVEIRA, et al., 2007).  

 

2.3 Óleos Essenciais 

Dentre os agentes terapêuticos provenientes de plantas com uso medicinal 

popular e científico, observa-se uma tendência à busca de fitoconstituintes a partir 

de extratos, frações ou óleos essenciais.  Dentre esses compostos, os óleos 

essenciais assumem uma posição de destaque. (BAKKALI et al., 2008). A 

International Standard Organization (ISO) define óleos essenciais como produtos 

obtidos de partes de plantas através de destilação por arraste com vapor d’água, 

bem como os produtos obtidos por compressão dos pericarpos de frutos cítricos 

(COSTA et al., 2012). 

Historicamente, os óleos essenciais e os extratos de plantas têm servido de 

base para diversas aplicações na Medicina popular. A destilação como método de 

produção foi usada inicialmente no Oriente há mais de 2000 anos, sendo 

aperfeiçoada pelos árabes no século IX. Na Europa, seu uso só foi disseminado a 

partir do século XVI. A primeira medida experimental de suas propriedades 
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antibacterianas foi empreendida por De la Croix, em 1881. Entretanto, no decorrer 

dos séculos XIX e XX, seu interesse terapêutico para este fim diminuiu, diante de 

sua aplicação como aromatizante e como perfume. Nos dias atuais, seu principal 

uso na comunidade europeia é baseado nas indústrias alimentícias 

(aromatizantes), de perfumes e farmacêuticas (BURT, 2004). 

Óleos essenciais são uma mistura complexa de substâncias provenientes do 

metabolismo secundário das plantas e estão relacionados com diversas funções 

necessárias à sobrevivência vegetal, exercendo papel fundamental na defesa 

contra microrganismo. São substâncias líquidas, incolores, voláteis, lipofílicas e 

normalmente com aroma agradável. São conhecidos como óleos voláteis, óleos 

etéreos ou essências e são extraídos de diversas partes das plantas, como 

folhas, flores, sementes, brotos, galhos, casca de caule, frutos e raízes (EDRIS, 

2007; VITTI & BRITO, 2003; BAKKALI et al., 2008). 

Os mais variados constituintes químicos podem ser identificados nos óleos 

essenciais, entre eles: álcoois simples, aldeídos, cetonas, destacando-se a 

presença de hidrocarbonetos terpênicos. No entanto, a maioria é uma mistura de 

derivados (VITTI E BRITO, 2003; SILVA ET AL., 2012). Os constituintes podem 

se apresentar em alta concentração, denominados componentes principais, ou 

em baixíssimas concentrações, sendo conhecidos como componentes traços 

(VITTI E BRITO, 2003). 

A composição dos óleos essenciais é determinada geneticamente, mas as 

condições ambientais e fisiológicas como temperatura e exposição à luz, são 

capazes de causar variações importantes nesta composição (VITTI E BRITO, 

2003; RAMOS et al., 2005). Além dessas variações, a composição também 

depende da parte da planta que é submetida à destilação (raiz, madeira, casca, 

folha, caule, flor, semente) fatores agronômicos como fertilização, irrigação, 

colheita e especialmente a fase de desenvolvimento da planta na data da colheita 

também influenciam no conteúdo dos óleos essenciais (BAKKALI et al., 2008).  

Conhecidos por suas propriedades medicinais e sua fragrância, os óleos 

essenciais são usados para preservação de alimentos, como analgésicos, 

sedativos e espasmolítico (BAKKALI et al., 2008). Além disso, já foram descritas 

na literatura várias aplicações farmacológicas, como no tratamento do câncer, por 
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quimioprevenção e supressão tumoral; em doenças cardiovasculares, no 

tratamento da arteriosclerose e na prevenção de acidentes tromboembolíticos; no 

combate a microrganismos como bactérias, vírus e fungos; como antioxidante, 

como hipoglicemiantes, sendo excelentes adjuvantes no combate à diabetes; 

como anti-inflamatórios e como veículos para drogas de uso transdérmico 

(EDRIS, 2007; SILVA et al., 2012; PALMEIRA-DE-OLIVEIRA et al., 2012). 

2.4 Pinenos 

Os pinenos são substâncias constituintes de vários óleos essenciais e, em 

alguns casos, correspondem ao constituinte majoritário dos mesmos. Esses 

fitoconstituintes têm despertado interesse da comunidade científica por terem 

mostrado potencial efeito anti-inflamatório, antitumoral e antimicrobiano (MATSUO 

et al., 2011; SILVA et al., 2012; NAM et al., 2014). São muito comuns na região 

nordeste do Brasil em plantas como a Plectranthus barbatus (Malva-Santa) que, 

na Medicina popular, são usadas no tratamento de distúrbios intestinais e 

respiratórios (BAKKALI et al., 2008; KIM et al. 2015). 

Fazem parte da família dos terpenos, substâncias químicas encontradas 

como constituintes de muitos extratos vegetais. Na natureza, representam uma 

das maiores e mais diversas classes de metabólitos secundários, com 

aproximadamente 55.000 membros isolados até hoje. São formados pela 

ciclização enzimática através da conversão de moléculas simples, lineares de 

hidrocarbonetos fosfatados em esqueleto carbocíclicos quirais. Oxidação e 

rearranjos posteriores fornecem um interminável número de estruturas químicas 

concebíveis. Por isso, ocupam lugar especial na história das ciências químicas e, 

por consequência, na Medicina, por possuírem um largo espectro de ações 

farmacológicas, desde atividades anticâncer à capacidade de interferência em 

canais iônicos (JUCÁ, 2007). 

Possuem ampla distribuição e são encontrados, por exemplo, nas plantas 

superiores, fungos, organismos marinhos e feromônios de insetos. São também 

chamados isoprenóides, pois sua estrutura pode ser dividida em unidades de 

isopreno (C5H8). Os monoterpenos, dos quais os pinenos fazem parte, são 

composto por duas unidades de isopreno (C10H6), os sesquiterpenos por três 

(C30H64), os diterpenos por quatro (C20H32), os triterpenos compostos por seis 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003996916302898#bib0180
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(C30H48) e os tetraterpenos, ou caratenóides, tem oito unidades de isopreno 

(C40H64. (ROBBERS, 1997).  

Os pinenos possuem dois isômeros constitucionais ativos:  e β-pineno. 

Ambos os compostos têm enantiômeros conhecidos na natureza. Enantiômeros 

são tipos de isômeros que ocorrem em moléculas quirais, ou seja, em moléculas 

cuja imagem não é sobreponível, como mostra a figura 1. Estas possuem uma 

serie de propriedades físicas e químicas iguais, tais como os pontos de fusão e 

ebulição e densidade. Entretanto, diferenciam-se em propriedade de rotação 

especifica, quando um dos enantiômeros desvia a luz para esquerda e o outro 

para direita. A mistura racêmica, ou seja, a forma positiva e negativa juntas 

também pode ser encontrada na natureza, como no óleo extraído do Eucalyptus, 

podem estar em igual proporção, ou em excesso de uma de suas formas. (SILVA 

et al., 2012; SOLOMONS; FRYHLE 2009).).  

 

  

 

 

 

Figura 1: Estrutura química dos enantiômeros  e β-pineno 

Fonte: SILVA, 2012 

 

A ocorrência de enantiômeros pode levar a características específicas. O 

limoneno, por exemplo, tem como uma de suas formas enantioméricas a principal 

responsável pelo odor das laranjas [(+) limoneno], enquanto a outra forma é a 

responsavel pelo odor dos limões [(-) limoneno]. Outro caso muito conhecido, e 

até polêmico é sobre a talidomida, medicamento usado para aliviar enjôos de 

mulheres grávidas, que foi usado por muitos anos, até que se descobriu que a 

forma dextrógira (giro da luz polarizada para direita) do medicamento era a única 
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que poderia ser eficiente, enquanto que o outro enantiômero foi o responsavel por 

várias anomalias em recém-nascidos. (OLIVEIRA, 2011). 

Kim et al. (2015) investigaram o efeito inibitório do α-pineno na resposta 

inflamatória induzida por lipopolissacarídeo usando macrófagos de peritônio de 

ratos.  O α-pineno reduziu significativamente a produção de interleucina-6, TNF-α 

e óxido nítrico (NO). Além disso, atenuaram a ativação da Proteíno-quinases 

ativadas por mitógenos (MAPK) e do factor nuclear kappa β (NFK β).  

O estudo in vivo de Nam et al. (2014) também destacou o efeito 

imunomodulador dos pinenos. Os autores avaliaram o efeito do α-pineno em 

modelo de rinite alérgica. Animais foram sensibilizados com ovalbumina e foi 

avaliado o efeito do uso oral do α-pineno no processo inflamatório. Os resultados 

mostraram que houve diminuição dos sintomas clínicos, do nível de 

imunoglobulina E (IgE) e TNF-α, além da redução da infiltração de mastócitos e 

eosinófilos no tecido da mucosa nasal. 

Li et al. (2016) também avaliaram in vivo o potencial anti-inflamatório do α-

pineno. Os autores avaliaram o óleo de incenso, obtido da Boswellia carterii, que 

possui como fitoconstituintes, além do α-pineno, linalol, e 1-octanol. As atividades 

anti-inflamatórias e analgésicas deste óleo e de seus fitoconstituintes foram 

comparadas, com extrato aquoso. Os autores induziram processo inflamatório 

com xileno em orelha de ratos e formalina em suas patas traseiras para depois 

avaliar infiltrado inflamatório e a expressão da cicloxigenase 2 em cortes 

histológicos. Os achados desse estudo mostraram que os ratos tratados com óleo 

de incenso ou seus fitoconstituintes exibiram efeitos anti-inflamatórios e 

analgésicos significativamente superiores ao extrato de água, apresentando 

diminuição mais rápida do inchaço e da dor. 

O enantiômero (+)--pineno também mostrou efeitos anti-inflamatórios em 

condrócitos humanos, revelando-se promissor como uma nova droga com 

potencial no tratamento da osteoartrite, o que pode ser interessante no tratamento 

de doenças generativas da articulação temporomandibular (ATM). Na pesquisa de 

Rufino et al. (2014), além do enantiômero (+), os autores avaliaram também (-)-α-

Pineno que se mostrou menos efetivo que a forma positiva e enantiômero (+)-β-
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pineno que foi inativo na modulação da inflamação nos condrócitos. Os autores 

constataram que (+) - -pineno inibiu a produção de interleucina-1β, NFK β, c-Jun 

N-terminal kinase, NO e metaloproteinase de matriz sendo promissor no 

tratamento de doenças degenerativas das articulações. 

2.5 Atividade Antimicrobiana 

As bactérias são responsáveis por centenas de doenças, algumas bem 

comuns como faringite, otites e cáries. Habitualmente, as infecções podem ser 

localizadas, limitada a uma pequena área, como uma ferida infectada e um 

abscesso dentário, que exigem um tratamento simples assistido em ambiente 

ambulatorial ou podem disseminar e apresentar risco à vida, necessitando de 

internação hospitalar e cuidados de alta complexidade, como é o caso de 

algumas infecções de origens dentárias. As infecções odontogênicas, como dito, 

são comuns e têm origem nos dentes e no periodonto, sendo na sua maioria de 

natureza polimicrobiana. (TOPAZIAN et al., 2006) 

Os antibióticos são ferramentas importantes no controle dessas doenças 

infecciosas, inibindo ou eliminando essas bactérias. Dependendo das suas 

características, cada grupo de bactérias (Gram-positivas ou Gram-negativas) é 

usualmente susceptível a apenas um grupo limitado de antimicrobianos e 

apresenta resistência inerente à ação de outros (TOPAZIAN et al., 2006). 

 A resistência das bactérias a antibióticos é um dos casos mais bem 

documentados de evolução biológica e um sério problema tanto em países 

desenvolvidos como em desenvolvimento. O consumo de mais de uma tonelada 

diária de antibióticos em alguns países da Europa, por exemplo, tem resultado na 

resistência de populações bacterianas, causando assim um sério problema de 

saúde pública. Nesse contexto, devido ao número de microrganismos que se 

tornam resistentes aos múltiplos antimicrobianos disponíveis está aumentando, o 

desafio para o tratamento de doenças e infecções torna-se premente, juntamente 

à necessidade de encontrar novas substâncias com propriedades antimicrobianas 

a serem utilizadas no combate a esses micro-organismos (ARAÚJO, 2017; BURT, 

2004). 

http://www.atlasdasaude.pt/publico/content/infeccoes-0
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Em vista do presente cenário, a busca por novas substâncias 

antimicrobianas a partir de fontes naturais têm ganhado importância. As 

propriedades antimicrobianas de substâncias presentes em óleos essenciais, 

especialmente os terpenos, têm despertado interesse de pesquisadores. Dois 

mecanismos foram propostos até o momento para explicar a ação dos terpenos 

na membrana celular: essas moléculas de hidrocarbonetos cíclicos podem se 

acumular na bicamada lipídica da membrana e distorcer a interação lipídeo 

proteína, ou ainda, pode haver uma interação direta dos compostos lipofílicos com 

partes hidrofóbicas das proteínas de membranas (BURT, 2004). 

Entre os compostos da família dos terpenos, os isômeros α-pineno e  β-

pineno, têm despertado interesse pelo seu potencial antimicrobiano, que vem 

sendo investigado desde a década de 60 (OH et al. 1967). Desde então algumas 

centenas de artigos já foram publicados envolvendo esses monoterpenos e sua 

atividade antimicrobiana. Uns desses autores foram Martins et al. (2003) que 

realizaram testes para avaliar a atividade antimicrobiana do óleo essencial da 

casca de Santiria trimera e de seus principais fitoconstituintes, α-pineno e  β-

pineno, em concentrações de 66% e 20% respectivamente. Os autores 

encontraram que o óleo essencial e os pinenos foram significativamente eficazes 

contra cepas de Escheria coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis.  

Bernardes et al. (2010) também avaliaram o potencial antimicrobiano dos 

pinenos. Os autores analisaram o óleo essencial de Rosmarinus Offcinalis e seus 

principais constituintes, entre eles o α-pineno, contra patógenos orais. Foi usada a 

técnica de microdiluição para encontrar a concentração inibitória mínima (CIM) 

contra as seguintes cepas bacterianas responsáveis pelo processo de cárie: 

Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, 

Streptococcus salivarius, Streptococcus sobrinus e Enterococcus faecalis. Os 

resultados mostraram que α-pineno apresentou atividade antibacteriana contra 

todos os micro-organismos testados. 

O potencial antimicrobiano dos pinenos também foi avaliado no estudo de 

Leite et al. (2007). Os autores avaliaram a capacidade do α-pineno e β-pineno de 

inibir o crescimento de bactérias potencialmente causadoras de endocardite 
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utilizando a técnica de microdiluição. Os fitoconstituientes apresentaram atividade 

antimicrobiana contra cepas das bactérias gram-positivas testadas: 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae 

e de Streptococcus pyogenes.  

Já Silva et al. (2012) avaliaram os enantiômeros positivos e negativos com a 

técnica de microdiluição em caldo e constataram que apenas os enantiômeros 

(+)-α-pineno e (+)-β-pineno tiveram efetividade contra alguns patógenos, entre 

eles cepas de Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA). Os pinenos 

inibiram o crescimento das cepas testadas e tiveram efeito sinérgico quando 

associado à ciprofloxacino contra cepas de MRSA.  
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3 Objetivos 

  

3.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar a atividade imunomoduladora e atividade antimicrobiana do (+)-α-

pineno e (+)-β-pineno. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar potencial citotóxico do (+)-α-pineno e (+)-β-pineno em células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC);  

 

 Avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em células 

polimorfonucleares (PMN) do sangue periférico expostos ao (+)-α-Pineno e 

(+)-β-pineno  

 

 Avaliar o potencial antimicrobiano do (+)-α-pineno e (+)-β-pineno contra 

cepas Escherichia coli e Streptococcus mutans  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Delineamento do estudo 

Trata-se de um estudo experimental, de natureza laboratorial e caráter ex vivo. 

 

4.2 Considerações Éticas 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do 

Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Paraíba. Número: 

1.869.951 

Os voluntários assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

para doação de sangue, de acordo com a resolução 466/2012, no que se refere 

às questões de ética em pesquisa com seres humanos. 

 

4.3 Critérios de elegibilidade 

Critérios de inclusão 

 Voluntários com idade de 18 a 40 anos saudáveis que expressaram 

formalmente o desejo de participarem do estudo através do TCLE 

 Critérios de exclusão 

 Alérgicos a quaisquer tipos de substâncias utilizadas; 

 Tabagistas e etilistas; 

 Pacientes com discrasias sanguíneas, imunodeficiências e 

neoplasias malignas; 

 Voluntários com histórico de doenças crônicas (como asma e 

diabetes), infectocontagiosas (hepatite, AIDS, entre outras), 

alérgicas ou inflamatórias. 
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4.4 Fitoconstituintes usados como estímulos  

 (+)-α-pineno ≥ 99% obtido no laboratório Sigma lote MKBV1042V  

 (+)-β-pineno PA obtidos no laboratório Sigma lote BCBK2147V  

4.5 Amostras 

Foram coletados 9 ml de sangue periférico de três voluntários por punção 

venosa a vácuo com frascos plásticos heparinizados estéreis da linha Vacutainer 

(Becton Dickinson) e isolados os PMNS E PBMCS. 

Para os ensaios antimicrobianos foram usadas cepas Escherichia coli e 

Streptococcus mutans. 

 

4.6 Isolamento das células mononucleares (PBMCs) e polimorfonucleares 

(PMNs) do sangue periférico  

Os PBMCs e PMNs foram isolados pelo protocolo de duplo gradiente de 

Ficoll-Paque™ 1077 e 1119 (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) de 

acordo com Leelatian et al. (2015). Brevemente, após centrifugação a 700g e 

20ºC por 30 minutos do sangue com Ficoll nas duas densidades, as camadas 

leucocitárias foram coletadas e postas em tubos falcon de 15 ml seguido por três 

lavagens com tampão de fosfato (PBS) com centrifugação a 200g por 10 minutos. 

Para as células PMNs foi utilizado tampão de lise (NH4Cl 0.8%) por três minutos 

antes da segunda lavagem com PBS. A quantificação do número de células 

viáveis foi realizada pelo método de exclusão do azul de Trypan 0,4% (Sigma-

Aldrich®) utilizando a câmara de Neubauer em contador de células eletrônico 

(Countess II FL- Life Technologies). As células foram suspensas em meio 

RPMI1640 suplementado com soro fetal bovino (5%), penicilina (100 UI/ml), 

estreptomicina (100 µg/ml) e 1mM HEPES. 

4.7 Citotoxicidade  

A citotoxicidade foi realizado com alíquotas de 50 µl dos PBMCs a 2 x 106 

células/ml com adição de 1µl/ml de Phytohemagglutinin A (PHA) em placas de 96 

poços pretas (Greiner Bio-One, EUA) incubados com 50 µl dos estímulos de (+)-

α-pineno e do (+)-β-pineno em diferentes concentrações (112,5μM; 225 μM 

450μM; 900μM; 1800μM; 3600μM e 7200μM) em duplicata e durante 24 horas a 
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37°C e 5% de CO2. O controle de morte celular foi realizado com etanol absoluto, 

e no controle de viabilidade foi apenas células. Após o período, adicionou-se 10 μl 

de solução de resazurina de acordo com o protocolo alamarBlue® (Bio-Rad, 

Hercules, EUA). A placa foi lida no leitor de fluorescência de microplacas após 10 

horas usando filtros específicos para o desejado comprimento de onda (GloMax 

multi, Promega, EUA).  

4.8 Dosagem de estresse oxidativo  

O estresse oxidativo foi mensurado pela liberação de ROS, analisado por 

quimiluminescência com adição de luminol. Foram adicionados alíquotas de 30 µL 

de células PMNs a 2x10⁵ células/ml e 30µL das amostras de (+)-α-pineno e do 

(+)-β-pineno (nas concentrações pré-determinadas que não foram tóxicas) em 

placas brancas de poliestireno de 96 poços (Greiner Bio-One, EUA). As células 

com as amostras foram incubadas por 45 minutos a  37ºC e 5% CO2. Após a 

incubação foi adicionado 180µL de luminol 10-4 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

EUA). Foram realizados ensaios com e sem adição do estímulo Zimosan soro-

opsonizado (13mg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Os controles positivos e 

negativos foram as células com adição Zimosan soro-opsonizado ou apenas meio 

respectivamente. A quimiluminescência foi medida em intervalos de dois minutos 

com um luminômetro GloMax®-Multi leitor de placa (Promega, Madison, EUA) por 

um período de 1h em 37ºC. A quimiluminescência foi expressa como unidades de 

luz relativa (RLU) e a área sob a curva (AUC) foi determinada para cada estímulo.   

 

4.9 Atividade antimicrobiana 

A determinação da CIM do (+)-α-pineno e (+)-β-pineno sobre cepas de 

Streptococcus mutans e Escherichia coli foi realizada através da técnica da 

microdiluição descrito pelo Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI, 

2005). Inicialmente, foram distribuídos 100 µL de caldo BHI nos poços das placas 

de microdiluição. Em seguida, foram distribuídos 100 µL das substâncias em cada 

poço, que foram diluídas seriadamente, a partir da retirada de uma alíquota de 

100 µL do poço mais concentrado para a cavidade sucessora. Em seguida foram 

adicionadas alíquotas de 100 µL do inóculo correspondente a cada cepa ensaiada 

(5 x 105 UFC/mL).  
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Paralelamente, foi realizado o controle da viabilidade da cepa (controle de 

crescimento) e o controle de esterilidade do meio.  Como controle positivo foi 

utilizado a Clorexidina a 2%. O ensaio foi realizado em triplicata e as placas de 

microdiluição foram incubadas em estufa por 48h a 37ºC. A leitura para 

determinação da CIM dos pinenos foi feita pelo método visual, levando-se em 

consideração a formação ou não de aglomerados de células (“botão”) no fundo 

dos poços. Dessa forma, a CIM foi considerada a menor concentração capaz de 

inibir visivelmente o crescimento dos microrganismos utilizados no ensaio. Para 

confirmação da presença de microrganismos viáveis ou não nas concentrações 

inibitórias foi utilizado o corante resazurina no volume de 10 µL.  

Para a determinação da CBM, a CIM e as duas concentrações 

imediatamente mais concentradas (CIMx2 e CIMx4), bem como o controle 

positivo foram subcultivados em placas de ágar BHI a 37°C/24h, sendo 

considerada CBM a menor concentração das substâncias capaz de inibir o 

crescimento visível do subcultivo. 

4.10 Análise estatística 

Para avaliar a viabilidade de células PBMCs incubadas com (+)-α-pineno e 

do (+)-β-pineno foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis, seguido do método 

de Dunn. Na dosagem do estresse oxidativo em células PMNs foi usado o teste 

One-way analysis of variance e depois Teste de comparações múltiplas de Tukey. 

O objetivo da análise foi avaliar o efeito do estímulo com os enantiômeros (+)-α-

pineno e do (+)-β-pineno na citotoxicidade e na produção de ROS. O nível de 

significância adotado nas análises foi de 95% (p=0.05). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Citotoxicidade dos (+)-α pineno e (+)-β-pineno  

Na figura 2, estão registrados os valores dos testes de citotoxicidade em 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Os resultados mostram que 

concentrações de (+)-α pineno, iguais ou maiores que 1800μM (250µg/ml) foram 

tóxicos, com altas taxas de mortalidade e viabilidade celular abaixo de 20%, 

indicando diferença estatisticamente significativa em relação ao controle de 

viabilidade (células sem estímulo). As concentrações entre 112,5 μM (15,62µg/ml) 

e 900 μM (125µg/ml) foram citocompatíveis exibindo viabilidade celular acima de 

80%.  

 

Figura 2. Porcentagem de células viáveis após estímulo com (+)-α-

pineno. PBMCs foram cultivadas na ausência ou presença de concentrações 

variando de 0 g/ml a 7200 M (1000 g/ml) de (+)-α-pineno. *p<0,05 (teste de 

Kruskal-Wallis, seguido de Teste de múltiplas comparações de Dunn) 

indicando diferença significativa em relação ao controle sem estímulo. 

 

 

Os resultados da citotoxicidade do (+)-β-pineno estão representados na 

figura 3. O gráfico mostra que concentrações iguais ou maiores que 900μM 
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(125µg/ml) foram demasiadamente tóxicas, com viabilidade celular próxima dos 

20%. Estes valores apresentaram diferença significativa (p<0,05) em relação ao 

controle. As concentrações entre 112,5 μM (15,62µg/ml) e 450 μM (62,5µg/ml) não 

foram tóxicas nas células testadas, revelando viabilidade celular acima de 80%.  

 

 

 

Figura 3. Porcentagem de células viáveis após incubação com (+)-β-

pineno. PBMCs foram cultivadas na ausência ou presença de concentrações 

variando de 0 g/ml a 7200 M (1000 g/ml) de (+)-β-pineno. *p<0,05 (teste de 

Kruskal-Wallis, seguido de Teste de múltiplas comparações de Dunn) 

indicando diferença significativa em relação ao controle sem estímulo (0 M). 

 

 

 

5.2 Liberação de espécies reativas de Oxigênio (ROS)  

Foram eleitos para esse teste apenas concentrações de (+)-α pineno e (+)-β-

pineno que não foram tóxicas: entre 112,5 μM (15,62µg/ml) e 450 μM (62,5µg/ml). 

A produção de espécies reativas de oxigênio pelas células PMNs foi estimulada 

com Zimosan soro-opsonizado. Ambos os fitoconstituintes não induziram a 

produção de ROS em células polimorfonucleares nas concentrações testadas 

quando comparadas com o controle positivo (células com estímulos), as três 

concentrações dos enantiômeros positivos dos pinenos inibiram a produção de 



25 
 

ROS (p<0,05) quando comparadas ao controle positivo conforme demonstrado na 

figura 4. 

 

Figura 4. Produção de espécies reativas de oxigênio por PMN estimulados 

com (+)-α-pineno e (B) (+)-β-pineno. Células polimorfonucleares de sangue 

periférico humano (PMN) foram cultivadas na ausência ou presença de 

concentrações variando de 112,5 M (15,62g/ml) a 450 M (62,5g/ml) de (+)-α-

pineno e (B) (+)-β-pineno, na presença ou ausência de 10µl de Zimosan. A 

produção de ROS foi quantificada em unidades relativas de luz (RLU) a partir da 

reação do ensaio em presença de 180µl de luminol. Aplicado o teste de análise de 

variância One-way, seguido do teste de múltiplas comparações de Tukey, onde: * 

p<0,05 indicando diferença significativa em relação ao controle negativo (meio). & 

p<0,05 indicando diferença significativa em relação aos estímulos alfa e beta 

pineno sozinhos. # p<0,05 indicando diferença significativa em relação ao 

Zimosan. 

 

5.3 Atividade Antimicrobiana 

Na tabela 1 estão registrados os valores da CIM, a CBM e a razão CIM/CBM 

dos fitoconstituintes em estudo. Observou-se que (+)-α pineno na concentração 

de 450 M (62,5g/ml) inibiu o crescimento da cepa de E. coli e com a mesma 

concentração teve efeito bactericida. Este composto precisou de concentrações 
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maiores para se encontrar a CIM contra cepas de S. mutans, 3600 M 

(500g/ml), o valor de CBM foi igual a CIM.  A razão CIM/CBM sugere atividade 

bactericida contra as duas cepas testadas. 

Ainda de acordo com a tabela 1, o (+)-β-pineno foi mais efetivo contras as 

cepas testadas quando comparados com (+)-α-pineno. Os resultados da CIM 

contra as bactérias E. coli e S. mutans foram 225 M (31,2g/ml) e 1800 M 

(250g/ml) respectivamente. O enantiômero positivo do β-pineno também 

apresentou atividade bactericida quando avaliada a razão CIM/CBM. 

 

Tabela 1: Atividade antimicrobiana do (+)-α-pineno e (+)-β-pineno sobre 

cepas de Streptococcus mutans e Escherichia coli. Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) e Concentração bactericida Mínima (CBM) foram expressos em µM 

e (μg/ml).  * Valores < 4 significa atividade bactericida, ≥ 4 bacteriostático. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepa Substância  
CIM 
µM 

(µg/ml) 

CBM 
µM 

(µg/ml) 
CBM/CIM* 

Atividade 
antimicrobiana 

Streptococcus 
mutans  

(+)-α-
pineno 

3600 
(500) 

3600 
(500) 1 Bactericida 

(+)-β-
pineno 

1800 
(250) 

3600 
(500) 2 Bactericida 

Escherichia coli  

(+)-α-
pineno 

450 
(62,5) 

450 
(62,5) 1 Bactericida 

(+)-β-
pineno 

225 
(31,2) 

225 
(31,2) 1 Bactericida 
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6 DISCUSSÃO 

As propriedades biológicas dos pinenos e suas possíveis indicações como 

agente antimicrobiano, anti-inflamatório e antioxidante, aliados ao conhecimento 

da toxicidade desses compostos, conferem uma margem de segurança na 

utilização dos mesmos como fitomedicamentos. A avaliação da toxicidade de 

qualquer substância a ser utilizada como medicamento é passo fundamental para 

uso seguro na saúde humana. Para isto é necessário realizar testes de 

citotoxicidade, pois, apesar de serem substância naturais, elas podem ser tóxicas. 

Assim, é importante definir as concentrações que apresentam toxicidade elevada 

e as que permitem a viabilidade celular (FERREIRA & NARDI, 2015). 

O estudo da citotoxicidade deve contemplar diferentes formas de exposição 

da substância testada e pode ser feita em vários tipos de células. O estudo da 

citotoxicidade dos pinenos já foi realizado em macrófagos peritoneais de ratos, 

hemácias, mastócitos e condrócitos humanos (RUFINO et al., 2014; NAM et al., 

2014; KIM et al., 2015; SILVA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015; JUCÁ, 

2007). O presente estudo avaliou a toxicidade celular em PBMCs de sangue 

periférico humano. 

Silva et al. (2012) avaliaram a citotoxicidade dos enantiômeros (+)-α e (+)-β-

pineno em macrófagos peritoneais de ratos. As concentrações usadas (62,5µg/ml 

e 1000 µg/ml) foram semelhantes às utilizadas neste trabalho.  Os autores 

encontraram que concentrações iguais ou maiores que 62,5 µg/ml do (+)-α-pineno 

e 125 µg/ml do (+)-β-pineno apresentaram toxicidade elevada.  Na presente 

pesquisa foram encontrados os mesmos resultados nos testes com (+)-β-pineno 

enquanto que (+)-α-pineno foi menos citotóxico, apresentando alta taxa de 

mortalidade em concentrações a partir de 250 µg/ml.  

Kim et al. (2015) também fizeram testes de viabilidade celular com 

fitoconstituintes. Os autores usaram macrófagos murinos estimulados com baixas 

concentrações do α-pineno (entre 0,2 e 20 μM) e como esperado, por se tratar de 

baixas concentrações, as substâncias não foram tóxicas e apresentaram uma 

viabilidade celular de 100%. No presente estudo foi avaliado o enantiômero (+)-α-

pineno em um intervalo maior de concentrações. A viabilidade celular próxima dos 

100% foi encontrada em concentrações iguais ou menores que 112,5μM.  
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O fitoconstituinte majoritário do óleo Syzygium cumini (Brinco-de-viúva) é o 

α-pineno. A citotoxicidade dessa substância foi avaliada por Rodrigues et al. 

(2015) em macrófagos murino e hemácias humana. O fitoconstituinte α-pineno foi 

tóxico para 50% dos macrófagos e das hemácias, nas respectivas concentrações, 

2975μM e 1631μM. No presente estudo as células testadas foram as PBMCs de 

sangue periférico e foi avaliado o enantiômero positivo do α-pineno que 

apresentou toxicidade elevada em concentrações a partir de 1800μM, semelhante 

aos valores encontrados em hemácias humanas. 

No estudo de Gostner et al. (2014) o teste de citotoxicidade também foi 

realizado em células PBMCs. Os autores avaliaram o óleo de Lavandula 

angustifolia (lavanda) e isolaram (+)-α-pineno, um dos constituintes majoritários 

desse óleo essencial. A concentração do pineno que foi tóxica para 50% das 

células foi de 195μM. Já no presente estudo com (+)-α-pineno, foram encontrado 

resultados divergentes. As concentrações 225μM, próximas da testada por 

Gostner et al. (2014) não foram tóxicas, e apenas valores de 1800 μM tiveram 

toxicidade elevada, concentração quase 10 vezes maior que a encontrada pelos 

autores do estudo citado. 

Algumas divergências na literatura foram encontradas em relação à 

concentração tóxica dos pinenos. Possivelmente os achados se devem às 

diferentes células testadas e porque em alguns trabalhos foram usadas a mistura 

dos enantiômeros e como descrito, apesar terem propriedades físicas e químicas 

idênticas, as propriedades biológicas podem ser diferentes. No presente trabalho, 

e na maioria das pesquisas consultadas, (RODRIGUES et al., 2015; GOSTNER et 

al., 2014) concentrações iguais ou menores que 450 μM, tanto para o (+)-α-pineno 

como para (+)-β-pineno, obtiveram viabilidade celular aceitável. Por esse motivo, 

as concentrações eleitas para serem utilizadas nos testes de imunomodulação 

foram entre 112,5, 225 e 450 μM. 

A produção excessiva de ROS ou a falha endógena do sistema imune em 

inibir sua formação pode ocasionar um distúrbio no equilíbrio antioxidante e, 

consequentemente, uma situação de estresse oxidativo, causando oxidação 

indiscriminada de moléculas biológicas, peroxidação lipídica, distúrbio 
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mitocondrial, carbonilação de proteínas e rupturas e danos da cadeia de DNA 

(PORRES-MARTINEZ, 2015). 

Os níveis de ROS intracelular nas células U373-MG tratadas com α-pineno 

foram testados no estudo de Porres-Martinez et al. (2015). Foram encontrados 

resultados semelhantes ao deste estudo, pois, os pinenos não induziram a 

produção de ROS em comparação com os controles. Os autores do referido 

estudo usaram peróxido de hidrogênio para estimular a produção de ROS, e 

encontraram que as células tratadas previamente com α-pineno diminuíram entre 

30 a 45% a produção de ROS em concentrações entre 10 a 25 μM. No presente 

estudo, a substância utilizada para estimular foi o zimosan e também houve 

redução dos níveis de ROS quando tratadas com moléculas de (+)-α- pineno e 

(+)-β-pineno nas concentrações entre 112,5 a 450 μM. 

Em outro estudo foi avaliada a produção ROS usando o 2,2`-azino-di (3-

ethylbenzthiazoline sulfate) (ABTS) no óleo essencial extraído de Ferula 

assafoetida e de seus principais fitoconstituintes isolados, entre eles α-pineno e β-

pineno. O óleo essencial testado foi eficaz em inibir a produção do ROS, no 

entanto, as concentrações testadas dos pinenos não mostraram nenhuma 

atividade na diminuição de ROS (KAVOOSI et al., 2013).  No presente estudo 

foram realizados testes com células PMNs estimuladas com Zimosan e foi 

observado que os enantiômeros (+)-α-pineno e (+)-β-pineno (entre 112,5 e 450 

μM) foram eficazes em inibir a produção de ROS.   

A interação do α-pineno na produção de ROS foi avaliada em um estudo 

realizado com células de hamster chinês realizado por CATANZARO et al. (2012). 

Foi observado que este composto induziu a produção de ROS nas concentrações 

testadas (25 a 50 μM), com aumento dos níveis com maiores concentrações. O 

presente estudo difere do trabalho citado, visto que, tanto (+)-α-pineno quanto (+)-

β-pineno nas concentrações testadas (112,5 a 450 μM) não induziu a produção 

ROS em células PBMCs quando comparado com o controle positivo e inibiu a 

produção quando induzidas por Zimosan. O uso de células diferentes pode ser 

um dos prováveis motivos para os resultados divergentes. 
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Não foram encontrados trabalhos que avaliaram a produção de ROS do β-

pineno ou dos enantiômeros dos pinenos, apenas testes com a mistura dos 

enantiômeros do α-pineno e, mesmo assim, com metodologia diferente, haja vista 

que não foram usados leucócitos do sangue periférico estimulados com zimosan. 

Os resultados do presente estudo mostraram que (+)-α-pineno (+)-β-pineno nas 

concentrações testadas (112,5 a 450 μM) não possuem propriedades pró-

inflamatórias e apresentaram atividade anti-inflamatória em relação à produção de 

ROS. 

Em relação à atividade antimicrobiana desses terpenos, ainda permanecem 

mal compreendidos os mecanismos específicos envolvidos no mecanismo de 

ação. No entanto, é possível que as moléculas de hidrocarbonetos cíclicos se 

acumulem na bicamada lipídica da membrana e ocorrendo uma interação lipídeo 

proteína, ou ainda, pode haver uma interação direta dos compostos lipofílicos com 

partes hidrofóbicas das proteínas causando a lise da membrana citoplasmática 

(RAJPUT, 2013; BURT, 2004). 

Nesse contexto, alguns estudos avaliaram a atividade antimicrobiana do α- 

pineno e β-pineno isolados de óleos essenciais contra cepas bacterianas de S. 

aureus e E. coli (CUTILLAS et al., 2017; COTÉ et al., 2017). Nesses estudos, β-

pineno não apresentou atividade contra as cepas testadas nas concentrações 

entre 200 e 2000µg/ml. No estudo Coté et al. (2017), α- pineno também não 

apresentou atividade bacteriana, no entanto, no trabalho de Cutillas et al (2017) o 

valor da CIM contra E. coli foi 500µg/ml e contra S. aureus 2100µg/ml. No 

presente estudo, o (+)-α- pineno e (+)-β-pineno se mostraram significativamente 

mais efetivos e os valores da CIM contra as cepas E. coli foram 31,25 µg/ml e 

62,5 µg/ml respectivamente. Uma possível explicação para os resultados 

divergentes em relação aos de Coté et al. (2017), é o tipo de metodologia usada, 

que foi um ensaio hidrofóbico, diferente da técnica de microdiluição usada neste 

trabalho e por Cutillas et al. (2017). 

Em estudos prévios, o efeito antimicrobiano dos pinenos isolados de óleos 

essenciais foi avaliado contra os patógenos orais. As seguintes cepas foram 

testadas: E. faecalis, S. salivarius, S. mitis, S. sobrinus e S. sanguinis 

(BERNARDES et al., 2010; CREVELIN et al., 2015). Os valores da CIM do α-
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pineno encontrados por Bernardes et al. (2010) contra cepas S. mutans foi de 

14680μM, e para as outras cepas variaram entre 2940µM e 14680μM, exceto para 

E. faecalis que não teve ação. No estudo de Crevelin et al. (2015) α- pineno e β-

pineno isolados foram pouco efetivo. A CIM encontrada para cepas de S. mitis e 

S. salivarius foi alta, 29360 µM, enquanto que para as outras espécies não 

apresentaram atividade nas concentrações testadas. No presente estudo o (+)-α- 

pineno (+)-β-pineno se mostraram efetivos contra cepas do S. mutans, com 

valores da CIM entre 1800µM e 3600µM respectivamente. No entanto, esses 

valores foram considerados citotóxicos no teste de viabilidade celular. 

Dhar et al. (2014) realizaram experimentos para avaliar o efeito 

antimicrobiano dos enantiômeros (+)-α-pineno e (-)-α-pineno e encontraram 

atividade contra cepas de S. aureus, E. coli, M. luteus e C albicans apenas na 

forma positiva. Silva et al (2012) também elegeram os enantiômeros dos pinenos 

como objeto de pesquisa; os autores também não encontraram atividade 

antimicrobiana quando realizaram testes com (-)-α-pineno e (-)-β-pineno. Apenas 

os enantiômeros positivos apresentaram atividade contra cepas S. aureus 

meticilina resistente, C albicans, C. neoformans e R. oryzae. 

À medida que se aprofundam os estudos envolvendo os pinenos, fica 

evidente a possibilidade desses compostos terem aplicação clínica, inclusive na 

Odontologia, visto que foi demostrada sua citocompatibilidade e ações anti-

inflamatória, antimicrobiana e antioxidante. No entanto, outros estudos ainda são 

necessários, no intuito de melhor elucidar o mecanismo de ação antimicrobiana e 

imunomoduladora para, posteriormente, instituir um protocolo de utilização seguro 

e eficaz.  
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7 CONCLUSÃO 

 

Foram encontradas concentrações não tóxicas do (+)-α e (+)-β-pineno em 

células PBMCs.  As três menores concentrações testadas dos fitoconstituintes 

inibiram a formação de ROS sugerindo atividade anti-inflamatória. Os 

enantiômeros positivos dos isômeros pinenos apresentaram ação antibacteriana 

frente a cepas de S. mutans e E. coli, sendo que os menores valores de CIM e de 

CBM foram observados para E. coli.  
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